" Universidade de Brasilia
h‘ Faculdade de Ceilandia

Pos-Graduacao em Ciéncias e Tecnologias em Saude

BRUNA CABRAL REIS

FRUTAS EXOTICAS CULTIVADAS NO CERRADO DO DISTRITO FEDERAL:
MATURACAO, COMPOSICAO FENOLICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
APLICACAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE EM MICROPARTICULAS

BRASILIA
2016



Universidade de Brasilia
Faculdade de Ceilandia

Pos-Graduacao em Ciéncias e Tecnologias em Saude

BRUNA CABRAL REIS

FRUTAS EXOTICAS CULTIVADAS NO CERRADO DO DISTRITO FEDERAL -
MATURACAO, COMPOSICAO FENOLICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
APLICACAO E ESTABILIDADE EM MICROPARTICULAS

DISSERTACAO APRESENTADA
COMO REQUISITO PARA A
OBTENCAO DO

TITULO DE MESTRE EM CIENCIAS E
TECNOLOGIAS EM SAUDE PELO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM CIENCIAS E TECNOLOGIAS EM
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE
BRASILIA

ORIENTADORA: PROF2 DR2 MARGO GOMES DE OLIVEIRA KARNIKOWSKI
CO-ORIENTADORA: PROF2 DR? ELIANA FORTES GRIS

BRASILIA
2016



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

cc117f

CABRAL REI'S, BRUNA

Frutas exoticas cultivadas no cerrado do Distrito
Federal : maturacdo, conposic¢édo fendlica, atividade
antioxi dante, aplicacdo e estudo de estabilidade em
m croparticulas / BRUNA CABRAL REIS; orientador Margb
Gonmes de diveira Karni kowski; co-orientador Eliana
Fortes Gis. -- Brasilia, 2016.

113 p.

Di ssertacdo (Mestrado - Mestrado em Ci éncias e
Tecnol ogi as em Salde) -- Universi dade de Brasilia,
2016.

1. Bionetria e maturacdo de frutas. 2. Conposi ¢ao
fendlica de frutas. 3. Atividade antioxidante de
frutas. 4. Mcroencapsul acdo de extrato de frutas. 5.
Cerrado. |I. Gonmes de diveira Karni kowski, Marg0,
orient. Il. Fortes Gis, Eliana, co-orient. I|II.
Titulo




BRUNA CABRAL REIS
FRUTAS EXOTICAS CULTIVADAS NO CERRADO DO DISTRITO FEDERAL -
MATURACAO, COMPOSICAO FENOLICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,

APLICACAO E ESTABILIDADE EM MICROPARTICULAS.

DISSERTACAO APROVADA EM: / /

BANCA EXAMINADORA:

ORIENTADOR - Prof2 DR.2 MARGO GOMES DE OLIVEIRA KARNIKOWSKI
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - FACULDADE DE CEILANDIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS E TECNOLOGIAS EM SAUDE

1° MEMBRO - DR. CHRISTOPHER WILLIAM FAGG
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - FACULDADE DE CEILANDIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS E TECNOLOGIAS EM SAUDE

2° MEMBRO - DR. GUILHERME MARTINS GELFUSO
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - FACULDADE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE E DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS

BRASILIA
2016



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, ndo posso deixar de agradecer ao Unico que é digno de
receber honra e gléria, Aquele por quem todas as coisas foram feitas, que por Ele e
para Ele todas as coisas séo, e Aquele que é meu Pai eterno e a0 mesmo tempo meu
melhor amigo. Deus ndo é s6 quem agradeco por ter vencido essa caminhada do
curso de mestrado, mas Ele é a razdo da caminhada existir. Sou grata porque na
eternidade, Ele ja havia sonhado com esse trabalho. Na eternidade, o Dono de toda
ciéncia e sabedoria ja havia criado essas frutas, criado a mim e desenhado o momento
em que eu encontraria com elas e exporia a comunidade académica a maravilha que
Ele mesmo criou. Em um livro muito antigo, que eu amo, ha uma parte escrita pelo
profeta Ezequiel inspirado por Deus, onde ha descricbes de um “terroir’ especial:
“Arvores frutiferas de toda espécie crescerdo em ambas as margens do rio. Suas
folhnas ndo murchardo e os seus frutos ndo cairdo. Todo més produzirdo, porque a
agua vinda do santuario chega a elas. Seus frutos servirdo de comida, e suas folhas
de remédio”. O texto milenar &€ muito atual, fala de frutas de 6tima qualidade em um
local de cultivo, um “terroir” especial, que € onde Ele esta.

O Deus Criador € um Deus extremamente criativo e durante esse trabalho
provei um pouco mais disso. Todo conhecimento cientifico que adquiri € simplesmente
uma descoberta de varias combinacfes da criacdo Dele. Agradeco a Ele ndo s6 por
sua manifestacdo de criagdo e por quem Ele €, mas também pelo relacionamento
pessoal que desenvolve comigo que foi aprofundado durante esse mestrado. O
conhecimento e experiéncia de vida que adquiri alcancou muito além do que qualquer
titulo. Foi um tempo desafiador, que em meio a inimeras responsabilidades, com
alguns escorregdes, consegui alcancar a linha de chegada e Ele quem me sustentou.
Por isso, meu primeiro, maior e melhor agradecimento € a Ele: Jesus Cristo.

Agradeco aos meus pais, que compuseram a melhor torcida durante esse
tempo. O apoio nas noites mal dormidas, o cuidado e preocupa¢do com minha
alimentacdo durante as horas de jejum, a compreensdo sobre os varios dias que
passava fora de casa, além da minha chegada em casa no final da noite. Enquanto
eu lutava para dividir minhas tarefas académicas e profissionais, eles ndo hesitaram
em nada para que eu conseguisse alcancar todos meus objetivos. Acho que nunca
vou conseguir retribuir a altura.

Aos meus irmaos, Artur e Hugo, que juntamente com meus pais compuseram
essa torcida infalivel. Foram companheiros e prestativos como sempre foram na



minha vida. Ao meu noivo, lgor, que constantemente segurou minha m&ao nos
momentos em que pensei em desistir e esses ndo foram poucos. Também agradeco
por sua intercessao constante e por acreditar nos planos que Deus tinha para mim
durante esse curso.

Aos meus familiares e amigos que de alguma forma contribuiram para que eu
terminasse meu trabalho. Em especial ao Josué, pelas oracdes e ajuda no inglés. Ao
Luiz Antonio que foi meu maior incentivador para prosseguir a carreira académica.
Agradeco também aos amigos do PG SUS pelos propdsitos de oragdo em favor do
meu mestrado em tempos dificeis.

A minha orientadora Margd Karnikowski e co-orientadora Eliana Gris, por terem
confiado a mim esse trabalho e pela oportunidade que me deram de poder fazé-lo.
Compuseram a melhor equipe técnica que eu poderia ter.

A professora Eliana Gris e ao professor Eduardo Ferreira eu agradeco em
especial, por além das contribuicdes cientificas, me proporcionarem uma amizade e
por terem se preocupado e cuidado de mim. Emociono-me de lembrar tudo que
fizeram por mim. A professora Eliana ja desde muito tempo exerce o papel verdadeiro
de uma mestra e sempre sera minha inspiracdo. N&o posso medir a prontiddo que
ela sempre teve em me atender todas as vezes que precisei, seja pessoalmente, por
telefone, por email ou até mesmo durante suas férias. Sempre estive segura pois sabia
gue nunca estaria sozinha.

As colegas de laboratorio Débora, Igor, Bruno, e em especial a Wanessa e Taty
gue gentilmente me fizeram companhia e me ajudaram durante as inUmeras analises
feitas.

A toda equipe de vigilancia da Faculdade de Ceilandia que gentiimente
acompanhavam minha entrada e saida no laborat6rio e me faziam companhia nas
noites e finais de semana desertos. Durante a maioria do curso eles foram minha
principal companhia. Aos demais funcionarios do Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias e Tecnologias em Saude, em especial a esquipe da secretaria pelas
inUmeras davidas esclarecidas.

Ao professor Juliano Chaker pelo apoio e disponibilidade. Ao professor
Guilherme Gelfuso pela disposicédo e receptividade. Aos colegas do LTMAC, em
especial a Paula, que com uma disposicdo excedente e simpatia constante trouxe
leveza e paz durante o0 curso ao me acompanhar e apoiar nas analises de
microencapsulacgéo.



RESUMO

Sabendo que o Cerrado possui um “terroir” peculiar e apresenta frutas com alto
potencial antioxidante devido as suas condi¢cdes estressantes, frutas exdticas
cultivadas nesse bioma foram estudadas quanto a sua biometria, maturacao,
composicao fendlica e atividade antioxidante. A fruta com maior atividade antioxidante
foi utilizada para aplicagdo e estudo de estabilidade em microparticulas. As frutas
estudadas foram: jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela
(Spondias purpurea L) e amora (Morus sp.) cultivadas no Cerrado do Distrito Federal
e entorno. Medidas do comprimento, largura, massa e numero de sementes por fruto
foram feitas em cada fruto para a biometria. Para a maturacéo foram analisados o pH,
acidez titulavel, teor de sdélidos sollveis, e calculado o grau de maturacao. Os teores
de polifenois totais, polifenois ndo polimerizados, polifenois polimerizados, orto-
difenois, ésteres tartaricos, flavonois e antocianinas monoméricas totais foram
determinados. A capacidade de captura dos radicais DPPH e ABTS também foi
avaliada, bem como a correlacao entre a composicéo fendlica e atividade antioxidante.
As caracteristicas biométricas foram tipicas das espécies. Sobre as caracteristicas de
maturacado, as frutas foram colhidas em estadio maduro e em geral apresentaram
maior teor de sélidos solluveis e menor acidez comparado com estudos em outras
regibes. Foram encontrados altos teores de compostos fendlicos e de atividade
antioxidante nessas frutas. Dentre as frutas estudadas, a jabuticaba foi a fruta com
maior teor de compostos fendlicos e o solvente mais eficiente para extracdo de
polifenois foi 0 metanol. Os valores dos compostos bioativos avaliados apresentaram
correlagcdo positiva (p < 0,05) com a capacidade de captura dos radicais livres
avaliados. Apos esses estudos, foram desenvolvidas microparticulas de extrato de
casca de jabuticaba por meio do método de spray drying utilizando o polimero
quitosana. Apoés estudos de caracterizacdo foi selecionado o melhor sistema de
microparticulas que apresentou alta eficiéncia de encapsulagéo (~ 79 %), morfologia
esférica e com superficie lisa, diametro meédio de ~ 9 um, e potencial zeta + 3,21 mV.
Para avaliacdo da estabilidade, essas microparticulas foram submetidas a trés
condicdes de temperatura e o teor de polifenois totais foi determinado. Apds 60 dias

verificou-se que as microparticulas foram capazes de melhorar a estabilidade de



polifenois totais. Foi possivel desenvolver um sistema microencapsulado de extrato
de casca de fruto de jabuticaba e esse sistema foi capaz de proteger os polifenois

totais do extrato e melhorar sua estabilidade.

PALAVRAS CHAVE: frutas, polifenois, atividade antioxidante, microencapsulacéo,

estabilidade.

ABSTRACT

It is known that the Savana has a "terroir" peculiar and presents fruits with high
antioxidant potential because of their stressful conditions, exotic fruits grown in this
biome have been studied for their biometrics, ripeness, phenolic composition and
antioxidant activity. The most antioxidant fruit was used for stability study and
application in microparticles. The fruits were: jabuticaba (Plinia cauliflora), brazilian
cherry (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias purpurea L) and mulberry (Morus sp.)
grown in the Cerrado of the Federal District and surrounding areas. Length, width,
weight and number of seeds per fruit were measure in each fruit to biometrics. For
maturation were analyzed pH, titratable acidity, soluble solids, and calculated the
degree of ripeness. The contents of total polyphenols, polyphenols uncured,
polymerized polyphenol, ortho-diphenols, tartaric esters, flavonols and anthocyanins
total monomer were determined. The capture capacity of DPPH and ABTS radical was
also evaluated, as well as the correlation between phenolic content and antioxidant
activity. The biometric characteristics were typical of the species. On the
characteristics of ripening, fruits were harvested at mature stage and generally had
higher soluble solids content and lower acidity compared to studies in other regions.
Found high levels of phenolics and antioxidant activity in these fruits. Among the fruit
studied was jabuticaba fruit with a higher content of phenolics and more efficient
solvent for extraction of polyphenols was methanol. The values of these bioactive
compounds showed a positive correlation (p <0.05) with the capture capacity of the
evaluated free radicals . After these studies were developed jabuticaba peel extract of
microparticles by the spray drying method using chitosan polymer. After

characterization studies was selected the best microparticles system that had high
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efficiency encapsulation (~ 79%) and spherical morphology with smooth surface,
average diameter of ~ 9 micrometres and zeta potential + 3.21 mV. To evaluate the
stability of these microparticles were subjected to three conditions of temperature and
total polyphenol content was determined. After 60 days it was found that the
microparticles were able to improve the stability of total polyphenols. It was possible to
develop a microencapsulated jabuticaba bark extract system and this system is able

to protect the total polyphenol extract and improve its stability.

KEYWORDS: fruits, polyphenols, antioxidant activity, microencapsulation, stability.
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1.1 INTRODUGAO GERAL

1.1.1 FRUTAS DO CERRADO BRASILEIRO

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil e ocupa uma extensao de cerca
de 2 milhdes km?, representando 25% da superficie territorial do pais (Resende e
Guimaraes, 2007). Sua localizacdo estd essencialmente no Planalto Central, que
inclui o Distrito Federal e entorno (Ribeiro et al., 2008). Sua antiguidade, combinada a
dindmica que sofreu em periodos interglaciais, tornou o bioma possuidor de uma
biodiversidade muito rica, (Forzaa, 2012; Resende e Guimaréaes, 2007; Ratter, Ribeiro
e Bridgewater, 1997). No entanto, muitas espécies estdo ameacadas em razdo da
converséao do uso do solo e das poucas areas de preservacdo ambiental (Wantzen et
al., 2012; Carvalho, Junior e Ferreira, 2009; Brannstrom, 2008). Em razé&o disso, foi
considerado um dos 34 “hot spots” do mundo para conservagao (Mittermeier et al.
2005).

Em razdo de sua biodiversidade, as plantas do Cerrado sao utilizadas como
fonte de alimento, medicamentos e outros produtos que geram renda e fortalecem o
potencial econdmico e sustentavel do bioma, embora que ainda em pequena escala
(Franzon, 2009; Oliveira et al., 2008).

Varias espécies tem sido descritas na literatura como fontes de potentes
atividades biolégicas. Ha a hipotese de que devido as condicfes estressantes que o
bioma proporciona, como a acidez do solo, a excessiva exposicdo a luz do sol e o
fogo frequentes na estacdo de seca, bem como agentes patégenos oportunistas, ha
uma selecdo de espécies com maior resisténcia ao estresse oxidativo (Siqueira et al.,
2013). No entanto o aproveitamento dessas espécies nativas ou cultivadas, ainda nao
corresponde a complexidade do bioma, o que fomenta o incentivo da utilidade dessa
biodiversidade, bem como de estudos que descrevam sua utilizacao (Ribeiro et al.,
2008).

Todas as partes dessas espécies podem ser utilizadas e estudadas, sejam as
raizes, folhas ou frutos. As frutas do Cerrado despertam o interesse da ciéncia e da
industria, sobretudo, farmacéutica, em razdo das atividades biologicas (Franzon,
2009; Oliveira et al., 2008). Isso se da em razdo de sua composicdo, rica em
compostos bioativos, além de serem ricas do ponto de vista nutricional. Por isso,
diversas frutas vem sendo estudadas quanto a sua maturagcdo, composi¢cao quimica

e atividades biologicas (Silva et al., 2016; Barroso, Conceigéo e Silveira, 2014).
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Dentre essas frutas, destacam-se algumas frutas exéticas como a jabuticaba
(Plinia cauliflora), a pitanga (Eugenia uniflora L.), a seriguela (Spondias purpurea L) e

a amora (Morus sp.) (Figura 1).

Figura 1: Fotografias de frutas exéticas. A: jabuticaba (Plinia cauliflora); B: pitanga
(Eugenia uniflora L.); C: seriguela (Spondias purpurea L); D: amora (Morus sp.). Fonte:

Imagens da internet .}

1.1.1.1 Plinia cauliflora
A Plinia cauliflora é nativa da Mata Atlantica e popularmente conhecida como

jabuticabeira. Ocorre no Brasil e € mais comum nos estados que abrangem a Mata

!Disponivel em: <http://www.saudedica.com.br/os-10-beneficios-da-jabuticaba-para-saude/> (A);
<http://flores.culturamix.com/informacoes/como-cultivar-pitangueira> (B); <http://saudenocorpo.com/
seriguela-e-seus-beneficios-a-saude/> (C); <http:// revistagloborural.globo.com/vida-na-fazenda/como-

plantar/noticia/2014/10/como-plantar-amora.html> (D). Acesso em set 2016.


http://www.saudedica.com.br/os-10-beneficios-da-jabuticaba-para-saude/
http://flores.culturamix.com/informacoes/como-cultivar-pitangueira
http://saudenocorpo.com/%20seriguela-e-seus-beneficios-a-saude/
http://saudenocorpo.com/%20seriguela-e-seus-beneficios-a-saude/
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Atlantica e o Cerrado. Pode ser confundida com outras espécies do género e por isso
€ necessaria uma identificagcdo taxonémica correta da espécie para publicacdo de
resultados (Borges et al.,2014; Citadin et al., 2010).

A jabuticaba tem se apresentado como uma fruta de grande interesse industrial
e cientifico, sendo percebido um aumento de publicacdes sobre essa fruta nos ultimos
anos (Borges, Conceicédo e Silveira, 2014; Wu, Long e Kennelly, 2012). E muito
apreciada pela populacéo e bastante utilizada na fabricacdo de sucos, geléias, vinhos
e licores (Borges, Conceicéo e Silveira, 2014). Silva et al. (2014) verificaram que até
os residuos de jabuticaba (casca e sementes) podem ser aproveitados e utilizados
como uma fonte de pigmento natural com propriedades funcionais.

Além dos seus potenciais nutritivos, varios estudos tém identificado compostos
fendlicos nessa fruta, assim como algumas propriedades farmacolédgicas, em especial
a atividade antioxidante que tem sido fortemente associada aos seus componentes
bioativos (Calloni et al., 2015; Inada et al., 2015; Lenquiste et al., 2015; Silva et al.,
2014; Wang et al., 2014; Alezandro et al.,2013; Wu et al., 2013; Wu et al., 2012; Vegqi,
Santos e Meireles, 2011; Rufino et al.,, 2010; Santos, Veggi e Meireles, 2010;
Reynertson et al., 2008). Além da atividade antioxidante in vitro, Calloni et al. (2015)
verificaram que a jabuticaba pode proteger as células de fibroblastos humanos contra
0 estresse oxidativo, podendo ser usada para o tratamento de enfermidades
associadas com esse fenbmeno, tais como doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer.

A maioria dos estudos foca em compostos extraidos da casca e da polpa, mas
Wang et al. (2014) verificaram que o extrato aquoso das sementes dessa espécie tem
atividade antioxidante e apresenta um efeito quimioprotetor contra cancer bucal.
Atividade antimicrobiana também foi relatada para os residuos de jabuticaba por Silva
et al. (2014). Além disso, sabe-se que 0s compostos bioativos presentes na
jabuticaba, em especial as antocianinas, além de contribuirem para a atividade
antioxidante, atuam como antiinflamatérios e antimutagénicos, antifingicos,
antibacterianos e hipoglicemiante (Borges, Conceicdo e Silveira, 2014; Silva et al.,
2014; Martins de Sé et al., 2014; Alezandro, Granato e Genovese, 2013).

1.1.1.2 Eugenia uniflora
A pitanga (Eugenia uniflora L.) € uma fruta nativa do Brasil, amplamente

distribuida em todo pais e € usada como arvore ornamental em jardins ou cultivada
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em pomares domeésticos (Donadio et al., 2002). Seu sabor, conteddo de compostos
fendlicos e beneficios econbmicos atraem os interesses para a fruta (Costa et al.,
2013; Celli, Pereira-Netto e Beta, 2011).

Estudos com pitangas cultivadas no Sul do Brasil indicam que € uma fruta com
alto potencial antioxidante e pode ser usada como fonte de bioativos promotores da
saude humana (Bagetti et al., 2011; Celli, Pereira-Netto e Beta, 2011), sendo que essa
atividade tem sido associada a sua composi¢do fendlica (Denardin et al., 2015;
Einbond et al., 2004). A pitanga que apresentou maior teor de polifenois totais no
estudo de Denardin et al. (2015), foi também a fruta mais antioxidante. Celli, Pereira-
Netto e Beta (2011) mostraram que durante o desenvolvimento da fruta ha diferencas
de composicéo fendlica e atividade antioxidante, apesar de apresentar alta atividade
independente do desenvolvimento. Eles também mostraram que a coloragao da fruta
no momento da colheita € um fator importante a ser observado para a utilizacao de
pitangas com maior potencial antioxidante.

Estudos mostram que os teores de compostos fendlicos como antocianinas e
flavonoides sao mais significativos na casca do que na polpa (Costa et al., 2013; Lima
et al., 2002). As antocianinas delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo, entre
outros derivados de cianidina e malvidina foram relatados nos frutos de pitanga
(Denardin et al., 2015; Einbond et al., 2004). Também foi verificado que os Oleos
essenciais do fruto apresentaram atividade antibacteriana diante de Staphylococcus
aureus (Costa et al., 2013).

1.1.1.3 Spondias purpurea

A espécie Spondias purpurea é popularmente conhecida como seriguela,
nativa da América Central, com grande ocorréncia no Brasil. Esta presente na lista da
flora do Cerrado e apresenta habitat Cerrado lato sensu (Mendonca et al., 2008). Ha
relatos de que a espécie tem sido utilizada para o tratamento de diarreia, Ulceras,
aftas, disenteria e inchacgo (Engels et al. 2012). Estudos identificaram e quantificaram
compostos fendlicos presentes na fruta cultivada em diversas partes do Brasil e da
Costa Rica (Silva et al., 2016; Reis et al., 2015; Gregoris 2013; Engels et al., 2012;
Omena et al., 2012; Almeida et al., 2011), dentre eles fenois, flavonoides e taninos.
Além disso, estudos mostram a associacao entre sua composi¢ao fenolica e atividade
antioxidante (Reis et al., 2015; Gregoris 2013; Omena et al., 2012; Almeida et al.,
2011).
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Atividade antimicrobiana foi citada como uma propriedade de extratos de
seriguela por Bernhardt (2008), e Gachet et al. (2010). Silva et al. (2016) verificaram
que os compostos fendlicos foram potentes antioxidantes na absorcdo de raios
ultravioleta, e que o extrato de seriguela apresentou atividade fotoprotetora contra
UVB e raios UVA.

