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CARACTERIZACAO DE DIFERENTES ACESSOS DE Myrciaria floribunda (H. West
ex Willd.) O. Berg PELO PERFIL CROMATOGRAFICO DE VOLATEIS

RESUMO - Dentre as muitas familias boténicas nativas existentes no Brasil, as Mirtaceas
destacam-se por apresentar um elevado potencial econémico, no entanto, poucas sdo as espécies
exploradas, como é o caso do cambui (Myrciaria floribunda). Trata-se de uma arvore nativa do
Estado de Alagoas, distribuida nas areas restingas, proximas a regido do litoral sul do estado.
Os frutos desta espécie possuem poucos estudos que avaliam seu potencial quimico e bioldgico.
Assim, a aceitacdo das frutas pelos consumidores esta principalmente relacionada as
caracteristicas sensoriais (sabor, cheiro, textura, consisténcia e aparéncia), devido ao fato de
apresentarem uma composicdo muito complexa de constituintes volateis diretamente
envolvidos na qualidade do aroma e sabor, apresentando impactos odoriferos distintos para o
consumidor. Para a identificacdo destas substancias, varias técnicas sdo utilizadas, dentre as
quais se destaca a microextracdo em fase solida por headspace (SPME-HS) combinada a
cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-MS). No caso da espectrometria de
massa (MS), a etapa de ionizacdo é fundamental, por isso ja foram desenvolvidas inovagdes
com a técnica, como a ionizagdo por Paper spray (PS), que permite o analise mais rapido e
simples de substancias em matrizes complexas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar frutos de diferentes acessos de Myrciaria floribunda, destacando
principalmente a composigéo de substancias volateis, compostos fixos e acdo antioxidante. Para
tal, o trabalho foi dividido em trés capitulos. O capitulo I objetivou otimizar as condi¢des de
extracdo (tempo, temperatura e agitacdo) por meio da microextracdo em fase solida no modo
headspace (HS-SPME) para a identificagdo dos compostos volateis (COVs) de frutos de cambui
(AC132). Para tal, foram avaliadas e comparadas individualmente as fibras de SPME de
poliacrilato (PA) e divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS).
Observou-se que a fibra PA teve melhor desempenho, uma vez que extraiu maior nimero de
COVs pertencentes a classe dos sesquiterpenos hidrocarbonetos a temperaturas superiores aos
85°C, durante um tempo de 26 min e sobre agitacdo de 79 rpm. O capitulo Il teve como objetivo
caracterizar os frutos de diferentes acessos de cambui diferenciados pela sua coloracdo laranja
(AC-67, AC-92, AC112, AC136, AC137, AC156), vermelha (AC132, AC153) e roxa (AC160)
e determinar o perfil volatil a través da fibra PA por meio da SPME-HS/GC-MS. Para tal, foi
determinado o peso do fruto (PS), peso da semente (PS), peso da polpa (PP), nimero de
sementes (NS), diametro longitudinal (DL) e transversal (DT), formato, firmeza, teor de sélidos
sollveis, acidez titulavel, ratio e pH. Em geral, os frutos de cambui caracterizaram-se por serem
acidos. Os frutos de coloracdo laranja (AC156) apresentaram maior rendimento de polpa,
firmeza (AC136), sdlidos soltveis (AC92) e ratio (AC137), ja os frutos vermelhos foram os de
maior peso e dimensbes (AC132), enquanto os frutos roxos apresentaram baixos teores de
acidez titulavel (AC160). Quanto ao perfil volatil, os frutos apresentaram maior nimero de
COVs pertencentes ao grupo dos sesquiterpenos, com destaque para os frutos de coloragédo
laranja pois apresentaram o0s compostos patchouleno (32.9%), a-longipineno (24.9%),
cariofileno (21.6% a 49.3%) e y-selineno (11.3% a 16.3%) como constituintes majoritarios. Por
altimo, o capitulo 111 teve como objetivo caracterizar os frutos dos nove acessos de cambui
guanto a suas propriedades fisico-quimicas, compostos fendlicos, atividade antioxidante e
analises dos compostos fixos através da espectrometria de massas (MS) com ionizacdo por
paper spray (PS). Para as analises fisico-quimicas dos frutos, foram utilizadas amostras de 128
frutos por acesso. Todos 0s acessos apresentaram de uma a duas sementes por fruto. Os acessos
AC132 e AC156 apresentaram frutos com maior tamanho, enquanto os frutos do acesso AC137



apresentaram maior firmeza e atividade antioxidante (534.83 £137.68). Os frutos do acesso
AC160 tiveram maior ratio e maior conteudo de fendis totais (279.01+11.11). Quanto ao perfil
quimico dos frutos, foram identificados no modo de ionizagdo positiva 32 compostos e 42
compostos no modo de ionizagdo negativa, destacando-se assim 0S compostos pertencentes ao
grupo dos flavonoides. Portanto, os frutos de cambui apresentaram potencial para seu
aproveitamento como alimento funcional, uma vez que houve relatos sobre os beneficios dos
compostos bioativos a saude.

Palavras-chave: cambui, caracterizacdo, atividade antioxidante, compostos bioativos, Paper
Spray.



CHARACTERIZATION OF DIFFERENT ACCESSES OF Myrciaria floribunda (H.
West ex Willd.) O. Berg BY THE CHROMATOGRAPHIC PROFILE OF VOLATILES

ABSTRACT - Among the many native botanic families existing in Brazil, the Mirtaceae stand
out for having a high economic potential, however, few are the explored species, as is the case
of rumberry (Myrciaria floribunda). It is a native tree to the State of Alagoas, distributed in
restingas areas, close to the South coastal region of the state. The fruits of this species have few
studies that assess their chemical and biological potential. Thus, the acceptance of fruits by
consumers is mainly related to sensory characteristics (taste, smell, texture, consistency and
appearance), due to the fact that they present a very complex composition of volatile
constituents directly involved in the quality of aroma and flavor, presenting odorous impacts.
for the consumer. For the identification of these substances, several techniques are used, among
which stands out the solid phase microextraction by headspace (SPME-HS) combined with gas
chromatography with mass spectrometry (CG-MS). In the case of mass spectrometry (MS), the
ionization stage is fundamental, which is why innovations with the technique have already been
developed, such as ionization by Paper spray (PS), which allows the faster and simpler analysis
of substances in complex matrices . In this context, the present work aimed at characterize fruits
of different accessions of Myrciaria floribunda, highlighting mainly the composition of volatile
substances, fixed compounds and antioxidant action. To this end, the work was divided into
three chapters. Chapter | aimed to optimize the extraction conditions (time, temperature and
agitation) by means of solid phase microextraction in headspace mode (HS-SPME) for the
identification of volatile compounds (VOCs) from rumberry fruits (AC132). To this end, SPME
fibers of polyacrylate (PA) and divinylbenzene / carboxen / polydimethylsiloxane (DVB / CAR
/ PDMS) were individually evaluated and compared. It was observed that the PA fiber had
better performance, since it extracted a greater number of VOCs belonging to the class of
hydrocarbon sesquiterpenes at temperatures above 85 ° C, for a time of 26 min and under
agitation of 79 rpm. Chapter Il aimed to characterize the fruits of different rumberry accessions
differentiated by their orange (AC-67, AC-92, AC112, AC136, AC137, AC156), red (AC132,
AC153) and purple (AC160) coloring and determine the volatile profile through the PA fiber
through SPME-HS / GC-MS. For this, the fruit weight (PS), seed weight (PS), pulp weight
(PP), number of seeds (NS), longitudinal (DL) and transversal (DT) diameter, shape, firmness,
content was determined soluble solids, titratable acidity, ratio and pH. In general, rumberry
fruits were characterized by being acidic. The orange-colored fruits (AC156) showed higher
pulp yield, firmness (AC136), soluble solids (AC92) and ratio (AC137), while the red fruits
were the ones with greater weight and dimensions (AC132), while the purple fruits presented
low levels of titratable acidity (AC160). As for the volatile profile, the fruits present a greater
number of VOCs belonging to the sesquiterpenes group, with an emphasis on the orange-
colored fruits because they presented the compounds patchoulene (32.9%), a-longipinene
(24.9%), karyophylene (21.6% to 49.3 %) and vy-selinene (11.3% to 16.3%) as major
constituents. Finally, chapter Il aimed to characterize the fruits of the nine accessions of
rumberry in terms of their physico-chemical properties, phenolic compounds, antioxidant
activity and analysis of fixed compounds through mass spectrometry (MS) with ionization by
paper spray (PS). For the physicochemical analysis of the fruits, samples of 128 fruits per access
were used. All accessions presented from one to two seeds per fruit. The AC132 and AC156
accessions showed larger fruits, while the AC137 accessions showed greater firmness and
antioxidant activity (534.83 + 137.68). The AC160 access fruits had a higher ratio and a higher
total phenol content (279.01 + 11.11). As for the chemical profile of the fruits, 32 compounds
and 42 compounds in the negative ionization mode were identified in the positive ionization



mode, thus highlighting the compounds belonging to the group of flavonoids. Therefore, the
fruits of rumberry showed potential for their use as a functional food, since there were reports
on the health benefits of bioactive compounds.

Key words: rumberry, characterization, antioxidant activity, bioactive compounds, Paper
Spray.
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1. INTRODUCAO GERAL

Devido a sua grande extensdo territorial e principalmente as favoraveis condicdes
climéticas, o Brasil é considerado um dos maiores produtores mundiais de fruteiras com
aproximadamente dois milhGes de hectares destinadas ao cultivo, concentrando sua maior
produtividade nas regides do Sul, Sudeste e Nordeste do pais (IBGE, 2016; BRAZILIAN
FRUIT, 2018).

Dentre as muitas espécies nativas existentes no Brasil, a familia Myrtaceae destaca-se como
uma das mais importantes dos neotropicos, sendo uma das familias mais complexas, pelo
grande nimero de espécies assim como pelos poucos estudos taxondmicos existentes (SOUZA
e LORENZI, 2005). No Brasil, a familia abrange 23 géneros e cerca de 1.034 espécies,
ocupando a oitava posi¢cdo em diversidade no Nordeste (SOBRAL e PROENCA, 2006; BFG,
2015).

Muitas Myrtaceae apresentam um elevado valor econémico, como é o caso do eucalipto
(Eucalyptus spp), utilizado na produgdo de madeira e producéo de aromatizantes, e a goiabeira
(Psidium guajava), apreciada principalmente pelas caracteristicas de seus frutos, os quais
podem ser consumidos tanto in natura quanto industrializados (CARVALHO JUNIOR et al.,
2014).

No entanto, existem muitas outras mirtaceas nativas do Brasil que, assim como a goiabeira,
também produzem frutos comestiveis. Entretanto, poucas sdo as espécies que tém sido
exploradas em escala comercial e, quando exploradas, a producéo é muito pequena e limitada
a determinadas regides, como é o0 caso da pitangueira (Eugenia uniflora L.), jabuticabeira
(Plinia spp.), camu-camu (Myrciaria dubia) e mais recentemente o cambui (Myrciaria
floribunda O. Berg) entre outras (FRANZON et al., 2009).

Dentre as espécies mais difundidas do género Myrciaria, o camu-camu (Myrciaria dubia)
vem se destacando por apresentar altos teores de acido ascérbico em seus frutos. Porém, existem
outras espécies, como a Myrciaria floribunda, que possuem potencial nutricional,
farmacoldgico e ornamental, 6leos essenciais nas folhas, flores e caules com atividades
antimicrobianas, antitumorais e anticolinesterasica (APEL et al., 2006b; RAMOS et al., 2010;
TIETBOHL et al., 2012). Além disso, os seus frutos podem ser consumidos ao natural ou

processados. Todavia, pouco se sabe da composicao quimica destes, pelo que seu conhecimento
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pode contribuir a expansédo do seu consumo, em virtude da demanda crescente por frutos
tropicais com novas opgdes de sabores e aromas (JAARVERLD et al., 2014).

Assim, ha a necessidade de estudar a espécie Myrciaria floribunda, devido aos poucos
estudos sobre sua composi¢do quimica, para o qual sdo utilizadas técnicas analiticas como a
espectrometria de massas (MS), que acoplada a um cromatografo de gas (GC), permite maior
seletividade na deteccdo e identificacdo dos compostos volateis nos frutos. A técnica poder ser
utilizada com diferentes métodos de ionizacdo de ambiente, como o paper spray (PS), que
requer pouco ou nenhum tratamento da amostra para a deteccdo dos seus compostos fixos.
Diante o exposto, 0 presente estudo tem como objetivo caracterizar frutos de diversos acessos
de Myrciaria floribunda, destacando principalmente a composic¢do das substancias volateis,
compostos fixos e agdo antioxidante.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Familia Myrtaceae

Inserida na ordem Myrtales, a familia Myrtaceae ¢ uma das maiores familias de
angiospermas, com 132 géneros e 1561 espécies, ocupando a terceira posi¢cdo como a familia
arborea com maior riqueza de espéecies (BEECH et al., 2017; WCSP, 2019). As Myrtaceae estdo
distribuidas principalmente na Australia, América Tropical e Sudeste da Asia, encontradas
sobretudo em regides tropicais e subtropicais, 0 que representa 1.32% do total de angiospermas
conhecidas no mundo (TIETBOHL, 2014; VALLILO et al., 2005; WILSON et al., 2011;
WILSON et al., 2005).

Antigamente a familia Myrtaceae era dividida em duas subfamilias conhecidas como
Myrtoideae e Leptospermoideae. A primeira caracterizada por seus frutos carnosos e com
distribuicdo pantropical com maior concentracdo na América do Sul e a segunda por apresentar
como caracteristicas frutos secos, com ocorréncia desde o sudeste da Australia até o Pacifico, e
com pouca ocorréncia no Sul da Africa e Chile (WILSON et al., 2001; SOBRAL, 2003)

No entanto, estudos filogenéticos mostraram inconsisténcias nas caracteristicas utilizadas
para a distincdo. Para tal, uma nova classificacdo da familia foi proposta, dividindo Myrtaceae
nas subfamilias Psiloxyloideae com apenas duas tribos (Psiloxyleae e Heteropyxideae) e

Myrtoideae com 15 tribos (Xanthostemoneae, Lophostemoneae, Osbornieae, Melaleuceae,
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Kanieae, Backhousieae, Metrosidereae, Tristanieae, Syzygieae, Myrteae, Eucalypteae,
Syncarpieae, Lindsayomyrteae, Leptospermeae e Chamelaucieae (WILSON et al., 2005).

No Brasil, a familia Myrtaceae inclui 23 géneros e aproximadamente 1034 espécies, das
quais 707 sdo endémicas, com dominios fitogeograficos na Mata Atlantica, Cerrado, Floresta
Amazobnica, Caatinga, Pampa e Pantanal, distribuidas geograficamente no Norte (Acre,
Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima, Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul
(Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) do pais (FLORA DO BRASIL 2020).

A Mata Atlantica abriga o maior nimero de espécies de angiospermas, com 15.001 espécies
nativas, das quais 7.432 (49,5%), sdo endémicas desse bioma, seguidas pelo Cerrado, com
12.097 espécies totais, sendo que 4.252 (35,1%) sdo endémicas; Floresta Amazdnica possui
11.896 espécies no total, com 1.900 (16%) especies endémicas; Caatinga, 4.657 espécies no
total, sendo 913 (19,7%) endémicas; Pampa, 1.685 espécies no total, com 102 (6,1%)
endémicas; e Pantanal com 1.277 espécies no total e 54 (4,2%) espécies endémicas (BFG 2015).

No Nordeste, a familia Myrtaceae € considerada uma das mais importantes botanicamente,
uma vez que ocupa a oitava posi¢ao engquanto ao numero de espécies. Apenas em 2015 foram
registradas para o estado de Alagoas, 1.800 espécies de angiospermas, sendo 11 endémicas da
regido (BFG, 2015).

Entre os diversos géneros da familia Myrtaceae que englobam fruteiras, apenas quatro
(Eugenia, Acca, Myrciaria e Psidium) tem importancia econémica. O género Myrciaria possuli
espécies distribuidas desde o México e Caribe até o norte da Argentina. No Brasil,
principalmente na regido sudeste ocorrem cerca de 30 espécies (LANDRUM e KAWASAKI,
1997). No género Myrciaria encontram-se as jabuticabas, com mais de uma dezena de espécies
nativas de Centro-sul/Sudeste brasileiro, e 0 camu-camu nativo na regido Noroeste da
Amazonia brasileira, Peru, Venezuela e Colémbia (DONADIO et al., 2002).

2.1.1. Myrciaria floribunda (H.West ex Willd) O.Berg

A Myrciaria floribunda (H.West ex Willd) O.Berg, é uma espécie pertencente a familia
Myrtaceae. Trata-se de uma espécie com grande diversidade de ambientes, distribuida na
América do Sul e América Central. No Brasil, pode ser encontrada desde o estado do Para até

0 Rio Grande do Sul, na Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (LOURENCO e
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BARBOSA, 2012; SOBRAL et al., 2013). No bioma Mata Atlantica é encontrada
principalmente em regides litoraneas de restinga, sendo facilmente observada no Nordeste do
pais especificamente nos estados de Sergipe e Alagoas (SILVA, NASCIMENTO e MUNIZ.,
2020).

E conhecida popularmente como: “camboim”, “jabuticabinha”, “murta”, “duque”,
“goiabarana”, “camu-camu arbustivo”, “cambui” e “aragazeiro”. Possui diversas sinonimias
boténicas, tais como Eugenia floribunda H. West ex Willd., Eugenia oneillii Lundell, Eugenia
protracta Steud., Eugenia salzmannii Benth., Myrciaria mexicana Lundell, Myrciaria oneillii
(Lundell) 1.M. Johnst., Myrciaria protracta (Steud.) O. Berg, Myrciaria salzmannii (Benth.) O.
Berg, Myrciaria uliginosa O. Berg, Myrciaria verticillata O. Berg, Myrciaria ciliolata
(Cambess) O. Berg e Myrciaria tenuiramis O. Berg (LORENZI, 2009).

O termo cambui € de origem indigena e significa “folha que se desprende”, sendo uma
designacdo comum de varias espécies inclusas nos géneros Myrcia e Myrciaria (ARAUJO et
al., 2013). O cambui distingue-se das demais Myrtaceae pelo conjunto das folhas de apice
longo-acuminado com inflorescéncias de eixo reduzido, do tipo cimosas, apresentam flores
hermafroditas, com pétalas brancas e pequenas de até 6 flores e de superficie glabra (sem pelos).
Floresce em setembro, com pico em novembro a dezembro, finalizando nos meses de janeiro a
fevereiro, enquanto a frutificacdo ocorre de outubro a fevereiro-margo, com pico em dezembro
(LOURENCO e BARBOSA, 2012; SANTQOS, 2018). Em Alagoas e Sergipe costuma florescer
e frutificar entre os meses de abril a junho quando da principal época de chuvas (LEMOS et al.,
2018).

O cambui é uma arvore de porte médio (com altura de 6-14 m), de copa arredondada, de
tronco cilindrico, de 30-40 cm de diametro revestida por casca lisa, descamando em placas finas
que deixa o tronco manchado (LORENZI, 2009; LOURENCO e BARBOSA, 2012).

Seus frutos sdo levemente acidos, pequenas bagas elipticas brilhosas, carnosos e suculentos
de coloracdo variada, desde o alaranjado até o vermelho escuro (Figura 1), podendo alcancar
até 13 mm em didmetro, possui casca bastante fina e, quando maduros sdo consumidos in natura
ou industrializados, na forma de doces, geleias, sucos e fermentados (SOUZA e MORIM,
2008).

Os frutos do cambuizeiro caracterizam-se por possuir alto conteddo de agucares, e excelente
teor de vitamina C, podendo chegar a 1.526 mg.100 de polpa, além de serem ricos em

compostos que tém acdo antioxidante, como as antocianinas, carotendides e flavonoides.
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(CARVALHO et al., 2012; SANTOS, 2010). Sua polpa € suculenta, de sabor doce adstringente,
a qual envolve de uma a duas sementes, utilizada principalmente processada na forma
desidratada ou liofilizada (OLIVEIRA et al., 2018). A planta é rica em compostos fendlicos,
principalmente em mycerina-3-galoctosido, compostos de excelentes propriedades bioldgicas

(antimicrobiano, anticolinesterasico, antitumoral e inseticida).

Figura 1 — Myrciaria floribunda (A) e ramos diferenciados pela coloragdo de seus frutos —

laranja, vermelho e roxo (B).
A)

Fonte: Autor, 2021.

O cambuizeiro também apresenta relevancia na sua composicao quimica, especificamente
nos 6leos essenciais das folhas, flores e caules (TIETBOHL et al., 2017). De acordo com Apel
et al. (2006a), o 6leo essencial das folhas de M. floribunda apresentam atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e efeito citotoxico em células de glioblastoma. Contudo, Tietbohl
et al. (2012), demostrou que o 6leo essencial das folhas, flores e caule possui atividade

anticolinesterase, a qual esta atribuida a presenca do monoterpeno oxigenado 1,8-cineol.
2.2.Atividade antioxidante
Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢éo e reducao das lesGes causadas pelos
radicais livres nas células. Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais
livres sdo classificados em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (BIANCHI e

ANTUNES, 1999).
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Os antioxidantes enzimaticos, podem ser definidos como qualquer substancia que, mesmo
presente em baixas concentracfes quando comparada a do substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato (BARREIROS et al., 2006; SOUSA et
al., 2007). Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se as superoxidos dismutases,
consideradas como a linha de frente de defesa antioxidante, embora possam exibir atividade
peroxidasica, na presenca de excesso de H20>; destacam-se também a catalase e as glutationas
peroxidases, encarregadas de reduzir peroxidos geradores de radicais ‘'OH e ‘OR,
respectivamente (VASCONCELOS et al., 2007).

Quanto aos antioxidantes ndo enzimaticos destacam-se a vitamina E (tocoferol), vitamina
C (acido ascorbico), B-caroteno e vitamina A (retinol), flavonoides, tiols, coenzima Q10, acido
arico, heat shock proteins (HSP90), ferritina, albumina, ceruloplasmina e bilirrubina (FINAUD;
LAC; FILAIRE, 2006).

De acordo ao seu mecanismo de agdo, Ramalho e Jorge (2006) classificaram aos
antioxidantes em primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes
quelantes e antioxidantes mistos. J& Moreira e Mancini Filho (2004) os dividem em duas
classes: com atividade enzimatica e sem atividade enzimatica.

Os antioxidantes primarios ou sem atividade enzimatica sdo compostos fenolicos que
interagem com os radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacdo de
oxidacdo doando atomos de hidrogénio de suas moléculas, interrompendo a reacdo de cadeia
(RAMALHO e JORGE, 2006; SELANI, 2010).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que podem
aumentar ou recuperar a atividade dos antioxidantes primarios quando utilizados em
combinacdo adequada com eles. Os antioxidantes sinérgicos podem ser compostos organicos e
inorganicos e, geralmente, tém caracter acido. Neste grupo incluem os acidos citricos fosforico
e ascorbico e os fosfatideos (GUNSTONE e NORRIS, 1983).

Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente no
meio, através de reacGes quimicas estaveis tornando-os indisponiveis para atuacdo como
propagadores da autoxidacdo. O &cido ascorbico, seus isdmeros e seus derivados sdo 0S
melhores exemplos desse grupo, atuando como sinergistas na regeneracao dos antioxidantes
primarios (BAILEY, 1996; BELITZ e GROSCH, 1988).

Os bioldgicos incluem varias enzimas, como glucose oxidase, superdxido dismutase e

catalase. Estas substancias que podem remover 0 oxigénio ou alguns compostos reativos ao
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sistema de reacdo. Os agentes quelantes ou sequestrantes promovem a agdo de complexacéo
com ions metalicos, como ferro e cobre que catalisam a oxidagdo lipidica. Exemplos mais
comuns de agentes quelantes sdo o &cido citrico e seu éster de monoglicerideo, lipofilico, o
acido fosforico e seus derivados polifosfatos e o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(BAILEY, 1996; KOLEVA et al., 2002).

Por altimo, os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos, 0s quais tém atuacdo semelhante aos
antioxidantes primarios. Entre eles estdo vérias proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados
de acido cinamico (&cido caféico) (RAMALHO e JORGE, 2006).

Na industria alimentar, os antioxidantes sdo compostos utilizados com a finalidade de inibir
o retardar a oxidacdo lipidica dos alimentos. Segundo a FDA (Food and Drug Administration)
sdo substancias empregadas para preservar alimentos por meio do retardamento da deterioracéo,
rancidez e descoloracdo decorrentes da autoxidagdo (SELANI, 2010).

Assim, a induastria alimentar classifica aos antioxidantes em dois classes: sintéticos ou
naturais (Tabela 1), incluidas também no grupo dos nao enzimaticos (MOREIRA e MANCINI-
FILHO, 2004).

Tabela 1 — Tipos de antioxidantes de acordo com sua classificacéo.

Classificacédo Antioxidante
Priméarios BHA, BHT, TBHQ, PG, tocoferdis

Removedores de oxigénio Acido ascorbico e seus isomeros (ex. eritorbato de s6dio)

Biologicos PG, tocoferéis e enzimas: glucose oxidase, superoxido
dismutase e catalases

Quelantes/sequestrantes  Acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de &cido etileno diamino
tetra acético (EDTA)

Mistos Proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido
cindmico

Sintéticos BHA, BHT, TBHQ e PG

Naturais Tocoferdis, acidos fendlicos e extratos de plantas como:

sementes de uva, alecrim, roma, mate e cha verde
Fonte: Ramalho; Jorge (2006); Pires (2014)
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Os antioxidantes sintéticos contém compostos fendlicos com substitutos alquilas, enquanto
0s antioxidantes naturais podem ser diversos compostos como, compostos fenélicos, quinonas
e lactonas (MARTINEZ-TOME et al., 2001).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos sdo BHA
(hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), TBHQ (terc-butil hidroguinona), e PG
(galato de propila). Apesar de serem muito efetivos e estaveis, os antioxidantes sintéticos
apresentam uso restrito em muitos paises devido a possibilidade de causarem efeitos
indesejaveis em enzimas de varios 6rgdos humanos, assim como serem prejudiciais a salde
(TIVERON, 2010).

Entre os 6rgdos competentes de diferentes paises existe a preocupacdo na quantidade diaria
de ingesta dos diversos produtos alimenticios pelos consumidores, pois a maioria deles séo
produtos industrializados. Dessa forma, ha um grande interesse em encontrar alimentos naturais
com antioxidantes provenientes de varias fontes vegetais, pois sdo mais seguros a saude, além
de ter a vantagem de ndo necessitarem de extensos testes de seguranca antes da sua aplicacao
(HUANG et al., 2011).

Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se a vitamina E, o acido ascorbico, o0s
carotenoides e principalmente os compostos fenolicos, os quais sdo os antioxidantes mais
abundantes da dieta humana (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

A vitamina E é considerada um antioxidante e faz parte da composicdo dos 6leos vegetais
e encontra-se na natureza de quatro formas diferentes: a, B, v, 6-tocoferol, sendo o a-tocoferol
0 antioxidante mais abundante. Atua na etapa da propagacéo e terminacao da oxidacéo lipidica,
reagindo com os radicais livres e/ou sequestrando a molécula de oxigénio (RAMALHO e
JORGE, 2006).

O acido ascorbico, assim como os acidos citrico e fitico, atuam na oxidacao lipidica como
agentes quelantes ou sequestrantes e sdo considerados antioxidantes secundarios (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

Os carotenoides sdo isoprenoides geralmente constituidos por 8 unidades de isoprenos. Sdo
sintetizados em plantas, distribuidos amplamente na natureza e responsaveis pela coloracdo de
frutas e hortali¢as. O p-caroteno € o0 mais importante precursor da vitamina A. As xantofilas,
astaxantina, cantaxantina, luteina, zeaxantina também sdo responsaveis dos carotenoides
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; FRASER e BRAMLEY, 2004).
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Os compostos fendlicos tém recebido grande importancia nos Gltimos anos, pois em frutas,
cereais e outros vegetais apresentam atividade antioxidante. S&o caracterizados por uma
estrutura aromatica, com uma ou mais hidroxilas como grupos funcionais. Estes grupos podem
ser substituidos por ésteres, ésteres metilicos e glicosideos (MORAES-DE-SOUZA, 2007). Séo
facilmente oxidaveis, tanto por meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de
metais, luz, calor ou meio alcalino, ocasionando o escurecimento de solugfes ou compostos
isolados (SIMOES, 2001). Sdo considerados um dos grupos de compostos bioativos
responsaveis pelos efeitos benéficos a saitde (MONTEIRO et al., 2007; MOLLER e LOFT,
2006).

Contudo, o interesse na pesquisa por novos antioxidantes naturais tem aumentado nos
altimos anos, levando as inddstrias de alimentos, de cosméticos quimica e farmacéuticas a ter
maior atengdo em novas fontes de antioxidantes naturais, pois estes servem de substitutos dos
antioxidantes sintéticos (CONEGLIAN et al., 2011).

2.3.Compostos fenolicos

Os CFs, também designados de polifendis, sdo produtos aromaticos que compreendem um
dos grupos de substancias mais importantes e diversificados pertencentes ao metabolismo
secundario dos vegetais, com mais de 8000 estruturas conhecidas que podem ser divididas em
varias classes de acordo com o esqueleto carbdnico dos fitoquimicos (BRAVO, 1998;
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; MELO et al., 2008; HAMINIUK et al.,
2012).

Estas substancias sdo sintetizadas durante as fases de desenvolvimento das plantas e sobre
condicdes de estresse, como mudancas de temperatura, niveis de luz, ferimentos, infecgdes,
radiacbes UV, injurias, protecdo contra predadores e patdgenos, entre outra, além de
contribuirem significativamente nas caracteristicas organolépticas das frutas e dos vegetais
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; HAMINIUK et al., 2012; GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2017).

O termo “fendlicos” engloba um grupo superabundante e diversificado de compostos
quimicos, que sdo subdivididos de acordo com o nimero de subunidades de fenol presentes na
molécula, classificados entre polifendis e fendis simples (GIADA, 2013). Estruturalmente, 0s

CFs sdo substancias que compreendem pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos
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hidroxilas ligados, apresentando estruturas que podem variar de uma molécula simples (acidos
fendlicos, flandides) até compostos altamente polimerizados (ligninas e taninos)
(VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014; LIN et al., 2016).

De acordo com a quantidade e a disposicdo de seus atomos de carbono, os CFs podem ser
encontrados conjugados a moléculas de agucar e/ou &cidos organicos, sendo assim, 0S
flavonoides e ndo flavonoides, as principais classes de compostos fenélicos (DAl e MUMPER,
2010).

Os flavonoides correspondem a classe fendlica mais importante e variada de produtos de
origem vegetal, estando presentes especialmente nas folhas e frutos das plantas, exercendo
maior expressdo na pigmentacdo destas. Quimicamente sd0 compostos que possuem um
esqueleto de 15 carbonos e dois anéis aromaticos unidos por trés carbonos. Suas principais
subclasses séo os flavondis, flavonas, flavan-3-0is (catequinas e epicatequinas), antocianidinas,
flavononas e isoflavonas. Ja, os ndo flavonoides abrangem os acidos fendlicos (&cido galico e
elagico) e os taninos (condensados como as proantocianidinas e hidrolisaveis que incluem os
elagitaninos) (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; SCALBERT e WILLIAMSON,
2000; STRACK, 1997).

Os acidos fenolicos sdo metabolitos secundarios distribuidos por todo o reino vegetal,
representando a terca parte do restante dos polifendis alimentares. Sdo divididos em dois
subgrupos: acido benzoico e derivados do acido cindmico, diferenciados pelo numero e
localizagdo dos grupos hidroxilas no anel aromatico (HAMINIUK et al., 2012; KHODDAMI
et al., 2013). Os taninos por sua vez, sao polimeros fendlicos sollveis em agua e solventes
organicos amplamente distribuidos no reino vegetal, podendo ser encontrado de forma variada
(teor e tipo) nas raizes, no lenho, na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva das
plantas (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2008).

Os CFs sdo parcialmente responsaveis pelas qualidades sensoriais e nutricionais dos
alimentos, conferindo a estes sabores amargos ou adstringentes, os quais contribuem para o
desenvolvimento da cor e odor, assim como promover a estabilidade oxidativa do produto
alimenticio, o que é de grande interesse para o0s produtores, processadores e consumidores, pois
a oxidacdo deles no processamento e armazenamento pode ocasionar caracteristicas
indesejaveis aos alimentos (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Contudo, nos ultimos anos estes compostos tém despertado maior interesse devido aos seus

efeitos benéficos para a salde humana, pois além da sua elevada capacidade antioxidante
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podem apresentar propriedades anticarcinogénicas e anti-mutagénicas (HAMINIUK et al.,
2012; VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014; GUTIERREZ-GRIJALVA e CASTILLO,
2016; MAKHAFOLA et al., 2016).

Estudos revelam que os CFs sdo importantes constituintes dietéticos, pois 0 consumo destes
por meio da dieta associa-se a um risco reduzido de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas como o Alzheimer, certos tipos de cancer,
diabetes tipo 2 e osteoporose, devido a sua alta capacidade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antipoliferativa, confirmando assim sua importancia para a salde humana pois
consumo regular destes compostos pode contribuir na prevencao de doencas (VELDERRAIN-
RODRIGUEZ et al., 2014; GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2016).

Outros estudos associam 0 aumento do consumo de frutas e vegetais, com o0 menor risco de
doencas cardiovasculares (HELENO et al., 2015; KAR et al., 2009; NOTHLINGS et al., 2008).
As frutas, principalmente as de cor vermelho/azul, séo as fontes de fendlicos mais importantes,
especialmente se for frutas tropicais, como € o caso das Myrtaceae, sendo 0s géneros Psidium,
Myrciaria, Eugenia, Syzygium e Feijoa ou Acca 0s mais estudados devido a presenca de
compostos bioativos atribuidos & muitas funcdes vantajosas para & satde (DEGASPARI e
WASZCYNSKY, 2004; DUARTE e PAULL, 2015).

Avaliando o residuo industrial de frutas frescas e secas de camu-camu (Myrciaria dubia
HBK McVaugh), Azevedo et al. (2014) observaram que este residuo apresenta quantidade
significativa de CFs, como antocianinas, proantocianidinas, carotenoides e flavonoides
importantes. Por sua vez, Alezandro et al. (2013) observaram quantidades mais elevadas de
polifendis em jabuticaba (Plinia cauliflora (Mart.) Kuasel; Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg;
M. cauliflora (Mart.) O. Berg), sendo a casca mais rica em flavonoides, quantidade que vai
depender segundo o estado de maturacao da fruta (GONCALVES et al., 2010; RUFINO et al.,
2010; MYODA et al., 2010; REYNERTSON et al., 2008; CHIRINOS et al., 2010; ZANATTA
et al., 2005).

2.4.Microextracdo em fase solida-headspace (SPME-HS)

Dentre as técnicas de preparo de amostras, merece destaque a microextracdo em fase solida,
(SPME, do inglés solid phase microextraction). A SPME é uma técnica simples e rapida que

integra amostragem, extracdo, pré-concentracdo e introducdo da amostra no sistema
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cromatografico em uma Unica etapa, além disso, o custo de extracdo € relativamente baixo. A
técnica foi desenvolvida em 1990 por J. Pawliszyn e colaboradores, na Universidade de
Waterloo, em Ontario, no Canadd (MOHAMMADI; YAMINI; ALIZADEH, 2005; ARTHUR
PAWLISZYN, 1990; PAWLISZYN, 1997).

A SPME baseia-se na extracdo e concentracdo rapida de compostos organicos volateis e
semivolateis sem a utilizacdo de solventes organicos. Este tipo de extracdo envolve a
adsorcao/absorcdo de analitos presentes numa matriz aquosa para uma fibra de silica fundida
ou fibra recoberta com polimero ndo volatil (equilibrio de adsorc¢éo e particdo, respectivamente)
revestida por uma camada polimérica (fase estacionaria) com sua subsequente dessorcao
imediatamente antes da analise cromatografica (NASCIMENTO et al., 2018; ALMEIDA et al.,
2004; KATAOKA; LORD; PAWLISZYN, 2000).

A fibra de silica € um filamento capilar que fica protegida no interior de uma agulha oca
(tubo hipodérmico retratil), adaptada em um dispositivo especial denominado de holder. O
holder ¢ um equipamento robusto utilizado em inimeras analises, o qual apresenta a forma de
uma seringa. Na extremidade oposta do dispositivo, existe uma espécie de parafuso (hub), que
€ usado para conectar a fibra ao equipamento (holder), possuindo uma cor especifica para cada
tipo de revestimento de fibra (KATAOKA; LORD; PAWLISZYN, 2000; VALENTE e
AUGUSTO, 2000). A fibra de silica pode ser substituida por outros tipos de polimeros ou por
motivos de desgaste, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do(s) analito(s)-alvo, ja
a altura da agulha pode ser ajustada de acordo com a finalidade ou com o local onde sera
inserida (ALMEIDA et al., 2004; VALENTE e AUGUSTO, 2000).

O processo SPME é muito simples. A fibra € exposta pela movimentacdo de um émbolo na
matriz da amostra, onde é estabelecido um equilibrio dos analitos entre a matriz da mostra e a
fibra. A extracdo dos analitos é feita no modo headspace, onde a fibra ndo entra em contato
direto com a matriz analisada, isto permite que a fibra ndo seja danificada, com a adsorcao de
compostos que ndo seriam termicamente dessorvidos quando a fibra fosse exposta no
cromatografo. Este tipo de extracdo consiste em um recipiente (vial) lacrado com septo
(geralmente feito de silicone), onde a amostra é armazenada (NASCIMENTO et al., 2018;
VICHI et al., 2003).

Em seguida, é perfurado o septo do recipiente com a agulha do holder, e o émbolo do
equipamento é pressionado para expor a fibra diretamente na matriz da amostra
(ALPENDURADA, 2000; ALMEIDA et al., 2004). A seguir, os analitos da amostra sdo
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concentrados no revestimento polimérico da fibra, através de um processo de adsor¢do. Apos
um determinado tempo de exposi¢do da amostra, a fibra é retraida para o inferior da seringa e
a agulha retirada do recipiente. Posteriormente, a agulha do holder é inserida no injetor do
cromatdgrafo a gés e a fibra é exposta novamente, sendo os analitos dessorvidos em virtude da
alta temperatura e conduzidos pelo gas de arraste até a coluna cromatografica. O procedimento
descrito pode ser observado na Figura 2 (NASCIMENTO et al., 2018).

Figura 2 — Procedimento SPME na extracdo e dessor¢do de analitos no injetor de um

cromatografo a gas.

Embolo —>

Holder —

Agulhg ——

Fibra recolhida —»

Septo ——»
Amostra ———»

Perfura-se o Expde-se a Os analitos Fibra é Insere-se a o; anahtq; sdo
septo do fibra aos com afinidade recolhidae ~ agulhano tefﬂi?g{‘ff:;;
recipiente analitos pela sdo extraidos transportada  'NJ€tor € expoe-

do vial movimentac&o para o GC-MS se afibra
do émbolo

Fonte: Nascimento et al., 2018.

Para melhorar a eficiéncia da extracdo e otimizacdo da SPME é necessario fazer uma boa
escolha da fibra. Atualmente, estdo disponiveis no mercado, fibras com revestimentos,
espessuras e polaridades, especificas para a extracdo de determinadas classes de compostos
(VAS e VEKEY, 2004). Dentre as fibras mais utilizadas distinguem-se o polidimetilsiloxano
(PDMS), poliacrilato (PA), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB),
carbowax/divinilbenzeno (CW/ DVB), carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS),
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) carbowax-templated resin
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(CWI/TPR) e polidimetilsiloxano-carboxen (PDMS /CAR) (VAS e VEKEY, 2004;
NASCIMENTO et al., 2018).

Além do revestimento da fibra e modo de operacao, devem ser consideradas as condigdes
de dessorgéo (tempo e temperatura), tempo de extracdo, temperatura de extracdo, velocidade
de agitacio, volume de amostra, assim como o volume do headspace (GARCIA et al, 2016;
GARCIA, et al, 2019; SILVA, 2019). Uma das principais vantagens do método SPME-HS ¢ a
rapida e facil utilizacdo e a diminui¢cdo no tempo do preparo das mostras, além das fibras serem
reutilizaveis, contudo, dependeram do tipo de aplicacdo a que estéo sujeitas, da complexidade
da matriz da amostra e das condi¢fes experimentais, podendo ter maior rendimento através do
seu condicionamento (VAS e VEKEY, 2004).

2.5.Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia, derivada das palavras gregas ypopa: chroma (cor) e ypagpew: grafein
(escrita). E uma técnica de separacdo no qual os componentes a serem separados S&0
distribuidos entre duas fases: uma fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase movel (gas),
que se move em uma direcdo definida (NASCIMENTO et al., 2018). A partir da década de 50
a cromatografia teve destaque, sendo introduzida em 1952 por Synger e Martin por seus
trabalhos de invencdo da cromatografia de particdo (JAMES; MARTIN, 1952).

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados utilizando-se a técnica de
“Cromatografia a Gas”, “Cromatografia em Fase Gasosa” ou, simplesmente, “Cromatografia
Gasosa” (COLLINS, 1997). A cromatografia gasosa (GC) é uma das técnicas mais utilizadas
em analises qualitativas e quantitativas, permitindo o estudo de compostos organicos volateis
(COVs), semi-volateis, e simultaneamente ndo termolabeis. Em 1970, a GC foi dividida em
liquida (fase movel = liquido) e gasosa (fase mdvel = gas), onde a fase movel pode ser um gas
(hélio, hidrogénio ou nitrogénio), enquanto a fase estacionaria é um liquido de elevado ponto
de ebulicdo que envolve o material s6lido inerte (ARAUJO, 2004).

Na GC a fase mdvel (gas) serve apenas para arrastrar os analitos pela coluna cromatografica,
devido a que ndo interage com a amostra pois apenas eluira por uma fase estaciondria solida ou
liquida, classificando a GC em dois tipos: cromatografia gas-solido e cromatografia gas-liquido
(BONATO, 2006; PERES, 2002).
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Na cromatografia gas-solido ha maior efetividade na separacdo dos analitos devido a
interacdo individual de cada componente da mistura com a fase estacionaria. A interacdo dos
analitos se da através da similaridade com os componentes da fase estacionaria, assim como
com a temperatura em que cada componente passa para a fase gasosa. Ja na cromatografia gas-
liquido, 0 gés passa por uma coluna com um liquido de alta viscosidade revestindo as suas
paredes internas (NASCIMENTO et al., 2018).

Os principais componentes de um cromatédgrafo a gas sdo: sistema de inje¢do, cilindro de
gas, coluna cromatografica, forno, detetor e sistema de aquisicdo de dados (Figura 3). O gas de
arrastre deve ser de alta pureza, inerte e adequado ao tipo de detetor. O detetor possuir boa
estabilidade, sensibilidade adequada, reprodutibilidade, tempo de resposta curta e facilidade de
utilizacdo. O fluxo de gas de arrastre é controlado por valvulas de medicdo de gés, o qual varia
segundo o tipo de coluna (empacotadas ou capilares) (NASCIMENTO et al., 2018).

Os tipos de injecdo da amostra s@o diversos, sendo que os mais utilizados operam por
vaporizagdo com temperatura programada (PTV) ou por vaporizagdo isotérmica com ou sem
reparticdo de fluxo (split/splitless) (AQUINO NETO e CARDOSO, 1989).

Figura 3 — Representacéo esquematica de um sistema de cromatdgrafo a gas (GC).

Injecdo
Controlador
(vazdo/pressdo)

Coluna cromatografica

Cilindro de gas

Analise de dados

Forno

Fonte: Autor, 2021.

Na injecdo PTV sdo introduzidos grandes volumes de amostra proporcionando grade
sensibilidade. Na vaporizacdo isotérmica no modo splitless toda a amostra injetada é

introduzida na coluna, a diferenca do modo split, onde a amostra apds ser vaporizada é dividida
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em duas fragdes, onde a menor entra na coluna e a maior é eliminada. O sistema injecdo pode
ser automatico ou manual (AQUINO NETO e CARDQOSO, 1989).

No que se refere a coluna, esta é classificada em recheadas (empacotada) ou capilar e é
escolhida de acordo as propriedades do analito (polaridade, peso molecular, volatilidade e
quantidade de analitos) presentes na amostra. As colunas recheadas sdo confeccionadas com
aco inoxidavel ou vidro e utilizam um fluxo entre 25 e 150 mL/min, enquanto as colunas
capilares podem ser fabricadas com vidro, aco inoxidavel ou silica fundida (SiO>) e utilizam
fluxo de 1 a 25 mL/min, contudo, as colunas capilares sdo mais répidas e eficientes,
proporcionando melhor resolucéo, sensibilidade e menor tempo de anélise, quando comparadas
com as recheadas (SKOOG et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2018).

O comprimento das colunas pode variar entre 2 e 100 m, onde o didmetro interno pode
chegar a medir de 0,10 a 0,75 mm. Dentro do forno, as colunas séo encontradas enroladas em
bombinas com didmetros de 10 a 30 cm, sendo a temperatura do forno quem permitira a
separacao dos compostos, podendo ocorrer em temperatura isotérmica (temperatura constante)
ou por gradiente de temperatura (rampa de temperatura) (SKOOG et al., 2008).

Referente aos detetores, estes estdo localizados ap6s a coluna cromatogréafica e tem como
funcdo principal detectar constituintes da mistura apds a separacdo na coluna que estdo
presentes no gas eluente. Suas principais caracteristicas sdo sensibilidade adequada, boa
estabilidade e reprodutibilidade, tempo de resposta curta e facilidade de utilizacdo. Portanto, o
uso de um detector adequado na saida da coluna torna possivel a deteccao e quantificacdo dessas
substancias, gerando como resposta o cromatograma (SKOOG et al.,, 2008; COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

Existem diversos tipos de detetores, dentre os que se destacam o detetor por ionizacdo em
chama (FID); detetor por condutividade térmica (TCD); detetor por captura de elétrons (ECD);
detetor de nitrogénio e fésforo (NPD); detetor por fotoionizacdo (PID); detetor fotométrico de
chama (FPD); detetor por condutividade eletronica de hall (ELCD, Hall) e detetor por
espectrometria de massas (DEM ou MS), entre outros (NASCIMENTO et al., 2018).