1.1.1.4 Morus sp.

As amoras sao consideradas frutas pequenas do género Rubus spp. e Morus
spp. O género Rubus apresentada frutos maiores, voltado especificamente para
fruticultura, e as frutas desse género sdo mais consumidas em alimentos
processados. O género Morus foi introduzido no Brasil no século XIX, seus frutos sdo
menores e sao aproveitados para fruticultura e sericicultura, consumidos in natura ou
em polpas (Okamoto et al., 2013).

Sobre o género Morus sp., ha estudos que descrevem utilizagbes com
propriedades farmacoldgicas de todas as partes da fruta, tais como laxante, sedativo,
expectorante, emoliente, calmante, diurético, agente hipoglicemiante, anti-séptico,
anti-inflamatoria, antioxidante, e no tratamento de eczema e inflamacéo bucal (Ercisli
e Othan, 2007; Franzotti, 2006). No Brasil, as folhas de Morus nigra L. séo utilizadas
como um substituto para a terapia de substituicdo hormonal convencional (Miranda et
al. 2010). No entanto, alguns estudos realizados no Brasil mostraram que a folha ndo
apresenta atividade estrogénica (Queiroz et al., 2012; Vanoni, 2006; Franzotti, 2006).

As folhas da fruta podem ser utilizadas no tratamento de diabetes mellitus tipo
II, doencas hepaticas e renais (Padilha et al., 2010; Franzotti, 2006), e alguns estudos
mostram sua baixa toxicidade (Oliveira et al., 2013).

A fruta de Morus sp. apresenta altas concentracdes de compostos fendlicos,
dentre eles flavonoides e acidos fendlicos (Gundogdu et al., 2011; Ercisli e Othan,
2007). A presenca de substancias fendlicas demonstrou estar relacionada com
propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e com a capacidade de alterar a
expressdo génica (Awad et al., 2005). Esses compostos fendlicos também estao
associados a sua alta capacidade antioxidante (Ercisli e Othan, 2008).

As antocianinas sdo os principais flavonoides encontrados na fruta e
contribuem para sua atividade antioxidante. Entre esses compostos, os derivados de
cianidina foram considerados os principais (Pérez-Gregoério et al., 2011; Pawlowska et
al., 2008).
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Estudos relatam que a espécie M. nigra apresenta maior atividade antioxidante,
bem como maior quantidade de antocianina, acido clorogénico e outros compostos
fendlicos em relacdo as espécies M. alba e M. rubra (Gundogdu et al., 2011; Ozgen,
Serce e Kaya, 2009; Ercisli e Othan , 2007).

1.1.1.5 Maturacéao de frutas

Maturacdo € o processo que ocorre no desenvolvimento das frutas que as
tornam atraentes e comestiveis (Brady, 1987). Durante esse processo ocorrem
modificacdes no metabolismo da planta que resultam em alteracdes de pH, &cidos,
acucares, bem como no tamanho dos frutos, que por sua vez conferem caracteristicas
sensoriais de textura, sabor e aparéncia diretamente relacionadas com a qualidade
das frutas. Por isso, para avaliacdo da maturacao e qualidade de frutas séo utilizados
parametros como: tamanho, pH, teor de sélidos solUveis e acidez titulavel (Cavalani
et al., 2015; Costa et al., 2006). Esses estudos sao importantes, pois fornecem
conhecimento acerca da conservacgao e do melhor periodo para colheita (Cavalani et
al., 2015; Palharini et al., 2015; Antunes et al., 2003), bem como da adaptacédo das
plantas ao local de cultivo (Gris et al., 2010).

InUmeros fatores alteram a maturacéo e qualidade dos frutos. A composi¢éo do
solo, por exemplo, € um fator que influencia, mas que é permanente e nao varia
anualmente. A temperatura, precipitacdo, luz e umidade sao fatores que variam de
acordo com o clima anual. JA& a adubacdo, a poda e a irrigacdo sdo fatores
modificaveis que variam, mas podem ser previsiveis. A incidéncia de doengas e
alteracdes climaticas como geadas, granizo e seca sdo fatores acidentais que variam
e sdo pouco previsiveis. Esses fatores unidos compdem o local de cultivo, para o qual
é frequentemente utilizado o termo em francés “terroir” (). Essas caracteristicas variam
significativamente de uma regido para outra, bem como entre as safras, o que fomenta

o estudo desses parametros em diferentes regiées e por diferentes periodos.

1.2 COMPOSICAO FENOLICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os polifenois sdo um vasto grupo de metabdlitos secundarios de plantas que
apresentam atividade antioxidante, e possuem em comum um anel aromatico ligado
a grupamentos hidroxila.

Em relagéo a estrutura quimica, os polifenois abrangem uma grande variedade

de compostos. Envolvem desde grupos de compostos mais simples, como 0s acidos
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fendlicos, até compostos altamente polimerizados, como os taninos. Esses compostos
podem ser divididos em dois grandes subgrupos de acordo com sua cadeia carbonica:
flavonoides e nao flavonoides. Os flavonoides sdo o maior grupo e mais variado, e
tem em comum o esqueleto carbénico C6-C3-C6. Os flavonoides podem ser
subdivididos em trés classes: flavonois, flavan-3-ois e antocianinas. No grupo dos nao-
flavonoides, h& o restante de compostos com variedade de esqueleto carbénico, que
abrange, por exemplo, a classe de acidos fenodlicos (C6-C1) e acidos hidroxicinamicos
(C6-C3) (Bravo, 1998).

Flavondis

Ry=H Rz=H Campierml
Rq4=0H R2=H Quercelina
R1=0H Rz2=0H Miricatina

HO

Rq=0H Rz=H Cianidina
R4i=0H Rz=0H Dieffinidina
Rq4=0CH3 Rz=H Peonidina

Rq=0H Rz =0CH3 Petunidina
R4=0CH3 Rz =0CH3 Malkidina

Flavan-3-ois

Ra Procianidings Unidade monomérica
Ry=0H Rz=H Rsz=H ([ + -Caleguina
Ry=H R2=0H Riy=H [ -} - Epkateguina

Prodelfinidinas
Rqy=0H Rz=H R3=0H( +) - Galocatequina
R1=H HRz2=0H R3=0H -1 Epigalocatequina

Acidos hidroxicindmicos

z,D
CH=CH—C.
OH

R=H Ac. pcumdarico
R=0H Ac cafeico
R=0Me Ac. femilico

OH

Figura 2: Estrutura de alguns compostos fendlicos. Fonte: Gris, 2010.
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Cada grupo de polifenois ocorre em qualidade e quantidades especificas em
cada planta, conferindo sabor e aroma a esses alimentos, bem como propriedades
farmacoldgicas como atividade antioxidante. Sabe-se que fatores ambientais e
humanos influenciam fortemente as caracteristicas fendlicas de frutas (Jackson e
Lombard, 1993). O conhecimento de uma variedade grande desses compostos em
cada fruta, com a definicdo das classes de polifenois que ocorrem, bem como o teor
de cada classe, é importante para determinar e explicar a atividade antioxidante da
fruta.

O estresse oxidativo no organismo induz a formacao de espécies reativas de
oxigénio ou radicais livres. O excesso desses radicais nas células pode gerar uma
série de maleficios ao organismo, inclusive o desenvolvimento de processos
patologicos. Essas espécies sao altamente reativas por isso reagem facilmente com
moléculas celulares como lipidios, proteinas e acidos nucleicos. No entanto, podem
ser combatidas com sistemas antioxidantes enzimaticos suplementados ou provindos
da dieta (Halliwel et al., 1995).

Alguns alimentos sdo fontes de compostos antioxidantes naturais. Dentre eles,
destacam-se as frutas, em razdo dos metabolitos presentes em sua composigao.
Dentre os metabdlitos de plantas, os polifenois sdo os metabdlitos mais determinantes
da atividade antioxidante de alimentos (Rufino et al., 2010). Sdo potentes doadores
de hidrogénio, e seus radicais intermediarios sao relativamente estaveis, dificultando
uma nova cadeia de reacéo.

A poténcia de atividade antioxidante varia entre os grupos de polifenois e
depende de sua estrutura quimica, sendo os flavonoides considerados entre 0s mais
potentes antioxidantes. A eficiéncia antioxidante dos flavonoides também varia entre
0 grupo, aumentando de acordo com seu grau de hidroxilacdo e diminuindo com a
presenca de uma porcédo de acucar (Bravo, 1998).

Dessa forma, a composicdo fendlica tem sido estudada para determinar e
explicar melhor a atividade antioxidante de alimentos, que pode ser aplicada em
produtos como ativos de medicamentos e cosmeéticos, bem como retardando o
processo de oxidacao de produtos e aumentando sua vida de prateleira (Siqueira et
al., 2013; Bravo, 1998).

Embora essas aplicagcbes sejam requeridas, entraves tecnolégicos sao

comumente relatados, uma vez que o0s polifenois sdo compostos instaveis em
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ambientes oxidantes, pois sofrem degradacdo com a influéncia da luz, oxigénio,
temperatura, entre outros. Essa instabilidade dificulta a aplicacdo desses compostos
em alimentos, medicamentos e cosméticos (Han et al., 2015; Bakowska et al., 2003).
Além disso, podem ser incompativeis com a composicado de produtos, ter vida de
prateleira curta e necessitarem de controle de armazenamento especial. Uma
alternativa para o problema da instabilidade desses compostos naturais € a

microencapsulacéao.

1.1.3 MICROENCAPSULACAO

Tecnologias de encapsulacdo, tanto na escala nanométrica quanto
micrométrica, vem sendo um recurso largamente utilizado e cada vez mais citado a
fim de resolver problemas de estabilidade, liberacdo, absorcdo e metabolismo de
ativos. Microencapsular polifenois pode melhorar sua estabilidade, compatibilidade,
liberacdo e absorcao, utilizando polimeros e técnicas especificas para cada finalidade.
Alguns trabalhos microencapsularam extratos polifenolicos de plantas e obtiveram
particulas que foram capazes de proteger os polifenois e melhorar a estabilidade
desses (Nunes et al., 2015; Paini et al., 2015; Laine et al., 2008). Dessa forma, a
microencapsulacao vem sendo largamente aplicada em compostos fendlicos.

Para aplicacdo em frutas, a microencapsulacdo é uma abordagem em que o
bioativo é delimitado por uma matriz de polimero, protegendo-o assim de fatores
como: oxigénio, umidade, alteracdes de pH, luz, e de outras condi¢cdes que aceleram
0 processo de degradacao com o objetivo de aumentar a vida prateleira ou melhorar
a absorcdao in vivo (Han et al., 2015).

H& uma vasta variabilidade de polimeros e técnicas de encapsulacéo utilizadas
para frutas. Para a escolha desses, um dos critérios é a finalidade da
microencapsulacdo. Métodos de liofilizacdo e secagem por pulverizacdo (spray
drying) estdo entre os mais utilizados para a obtencdo de microparticulas. Entre os
polimeros, h& varios registros na literatura sobre alginato, quitosana, goma arabica, e
maltodextrinas, que podem ser utilizados sozinhos ou misturados (Flores et al., 2014,
Ezhilarasia et al., 2013; Laine et al., 2008).

De acordo com a finalidade, tipo de polimero e técnica, a encapsulacao pode
conferir uma série de vantagens para bioativos de frutas, além de melhora da

estabilidade, em especial os polifenois: melhoria de biodisponibilidade ou
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transformacao, controle da liberacdo, aumento da solubilidade e mascaramento de
sabor desagradavel (Rutz et al.,2013; Alonso et al., 2010; Laine et al., 2008)

O método de spray drying € um dos métodos mais empregados na obtencdo
de microparticulas dos mais variados materiais e aplicacbes, e consiste numa
secagem por meio de uma corrente de gas aquecido sobre um produto liquido
aspergido por presséo do bico atomizador do aparelho. A escolha por esse método é

devida principalmente a sua facilidade de operacdo e um bom custo-beneficio
(Gelfuso et al., 2011; Kha, Nguyen e Roach, 2010)

Figura 3: Fotografia do equipamento spray dryer. Fonte: obtida pelo autor

1.1.3.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo constituido principalmente de D-glicosamina.
Pode ser obtido da desacetilagéo da quitina, 0 componente principal do exoesqueleto
de crustaceos e insetos, e também pode ser encontrado naturalmente em outros
organismos. De acordo com a obtencdo da quitosana, caracteristicas como massa
molar e grau de acetilacdo devem ser descritos adequadamente. O grau de acetilacao
também pode variar suas propriedades fisico-quimicas (Silva, Santos e Ferreira,
2006). Estudos mostram que a massa molar influencia diretamente na solubilidade do

sistema (Jia et al., 2001; Baumann e Faust, 2001).
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Esse polimero apresenta carga positiva em razdo dos grupamentos amino em
sua estrutura. Isso confere a vantagem de mucoadesividade, além da
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Além disso, € um polimero
natural e de baixo custo, o que potencializa o interesse por sua utilizacdo em
tecnologias de encapsulamento de farmacos (Gelfuso et al., 2011; Shah et al., 2008).
Em razdo dessas propriedades, a quitosana € bastante utilizada entre os polimeros
para microencapsulacdo com aplicagcdes em medicamentos, cosméticos e alimentos
(Scherlield et al., 2015).

Ha publicacéo de trabalhos com as mais diversas aplicacdes desse polimero
microencapsulando uma variedade de compostos. Desde compostos sintéticos, como
a microencapsulacdo de minoxidil para aplicacéo topica na area de cosméticos, até
compostos naturais como 6leo essencial de limoneno que foi microencapsulado para

repelente de téxteis (Souza et al., 2014; Gelfuso et al., 2011).

1.2JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO TRABALHO

1.2.1 JUSTIFICATIVA

Sendo a propriedade antioxidante de frutas uma caracteristica de grande
interesse de aplicagcdo, tanto para melhoramento de produtos quanto para agéo
farmacolégica no organismo, e que o Cerrado € um “terroir” peculiar, que
provavelmente favorece o desenvolvimento de metabdlitos antioxidantes, estudos
com frutas cultivadas nesse bioma, em especial na regido do Centro-Oeste, séo
bastante interessantes apesar de escassos.

1.2.2 OBJETIVOS

1.2.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar as frutas exéticas
jaboticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias
purpurea L.) e amora (Morus sp.), cultivadas no Cerrado, com descricbes de
maturagcdo, biometria, composicdo fenodlica e atividade antioxidante, e estudar a
aplicacao de uma das frutas estudadas, a jabuticaba (Plinia cauliflora), em um sistema

de microencapsulacéo.
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Objetivos especificos

Como objetivos especificos o presente trabalho apresenta:

12221

12222

1.2.2.2.3

12224

Caracterizar a biometria e a maturagdo das frutas exdticas: jabuticaba
(Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias
purpurea L.) e amora (Morus sp.), cultivadas no Cerrado do Distrito Federal
e entorno, bem como verificar a correlacdo entre as caracteristicas
biométricas e a maturacao dessas frutas;

Descrever a composicao fendlica, avaliar a atividade antioxidante in vitro
bem como verificar a correlacéo entre esses dados, das frutas de jabuticaba
(Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.) e seriguela (Spondias
purpurea L.) cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno, bem como
verificar a correlacéo entre a composicao fendlica e atividade antioxidante
dessas frutas;

Desenvolver e caracterizar as microparticulas de extrato de casca de
jabuticaba (Plinia cauliflora) utilizando o polimero quitosana de médio peso
molecular por meio do método de spray drying.

Estudar a estabilidade de polifenois totais de microparticulas de quitosana
contendo extrato de casca de jabuticaba (Plinia cauliflora), durante o

armazenamento em diferentes temperaturas.
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RESUMO

O presente estudo objetivou caracterizar a biometria e a maturacéo das frutas
jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias
purpurea L) e amora (Morus sp.), cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno,
bem como estimar a correlagcdo entre as caracteristicas biométricas e a maturagéo
dessas frutas. Medidas do comprimento (C), largura (L), massa (M) e numero de
sementes por fruto (NSF) foram feitas em cada fruto para a biometria. Para a
maturacéo foram analisados o pH, acidez titulavel (AT), teor de sélidos soluveis (TSS),
e calculado o grau de maturacdo (GM). As jabuticabas apresentaram biometria
caracteristica da fruta, ligeiramente pequenas e leves, com frutos com 1 a 3 sementes.
As pitangas apresentaram comprimento de 1,66 cm, largura de 1,87 cm, massa de
3,66 g, e uma semente por fruto. Observou-se que a biometria das seriguelas foi
caracteristica da fruta, ligeiramente menores. As amoras também foram
biometricamente caracteristicas, ligeiramente pequenas e leves. A caracterizacédo da
maturacado dos frutos foi realizada e os resultados demostraram que os valores de GM
variaram de 5,20 a 28,14, observando-se que os valores foram caracteristicos de cada
fruta. Verificou-se que as amostras de jabuticabas e seriguelas apresentaram valores
de TSS elevados em relacdo a outros estudos, as amostras de amoras se
apresentaram mais acidas que estudos em outras regides. As pitangas apresentaram
parametros de maturacao elevados de acordo com 0os comumente encontrados para
a fruta em outras regides. Verificou-se correlacdo positiva (p < 0,05) entre o
comprimento e TSS de jabuticaba (R = 1,0) e entre L e GM de amora (R = 1,0). Houve

correlacdo negativa entre o pH e massa de pitanga (R = -1,0).

PALAVRAS CHAVE: maturacédo, biometria, jabuticaba, pitanga, seriguela, amora.

2.1 INTRODUCAO

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil em extensao, sendo considerado
apresentado como um bioma com grande biodiversidade, com inimeras espécies de
plantas, muitas delas endémicas, muitas ameagadas e com poucas areas de
preservacao ambiental (FORZZA et al., 2012; WANTZEN et al., 2012; CARVALHO;
FERREIRA, 2009; BRANNSTROM et al., 2008; RESENDE; GUIMARAES, 2007).
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Em razao de sua biodiversidade, muitas plantas sao utilizadas como fonte de
alimentos, medicamentos e outros produtos que geram renda e fortalecem o potencial
econdmico e sustentavel do Cerrado (FRANZON, 2009). No entanto o aproveitamento
das espécies ainda ndo corresponde a complexidade do bioma, o que incentiva
estudos que promovam maior conhecimento dessas plantas e aproveitamento dessa
biodiversidade (RIBEIRO et al., 2008). Dentre essas espécies, podem-se citar
algumas frutas exdticas, como a jabuticaba (Plinia cauliflora), a pitanga (Eugenia
uniflora L.), a seriguela (Spondias purpurea L.) e amora (Morus sp.).

Estudos biométricos e de maturagédo vem sendo realizados a fim de selecionar
e caracterizar frutos de diversas espécies (ZIELINSK et al., 2015; NASCIMENTO et
al., 2013; SILVA; SCARIOT, 2013; HIRSCH et al.,, 2012; BAGETTI et al., 2011;
BRUNINI et al., 2004). Além disso, a caracterizacdo biométrica também € importante
para auxiliar na identificacdo de espécies (MORAES; ALVES, 2002; CUNHA-SILVA et
al.,, 2012). Estudos de maturacdo podem fornecer conhecimento acerca da
conservacao e do melhor periodo para colheita (CAVALANI et al., 2015; PALHARINI
et al., 2015; ANTUNES et al., 2003). E conhecido que o local de cultivo (“terroir”)
influencia fortemente o desenvolvimento dos frutos (GRIS et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2003), portanto, essas caracteristicas variam significativamente de uma regiao
para outra, o que fomenta o estudo em diferentes regides.

Ainda sdo escassos estudos sobre a biometria e maturacéo de frutas exoticas
do Cerrado, cultivadas ou nativas na regido Centro-Oeste, mais especificamente no
Distrito Federal e entorno. Assim, estudos nessa area sédo de grande valia, e podem
auxiliar no melhor conhecimento desses frutos o que pode também auxiliar no
fortalecimento e desenvolvimento dessas frutas na regido. Diante do exposto, este
estudo objetivou caracterizar a biometria e a maturacao das frutas exoéticas: jabuticaba
(Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias purpurea L.) e
amora (Morus sp.), cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno, bem como

verificar a correlacédo entre os resultados.
2.2 MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras e area de estudo

Frutos de jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela

(Spondias purpurea L.) e amora (Morus sp.) foram coletados para o estudo em um
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estado de maturacéo adequado para a colheita cultivada. Os frutos da espécie Plinia
cauliflora foram coletados na Fazenda Agua Limpa, Distrito Federal (15° 56° 54,956"
S e 47° 56" 3,767" O) em diversas partes de seis arvores. Os frutos de pitanga,
seriguela e amora foram coletados no municipio de Luziania, GO com as seguintes
coordenadas, respectivamente: 16° 11'50,507" S e 47° 52' 15,402" O; 16° 11’ 48,887”
S e47°5213,808” O e 16° 11'49,427" S e 47° 52' 15,827" O. Os frutos de pitanga,
foram coletados em diversas partes de duas arvores, os de seriguela e amora foram
coletados em uma arvore.

Ap6s a coleta, o material foi devidamente lavado e armazenado sob
refrigeracado (méximo de 12 horas), até a realizacao das anélises de maturacao e inicio
das analises de biometria.

Uma amostra do material botanico coletado de cada espécie foi enviada para o
Herbéario da Universidade de Brasilia. O material foi devidamente identificado pela
botanica Carolyn Elinore Barnes Proenca e permanece no local como testemunha do
presente trabalho (REIS, BCn. 1, 3, 4 e 6).

A caracterizacdo do clima da regido é do tipo Aw (Tropical desértico), segundo
classificacdo climética de Koppen, e caracteriza-se por duas estacdes bem definidas:
uma estacdo quente e chuvosa (de outubro a abril) e outra fria e seca (de maio a
setembro) (LIRA-JUNIOR, 2016). A temperatura média anual maxima € de 28,5°C e
a média anual minima é de 12,0 °C. A precipitacdo média anual é de 1.600 mm, com
uma pronunciada estacdo seca em junho. A umidade relativa entre maio e setembro

fica abaixo de 70% e a umidade minima ocorre em agosto (MOTA, 2012).

Anadlises de caracterizacdo da biometria dos frutos

A caracterizacdo biométrica dos frutos foi realizada com uma amostra aleatéria
de 100 frutos para medicdo individual. Foram desprezados frutos com aparentes
sinais de doenca ou predacao. Com auxilio de paquimetro de 160 mm, foi medido
individualmente, o comprimento (C), no sentido longitudinal da base até o 4pice, e a
largura (L), medida na parte mais larga dos frutos. A massa fresca (M) de cada fruto
foi medida em balanca analitica (modelo AY220, marca Marte) com precisao de quatro
casas decimais. Para cada fruto, também foi obtido o nUmero de sementes, exceto
para amora (SILVA et. al., 2013; MOTA, 2012).
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Anélises de caracterizacdo da maturacéo dos frutos

A analise de caracterizacdo da maturacdo dos frutos avaliados foi realizada
com aproximadamente 60 frutos e determinada por meio das analises de
determinacdo do pH, da acidez titulavel (AT) e do teor de sélidos solaveis (TSS). O
grau de maturacdo foi determinado pelo célculo da relacdo entre TSS e AT. A
determinacao do pH foi realizada por leitura direta utilizando um potencidometro digital
(modelo PG2000, marca Gehaka); a acidez titulavel foi determinada por volumetria
potenciométrica com NaOH 0,1 N e expressa em termos de percentagem de &cido
citrico; e o teor de sdlidos solluveis foi determinado com refratbmetro Abbe (modelo
RMT, marca Bel Engineering) com correcdo de temperatura, e (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2006). Todas as andlises foram
realizadas com trés repeticoes em triplicata.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Statistica 10 (2010).
Foram determinadas as medidas de posi¢do (média, desvio padréo, valor maximo e
minimo) e de disperséo (coeficiente de variagdo, assimetria e curtose) para os dados
biométricos. Para os dados de maturacdo foram determinadas as médias e desvio
padrdo. Todos os resultados foram submetidos a Analise de Variancia - ANOVA, Teste
Tukey HSD. Analise de correlacdo dos resultados da maturacéo e das caracteristicas
biométricas de cada fruta também foi realizada. Foi admitido nivel de significancia de
5 % (p < 0,05).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo biométrica dos frutos

O estudo de biometria de frutos € importante para selecéo de frutas com boa
qgualidade. Frequentemente frutos maiores estédo relacionados com um bom estadio
de maturacdo, e consequentemente com boa qualidade (DANNER et al., 2010). A
biometria também oferece conhecimento que caracteriza a espécie e auxilia na
classificagdo, dessa forma, auxilia tanto na identificagdo do fruto quanto na

caracteriza¢do de uma populacao especifica (SILVA; SCARIOT, 2013).
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Os resultados obtidos de comprimento (C), largura (L), massa fresca (M) e
namero de sementes por fruto (NSF) estdo apresentados na Tabela 1. O comprimento
das amostras de jabuticaba estudadas apresentou média de 1,28 cm, de pitanga 1,66
cm, de seriguela 1,63 cm e de amora 1,54 cm. Ja os dados de largura apresentaram
média de 1,31cm, 1,87 cm, 0,78 cm e 0,85 cm para os frutos estudados de jabuticaba,
pitanga, seriguela e amora, respectivamente. Como esperado, em relacdo ao tamanho
dos frutos, observou-se que a largura da seriguela e da amora foram menores, 0 que
confere frutos mais finos em relacéo a jabuticaba e a pitanga, que foram mais largas
e arredondadas de acordo com seus dados de C e L.

A média dos valores de tamanho das amostras de jabuticaba avaliadas foi
semelhante ao encontrado em frutos de jabuticabeira da espécie Plinia cauliflora Berg
cultivadas em Jaboticabal, Sdo Paulo (JESUS et al., 2004). Em outras regides do
estado de S&o Paulo foram encontrados valores de largura superiores ao presente
estudo nos frutos da espécie Plinia jaboticaba (1,6 cm a 2,4 cm: ALEZANDRO et al.,
2013; 1,4cm: NASCIMENTO et al., 2013; 1,73 cm a 2,45 cm: OLIVEIRA et al., 2003).
Freire et al. (2011) estudaram seriguelas (Spondias purpurea L.) na Paraiba em varios
estadios de maturacéo, e todas apresentaram comprimento e largura bem maiores
que as seriguelas do nosso estudo. Sendo assim, observou-se que essas frutas
cultivadas na Caatinga foram maiores que as cultivadas no Cerrado. Também
observamos que o tamanho das amoras estudadas foi menor em relacdo as amoras
do género Rubus spp. cultivadas no Parana, que verificaram valores que variaram
entre 1,59 cm a 2,80 cm (ZIELINSK et al., 2015). Cabe ressaltar que amoras séo
consideradas frutas pequenas do género Rubus spp. e Morus spp. O género Rubus
foi introduzido ao Brasil no século XX e seu cultivo foi expandido para regido sul e
sudeste do pais. E um género que apresentada frutos maiores, voltado
especificamente para fruticultura, consumido em alimentos processados. O género
Morus foi introduzido ao Brasil desde o século XIX. Seus frutos sdo menores e sao
aproveitados para fruticultura e sericicultura, consumidos in natura ou em polpas
(OKAMOTO et al.,, 2013). Estudos de biometria e maturacdo no pais sO foram
encontrados para 0 género Rubus. Assim, este é o primeiro estudo de biometria e
maturagcdo do género Morus cultivado no Brasil. Existem descricbes de biometria e
maturacdo desse género em outros paises (ERCISLI; ORHAN, 2008; ERCISLI;
ORHAN, 2007).
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Em relagdo aos valores de massa fresca, verificou-se que a média das
amostras de jabuticaba foi de 1,80 g, com coeficiente de variagdo de 26,93%. Um
estudo com jabuticabeiras da mesma espécie do presente estudo, cultivadas em
Jabuticabal, S&o Paulo, encontrou valores de massa do fruto que variaram entre 1,6
a 4,5 g (JESUS et al., 2004). Outros estudos encontraram valores superiores para a
espécie P. jaboticaba cultivada no estado de Sao Paulo (3,86 g: NASCIMENTO et al.,
2013; 3,56 ga 7,40 g: OLIVEIRA et al., 2003). Isso indica que as jabuticabas cultivadas
no Cerrado sdo mais leves que as cultivadas no estado de Sao Paulo. Nos frutos de
seriguela foi encontrado o maior valor de massa fresca dentre as frutas estudadas
(Tabela 1). Esses resultados corroboram com Freire et al. (2011), que encontraram
valores de massa que variaram entre 9,5 g a 14,28 g durante a maturacdo dessas
frutas cultivadas no estado da Paraiba, Brasil. Esses autores também perceberam que
no inicio da maturacdo a massa dos frutos de seriguela aumentavam (de 9,5 g para
14,28 g) e nos estadios finais comegcavam a sofrer perdas (9,78 g). Os frutos de
seriguela avaliados no presente estudo apresentaram média de massa fresca maior
gue os frutos de pitanga, apesar de médias de comprimento semelhantes e de largura
menor (Tabela 1). Essa diferenca de massa fresca entre a seriguela e pitanga, apesar
de comprimentos parecidos, pode estar relacionada a diferenca da massa da semente
e da polpa, que ndo foram avaliados neste estudo. Como esperado, a amora foi a fruta
mais leve dentre as estudadas apresentando média de 0,82 g de massa. As amoras
do presente estudo apresentaram valores de massa inferiores as amoras do género
Rubus spp. e Morus spp. estudadas por Zielinsk et al. (2015) e Ercisli e Orhan (2007),
respectivamente.

Quanto a variabilidade de massa fresca das frutas estudadas, a jabuticaba,
pitanga e amora apresentaram valores altos de coeficiente de variacdo (Tabela 1).
Essa alta variabilidade na massa fresca também foi encontrada por outros autores em
outros frutos (SILVA et al., 2013; ANDRADE et al., 2010).

Sobre o NSF, somente a jabuticaba apresentou variagdo com 1 a 3 sementes
por fruto e coeficiente de variagcéo de 40,06% (Tabela 1). Esses resultados corroboram
com Jesus et al. (2004) em frutos de jabuticaba cultivadas em Sao Paulo. No presente
trabalho, em todos os frutos de pitanga e seriguela foi encontrada somente uma
semente por fruto, sem variabilidade. Assim, observa-se uma tendéncia de frutos com
menor quantidade de sementes apresentarem menor variabilidade. Em estudos com

outras frutas, também se observou a mesma tendéncia. Andrade et al. (2010)
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encontraram alta variabilidade (CV= 34,82%) no niumero de sementes por fruto no
caso do jatoba, com média de 4,50. Ja para o coquinho-azedo (Butia capitata (Mart.)
Beccari), foi encontrada pouca variabilidade no nimero de sementes (CV: 2,35%),
com uma média de 1,01 (SILVA; SCARIOT, 2013).

O coeficiente de assimetria quantifica o desvio de uma distribuicdo de
frequéncias em relagéo a uma distribuicdo simétrica. A maioria dos dados biométricos
encontrados apresentou o valor de simetria (S) maior que 0 (Tabela 1), o que significa
que a distribuicdo dos dados é assimétrica a direita, ou seja, predominam nas
amostras valores maiores de biometria em grande parte das caracteristicas das frutas,
com destaque para o NSF da jabuticaba e L da seriguela que sao fortemente
assimétricos a direita (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados nos
frutos de Melanoxylon brauna, que é uma espécie conhecida como bratina que ocorre
na Mata Atlantica (SILVA et al., 2013). A distribuicdo do comprimento da seriguela, da
largura da jabuticaba e amora e da massa da seriguela apresentou assimetria a
esquerda. A distribuicdo do comprimento da pitanga e da amora foi simétrica (Tabela
1).

Ainda sobre a distribuicdo das frequéncias, verificamos os valores de curtose
(K) que medem o grau de achatamento da distribuicdo. Esses valores também estéo
apresentados na Tabela 1. As distribuicbes das caracteristicas biométricas da
seriguela apresentam altos valores de coeficiente de curtose, ou seja, com maior
concentracdo de valores em torno do centro da distribuicdo. As curvas de distribuicao
dessas caracteristicas sdo todas leptocurticas, ou seja, pontiagudas, com medidas de
curtose maiores que a distribuicdo normal. Para as outras amostras, a distribuicédo é
levemente platicurtica (achatada, k<0) ou leptocurtica (k>0).

As caracteristicas biométricas se alteram significativamente em funcédo de
variagbes no campo. As condi¢des climéaticas, de luminosidade e do solo de cada
regido influenciam em todo desenvolvimento do fruto, e consequentemente, em suas
caracteristicas biométricas. Em varios estudos pode-se verificar diferencas
biométricas entre as amostras coletadas da mesma espécie no mesmo bioma e
Estado (CICONINI et al., 2013; SILVA; SCARIOT, 2013; RODRIGUES, 2006). O
estaddio de maturagdo em que o fruto se encontra, também influencia
significativamente suas caracteristicas biométricas (ZIELINSK et al., 2015; FREIRE et
al., 2011). Vale destacar que no presente estudo, a jabuticaba foi coletada em local

diferente das outras frutas, apesar de estar localizada no mesmo bioma e em uma
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distancia préxima (cerca de 60 km). Essas amostras podem ter sido influenciadas por
fatores climaticos, luminosos e de solo distintos das outras frutas estudadas.

Tabela 1: Analise descritiva das caracteristicas biométricas dos frutos de jabuticaba,
seriguela, pitanga e amora. Médias (Me) + desvio padrdo (DP), Maximos (Max),
minimo (Min), coeficiente de variacdo (CV), assimetria (S) e curtose (K) de uma
amostra aleatoria (n= 100) de frutos dessas espécies das variaveis comprimento,

largura, massa e numero de sementes/fruto dos frutos.

Me+DP  Max Min CV (%) S K

Comprimento (cm)

Jabuticaba 1,28+0,122 1,6 1,0 9,32 0,26 0,23
Pitanga 1,66+0,25% 2,20 1,00 14,96 -0,04 -0,13
Seriguela 1,63+0,21° 2,0 0,70 12,66 -0,84 3,14
Amora 1,540,362 225 0,70 23,4 0,03 -0,54

Largura (cm)

Jabuticaba 1,31+0,132 1,6 1,0 9,85 -0,14 -0,23
Pitanga 1,87+0,24°> 250 1,35 12,70 0,26 -0,34
Seriguela 0,78+0,19¢ 1,85 0,10 24,30 1,08 10,29
Amora 0,85+0,11 ¢ 1,10 0,60 12,5 -0,25 -0,30
Massa (g)

Jabuticaba 1,80+0,482 3,30 0,93 26,93 0,53 0,14
Pitanga 3,66+0,93° 6,83 1,69 25,50 0,54 0,47
Seriguela 10,87+1,72¢ 15,68 4,15 15,82 -0,58 2,09
Amora 0,82+0,332 1,87 0,15 40,3 0,42 0,10

N° Sementes/fruto

Jabuticaba 1,33+ 0,532 3 1 40,06 1,33 0,85
Pitanga 1,00° 1 1 - - -
Seriguela 1,00° 1 1 0,00 - -

Amora - - - - - -
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Diferentes letras nos valores de média para cada uma das variaveis comprimento, largura, massa e nimero de sementes por
fruto representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey HSD.

Caracterizacao da maturacao dos frutos

A analise de maturagdo € um indicativo de qualidade das frutas. Os principais
parametros avaliados sdo pH, acidez titulavel, e teor de solidos solluveis. No entanto,
os limites desses parametros que determinam a qualidade, variam de acordo com o
tipo de fruta e com a finalidade de utilizacdo. Os resultados do estudo de maturacéo
dos frutos sé&o apresentados na Tabela 2.

O pH é importante na qualidade de frutas porque assegura a estabilidade
microbiana a longo prazo (SCHERER et al., 2008). E um fator intrinseco ao alimento,
apresentando valores peculiares de acordo com o tipo de fruto (BRUNINI et al., 2004,
CECCHI, 2003). A média de pH apresentada pelas amostras de jabuticaba no
presente estudo foi de 3,41 (Tabela 2), semelhante a valores encontrados em outros
estudos para a espécie P. jaboticaba (3,28 por ALEZANDRO et al., 2013; 3,5 por
BRUNINI et al., 2004). De acordo com esse parametro, verificamos que os frutos de
jabuticabas estudadas se encontraram dentro da faixa de pH encontrada para esse
tipo de fruta.

Os valores de pH dos frutos de pitanga foram os mais elevados dentre as frutas
estudadas (Tabela 2), e também superior ao limite (pH entre 2,5 a 3,4) aceito no
pais(BRASIL, 2000). Dentre as frutas estudadas, a pitanga € a Unica que possui
padrées de identidade e qualidade da polpa regulamentados no pais para consumo
como bebida (BRASIL, 2000). Esses valores de pH verificados em nosso estudo
também foram superiores aos valores encontrados por outros pesquisadores para
frutas (BAGETTI et al., 2011) e polpa (FREITAS et al., 2014; CHAVES et al., 2013).
Os frutos de seriguela estudados apresentaram médias de pH de 2,87, semelhante
ao encontrado em seriguelas silvestres no México (pH: 2,7 por RAMIREZ
HERNANDEZ et al., 2008). Nossos resultados também corroboram com o0s
encontrados em seriguelas no estado da Paraiba, Brasil que estavam iniciando a
quebra da coloracao verde (2,87: FREIRE et al., 2011). A amora apresentou meédia de
pH de 3,09, o que corrobora com resultados encontrados por Tosun et al. (2008) e
Hirsch et al. (2012). Esses valores de pH baixos, encontrados neste e em outros
estudos sdo esperados em razéo das caracteristicas naturais de sabor acido a doce-
acido da amora (HIRSCH et al., 2012). Os resultados de pH encontrados em amoras

de Minas Gerais, Brasil e em regides da Turquia foram um pouco elevados em relacao
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aos nossos: entre 3,23 e 3,59 em Minas Gerais (género Rubus spp.) e entre 3,43 e
5,60 na Turquia (género Morus spp.) (ERCISLI; ORHAN, 2008; HASSIMOTTO et al.,
2008; ERCISLI; ORHAN, 2007; ANTUNES et al., 2003).

A acidez determina nos frutos o teor de &acidos organicos, produtos
intermediarios do metabolismo respiratorio, que alteram significativamente o odor e
sabor dos frutos, tornando-os perceptivelmente menos doces quando em altos teores
(NAWIRSKA-OLSZANSKA et al., 2014; AZZOLINI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 1999).
Também € importante na analise de conservacdo do fruto, pois 0os processos de
decomposicdo geralmente alteram a acidez. Durante o processo de maturacdo, 0s
teores de acidez dos frutos tendem a diminuir (PALHARINI et al., 2015; ZIELINSK et
al., 2015), mas em alguns casos, pode-se verificar um pequeno aumento com 0O
avanco da maturacdo, como observado por FREIRE et. al. (2011) em seriguelas. A
acidez é um parametro peculiar de cada fruto, que pode se apresentar comumente
baixo, como a banana, até alto, em frutos como o liméao (CECCHI, 2003). Os frutos de
jabuticaba estudados apresentaram média de AT de 1,40 %, semelhantes aos
resultados de frutos completamente maduros (1,39 %) encontrados por Alezandro et
al. (2013) e superiores ao valor maximo encontrado por Brunini et al. (2004) durante
o armazenamento em condicbes ambientes (1,16%) para a espécie P. jaboticaba.
Estudos explicam que no caso da jabuticaba néo se verifica diminuicédo da acidez ap6s
a colheita, mas um aumento (ALEZANDRO et al., 2013; BRUNINI et al., 2004). As
amostras de pitanga avaliadas apresentaram a menor AT (0,75 %) entre os frutos
analisados, resultado que vai ao encontro do valor elevado de seu pH. Esse valor foi
inferior aos limites estabelecidos pela legislagcéo brasileira para polpa (minimo de 0,92
%) e aos valores encontrados em outros estudos (BAGETTI et al., 2011; FREITAS et
al., 2014; CHAVES et al., 2013). A seriguela apresentou média de AT de 0,8 % (Tabela
2), que esta de acordo com o observado em seriguelas mexicanas (0,2 % a 2 %) por
Maldonado-Astudillo et al. (2014), e um pouco menor que os valores encontrados em
seriguelas brasileiras cultivadas em Pernambuco, Brasil (1,0 % a 1,1 %) por Sampaio
et al. (2008). As seriguelas do presente estudo também apresentaram valores de
acidez semelhante as seriguelas da Paraiba estudadas por Freire et al. (2011) que
estavam iniciando a quebra da coloracdo verde, embora as do presente estudo
estivessem maduras. Esses resultados indicam que estas seriguelas maduras
cultivadas no Cerrado, apresentaram valores de acidez semelhante aquelas

seriguelas cultivadas na Paraiba que estavam no inicio da maturacdo. A amora
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apresentou a maior AT dentre as frutas estudadas (Tabela 2), como esperado em
razao das suas caracteristicas naturais de sabor acido (HIRSCH et al., 2012). Esses
valores foram maiores que os verificados em outros estudos para 0os géneros Rubus
spp. e Morus spp. (PALHARINI et al., 2015; HIRSCH et al., 2012; HASSIMOTTO et
al., 2008; ERCISLI; ORHAN, 2007; ANTUNES et al., 2003) e menor que estudos da
fruta (Rubus L.) cultivada na Turquia, onde apresentaram médias de 5,78 % a 14,80%
nas amostras avaliadas (TOSUN et al., 2008). Amostras de amoras do género Rubus
spp. cultivadas no Parana apresentaram valores de acidez semelhante a encontrada
no presente estudo com o género Morus sp. (1,81 %), mas isso foi verificado nos frutos
ainda ndo maduros (ZIELINSK et al., 2015). Esses resultados indicam que as amoras
estudadas no Cerrado do género Morus sp. se apresentaram mais acidas que amoras
estudadas em outras regioes.

O teor de sélidos soltveis (TSS) indica o teor de acUcar da fruta e influencia
diretamente na qualidade organoléptica e nutricional dos frutos (AZZOLINI et al.,
2004). Quanto maior o teor de sélidos solaveis, maior € o teor de acucar, mais doce é
o sabor do fruto, e menor a necessidade de aditivos. No entanto, se esse teor for muito
alto pode indicar inicio do processo de senescéncia (SAMPAIO et al., 2008). As
amostras de jabuticaba apresentaram média do teor de sélidos sollveis de 18 °Brix,
valor superior ao encontrado em outros estudos em frutos da espécie P. jaboticaba
cultivados em Sao Paulo (5,6 a 12,4 °Brix: ALEZANDRO et al., 2013; 12,0 a 15,5 °Brix:
BRUNINI et al., 2004). De acordo com esses resultados, as jabuticabas da espécie P.
cauliflora estudadas no Cerrado sdo mais doces que as amostras de jabuticabas da
espécie P. jaboticaba estudadas na Mata Atlantica. A pitanga apresentou a maior
média de TSS (21 °Brix) dentre as frutas estudadas e também em relacdo a outros
estudos com essa mesma fruta (BAGETTI et al., 2011). No entanto, esse valor esta
dentro do limite legal de qualidade da pitanga, que € o minimo de 6 °Brix (BRASIL,
2000). As frutas de seriguela apresentaram valor de TSS de 14 °Brix, e estes
resultados corroboram com Ramirez Hernandez et al. (2008) que avaliaram seriguelas
cultivadas no México. Segundo Sampaio et al. (2008), as seriguelas cultivadas no
Brasil apresentaram no estado climatérico de amadurecimento, teor de solidos
sollveis entre 9,8 a 15 °Brix. O TSS das seriguelas estudadas esta na faixa
encontrada por Freire et al. (2011) em amostras de seriguelas predominantemente
amarelas (8,27 %) e predominantemente vermelhas (21%). De acordo com esse

parametro, as seriguelas estudadas estavam levemente doces. A amora apresentou
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valor de TSS de 8,83 °Brix, como esperado para essa fruta, uma vez que, a amora
tem naturalmente sabor pouco doce. Outros estudos também verificaram valores
relativamente baixos de TSS para o género Rubus spp. (HIRSCH et al.,, 2012;
HASSIMOTTO et al., 2008; TOSUN et al., 2008; ANTUNES et al., 2003). No entanto,
Ercisli e Orhan (2007; 2008) encontraram valores elevados de TSS em amoras do
mesmo género que a do presente estudo (Morus sp.) cultivadas na Turquia: médias
variaram entre 14,3 °Brix a 20,4 °Brix.