O acoplamento de duas técnicas analiticas, chamadas também de técnica hifenada, ddo
resultado a uma técnica mais rapida e eficaz quando comparadas com as técnicas convencionais,
pois as técnicas hifenadas requerem de quantidades menores de amostras. A hifenacdo da GC
X MS permite a separacdo e a elucidacdo dos mais diversos tipos de misturas, sem utilizacdo de

padrdes da amostra para identificacdo, estes sendo apenas necessarios para a quantificacéo
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(RODRIGUES et al., 2006). Além disso, 0 acoplamento das técnicas oferece facil operagéo,
sensibilidade mais alta, rapidez na analise e excelentes resultados quantitativos e qualitativos,
assim como custo moderado (NASCIMENTO et al., 2018).

O MS é constituido geralmente de trés partes fundamentais: fonte de ionizagdo, detetor e
analisador. Na fonte de ionizacdo a amostra a analisar é introduzida, transferindo os ions para
0 analisador do MS, logo sé&o separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z), mediante a
ruptura das moléculas em fragmentos devido a um alto potencial aplicado geralmente 70 eV e,
em seguida, transferidos ao detetor (WILSON e WALTER, 2010).

O detector monitora e amplifica a corrente de ions, transmitido o sinal para o sistema de
dados, onde serdo registrados na forma de espectros de massas (valores m/z dos ions) em funcéo
da sua intensidade, e posteriormente comparados com o banco de dados (biblioteca). A
biblioteca permite a identificacdo da estrutura pela comparacao entre os espectros do analito e
0 banco de dados, gerando uma probabilidade de confirmacdo da identidade do composto
(NASCIMENTO et al., 2018; WILSON e WALTER, 2010).

No GC-MS sdo empregados diversos métodos de ionizagdo, isto de acordo com a sua
volatilidade e estabilidade térmica. Dentre os métodos mais utilizadas séo a ionizacdo por
impacto de elétrons (IE), a ionizacdo quimica (1Q), a ionizacdo e desadsorcdo laser assistida
por matriz (MALDI), e a ionizacdo por electrospray (ESI) (NASCIMENTO et al., 2018;
SKOOG et al., 2007).

O método IE é a técnica mais utilizada na producéo de ions para GC-MS. Na IE o analito é
bombardeado com elétrons de alta energia (70 eV), absorbendo esta energia para logo ser
ionizado pela remocéo de um Unico elétron (M™). Neste processo o gasto de energia é de 10 eV,
obtendo a fragmentacdo dos analitos com o restante da energia (CHIARADIA et al., 2008;
WILSON e WALTER, 2010).

Com respeito aos analisadores de massas, 0s mais comuns sao o quadrupolo (Q) e armadilha
de ions (ion trap -IT), mas também existem os analisadores: tempo de voo (TOF), setor
eletrostatico (E) e setor magnético (B), ressonancia ciclotronica de ions por transformada de
Fourier (FT-ICR) (SKOOG et al., 2007). O acoplamento do MS a um sistema cromatografico
tem a vantagem de responder a todos 0s compostos volateis e semi-volateis. Geralmente, o
espectrémetro de massas é utilizado em duas formas: no modo varredura completa (Full Scan)
e monitoramento seletivo de ions (SIM) (NASCIMENTO et al., 2018)
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Na deteccdo por varredura (Full Scan), a aquisicdo continua do espectro total de massas é
programada de forma a analisar todas as massas do seu espectro de operagdo ou dentro de uma
faixa determinada de m/z., permitindo a identificacdo de compostos em amostras desconhecidas
mediante a biblioteca de referéncia (NIST e Wiley Mass Spectral Library). J& 0 modo SIM,
permite elevada sensibilidade e seletividade na MS apenas para determinados analitos, sendo
selecionados fragmentos de maior intensidade e monitorados em intervalos proximos ao tempo
de retencdo do composto, aumentando a resposta do detector (NASCIMENTO et al., 2018;
HARRIS, 2012; SKOOG et al., 2007).

2.6.Compostos organicos volateis (VOC’s)

Os Compostos Organicos Volateis ou do inglés “Volatile Organic Compounds”,
representados pela sigla VOC’s, sdo todos aqueles compostos que possuem carbono na
composicao e temperatura de ebulicdo entre 50 e 260°C. Estes compostos séo responsaveis pela
formacéo do aroma e sabor caracteristico de um alimento, exercendo grande influéncia sobre a
qualidade sensorial do produto, como sabor, odor, textura/consisténcia e aparéncia (SILVA e
CENDES, 2007).

O sabor é uma caracteristica predominante na aceitacao final do produto, € uma resposta
integrada as sensacOes do gosto e do aroma. O gosto é atribuido aos compostos ndo volateis
presentes nos alimentos, que determinam os gostos basicos (doce, salgado, azedo e amargo). Ja
0 aroma € bem mais complexo e deve-se a dezenas ou centenas de substancias volateis,
representados por varias classes quimicas, incluindo os ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas,
terpenos, entre outros. Estas substancias sao termolabeis com propriedades fisico-quimicas
diferentes e, nos alimentos encontram-se presentes em quantidades extremamente diminutas
(FRANCO e JANZANTTI, 2003; FRANCO; RODRIGUEZ-AMAYA; LACAS, 2004).

A percepcdo do aroma depende do impacto de cada um desses compostos, mas geralmente
é o0 balanco global entre eles. Nenhum constituinte individual é totalmente responsavel pelo
aroma caracteristico de uma determinada matriz, mas em alguns produtos existem um ou mais
componentes gque, sozinhos, lembram a qualidade caracteristica de seu aroma, e sdo chamados
de compostos caracter-impacto. Os demais compostos necessarios para se obter o sabor pleno

sdo chamados de compostos constituintes (FRANCO, 2003).
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De forma geral, os frutos apresentam uma composi¢do bastante complexa de constituintes
volateis. Frutas que sdo pouco conhecidas fora dos trdpicos apresentam frequentemente
importancia regional, mas a demanda por sabores novos e exdticos tem atraido a atencéo das
industrias dos aromas para caracterizagio dos compostos volateis de novas frutas. E sabido que
apenas uma fracdo dos compostos volateis esta envolvida diretamente na qualidade do aroma e
sabor das frutas, dentre estes, apresentando impactos odoriferos distintos (FRANCO, 2003).

O conhecimento da composi¢cdo de volateis associada as ferramentas sensoriais permite
selecionar os compostos importantes para descrever a qualidade de um determinado fruto. Este
segmento de pesquisa apresenta particular relevancia, pois tem auxiliado na selecdo de
cultivares, denominacao de origem, no manejo pré e pds-colheita, bem como no beneficiamento
de frutas (WANG et al., 2009; DAMIANI et al., 2009; WELDEGERGIS et al., 211; SOUZA
GALVAO et al., 2011).

2.7.lonizacéo por Paper Spray

Nos ultimos anos, a espectrometria de massas com ionizacao por Paper Spray (PS-MS) tem
se destacado muito por ser uma técnica rapida, altamente sensivel, seletiva e capaz de analisar
compostos presentes em misturas complexas de uma forma simples e direta, com 0 minimo ou
nenhum preparo de amostras, isto, sem comprometer a confiabilidade e qualidade dos
resultados obtidos. A ionizacdo por Paper Spray foi desenvolvida por Wang et al. (2010) sob a
orientacdo do Dr. Graham Cooks e Dr. Zheng Ouyang (Purdue University, Indiana, EUA).
(WANG et al., 2010; LIU et al., 2010).

A técnica consiste na aplicacdo de uma alta voltagem na amostra contida sobre o centro de
um papel cromatografico cortado no formato triangular, a qual é espalhada por efeito de
capilaridade, com o objetivo de gerar um campo elétrico, induzindo assim a formacéo de um
spray eletrolitico na ponta do papel, em formato de cone de Taylor (WANG; WAN; ZHANG,
2012, 2012).

Entretanto, o papel é posicionado proximo a entrada do espectrometro de massas (MS), o
qual fica fixo por uma garra e suspenso de uma plataforma que se movimenta nos eixos -X, -y
e -z para garantir o alinhamento entre os componentes (Figura 4). Apo6s o posicionamento do
papel, € aplicada uma diferenca de potencial entre o papel e a entrada do MS, o que faz com

que as goticulas formadas tenham um excesso de cargas (positivas ou negativas), e com a
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evaporacdo do solvente o volume da gota vai se reduzindo e se dividindo devido as forcas de
repulsdo eletrostaticas, até restarem apenas moléculas do analito isoladas e carregadas (WANG
et al., 2010; KLAMPFL e HIMMELSBACH, 2015; PEREIRA et al., 2019; LIU et al., 2010;
ESPY etal., 2012).

A formacéo dos ions a partir das goticulas ocorre pela repulsdo dos ions da mesma carga,
sendo gerados em solugdo, pH &cido ou basico. Contudo, os ions gerados no PS assemelham-
se aos do mecanismo da ionizacdo por electrospray (ESI), porém em nano escala (YANG et al.,
2012).

Deste modo, o PS pode ser descrito em trés etapas: extracdo, transporte/separacdo e
ionizacdo dos analitos. Na etapa de extracdo, o solvente depositado no papel extrai os analitos
de interesse retidos na amostra pelo solvente de eluigdo sobre o substrato. As diferencas na
eficiéncia de extracdo sdo dependentes das propriedades quimicas dos analitos de acordo com
a interacdo do substrato na dissolucdo no solvente (REN et al., 2013).

Figura 4 — Esquema ilustrativo da técnica de ionizagao por Paper Spray.

Espectrometro
de massas 4|
|
|
Amostra )
Garra A Goticulas carregadas
+
b +
+ +
+lllt . ++ + e ® _0 0
Papel cromatografico ® ®
Alta voltagem |‘
|

Plataforma

Fonte: Autor, 2021.

As espécies quimicas sdo discriminadas pela migracdo do solvente ao longo do campo
elétrico, sendo transportadas em direcdo a ponta do papel formando um spray de microgotas

carregadas. A separacdo cromatografica durante o transporte é devido as diferencas nas
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interacGes amostra-substrato. A separacdo pode potencializar a sensibilidade da analise, mas
também pode causar a perda dos analitos. Este processo também pode ser altamente afetado
pelos meios de aplicacdo do solvente, embora a técnica PS seja simples, varidveis como o
posicionamento do papel na entrada do espectrometro de massas, tipo do papel e geometria do
substrato, sdo alguns dos pontos a ter em consideracdo (LIU et al., 2010; REN et al., 2013).
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RESUMO - Determinou-se a composi¢do do perfil volatil de frutos de cambuizeiro (Myrciaria
floribunda) utilizando-se microextracdo em fase sélida no modo headspace e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. As fibras PA (polyacrylate) e DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane) foram otimizadas quanto aos parametros de
extracdo (agitacdo, tempo e temperatura de extracdo), a fim de selecionar a fibra com maior
namero de compostos isolados. Um total de 48 compostos volateis foram identificados através
do HS-SPME / GC-MS presentes nos frutos maduros de cambui. Os compostos volateis foram
classificados em cinco classes quimicas, sendo a maioria pertencente a classe dos
sesquiterpenos (71 %). Aléem disso, foi possivel verificar que a fibra revestida com poliacrilato
(PA) teve melhor desempenho, permitindo a extragdo de um maior nimero de compostos
volateis (n = 35). As condi¢des de extracdo que permitiram o isolamento de um maior nimero
de compostos volateis, corresponderam a tempos superiores de 26 min e temperaturas acima de
85 °C com agitacdo de 79 rpm, isto para a fibra PA. Da mesma forma, verificou-se que 0s
sesquitérpenos hidrocarbonetos foi a classe quimica mais presente nos frutos, o que esta
relacionado principalmente ao perfil volatil dos frutos de cambui.

Palavras-chave: Cambui. Myrtaceae. Microextracdo em fase solida.

ABSTRACT - The composition of the volatile profile of rumberry fruits (Myrciaria
floribunda) was determined using solid phase microextraction in headspace mode and gas
chromatography coupled with mass spectrometry. The PA (polyacrylate) and DVB / CAR /
PDMS (divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane) fibers were optimized for the
extraction parameters (agitation, extraction time and temperature), in order to select the fiber
with the highest number of isolated compounds. A total of 48 volatile compounds were

identified using HS-SPME / GC-MS present in the ripe fruits of rumberry. The volatile
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compounds were classified into five chemical classes, the majority belonging to the
sesquiterpenes class (71%). In addition, it was possible to verify that the fiber coated with
polyacrylate (PA) had better performance, allowing the extraction of a greater number of
volatile compounds (n = 35). The extraction conditions that allowed the isolation of a greater
number of volatile compounds, corresponded to times greater than 26 min and temperatures
above 85 ° C with agitation of 79 rpm, this for the PA fiber. Likewise, it was found that the
hydrocarbon sesquiterpenes was the chemical class most present in the fruits, which is mainly
related to the volatile profile of rumberry fruits.

Key words: Rumberry. Myrtaceae. Solid phase microextraction.

INTRODUCAO

Dentre as muitas espécies nativas existentes no Brasil, a familia Myrtaceae destaca-se
como uma das mais importantes dos neotropicos, considerada em muitos estudos
fitossocioldgicos como a familia com maior riqueza de espécies (SILVA; MAZINE, 2016)

A familia Myrtaceae € distribuida por todo o mundo, mas adapta-se melhor em paises de
clima tropical e subtropical (SOUZA; LORENZI, 2005). Esta familia ¢ a de melhor
representatividade dos biomas brasileiros com 23 géneros e 1.034 espécies, ocupando a oitava
posicdo em diversidade na regido Nordeste (SOBRAL et al., 2015; SOBRAL; PROENCA,
2006; STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016)

Muitas destas espécies apresentam elevado valor econémico, como é o caso do eucalipto
(Eucalyptus spp), utilizado na producdo de madeira e producao de aromatizantes, e a goiabeira
(Psidium guajava), apreciada principalmente pelas caracteristicas de seus frutos, os quais
podem ser consumidos in natura ou industrializados (CARVALHO et al., 2014).

Algumas outras espécies desta familia, também produzem frutos carnosos apreciados pela
populacdo por serem frutos comestiveis. No entanto, poucas sdo exploradas a escala comercial

e, quando explorados, a producdo é muito pequena e limitada a determinadas regifes, como o
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araca (Psidium cattleianum), cagaita (Eugenia dysenterica), cambuca (Plinia edulis (Vell.),
cambuci (Campomanesia phaea), cambui (Myrciaria floribunda), guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa), grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.), jabuticaba (Myrciaria spp. O. Berg),
jamboldo (Syzygium cumini), pitanga (Eugenia uniflora L.), uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess.) e a péra do cerrado (Eugenia klotzchiana) (BUENO et al., 2017; GUEDES et al.,
2015; LORENZI et al., 2006).

O cambui (Myrciaria floribunda), conhecido popularmente como “camboim,
“jabuticabinha”, “murta”, “duque”, “goiabarana” e “aragazeiro”, é distribuido da América do
Sul até a América Central e, no Brasil € encontrado desde a Amazoénia até o Sul do pais
(LOZENZI et al., 2009; SOUZA; MORIM, 2008).

E amplamente cultivado por seus frutos comestiveis, 0s quais apresentam caracteristicas
organolépticas unicas, devido ao alto teor de vitamina C e acdo antioxidante (CARVALHO et
al., 2012; PINHEIRO; ALMEIDA; SILVA, 2011; SILVA et al., 2012). Apresentam relevancia
na composicao quimica de 6leos essenciais de folhas, flores e caules, além de ser ricos em
compostos fendlicos e possuir excelentes atividades bioldgicas, como antimicrobiano,
anticolinesterasico, antioxidante, antitumoral e inseticida (APEL et al. 2006; RAMOS et al.
2010; TIETBOHL et al., 2014).

Os frutos séo interessantes para 0 mercado de frutas processadas, ndo s6 pelo potencial
tecnoldgico que apresentam, mas também porque podem contribuir para diversificar a
fruticultura local, introduzindo no mercado novas opgdes de aromas e sabores (MULLER et al.,
2012).

O aroma, uma das caracteristicas mais apreciadas das frutas, € constituido por uma
mistura complexa de compostos volateis pertencentes a varias classes quimicas (ésteres, acidos,

cetonas, aldeidos, alcodis e terpenos), presentes em concentracdes e intensidades diferentes e
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que geralmente séo especificas para cada espécie assim como para cada variedade (SINESIO
et al., 2010; UEKANE; ROCHA-LEAO; REZENDE, 2013)

O sabor das frutas depende principalmente da percep¢do na boca (dogura, acidez ou
amargor) assim como do odor produzido por varios compostos volateis, os quais determinam a
percepcao e aceitabilidade dos produtos pelos consumidores (EL HADI, 2013).

Diante do exposto, este trabalho objetivou otimizar um método para determinar o perfil
volatil dos frutos de cambui, avaliando diferentes parametros de extracdo (tempo, temperatura
e agitacdo) por meio da microextracdo em fase sélida no modo headspace.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Frutos de cambuizeiro de apenas um acesso (AC132) dos disponiveis no Banco Ativo de
Germoplasma de Cambui (BAG — Cambui) foram colhidos de forma manual, armazenados em
sacos de polietileno e transportados para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Engenharia e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL),
localizado no municipio de Rio Largo — AL (09° 28” 42 S e 35° 51° 12” W) com altitude de
127 m.

Aproximadamente 250 g de frutos de cambui completamente maduros foram lavados e
desinfetados com 20 mL de solucéo de hipoclorito de sédio a 1%, com movimentacdo de agua,
durante 5 minutos, seguido de um segundo enxague com agua corrente durante 2 min. Em
seguida, os frutos foram triturados com ajuda de um mixer, descartando apenas as sementes. A
polpa obtida foi armazenada em freezer a -60°C até 0 momento das analises.

Extracdo dos compostos volateis

As amostras congeladas foram transportadas para o Laboratorio de Espectrometria de

Massas do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para

a extracdo dos compostos volateis foi utilizada a fibra polar de poliacrilato (PA) (85 um) e a
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fibra semipolar de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), (50/30
um), através do método de microextracdo em fase sélida-headspace (SPME-HS).

Pesaram-se 0,5 g da polpa de cambui e colocou-se em frascos de headspace com
capacidade de 20 mL, os quais foram fechados com lacre de aluminio e septo de borracha
(GARCIA et al., 2019), isto para a otimizacdo das condigcbes de extracdo dos compostos
organicos volateis (COVs). Os frascos foram submetidos as condicGes experimentais
estabelecidas no delineamento experimental.

Planejamento experimental

Utilizou-se o delineamento composto central (DCC), constituido de um sistema fatorial
23 (trés fatores em dois niveis), com 5 pontos centrais e 6 pontos axiais, totalizando 19 ensaios.
As variaveis independentes foram: tempo de extracdo, temperatura de adsor¢édo e agitacao,
conforme apresentados na Tabela 1. As analises estadisticas foram realizadas empregando o
software Statisticv.10 (Stat-Soft Inc., Tulsa, USA).

Tabela 1 — Variaveis utilizadas no planejamento fatorial 23 com componente central para a

otimizacédo das condicdes de HS-SPME das substancias volateis do Cambui.

Niveis de variacéo

Variaveis

-1 0 +1
Tempo de extracdo (min) 10 20 30
Temperatura de adsor¢éo (°C) 30 65 100
Agitacdo (rpm) 0 50 100

Fonte: Autor, 2021.
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A andlise dos compostos organicos volateis (COVs) foi feita através de um cromatégrafo
a gas (Trace GC Ultra) acoplado a espectrometria de massa (Polaris Q) (GC-MS), com
analisador “ion-trap” (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA.). A separacdo realizou-se em

coluna capilar HP-5 MS (5% fenil e 95% metilpolisiloxano), de 30 m de comprimento, 0.25
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mm de diametro interno, 0.25 um de espessura de filme e hélio como gas de arraste com fluxo
constante de 1 mL/min (Agilent Techonolgies Inc, Alemanha). A temperatura do injetor foi de
250°C no modo splitless, tempo 5 min; temperatura da fonte de ions, 200°C e temperatura da
interface, 270°C. Foi utilizada a seguinte programacdo do forno: iniciou-se a 40°C
permanecendo por 5 min e depois com uma taxa de aquecimento de 2,5°C/min até 125°C e
depois 10°C/min até 245°C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 3 min (GARCIA et
al., 2019).

Para a identificacdo dos COVs, foram comparados os indices de reten¢do de cada pico do
cromatograma com o0s espectros de massas obtidos por ionizagao por impacto de elétrons (El),
a 70 eV e faixa de varredura fullscan, de 50 a 300 m/z. Foram considerados 0s picos do
cromatograma que apresentavam uma area superior ao 0.15 % e nivel de similaridade (RSI)
superior a 500, sendo estes comparados com os dados obtidos pela biblioteca NIST (National
Institute of Standards and Technology). As areas dos picos foram obtidas do programa Xcalibur
1.4 da Thermo Electron Corporation (Thermo Electron, San Jose, CA, USA.), e transferidos
para o Microsoft Office Excel 2013 (GARCIA et al., 2016, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar as condicdes ideais de extracdo dos COVs para o HS-SPME realizou-se
a otimizacéo do sistema fatorial 23, avaliando assim o efeito da agitagdo, temperatura e tempo
de extracdo para cada uma das fibras testadas.

As fibras de microextracdo em fase solida (SPME), PA (polar) e DVB/CAR/PDMS
(semipolar), foram avaliadas e comparadas individualmente de acordo ao somatorio das areas
dos picos obtidos nos cromatogramas dos 19 ensaios, de tal modo que se aplicou um
delineamento composto central (DCC).

Na Tabela 2, apresentam-se as areas relativas (%) dos compostos volateis isolados para

cada uma das fibras de SPME. Observe-se que a fibra com revestimento de poliacrilato (PA),
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teve melhor eficiéncia tendo a maior area cromatografica quando as amostras de cambui eram
submetidas a 85°C e 79 rpm de agitagdo por 26 min.

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial 22 e DCC em resposta ao somatério dos picos

cromatogréaficos obtidos para cada fibra pelo método HS-SPME-GC-MS.

Fatores Variaveis de Resposta
Ensalo T(fnr?rf’)o Tem(‘f,%rf‘t“ra A?ri;arﬁ)g‘o PA (%) DVB/CAR/PDMS (%)
1 14 45 21 130660658 5712883.925
2 26 45 21 197421957 7884439.133
3 14 85 21 171669590 18991038
4 26 85 21 473628360 14316985.9
5 14 45 79 72949751 23487624.8
6 26 45 79 137765497 14074138.76
7 14 85 79 318966807 23841402.9
8 26 85 79 540193684 17013588.8
9 10 65 50 85949619 2763265.76
10 30 65 50 124736784 15844343
11 20 30 50 76694399 8766278.08
12 20 100 50 415749747 8365294.01
13 20 65 0 155937458 165076.265
14 20 65 100 174558957 20028526.6
15©" 20 65 50 130723212 2107432.83
16 ©" 20 65 50 116735828 9760817.99
17 ©" 20 65 50 91195137 1145328.51
18 ©" 20 65 50 106424019 3496468.34
19 ©" 20 65 50 105421098 3797181.45

SPME fibers: divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) e poliacrilato
(PA). “Pontos centrais. Fonte: Autor, 2021.

Estudos realizados por Silva et al. (2019) onde avaliaram cinco tipos de fibras de SPME

(PA, CAR/PDMS, PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS e CW/DVB) mostraram que a fibra PA foi
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a mais eficaz ao submeter as amostras de cagaita a 45°C, sob agitacdo de 50 rpm durante 30
min. Por outro lado, Garcia et al. (2019) onde otimizaram uma metodologia por HS-SPME-
GC-MS para o estudo de COVs de Acerola, relataram recentemente melhores resultados ao
expor a fibra PA a temperaturas acima dos 65°C durante 20 min.