O grau de maturacao (GM) foi determinado por meio do calculo da relacao entre
TSS e AT. Essas sdo varidveis que influenciam na qualidade organoléptica e
nutricional de frutas. A relacdo entre esses parametros além de avaliar o “flavor” dos
frutos, € mais representativa para indicar a maturacdo, uma vez que, oferece mais
equilibrio que os valores isolados de acidez e teor de solidos soluveis (FREIRE et al.,
2011; AZZOLINI et al.,, 2004; BRUNINI et al., 2004). Nesse sentido, o grau de
maturacdo é inversamente proporcional a acidez, de forma que, quanto menor a
acidez, maior € o grau de maturacao. Isso € explicado pois, a perda de acidez é
considerada como desejavel em grande parte dos frutos e importante para o processo
de amadurecimento, onde s@o provavelmente convertidos em agucares (FREIRE et
al., 2011).

As jabuticabas do presente estudo apresentaram média de grau de maturacao
de 13,34, superior ao encontrado por Alezandro et al. (2013) em frutos completamente
maduros de Plinia jaboticaba (8,92). Essa diferenca pode ser explicada pelos valores
superiores de sélidos sollveis encontrados no presente estudo. JA em relacdo aos
frutos de Plinia jaboticaba estudados por Brunini et al. (2004), o grau de maturacao
observado foi um pouco inferior (GM = 14,66). Verificamos que os frutos de jabuticaba
do presente estudo estavam mais doces, embora tenham apresentado grau de
maturacdo semelhante ao encontrado por Brunini et al. (2004). Vérios fatores alteram
0s parametros de maturacdo, como o “terroir’, a luminosidade, umidade relativa do ar,
temperatura, entre outros fatores (GRIS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2003). As
diferencas de pH, acidez e solidos sollveis das jabuticabas estudadas sao
provavelmente devido a essas diferengas.

O maior grau de maturacéao entre as frutas estudadas foi encontrado na pitanga,
como ja discutido em relacéo aos valores de pH e TSS mais elevados e menor acidez
(FREITAS et al., 2014; CHAVES et al., 2013; BAGETTI et al., 2011; BRASIL, 2000).

Esses valores elevados podem ser devido as caracteristicas intrinsecas dessas frutas
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nessa regido e safra, ou podem ter sido verificados devido & uma coleta em um
periodo tardio de maturacdo. No entanto, o uso da pitanga para outras finalidades que
nado de comercializacdo da polpa, tais como como extracdo e utilizacdo de seus
compostos secundarios, pode ser considerado.

Os frutos de seriguelas avaliadas neste estudo apresentaram grau de
maturagéo de 18,64. Esse valor encontra-se de acordo com os valores encontrados
em seriguelas na Paraiba no inicio da pigmentacdo amarela (GM: 13,87) até o estadio
em gue as frutas estavam predominantemente amarelas (GM: 21,98). De acordo com
o grau de maturacdo, as frutas estudadas estavam no estadio de maturagéo
correspondente a pigmentacdo amarela da casca, o que foi confirmado com
observacdes empiricas na cor dos frutos. Sampaio et al. (2008) encontraram grau de
maturacdo entre 6,7 a 15,7 durante a respiracdo pos colheita de seriguelas em
Pernambuco. Esses valores foram inferiores ao encontrado no presente trabalho e
isso pode ser explicado em razao da diferenga de “terroir” dos frutos estudados, entre
outros fatores citados anteriormente. Nossos resultados indicam que frutas de
seriguela cultivadas no Cerrado do entorno do Distrito Federal tem maior relacao
TSS/AT que as cultivadas na Caatinga do Pernambuco. Provavelmente as seriguelas
do Cerrado tem sabor mais doce por causa do alto teor de sélidos sollveis e menor
acidez.

Apesar de valores elevados de acidez em relacdo a outros estudos, a relacéo
TSS/AT corroboram com os valores encontrados para amoras do género Rubus spp.
no Rio Grande do Sul e em Minas Gerais (HIRSCH et al., 2012; HASSIMOTTO et al.,
2008). Isso pode ser explicado pelos valores elevados de TSS dessas amostras. Ja
para amoras do mesmo género (Morus spp.) cultivadas na Turquia, a relacdo TSS/AT
foi bem superior (variaram de 11.6 a 81,6) em relacéo as nossas (ERCISLI; OHRAN;
2007). Essa diferenca provavelmente foi em razao na diferenga de “terroir” e outros
fatores ja mencionados.

De acordo com teste Tukey HSD, os resultados de todos os parametros de
maturacédo avaliados diferiram significativamente entre as diferentes frutas estudadas,
salvo para a AT, onde a jabuticaba e amora foram estatisticamente semelhantes e
pitanga e seriguela também (p < 0,05). Esses resultados sdo esperados, uma vez que

sao frutas diferentes e apresentam as peculiaridades inerentes de cada espécie.
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Tabela 2: Valores de pH, Acidez titulavel (AT), Teor de Sélidos Soluveis (TSS) e Grau
de Maturacdo (GM) de jabuticaba, seriguela, pitanga e amora. Médias (Me) + desvio
padrdao (DP) e coeficiente de variacdo (CV) das andlises realizadas com trés repeticées e
em triplicata.

Jabuticaba Pitanga Seriguela Amora

MexDP CVv MexDP Cv MexDP Cv MexDP Ccv

pH 3,41+0,05% 1,48 3,62+0,03"* 0,96 2,87+0,01¢ 0,35 3,09+0,10¢ 3,12

AT* 1,40+0,19% 13,45 0,75+0,06° 8,66 0,81+0,08> 9,28 1,73+0,162 9,08

TSS 18,47+0,06% 0,31 21,00+0,00° 0,00 14,08+1,47¢ 10,46 8,83+1,68 18,99

GM 13,34+1,972 14,75 28,14+2,53" 8,98 18,64+1,21° 6,51 5,20+1,35% 26,03

*0% &cido citrico
Diferentes letras na mesma linha representam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de
Tukey HSD.

A andlise de correlacao (p < 0,05) foi realizada entre os parametros biométricos
e de maturacéo de cada fruta. Para as amostras de jabuticaba, verificou-se correlacéo
positiva significativa entre o comprimento e TSS (R = 1,0). Esse resultado indica que
jabuticabas maiores em comprimentos foram mais doces. Esses parametros estao
relacionados a qualidade da fruta. No caso de jabuticabas, para melhorar a qualidade
dessas, Nascimento et al. (2013) propuseram o desbaste de frutos de jabuticaba da
espécie P. jaboticaba, pois observaram que frutos com maior qualidade,
apresentavam tamanhos maiores. Para a pitanga, verificou-se correlacdo negativa
significativa entre o pH e massa (R =-1,0). Assim, quanto maior o pH, menor a massa
dessas frutas. Essa correlacdo pode indicar que no caso da pitanga, as frutas podem
aumentar acidez ap0s a colheita na medida em que também perdem a massa, como
observado por Antunes et al. (2003) em frutos de amora. Para seriguela ndo foram
encontradas correlagbes significativas. Ja para amora, houve correlacdo positiva
significativa entre L e GM (R = 1,0). Esse resultado indica que amoras mais maduras
tendem a ser mais largas. Zielinsk et al. (2015) observaram que no processo de
maturacdo da amora, 0 peso, tamanho, didmetro e teor de aclUcar aumentaram

significativamente enquanto a acidez diminuiu.
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2.4 CONCLUSOES

A biometria e maturacdo de frutas exoticas cultivadas no Cerrado do Distrito
Federal e entorno foram descritas. Em relacdo as caracteristicas de biometria dos
frutos, as jabuticabas apresentaram valores caracteristicos da fruta, ligeiramente
pequenas e leves, e frutos com 1 a 3 sementes. As pitangas apresentaram
comprimento de 1,66 cm, largura de 1,87 cm, massa de 3,66 g, e uma semente por
fruto sem variabilidade. As seriguelas e amoras apresentaram biometria caracteristica
da fruta, ligeiramente menores, e ligeiramente pequenas e leves, respectivamente.

No que se refere a caracterizacdo da maturacéo dos frutos, as médias de pH
para as frutas estudadas variaram de 2,87 a 3,62, de AT de 0,75 a 1,73 % de &cido
citrico, de TSS de 8,83 a 21,00 °Brix, e de GM de 5,20 a 18,64. Os valores encontrados
para maturacdo foram caracteristicos de cada fruta, sendo que, as jabuticabas e
seriguelas estavam mais doces e as amoras mais acidas que estudos em outras
regides. As pitangas apresentaram parametros de maturacdo elevados de acordo
com os comumente encontrados para a fruta em outras regides. De acordo com a
finalidade de uso, os frutos de pitanga estudados podem ser considerados e utilizados.

De acordo com a correlacao das caracteristicas biométricas e de maturagéo de
cada fruta, quanto maior o comprimento de jabuticaba maior o teor de sélidos solaveis,
e guanto maior a largura da amora maior seu grau de maturacdo. Ja para pitanga,
quanto maior seu pH, menor sera sua massa.

Os resultados do presente estudo fornecem a primeira descricdo das
caracteristicas biométricas e de maturacdo dessas frutas exéticas cultivadas no
Cerrado do Distrito Federal e entorno. Essa descricao propicia informacdes sobre a
qualidade dessas frutas que podem promover seu uso para as mais diversas
finalidades, seja para o consumo in natura, para produtos alimenticios processados,
bem como para producdo de medicamentos ou cosméticos. Faz-se necessario mais
estudos que possam propiciar o aproveitamento dessas frutas nesse bioma pouco

explorado, em favor do desenvolvimento e uso sustentavel da regiao.
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MANUSCRITO:
COMPOSICAO FENOLICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE FRUTAS
EXOTICAS DO CERRADO

A ser submetido a revista Plos One, qualis Al na area interdisciplinar
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RESUMO

O excesso de radicais livres no organismo humano pode resultar em diversos
maleficios, incluindo processos patolégicos. Em razdo de sua composicdo quimica
que apresenta compostos bioativos, entre eles os polifenois, as frutas podem ser
consideradas antioxidantes no combate a esses radicais livres. Sabendo que o
Cerrado apresenta frutas com alto potencial antioxidante devido as suas condi¢des
estressantes, frutas exoticas cultivadas nesse bioma foram estudadas quanto a sua
composicdo fendlica e atividade antioxidante. Jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga
(Eugenia uniflora L.) e seriguela (Spondias purpurea L) foram estudadas. As partes
dessas frutas utilizadas foram a casca de jabuticaba e seriguela e a por¢cdo comestivel
de pitanga, e os solventes utilizados para a extracdo dos compostos bioativos foram
metanol e etanol. Os teores de polifenois totais (PT), polifenois ndo polimerizados
(PNP), polifenois polimerizados (PP), orto-difenois (OD), ésteres tartaricos (ET),
flavonois (FL) e antocianinas monoméricas totais (AMT) foram determinados. A
capacidade de captura dos radicais DPPH e ABTS também foi avaliada, bem como a
correlacdo entre a composicéo fendlica e atividade antioxidante. Foram encontrados
altos teores de compostos fendlicos e de atividade antioxidante. Dentre as frutas
estudadas, a jabuticaba foi a fruta com maior teor de compostos fendlicos e, de forma
geral, o solvente mais eficiente para extragéo de polifenois foi o metanol. Os valores
dos compostos fendlicos avaliados apresentaram correlacéo positiva (p < 0,05) com
a atividade antioxidante analisada através da captura dos radicais livres avaliados.
Assim, verificamos que as frutas jabuticaba, pitanga e seriguela cultivadas no Cerrado
apresentam alto teor de compostos fendlicos que foram correlacionados a sua alta
atividade antioxidante. Os resultados do presente trabalho apresentam a primeira
descricdo de composicao fendlica e atividade antioxidante dessas frutas cultivadas no
Cerrado do Distrito Federal e entorno.

Palavras Chave: polifenois, atividade antioxidante, jabuticaba, pitanga, seriguela,

amora.
3.1 INTRODUCAO
O excesso de radicais livres no organismo humano gera processos oxidativos

a uma vasta variedade de biomoléculas, podendo resultar em diversos maleficios e

processos patolégicos. Sabe-se que frutas apresentam em sua composi¢cao quimica
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compostos bioativos com propriedades farmacoldgicas, dentre elas, a atividade
antioxidante, que pode combater esses radicais no organismo humano e promover
um equilibrio do sistema [1, 2, 3, 4]. Esses compostos bioativos séo provenientes do
metabolismo secundario de plantas e possuem a funcéo de proteger a planta contra
estresse do campo, de luminosidade, falta de umidade, presenca de patégenos, entre
outros. Dentre esses compostos destacam-se o0s polifenois, que apresentam uma
grande variedade de estruturas quimicas, mas tem em comum o anel aromatico ligado
a um ou mais grupos hidroxilas. Esses compostos, além de seus reconhecidos
beneficios a saude humana, também contribuem para as caracteristicas
organolépticas de frutas, como as antocianinas na cor, acidos e flavonois no “flavor” e
adstringéncia [5-7]. Desta forma essas frutas com compostos bioativos podem ser
utilizadas nas industrias de alimentos, medicamentos e cosméticos, com beneficios a
saude e melhoramento de produtos [8-9].

Nas frutas, de maneira geral, os polifenois estdo presentes em maiores
concentracfes nas cascas e sementes, o que explica o maior potencial antioxidante
gue essas partes possuem em relacdo a polpa [8, 10]. Uma vez que a composicao
fendlica de frutos é originaria do metabolismo secundéario, essa composicado é
fortemente influenciada por vérios fatores, intrinsecos e extrinsecos, tais como a
variedade, espécie, o ‘“terroir’, safra, pluviosidade, insolacdo, luminosidade,
temperatura, entre outros. Sendo assim, uma mesma espécie de fruta pode variar sua
composicao fendlica bem como sua capacidade antioxidante de acordo com o local:
o “terroir” [1, 10, 11, 12, 13].

O Cerrado é um bioma que abriga um “terroir” peculiar, € 0 segundo maior em
extensdo do Brasil [14]. Ha hip6tese de que a acidez do solo, a excessiva exposi¢cao
a luz do sol e fogo frequentes na estacdo de seca, bem como agentes patégenos
oportunistas, conferem uma selecdo de espécies com maior resisténcia ao estresse
oxidativo, por isso muitas frutas do Cerrado estdo sendo descritas com alto potencial
antioxidante [2]. Contudo, estudos que descrevam a composic¢ao fendlica e atividade
antioxidante de frutas cultivadas no Cerrado néo correspondem a sua complexidade
e riqgueza natural. Nesse sentido, este trabalho objetivou, pela primeira vez, até nosso
conhecimento, descrever a composicao fendlica, avaliar a atividade antioxidante bem
como verificar a correlagao entre esses dados, das frutas de jabuticaba, pitanga e

seriguela cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Reagentes Quimicos

Os reagentes quimicos utilizados foram: reagente Folin—Ciocalteu; 2,2-
diphenyl-1-picrylhnydrazyl (DPPH); 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato
(ABTS); hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox); e os padrbes
de acido galico, acido caféico, quercetina e catequina de grau CLAE foram obtidos da
marca Sigma (St. Louis, MO, USA). O reagente vanilina foi obtido da Fluka Chemie
AG (Buchs, Switzerland); carbonato de sodio obtido da Fmaia (Minas Gerais, Brazil),
molibdato de sédio obtido da Merck Chemical Co. (Darmstadt, Germany). Todos 0s
solventes utilizados foram de grau analitico e adquiridos pela Vetec Quimica Fina (Séo

Paulo, Brazil) e Quimex (Lima, Peru).

Amostras dos Frutos

Frutos de jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.) e seriguela
(Spondias purpurea L) foram coletados de plantas cultivadas no Cerrado do Distrito
Federal e entorno. Os frutos da espécie Plinia cauliflora (sinbnimo de Myrciaria
caulifora) foram coletados na Fazenda Agua Limpa, Distrito Federal (15° 56” 54.956"
S e 47° 56" 3.767" O) em diversas partes de seis arvores. Os frutos de pitanga e
seriguela foram coletados no municipio de Luziania, GO, com as seguintes
coordenadas respectivamente: 16° 11'50.507" S e 47°52' 15.402" O e 16° 11°' 48.887”
S e 47° 52’ 13.808” O. Os frutos de pitanga foram coletados de diversas partes de
duas arvores e os de seriguela e amora de uma arvore. Apos a coleta, o material foi
devidamente lavado, armazenado sob refrigeracdo (maximo de 12 horas) até a
elaboracao dos extratos.

Todas as espécies foram devidamente identificadas pelo Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB) por meio da
botanica Carolyn Elinore Barnes Proenca e as testemunhas encontram-se no Herbario
da UnB.

Elaboracédo dos Extratos
Os extratos foram elaborados segundo Lees e Francis [15] com modificagbes
a partir das cascas dos frutos de jabuticaba e seriguela, e a partir da porgdo comestivel

de pitanga (polpa). Casca (100 g) ou a porcao comestivel das frutas (200 g) foram
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adicionados em solucdes extratoras (500 mL) de etanol e metanol e colocados para
maceracgao durante uma semana sob refrigeracao e ao abrigo da luz. Posteriormente

foram filtrados e armazenados em frasco ambar e sob refrigeracéo.

Determinacao da composicao fendlica

O teor de polifenois totais (PT) foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteau
[16]. Aliquotas de 0,05 ml dos extratos foram adicionadas a 3,95 ml de agua destilada
e em seguida a 0,25 ml de reagente Folin-Ciocalteau. Apés 3 minutos, foi adicionado
0,75 ml de carbonato de sodio a 20%. A solugéo foi agitada em agitador de tubos
(Logen Scientific, modelo LSM 56-11l) e ap6s 120 minutos sob o abrigo de luz, foram
realizadas as leituras das amostras em espectrofotdmetro (Hitachi, modelo U-3900H)
a 760 nm. O teor dos polifenois totais nos extratos foi calculado de acordo com uma
curva padrdo de acido gélico e os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de &cido galico (GAE) por 100 g de casca ou porcao comestivel fresca.

O teor de polifenois ndo polimerizados (PNP) foi determinado segundo
Paronetto [17] por meio do indice de vanilina. Aliquota de 1,0 ml do extrato foi colocada
em um tubo e 0,5 ml de alcool etilico absoluto foi adicionado para completar o volume
para 1,5 ml. Adicionou-se 1,0 ml do reativo de vanilina e agitou-se a solucdo em
agitador de tubos. Ap6s 20 minutos, foi feita leitura em espectrofotdmetro a 500 nm.
O teor dos polifenois ndo polimerizados nos extratos foi calculado de acordo com uma
curva padrao de catequina e os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de catequina (CE) por 100 g de casca ou porcdo comestivel fresca. O teor de
polifenois polimerizados (PP) foi obtido por meio da diferenca entre o teor de polifenois
totais e o teor de polifenois ndo polimerizados.

O teor dos orto-difenois (OD) foi determinado segundo método de Paronetto
[17] com a reacdo de Arnow. Uma aliquota 0,2 ml de extrato foi adicionada em 0,5 ml
de agua destilada, 0,5 ml de HCI 0,5 N e 0,5 ml do reativo de Arnow. A solucao foi
agitada e apos 1 minuto foi adicionado 0,5 ml de NaOH 1 N. A solucéo foi agitada e
apos 15 minutos, o volume foi completado com agua destilada para 5 ml. As amostras
foram lidas em espectrofotometro em 500 nm. O teor de orto-difenois nos extratos foi
calculado de acordo com uma curva padrdo de catequina e os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de catequina (CE) por 100 g de casca ou por¢ao

comestivel fresca.
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O teor de ésteres tartaricos e flavonois foi obtido segundo Glories [18]. Aliquota
de 0,15 ml de extrato foi adicionado a 0,25 ml de solucéo etandlica de HCI 0,1 % e em
seguida completado o volume para 5 ml com solucdo aquosa de HCI 2 %. Apos 15
minutos ao abrigo da luz, foi realizada leitura espectrofotométrica a 320 nm e 360 nm
para o teor de éster tartarico e flavonois respectivamente. O teor de ésteres tartaricos
e flavonois foi calculado de acordo com uma curva padrdo e os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de acido cafeico (CAE) por 100 g de casca ou
porcado comestivel fresca para ésteres tartaricos e mg de equivalentes de quercetina
(QE) para flavonois.

As antocianinas monomericas totais (AMT) foram determinadas por meio do
meétodo de pH diferencial de acordo com Giusti e Wrolstad [19]. Foram preparados
tampado cloreto de potassio 0,025 M, com pH ajustado para 1,0, e tamp&o acetato de
sédio 0,4 M, com pH ajustado para 4,5. O extrato foi diluido com o tamp&o cloreto de
potassio (pH 1,0) e apdés 15 minutos ao abrigo da luz, foi realizada varredura no
espectrofotometro com objetivo de obter absorbancia no comprimento de onda
maximo entre 1,00 e 1,200. Foi feita leitura fixa no comprimento de onda de 700 nm.
O mesmo procedimento foi realizado com o tampéo acetato de sédio (pH 4,5). A
absorbéancia final foi obtida por meio do calculo: (Absorbancia comprimento de onda maximo —
Absorbéancia 7oonm)pH1,0 — (Absorbancia comprimento de onda maximo — Absorbancia
7oonmPH4,5. As antocianinas monomeéricas totais foram obtidas por meio do calculo:
AMT (mg/L) = (A finat X Peso molecularcianidina-3-glucosideo (PM=449.2) X Fator de diluicdo x
1000) / (absortividade molar cianidina-3-glicosideo (26,900 mol L-1) X 1). Os resultados foram

expressos em mg de AMT/ 100 g de casca ou por¢cdo comestivel fresca.

Avaliacao da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro foi realizada através da avaliacéo
da captura dos radicais livres DPPH [20] e ABTS [21]. Os resultados foram expressos
como equivalentes de Trolox (UM TEAC/100 g de casca ou por¢ao comestivel fresca)
e calculados por meio de curva padréo.