Com o exposto, € demostrada a eficiéncia das fibras de SPME para a extracdo de volateis
em frutos pertencentes & familia Myrtaceae. No entanto, nenhum destes estudos ha relatado a
extracdo e identificacdo das substancias volateis em frutos de Cambui.

Assim, foram gerados Graficos de Pareto (Figura 1) com limite de confianca de 95%, 0s
quais mostram a influéncia das variaveis independentes sobre a variavel de resposta, bem como
suas respectivas interacoes.

Figura 1 — Grafico de Pareto das fibras PA (a) e DVB/CAR/PDMS (b), em relacéo a area

parcial dos cromatogramas analisados dos frutos de Cambui.

a) b)
(2)Temperatura(L) I -5.90981 (3)Agitacao(L) j 2.76871
Temperatura(Q) 3.362299 Agitacao(Q) 1.952253
(1)Tempo(L) 2747439 Tempo(Q) 1.791991
1Lby2L 1.971496 Temperatura{Q) 1.64284
Agitacao(Q) 1.87964 (2)Temperatura(L) 9370766
1
2Lby3L 1.667p28 2Lby3L -.912247
Tempo(Q) 7827589 1Lby3L -.763405
(3)Agitacao(L) 4899671 1Lby2L -236706
1Lby3L -416227 (1)Tempo(L) 1643726
p=.05 p=.05

Fonte: Autor, 2021.

Observe-se que as variaveis independentes, tempo e temperatura de extracdo, mostraram
efeito significativo apenas para a fibra PA. Um aumento nestas duas variaveis permitiu maior
extracdo e, consequentemente, a identificacdo de um maior niUmero de compostos volateis.

No entanto, apenas uma variavel independente (agitagdo) mostrou influéncia na extracédo

dos compostos volateis de forma direta com efeito positivo para a fiora DVB/CAR/PDMS, a
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qual apresentou modelo lineal (indicado pela letra L). Os demais fatores, ndo tiveram efeito

significativo, para um nivel de 5% de significancia.

Os efeitos das variaveis significativas para ambas as fibras sdo apresentados na Figura 2.

Nota-se nas Figuras 2(a) e 2(c), que quanto maior o tempo e temperatura de extracdo (tempo >

20 min e temperatura > 90 °C) maior o nimero de COVs identificados. Assim, a melhor

combinacédo de extracdo € obtida aos 26 min com 85°C e 79 rpm, o que faz referéncia com o

ensaio oito, pois foi aquele que obteve o maior valor na soma das areas dos picos

cromatograficos (Tabela 2).

Figura 2 — Superficies de Resposta e curvas de contorno obtidas do DCC para as variaveis

temperatura e tempo de extracao através da Fibra PA (a, c) e temperatura de extracao e agitacéo

através da Fibra DVB/CAR/PDMS (b, d).

Bl > 6E8
I < 6E8
I < 5E8
[ < 4E8
[1<3E8
[ < 2E8
B < 1E8
<0

b)

B > 1.8E7
M < 1.7E7
Il < 1.5E7
B < 1.3E7
<1.1E7
< 9EB
B < 7E6
I < 5E6
I <3E6

54



O
~—

Temperatura (°C)

d)

@ =) ~ @ © =3
=} =] I=] o =3 =3

Temperatura (°C)

IS
o

I > 1.8E7
M < 1.7E7
I < 1.5E7
Il < 1.3E7
<1.1E7
< 9E6
< 7E6
40 60 80 100 = < 5E6

Agitagdo (rpm) I < 3E6

Il > 6E8
Il < 6E8
Il <5E8
B < 4E8
[ 1<3E8
[ < 2E8
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32w <1E8

“lempo (min) <0

Fonte: Autor, 2021.

As Figuras 2 (b) e 2 (d), mostram que, com maiores rotacdes por minuto (agitacédo > 60
°C) e valores altos de temperatura obteve-se resultados significantes na extracdo de compostos
volateis, o que faz referéncia com o ensaio numero sete (Tabela 2).

Assim, comparando ambas as fibras, constatou-se que, o tempo de extracdo foi fator
importante na extracdo dos COVs dos frutos de Cambui, pois tal como se mostra nos ensaios 7
e 8 da Tabela 2, a fibra DVB/CAR/PDMS quando exposta em tempos menores (< 14 min)
extraiu menor nimero de COV em relacdo a fibra PA, a qual precisou de tempos maiores (> 25
min), para isolar o maior numero de COVs.

Este resultado mostra que, nem sempre 0 uso de temperaturas, tempos ou agitacOes
maiores permitirdo a deteccdo de um ndmero maior de substancias volateis, pois estes
parametros sdo influenciados de acordo ao tipo de fibra utilizada.

Una vez determinadas as condicdes de extracdo, procederam-se as analises de
identificacdo dos compostos volateis presentes nas amostras de cambui. Foram identificados 48

compostos pertencentes a diferentes classes quimicas, sendo a classe dos sesquiterpenos
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hidrocarbonetos (54%) a de maior abundancia, seguida pelos monoterpenos oxigenados (19%),

sesquiterpenos oxigenados (17%) e monoterpenos hidrocarbonetos (10%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Compostos volateis detectados em frutos de cambui, através da HS-SPME/GC-

MS.
- ) Fibras de SPME
N°. Classificagdo COvs? FormulaCAS
PA DVB/CAR/PDMS
Monoterpenos _ _ CrcHiO 15537-55- X
1. oxigenados Hidrato de sabineno “10M10
114529-
2. endo-Keto Borneol C1°H160211_2
55925-49- X
3. 6-Camphenol CioH160
55722-60- X
4. cis-Crisantenol CioH1s0 ¢
5 Acetato de di- C12H2002§0777'49'
' hidrocarbilo
6. Eucaliptol C10H150 470-82-6 X
cis-p-Mentha-2,8- 22771- X
7 dien-1-ol C1°H16044-4
8 Propionato de C13H2,0,144-39-8
' linalilo
9. a- campholenaldeido C1oH160 4501-58-0
Monoterpenos 13466- X
" hidrocarbonetos Carene CioHis 26 g
11. Sylvestreno CioHis 1461'27'
12. a-Fencheno CioH1s ;378'37'
13. a-Pineno®? CioHhs 3437'95' X
14. p-Terpineno? CioHis 99-84-3
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Sesquiterpenos . 23811- X
- oxigenados Agarospirol C15H26008_7
16. Carotol CisH260465-28-1 X
C15H26023445- X
17. Cubebol 02-5
18. Globulol? C15H260489-41-8
19. Guaiol CisH260489-86-1 X
20 Acetato de 4 Ci2H200,4821-04-9 X
' carvomentil
21. Viridifloreno e
22. y-Eudesmol? C15H260é209'71' X
Sesquiterpenos CisH24 1091109-
23 hidrocarbonetos Aromadendeno 91-7
24, Allo-aromadendeno? “1sH2¢ 25246-
27-9
o5 Cadina-1 (10), 4- CisH2s 16729- X
' diene 01-4
C15H24 13877-93- X
26. Cariofileno 5
217. Cipereno CisHa4 3387_78_ X
28. Epizonareno CisHa4 2975_30_ X
CicH 37839-63-
29. Germacreno D 1shis 4
30. Longifoleno CisHas  475-20-7 X
31. Patchouleno CisHa4 3405-16- X
32. Presilphiperfol-7-ene CisHas 80931L- X
09-5
33. Sativeno CisHa4 8650-28- X
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4630-07- X

34, Valenceno! CisHae 4
CieH 17699-14- x X
35. a-Cubebeno 124 g
. 53863- X X
) 3
36. o-Guaieno CisHa4 54-0
37 a-GUI’jUI‘IGﬂOZ CisHzs  489-40-7 X
CiH 10208-80- X
38. a-Muuroleno I
39. a-Copaeno CisHa2a 2856'25' X
17334-55- x
40. Calareno CisHas 4
CiH 17066-67- x X
41. B-Selineno*23 1524
42. y-Cadinenoz CisHas  5957-55-1 X X
CicH 370572- X
43. y-Elemeno T4 99 9
C 22567-17- X X
44, y-Gurjuneno ishe g
24268-
45, y-Muuroleno?® CisHas 597 X X
46. y-Himachaleno* CisHay 20111 X X
25-4
47. 5-Cadineno? CisHzs 483-76-1 X X
. 28624- X
48. o-Selineno CisH24 3.9

4Compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencédo de
acordo com a biblioteca NIST (2007); Fibras de SPME:
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) e poliacrilato (PA),
Compostos identificados por outros autores em diferentes partes da planta de M. floribunda:
10liveira et al. (2018), (frutos liofilizados); 2Ramos et al. (2010) (folhas frescas); 3Tietbohl et
al. (2012), (folhas, caules e flores); CAS: identificador numérico exclusivo para compostos
quimicos. Fonte: Autor, 2021.
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Esses resultados se assemelham aos obtidos em frutos como a Campomanesia
adamantium (Gabiroba), Eugenia dysenterica (cagaita), e Myrciaria dubia (camu-camu), nos
quais a composicao volatil é representada principalmente pelo grupo quimico de sesquiterpenos
(OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Alguns compostos volateis encontrados no presente estudo j& foram identificados
previamente por outros autores, dentre os quais se destacam o a-pineno, S-terpineno, globulol,
y-eudesmol, valenceno, a-guagieno, a-gurjuneno, p-selineno, cadineno e himachaleno
(OLIVEIRA et al., 2018; RAMOS et al., 2010; TIETBOHL et al., 2012). Entretanto, grande
parte desses compostos ainda néo tem sido identificada na polpa do cambui.

Do total de compostos detectados, 13 foram semelhantes entre ambas as fibras, sendo os
mais representativos: carene, cariofileno, cubebol, viridifloreno, a-cubebeno, y-gurjuneno,
devido ao fato de ndo existirem relatos na literatura sobre esses compostos.

A maioria das substancias volateis identificadas no presente estudo corresponderam a
classe dos sesquiterpenos hidrocarbonetos. Estes resultados corroboram com os estudos
realizados sobre a composic¢do quimica do 6leo volatil de quatro espécies de Mirtaceas, nas
quais, a presenca dos grupos cariolifeno, aromadendreno e germacreno esteveram presentes
(APEL et al., 2006)

Por outro lado, estudos realizados por Mehta et al. (2018) onde determinaram os COVs
de frutos de jambol&do (Syzygium cumini L.) em trés estagios de maturacdo, concluiram que 0s
compostos principais que outorgam as caracteristicas aromaticas ao fruto foram o cariofileno,
d-cadineno e a-fencheno.

Ramos et al. (2010) e Tietbohl et al. (2012, 2014), ao isolarem o 6leo essencial de
diferentes partes da planta de M. floribunda (folhas, caules e flores), mencionam a classe dos

monoterpenos e sesquiterpenos como 0s componentes de maior importancia. Similarmente, o
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grupo dos sesquiterpenos hidrocarbonetos (40.6%) foi encontrado em maior presenga em frutos
liofilizados de cambui, dos quais e por meio da fibora DVB/CAR/PDMS, o0 a-pineno,
longiciclina e a-humuleno também foram relatados no presente estudo (OLIVEIRA et al.,
2018).

CONCLUSOES
1. A aplicacdo do método HS-SPME-GC-MS mostrou-se satisfatorio para a extracdo de COVs

de frutos de cambui.
2. A metodologia usada para avaliar a eficiéncia das fibras, mostrou que a fibra de poliacrilato
(PA) é a mais indicada para a extracdo de COVs de frutos de cambui, uma vez que extraiu um
maior nimero de compostos.
3. Verificou-se ainda que a técnica ¢ eficaz e adequada em temperaturas superiores aos 85 °C
durante 26 min e 79 rpm, extraindo assim compostos pertencentes principalmente a classe dos
sesquiterpenos hidrocarbonetos, como o J-cadineno, y-himachaleno, y-muuroleno, y-gurjuneno,
y-cadineno, S-selineno, a-guaieno, a-cubebeno, e cariofileno, os quais foram detectados por
ambas as fibras.
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CAPITULO II

CARACTERIZACAO FISICO QUIMICA E PERFIL DE COMPOSTOS VOLATEIS
DE FRUTOS DE DIFERENTES ACESSOS DE Myrciaria floribunda ATRAVES DA
FIBRA DE POLYACRILATO



RESUMO - Dentre as muitas espécies de fruteiras nativas do Brasil que tem sido pouco
exploradas, encontra-se o cambui, encontrado principalmente nas areas restingas do litoral do
estado de Alagoas. Trata-se de uma espécie com grande variabilidade, evidenciada por
apresentar plantas de diferentes colorac6es de frutos (laranja, vermelho, roxo) quando maduros.
Este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e identificar os
compostos volateis presentes em nove acessos de cambuizeiros. Para as variaveis peso do fruto,
peso da semente, peso da polpa, nimero de sementes por fruto, didmetro longitudinal (DL) e
transversal (DT), formato e firmeza as médias foram, 0.76 g, 0.22 g, 0.54 g, 1.45, 10.06 mm,
9.90 mm, 1.02, 3.42 N, respectivamente. A relacdo entre os dados DL e DT, mostrou que 0s
frutos apresentam formato levemente arredondado (DL/DT=1). J4, no que se refere ao pH,
solidos sollveis (SS), acidez titulavel (AT) e ratio (SS/AT), as médias foram 3.74, 17.58 °Brix,
4.31% de acido citrico e 4.31, respectivamente. Em geral, os parametros avaliados indicam que
os frutos podem ser consumidos tanto in natura como industrializados, pois apresentam
excelente sabor e equilibrio entre os teores de acidez e solidos soluveis, padrdes exigidos pelas
industrias de processamento, sendo os frutos de coloragdo vermelha os que mais se
aproximaram desses critérios. Os compostos volateis (COVs) foram capturados por
microextracdo em fase sélida, empregando-se a fibra poliacrilato (PA), e identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Trinta e seis COVs foram
identificados, com destaque para a classe dos sesquiterpenos, sendo 0s compostos majoritarios
de interesse o patchouleno (32.9%), a-longipineno (24.9%), cariofileno (21.6% a 49.3%) e y-

selineno (11.3% a 16.3), destacando-se assim, os frutos de coloracao laranja.

Palavras-chave: Myrtaceae, frutos nativos, caracterizacao fisico-quimica, compostos volateis,

sesquiterpenos.
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ABSTRACT — Among the many native fruit species of Brazil that have been little explored, is
the rumberry, found mainly in the restingas areas of the coast of the state of Alagoas. It is a
species with great variability, evidenced by presenting plants of different colorations of fruits
(orange, red, purple) when ripe. This work aimed to evaluate the physical-chemical
characteristics and to identify the volatile compounds present in nine accessions of
cambuizeiros. For the variables fruit weight, seed weight, pulp weight, number of seeds per
fruit, longitudinal (DL) and transversal (DT) diameter, shape and firmness, the averages were
0.76 g, 0.22 g, 0.54 g, 1.45, 10.06 mm, 9.90 mm, 1.02, 3.42 N, respectively. The relationship
between DL and DT data showed that the fruits have a slightly rounded shape (DL / DT = 1).
With regard to pH, soluble solids (SS), titratable acidity (AT) and ratio (SS/ AT), the averages
were 3.74, 17.58 ° Brix, 4.31% citric acid and 4.31, respectively. In general, the evaluated
parameters indicate that the fruits can be consumed both in natura and industrialized, due to the
fact that presented a good balance between acidity and sugar content, standards demanded by
the processing industries, therefore, the red colored fruits were the that stood out the most. As
for volatile compounds (VOCs), they were captured by solid phase microextraction, using
polyacrylate fiber (PA), and identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry.
Thirty-six VOCs were identified, with emphasis on the sesquiterpenes class, with the major
compounds of interest being patchouleno (32.9%), a-longipinene (24.9%), caryophyllene
(21.6% to 49.3%) and y-selinene (11.3 % to 16.3), thus highlighting the orange colored fruits.

Keywords: Myrtaceae, native fruits, physicochemical characterization, volatile compounds,

sesquiterpenes.
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INTRODUCAO

A Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg é uma espécie frutifera pertencente a
familia Myrtaceae e popularmente conhecida como ‘camboim’, ‘jabuticabinha’, ‘murta’,
‘duque’, ‘goiabarana’, ‘aragazeiro’ e ‘cambui’. No Brasil é encontrada principalmente no bioma
Mata Atlantica, sendo observada facilmente no Nordeste do pais, especificamente nos estados
de Sergipe e Alagoas (SILVA; NASCIMENTO; MUNIZ, 2020).

O cambui apresenta grande potencial para sua exportacdo comercial, sendo amplamente
cultivado devido a seus frutos comestiveis, consumidos tanto in natura quanto industrializados.
Trata-se de frutos globosos, de sabor levemente acido, de coloragéo variada (laranja, vermelha
e roxa), com altos conteldos de agucares e ricos em compostos bioativos (carotendides,
flavonoides e acidos fenolicos). Quando maduros, os frutos tornam-se atrativos pelo intenso
aroma citrico e levemente adocicado da polpa carnosa e suculenta (ARAUJO et al., 2015).

O conhecimento cientifico dos compostos quimicos responsaveis pelo sabor caracteristico
das frutas tropicais ou subtropicais justifica-se pela importancia que estes desempenham na
qualidade dos frutos e seus produtos (NARAIN et al., 2004), os quais sdo determinados por
varios parametros, como a firmeza, aparéncia, flavor (aroma/sabor), valor nutricional e
seguranca alimentar (CHITARRA e CHITARRA, 2005). No entanto, a composi¢do quimica
dos frutos de cambui ainda & desconhecida, o que impede que seu potencial permaneca
inexplorado.

A aceitacdo das frutas esta diretamente relacionada ao sabor, o qual é formado pelas
sensacOes que o aroma e 0 gosto exercem no consumidor, ditas sensaces sdo atribuidas a
centenas ou milhares de substancias volateis e ndo volateis que estdo presentes nos alimentos
(FRANCO e JANZANTTI, 2004). Os compostos aromaticos das frutas sao substancias de baixo
peso molecular, parcialmente sollveis em agua e volateis a temperatura ambiente, pertencentes
a uma ampla variedade de familias quimicas como alcoois, ésteres, acidos, aldeidos, cetonas,
ésteres alifaticos e aromaticos, terpenos, hidrocarbonetos e compostos fendlicos e de enxofre,
entre outros, 0s quais sdo encontrados em diferentes concentracdes (GARRUTI, 2001).

Estudos recentes tém mostrado que as folhas desta espécie produzem 6leos essenciais ricos
em monoterpenos (53,9%) e, entre eles, 1,8-cineol é o principal constituinte (38,4%)

(TIETBOHL et al., 2014). Os Oleos essenciais de M. floribunda mostraram potencial
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farmacoldgico como antimicrobiano e antitumoral (APEL et al., 2006), atividade inseticida
(TIETBOHL et al. 2014) e inibigéo da acetilcolinesterase (TIETBOHL et al., 2012).

A determinacdo dos compostos volateis possibilita o desenvolvimento de novas
formulacBes de aroma, para tal, existem técnicas como a microextracdo em fase sélida (SPME),
que ndo induz modificagdes durante a extracdo dos compostos. Este tipo de extracdo adsorve
os analitos em uma fibra de silica revestida com polimero, a qual € inserida no headspace (HS)
para posterior dessorcdo térmica, injetando os analitos num cromatégrafo gasoso (GC) que
acoplado a espectrometria de massas (MS) propicia rapidez e praticidade na andlise do perfil
volatil dos frutos.

Diante da auséncia de estudos avaliando o perfil volateis dos frutos de Myrciaria floribunda
utilizando-se a técnica de microextragdo em fase solida, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar o perfil volatil de nove acessos de cambui, através da fibra de Poliacrilato, usando
a SPME-HS/GC-MS.

MATERIAL E METODOS

Os frutos utilizados foram adquiridos do Banco Ativo de Germoplasma de Cambui (BAG
— Cambui), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Alagoas
(CECA/UFAL). Utilizaram-se frutos de nove acessos de cambuizeiros, identificados pelos
cddigos AC67, AC92, AC112, AC132, AC136, AC137, AC153, AC156 e AC160, localizados
no municipio de Rio Largo (latitude 09° 28 42” S, longitude 35° 51° 12” W, altitude de 127
metros).

Os frutos foram colhidos aleatoriamente e de forma manual, ensacados em sacos de
polietileno, etiquetados e acondicionados em caixas termicas com gelo para posterior analises.
Aproximadamente 128 frutos por acesso no estadio de maturacdo fisioldégica foram
selecionados descartando aqueles com danos e fora do padrdo. Os frutos selecionados foram
analisados no Laboratério de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG) do CECA/UFAL.

Foram avaliados 0s seguintes aspectos fisico-quimicos e quimicos: peso do fruto (PF), peso
da semente (PS) e peso da polpa (PP), em gramas; didametro longitudinal (DL) e diametro
transversal do fruto (DT), em milimetros. As pesagens foram feitas por meio de balanca
analitica, e as dimensdes dos frutos foram determinadas com auxilio de paquimetro digital. O

nimero de sementes por fruto (NS), foi determinado por contagem manual e a firmeza dos
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frutos obtida com uso de penetrometro digital com ponteira de 3,0 mm de diametro, expressos
em Newton (N).

A determinacéo do pH foi realizada diretamente em pHmetro digital, devidamente calibrado
em solucdes tampdes 4,0 e 7,0, segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Os
solidos soluveis (SS) foram quantificados em refratdmetro digital, expressos em °Brix, segundo
método 932.12 da AOAC (2005). A acidez titulavel (AT), foi quantificada por titulometria,
transferindo para um Erlenmeyer de 250 mL, aproximadamente 2,0 g da polpa, a qual foi diluida
em 50 mL de agua destilada e acrescida de trés gotas de fenolftaleina para em seguida ser
titulada com solucdo de NaOH 0,1 N. Os resultados foram expressos em ¢ de &cido
citrico/100mL (%) (IAL, 2008). A relacdo SS/AT foi determinada pelo quociente entre 0s
valores de s6lidos soluveis e acidez titulavel.

Para a determinacdo dos compostos volateis (COVs), as amostras foram preparadas
despolpando os frutos manualmente, com descarte das sementes e triturando a polpa e a casca
com auxilio de um mixer para sua correta homogeneizacdo. Em seguida, o0 homogenato foi
colocado em frascos tipo Falcon de 50 mL e armazenados em frezeer a -60 °C até serem
transportados para o Laboratorio de Espectrometria de Massas do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte-MG.

As anélises de extracao e identificacdo dos frutos de cambui foram realizadas utilizando-se
a técnica de espectrometria de massas (SPME) no modo headspace, em cromatografo gasoso
(Trace GC Ultra) acoplado a espectrometria de massas (Polaris Q), de acordo com metodologia
utilizada por GARCIA et al. (2019a). Para a extracdo dos COVs utilizou-se uma fibra de
poliacrilato (PA 85 um, supelco), condicionada no mesmo cromatografo, numa faixa de
temperatura de 220-300 °C, durante 60 min, segundo as instrucdes do fabricante.

Os frascos de headspace de 20 mL foram lacrados com lacre de aluminio e septo de
borracha, contendo 0,5 g de amostra. Em seguida, os frascos foram colocados em um bloco de
aluminio e aquecidos a 85 °C em uma chapa aquecedora. Ap6s 5 min de aquecimento, a fibra
foi acoplada num holder para ser exposta a amostra durante 26 min no headspace e
posteriormente, o filme polimérico (PA) foi retirado e inserido manualmente no injetor do GC-
MS, no qual os compostos volateis foram dessorvidos por 5 min, a 250 °C, em modo splitless,
com temperatura da fonte de ions de 200 °C e temperatura da interface de 270 °C.

A identificacdo foi realizada utilizando-se um cromatografo gasoso (Trace GC Ultra),

acoplado ao espectrometro de massas (Polaris Q) com analisador “ion-trap” (Thermo Scientific,
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San Jose, CA, USA.), sob as seguintes condic¢des operacionais: coluna capilar HP-5 MS (5%
fenil e 95% metilpolisiloxano), de 30 m de comprimento, 0.25 mm de diametro interno, 0.25
um de espessura de filme e hélio como gas de arraste com fluxo constante de 1 mL/min (Agilent
Techonolgies Inc, Alemanha). Programacgdo da coluna com temperatura inicial de 40 °C,
durante 5 min, sendo acrescidos, 5 °C/min até atingir 125 °C e depois 10 °C/min até 245 °C,
mantendo-se a isoterma por 3 min (GARCIA et al., 2019a; GARCIA et al., 2020b).

Os cromatogramas foram subtraidos do software Xcalibur 1.4 da Thermo Electron
Corporation (Thermo Electron, San Jose, CA, USA.), e a detec¢do dos compostos realizada por
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV, em modo full scan, sendo estes identificados de
acordo com a sua razdo m/z de 50 a 300, a um nivel de similaridade (RSI) superior de 500
(GARCIA et al, 2016). Os espectros de massas foram comparados com 0s compostos de
referéncia da biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology), assim como
com os dados da literatura.

Analises estatistica

Nos resultados obtidos para a caracterizacdo das amostras (peso do fruto, peso da polpa,
peso da semente, numero de sementes, didmetro longitudinal, didmetro transversal, firmeza,
pH, soélidos sollveis, acidez titulavel, ratio), empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com a comparagdo entre as medias, pelo teste de Scott-Knott, ao 5% de
probabilidade, utilizando-se o software estatistico Sisvar, versdo 5.7.

Os COVs foram analisados pelos cromatogramas gerados pelo programa Xcalibur versédo
1.4 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) enquanto as porcentagens das areas totais dos
COVs foram analisadas pelo Excel versdo 2013 (Microsoft, Redmond, WA, EUA).

A Anélise Multivariada de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento
Hierarquico (HCA) foi realizada para verificar a possivel correlagédo entre os acessos de cambui
e 0s COVs identificados. Para tal, foram consideradas as areas totais dos picos cromatograficos
dos COVs isolados como variaveis, sendo estes analisados pelo programa MatLab versdo
7.9.0.529 (Mathworks, Natick, MA, EUA) com auxilio do PLS Toolbox versdo 5.2.2
(Eigenvectors Research, Manson, WA, EUA ). Os dados obtidos foram organizados numa

matriz composta por 9 colunas (acessos) e 36 linhas (COVs), os quais foram pré-processados
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por autoescalamento para que cada variavel contribuisse com 0 mesmo peso na anélise. No caso

do HCA utilizou-se a distancia euclidiana como coeficiente de dissimilaridade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes acessos avaliados,
para as caracteristicas fisico-quimicas, com excec¢do do pH (Tabela 1). Os frutos apresentaram
peso médio de 0.76 g, sendo os maiores valores encontrados no acesso AC132. Esses resultados
concordam com os reportados por Silva et al. (2012) na avaliagdo da biometria de frutos da
mesma espécie. Ja em frutos de guabiju (Myrcianthes pungens) o peso médio foi de 2.87 ¢
(RODRIGUES et al., 2020), e para frutos de casaqueira (Campomanesia rufa) de 10.88 g
(ABREU et al, 2020), espécies pertencentes a familia Myrtaceae.

Os frutos dos acessos AC67, AC92 e AC160 apresentaram 0 menor rendimento quanto ao
peso do fruto, peso da polpa e nimero de sementes. J& no estudo feito por Rodrigues et al.
(2020), obtiveram uma média para o peso do fruto (2,87 g), peso da polpa (1,29 g) e peso da
semente (0,49 g) superiores aos relatados no presente estudo, enquanto, 0 nimero de sementes
manteve-se igual, contendo de uma a duas sementes por fruto (SILVA; NASCIMENTO,;
MUNIZ, 2020).

Os acessos AC132 (11.64 mm de DL e 10.43 mm de DT) e AC156 (10.66 mm de DL e
11.50 mm de DT) apresentaram as maiores dimensdes e 0s maiores rendimentos de polpa (0.64
e 0.69 g, respectivamente). Os frutos apresentaram diametro medio (longitudinal e transversal)
superior aos reportados em frutos de jambo vermelho (Syzygium malaccensis) (MUNHOZ;
FERREIRA; GOMES, 2018) e inferiores aos reportados para frutos de cambui (Myrciaria
floribunda), na sua coloracdo laranja e roxa (4,09 a 4,47 mm e 4,47 a 4,87, respectivamente)
(SILVA; NASCIMENTO; MUNIZ, 2020).

Quanto ao formato dos frutos, estes apresentaram média geral de 1,02, caracteristico de
frutos com forma mais arredondada (DL/DT=1). O formato dos frutos € um indice de
maturidade, devido a que estes geralmente sdo avaliados pela relacdo do seu diametro. Esta
caracteristica também € fator de qualidade industrial, pois as indUstrias ddo maior preferéncia a

frutos com formato arredondado pela facilidade as operacGes de limpeza e processamento.
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Tabela 1 — Parametros fisicos e fisico-quimicos dos nove acessos de cambuizeiro (Myrciaria floribunda), selecionados do Banco Ativo de
Germoplasma do CECA/UFAL.

Parametros
ACESSOS PF PS PP NS DL DT Formato Firmeza oH S AT SS/AT
----------------- e e 1] (N)

AC-67 0.58 a 0.17 a 0.41a 1.18a 8.91b 9.95b 0.90b 146a 353a 21.30d 515b 4.15a
AC-92 0.43 a 0.14 a 0.29 a 1.19a 7.10a 8.94 a 0.86 a 259a 383a 2278e 505b 45la
AC-112 0.79b 0.25b 0.54b 1.71¢c 1081d 981lb 1.10d 3.26a 3.68a 16.88b 493b 3.60a
AC-132 1.14 c 0.49c¢c 0.64b 166c 1164e 1043c 1.12d 144a 399a 17.65c¢c 493b 358a
AC-136 0.81b 0.21b 0.61b 148b 10.69d 9.65b 1.11d 357a 3.75a 16.53b 490b 355a
AC-137 0.77b 0.16 a 0.61b 1.50b 10.76d 9.54b 1.13d 26la 399a 18.30c 270a 6.87b
AC-153 0.82b 0.24b 0.58b 142b 9.50b 1047c 091b 198a 390a 16.10b 4.35b 3.79a
AC-156 091b 0.22b 0.69b 191c¢ 10.66d 11.50d 0.93c 408a 3.62a 1543b 395b 3.98a
AC-160 0.57 a 0.10a 0.47 a 1.01a 09.84c 8.82 a 1.12 d 567a 3.35a 1325a 280a 4.75a
Media geral 0.76 0.22 0.54 1.45 10.06 9.90 1.02 2.96 3.74 17.58 4.31 4.31

CV (%) 20.07 20.83 22.43 12.11  5.09 5.95 1.51 56.17 9.83 4.02 1466 16.28
Erro padrdo  0.08 0.02 0.06 0.09 1.26 0.29 0.01 0.83 0.18 0.35 0.32 0.35

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. PF: peso do
fruto; PS: peso da semente; PP: peso da polpa; NS: nimero de sementes; DL: diametro longitudinal; DT: diametro transversal; Formato: relacéo
entre as variaveis DL/DT; pH: potencial hidrogeniénico; SS: Solidos soluveis (°Brix); AT: Acidez Titulavel (% de &cido citrico); SS/AT: relacdo
entre as duas variaveis. Fonte: Autor, 2021.

N&o houve diferenca significativa quanto a firmeza dos frutos, contudo, os frutos do acesso AC160 apresentou maior firmeza, com média de
5.67 N, enquanto o acesso AC67 apresentou a menor média 1.46 N. Vale ressaltar que até 0 momento ndo ha relatos na literatura quanto a firmeza
dos frutos de cambui. Segundo Becker et al. (2015) a firmeza é um atributo de qualidade muito importante nos frutos, pois quanto maior firmeza

maior é a resisténcia a injurias mecanicas durante o transporte e comercializacdo dos frutos, os quais sdo responsaveis pelo sabor e aroma.
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Os frutos de cambui apresentaram um pH variado de 3.35 a 3.99, com o valor médio de
3.74, ndo apresentando diferenca significativa entre 0s acessos estudados (Tabela 1). Estes
valores foram semelhantes aos reportados em frutos da mesma espécie (SILVA;
NASCIMENTO; MUNIZ, 2020), ja em frutos do mesmo género foram reportados pH de 2.41
(SOUZA,; SILVA; AGUIAR, 2020).

Contudo, Almeida et al. (2018) encontraram valores de pH de 3.10 e 3.39 para as variedades
de jabuticabas Myrciaria jabuticaba e Myrciaria grandifolia, respectivamente. Segundo 0s
autores, os produtos mais &cidos sdo naturalmente mais estaveis quanto a deterioracdo e a
proporcdo relativa de acidos organicos presente em frutas e vegetais pode variar de acordo ao
grau de maturagé@o e condicOes de crescimento. Essas informacdes sdo relevantes na selecéo
dos acessos, pois frutos mais &cidos podem ser mais bem aproveitados na industria de
alimentos.

O teor de SS variou significativamente entre os acessos. Os acessos AC67, AC92, AC132
e AC137 registraram os maiores valores de 17.65 a 22.78 °Brix, enquanto os acessos AC112,
AC136, AC153, AC156 e AC160 registraram valores num rango de 13.25 a 16.88 °Brix. Estes
valores foram superiores se comparados aos reportados por Vieira et al. (2020), nos diferentes
estadios de maturacdo de frutos da ubaia-azeda (Eugenia azeda), cujos valores variaram de 3,13
a 4,35 °Brix, bem como, os reportados por Souza, Silva, Aguiar. (2020), ao obter valores de
9.02 °Brix em frutos maduros de camu-camu (Myrciaria dubia).

Quanto a AT, os menores valores encontrados foram nos acessos AC137 (2.70) e AC160
(2.80). Ja para os acessos AC67, AC92, AC112, AC132, AC136, AC153 e AC156, ndo houve
diferenca significativa entre si. Valores inferiores aos encontrados foram reportados por Souza,
Silva, Aguiar. (2020), ao determinarem a composi¢do quimica de frutos de camu-camu
(Myrciaria dubia) durante as fases de maturacédo: verde, semi-maduros e maduros encontrando
médias de 2.75, 2.77 e 2.4 g de &cido citrico. 100 g%, respectivamente.

Seraglio et al. (2018), ao analisar os parametros fisico-quimicos de frutos de trés espécies
de Myrtaceae, nos estadios intermediario e maduro, reportando para frutos de jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), valores de 0.22 e 0.19 g, para frutos de guabiju (Myrcianthes pungens)
valores de 0.03 e 0.02 g e para frutos de jambol&o (Syzygium cumini) valores de 0.07 € 0.04 g
de 4cido citrico. 100 g, respectivamente.

A AT e SS sdo referéncia chave do ponto ideal do grau de maturacdo dos frutos, além de

ser parametro importante para a apreciacao do estado de conservacdo de todo alimento, devido
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a que quando se tem o processo de decomposicao (hidrélise, oxidacéo ou fermentacdo) ocorrem
alteracbes na concentracdo de acidos organicos, alterando assim a acidez do alimento
(MOURA,; PINTO; FIGUEIREDO, 2011).

A relacdo de SS/AT dos frutos de cambui foi superior ao reportado por Vieira et al. (2020)
e Neto et al. (2020), que constataram valores médios de 2.45, 2.98, respectivamente. Ja Lattuada
et al. (2020) observaram valores superiores oscilando de 13.12 a 17.10 em frutos inteiros e
maduros de cinco amostras de jabuticabeiras (Plinia peruviana e Plinia cauliflora).

Para o mercado de frutas frescas e/ou processadas, valores elevados de SS e relacdo SS/AT
sdo as caracteristicas mais desejaveis e valorizadas, tanto in natura como para 0 uso na
industrial. No caso dos consumidores, estes ddo preferéncia a frutos in natura maiores, de
aparéncia atraente, mais doces e pouco acidos. Pelo que, a melhor forma de avaliar o flavor dos
frutos é através da relacdo SS/AT, pois € mais representativa que a analise isolada de SS ou AT
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). Assim, os frutos do acesso AC137 seriam 0S mais

adequados por apresentar maior relacdo de SS/AT (6.87).

Perfil volatil dos frutos dos diferentes acessos de Myrciaria floribunda

Um total de 36 compostos organicos volateis (COVs) foram isolados pela fibra de
poliacrilato (PA) atraves da microextracdo em fase solida no modo headspace (SPME-HS). Os
frutos dos diferentes acessos de Myrciaria floribunda apresentaram na maior parte da sua
composicdo a classe quimica de sesquiterpenos: 30.56% representada por monoterpenos e
69.44% de sesquiterpenos (Tabela 2).

Em dleos derivados de folhas e flores de Myrciaria floribunda, foram relatados como
componentes principais 0s monoterpenos, sendo que, no 6leo do caule predominaram
principalmente os sesquiterpenos (TIETBOHL et al., 2012). Ja, em frutos liofilizados da mesma
espécie, a caracterizacdo foi distinta, pois apresentaram maior composi¢do de monoterpenos
(59.4%), do que sesquiterpenos (40,6%) (OLIVEIRA et al., 2018). Por sua sua vez, Kauffmann
et al. (2019), encontraram na composicdo do Oleo essencial de Myrciaria plinioides,

sesquiterpenos oxigenados (82,66%) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (11,05%).
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Tabela 2— Perfil volatil de frutos de Myrciaria floribunda, isolados pela fibra de Poliacrilato e SPME-HS/GC-MS.

% Area

N® COVs CAS AC67 AC92 AC112 AC132 AC136 AC137 AC153 AC156 AC160 Ref.
1 o-pineno 80-56-8 059 0.24 0.19 1.09 - 0.54 - 0.08 - 2,5
2 Eucaliptol 470-82-6 106 0.29 1.26 4.36 4.04 2.45 8.74 6.56 0.7 1,5
3 3-careno 13466-78-9 5.0 1.06 0.09 1.09 248 1.66 1.69 — —

4 Ocimeno 502-99-8 1.17 158 0.2 476 021 063 074 0.03 0.18 5
5 o-terpineol 98-55-5 1 061 269 393 444 566 - - 0.78 2,5
6 a-canfolenal 4501-58-0 0.2 071 0.11 0.21 0.5 - 0.48 0.37 -

7 Acetato de isopulegol 57576-09-7 - 144 021 125 0.18 0.4 298 1.25 -

8 y-terpineol 586-81-2 - 029 015 047 - 0.32 - 0.19 -

9 Acetato de fenquila 13851-11-1 - 0.25 0.09 - - 0.56 - - —

10 Borneol 507-70-0 - - — 0.4 - 1.1 - - -

11 Formato de isobornil 1200-67-5 5.83 — — — — - - 0.1 -
Monoterpenos 2426 6.47 499 1756 1185 13.32 1463 858 1.66

12 a-muuroleno 10208-80-7 21.04 1.19 9.27 1.13 9.72 1.22 1.17 1.46 1.57 3,4,5
13 Ciclosativeno 22469-52-9 3.95 9.29 6.78  4.37 0.64 0.96 0.99 0.48 2.51 1,6
14 p-guaiene 0.48 0.38 1 245 515 558 285 3.1 3.21

15 Cariofileno 2159 820 25.8 1.77 3573 005 3288 045 4851 1,2,3,6,7
16 a-longipineno 5989-08-2 3.99 466 3.78 2421 3.63 6.2 1.04 128 242

17 Longifoleno 61262-67-7 6.35 350 458 424 0.36 - 0.4 518 0.48

18 a-selineno 473-13-2 0.86 11.62 2.39 2.45 1.23 1.4 — — 0.3 2,3,4,5
19 Zonareno 41929-05-9 2.11 3.38 3.43 8.92 0.37 0.47 4.5 0.51 4.81

20 y-selineno 515-17-3 — 464 112 0 16.05 58.18 04 63.1 0.63 2
21 Ledene 21747-46-6 04 003 438 1321 0.17 7.7 0.52 — 2.44

22 Eudesma-3,7 (11) -dieno 6813-21-4 0.15 0.16 0.07 0.3 0.16 062 227 814 0.14
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23 a-gurjuneno 489-40-7 6.6 4.05 445 0.3 361 034 016 032 0.23 3,7

24 Patchouleno 1405-16-9 1.62 3256 1.87 1.74 307 048 052 042 0.92
25 Eremophila-1 (10), 11-dieno 10219-75-7 2.6 2.67 488 585 2.64 - 1.69 0.05 3.9
26 y-himachalene 53111-25-4 - 005 034 077 025 1 4.07 0.32 1.05
27 10s, 11s-himachala-3 (12), 4-dieno 60909-28-6 0.2 0.68 0.78 7.6 1.18 049 889 065 6.94
28 Aristoleno 88-84-6 02 023 1.37 - 1.05 0.71 1822 0.2 16.7 4
29 y-cadineno 39029-41-9 0.45 227 3.53 - 0.08 0.03 - - - 2,3,4,57
30 Cadina-3,9-dieno 523-47-7 1 1.75 2.88 - 0.83 - 0.18 0.76 -
1,23,4,5,
31 a-cubebeno 17699-14-8 0.3 003 029 B 0.25 B B B B 7
32 a-ylangene 14912-44-8 — 0.19 0.38 - 0.44 - - - - 7
33 Guaia-1 (5), 11-dieno 3691-12-1 0.11 052 0.29 - - 0.05 - 0.03 -
34 6-elemene 20307-84-0 - 0.04 0.13 - - - - - - 2,4,57
35 Copena 3856-25-5 14 045 048 0.33 - - - - — 1
36 yp-muuroleno 30021-74-0 - — — - - 0.04 - - - 2,3,4,5
Sesquiterpenos 75.42 9254 9435 79.64 86.61 8552 80.75 86.77 96.8
Total identificados 99.68 99.01 99.34 97.2 98.46 98.84 9538 9535 98.46

Compostos organicos volateis (COVs) relatados na literatura por outros autores para espécies pertencentes a familia Myrtaceae: ‘Chalannavar,
Baijnath, Odhav. (2011); 2 Costa et al. (2020);  Silva Barbosa. (2020); * Freitas et al. (2020); °> Rondan Sanabria et al. (2020); ® Souza, Silva e
Aguiar. (2020); " Toledo et al. (2020). — : compostos ndo detectados. Fonte: Autor, 2021.

Enquanto, os compostos principais identificados no presente estudo (maior ou igual a 5%) foram: 3-careno (5%), a-terpineol (5.66%), formato
de isobornil (5.83%), f-guaiene (5.58%), longifoleno (6.35%), eremophila-1 (10), 11-dieno (5.85%), aristoleno (16.7%), a-gurjuneno (6.6%),
eudesma-3,7 (11) -dieno (8.14%), 10s, 11s-himachala-3 (12), 4-dieno (8.89%), zonareno (8.92%), ciclosativeno (9.29%), eucaliptol (10.6%), a-
muuroleno (21.04%), a-longipineno (24.21%), patchouleno (32.56%), cariofileno (48.51%) e y-selineno (58.18%), sendo os ultimos cinco, 0s

compostos majoritarios para os acessos AC67, AC132, AC92, AC160 e AC137, respectivamente.
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Resultados semelhantes foram reportados por Silva Barbosa et al. (2020), ao identificarem
na composicéo quimica do 6leo essencial da casca de frutos de Myrciaria floribunda, um total
de 26 compostos por GC-MS, sendo a maioria deles pertencentes a classe dos sesquiterpenos,
com destaque para o y-cadineno (15.69%), y-muuroleno (6.21%), a-selineno (6.11%), o-
muuroleno (6.11%), cariofileno (5.54%) e a-copaeno (5.02) pois foram o0s compostos
majoritarios.

Comparando os resultados do presente estudo com os reportados em frutos do mesmo
género (Myrciaria), houve semelhanca na presenca de varios compostos, tais como 0 y-
muuroleno, J-elemeno, a-cubebeno, y-cadineno, a-selineno, a-muuroleno, aristolene, a-
terpineol, eucaliptol, ocimeno e a-pineno, reportados por Freitas et al. (2020) e Rondan
Sanabria et al. (2018) em frutos de jabuticaba (Myrciaria jabuticaba).

Em frutos de camu-camu (Myrciaria dubia) identificou-se ao cariofileno, composto
identificado com maior abundancia no presente estudo (SOUZA; SILVA; AGUIAR, 2020). J4,
no Oleo essencial das folhas de Eugenia involucrata (Myrtaceae) foram reportados os
compostos o-elemene, a-cubebeno, y-cadineno, a-gurjuneno e cariofileno (TOLEDO et al.,
2020). O cariofileno € um sesquiterpeno natural encontrado nos 6leos essenciais de diversas
especiarias, frutas e plantas medicinais e ornamentais (SHARMA et al., 2016), como o cravo-
da-india (Syzygium aromaticum), pertencente a familia Myrtaceae (FRANCOMANO et al.,
2019).

O cariofileno e seus derivados possuem numerosas propriedades como inseticida natural,
acaricida, repelente, propriedades atraentes e antifingicas (Silva et al., 2015), anti-
inflamatorias, antitumorais, bactericidas, antioxidantes e espasmolitico (CARNEIRO et al.,
2010). Além disso, a Food and Drug Administration (FDA) e European Food Safety Authority
(EFSA) aprovaram o uso do cariofileno em produtos alimenticios como aditivo alimentar,
intensificador de sabor, agente aromatizante e no setor de perfumaria, como fragrancia ou
fixador (SHARMA et al., 2016; FRANCOMANO et al., 2019).

Na figura 1, estdo apresentados 0s cromatogramas dos acessos gque apresentaram o maior
numero de compostos, diferenciados pela sua coloracdo: AC112 (frutos laranja), AC132 (frutos
vermelhos) e AC160 (frutos roxos), os quais mostram a relacdo dos dez compostos que foram
semelhantes entre eles (eucaliptol, ocimeno, a-muuroleno, ciclosativeno, a-longipineno,
zonareno, eudesma-3,7 (11) -dieno, a-gurjuneno, patchouleno e 10s, 11s-himachala-3 (12), 4-

dieno).
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Figura 1- Cromatograma gerado para os frutos de cambui que obtiveram maior nimero de compostos volateis semelhantes entre si. Acessos
diferenciados pela coloracéo laranja (AC112), vermelha (AC132) e roxo (AC160).
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Fonte: Autor, 2021.
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Em geral, os frutos laranjas e vermelhos, ndo tiveram grandes diferencas enquanto ao
namero de compostos encontrados, pois ambos apresentaram na sua composi¢cao monoterpenos
e sesquiterpenos, no entanto, os frutos de coloragdo roxa apresentaram maior composicéo de
sesquiterpenos do que monoterpenos, com destaque para o eucaliptol.

O 1,8-cineol ou eucaliptol € um monoterpeno de alto indice terapéutico, que possui efeitos
anti-hipertensivo, antiasmatico e analgésico, o que o torna um potente candidato a farmaco
(SOUTO et al., 2016). Possui atividades biolégicas como antibacteriana, antifngica, anti-
inflamatorias e antitumorais (RODENAK KLADNIEW et al., 2017). Além disso, € empregado
no tratamento de tosse, reumatismo, neurose, dor muscular, asma, calculo renal e na linha de
cosmética.