A avaliagdo da captura do radical DPPH foi realizada como segue: aliquotas de
0,1 ml de extrato foram adicionadas a 2,9 ml de solucéo etandlica do radical DPPH
0,1 mM. Apds 30 minutos ao abrigo de luz foi feita leitura em espectrofotbmetro a 517
nm (Ar). Foi obtida a absorbéncia do radical sem o extrato (Ao). A quantidade de

radical sequestrado foi obtida em percentagem por meio do calculo: (1 — Ai/Ao) x 100.
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A avaliacédo da captura do radical ABTS: o radical ABTS foi obtido por meio da
adicao de 10,0 ml de uma solucéao aquosa de ABTS 7 mM em 10,0 ml de uma solucéo
de persulfato potassico 2,45 mM. A solugcdo foi armazenada em frasco ambar e
mantida por no minimo 16 horas protegida da luz. Aliquota de 2,0 ml do radical foi
adicionada em 100 ml de etanol de forma que foram realizadas medidas de
absorbancia a 754 nm com densidade 6ptica em torno de 0,700. Aliquotas de 0,06 ml
de extrato foram adicionadas a 2,94 ml da solucao do radical ABTS. Apds 6 minutos
ao abrigo de luz foi feita leitura em espectrofotometro a 754nm (As). Foi obtida a
absorbancia do radical sem o extrato (Ao). A quantidade de radical sequestrado foi
obtida em percentagem por meio do calculo: (1 — Ai/Ao) x 100.

Anélise estatistica

Todas as analises foram realizadas com duas repeticbes e em triplicata.
ANOVA, Analise de Correlacao e Teste Tukey HSD foram realizados no programa
STATISTICA 10 admitindo nivel de significancia de 5%.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao da composicao fendlica

A caracterizacdo fendlica em alimentos tem sido estudada para determinar e
explicar melhor a atividade antioxidante desses. Assim, 0 conhecimento de uma
variedade grande desses compostos em cada fruta, bem como o teor desses
compostos, é importante para determinar e explicar a atividade antioxidante de
alimentos, destacando-se as frutas.

A seguir sdo apresentados os resultados da avaliacdo de compostos fenélicos
nao flavonoides e flavonoides de frutas cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e
entorno.

O teor de polifenois totais (PT) é um parametro vastamente utilizado para
determinar/caracterizar a composicao fendlica total de frutas. Os resultados dos
valores de polifenois totais (PT), polifenois ndo polimerizados (PNP) e polimerizados
(PP) das frutas estudadas estédo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Composicao fendlica de extratos de frutas exéticas cultivadas no Cerrado.

(A): Polifenois totais (PT) expressos como mg GAE; Polifenois ndo polimerizados (PNP) expressos como mg;
Polifenois polimerizados (PP) expressos em mg. (B): Orto-difenois (OD) expressos como mg CE; Ester
tartarico (ET) expressos como mg; Flavonois (FL) expressos como mg de CE. (EtOH): Extrato etandlico;
(MetOH): Extrato metandlico de casca de jabuticaba, porcdo comestivel de pitanga e casca de seriguela.
Diferentes letras para cada grupo de composto representam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) de acordo com o teste de Tukey HSD.

Verificou-se que dentre as frutas estudadas, a jabuticaba apresentou o maior
teor de polifenois totais (~ 7.700 a 11.500 mg GAE/100 g de casca fresca), polifenois
nao polimerizados (~ 120 a 220 mg CE/100 g de casca fresca) e polimerizados (~
7.500 a 11.000 mg/100 g de casca fresca). Ha na literatura varios registros de estudos
gue também verificaram altos teores de compostos fendlicos para essa fruta, tanto

para a espécie Plinia jaboticaba, cultivadas na regidao Sudeste, em Sao Paulo e Minas
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Gerais [22-26], quanto para a espécie Plinia cauliflora cultivada em regides do Brasil,
Estados Unidos e Republica da China [27, 28, 29].

Vale destacar que jabuticabeiras (Plinia spp.) sdo espécies nativas da regido
Centro/Sudeste/Sul do Brasil e compreendem cerca de nove espécies, dentre elas as
mais comuns sao: Plinia trunciflora (Berg) Mattos, Plinia cauliflora (DC.) Berg e Plinia
jaboticaba (Vell.) Berg [30]. A morfologia entre essas espécies é bem proxima e por
isso, faz-se necessario realizar a identificacéo botanica dos frutos. O presente estudo
foi realizado com a espécie Plinia cauliflora, devidamente identificada, com
testemunha presente no Herbario da Universidade de Brasilia, conforme ja citado.

Os teores de PT encontrados em jabuticabas pelo presente estudo foram
superiores aos encontrados para o fruto inteiro da espécie P. cauliflora cultivadas no
Ceard e na Florida, EUA [28, 31]. Sabe-se que a casca de jabuticaba é mais rica em
polifenois em relacdo ao fruto inteiro [10], entdo esses resultados sédo esperados ja
que utilizamos somente a casca do fruto. Nossos resultados também foram superiores
aos encontrados em cascas de jabuticabas cultivadas em Sao Paulo [29]. Alezandro
et al. [10] compararam as duas espécies de jabuticabas cultivadas em Sao Paulo, P.
cauliflora e P. jaboticaba, e verificaram que a espécie P. jaboticaba é mais rica em
polifenois. No entanto, nossos resultados para cascas de P. cauliflora cultivadas no
Cerrado foram superiores aos encontrados em cascas de P. jaboticaba cultivadas na
regido Sudeste [22, 23]. Esses resultados sugerem que jabuticabas cultivadas no
Cerrado sdo mais ricas em polifenois totais que as cultivadas na Mata Atlantica. I1sso
pode ser explicado porque o bioma Cerrado expde a planta a um maior estresse e em
resposta, o fruto desenvolve protecdo, aumentando por exemplo, o teor de metabdlitos
secundarios como os polifenois [2].

Ja Leite-Legatti et al. [26] encontraram valores de PT superiores, quando
comparados aos nossos, para a casca liofilizada (556,3 g GAE kg™) de jabuticabas
da espécie P. jaboticaba compradas em um mercado em S&o Paulo. Outro estudo,
gue adquiriu jabuticabas da mesma espécie, no mesmo mercado, apresentou valores
inferiores de PT: 4.861 mg GAE / 100 g de casca liofilizada [23]. Como os resultados
desses estudos foram expressos por peso seco, € esperado que o0s valores sejam
superiores aos expressos em peso fresco. Rufino et al. [28] encontraram resultados
de PT oito vezes maior quando eram expressos em peso seco em relacdo aos

resultados de PT baseados no peso fresco de P. caulifora.
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Entre as frutas estudadas, a pitanga apresentou os menores valores de PT,
bem como dos outros compostos fendlicos estudados (Figura 1). Esses valores
podem ser explicados por ter sido utilizada a por¢cao comestivel da fruta e ndo somente
a casca isolada, como foi realizado para a seriguela e a jabuticaba, pois, como citado
anteriormente, as cascas de frutas possuem maior quantidade de polifenois [8, 10].
No entanto, a separacgdo da casca de pitanga foi inviavel por ser muito fina, sendo a
porcdo comestivel a parte viavel a ser utilizada para estudos e industria [1, 32, 33].
Embora tenhamos observado os menores valores para pitanga, dentre as frutas
estudadas, esses valores sao significativos e muito interessantes. Verificamos que o0s
valores de PT encontrados em nosso estudo variaram de ~ 780 a 790 mg GAE / 100
g, de PNP variaram de ~ 37 a 40 mg CE / 100 g e PP variaram de ~ 700 a 810 mg /
100 g de porcéo comestivel fresca (Figura 1). Os teores de PT foram superiores aos
resultados encontrados em um estudo com pitangas cultivadas no Rio Grande do Sul
(~ 200 a 450 mg GAE / 100 g da porcao comestivel de pitangas das variedades laranja
e vermelha, respectivamente) [32]. Outro estudo mais recente, na mesma regiao,
encontrou teores de PT ~ 450 mg GAE / 100 g de porcao comestivel de pitangas das
variedades laranja e vermelha (Dernadin et al., 2015). Nossos resultados foram
superiores aos resultados citados no Rio Grande do Sul, isso sugere que pitangas
cultivadas no Cerrado apresentam maior composicao fendlica em relacdo a pitangas
cultivadas na regido do Pampa Gaucho.

Os teores de PT encontrados nos extratos elaborados com as cascas de
seriguela do presente estudo variaram de ~ 2.800 a 3.900 mg GAE / 100 g, o teor de
PNP variaram de ~ 100 a 130 mg CE / 100 g e PP variaram de ~ 2.700 a 3.700 mg /
100 g de casca fresca (Figura 1). Estudo recente com cascas de seriguela (Spondias
purpurea L.) cultivada na Bahia encontrou valores de PT de ~ 2.900 mg GAE / 100 g
de extrato seco da casca [8]. Esses resultados indicam que as nossas amostras de
seriguelas cultivadas no Cerrado apresentaram maior quantidade de polifenois totais
gue as seriguelas do estudo cultivadas na Caatinga. Outro estudo com a polpa de
seriguela cultivada no Brasil encontrou valores de PT inferiores ao presente estudo
[34], o que confirma o fato de que as cascas de seriguela apresentam maior teor de
compostos fenolicos em relacdo as outras partes da fruta. No entanto, estudo com
cascas de seriguelas cultivadas no estado do Alagoas, Brasil, encontrou valores
superiores ao presente estudo: ~ 11.220 mg GAE / 100 g de extrato seco de casca

[35]. Além da diferenga de “terroir’, que influencia fortemente da composicao fendlica,
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esse valor encontrado por Omena et al. [35] pode ser explicado porque os resultados
foram expressos em peso seco. Reis et al. [36] também encontraram valores
superiores de PT para o bagaco (casca, semente e fibra) de seriguelas cultivadas na
Bahia, em que eles utilizaram um diferente método de extracdo (extracdo assistida
por micro-ondas focalizada), o qual afirmam que é mais eficiente que a maceracéo.

Os orto-difenois séo fenois hidroxilados e o seu teor em frutas é importante para
indicar a atividade antioxidante [37]. Os resultados do teor de orto-difenois (OD) das
frutas estudadas estdo apresentados na Figura 1. Observamos que o0s extratos de
jabuticaba e de seriguela apresentaram os maiores teores de orto-difenois dentre as
frutas estudadas. Os teores de OD do presente estudo variaram de ~ 6,0 mg CE / 100
g de porcdo comestivel para o extrato metandlico de pitanga a ~ 250,0 mg CE / 100 g
de casca para o extrato metandlico de jabuticaba.

Os écidos fendlicos sdo importantes no estudo de frutas para caracterizar o
flavor, e como sdo compostos fendlicos, contribuem para a atividade antioxidante
desses alimentos [11, 38]. Dentro desse grupo, encontram-se os derivados do acido
benzoico, derivados do &cido cindmico e ésteres e heterosideos de acidos fendlicos.
Em algumas frutas, os acidos hidroxicinamicos sao os principais acidos fendlicos e se
encontram sob a forma de ésteres tartaricos [12]. O teor de éster tartarico pode estimar
o teor de éster de acidos fendlicos presentes na amostra. Os resultados dos teores de
ésteres tartaricos (ET) das frutas estudadas estdo apresentados na Figura 1. Os
extratos de cascas de jabuticaba e de seriguela apresentaram os maiores valores.
Para os extratos elaborados com as cascas de jabuticaba os teores de ET variaram
entre ~ 20,0 e ~ 30,0 mg CAE / 100 g. Em andlises qualitativas pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Reynerson et al. (2008) encontraram
a presenca de acidos cindmicos para a espécie P. cauliflora cultivada na Flérida, EUA,
mas esses compostos nao foram quantificados. Ja Abe et al. [25] por meio do método
de CLAE nao encontraram acidos hidroxicinAmicos para a espécie P. jaboticaba
cultivada em S&o Paulo, Brasil.

Os teores de ésteres tartaricos verificados nos extratos elaborados com cascas
de seriguelas variaram entre ~ 22,0 e 30,0 mg CAE / 100 g. Estudo qualitativo por
meio do método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectroscopia
de massa (UPLC-MS) com seriguelas cultivadas no estado de Alagoas, Brasil,
encontraram um éster formado entre cafeico e acido quinico, o 4cido 3-cafeoilquinico,

e foi um dos principais compostos polifendlicos encontrados que apresentou atividade
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antioxidante [35]. Em cascas de seriguelas cultivadas na Costa Rica também foi
identificado por meio de UHPLC-DAD-ESI-MS esse mesmo acido, além dos acidos
elagico e dihidroxibenzoico [39].

Para os extratos elaborados com a porcao comestivel de pitanga, os teores de
ET variaram entre ~ 3,0 e 6, 0 mg CAE / 100 g. Em um estudo com pitangas
compradas em um mercado em S&o Paulo, foram identificados por meio do método
de CLAE, &cidos hidroxicinamicos, e esses foram quantificados em 1,31 mg de acido
clorogénico / 100 g de peso fresco de polpa [25]. Estudo qualitativo de polifenois por
meio do método de cromatografia de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de
diodos (CLAE-DAD) com essa fruta, identificaram derivados de &cido benzoico,
derivados de acido hidroxicinamico e derivados de acido elagico em pitangas
cultivadas no Rio Grande do Sul [1].

Os flavonoides sé&o o maior grupo de polifenois e sdo amplamente estudados.
A estrutura quimica em comum é a cadeia carbo6nica (C6-C3-C6), que forma uma
estrutura base com dois anéis aromaticos ligados por um anel pirano. Os subgrupos
de flavonoides séo separados segundo o grau de oxidacdo do anel pirano. Dentre
eles, destacam-se os flavonois e as antocianinas. Os flavonois participam de
processos de co-pigmentacdo com as antocianinas e podem ter uma funcao
importante na evolugdo da cor [12]. A quercetina € um dos principais flavonois
estudados e geralmente € o que se encontra em maiores teores em frutas. Os
resultados dos teores de flavonois (FL) das frutas estudadas estdo apresentados na
Figura 1. Novamente, a jabuticaba e seriguela apresentaram os maiores teores. Para
0s extratos elaborados com as cascas de jabuticaba, os teores variaram de ~ 30 a 35
mg CE / 100 g. Alezandro et al. [10] verificaram por CLAE que a casca de jabuticaba
da espécie P. cauliflora cultivada em S&o Paulo, Brasil, € mais rica em flavonoides,
como derivados de quercetina (expressos em ~ 6 mg de aglicona / 100 g de peso
fresco), que a espécie P. jaboticaba cultivada na mesma regido.

Os extratos elaborados com a porcdo comestivel de pitanga apresentaram
teores de flavonois entre ~ 3,0 e 6,0 mg CE / 100 g. Celli, Pereira-Netto e Beta [33]
em analises de compostos fendlicos por meio de HPLC-MS/MS identificaram e
guantificaram flavonois, principalmente derivados de quercetina, que variaram de ~ 55
a 200 pg equivalentes de aglicona / g de fruto seco, e miricetina, que variaram de ~
30 a 400 ug equivalentes de aglicona / g de fruto seco de pitangas cultivadas no

Parand, Brasil. Outro estudo que utilizou 0 método CLAE-DAD também identificou a
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presenca de derivados de quercetina e campferol em pitangas cultivadas no Rio
Grande do Sul, Brasil [1]. Assim, provavelmente a quantificacdo de flavonois no
presente estudo trata-se principalmente de derivados de quercetina, tal qual sdo
expressos os resultados.

Para os extratos elaborados com cascas de seriguela houveram variacoes
entre ~ 23,0 e 33,0 mg CE / 100 g de casca fresca. Estudos qualitativos por meio de
LC-MS identificaram a presenca de flavonois, como derivados de quercetina e rutina,
em cascas de seriguelas cultivadas em Costa Rica e no estado da Bahia e Alagoas,
Brasil [8, 35, 39]. Omena et al. [35] afirmaram que a quercetina predominou no extrato
de polpa de seriguelas cultivadas em Alagoas e quantificaram ~ 3,8 ug / g de extrato
de casca. Esses resultados sugerem que cascas de seriguela possuem alta
guantidade de flavonois, entre eles os derivados de quercetina.

As antocianinas sdo uma classe de compostos flavonoides importante, pois
apresentam propriedades antioxidantes amplamente reconhecidas. Sao formadas por
um anel heterociclico oxigenado conhecido como cétion flavilium, ligado a uma ou
mais moléculas de carboidratos. No entanto, também podem ser encontradas na
forma de ésteres de acido como p-cumarico e cafeico. Estao presentes de forma mais
evidente em frutos de cor escura, e seu estudo qualitativo e quantitativo nas cascas
oferece informac¢des sobre coloracdo das frutas como também sua atividade
antioxidante [1, 12, 25]. Na Tabela 1, encontram-se os resultados de AMT para as
frutas do presente estudo. Como esperado, 0 extrato que apresentou 0s maiores
teores de AMT foram os de cascas de jabuticaba, conforme observado em outros
estudos com a casca da fruta [10, 29, 40]. Os extratos de cascas de jabuticaba
apresentaram valores que variaram de ~ 330 a 450 mg de AMT / 100 g de cascas
frescas (Tabela 1). A jabuticaba é considerada uma importante fonte de antocianinas,
sendo relatado em outros estudos variacfes de 7 a 314 mg em 100 g da espécie P.
cauliflora em diferentes métodos de extracdo [28, 40, 41]. Para a espécie P.
jaboticaba, também se verificou altos teores de antocianinas: entre ~ 55 mg (por meio
do método de CLAE com resultados expressos em peso fresco) a ~ 730 mg (por meio
do método de pH diferencial com resultados expressos em peso de extrato liofilizado)
de antocianinas em 100 g de extrato de cascas de jabuticaba [23, 25, 26]. Santos,
Veggi e Meireles [29] encontraram teores de antocianinas em cascas de P. cauliflora
compradas em mercados em S&o Paulo, em torno de ~6 mg/ g de casca seca, obtidas

sob diferentes métodos de extracdo. Esses resultados s&o superiores ao presente
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estudo, no entanto, a expressao em peso de extrato liofilizado e os diferentes métodos
de extracdo podem explicar a diversidade de valores. Dessa forma, apesar de valores
inferiores a outros estudos, jabuticabas da espécie P. cauliflora cultivadas no Cerrado

também podem ser ricas fontes de antocianinas.

Tabela 1. Antocianinas monomeéricas totais (AMT) em mg/100 g de peso fresco

para extratos de frutas exoéticas cultivadas no Cerrado.

Extrato Jabuticaba* Pitanga** Seriguela*
EtOH 333,14+7,822 ND ND
MetOH 455,74+23,75° 0,45+0,08 ¢ 14,28+0,82¢

Média + desvio padréo (n=3). ND: ndo detectado.
*parte utilizada da fruta: casca.
**parte utilizada da fruta: polpa comestivel. Diferentes letras representam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey HSD.

O extrato metandlico elaborado com a porcdo comestivel de pitanga
apresentou o menor teor de AMT, ~ 0,45 mg / 100 g de por¢cdo comestivel fresca. O
extrato etanolico ndo extraiu antocianinas, provavelmente em razdo do baixo teor de
antocianinas na amostra. Esse valor foi inferior aos encontrados em variedades de
pitangas cultivadas no Rio Grande do Sul, Brasil, onde o teor de antocianinas variou
entre 25 a 136 mg / 100 g da polpa fresca em outro método [32]. A diferenca de
“terroir”, além de outros fatores do campo e o tipo de extragdo, podem explicar a
diferenca do teor de antocianinas do presente estudo. Estudos qualitativos
identificaram a antocianina cianidina 3-O-glicosideo em pitangas cultivadas no estado
do Parana, Brasil e na Florida, EUA [33, 42].

O extrato metandlico elaborado com cascas de seriguela apresentou ~ 15 mg
de AMT / 100 g de cascas frescas. O extrato etandlico ndo extraiu antocianinas.
Estudo qualitativo com seriguelas cultivadas no estado de Alagoas, Brasil, com base
em reacdes quimicas e alteracdes colorimétricas, verificou a presenca de antocianinas
nas cascas dessa fruta, e ndo encontrou esses flavonoides nas sementes e polpa [35].
Gregoris et al. [43] por meio do método de pH diferencial, ndo encontraram
antocianinas em frutas brasileiras, dentre elas, porcbes comestiveis de seriguela. Em
analise quantitativa por meio do método de pH diferencial em polpas de frutas exéticas

brasileiras do Nordeste do Brasil, foi encontrado o menor teor para seriguela, ~ 1 mg
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/ 100 g de polpa fresca [34]. Esses resultados confirmam que esse tipo de composto
fendlico pode ser encontrado em cascas dessa fruta, mas em pequenas
concentracbes. O presente estudo apresenta a primeira descricdo quantitativa de
antocianinas em cascas de seriguela de frutos cultivados no Cerrado do DF e entorno.

Em relagdo aos dois solventes extratores utilizados nesse estudo, verificamos
que as melhores extragcBes dos compostos fendlicos analisados em casca de
jabuticabas foram apresentadas pelo solvente metanol (p > 0,05). Leite-Legatti et al.
[26] afirmaram que de acordo com o solvente utilizado para extrair polifenois, em
especial antocianinas, ha diferencas significativas da quantidade detectada. Eles
verificaram que o solvente metanol foi mais eficaz na extracdo de antocianinas de
cascas de jabuticabas por meio do método de Wrolstad (1976). Esses resultados
corroboram com os encontrados no presente estudo, onde o metanol foi mais eficiente
em extrair polifenois, inclusive antocianinas, em relacéo ao etanol (p > 0,05). Isso pode
ser explicado porque o metanol apresenta maior polaridade em relacéo ao etanol, que
facilita interacdo com os polifenois. Além dos nossos resultados que avaliaram a
diferenca com o etanol, esse solvente tem sido utilizado em outros estudos de
polifenois com a casca dessa fruta [10, 22, 23, 25, 26].

Dentre as solucg@es utilizadas para extracdo de polifenois na por¢cao comestivel
de pitanga n&o verificamos diferengas significativas (p < 0,05) na maioria dos
compostos, portanto, de forma geral, os dois solventes apresentaram a mesma
eficiéncia em extrair os polifenois analisados. Salvo, para flavonol, onde o extrato de
pitanga com solucdo etandlica apresentou maior teor desses compostos em relagcéao
ao extrato com metanol (p > 0,05). Para seriguela, de forma geral, a solucéo
metandlica foi mais eficiente para extrair os compostos fendlicos analisados. Contudo,
para extrair ésteres tartaricos e flavonois, o melhor solvente para cascas de seriguela

foi o etanol (p > 0,05).

Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de frutas e sua relacéo direta com compostos fendlicos
€ amplamente estudada. Altos teores de compostos fendlicos em frutas do Cerrado
estdo diretamente relacionados a alta atividade antioxidante dessas frutas [2, 40].
Segundo Siqueira et al. [2], o estresse que o0 bioma Cerrado proporciona as frutas,

incentiva-as no desenvolvimento de mecanismos protetores a oxidagao e

consequentemente aumentam sua atividade antioxidante. Essa atividade antioxidante
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de frutas pode oferecer protecdo ao estresse oxidativo do corpo humano ou ao
estresse oxidativo de produtos durante a vida de prateleira. Dessa forma, essas frutas
podem ser aplicadas no desenvolvimento de novos produtos na industria de
medicamentos, cosméticos e alimentos, além do incentivo do consumo in natura, que
estimula o uso sustentavel do bioma. A atividade antioxidante das frutas exoticas
jabuticaba, pitanga e seriguela cultivadas no Cerrado foi avaliada no presente estudo

utilizando duas metodologias, e os resultados estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Atividade antioxidante sobre DPPH e ABTS de extratos de frutas

exoticas cultivadas no Cerrado.

Resultados expressos como TEAC (equivalente em pmol de Trolox / 100 g de casca ou polpa
comestivel). Diferentes letras para cada radical representam diferengas estatisticamente significativas

(p<0,05) de acordo com o teste de Tukey HSD.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos estudados sobre o radical
DPPH (umol TEAC / 100 g) estdo apresentados na Figura 2. De acordo com 0s
resultados, verificou-se que a fruta que apresentou maior atividade antioxidante sobre
o radical DPPH foi a jabuticaba e os resultados variaram de ~ 4.700 a 9.600 pumol
TEAC / 100 g de casca fresca, sendo que o extrato metandlico apresentou a maior
atividade, com diferencas significativas (p > 0,05). A jabuticaba € uma fruta brasileira,
tipica da Mata Atlantica e é considerada um “super fruto” com alta capacidade
antioxidante [40]. Outros autores também verificaram a capacidade de captura do
radical DPPH de extratos de jaboticabas da espécie P. cauliflora cultivadas no

Nordeste do Brasil, EUA e Republica da China, e encontraram alta atividade para a
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fruta inteira e para a casca, todos expressos em ICso (Concentracdo requerida para
reduzir a quantidade original de radicais livres por 50%), o que dificulta a comparacao
com 0s nossos resultados, mas confirma a capacidade de captura desse radical por
diferentes partes dessa fruta [27, 28, 31, 44]. Alezandro et al. [10] encontraram maior
atividade antioxidante sobre o DPPH das cascas de jabuticabas da espécie P.
cauliflora adquiridas em um mercado de S&o Paulo (~ 35.000 umol TEAC / 100 g de
matéria seca), em relacdo a atividade antioxidante das cascas de jabuticaba do
presente estudo. Esses resultados podem ser explicados pela expressdo em peso
seco. Rufino et al. [28] avaliaram a atividade antioxidante sobre DPPH de frutas do
Brasil e verificaram resultados significativamente diferentes para matéria fresca e
matéria seca. Em matéria fresca, a jabuticaba apresentou ICso cerca de 10 vezes
maior que ICso de matéria fresca [28]. Esses resultados confirmam que existem
diferenca significativa de resultados de matéria fresca e seca, em razéo da quantidade
de &gua que a fruta apresenta, aumentando seu peso fresco [29].

Dentre as frutas estudadas, a pitanga foi a fruta que apresentou menor
atividade antioxidante sobre o DPPH e os resultados variaram de ~ 340 a 370 umol
TEAC /100 g de porcédo comestivel, sem diferencas significativas entre os extratos de
acordo com o teste Tukey HSD (p < 0,05). Bagetti et al. [32] encontraram atividade
antioxidante sobre DPPH que variaram entre 1.400 a 3.100 umol TEAC / 100 g de
polpa de pitangas cultivadas no Rio Grande do Sul.

A seriguela apresentou resultados que variaram entre ~ 2.600 e 3.800 umol
TEAC / 100 g de casca fresca, sendo que o extrato metandlico apresentou a maior
atividade (p > 0,05). Outros estudos apresentaram alta atividade antioxidante para
essa fruta em outros lugares do Brasil [35, 43]. O presente estudo apresentou
atividade antioxidante superior a encontrada em seriguelas cultivadas no Ceara (~ 150
umol TEAC / 100 g de matéria fresca), contudo, essa baixa atividade pode ser
explicada porque eles avaliaram a polpa da fruta [34]. De acordo com esses
resultados, a casca de seriguela possui maior atividade antioxidante sobre DPPH em
relacdo a polpa.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos estudados sobre o radical
ABTS (umol TEAC / 100 g) estdo apresentados na Figura 2. A jabuticaba também foi
a fruta que apresentou maior atividade antioxidante sobre ABTS, com resultados que
variaram de ~ 5.300 a 5.500 pmol TEAC / 100 g de casca, e nédo verificamos diferenca

significativa entre os extratos (p < 0,05). Esses resultados foram superiores ao
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encontrado por Rufino et al. [28] no Nordeste do Brasil (~ 3.700 pumol TEAC / 100 g
de peso fresco). Contudo, esses pesquisadores utilizaram o fruto inteiro. Resultados
superiores ao presente estudo foram descritos por Wu et al. [44] com jabuticabas
cultivadas na Florida, EUA, mas os resultados também foram expressados em peso
de matéria liofilizada, o que potencializa os valores de TEAC.

A pitanga, dentre as frutas estudadas, apresentou menor atividade antioxidante
sobre ABTS. Os valores de TEAC variaram de ~ 305 a 490 umol TEAC / 100 g de
porcdo comestivel. Também né&o verificamos diferencas significativas entre 0s
extratos (p < 0,05). Esses resultados corroboram com os encontrados na atividade
antioxidante sobre DPPH.

A seriguela apresentou atividade sobre o radical ABTS e os resultados variaram
de ~ 3.400 a 5.100 umol TEAC / 100 g de casca. Assim como sobre o DPPH, o extrato
metandlico apresentou maior atividade (p > 0,05). Também como discutido com a
atividade antioxidante de seriguela sobre o DPPH, outros estudos apresentaram alta
atividade antioxidante sobre ABTS para essa fruta em outros lugares do Brasil [34,
35]. Resultados inferiores ao presente estudo foram encontrados para polpa de
seriguelas cultivadas no Cearé [34] e resultados superiores foram encontrados para
resultados expressos em peso seco de casca de seriguelas cultivadas em Alagoas
[35]. Isso indica que seriguelas avaliadas nesse estudo, cultivadas no Cerrado,
apresentaram maiores valores de capacidade antioxidante contra esses radicais que
as cultivadas na Caatinga.

Andlise de Correlacao foi realizada para verificar se os valores dos compostos
fenolicos avaliados possuiam influencia na atividade antioxidante verificada no estudo.
De forma geral, verificamos correlacdo positiva entre os resultados de atividade
antioxidante e os resultados de composicao fendlica para todas as frutas (p < 0,05).

Foi encontrada alta correlacdo positiva entre os valores de atividade
antioxidante sobre DPPH e os teores de polifenois totais (R=0,917), polifenois
polimerizados (R=0,905), antocianinas monomeéricas totais (0,901), bem como orto-
difenois (R=0,844), éster tartarico (R=0,659) e flavonol (0,679). Também foi
encontrada correlacdo positiva entre os valores de atividade antioxidante sobre ABTS
e o0s teores de compostos fenolicos: polifenois totais (R=0,770), polifenois
polimerizados (R=0,822), orto-difenois (R=0,889), éster tartarico (R=0,650), flavonol

(0,703) e antocianinas monomeéricas totais (0,766).
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Nossos resultados corroboram com os resultados descritos na literatura para
as frutas estudadas. Sobre a jabuticaba, os valores elevados de polifenois e atividade
antioxidante séo explicados pela capacidade antioxidante ja reconhecida dessa fruta,
além da maior capacidade antioxidante da parte que foi utilizada, a casca [28, 31].
Estudos com a casca revelam que essa parte da fruta apresenta alto teor de
antocianinas, que esté ligada a sua atividade antioxidante e a sua colora¢do puarpura
[10, 27, 29]. Estudos com pitangas cultivadas na regido Sul encontraram alta
correlacéo significativa entre os compostos fenolicos e atividade antioxidante sobre
DPPH [1, 32, 33]. Em relacéo a seriguela, h& poucos estudos que buscam explicar
que tipo de composto se atribui a atividade antioxidante de seriguela, contudo eles
sdo unanimes em descartar as antocianinas como compostos polifendlicos que
contribuem para essa atividade, devido a baixa concentracdo desses compostos
nessa fruta [34, 43]. Gregoris et al. [43] ao pesquisarem sobre a relacdo entre a
atividade antioxidante de frutas tropicais brasileiras e o teor de &cido ascérbico
dessas, entre elas a seriguela, ndo encontraram uma relacédo evidente e afirmaram
gue a alta atividade antioxidante apresentada por essa fruta é atribuida a compostos
diferentes do acido ascorbico, como os polifenois, destacando os flavonoides, exceto
antocianinas. Almeida et al. [34] encontraram alta correlacdo significativa positiva
entre a atividade antioxidante sobre DPPH e ABTS e o teor de PT de seriguelas
cultivadas no Ceard, Brasil. Esses autores sugeriram que a atividade antioxidante
dessa fruta pode ser atribuida a compostos fenélicos, com excecédo das antocianinas,

como acidos fendlicos [34]

3.4 CONCLUSOES

As frutas exéticas jabuticaba, pitanga e seriguela cultivadas no Cerrado do DF
e entorno foram avaliadas quanto a sua composicao fendlica e atividade antioxidante
pela primeira vez. Foram encontrados altos teores de compostos fendlicos e alta
atividade antioxidante nessas frutas. A jabuticaba foi a fruta com maior teor de
compostos fendlicos e mais antioxidante dentre as estudadas, e o solvente mais
eficiente para extragdo de polifenois foi o metanol. De forma geral, as atividades
antioxidantes das frutas analisadas apresentaram alta correlacdo positiva com o0s
compostos fendlicos. As frutas exdéticas estudadas neste estudo, que foram cultivadas

no Cerrado, sdo promissoras para aplicacdo como antioxidantes em produtos da
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industria de medicamentos, cosméticos e alimentos, promovendo a utilizagdo

adequada e sustentavel da regiéao.
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CAPITULO 4

MANUSCRITO:
DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE
MICROPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO EXTRATO ETANOLICO DE
JABUTICABA

A ser submetido arevista Journal of Agricultural and Food Chemistry, qualis A1

na area interdisciplinar
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo microencapsular extrato fendlico de casca de
jabuticaba e testar a estabilidade das microparticulas desenvolvidas. As
microparticulas foram obtidas pelo método de spray drying utilizando o polimero
quitosana, através de variacdes das quantidades de polimero e extrato, e condi¢des
de secagem. Apods estudos de caracterizacao foi selecionado o melhor sistema de
microparticulas que apresentou alta eficiéncia de encapsulacao (~ 79 %), morfologia
esférica e com superficie lisa, diametro médio de ~ 9 um, e potencial zeta + 3,21 mV.
Para avaliacdo da estabilidade, essas microparticulas foram submetidas a trés
condicBes de temperatura e o teor de polifenois totais foi determinado. De forma geral,
apos 60 dias verificou-se que as microparticulas foram capazes de melhorar a
estabilidade de polifenois totais. Foi possivel desenvolver microparticulas de extrato
de casca de jabuticaba e essas foram capazes de proteger os polifenois totais do

extrato e melhorar sua estabilidade.

PALAVRAS CHAVE: polifenois, microencapsulagao, quitosana, jabuticaba.

4.1 INTRODUCAO

Polifenois sdo compostos bioativos de grande interesse e estdo presentes em
frutas, principalmente em suas cascas 2. Sabendo-se que eles apresentam atividade
contra radicais livres, isso pode ser utilizado para melhorar produtos e promover
efeitos benéficos a salde 34. Dessa forma, sdo cada vez mais utilizados em produtos
alimenticios, cosméticos e medicamentosos, seja para aumentar a vida de prateleira
desses produtos, reduzir a quantidade adicionada de antioxidantes sintéticos, ou para
promover efeitos benéficos no organismo °>’. No entanto, a atividade contra radicais
livres € em razdo de seus compostos fendlicos que sdo predominantemente
moléculas, o que dificulta a aplicacdo desses compostos bioativos em novos produtos.

A instabilidade desses compostos ocorre frente a diferentes condi¢cdes de
processamento e armazenamento. A temperatura € um dos fatores que influenciam a
estabilidade desses compostos, além da exposi¢cdo ao oxigénio e a luz. Por isso, a

microencapsulagéo tem sido uma boa alternativa para preservar esses bioativos em
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produtos, além de possibilitar o controle da liberacdo desses compostos no produto
ou organismo &°,

Dentre as varias tecnologias utilizadas para promover a microencapsulacéo de
compostos, o spray drying € um dos métodos mais empregados na obtencdo de
microparticulas dos mais variados materiais e aplica¢gfes, e consiste numa secagem
por meio de uma corrente de gas aquecido sobre um produto liquido aspergido por
pressdo do bico atomizador do aparelho 3. A escolha por esse método é devida
principalmente a sua facilidade de operacdo e um bom custo-beneficio. Em alimentos,
a técnica tem sido utilizada para protecdo e liberacdo controlada de compostos
bioativos, principalmente antioxidantes ° % 12 13/ Para aplicacdo toépica, a
microencapsulacdo além de poder proteger os bioativos, pode promover uma
liberacdo controlada do composto na pele °.

O polimero quitosana tem sido frequentemente utilizado como agente
microencapsulante em razdo de sua vasta aplicabilidade por ser biodegradavel,
biocompativel e atoxico. Além disso, € um polimero natural e de baixo custo, o que
potencializa o interesse por sua utilizagdo em tecnologias de encapsulamento de
farmacos 1914, Laine et al.? explicam que polimeros de maior peso molecular podem
formar complexos mais firmes com os compostos fendlicos e dessa forma apresentar
maior eficiéncia de encapsulagéo, pois compostos como os flavonoides podem formar
complexos com polissacarideos. No presente trabalho, o polimero quitosana de médio
peso molecular foi utilizada para garantir uma boa eficiéncia de encapsulacéo, além
de suas vantagens previamente citadas.

A Plinia cauliflora, popularmente conhecida como jabuticaba, € uma espécie
brasileira, nativa da Mata Atlantica, mas cultivada em todo pais. Estudos mostram que
a fruta é uma rica fonte de polifenois e é considerada uma fruta com potente atividade
antioxidante, destacando-se seus residuos, como as cascas. A fruta é frequentemente
utilizada para consumo in natura ou em forma de doces e geleias, mas o alto potencial
antioxidante das cascas apontam para a sustentabilidade do uso de jabuticabas, com
aproveitamento de residuos como as cascas 2 15 16.17.18,

Assim, sendo a casca de jabuticaba uma rica fonte de compostos fendlicos,
este trabalho desenvolveu microparticulas de extrato etandlico de cascas de
jabuticaba utilizando o polimero quitosana de médio peso molecular por meio do

método de spray drying. Apds estudos de caracterizagcdo desses sistemas,
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selecionou-se microcapsulas para o estudo de estabilidade de polifenois durante o

armazenamento em diferentes temperaturas.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Amostras

Frutos de jabuticaba (Plinia cauliflora) foram coletados para o estudo em um
estado de maturacdo adequado para a colheita. Os frutos da espécie Plinia cauliflora
foram coletados em Sobradinho, Distrito Federal (15° 37" 42,373” S e 47° 49" 55,408"
0). Apés a coleta, o material foi devidamente higienizado. Uma amostra do material
botanico coletado da espécie foi enviada para o Herbario da Universidade de Brasilia
para devida identificacdo botanica e permanece no local como testemunha do

presente trabalho (Reis, BC n. 2).

Elaboracéo do extrato de jabuticaba

O extrato foi elaborado segundo Lees e Francis 1° com adaptacdes a partir das
cascas de jabuticaba (Plinia cauliflora). As cascas (100 g) foram adicionadas solug&o
extratora de etanol (500 ml) e colocados para maceragéo durante uma semana sob
refrigeracdo e ao abrigo da luz. Posteriormente a solugao foi filtrada e armazenada
em frasco ambar e sob refrigeracao.

Para analises de estabilidade, foi obtido um extrato etandlico de casca de
jabuticaba nédo microencapsulado (EEJ). Para isso, o extrato inicial foi liofilizado
(Liofilizador Liotop, modelo L101).

Obtencéao de microparticulas de quitosana contendo extrato de jabuticaba
(MP)

Microparticulas de quitosana de médio peso molecular (Aldrich) contendo
extrato etandlico de jabuticaba foram obtidas por meio de spray drying de acordo com
o método de Gelfuso et al. 1% com adaptacGes. A quitosana foi dissolvida em solucdes
aguosas com 1 % (m / v) de acido acético e deixada 24 horas para homogeinizacéo
em agitador magnético (Logen Scientific, modelo LS 61-220). O extrato foi incorporado
nas proporc¢des apresentadas na Tabela 1, e a solugéo final foi submetida ao spray
dryer (Labmaqg, modelo MSD 1.0) em uma vazao de 6 ml / minuto, ajustado de acordo

com a viscosidade de cada solucao, por um bico atomizador pressurizado de 1,0 mm
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de diametro, com ar de atomizagao a 30 L / minuto. O fluxo de ar quente de secagem
foi utilizado nas taxas descritas na Tabela 1 e a temperatura de entrada do ar foi de
140 °C e de saida do ar foi de ~ 100 °C.

Tabela 1: Quantidade de extrato de cascas de jabuticaba (Plinia cauliflora) e polimero
(quitosana) por 100 ml de solucéo, fluxo de secagem e volume utilizado de cada uma
das solucdes submetidas ao spray dryer.

: Quantidade
Quaqtldade de extrato Proporcao Fluxo de Volume: de
de quitosana . solucéo
em peso polimero/extrato secagem >
(9) utilizado (ml)
seco (Q)
MPO 2,0 0,00 - 4,5m3/min 400
MP1 2,0 0,01 200:1 4,5m3/min 400
MP2 2,0 0,03 67:1 4,5m3/min 400
MP3 2,0 0,20 10:1 4,5m3/min 800
MP4 2,0 0,20 10:1 3,95m3/min 800

Apébs serem obtidas, as microparticulas foram devidamente armazenadas em
frasco vedado sob abrigo de luz e refrigeracdo. As microparticulas foram entao
caracterizadas quanto ao rendimento, eficiéncia de encapsulacdo de polifenois totais
e morfologia. A partir desses resultados, selecionou-se os melhores sistemas para
caracterizacao da distribuicdo de tamanho, potencial zeta e estudo de estabilidade de
polifenois durante o armazenamento.

Caracterizacdo de microparticulas de quitosana contendo extrato de
jabuticaba (MP)

Rendimento
As microparticulas obtidas por spray drying foram pesadas e o rendimento do
processo foi calculado como porcentagem em funcdo da quantidade de solidos
adicionados durante o processo de preparacdo %, segundo a Equacéo I:
R% = (Qf + Qi) x 100
(Equacéo I)
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Onde: R% ¢ o rendimento do processo; Qf é a quantidade de microparticulas obtidas
no final do processo; e Qi é a quantidade de sélidos adicionados durante o processo

de preparacéao.

Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada avaliando-se a quantidade de
polifenois totais encapsulados nas microparticulas de quitosana. Desta forma, o ter de
polifenois totais nas microparticulas foi determinado por meio do método de Folin-
Ciocalteau 21, com adaptacées, e o teor dos polifenois totais foi calculado de acordo
com uma curva padrdo de 4cido galico e os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de acido galico (GAE) por g de MP. As microparticulas foram dispersas
em solucdo aquosa de acido acético 1% (v / v) sob agitacdo a 500 rpm durante 24
horas. Aliquotas de 0,2 ml dessa solucdo foram adicionadas a 3,8 ml de agua destilada
e em seguida a 0,25 ml de reagente Folin-Ciocalteau. Apés 3 minutos, foi adicionado
0,75 ml de solucdo de carbonato de sédio a 20%. A solucao foi agitada em agitador
de tubos (Logen Scientific, modelo LSM 56-IIl) e ap6s 120 minutos sob o abrigo de
luz, foram realizadas as leituras das amostras em espectrofotdmetro (Hitachi, modelo
U-3900H) a 760 nm. Para leitura das amostras, essas foram submetidas a
centrifugacdo durante 10 minutos por 4.000 rpm em uma centrifuga (Hettich
Zentrifugen, modelo EBA 20). O sobrenadante foi recolhido para leitura
espectrofotométrica, obtendo-se a quantidade encapsulada de polifenois totais
expressa em mg de equivalentes de acido galico (GAE) por g de MP (Qobtida).
A eficiéncia de encapsulacgéao foi calculada a partir da Equacéo II:

EE% = (Qobtida + Qteorica) x 100

(Equacéo II)
Onde: EE% é a eficiéncia de encapsulacdo de polifenois totais na microparticula,
Qobtida é a quantidade de polifenois totais extraidos das microparticulas de
quitosana; e Qtedrica é a quantidade de polifenois totais teoricamente estaria presente

nas microparticulas, de acordo com a quantidade de extrato utilizada.

Distribuicdo de tamanho
A distribuicéo de tamanho de particulas foi determinada por difracéo a laser no

equipamento Beckman Coulter LS 13 320. Cerca de 1,0 mg das microparticulas
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obtidas foram suspensas em 2,0 ml de etanol e estas suspensdes foram levadas ao

equipamento para analise.

Potencial zeta

O potencial zeta das microparticulas suspensas foi determinado por
espalhamento de luz eletroforético com o auxilio do equipamento Zetasizer Nano
(Malvern, modelo ZS). Aproximadamente 1,0 mg das microparticulas foi suspenso em

uma solucédo hidroalcodlica (etanol:agua) contendo 50% (v/v) e 10 mM de NaCl.

Morfologia

A morfologia das microparticulas obtidas, bem como a visualizacdo da
distribuicdo de tamanho, foi determinada por meio da analise em microscépio
eletrdnico de varredura (MEV Quanta 250 FEG). Cerca de 20 mg de microcapsulas
foram distribuidos uniformemente sobre uma laminula limpa, seca e sem manchas.
Em seguida as amostras foram metalizadas com uma camada de ouro e analisadas

no equipamento, num aumento de 5.000 a 10.000 vezes.