Atualmente ndo ha relatos anteriores sobre a composi¢cdo volatil dos frutos do cambui,
contudo, sabe-se que a familia Myrtaceae comumente apresenta o grupo dos sesquiterpenos
como a classe quimica mais predominante, e em menor grau a dos monoterpenos (CARNEIRO
et al.,, 2017; TOLEDO et al., 2020). Este dltimo, com fungdo fungicida e atraente de
polinizadores nas plantas (CHITARRA e CHITARRA, 2005). J4, o0s sesquiterpenos tem
mostrado potencial terapéutico com atividade anti-inflamatoria nos 6leos essenciais de varias
espécies vegetais. Além do que, espécies com altos teores de sesquiterpenos possuem
propriedades antioxidantes e uma grande variedade de atividades biologicas e farmacéuticas
(SA; ANDRADE; SOUZA, 2015).

Para a Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento Hierarquico
(HCA) foram utilizadas as percentagens das areas dos picos cromatograficos dos COVs
identificados nos diferentes acessos de cambui, a través da matriz 9x36. Na figura 2, apresenta-
se o grafico de scores do PCA com os resultados obtidos nesta analise, a qual mostra que as
trés primeiras componentes principais explicam o0 89,58% da variabilidade total entre os acessos
de cambui, sendo que, a primeira componente principal (PC1) explica o0 60,55%, a segunda
(PC2) 20,15% e a terceira (PC3) 8,87% da variancia total, sendo suficiente para explicar a
variabilidade dos dados.

Observa-se que os acessos de cambui foram diferenciados em trés grupos bem definidos,
conformados pelos acessos AC67, AC112, AC136, AC153 e AC160 (Grupo 1); AC92 e AC132
(Grupo 2) e AC137 e AC156 (Grupo 3). Os grupos formados na PCA foram confirmados com
a aplicacdo da Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA), considerando distancias

euclidianas, o qual gerou o dendrograma apresentado na Figura 4.
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Figura 2 — Gréfico de scores do PCA obtido a partir das areas cromatograficas dos

monoterpenos e sesquiterpenos do perfil volatil de frutos de Myrciaria floribunda. a) PC1 vs
PC2 b) PC1 vs PC3.
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Fonte: Autor, 2021.

O grupo 1 foi caracterizado principalmente pela presenca do cariofileno (21.6% a 49.3%),
no entanto, pode ser subdividido pelos acessos AC112 e AC136, devido a semelhanca entre 0s
compostos a-muuroleno (9.3% a 21.1) e y-selineno (11.3% a 16.3), tal como aconteceu para 0s
acessos AC153 e AC160, agrupados pelos compostos aristoleno (17.0% a 19.1%) e 10s, 11s-
himachala-3 (12), 4-dieno (7.0% a 9.3%).

O grupo 2 teve um comportamento diferente. Na Figura 2b, observa-se que a interagdo entre

a componente principal 1 (PC1) e componente principal 3 (PC3) foi responsavel da separacao
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do grupo pelos compostos patchouleno (32.9%) e a-longipineno (24.9%), tal como se mostra
no gréfico de loadings (Figura 3), pois estes compostos apresentaram a maior porcentagem de
area dos COVs identificados para tais acessos (Tabela 2). Esta distin¢do entre componentes
pode se dever ao fato de serem frutos de coloragéo diferente.

Chalannavar et al. (2012) ao investigar a composicdo do Oleo essencial de Psidium
cattleianum var. lucidum (Myrtaceae), relataram dentre os compostos identificados o
patchouleno como constituinte predominante. Enquanto, Noudogbessi et al. (2008),
mencionaram a presencia do a-longipineno na composi¢do do 6leo essencial de folhas secas de
Syzygium guineense. Li, Xuan e Shou (2012), evidenciaram o potencial terapéutico do a-
longipineno contra ansiedade.

Quanto ao grupo 3, este englobo a presenca do sesquiterpeno y-selineno, composto que teve
a maior porcentagem de area dentre os acessos (Tabela 2), o que foi similar com o subgrupo
composto pelos acessos AC112 e AC136, pois séo frutos da mesma cor.

Na figura 3, mostra-se o grafico de loadings do PCA dos trés primeiros componentes
principais. Observa-se que a analise detalhada do loadigns evidenciou na sua maior composi¢ao

a classe dos sesquiterpenos.

Figura 3 — Gréafico de loadings do PCA obtido a partir das areas cromatograficas dos

monoterpenos e sesquiterpenos do perfil volatil de frutos de Myrciaria floribunda.
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No lado positivo do eixo da componente principal 1, destacaram-se os compostos ledeno,
y-selineno, y-muuroleno e y-himachaleno, j& no lado negativo do eixo ficaram localizados os
compostos a-longipineno, 10s, 11s-himachala-3 (12), 4-dieno, zonareno, eremophila-1 (10),
11-dieno, aristoleno, a-gurjuneno, ciclosativeno, a-selineno, cadina-3,9-dieno, cariofileno e
patchouleno.

Nota-se que, quatro dos compostos presentes no loadings ficaram localizados nos extremos
dos quadrantes | (y-selineno), quadrante Il (a-longipineno) e quadrante VI (cariofileno e
patchouleno), devido aos maiores valores de areas totais, sendo portanto, considerados como
0s compostos mais discriminantes do perfil volatil dos frutos do cambui.

Na Figura 4, apresenta-se o dendrograma da Anélise de Agrupamento Hierarquico (HCA),
0 qual agrupou os acessos de cambui em trés principais grupos com uma similaridade do 50%.

Figura 4 — Dendrograma da Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) dos diferentes
acessos de cambui, quanto ao perfil de compostos volateis.
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Fonte: Autor, 2021.

O primeiro grupo formado pelo acesso de cor roxo (AC160), cor vermelho (AC153) mais

trés acessos de cor laranja (AC67, AC112 e AC136), isso por suas elevadas concentracfes de

82



cariofileno. O segundo grupo formado pelos acessos AC92 (frutos laranja) e AC132 (frutos
vermelhos), porém, no gréfico de scores ficaram isolados devido a apresentar perfis diferentes
entre si. J4, o terceiro grupo foi formado pelos acessos AC137 e AC156 (frutos laranjas)
agrupados principalmente pelo composto y-selineno, 0s quais tiveram areas totais de 58.9% e
66.2.%, respectivamente.

Levando em consideracdo os grupos formados, podemos dizer que apenas dois (cariofileno
e y-selineno) dos COVs identificados, foram os que se destacaram como compostos majoritarios
responsaveis pelo perfil volatil dos frutos de cambui, isto independentemente da sua cor, pois
ambos compostos predominaram em todos 0s acessos com exce¢do do AC67, o qual ndo
mostrou a presenca do y-selineno. Apesar disso, ndo foram encontrados relatos sobre o perfil
volatil dos frutos de Myrciaria floribunda, pelo que se cré que seja a primeira descri¢do da
composicdo quimica dos frutos, o que coloca aos compostos antes mencionados como 0

primeiro registro da espécie.

CONCLUSOES

Diante dos valores obtidos neste trabalho, conclui-se que os frutos de cambui (Myrciaria
floribunda) caracterizaram-se por serem acidos, explicado pelos baixos teores de pH. Dentre 0s
acessos avaliados, os frutos vermelhos (AC132) destacaram-se por apresentar 0S maiores pesos
e dimens0es, entretanto, os frutos de coloracao laranja apresentaram os maiores rendimentos de
polpa (AC156), solidos soluveis (AC92) e relacédo de sélidos soluveis/acidez titulavel (AC137).
Os frutos roxos (AC160) apresentaram maior firmeza, mostrando baixos teores de acidez
titulavel.

Quanto ao perfil volatil, foram identificados 36 compostos, destacando-se a classe dos
sesquiterpenos. Os acessos AC67, AC132, AC92, AC160 e AC137 apresentaram as maiores
porcentagens de areas revelando os seguintes compostos: a-muuroleno, a-longipineno,
patchouleno, cariofileno, y-selineno.

De acordo com o0 PCA e HCA, houve variabilidade quimica entre os diferentes acessos de
Myrciaria floribunda, o qual constatou-se pelos trés grupos formados. Os compostos
cariofileno e y-selineno, destacaram-se dentre os COVs identificados, ditos compostos

contribuem principalmente no perfil volatil dos frutos. Pelo que, o conhecimento da composicédo
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quimica dos frutos de cambui pode contribuir na ampliacdo dos estudos quimiotaxonomicos

das espécies deste género além da selecdo de novas variedades.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E ANALISES DE ESPECTROMETRIA DE
MASSAS COM IONIZACAO POR PAPER SPRAY EM ACESSOS DE CAMBUI



RESUMO - Recentemente, ha um crescente interesse pelo estudo de frutos nativos brasileiros
devido ao potencial bioativo e nutricional que apresentam a saude humana. A espécie Myrciaria
floribunda também conhecida como cambui, € uma arvore nativa da Mata Atlantica brasileira,
onde seus frutos apresentam potencial para o aproveitamento comercial sendo consumidos in
natura ou industrializados. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial antioxidante,
determinar o perfil fitoquimico e caracterizar fisico-quimicamente os frutos de cambuizeiros.
Os frutos foram colhidos do Banco Ativo de Germoplasma de Cambui, pertencente ao Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, Rio Largo-AL. Foram analisadas as
caracteristicas fisicas (peso do fruto, peso da polpa, peso da semente, nimero de sementes,
diametro longitudinal e transversal, formato e firmeza), quimicas (pH, solidos soluveis, acidez
titulavel e ratio), contedo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e caracterizagdo do
perfil quimico dos frutos mediante Paper sray. Os resultados mostraram que os frutos tiveram
peso médio de 0.86 g, com destaque para 0 acesso AC137, quem apresentou também maior
rendimento de polpa (1.12 g). Em geral, todos 0s acessos apresentaram de uma a duas sementes
por fruto. Os acessos AC132 e AC156 destacaram-se por apresentar frutos com maior tamanho,
enquanto os frutos do acesso AC137 apresentaram maior ratio (6.87) e atividade antioxidante
(534.83 £137.68), ja os frutos do acesso AC160 tiveram maior firmeza (5.67 N) e teor de
conteudo de fenais totais (279.01+11.11). Portanto, os frutos de coloracao laranja foram os que
mais se destacaram pois apresentaram os maiores valores quanto aos parametros avaliados, com
excecdo do acesso AC160 quem se destacou no contetdo de fendlicos totais. Quanto ao perfil
quimico dos frutos, identificaram-se 32 compostos no modo de ionizacdo positiva e 42
compostos no modo de ionizacdo negativa, destacando-se os flavonoides como principais
constituintes dos frutos do cambui, seguido dos derivados do &cido benzoico, aglcares e
fenilpropandides, pois estes ultimos estiveram presentes em ambas as ioniza¢des. Dentre 0s
flavonoides que mais se destacaram foram a miricitrina, quercitrina e catequina, compostos que
foram relatados em estudos anteriores com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, além
de apresentar acdo terapéutica devido aos beneficios que proporcionam a saude, pelo que os
compostos encontrados no presente estudo demostram o potencial que os fruto do cambui

possuem para seu aproveitamento na sua totalidade.

Palavras-chave: Myrciaria floribunda, frutos nativos, caracterizacdo fisico-quimica,

compostos fenolicos, flavonoides, atividade antioxidante.
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ABSTRACT - Recently, there is a growing interest in the study of Brazilian native fruits due
to the bioactive and nutritional potential they present to human health. The species Myrciaria
floribunda, also known as rumberry, is a tree native to the Brazilian Atlantic Forest, where its
fruits have potential for commercial use, being consumed in natura or industrialized. The aim
of the present study was to evaluate the antioxidant potential, determine the phytochemical
profile and chemically characterize the fruits of cambuizeiros. The fruits were harvested from
the Active Germplasm Bank of Rumberry, belonging to the Agrarian Sciences Center of the
Federal University of Alagoas, Rio Largo-AL. The physical characteristics (fruit weight, pulp
weight, seed weight, number of seeds, longitudinal and transversal diameter, shape and
firmness), chemical characteristics (pH, soluble solids, titratable acidity and ratio), content of
phenolic compounds, were analyzed. antioxidant activity and characterization of the chemical
profile of the fruits using Paper sray. The results showed that the fruits had an average weight
of 0.86 g, with emphasis on the AC137 access, which also presented higher pulp yield (1.12 g).
In general, all accessions presented between one and two seeds per fruit. The AC132 and
AC156 accessions stood out for presenting larger fruits, while the AC137 accesses showed
greater firmness (5.93 N) and greater antioxidant activity (534.83 + 137.68), already the fruits
of access AC160 had a higher ratio and total phenol content (279.01 + 11.11). Therefore, the
orange-colored fruits were the ones that stood out the most because they presented the highest
values in terms of the evaluated parameters, with the exception of the AC160 access, which
stood out in the total phenolic content. As for the chemical profile of the fruits, 32 compounds
were identified in the positive ionization mode and 42 compounds in the negative ionization
mode, highlighting the flavonoids as the main constituents of rumberry fruits, followed by the
derivatives of benzoic acid, sugars and phenylpropanoids, since the latter were present in both
ionizations. Among the flavonoids that stood out the most were myricitrin, quercitrin and
catechin, compounds that have been reported in previous studies with antioxidant and
antimicrobial properties, in addition to presenting therapeutic action due to the benefits they
provide to health, so the compounds found in the present study demonstrate the potential that

the fruits of rumberry have for their full use.

Keywords: Myrciaria floribunda, native fruits, physicochemical characterization, phenolic

compounds, flavonoids, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Myrtaceae € uma das familias de Angiospermas mais representativas, distribuidas na
Austréalia, América do Sul, América Tropical e Sudeste da Asia, mas principalmente em regides
tropicais e subtropicais (SOBRAL et al., 2015). No Brasil, a familia é considerada uma das
mais importantes economicamente ocupando a oitava posi¢do quanto ao nimero de espécies.
No Nordeste do pais, especificamente no estado de Alagoas se tem registros de mais de 1800
espécies de angiospermas, sendo 11 endémicas da regido (BFG, 2015).

O Brasil destaca-se por ser um dos maiores produtores de frutas frescas, pois tem uma
grande extensdo territorial com condicGes climaticas favoraveis para a producdo de espécies
frutiferas nativas e exoticas, dentre elas o cambui. Muitas espécies nativas ainda sdo pouco
conhecidas do publico em geral, mas possuem um grande potencial econémico para consumo
como frutas frescas ou processadas. Entre as fruteiras nativas com grande potencial para
processamento esta o cambui (Myrciaria floribunda). O termo ‘cambui’ é de origem indigena
e significa ‘folha que se desprende’, designacdo dada a espécimes pertencentes aos géneros
Myrcia e Myrciaria (ARAUJO et al., 2013).

O cambuizeiro é uma fruteira que cresce naturalmente em grande diversidade de ambientes
estando distribuida no Nordeste e Norte da América do Sul e na América Central. No Brasil,
esta espécie pode ser encontrada no bioma Mata Atlantica na regido Nordeste e mais
abundantemente nos estados de Alagoas e Sergipe (SILVA; NASCIMENTO; MUNIZ, 2020).
A espécie possui diversas sinonimias botanicas como: Eugenia floribunda H. West ex
gggWilld., Eugenia oneillii Lundell, Eugenia protracta Steud., Eugenia salzmannii Benth.,
Myrciaria mexicana Lundell, Myrciaria oneillii (Lundell) .M. Johnst., Myrciaria protracta
(Steud.) O. Berg, Myrciaria salzmannii (Benth.) O. Berg, Myrciaria uliginosa O. Berg,
Myrciaria verticillata O. Berg, Myrciaria ciliolata (Cambess) O. Berg, Myrciaria tenuiramis
O. Berg (LORENZI, 2009).

O cambuizeiro é um arbusto ou arvoreta que apresenta potencial para uso ornamental e seus
frutos para consumo humano ao natural ou processados na forma de bebidas (licores, sucos,
refrescos), doces (geléias e sorvetes) e polpa congelada, desidratada ou liofilizada. Os frutos
sdo pequenas bagas globosas de até 13 mm em didmetro de coloracdo variada, podendo ser
observados frutos de cor amarela, laranja, vermelha ou roxa quando maduros, dependendo da

planta. Sua casca é bastante fina e apresentam excelente rendimento de polpa, a qual é suculenta
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de sabor doce adstringente, com aroma e sabor caracteristico, sendo muito apreciados
regionalmente (ARAUJO, 2012; SANTOS et al., 2018; SILVA et al., 2012).

Os frutos do cambuizeiro apresentam caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de acordo com
a maturacdo do fruto, sendo ricos em acucares, vitamina C, compostos bioativos como
flavondides, carotendides e compostos fendlicos, apresentando excelente potencial antioxidante
(FONTANA; GASPER; SEVEGNANI, 2014; SANTOS et al., 2017). Muitas propriedades
medicinais sdo atribuidas a composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas, flores e caules
do cambuizeiro, as quais podem proporcionar atividades antimicrobiana, antitumoral e
anticolinesterésica (TIETBOHL et al., 2014).

Os frutos do cambuizeiro apresentam inimeros acessos com potencial de uso, no entanto,
poucos sdo os estudos disponiveis relacionados as suas propriedades fisicas, fisico-quimicas,
quimicas e constituintes fixos que apresentam os frutos, sendo necessario conhecé-los e
caracteriza-los, pois a sua inexisténcia pode levar a desvalorizagdo na comercializacdo dos
produtos e subprodutos provenientes deles. Portanto, existe a necessidade de pesquisas
cientificas que apresentem resultados sobre o assunto que possam fundamentar e incentivar o
seu cultivo e consumo em um mercado com consumidores avidos por novos sabores, produtos
naturais e ricos em caracteristicas nutricéuticas como o cambui.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar os frutos de diferentes acessos
de cambuizeiro diferenciados pela sua coloragdo (laranja, vermelho e roxa) quanto a suas
propriedades fisico-quimicas, compostos fendlicos, atividade antioxidante e analises dos

compostos fixos atraves da espectrometria de massas com ionizacao por Paper Spray.

MATERIAL E METODOS

Material de estudo

Frutos maduros de cambuizeiro (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg) de
diferentes acessos, diferenciados pela coloracao laranja (AC67, AC92, AC112, AC136, AC137,
AC156), vermelha (AC132, AC153) e roxa (AC160) foram coletados do Banco Ativo de
Germoplasma de Cambui (BAG — Cambui), pertencente ao setor de Fruticultura do Centro de
Engenharias e Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL),
localizado no municipio de Rio Largo —AL (latitude 09° 28 42” S, longitude 35° 51° 12” W,
altitude de 127 metros). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regiao ¢ do tipo “As”,

ou seja, climatico tropical com estacdo chuvosa no outono/inverno e seca no verao, precipitacdo
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média anual de 1.150,2 mm, sendo novembro e dezembro os meses mais secos e julho a agosto
0s mais chuvosos (SEMARH, 2015).

Os frutos foram colhidos totalmente maduros de forma manual nas primeiras horas da
manhd. Apo6s colhidos, foram armazenados em sacos de polietileno, etiquetados e
acondicionados em caixas com isolamento térmico com gelo para depois ser transportados para
o0 Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal do CECA/UFAL, onde forma selecionados de acordo
ao estadio de maturacdo fisioldgica, lavados em agua corrente e higienizados com 20 mL de
hipoclorito de sddio (1%), para a eliminacdo de possiveis impurezas.

Caracterizacao fisico-quimica de diferentes acessos de cambui

Para a realizacdo das analises fisicas foram avaliados 128 frutos de cada um dos nove
acessos. Avaliou-se 0 peso do fruto (PF), peso da semente (PS) e peso da polpa (PP), em
gramas; diametro longitudinal (DL) e didmetro transversal do fruto (DT), com resultados
expressos em milimetro, determinadas com auxilio de uma balanga analitica (BEL
Engineering®-Mark 1300) com precisao de 0,01g e paquimetro digital (Jomarca-150mm) com
sensibilidade de 0,01 mm; o numero de sementes por fruto (NS), foi determinado por contagem
manual e a firmeza dos frutos determinou-se com auxilio de um penetrémetro digital
(Instrutherm PTR-300) com ponteira de 3 mm de diametro, e os resultados foram expressos em
Newton (N).

Ap0s as mensuracdes os frutos foram armazenados em freezer a -18°C até o momento das
analises fisico-quimicas. Para a determinacgdo do pH, SS, AT e relacdo SS/AT os frutos de M.
floribunda foram retirados do freezer e deixados para descongelar a temperatura ambiente. Em
seguida, a polpa foi extraida com ajuda de um almofariz, descartando apenas as sementes.

Para a determinacdo do pH, utilizou-se um pHmetro digital (modelo Mfa-210), calibrado
com solugdes tampdo de pH 4,0 e 7,0, segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (1AL,
2008). Os solidos soluveis (SS) foram quantificados em refratbmetro de bolso digital da marca
HAND-HELD (modelo PDR-50B), com resultados expressos em °Brix, segundo método
932.12 da AOAC (2005). A acidez titulavel (AT), foi quantificada por titulometria, transferindo
para um Erlenmeyer de 250 mL, aproximadamente 2,0 g da polpa, a qual foi diluida em 50 mL
de agua destilada e acrescida de trés gotas de fenolfta leina para em seguida ser titulada com
solucdo de NaOH 0,1 N. Os resultados foram expressos em g de acido citrico/100mL (%) (1AL,
2008). A relacdo SS/AT determinou-se pelo quociente entre os valores de solidos sollveis e
acidez titulavel.
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Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

A extracdo foi realizada conforme procedimento descrito por Rufino et al. (2007). Pesaram-
se 0,5 g de polpa de cambui previamente homogeneizada, em eppendorf de 2mL envolto de
papel aluminio, ao qual adicionou-se 1mL da solucdo de metanol/agua (50:50, v/v). Em
seguida, a amostra foi agitada em agitador do tipo vortex durante 20 segundos e incubados
durante 1 h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds o tempo de incubacdo, a amostra
foi centrifugada durante 15 min a 4°C com rotacéo de 15000 rpm e, os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para 0 mesmo baldo volumétrico de 5 mL. Posteriormente, foi adicionado 1
mL de acetona/agua (70:30, v/v) no mesmo eppendorf e repetiu-se todo o processo de
homogeneizacao e repouso. As solugdes foram centrifugadas novamente nas condigdes acima
citadas e o sobrenadante obtido transferiu-se novamente para o baldo volumétrico (5 mL) do
primeiro sobrenadante, este foi misturado e completado o volume com &gua deionizada.

Os extratos obtidos foram armazenados em eppendorf de 2 mL em temperatura de
congelamento até o momento do uso para a determinacdo do teor de compostos fendlicos,

atividade antioxidante e perfil quimico de PS-MS.

Fenolicos Totais: Um volume de 300 pL do extrato da amostra, 3,5 mL de agua destilada e
250 pL do reagente Folin-Ciocalteu foram misturados em tubo de ensaio e incubados a
temperatura ambiente por 3 min. Entéo, adicionou-se 500 L de solugédo de carbonato de sédio
(7,5%). Apo6s 1 h de incubacéo no escuro, as amostras foram lidas a 750 nm e os dados expressos
em mg de 4cido galico (EAG)/100g de polpa. A quantificacdo de fenois foi realizada em
espectrofotdbmetro a 750 nm de absorbancia, utilizando-se a curva padrao preparada com acido

galico (GAE — gallic acid equivalente).

Atividade antioxidante: Avaliada pela captura do radical ABTS (&cido 2,2-azinobis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) seguido de uma leitura espectrofotométrica a 734 nm. Foram
adicionados em tubos de ensaio recobertos de papel aluminio 30 pL do extrato da amostra e 3,0
mL do radical ABTS. Transcorridos 6 min no escuro e a temperatura ambiente, foi realizada a
leitura a 734 nm das amostras e da curva de calibracdo do Trolox. Os resultados foram expressos
em UM Trolox/100 g de polpa (RUFINO et al., 2007). Ambas as analises foram realizadas em

triplicata e ao abrigo da luz.
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Anélises por ionizagdo por PS-MS

As polpas foram analisadas atraves de um espectrometro de massa com armadilha de ions
Thermo Fisher LCQ FLEET (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA), equipado com uma fonte
de ionizacdo ambiente por paper spray. As analises foram realizadas em triplicatas nos modos
de ionizacdo positivos e negativos. Para as analises PS-MS, uma aliquota de 2 puL das amostras
e 40 uL de metanol foram adicionadas a um papel cromatografico triangular (equilatero com
1,5 cm de comprimento lateral) posicionado a 10 mm de distancia da entrada do espectrometro
de massas, aproximadamente (RAMOS et al., 2020; SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Em seguida, uma alta voltagem aplicou-se ao papel mantido por um grampo de cobre e
fixado a uma plataforma com movimentacéo tridimensional para a aquisicdo dos dados. As
condi¢Oes instrumentais das analises foram: voltagem da fonte PS-MS igual a + 4 kV (modo
positivo) e — 3 kV (modo negativo); voltagem do capilar de 40 V; temperatura do tubo de
transferéncia de 275°C; voltagem das lentes do tubo de 120 V; faixa de varredura de massa de
100 a 1000 m/z nos modos positivo e negativo.

Os ions foram fragmentados usando energia de coliséo de 15 a 45 eV. Para a tentativa de
identificacdo dos compostos foi realizada uma comparacdo das razées m/z dos dados obtidos
pela literatura com os sinais instrumentais obtidos e a subsequente fragmentacdo por meio da

espectrometria de massas sequencial.

Anélise estatistica

Para as avaliagdes fisicas e fisico-quimicas o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado (DIC), cada tratamento consistiu em quatro repeticdes de trinta e dois
frutos por cada um dos acessos. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se o software Sisvar na versdo 5.7. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Para a avaliacdo dos compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, os resultados foram abordados por medidas de tendéncia central, através do auxilio
do software Microsoft Office Excel®, v. 16.0 (Microsoft, Redmond, WA, EUA). Para 0s
espectros PS-MS (no modo positivo e negativo) serdo processados utilizando o software
Xcalibur v. 2.1 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA), e determinados pelo software
Microsoft Office Excel®.

95



RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas

Na Tabela 1 séo apresentados os resultados dos parametros fisicos realizados em frutos de
diferentes acessos de cambuizeiro (Myrciaria floribunda). Os resultados demostram que 0s
frutos apresentaram peso médio de 0.86 g, com uma variagdo do PF de 0.56 a 1.32 g, para o PS
o valor oscilou entre 0.13 e 0.30 g, enquanto o PP oscilou de 0.42 2 1.12 g.

Pinheiro, Almeida e Silva (2011) ao caracterizar frutos de cambuizeiro, observaram medias
inferiores as encontrados no presente estudo, eles reportaram pesos médios do fruto de 0.52,
0.61 e 0.68 g para as coloragdes roxa, vermelha e laranja, respectivamente. Silva, Nascimento
e Muniz (2020) ao estudarem os atributos de qualidade de dois tipos de plantas oriundas de

cambuizeiros observaram valores médios superiores em frutos com coloragéo roxa (0.69 g).

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas de frutos de nove acessos de Myrciaria floribunda,

diferenciados pela sua coloracdo laranja, vermelha e roxa.

Parametros
ACEessos PF PS PP NS DL DT Formato Firmeza
(9) (9) (9) (mm)  (mm) (mm) (N)

AC-67 0.73a 0.18b 055a 1.37a 10.71b 9.75b 1.10c 1.53a
AC-92 0.6la 0.14a 047a 152b 9.86a 856a 1.15e 236D
AC-112 0.83a 0.24c 058a 1.73b 1096b 10.02b 1.09c 4.16¢c
AC-132 1.18b 0.30d 0.88a 1.67b 1276d 11.32c 1.13d 1.75a
AC-136 0.76a 0.18b 059a 152b 11.03b 9.84b 1.12d 5.93d
AC-137 1.32b 0.20b 1.12a 1.71b 11.06b 9.61b 1.15e 3.56 ¢
AC-153 0.56a 0.14a 0.42a 115a 9.75a 9.12a 1.07b 450c
AC-156 1.18b 0.29c 0.89a 1.78b 1200c 1159c 1.04a 280D
AC-160 0.57a 0.13a 045a 1.0la 994a 885a 112¢c 4.17c

Médiageral 086 020 066 149 10.90 9.85 1.11 3.42
CV (%) 43.62 17.08 5743 14.12 4.08 4.50 1.04 16.80
Erropadrdo 019 0.02 019 0.11 0.22 0.22 0.01 0.29

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. PF: peso do fruto; PS: peso da semente; PP: peso da
polpa; NS: nimero de sementes; DL: didmetro longitudinal; DT: diametro transversal; Formato:
relacdo entre as variaveis DL/DT. Fonte: Autor, 2021.

Em outros estudos realizados com cambuizeiro, o peso médio reportado foi de 0.77 g e 0.14
e 4.0 g para frutos das espécies Myrciaria tenella e Eugenia uniflora L, respectivamente (PINA-
DUMOULIN; OCHOA; MAGANA-LEMUS, 2010; SILVA et al., 2012; VRIESMANN et al.,
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2004). Contudo, Santos (2010) ao caracterizar frutos de cambuizeiro, encontraram peso médio
de 1.10 g, acima dos encontrados entre 0s acessos do presente estudo.

O numero de sementes variou de uma a duas unidades por fruto, destacando-se 0s acessos
AC92, AC112, AC132, AC136, AC137 e AC156 quem apresentaram duas por fruto. Quanto
ao rendimento de polpa (PP), os acessos que sobressairam foram o AC132, AC137 e AC156,
com 0.88, 1.12 e 0.89 g, respectivamente, no entanto, estatisticamente ndo apresentaram
diferencas entre si.

A maioria dos frutos de cambui apresentam uma semente por fruto, e em alguns casos, até
duas (LORENZI, 2000). Contudo, o nimero de sementes ndo é padrdo de referéncia quanto o
maior rendimento dos frutos, pois de acordo ao estudo realizado por Figueiredo et al. (2013),
em amora-preta (Rubus spp.), obtiveram maior nimero de sementes e menor massa dos frutos.

No caso deste estudo, de uma forma geral os frutos de cambui com duas sementes
apresentaram maior rendimento de polpa do que frutos com apenas uma semente, com excec¢ao
do acesso AC92, quem apresentou 0.47 g.

Os diametros longitudinal (DL) e transversal (DT) dos frutos, apresentaram
respectivamente, 10.90 e 9.85 mm de média geral. Os frutos do acesso AC132 e AC156
apresentaram os maiores DL, atingindo valores de 12.76 e 12.00 mm, respectivamente. Ja para
o DT, os valores foram de 11.32 e 11.59 mm. A relacdo entre o didmetro longitudinal e
transversal (DL / DT), apresentaram média de 1.11 mm, mostrando, portanto, que os frutos de
cambui possuem forma levemente eliptica ou oval (DL / DT > 1), pois quanto mais préximo a
1, mais arredondados (SANTOS et al., 2010).

Resultados similares a este foram encontrados nos estudos realizados por Aradjo (2012), ao
avaliar as caracteristicas fisicas de frutos de gendtipos de cambui obtidos no Sul de Alagoas,
observou ainda varia¢fes nas dimensdes do DL de 9.30 a 12.18 mm (genotipos vermelhos e
amarelos) e de 8.39 a 10.75 mm para o DT (genotipos vermelhos e roxos). Santos et al., (2018)
ao estudar os caracteres morfométricos de onze acessos de cambuizeiro nativos de Alagoas,
registraram médias de 8.86 mm de diametro longitudinal e 9,45 mm de didmetro transversal.
Estudos realizados por Silva et al. (2012), apresentaram valores inferiores de DT e DL,
encontrando para o cambui (Myrciaria tenella O. Berg) valores de 7.51 a 11.90 mm de
comprimento e de 6.60 a 10.70 mm de largura.

Quanto a firmeza dos frutos, as médias oscilaram de 1.53 N a 5.93 N, sendo o AC136 quem
se destacou por sua maior rigidez. Carneiro et al., 2018 ao avaliar aspectos da qualidade de
frutos de jabuticabeiras (Myrciaria jaboticaba), espécie pertencente ao mesmo género do
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Cambui, obtiveram uma firmeza nos frutos que oscilou de 3.16 a 5.24 N. Segundo Bu et al,
(2013) a perda progressiva da firmeza do fruto, resulta no amolecimento da polpa e
consequentemente da decomposi¢cdo dos componentes da parede celular, desagregando a
celulose, hemicelulose e pectina.

Valores superiores aos encontrados no presente estudo foram reportados por Bianchini et
al., 2016 ao caracterizar morfoldgica e quimicamente frutos de cambucizeiro (Campomanesia
phaea), obtendo uma firmeza de 19.54 N. Silva et al. (2015) afirmaram que quanto maior
firmeza possuam os frutos, menor perdas nas qualidades deles, suportando assim transportes
mais longos até que o momento de ser direcionados ao mercado consumidor. Portanto, a firmeza
é uma importante propriedade de qualidade de frutos frescos (PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009).

Considerando os atributos fisico-quimicos, os frutos dos acessos de cambui apresentaram
em média pH de 3.53 (Tabela 2), sendo considerados acidos, ou seja, com pH inferior a 4.5
(SILVA et al., 2012). Valores de pH &cidos em cambuizeiros também foram obtidos por outros
autores. Santos et al. (2017) encontraram valores medios de pH de 3.44; Coutinho et al. (2013)
de 3.90; Silva, Nascimento e Muniz (2020) de 3.87 a 4.37 e Pinheiro, Almeida e Silva (2011)
de 3.28 a 3.35.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas de frutos de nove acessos de Myrciaria floribunda,

diferenciados pela sua coloracao laranja, vermelha e roxa.

ACessos pH SS AT SS/IAT
AC-67 340a 1410 c 3.80b 3.84c
AC-92 3.58 b 13.13 b 423 b 3.11b
AC-112 3.70b 12.90 b 413 b 3.13b
AC-132 3.26a 11.30a 478 ¢ 2.38a
AC-136 343a 14.80 c 3.35a 4.45d
AC-137 3.61b 14.80 c 3.78b 3.95¢
AC-153 348a 13.18 b 5.65d 2.34a
AC-156 3.61b 12.85b 3.48a 3.71c
AC-160 3.70b 13.70 c 3.05a 4.55d
Meédia geral 3.53 13.42 4.03 3.49
CV (%) 3.27 7.30 9.01 14.48
Erro padrao 0.06 0.49 0.18 0.25

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo Teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade. pH: potencial hidrogenionico; SS: Solidos soluveis (°Brix); AT: Acidez
Titulavel (% de acido citrico); SS/AT: relacdo entre as duas variaveis. Fonte: Autor, 2021.

Estudos realizados com outras Myrtaceae também apresentam resultados similares a este

trabalho. Almeida, Navas e Golgalves (2018), ao estudar duas variedades de jabuticaba

98



(Myrciaria grandifolia e Myrciaria jabuticaba) reportaram pH de 3,39 e 3,10, respectivamente.
Mendonca e Vieites (2019) obtiveram, em frutos de cabeludinha (Myrciaria glazioviana) o pH
de 3.66. Para frutos de murta (Eugenia gracillima Kiaersk.), Araujo et al. (2015) reporto pH de
3.73 e Souza et al. (2019) relato pH de 3.77 para frutos de gabiroba (Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg).

O teor de sdlidos soluveis variou de 11.30 a 14.80°Brix. Estes valores foram similares aos
relatados por Santos et al. (2017), com valores de 12.96°Brix para frutos de coloragédo vermelha
e 15.76 para frutos de coloragdo amarela. Pinheiro, Almeida e Silva (2011), ao avaliar frutos de
cambuizeiro de coloracdo laranja e roxa, encontraram valores de 12.62 a 16.31 °Brix,
respectivamente.

Scalon, Olio e Fornasieri (2004) ao trabalhar com Eugenia uvalha Cambess relataram
6.90°Brix. Entretando, Bianchinni et al. (2016) reportaram variacbes nos frutos de
Campomanesia phaea de 7.30 a 13.30 °Brix. Por sua vez, Aguirre-Neira et al. (2020), ao estudar
as caracteristicas fisico-quimicas de frutos de Myrciaria dubia, procedentes de Tarapaca
(Amazonas — Coloémbia) e do banco de germoplasma de frutiferas amazénicas de Agrosavia
(Meta — Coldmbia), encontraram valores inferiores (7,49 e 10,9 °Brix) quando comparados aos
relatados neste estudo, o que demostra que os teores de sélidos soliveis em mirtaceas séo
bastante variaveis.

Contudo, frutos com altos teores de °Brix sdo desejaveis tanto para 0 consumo in natura
quanto para sua industrializacéo, pois propiciam maior rendimento no processamento, em razao
da maior quantidade de néctar produzido por quantidade de polpa (DIAS et al., 2011). No
entanto, o alto conteudo de solidos soltveis também indica que o fruto possui baixo potencial
de conservacdo, pois 0 excesso de aclcar no fruto pode estar associado a uma rapida
deterioracdo e fermentacdo e, por consequéncia, reducdo na vida util (BARROS; FINGER;
MAGALHAES, 1996). Portanto, para o processamento industrial, utilizam-se frutos que
apresentem maior acidez, devido a que reduz a acdo de microrganismos e evita a adicao de
conservantes (LATTUADA; PEZZI; SOUZA, 2018).

Com relacéo a acidez titulavel (AT), os acessos de cambui avaliados apresentam frutos com
média de 4.03% de acido citrico, destacando-se os acessos AC132 e AC153 por apresentar as
maiores percentagem, com valores de 4.78% e 5.65% de acido citrico, respectivamente (Tabela
2). Os resultados encontrados foram superiores aos relatados por Santos et al., (2017) e Silva,
Nascimento e Muniz. (2020) os quais obtiveram valores de 0,75% (vermelho) a 1,07% (roxo)
e de 1.60% (laranja) a 1.09% (roxo), respectivamente, e proximo ao determinado por Freitas et
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al. (2016), que relataram valores superiores de 4.97% em frutos de camu-camu (Myrciaria
dubia).

Para razdo SS/AT, os valores oscilaram de 2.34 (AC153) a 4.55 (AC160), valores proximos
aos encontrados em frutos de cambucizeiro (Campomanesia phaea) e pitangueira (Eugenia
uniflora L.) e superior a frutos de camu-camu (Myrciaria dubia) (BATISTA et al., 2017;
BIANCHINI et al., 2016; FREITAS et al., 2016).

A relagdo SS/AT destaca-se como melhor critério ou indicativo para avaliar o sabor dos
frutos sendo mais eficiente do que considerar apenas 0s niveis de aclcar e/ou acidez
quantificados isoladamente, pois o balanco entre os aglcares com os acidos dos frutos, confere
um equilibrio gustativo determinante para a qualidade geral do produto (FACHINELLO e
NACHTIGAL., 2013).

Atividade antioxidante e compostos fendlicos totais

Observa-se que os valores da atividade antioxidante obtidos pelo método de captura do
radical ABTS *oscilaram entre os 166.67 e 534.83 uM Trolox/100g de polpa (Tabela 3). Rufino
et al. (2010) ao estudarem os compostos bioativos e capacidade antioxidante de dezoito frutas
nativas do Brasil encontraram valores inferiores aos relatados no presente estudo, 37.5 uM
Trolox/g em jaboticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg.), 29.7 uM Trolox/g em jambol&o
(Syzygium cumini (L) Skeels), 49.1 uM Trolox/g em murta (Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
0.Berg.), 18 uM Trolox/g em uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) e valores inferiores no
camu-camu (Myrciaria dubia) com 153 uM Trolox/g.

Em outro estudo, Ramos et al. (2020), utilizando a mesma metodologia, relataram para a
polpa de frutos de grumixama (Eugenia brasiliensis) atividade antioxidante de 844,86 mM
Trolox/100 g de polpa. Enquanto, Santos et al. (2017) ao avaliar a atividade antioxidante pelo
método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em acessos de cambui distinguidos pela coloracédo
(amarela, vermelha e roxa) obtiveram capacidade de reducdo em 50% do radical livre DPPH,
onde a média de ECsx foi igual a 177,20, sendo 0 acesso roxo quem apresentou maior poder
antioxidante, um ECsp igual a 41,5 em meio alcoolico e a menor capacidade antioxidante foi
encontrada no acesso amarelo, pois foram necessarios 447,3 g fruta/g DPPH para reduzir em
50% a atividade do radical livre DPPH.

Por sua vez, Oliveira (2015) ao avaliar o potencial antioxidante do liofilizado de polpa com

casca de Myrciaria floribunda através do método de captura do radical DPPH" demonstrou um

100



ECso de 85,68 g/g DPPH’, e uma capacidade de 550,14 umol Trolox/g pelo método de captura
do radical ABTS ™.

Quanto ao teor de compostos fendlicos dos diferentes acessos de cambui, estes variaram de
78.79 a 279.01 mg de EAG. 100g™, sendo o AC160 quem apresentou o maior conteido de
fendis totais, seguido do AC137 e AC136. Em frutos pertencentes ao mesmo género do cambui,
registraram-se contetidos de compostos fendlicos de 1480,57 mg de acido galico L para
Myrciaria jabuticaba e de 249,82 mg de &cido galico L™ para Myrciaria grandifolia
(ALMEIDA; NAVAS; GONCALVES, 2018).

Jauregui et al. (2007) verificaram em camu-camu (Myrciaria dubia) valores de 2.393,72
mg/100 g de peso fresco enquanto Freitas et al. (2016), registrou valores de 2625.4 a 1237.86
mg de catequina 100 g™, para frutos da mesma espécie. Ja& Myoda et al. (2010) obtiveram 369

mg EAG. 100 g* para o suco do camu-camu.

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdo da atividade antioxidante de diferentes acessos de

cambuizeiro, obtidos pelo método ABTS .

ABTS™ Fendlicos Totais

Acessos (LM Trolox/100g) (mg &cido gélico. 100g™)
AC-67 166.67+95.96 162.33+£1.52
AC-92 349.17+148.65 136.79+4.97
AC-112 279.00+£240.24 78.79+1.52
AC-132 421.23+209.26 202.85+6.35
AC-136 534.83+137.68 204.77+0.88
AC-137 351.43+285.21 254.70+8.19
AC-153 521.44+385.44 128.91+2.30
AC-156 534.43+20.23 110.09+13.14
AC-160 476.79+152.99 279.01+11.11

Os dados sdo apresentados como média dos resultados da analise da amostra em triplicata +
desvio padrdo. Fonte: Autor, 2021.

Entretanto, teores de compostos fenolicos obtidos neste estudo com o cambui foram
superiores aos encontrados em outros frutos nativos do Brasil, como jabuticaba (128,3 mg EAG.
1009 de matéria fresca), pitanga (95,9 mg EAG 100g™ de matéria fresca), araga vermelho
(88,0 mg EAG 100g* de matéria fresca), araca amarelo (72,3 mg EAG 100g™* de matéria
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fresca), guabiroba (81.7 mg EAG 1009 de matéria fresca) e butia (63.2 mg EAG 100g™? de
matéria fresca) (SOUZA et al., 2018). Em outro estudo realizado por Denardin et al. (2015)
para avaliar a atividade antioxidante de extratos de araca (Psidium cattleianum), butia
(Eriospatha Butia), pitanga (Eugenia uniflora) e amoras (Rubus sp; cv. Xavante e Cherokee)
coletadas na regido sul do Brasil, encontraram conteudo fendlico total variando de 359,5-816,5
mg de EAG 100 g* de peso fresco.

Os compostos fenolicos participam no “flavor”, na vida de prateleira, na a¢cdo como
alimentos funcionais e particularmente influenciam no valor nutricional e a qualidade sensorial,
conferindo cor, textura, amargor, aroma, adstringéncia e estabilidade oxidativa aos alimentos.
Estes compostos constituem os antioxidantes mais abundantes, sendo encontrados normalmente
em folhas, sementes e frutos, em concentracdes variadas. A concentracdo destes compostos
pode variar em fungéo da espécie, parte do fruto, manejo do cultivo, condi¢bes geogréaficas e
ambientais a que sdo expostos (variacdo a exposicéo solar), bem como em funcdo dos fatores
fisiologicos e genéticos da planta, dentre outros (EVERETTE et al., 2010; ALMEIDA;
NAVAS; GONCALVES, 2018; CHITARRA e CHITARRA, 2005; MARTINS et al., 2011).

Perfil quimico (PS-MS)

De maneira geral, foi possivel identificar nas amostras de cambui, 74 substancias referentes
as moléculas de flavonoides, fenilpropanoides, elagitaninos, lignanas, agucares, acidos graxos,
acidos fenolicos, acidos carboxilicos, derivados do acido benzoico, galotaninos, esteroides,
aminas e ciclitois, sendo 42 compostos no modo negativo e 32 compostos no modo positivo,
tal como se apresentam na Tabela 4 e 5. Os compostos detectados foram identificados
tentativamente baseando-se nos dados de fragmentacdo de massa em comparagdo com aqueles
ja relatados na literatura.

A tentativa de identificacdo dos compostos no modo de ionizacdo negativa foi representada
por flavonoides (16), fenilpropanoides (6), derivados do acido benzoico (7), elagitaninos (3),
lignans (3), acucares (2), acido graxo (1), acido fenolico (1), acido carboxilico (1), galotanino
(2) e ciclitol (2).

Na Tabela 4, observe-se que dentre as classes quimicas encontradas, os flavonoides foram
0s compostos que mais predominaram, com destaque para a quercetina-3-glucosideo,
ramnosido de miricetina, isegquercitrina, hiperina e miricitrina ja que estiveram presentes em

todos 0s acessos.
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O ion com [M-H]" em m/z 463 e sua fragmentacdo de m/z 301 foi identificado
provisoriamente como quercetina-3-glucosideo, correspondendo a aglicona da quercetina apos
a perda de uma hexose ([M-H-162]"). Este resultado corrobora o estudo realizado por Texeira
et al. (2015) ao identificar os compostos fendlicos na polpa de frutos de grumixama (Eugenia
brasilienses Lam.) através de HPLC-ESI-MS/MS. Este flavonoide também foi identificado em
estudos realizados por Ramos et al. (2020), ao tracar o perfil quimico dos frutos de grumixama
mediante a técnica de espectrometria de massas por ionizagcao ambiental em spray de papel (PS-
MS).

O ion com [M-H] em m/z 463 ao fragmentar-se levou a formacdo da aglicona a m/z 317
(IM-H-146]") devido a perda de uma unidade de desoxihexose (146 Da), o qual identificou-se
tentativamente como ramnosido de miricetina, sendo a ramnose a Unica desoxihexose
encontrada nos flavondides da fruta (PEREIRA et al., 2017). Estudos anteriores relataram a
presenca desta substancia em frutos de jambolao (Syzygium cumini) ao determinar 0s compostos
fendlicos por CLAE-DAD-MS/MS (FARIA et al., 2011).