Avaliacdo da atividade antioxidante de MP

A avaliacéo da atividade antioxidante in vitro de extrato de casca de jabuticaba
microencapsulado foi realizada através da avaliacdo da captura dos radicais livres
DPPH %2 e ABTS 23, com adaptacdes. As amostras de microparticulas foram
preparadas como para andlise de eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados foram
expressos como equivalentes de Trolox (mM TEAC/g de microparticula) e calculados

por meio de curva padrao.

A avaliacdo da captura do radical DPPH foi realizada como segue: aliquotas de
0,4 ml de solucao de extrato do contetdo de microparticulas foram adicionadas a 4,6
ml de solucao do radical DPPH 0,1 mM. Apds 30 minutos ao abrigo de luz foi realizada
leitura em espectrofotbmetro a 517 nm (As). Para leitura das amostras, respeitando o
tempo de reacédo, essas foram submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 4.000
rom e o sobrenadante foi recolhido para leitura espectrofotométrica. Foi obtida a
absorbancia do radical (Ao). Os resultados foram expressos como equivalentes de

Trolox (mM TEAC/g de MP) e calculados por meio de curva padréo.
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A avaliacéo da captura do radical ABTS: o radical ABTS foi obtido por meio da
adicao de 10,0 ml de uma solugéo aquosa de ABTS 7 mM em 10,0 ml de uma solucéo
de persulfato potassico 2,45 mM. A solugcdo foi armazenada em frasco ambar e
mantida por no minimo 16 horas protegida da luz. Aliquota de 2,0 ml do radical foi
adicionada em 100 ml de etanol de forma que foram realizadas medidas de
absorbancia a 754 nm com densidade 6ptica em torno de 0,700. Aliquotas de 0,1 ml
de solucéo de extrato do conteudo de microparticulas foram adicionadas a 4,9 ml da
solucéo do radical ABTS. ApGs 6 minutos ao abrigo de luz foi realizada leitura em
espectrofotometro a 754nm (Ar). Para leitura das amostras, respeitando o tempo de
reacdo, essas foram submetidas a centrifugagdo por 4 minutos a 4.000 rpm e o
sobrenadante foi recolhido para leitura espectrofotométrica. Foi obtida a absorbancia
do radical sem o extrato (Ao). Os resultados foram expressos como equivalentes de

Trolox (mM TEAC/g de MP) e calculados por meio de curva padréo.

Estudo de estabilidade de microparticulas de quitosana contendo extrato
de jabuticaba (MP)

ApOs o estudo de caracterizacdo, foram selecionadas as MP que apresentaram
os melhores resultados de caracterizacdo. Essas microparticulas foram submetidas
ao estudo de estabilidade no que diz respeito ao teor de polifenois totais durante o
armazenamento em diferentes temperaturas. Amostras dessas MP selecionadas e
do extrato etandlico de casca de jabuticaba liofilizado e ndo microencapsulado (EEJ)
foram armazenadas nas seguintes condi¢des: temperatura refrigerada (TR) ~ 2 a 6°
C; temperatura ambiente (TA), ~ 25° C; e temperatura estressante (TE) ~ 40° C. Para
manter e controlar as condic6es de temperatura foram utilizadas camaras climaticas
(Nova Etica, modelo 420 — CLDTS 300) para TA e TE, e um refrigerador (Eletrolux,
modelo H300) para TR. Durante o armazenamento, as microparticulas foram mantidas
em recipientes selados, sob o abrigo de luz.

As amostras foram analisadas quanto ao teor de polifenois totais de acordo
com o método de Folin-Ciocalteau 2%, com adaptacdes, descritas anteriormente, em

diferentes tempos de armazenamento: dia 0, 7, 14, 30 e 60.



83

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas com duas repeticbes e em triplicata.
ANOVA, Analise de Correlacéo e Teste Tukey HSD foram realizados no programa
STATISTICA 10 admitindo nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As frutas sé@o alvo de interesse no desenvolvimento de novos produtos pois
apresentam propriedades benéficas a saude, dentre elas, a atividade antioxidante.
Isso, em razé&o do alto teor de compostos fendlicos em sua composi¢do. No entanto,
a instabilidade desses compostos fendlicos tem sido um desafio para aplicacéo
desses em produtos de alimentos, cosméticos e medicamentos. Sistemas de
microencapsulacdo de extratos de frutas tem sido desenvolvidos para aumentar a
estabilidade desses compostos e viabilizar sua aplicagédo © 8 ° 11, Esses sistemas sdo
estudados tanto para a utilizacdo desses compostos como agentes de melhoramento
de produtos cosméticos, medicamentosos ou alimenticios, quanto como agentes

ativos desses produtos ©°.

Caracterizacdo de microparticulas

Rendimento

Os rendimentos do processo de obtencdo de microparticulas de extrato de
jabuticaba com o polimero quitosana estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados
variaram de ~ 30,00 % a 40,00 %. A medida que se aumentou a proporcéo do extrato
em relacdo ao polimero (proporcdo de polimero:extrato variou de 200:1 a 10:1), o
rendimento também aumentou. Mas um maior rendimento foi mais evidente quando o
volume da solugcdo com o polimero e extrato foi aumentado, e consequentemente o
volume de soélidos submetido ao processo. Verificou-se um melhor rendimento (Tabela
2) da MP2 para MP3, onde a quantidade de extrato foi aumentada em mais de seis
vezes.

Sabe-se que a quitosana forma um filme quando passa por processo de
secagem em uma superficie lisa. Outros estudos com quitosana que utilizaram o
método de spray drying apresentaram rendimentos iguais ou menores que 50% 19 24,

A propriedade da quitosana de ficar retida no aparelho com superficie lisa tem sido
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apresentada como uma explicagao para o baixo rendimento. Contudo, a utilizagéo de
volumes maiores de soélidos, como é feito em producdes industriais, é apresentada

como uma resolugédo para o baixo rendimento desses processos 1°.

Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacédo é a porcentagem do agente de interesse a ser
encapsulado que as microparticulas foram capazes de encapsular. No presente
estudo, a eficiéncia de microencapsulacdo de extrato de cascas de P. cauliflora foi
realizada por meio do método de teor de polifenois totais, em razdo dos altos teores
de polifenois totais nas cascas dessas frutas. Dessa forma, a quantidade de extrato
encapsulado foi considerada como a mesma quantidade de polifenois totais
encapsulados. A razéo entre o teor de polifenois totais encontrado nas microparticulas
poliméricas e o teor de polifenois totais tedricos presentes na mesma quantidade de
microparticulas, levando-se em consideracdo a proporcao polimero:bioativo, foi
considerada como a eficiéncia de encapsulacéo e esta apresentada na Tabela 2. Os
resultados variaram de 52,71 % a 89,74 %, sendo que 0s maiores valores de eficiéncia
de encapsulacao foram obtidos em microparticulas com propor¢cdo mais concentrada
de extrato (10:1) enquanto os menores valores foram encontrados nas microparticulas
com propor¢cdes menos concentradas de extrato (200:1). As microparticulas MP3 e
MP4 apresentaram os melhores valores de EE: 78,66 % e 89,74 % respectivamente.

Outros sistemas de encapsulacdo de extratos apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo semelhantes ao presente trabalho, entre ~ 70 a 90 % 2% 25,

Nossos estudos indicam que propor¢des de polimero maiores que 67 vezes em
relacdo ao extrato seco de casca de jabuticaba ndo promovem boa encapsulacéo por
meio da quitosana com a técnica de spray drying. A eficiéncia de encapsulagéo

frequentemente varia de acordo com a quantidade usada do agente encapsulado 2>
26

Tabela 2: Caracterizacdo das microparticulas de quitosana contendo extrato de

jabuticaba (Plinia cauliflora).

Proporcao polimero/extrato _
Rendimento (%) EE (%)
(m/m)

MPO - 29,63 -
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MP1 200:1 32,45 ND

MP2 67:1 33,84 52,71 + 1,252
MP3 10:1 37,12 78,66 + 1,56°
MP4 10:1 39,80 89,74 + 3,28¢

Diferentes letras na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) de acordo
com o teste de Tukey HSD.

Morfologia

A analise da morfologia das microparticulas formadas foi possivel por meio de
fotomicrografias geradas por microscopia de varredura eletronica (MEV). As
fotomicrografias das microparticulas obtidas no presente trabalho podem ser
visualizadas na Figura 1. As microparticulas formadas apresentaram formato de
esferas de tamanhos variados com superficie enrugada ou lisa. As microparticulas
contendo apenas o polimero quitosana, permitiu obter microparticulas esféricas
homogéneas com superficie enrugada, o que corrobora com outros estudos utilizando
o mesmo polimero e técnica 2. Com a adicdo do extrato de jabuticaba, a superficie
dessas esferas tornou-se mais lisa. Esses resultados indicam uma interacdo entre o
polimero quitosana e os componentes do extrato. De acordo com as fotomicrografias,
a superficie da microparticula pareceu depender da quantidade de extrato, pois
tornou-se mais lisa com maior quantidade de extrato (MP3 e MP4).

A superficie rugosa de microparticulas com Aloe vera, quitosana e vitamina E
obtidas por spray drying sob outras condicbes por Pereira e colaboradores (2014)
demonstrou ser uma propriedade interessante para aplicagdo em feridas de
gueimaduras 2’. No entanto, para outras aplicacdes, Tonon 2° apresenta vantagens de
particulas com superficies lisas, pois essas tem menor area de contato e S40 menos
susceptiveis a sofrer com o0s processos de oxidacdo em relacdo as particulas com
superficies asperas. Dessa forma, as microparticulas obtidas nesse trabalho com o
extrato de jabuticaba sé@o particulas promissoras para aplicacao.

De acordo com esses resultados, as microparticulas MP3 e MP4 foram
selecionadas para dar continuidade ao estudo de caracterizagdo em relagédo a

distribuicdo de tamanho e potencial zeta.
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Figura 1: Fotomicrografias de microparticulas de jabuticaba obtidas por spray drying
utilizando quitosana como agente encapsulador. Ampliacdo de 5.000 vezes. A: MPO;
B: MP1; C: MP2; D: MP3; E: MP4.

Distribui¢cdo de tamanho
Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do tamanho de microparticulas
de extrato de jabuticaba obtidas por spray drying utilizando quitosana como agente

encapsulador.
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Tabela 3: Resultados de média, moda e Dso (um) do tamanho do diametro de
microparticulas das microparticulas MPO, MP3 e MP4 de quitosana contendo extrato

de cascas de jabuticaba (Plinia cauliflora).

Média Moda Dso
MPO 3,82+5,402 7,08 1,61
MP3 8,563 +13,06°" 18,00 2,74
MP4 14,87 £19,98 ¢ 19,76 5,79

Diferentes letras ha mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) de

acordo com o teste de Tukey HSD.

As microparticulas vazias (MPO) apresentaram diametro médio de ~ 3,8 um,
moda de ~ 7,1 um e Dsode ~ 1,6 um, enquanto as microparticulas contento extrato de
jabuticaba apresentaram diametro médio de ~ 8,5 um (MP3) e ~ 14,9 um (MP4), moda
de ~ 18,0 um (MP3) e ~ 19,8 um (MP4), e Dsode ~ 2,7 um (MP3) e ~ 5,8 um (MP4).
Essas microparticulas contento extrato de jabuticaba foram submetidas as mesmas
propor¢cdes de polimero:extrato bem como as mesmas condi¢bes no spray drying,
exceto o fluxo de ar quente de secagem. As microparticulas com menor fluxo de ar
guente de secagem (3,95m3 / min) apresentaram o maior tamanho (MP4). Esses
resultados demonstram que a adi¢do de extrato de jabuticaba e a diminui¢ao do fluxo
de ar quente de secagem aumentam o tamanho das microparticulas de quitosana
obtidas por spray drying.

Para aplicacéo topica, particulas maiores que 3 um tendem a ficarem retidas
no estrato cérneo e quanto maior seu tamanho menor é capacidade de penetracéo °.
Enquanto particulas na escala nanométrica sdo mais eficientes nessa penetracéo 6.
As microparticulas obtidas no presente estudo por apresentarem tamanhos entre ~ 8

a 20 um, em uma possivel aplicacao tépica devem ficar retidas no estrato cérneo.

Potencial zeta
As microparticulas MP03 apresentaram um valor de potencial zeta de +3,21
(£3,25) mV. A quitosana é um polimero catiénico e as particulas obtidas a partir desse

polimero apresentam cargas positivas 0. Mas os resultados de potencial zeta das



88

microparticulas de quitosana contendo extrato de jabuticaba indicam que essas

apresentaram carga neutra.
Avaliacao da atividade antioxidante e teor de polifenois totais das MP
Tabela 4: Teor de polifenois totais (mg GAE/ g) e atividade antioxidante sobre DDPH

e ABTS (mM TEAC/g de MP) das microparticulas MP3 e MP4 de quitosana contendo
extrato de jabuticaba (Plinia cauliflora).

Proporcao Atividade Atividade Teor de
polimero/ antioxidante sobre antioxidante sobre Polifenois
extrato (m/m) DPPH ABTS totais
MP3 10:1 93,07+1,8472 119,98 +2,17 @ 13,82 + 0,272
MP4 10:1 59,85+ 0,48 P 120,81 +1,1974 14,71 +0,54 2

Diferentes letras na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey HSD.

A partir dos resultados de caracterizagdo, as microparticulas MP3 e MP4 foram
selecionadas para a avaliacdo da atividade antioxidante e teor de polifenois totais. Os
resultados de atividade antioxidante e teor de polifenois totais estdo descritos na
Tabela 4. Comparando os dois sistemas, esses nao foram significativamente
diferentes quanto ao teor de polifenois totais e atividade antioxidante sobre ABTS,
portanto os dois sistemas apresentam atividade antioxidante sobre ABTS e teor de
polifenois totais semelhantes. No entanto, a atividade antioxidante sobre DPPH foi
superior para as microparticulas MP3 (p < 0,05). Como o Unico parametro que foi
modificado entre a MP3 e MP4 foi 0 ar de secagem, verificou-se que com menor fluxo
de ar quente de secagem (3,95m3min), apesar de aumentar a eficiéncia de
encapsulacdo de polifenois totais (Tabela 2), diminuiu a atividade antioxidante sobre
DPPH. Portanto, para o estudo de estabilidade de polifenois totais durante o
armazenamento, a MP3 foi selecionada por ter apresentado tamanho médio menor
em relacdo a MP4, e maior atividade antioxidante sobre DPPH, apesar de ter

apresentado menor eficiéncia de encapsulacao e rendimento (Tabela 2), pois em uma
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possivel aplicacdo topica as caracteristicas de tamanho e atividade antioxidante séo

mais expressivas para o desenvolvimento de um produto.

Estudo de estabilidade de MP

Tendo em vista que a baixa estabilidade de polifenois tem sido um problema
para aplicabilidades desses bioativos, este trabalho desenvolveu um sistema de
microencapsulacao de extrato etandlico de cascas de jabuticaba utilizando o polimero
quitosana de médio peso molecular por meio do método de spray drying. Apds estudos
de caracterizacdo desses sistemas, selecionou-se as microparticulas MP3 para o
estudo de estabilidade de polifenois durante o0 armazenamento, e os resultados estédo
apresentados na Figura 2.

O teor de polifenois variou nas diferentes temperaturas tanto para as MP3
guanto para o extrato ndo microencapsulado (EEJ). De acordo com os resultados, a
temperatura refrigerada foi a condicdo que apresentou melhor estabilidade de
polifenois totais ao final da avaliacdo de estabilidade (60 dias). De forma geral, as MP3
apresentaram menor diminui¢cdo do teor de polifenois totais durante o0 armazenamento
nas trés condicdes de temperatura em relagcdo ao EEJ (p < 0,05). Ao final do estudo
de estabilidade verificou-se que as MP3 refrigeradas apresentaram 97 = 9 % do teor
inicial de polifenois totais enquanto o EEJ sob refrigeracdo perdeu metade do teor
inicial de polifenois totais, ~ 52 + 3 % (p < 0,05). Esses resultados indicam que a
microencapsulacdo de extrato de jabuticaba aumentou significativamente a
estabilidade do teor de polifenois totais em temperatura refrigerada durante os 60 dias
de avaliacdo da estabilidade.

Durante o armazenamento em temperatura ambiente, verificou-se que as MP3
comecaram a perder o teor de polifenois, em ~ 12 %, apos 30 dias (p < 0,05). Paini et
al. 3! encontraram resultados semelhantes pois, em temperatura de 25° C as
microparticulas de extrato fendlico de bagaco de azeitona com maltodextrina
mantiveram a estabilidade de polifenois até 28 dias de armazenamento. Embora tenha
se verificado essa perda, nossas microparticulas apés 60 dias apresentaram 83 + 4
% do teor inicial enquanto o EEJ apresentou 27 = 4 % do teor inicial de polifenois
apos o0 mesmo periodo. Portanto, em temperatura ambiente de ~ 25° C, o extrato nao

microencapsulado perdeu mais de 70 £ 4 % do teor de polifenois totais contra 17 +
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4 % do teor perdido nas microparticulas de extrato (p < 0,05), demostrando a

capacidade de protecédo desses compostos pela microencapsulagdo com quitosana.
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Figura 2: Teor de polifenois totais (%) de microparticulas de jabuticaba com quitosana
(MP3) e extrato etandlico de jabuticaba liofilizado (EEJ) submetidas a diferentes
temperaturas durante o tempo de 60 dias. A: Temperatura refrigerada (TR) ~ 2 a 6°
C; B: temperatura ambiente (TA), ~ 25° C; e C: temperatura estressante (TE) ~ 40° C.

Teor de polifenois totais foi baseado no método de Folin—Ciocalteu.
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Seguindo a mesma tendéncia da temperatura ambiente, em temperatura
estressante de ~ 40° C, o teor de polifenois nas MP3 comecou a diminuir a partir de
30 dias de armazenamento (p < 0,05). Durante 30 dias de armazenamento as
microparticulas foram capazes de melhorar a estabilidade de polifenois, pois
mantiveram 74 £ 19 % do teor, enquanto o EEJ apresentou apenas 45 £ 1 % (p <
0,05). J& no final dos 60 dias, as MP3 tiveram uma reducédo significativa no teor de
polifenois totais e ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao teor de
polifenois totais do EEJ (p > 0,05). Isso indica que a microencapsulacao do extrato de
jabuticaba ndo foi capaz de aumentar a estabilidade dos polifenois totais frente a
degradacgéo de temperaturas estressantes de~ 40° C durante os 60 dias de avaliacéo
da estabilidade. No entanto, nossos resultados mostram que as microparticulas
desenvolvidas no presente estudo podem ser uma vantagem na aplicacéao de produtos
mesmo em condicdes de temperatura estressante, contanto que o tempo de
armazenamento ndo seja superior a 30 dias. Paini et al. 3 submeteram
microparticulas de extrato fendlico de bagaco de azeitona com maltodextrina a
temperatura de 45° C e verificaram que, a estabilidade de polifenois foi mantida até
14 dias de armazenamento. De acordo com esses resultados, nossas microparticulas
mantiveram a estabilidade por mais tempo (30 dias) em relagdo as microparticulas
desenvolvidas por esses autores.

O teor de polifenois totais apresentados pelo EEJ quando submetido a
temperatura refrigerada comecou a diminuir a partir de 14 dias de armazenamento,
mas nas temperaturas ambiente e estressante, o teor diminuiu a partir do sétimo dia
de armazenamento (p < 0,05). Em 60 dias observamos que uma perda de cerca de ~
60 % do teor de polifenois totais. Nas temperaturas refrigerada e estressante, 0s
resultados mostraram que ap6s 60 dias ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05) para o teor
de polifenois totais. Esses resultados indicam que outro fator ou uma unido de outros
fatores, salvo a temperatura e exposicao a luz, altera o teor de polifenois totais do
extrato de jabuticaba durante o armazenamento. Uma possibilidade seria a influéncia
da oxidacao e superficie de contato das amostras com o ar bem como umidade pois,
foi possivel apenas minimizar essas influéncias no estudo.

Nossos resultados mostram que as microparticulas desenvolvidas no presente
estudo sdo capazes de proteger o teor de polifenois totais do extrato de cascas de

jabuticaba e aumentar a estabilidades dos mesmos. Além disso, de acordo com esses
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resultados, nossas microparticulas podem ser armazenadas tanto em temperatura
refrigerada (~ 97 %) quanto em temperatura ambiente (~ 83 %) para preservar o teor
de polifenois totais durante 60 dias e em temperatura estressante (~ 74 %) durante 30
dias.

Outros estudos mostram que o processo de microencapsulacéo protege os
polifenois provenientes de extratos e aumentam sua estabilidade 3% %2, Laine et al. ©
desenvolveram um sistema de microencapsulacéo de extrato de Cloudberry (Rubus
chamaemorus) utilizando o polimero maltodextrina que também foi capaz de proteger
e aumentar os polifenois totais do extrato. Os pesquisadores também explicam que o
estado fisico e estrutura porosa das matrizes de microparticulas estdo associados a
protecdo de compostos fendlicos nesses sistemas. Nossos estudos mostram que a
microencapsulacéo de extrato de jabuticaba utilizando o polimero quitosana por meio
do método de spray drying € eficaz para formar particulas estaveis que protegem o0s
compostos fendlicos do extrato e melhoram sua estabilidade. Outras microparticulas
com outro polimero e método foram citadas na literatura para cascas de jabuticaba da
espécie P. jaboticaba 3. No entanto, até nosso conhecimento, o presente estudo é o
primeiro a desenvolver microparticulas de extrato da espécie P. cauliflora com o
polimero quitosana por meio do método de spray drying. A vasta aplicabilidade do
polimero quitosana com suas vantagens de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
atoxicidade e baixo custo, somada as vantagens bioativas do alto teor de polifenois
totais presentes nas cascas de jabuticaba, abrem uma vasta possibilidade de
aplicac6es das microparticulas desenvolvidas no presente estudo, em especial para
aplicacéo topica, que foram eficazes na protecdo e melhora da estabilidade de

polifenois totais presentes na jabuticaba.

4.4 CONCLUSOES

Microparticulas de extrato etandlico de casca de jabuticaba foram obtidas por
meio do método de spray drying utilizando a quitosana de médio peso molecular como
agente microencapsulador. As melhores microparticulas desenvolvidas apresentaram
rendimento consideravel (~ 37 %), boa eficiéncia de encapsulagéo (~ 79 %), diametro
médio de ~ 8 um, com formas arredondadas, homogéneas e de superficie lisa, e
potencial zeta de ~ + 3 mV. As microparticulas apresentaram significativa atividade

antioxidante e teor de polifenois totais. Sobre a estabilidade do teor de polifenois totais,
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as microparticulas desenvolvidas no presente estudo foram capazes de proteger o
teor de polifenois totais do extrato de jabuticaba e melhoraram a estabilidade desses
compostos durante o armazenamento em temperatura de 2° C até ~ 25° C em 60 dias,
e de ~ 40° C em 30 dias.
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5.1 DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL

Sabe-se que as condi¢cbes climaticas, de solo, bem como intervencdes
humanas, no local de cultivo, o “terroir” possuem alta variabilidade e influenciam
fortemente o desenvolvimento de frutos, e que o Cerrado € um bioma que possui de
um “terroir” peculiar. Dessa forma, a escassez de trabalhos sobre frutas exéticas no
bioma Cerrado, DF e entorno, e seu possivel potencial em promover o
desenvolvimento de metabdlitos antioxidantes em plantas, fomentou o
desenvolvimento do presente estudo. Dessa forma, foram utilizadas as frutas exéticas
jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.), seriguela (Spondias
purplrea L.) e amora (Morus sp.) cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno,
sem controle de cultivo, cultivadas naturalmente nessa regido. O presente estudo
descreveu as principais caracteristicas biométricas, de maturacdo, composicao
fendlica e atividade antioxidantes dessas frutas, bem como desenvolveu
microparticulas da jabuticaba, a fruta que apresentou o maior poder antioxidante.

As principais caracteristicas da biometria e maturacdo das frutas exoéticas
cultivadas no Cerrado do Distrito Federal e entorno foram descritas. Observou-se que
as caracteristicas biométricas foram tipicas das espécies, com algumas varia¢des que
eram esperadas em razao da diferenca de “terroir”. Frequentemente frutos maiores
estdo relacionados com frutos em um bom estadio de maturacdo, e
consequentemente com boa qualidade (Danner et al., 2010). No entanto, em alguns
casos, nossas frutas foram ligeiramente leves e pequenas, mas apresentaram alto
teor de composicao fendlica e atividade antioxidante.

Sobre as caracteristicas de maturacao, as frutas foram colhidas em estadio
maduro, o que foi confirmado pelos resultados. Verificou-se que as frutas
apresentaram diferencas em relacdo a outros estudos, que podem ser explicados
também pela diferenca de "terroir”. Em geral, nossas frutas apresentaram maior teor
de sélidos sollveis e menor acidez. Essa caracteristica é interessante ja que a perda
de acidez é considerada como desejavel em grande parte dos frutos e importante para
0 processo de amadurecimento, onde sdo provavelmente convertidos em acucares
(Freire et al., 2011).

Foi possivel correlacionar as caracteristicas biométricas e de maturacdo de
cada fruta, e verificou-se que quanto maior o comprimento de jabuticaba maior o teor

de solidos soluveis, e quanto maior a largura da amora maior seu grau de maturagéo.
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Ja para pitanga, quanto maior seu pH, menor sua massa. Os resultados da
determinacdo da composicao fendlica e da atividade antioxidante das frutas exéticas:
jabuticaba (Plinia cauliflora), pitanga (Eugenia uniflora L.) e seriguela (Spondias
purplrea L.), demostraram um alto teor de compostos fendlicos e alta atividade
antioxidante de captura dos radicais DPPH e ABTS. Também foi verificada alta
correlagdo entre a composi¢do fendlica e atividade antioxidante, confirmando a
importancia desses compostos na atividade antioxidante das frutas. Como esperado,
a jabuticaba apresentou o maior teor fendlico e atividade antioxidante. Esses
resultados corroboram com a literatura que destaca o potencial dessa fruta (Alezandro
et al., 2013; Almeida et al., 2011; Celli, Pereira-Netto e Beta, 2011), mas até nosso
conhecimento, nosso estudo foi o primeiro a caracterizar essas frutas cultivadas na
regido do Cerrado do Distrito Federal e entorno.

A partir dos resultados, a jabuticaba foi a fruta selecionada para
desenvolvimento de microparticulas. Assim, microparticulas de extrato de cascas de
jabuticaba (Plinia cauliflora) foram desenvolvidas - utilizando o polimero quitosana de
médio peso molecular por meio do método de spray drying, - caracterizadas, e sua
estabilidade em diferentes temperaturas foi avaliada. Verificou-se que esse sistema
foi capaz de proteger o teor de polifenois totais do extrato de jabuticaba e melhorar a
estabilidade desses compostos durante o armazenamento em diferentes
temperaturas. Ha na literatura a descricdo do desenvolvimento de microparticulas de
jabuticaba da espécie Plinia jaboticaba (Ibrahim et al., 2013). Mas até nosso
conhecimento, nosso estudo € o primeiro a desenvolver microparticulas da espécie
Plinia cauliflora com o polimero quitosana. Essas microparticulas sdo bastante
promissoras pois a alta aplicabilidade do polimero quitosana e o alto potencial
antioxidante da jabuticaba abre uma gama de possibilidades de aplicacdo dessa

tecnologia, em especial para aplicacdo topica.

5.2 PERSPECTIVAS

O objetivo que foi proposto pelo presente trabalho foi alcancado e
apresentamos pela primeira vez uma descricdo das caracteristicas dessas frutas
cultivadas nessa regido. Nosso trabalho fomenta novos estudos que sejam capazes

de responder melhor aos questionamentos sobre a vantagem e possiveis utilizacdes
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dos cultivos de frutas no Cerrado, bem como aplicacdo das microparticulas

desenvolvidas.
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List authors’ full names (first-name, middle-name, and last-name).
Affiliations of authors (department and institution).

Emails and phone numbers

Abstract
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Submission Guidelines
Parts of a Submission

Title

Include a full title and a short title for the manuscript.

Title Length Guidelines Examples

Full title 250 characters Specific, descriptive, concise, and comprehensible

to readers outside the fieldimpact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity:
A Caenorhabditis elegans Model

Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in Rural
Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial

Short title 70 characters State the topic of the study Cigarette Smoke
Exposure and Innate Immunity

SODIS and Childhood Diarrhoea

Titles should be written in title case (all words capitalized except articles, prepositions,
and conjunctions). Avoid specialist abbreviations if possible. For clinical trials,
systematic reviews, or meta-analyses, the subtitle should include the study design.
Author List

Who belongs on the author list

All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship policy.
Read the policy.

Those who contributed to the work but do not meet the criteria for authorship can be
mentioned in the Acknowledgments.Read more about Acknowledgments.

Author names and affiliations

Enter author names on the title page of the manuscript and in the online submission
system.

On the title page, write author names in the following order:

* First name (or initials, if used)

» Middle name (or initials, if used)

* Last name (surname, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department,
university, or organizational affiliation and its location, including city, state/province (if
applicable), and country.

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In the
submission system, enter only the preferred or primary affiliation.

Author names will be published exactly as they appear in the manuscript file. Please
double-check the information carefully to make sure it is correct.

Title page

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page
of the manuscript file.

Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)

Abstract
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The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also

entered in a separate field in the submission system.

The Abstract should:

* Describe the main objective(s) of the study

* Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail

« Summarize the most important results and their significance

* Not exceed 300 words

Abstracts should not include:

« Citations

* Abbreviations, if possible

Introduction

The introduction should:

* Provide background that puts the manuscript into context and allows readers outside
the field to understand the purpose and significance of the study

* Define the problem addressed and why it is important

* Include a brief review of the key literature

* Note any relevant controversies or disagreements in the field

* Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment about
whether that aim was achieved

Materials and Methods

The Materials and Methods section should provide enough detail to allow suitably
skilled investigators to fully replicate your study. Specific information and/or protocols
for new methods should be included in detail. If materials, methods, and protocols are
well established, authors may cite articles where those protocols are described in
detail, but the submission should include sufficient information to be understood
independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established
methods as supporting information. Read the supporting information guidelines.
Human or animal subjects and/or tissue or field sampling

Methods sections describing research using human or animal subjects and/or tissue
or field sampling must include required ethics statements. See the reporting guidelines
for human research, clinical trials, animal research, and observational and field studies
for more information.

Results, Discussion, Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed
Results/Discussion section (commonly labeled “Results and Discussion”) or a mixed
Discussion/Conclusions section (commonly labeled “Discussion”). These sections may
be further divided into subsections, each with a concise subheading, as appropriate.
These sections have no word limit, but the language should be clear and concise.
Together, these sections should describe the results of the experiments, the
interpretation of these results, and the conclusions that can be drawn.

Authors should explain how the results relate to the hypothesis presented as the basis
of the study and provide a succinct explanation of the implications of the findings,
particularly in relation to previous related studies and potential future directions for
research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so
authors should avoid overstating their conclusions.
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» Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been submitted
but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”). Instead, include
those data as supplementary material or deposit the data in a publicly available
database.

* Personal communications (these should be supported by a letter from the relevant
authors but not included in the reference list)

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they

appear in the text. In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We

used the techniques developed by our colleagues [19] to analyze the data”). PLOS
uses the numbered citation (citation-sequence) method and first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts or author summaries.

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the

citations.

Formatting references

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers

they cite, proper formatting of the references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical

Journal Editors (ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example formats

are listed below. Additional examples are in the ICMJE sample references.

A reference management tool, EndNote, offers a current style file that can assist you

with the formatting of your references. If you have problems with any reference

management program, please contact the source company's technical support.

Figures and Tables

Figures

Do not include figures in the main manuscript file. Each figure must be prepared and

submitted as an individual file.

Cite figures in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

Read the guidelines for figures.

Figure captions

Figure captions must be inserted in the text of the manuscript, immediately following

the paragraph in which the figure is first cited (read order). Do not include captions as

part of the figure files themselves or submit them in a separate document.

At a minimum, include the following in your figure captions:

* A figure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. Fig 1, Fig
2, Fig 3, etc). Match the label of your figure with the name of the file uploaded at
submission (e.g. a figure citation of “Fig 1” must refer to a figure file named “Fig1.tif”).

* A concise, descriptive title

The caption may also include a legend as needed.

Read more about figure captions.

Tables

Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.
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MANUSCRIPT PREPARATION

Manuscript Format. Manuscripts must be prepared using accepted word-processing
software, and all parts must be double-spaced. All pages must be numbered
consecutively starting with the title page and including tables and figures. Lines in the
abstract and text should be numbered consecutively from beginning to end in a
separate column at the left. Do not put line numbers on pages with tables or figures. A
standard font, in a size of 12 points or greater, must be used. The Journal has a 20
typed page limit, not including references, tables, and figures. Authors must request
approval from the Editor in Chief to submit manuscripts exceeding 20 typed pages.
Standard American English usage is required. Authors who are not familiar with
standard American English are urged to seek assistance; deficiencies in grammar may
be a serious hindrance during the review process. Assistance with Improving Your
Manuscript. Authors may want professional assistance with improving the English,
figures, or formatting in their manuscript before submission. ACS ChemWorx Authoring
Services can save you time and improve the communication of research in your
manuscript. You can learn more about the services offered at
http://es.acschemworx.acs.org. The ACS Style Guide (3rd ed., 2006; ISBN 0-8412-
3999-1), available from Oxford University Press, Order Department, 201 Evans Road,
Cary, NC 27513, provides a detailed treatment of the fundamentals of manuscript
preparation. Refer to a current issue of the Journal for general style. The style guide is
also available at the Journal’'s Web site and through ACS ChemWorx. The various
sections of the manuscript should be assembled in the following sequence: Title and
authorship (single page) Abstract and keywords (single page) Introduction Materials
and Methods (including Safety information) Results/Discussion Abbreviations Used
Acknowledgment Supporting Information description References Figure captions
Tables Figure graphics Graphic for table of contents

TITLE, AUTHORSHIP, AND KEYWORDS The title, authorship, and institutional
affiliations should be included on a single page. Title. The title should be specific,
informative, and concise. Keywords in the title assist in effective literature retrieval. If
a plant is referred to in the title or elsewhere in the text by its common or trivial name,
it should be identified by its scientific name in parentheses immediately following its
first occurrence. This term should also be provided as one of the keywords. If trade
names are mentioned, give generic names in parentheses.

Authorship. Be consistent in authorship designation on the manuscript and on all
correspondence. First name, middle initial, and last name are generally adequate for
correct identification, but omit titles. Give the complete mailing address of all institutions
where work was conducted and identify the affiliation of each author. If the current
address of an author is different, include it in a footnote on the title page. The name of
the author to whom inquiries about the paper should be addressed must be marked
with an asterisk; provide the telephone and e-mail address of this correspondent.
Keywords. Provide significant keywords to aid the reader in literature retrieval. The
keywords are published immediately before the text, following the abstract.
ABSTRACT Authors’ abstracts are used directly for Chemical Abstracts. The abstract
should be a clear, concise (100-150 words), one-paragraph summary, informative
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rather than descriptive, giving scope and purpose, experimental approach, significant
results, and major conclusions. Write for literature searchers as well as journal readers.
INTRODUCTION Discuss relationships of the study to previously published work, but
do not reiterate or attempt to provide a complete literature survey. Use of Chemical
Abstracts/Scifinder and other appropriate databases is encouraged to ensure that
important prior publications or patents are cited and that the manuscript does not
duplicate previously published work. The purpose or reason for the research being
reported, and its significance, originality, or contribution to new knowledge in the field,
should be clearly and concisely stated. Current findings should not be included or
summarized in this section.

MATERIALS AND METHODS Authors are required to call special attention in their
manuscripts to safety considerations such as explosive tendencies, special
precautionary handling procedures, and toxicity. Apparatus, reagents, and biological
materials used in the study should be incorporated into a general section. List devices
of a specialized nature or instruments that may vary in performance, such that the
model used may affect the quality of the data obtained (e.g., spectroscopic resolution).
List and describe preparation of special reagents only. Reagents normally found in the
laboratory and preparations described in standard handbooks or texts should not be
listed. Specify the source, vendor [city and state (or city and country if non-U.S.)], and
availability of special equipment, reagents, kits, etc. Do not include catalog numbers.
Biological materials should be identified by scientific name (genus, species, authority,
and family) and cultivar, if appropriate, together with the site from which the samples
were obtained. Specimens obtained from a natural habitat should be preserved by
deposit of samples in a herbarium for plants or in a culture collection for
microorganisms, with a corresponding collection or strain number listed. Manuscripts
describing studies in which live animals or human subjects are used must include a
statement that such experiments were performed in compliance with the appropriate
laws and institutional guidelines and also name the institutional committee that
approved the experiments. Authors are encouraged to note the approval code or
number or give the name of the approving office or official. (See Reporting Specific
Data: Animal or Human Studies.) Manuscripts reporting data from inhumane treatment
of experimental animals will be rejected. Specific experimental methods should be
sufficiently detailed for others to repeat the experiments unequivocally. Omit details of
procedures that are common knowledge to those in the field. Brief highlights of
published procedures may be included, but details must be left to the References, and
verbatim repeat of previously published methods, even if done by the authors, will not
be permitted unless a quotation from a published work is included, and placed in
guotation marks, with the reference to the source included at the end of the quotation.
Describe pertinent and critical factors involved in reactions so the method can be
reproduced, but avoid excessive description. For information on the reporting of certain
types of data see Reporting Specific Data. Describe statistical design and methods in
this section.

RESULTS AND DISCUSSION

Results and discussion may be presented in separate sections or combined into a
single section, whichever format conveys the results in the most lucid fashion without
redundancy. Be complete but concise in discussing findings, comparing results with
previous work and proposing explanations for the results observed. All data must be
accompanied by appropriate statistical analyses, including complete information on
sampling, replication, and how the statistical method employed was chosen. Avoid
comparisons or contrasts that are not pertinent, and avoid speculation unsupported by
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the data obtained. A separate summary or conclusion section is not to be used; any
concluding statements are to be incorporated under Results and Discussion.
ABBREVIATIONS AND NOMENCLATURE Standard abbreviations, without periods,
should be used throughout the manuscript. Refer to The ACS Style Guide for the
preferred forms of commonly used abbreviations. Specialized abbreviations may be
used provided they are placed in parentheses after the word(s) for which they are to
substitute at first point of use and are again defined in this section. Avoid trivial names
and “code” abbreviations (e.g., NAR for naringenin) unless such codes are in common
usage (e.g., MTBE for methyl tert-butyl ether). If trade names are used, define at point
of first use. If nomenclature is specialized, include a “Nomenclature” section at the end
of the paper, giving definitions and dimensions for all terms. Use Sl units insofar as
possible. Refer to The ACS Style Guide for lists of Sl units and a discussion of their
use. Write all equations and formulas clearly and number equations consecutively.
Place superscripts and subscripts accurately; avoid superscripts that may be confused
with exponents. Identify typed letters and numbers that might be misinterpreted, such
as “oh” for zero or “ell” for one. Chemistry numbering requiring primes should be
identified as such (i.e., 3,3 -dihydroxy-), not by an apostrophe (e.g., 3,3’-dihydroxy- ).
It is the authors’ responsibility to provide correct nomenclature. Structures should be
included for uncommon chemicals, particularly when the systematic or common name
IS too complex or unclear to readily denote the structure. Such structures should be
included as a figure or table. All nomenclature must be consistent and unambiguous
and should conform to current American usage. Insofar as possible, authors should
use systematic names similar to those used by Chemical Abstracts Service, the
International Union of Pure and Applied Chemistry, and the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology. Chemical Abstracts (CA) nomenclature rules are
described in Appendix IV of the Chemical Abstracts Index Guide. For CA nomenclature
advice, consult the Manager of Nomenclature Services, Chemical Abstracts Service,
P.O. Box 3012, Columbus, OH 43210-0012. A name generation service is available
for a fee through CAS Client Services, 2540 Olentangy River Road, P.O. Box 3343,
Columbus, OH 43210-0334 [telephone (614) 447-3870; fax (614) 447-3747; e-mail
answers@cas.org]. In addition, the ACS Web site has links to nomenclature
recommendations at http://chemistry.org.

FUNDING SOURCES When submitting a manuscript to the Journal via ACS Paragon
Plus, the submitting author is asked to identify the funding sources for the work
presented in the manuscript. Identifying funding sources is optional during submission
of an original manuscript. Funding source information is required when a revised
manuscript is submitted. Funding should be acknowledged in a separate statement
(not in the Acknowledgment paragraph).

REFERENCES Consult The ACS Style Guide and current issues of the Journal for
examples of reference format. Authors should cite all prior published work directly
pertinent to the manuscript. To demonstrate that the submitted manuscript meets
sufficient interest of the readership of the journal, it is expected that articles recently
published on the respective topic in the Journal of Agricultural and Food Chemistry be
cited to a reasonable extent. As a general guideline, authors should attempt to limit the
literature cited to approximately 50 or fewer citations (except for review or perspective
manuscripts). Authors are responsible for the accuracy of their references. References
taken from a review or other secondary source should be checked for accuracy with
the primary source. References should be listed on a separate page and numbered in
the order in which they are cited in the text. References should be cited in the text by
superscript numbers, for example, 1,2-5, etc. Give complete information, using the last
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name and initials of the author, patentee, or equivalent; do not use “Anonymous”.
Follow Chemical Abstracts Service Source Index for abbreviations of journal titles.
Because subscribers to the Web edition of the Journal are now able to click on the
“Chemport” or other tag following each reference to retrieve the corresponding abstract
from various Web resources, reference accuracy is critical.

Typical references follow the styles given below. For journals: 1. Brown, J.; Jones, M.;
Green, D. Atrticle title. J. Agric. Food Chem. 1980, 28, 1-4. (Issue number must be
used if each issue of the periodical begins with page 1.) For books: 2. Smith, L;
Caldwell, A. Chapter title. In Book Title, edition no.; Keys, F., Park, G., Eds.; Publisher:
City, State (or Country if non-U.S.), Year; Vol. no., pp. For Web pages: 3. Black, A
White, B. Page title. URL (http://...) (most recent access date).

Papers should not depend for their usefulness on unpublished material, and excessive
reference to material “in press” is discouraged. Reference to the authors’ own
unpublished work is permitted if the subject is of secondary importance to the
manuscript in question, but any unpublished results of central importance must be
described in sufficient detail within the manuscript. If pertinent references are “in press”
or unpublished for any reason, furnish copies to enable reviewers to evaluate the
manuscript. An electronic copy of these materials should be uploaded according to the
directions for review-only Supporting Information. “In press” references should include
the Digital Object Identifier (DOI) assigned by the potential publisher.

TABLES AND ARTWORK The tables and graphics (illustrations) should be inserted in
the manuscript file after the References section. Do not upload tables and graphics
that are to be published with the manuscript as Supporting Information files. Tables
and figures should be carefully designed to maximize presentation and comprehension
of the experimental data with superfluous information excluded. Useful information not
directly relevant to the discussion may be included under Supporting Information.
Tables. Tables may be created using a word processor’s text mode or table format
feature. The table format feature is preferred. Ensure each data entry is in its own table
cell. Lower case should be used for all table entries unless a capital letter is required.
If the text mode is used, separate columns with a single tab and use a line feed (enter)
at the end of each row. Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals
and should be grouped after the figure captions. Footnotes in tables should be given
letter designations and be cited in the table by italic superscript letters. The sequence
of letters should proceed by row rather than by column. Each table should be provided
with a descriptive heading, which, together with the individual column headings, should
make the table, as nearly as possible, self-explanatory. In setting up tabulations,
authors are requested to keep in mind the type area of the journal page (17.8 x 25.4
cm), and the column width (8.5 cm), and to make tables conform to the limitations of
these dimensions. Arrangements that leave many columns partially filled or that
contain much blank space should be avoided. Conversely, arrangements that include
>20 columns should be broken into two tables if possible. If significance of values is to
be indicated, use a lower case letter, on line, one space after the value.

Figures and Artwork. The preferred submission procedure is to embed graphic files in
a Word document. It may help to print the manuscript on a laser printer to ensure all
artwork is clear and legible. Artwork should be sequentially numbered using Arabic
numbers. Schemes and charts may have titles and footnotes; figures should have
captions. Insert the captions following the References and the graphics after the
Tables. Additional acceptable file formats are TIFF, PDF, EPS (vector artwork), or CDX
(ChembDraw file). If submitting individual graphic files in addition to their being
embedded in a Word document, ensure the files are named according to graphic
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function (i.e., Scheme 1, Figure 2, Chart 3), not the scientific name. Labeling of all
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