Enquanto, na composicdo dos extratos de folhas de murta (Myrtus communis L.) obtidos
através de diferentes técnicas de extracdo (extracdo supercritica, extracdo convencional e
extracdo por ultrasons) por HPLC-MS foram observadas diferengas nos tipos de compostos
obtidos, porém o composto ramnosido de miricetina esteve presente em todos 0s extratos
independentemente da técnica utilizada (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2017) .

Contudo, Santos (2019) ao estudar espécies vegetais nativas do Brasil de quatro géneros
diferentes (Plinia, Myrciaria, Psidium e Eugenia) de Myrtaceae, identificou o ion em m/z 463
como hiperina para as espécies Myrciaria floribunda e Myrciaria glomerata, ja para a espécie
Eugenia uniflora o composto foi identificado como isoquercitrina, sendo que ambos 0s ions
mostraram fragmentacdo de massas idéntica (m/z 301 e 300).

O sinal m/z 447 permitiu determinar a presenca de uma unidade de ramnosideo sugerindo
a identificacdo da substancia como quercetina 3-O-ramnnosideo (quercitrina) ao fragmentar-se
em m/z 301. A ocorréncia deste flavonoide (quercitrina) foi registrada previamente em espécies
de Myrtaceae, como relatado por Nicacio et al. (2017) em frutos da espécie Eugenia invlucrata

DC e Ramos et al. (2015) em frutos da espécie Eugenia punicifolia.
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Tabela 4 — Perfil quimico dos ions identificados (-) PS-MS nos frutos de Myrciaria floribunda.

o e , m/z ACessos
N® Identificagdo Formula (I MSMS " C67 AC92 AC112 ACI32 ACI36 ACI37 ACI53 ACI56 ACI60 1o
Flavonoides
1 Reynoutrin C20H18011 433 301 X X X X 11
Quercetina
2  pentosideo - 433 301 X X X X 1
Quercetina 3-O-
ramnosideo 8,
3 (quercitrina) C21H20011 447 301 X X X X 11
miricetina-
arabindésido /
isdmero de 316,
4  xilopiranosideo C20H17012 449 317 X X 11
Quercetina-3-
5 glucosideo C21H20012 463 301 X X X X X X X 16
300,
6 Hiperina C21H19012 463 301 X X X X X X X 11
Miricetina-
7  ramnosido C21H20012 463 317 X X X X X X X 3,7
445,
316,
317,
8  Miricitrina C21H19012 463 301 X X X X X X X 8
9  Quercitrina C21H20011 477 301 X X X X 11
Isdmero de
hexosideo de 316,
10 miricetina — 479 317 X X X X X 11
Glucosideo de
11 miricetina - 479 317 X X X X X 3
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Kaempferol-3-O-

12 malonilglucosideo — 533 - X X X 9
13 Procianidina A2 C3zoH24012 577 577 X 2
Cianidina-3-O-
14 rutinosideo C27H31015" 503 - X 9
Diglucosideo de
metil-di-
15 hidromiricetina - 657 495 X 3
Derivado de
16 quercetina — 867 — X
Fenilpropanoides
179, 4,
17  Acido cafeico CoHsgOs 179 135 X X X X 10
9,
18 Acido cafarico C13H1209 311 - X X X X X X 13
Hexosideo de
19 acido p-cumarico — 325 183 X X X X X 9,
9,
20 Cafeoil-D-glucose - 339 - X X X X X 13
21 Hexose cafeoil C15H1809 341 179 X X 4
8,
Acido 10,
22 clorogénico C16H1809 353 353 12
Derivados do acido benzoico
Glicosideo acido
23 elégico C20H16013 721 - X 9
Pentosideo de
24 4cido elagico - 895 - X 9
Hexosideo de 9,
25 4cido seringico - 359 197 14
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Acido O-pentosil

26 elagico - 433 301 X X
Pentosideo de
27 &cido elagico - 433 301 X X 11
28 Acido digaloil - 339 339 X X X 12
Derivado de acido
29 elagico — 585 415 X X 11
Acido graxo
Acido
30 eicosandico C20H4002 311 293 X X X X 4
Acido fendlico
Hexosideo de
acido dimetil
31 elagico C22H22013 491 475 X X 9
Acido carboxilico
9,
11,
12,
32 Acido Citrico CsHsO+ 191 111 X X X X 13
Galotanino
Isdmero de
quercetina galoil
33 hexosideo — 615 463 X X X 11
Elagitaninos
Acido elagico de
hexosideo de 463,
34 galoil - 615 301 X X X 16
Isdmero de 5,
35 pedunculagina | - 783 419 X 16
36 Teligramadina | C34H26022 785 301 X X X 16
Lignanas
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Hexosideo de

37 ciclo lariciresinol  — 521 359 X X 4
38 Conidendrin C20H200s6 355 337 X X X X X X X X 4
39 Pinoresinol C20H2206 357 311 X X 5
Ciclitol
111, 10,
40 Acido quinico C7H1206 191 173 X X X X X X X X X 11
AcUcares

9,

41 Sacarose C12H22011 377 341 X X 14
9,

42 Hexose CeH120¢. 215 179 X 13

Compostos identificados por outros autores em diferentes espécies de Myrtaceae: * Alves et al. (2017); 2 Cuadrado-Silva, Pozo-Bayén e Osorio.
(2017); 3 Faria et al. (2011); * Mariano et al. (2020); ® Mena et al. (2012); ® Palozi et al. (2019);  Pereira et al. (2017);® Ramos et al. (2015);°
Rodrigues et al. (2021); 1° Salvador et al. (2011); ** Santos (2019); *? Santos et al. (2018); ** Silva et al. (2019); **Silva et al. (2020); *° Teixeira et
al. (2015); ¢ Teixeira et al. (2015). Fonte: Autor, 2021.

Estudos realizados por Salvador et al. (2011) ao avaliar a capacidade antioxidante de folhas das espécies de Eugenia chlorophylla, Eugenia
pyriformis, Myrcia laruotteana e Myrcia obtecta, relacionaram dois dos flavonoides identificados no presente estudo (miricitrina e quercitrina)
com atividades antioxidantes e antimicrobianas. Ademais, Ferchichi et al. (2012) associaram a substancia da quercetina com a atividade
antiglicante.

Os flavonoides sdao compostos fendlicos sintetizados pelas plantas como metabolitos secundarios. Estes metabolitos sdo encontrados em folhas,
flores, raizes e frutos de plantas na forma glicosilada, podendo ou nédo estar unidas a aclcares (ramnose, rutinose e glicose) (VERMERRIS e
NICHOLSON, 2009). Os flavondides atuam nas plantas como protecdo contra a radiacdo UV, a protecdo contra microrganismos, inibicao
enzimatica, acdo antioxidante e antibiotica, além de possuir fungdes reprodutivas, pois os compostos coloridos como sdo a cor vermelha e azul
presentes em algumas flores atraem a insetos polinizadores (NIJVELDT, et. al. 2001; MACHADO et al., 2008).
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Os compostos fenolicos tém se tornando de grande interesse, devido as propriedades
benéficas que trazem a salde, dentre delas encontra-se a grande capacidade antioxidante para
retardar ou inibir a oxidacdo de moléculas dentro do corpo humano causantes do estresse e
algumas doengas, tais como o cancer. Ademais de apresentar efeitos biolégicos como agédo
antimicrobiana, anti-inflamatdria e vasodilatadora dentro do organismo (ROSSA, 2013;
REFOSCO et al., 2019).

Os fenilpropanodides que predominaram nos frutos de cambui foram identificados
tentativamente como acido caféico (m/z 179), &cido caféarico (m/z 311), hexosideo de &cido p-
cumarico (m/z 325), glicose cafeoil-D (m/z 339), hexose cafeoil (m/z 341) e acido clorogénico
(m/z 353), este dltimo presente apenas nos frutos do acesso AC137, sendo os frutos de cor
laranja os que apresentaram o maior nimero de compostos detectados.

O sinal com m/z 179 apresentou ion de fragmentacdo com m/z 179 e m/z 135 [M-H-44]
identificado como acido cafeico, resultado da perda de uma massa de 44 u, correspondente a
uma unidade do grupo carbonila. O ion [M-H]  de m/z 311 foi identificado como &cido cafarico,
corroborando os estudos realizados por Rodrigues et al. (2021), ao avaliar as alteracdes dos
compostos bioativos da polpa de cagaita (Eugenia dysenterica).

O ion [M-H] de m/z 325 mostrou fragmento MS/MS em m/z 183 sugerindo a identificacao
da substancia como hexosideo de acido p-cumarico, o qual corresponde a um acido
hidroxinamico conjugado a uma hexose (SILVA etal., 2019). O ion [M-H] de m/z 353 mostrou
m/z de 353 como ion de fragmentacdo MS/MS, propondo assim o acido clorogénico como
composto de assinatura.

Os compostos fenolicos identificados como acido caféico e &cido clorogénico apresentaram
consideravel atividade antioxidante nos extratos analisados das plantas Myrcia e Eugenia
(SALVADOR et al.,, 2011). Além disso, outros estudos tém relatado propriedades
antimutagénicas, anticancerigenas e anti-inflamatdrias (GAWLIK-DZIKI et al., 2014).

O sinal com m/z 339 foi classificado como cafeoil-D-glucose, devido a forma conjugada do
acido caféico com uma hexose. Estudos realizados por Silva et al. (2020) relataram esta
substancia conjugada em frutos de cagaitas (Eugenia dysenterica), mediante a técnica do Paper
Spray (PS-MS).

Os compostos derivados de acidos benzoicos foram a terceira classe que mais predomino
na composicdo do perfil quimico dos frutos de cambui. Os compostos foram identificados como

glicosideo acido elagico, pentosideo de cido elagico, hexosideo de &cido seringico, acido O-
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pentosil eldgico, pentosideo de &cido elagico, acido digaloil e derivado de &cido elégico, os
quais apresentaram os ions com m/z 721, 895, 359, 433, 433, 339 e 585.

O ion [M-H]" de m/z 433 apresentou o ion de fragmentacdo em m/z 301, sendo desta
maneira identificado como pentosideo de acido eldgico. A identificacdo dessa substancia foi
confirmada por trabalhos realizados em espécies de Plinia edulis, Eugenia luschnatiana e
Syzygium jambos (SOBEH et al., 2018; SANTOS, 2019). Por sua vez, Rodrigues et al. (2021),
para a identificacdo da mesma substancia relato o ion m/z de 895.

Foram identificadas trés classes de acidos nos frutos do cambui, correspondentes aos
compostos acido eicosanoico oxo-dihidroxi (acido graxo), hexosideo de &cido dimetil elagico
(&cido fendlico) e acido citrico (acido carboxilico). O sinal com m/z 311 e fragmento m/z de
293 foi identificado como &cido eicosandico, tal como relatado por Mariano et al. (2020) ao
estudar o perfil dos constituintes quimicos da pera do cerrado (Eugenia klotzschiana).

O sinal com m/z 491 ainda ndo foi relatado em frutos de cambuizeiro, contudo, Rodrigues
et al. (2021) identificaram este ion como hexosideo de &cido dimetil elagico para a espécie
Eugenia dysenterica. Esta substancia contribui na caracterizagdo do flavor dos frutos e alguns
estudos tém associado os acidos fenolicos com a alta capacidade antioxidante, propriedades
antimutagénicas, anticarcinogénicas e capacidade de alterar a expressdo génica (AWAD,
BURR e FINK, 2005; ERCISLI e OTHAN, 2008).

O ion com [M-H] em m/z 191 pode ser reconhecido como &cido citrico, um acido
carboxilico que foi tentativamente identificado com base na sua fragmentacdo MS/MS em m/z
111 [M-H-80], sendo consistente com os dados descritos na literatura (RODRIGUES et al.,
2021; SANTOS, 2019; SILVA et al., 2019).

Os trés elagitaninos que predominaram nos frutos de cambui corresponderam ao isémero
de pedunculagina I, telimagrandina | e acido elagico galoil hexosideo. A identificacdo dos ions
foi confirmada apos fragmentacdo MS/MS. O ion m/z 615 ao fragmentar-se MS/MS em m/z
463 e m/z 301 foi identificado tentativamente como acido elagico galoil hexosideo, resultante
da perda de um grupo galoil e uma unidade de hexose (162). Ja o ion [M-H]" de m/z 785 foi
classificado como telimagrandina I por seu fragmento MS/MS em m/z 301, caracteristico da
perda do grupo galoil da casuarictina. Enquanto, o ion [M-H]" de m/z 783 foi reconhecido por
sua fragmentacdo MS/MS em m/z 419 como isémero de pedunculagina .

Estudos realizados por Teixeira et al. (2015) relataram a presenca desses compostos em
frutos de grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.) (Myrtaceae), por meio do HPLC-ESI-
MS/MS. A familia Myrtaceae é conhecida por possuir espécies ricas em elagitaninos (ETs), 0s
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quais tem demostrado atividades antioxidantes e efeitos antimutagénico e anticarcinogénico
(WILLINER; PIROVANI; GUEMES, 2003).

As substancias classificadas como lignanas correspondem aos ions [M-H]" de m/z 521, m/z
355 e m/z 357 identificados tentativamente como hexosideo de ciclo lariciresinol, conidendrin
e pinoresinol, respectivamente. Estes compostos ja foram descritas anteriormente em espécies
de Eugenia klotzschiana e Punica granatum L. (MENA et al., 2012; MARIANO et al., 2021).

O ion [M-H] de m/z 191 sugere a presenca do acido quinico, ou acido escopoletina, ou
acido citrico. Porém, a identificacdo do ion so6 foi conseguida apo6s sua fragmentacdo em m/z
111 e em m/z 173. No caso da escopoletina, a substancia produz um tnico ion fragmentado em
m/z 176, ndo sendo considerada pois ndo se teve a evidéncia deste fragmento. Ja o acido citrico
apresentou o mesmo fragmento em m/z 111 para o acido quinico, sendo, portanto, diferenciados
por seu ion fragmentado em m/z 173, o que lhe outorga 0 nome de acido quinico. Esta
substancia ja foi confirmada anteriormente por outros autores (CORREA et al., 2016; SANTOS
etal., 2018; SILVA et al., 2019).

De acordo ao perfil de fragmentacdo apresentado na Tabela 4, os ions com m/z 215 e m/z
377 foram identificados por seus fragmentos em m/z 179 e m/z 341 respectivamente como
hexose e sacarose, compostos reconhecidos como agucares. A sacarose tambem foi identificada
por Ribeiro (2011) na polpa de cagaita com casca, enquanto Rodrigues et al. (2021) relataram
a presenca destes dois agucares para a mesma espécie.

Quanto a tentativa de identificacdo dos compostos no modo de ionizacdo positiva, o perfil
quimico dos frutos de Myrciaria floribunda ficou representada por flavondéides (24), derivados
do acido benzdico (3), aclcares (2), esteroides (1), fenilpropanoides (1) e aminas (1).

Observe-se que dentre as classes quimicas encontradas, novamente os flavondides
predominaram, sendo a catequina (m/z 290), petunidina (m/z 317), miricetina (m/z 318),
miricetina-glucosideo (m/z 481), miricetina-3-glucosideo (m/z 481) e petunidina-diglucosideo
(m/z 641) os compostos que mais se destacaram por estar presentes na maioria dos acessos
(Tabela 5).

Contudo, a catequina e a cianidina 3-galactosideo foram os Unicos compostos que estiveram
presentes nas coloracdes de frutos laranjas (AC67, AC92, AC137 e AC156), vermelhos (AC132
e AC153) e roxos (AC160). A catequina ja foi descrita anteriormente por Siebert et al. (2017)
em folhas de grumixama (Eugenia brasiliensis), identificada pelo ion [M-H]* de m/z 290. No
entanto, em polpas de frutos da mesma espécie, Ramos et al. (2020), identificaram a catequina
pelo ion em m/z 291 e fragmento em m/z 273, espécie pertencente a familia Myrtaceae.
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Tabela 5 — Perfil quimico dos ions identificados (+) PS-MS nos frutos de Myrciaria floribunda.

o e . m/z Ref.
N® Identificagdo Formula (17 MSMS “iC67 AC92 ACI12 ACI32 ACI36 ACI37 ACI53 ACI56 ACL60
Flavonoides

1  Catequina C15H1406 290 - X X X 8

2  Catequina C15H1406 291 273 5
Peonidina 3-O-

3 glucosideo C22H23011" 301 - X 4

4  Diosmetina C16H1206 301 - X 5

5  Quercetina Ci5H1007 302 - 8

C16H1307+(CI

6  Petunidina ) 317 - X X X 4,8

7 Miricetina C15H100s8 318 - X X 8

8  Estigmasterol C29H4s0 413 - X 4
Derivado de

9 quercetina - 867 - X 1
Galato de

10 epicatequina 442 — 9
Cianidina 3-

11 galactosideo 449 — X 59
Pentosideo de

12 miricetina 450 - 7
Epigalocatequina

13 galada C22H18011 457 — X X 9
Hexosideo de

14 delfinidina 465 303 X 9
Miricetina-

15 ramnosido 465 303 X 6
Miricetina-

16 glucosideo 481 — X X X 5
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Miricetina-3-

17 glucosideo 481 — X X X X 4

18 Miricetina-3-glcA 495 — X 5
Dimero de

19 catequina 579 - 9
Apigenina
neohesperidosideo

20 | 579 - X 4
Quercetina-3-O-
[6-(3-hidroxi-3-
metil) glutaroil-a-

21 galactosideo 593 - X X 4

22 Rutina C27H30016 611 - 8
Petunidina-

23 diglucosideo 641 - X X X X 3
Cianidina-3- (p-
hidroxibenzoil) -
(oxaloil)
diglucosideo-5-

24 glucosideo 970 - X 7

Derivados do &cido benzoico

25 Galoilpirogalol 279 - X 4

26 Galoil-glicose este 355 - X 5
Hexosideos de

27 &cido elagico 927 - X X 9

AcUcares

28 Glicose CsH1206 219 - X X X X X X 6
Sacarose ou

29 Hexose 381 219 X X X X X X 6

Esteroides
30 Estigmasterol C2oH480 413 — X 7
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Fenilpropanoides

Acido
31 diidrossinapico 475 457 X 5
Aminas
32 Gomfrenina 551 - X X X X 2,5

Compostos identificados por outros autores em diferentes espécies de Myrtaceae: * Alves et al. (2017); ? Garcia-Cruz et al. (2017); 3 Li, Zhang e
Seeram. (2009); * Mariano et al. (2020); °> Ramos et al. (2020); ® Rodrigues et al. (2021); ’ Sharma et al. (2015); 8 Siebert et al. (2017); ® Teixeira
et al. (2015). Fonte: Autor, 2021.

Branco (2019) relatou a presenga de catequina nos extratos de aragazeiros vermelho e amarelo com quantidades de 36.225 e 34.396, 20.748
mg g-1, respectivamente. Ja para a jabuticabeira hibrida as quantidades de catequina foram inferiores (20.748 mg g-1). Estudos tem relatado a
catequina com acao terapéutica devido aos beneficios que traz a satde, além de apresentar propriedades antioxidantes, antifingicas, antitumoral e
como repelente de insetos (GUEDES et al., 2017). Sendo as catequinas os antioxidantes mais estudados (GRZESIK et al., 2018).

A detecgdo do composto cianidina 3-galactosideo identificado pelo ion com m/z 449, confirma a presenca de antocianinas nos frutos de cambui,
tal como relatado por Ramos et al. (2020). Essa antocianina pertence a classe dos flavonoides e ja foi relatada anteriormente por Zhang, Celli e
Brooks (2019), em frutos de camu-camu (Myrciaria dubia), com valores de 30-54 mg/100 g de casca fresca e em frutos de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora), com valores de 1,6 a 2,1 g/100 g de peso seco.

Quanto aos derivados do acido benzdico, os frutos roxos (AC160) apresentaram os compostos galoilpirogalol (m/z = 279) e galoil-glicose este
(m/z = 355), enquanto os frutos laranjas (AC67) e vermelhos (AC132) apresentaram o composto hexosideos de acido elagico (m/z = 927). Estes
compostos ja foram relatados em frutos de outras Myrtaceae, como € a espécie Eugenia klotzschiana e Eugenia brasiliensis (MARIANO et al.,
2020; RAMOS et al., 2020; TEXEIRA et al., 2015).

Os ions com [M-H]" em m/z 219 e m/z 381 foram identificados tentativamente como acUcares. O acUcar sacarose foi detectado com maior
concentracdo em frutos de Campomanesia lineatifolia, seguido do actcar frutose e glicose (BALAGUERA-LOPEZ e AREVALO, 2012).
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Foi identificado além um esterdide e um fenilpropanoide apenas em frutos de coloragéo
laranja (AC67). O esterdide com [M-H]* em m/z 413 correspondeu ao composto identificado
como estigmasterol, o qual foi relado no estudo de Sharma et al. (2015), em frutos de jamun
(Eugenia jambolana). O ion com [M-H]" em m/z 475 correspondeu ao composto acido
diidrossinépico, identificado em outros trabalhos com Myrtaceae pelo seu fragmento em m/z
457 (RAMOS et al., 2020).

Estudos recentes tém demostrado que os fitoesteroides, também chamados de esterdides
possuem acdo antiinflamatoria, sendo Uteis no tratamento de doencas inflamatérias cronicas
como artrite  reumatoide, sinusite e rinite alérgica (GUPTA et al, 2010). Alguns
fenilpropandides, como o eugenol, tém demostrado uma variedade de atividades
farmacoldgicas, como acdo antinflamatdria, antitumoral, antibacteriana, antifingica,
antipirética, anestésica e atividades analgesicas (BARBOZA, 2018). Alem disso, muitos
estudos tem revelado que muitas doencas cronicas como doengas cardiovasculares, diabetes
tipo Il e varios tipos de cancer, podem ser reduzidas com o uso de fenilpropanoides
(HYSKOVA ¢ RYSLAVA, 2019).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os frutos de cambui dos diferentes acessos
avaliados sdo relativamente pequenos em tamanho e com formato ovalado, contendo cada fruto
de 1 a 2 sementes. Os acessos AC132, AC137 e AC156 apresentaram maior peso do fruto, e 0s
dos acessos AC132 e AC156 maior tamanho. O acesso AC137 foi quem se destacou quanto ao
rendimento de polpa dos frutos, sendo o acesso AC136 quem apresentara frutos mais firmes e
com maiores teores quanto a atividade antioxidante. Os frutos do acesso AC160 apresentaram
maior relacdo de sdlidos soluveis / acidez titulavel e maior conteddo de fendlicos totais.

Quanto ao perfil quimico dos frutos do cambui, a técnica do paper spray mostrou-se rapida
e eficiente uma vez que foram identificados varios compostos fenolicos responsaveis pela
atividade antioxidante e fendlica dos frutos. Contudo, os frutos de coloracdo laranja,
destacaram-se dentre os demais acessos, pois tanto no modo de ionizacdo negativa quanto no
modo de ionizacdo positiva apresentaram os flavonoides como principais constituintes.

Assim, a composicao fisica, fisico-quimica e quimica mostrou-se semelhante a de frutos de

outras espécies da familia Myrtaceae, tal caracteristicas podem servir de referéncia em futuros
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trabalhos de caracterizagdo de cambui, no entanto, para melhor conhecimento das suas

caracteristicas agroindustriais, novos estudos devem ser realizados.
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