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RESUMO

RIBEIRO, Paula Ferreira de Araujo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2012. Compostos bioativos de camu-camu (Myrciaria dubia) em funcdo do
ambiente de cultivo e do estadio de maturagdo. Orientador: Paulo Cesar
Stringheta. Coorientadores: Tania Toledo de Oliveira e Eduardo Basilio de Oliveira.

O camu-camu é uma Myrtaceae encontrada principalmente na Amazoénia Brasileira e
Peruana, sendo considerada uma das maiores fontes de vitamina C até hoje.
Entretanto, o interesse pelo fruto ndo fica restrito apenas ao teor dessa vitamina, visto
que a quantidade de polifendis, carotendides e alguns minerais também é
significativa. O cultivo natural do camu-camu € a beira de rios e igarapés, onde parte
de seu caule permanece submersa em &gua durante o periodo de cheia dos rios
Amazonicos. Entretanto, o Brasil vem tentando adaptar a cultura em ambiente seco
(solo sem inundacdo), visto que os entraves da producdo em ambientes alagados
(solos inundados) sdo muitos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o teor de
vitaminas (vitamina C e B-caroteno), minerais, polifenois e antocianinas totais, acido
elagico (livre e total) e a capacidade antioxidante in vitro de frutos descarocados e
cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e alagado) e em
diferentes estadios de maturacdo (verde e maduro). Os frutos de ambiente seco
apresentaram, estatisticamente (p<0,05), maior teor de vitamina C, polifendis e
antocianinas totais, assim como de 4&cido elagico total. Por consequéncia,
demonstraram também maior capacidade antioxidante. O teor de PB-caroteno néo
variou (p>0,05) entre os frutos analisados. Os teores de acido elagico livre foram
maiores nos frutos cultivados em ambiente alagado. O camu-camu cultivado em
ambiente seco também apresentou maior teor da maioria dos minerais determinados.
Dessa forma, o plantio do camu-camu em ambiente seco, como alternativa ao
desenvolvimento da cultura e crescimento da producdo, é viavel em relagdo ao
plantio em ambiente alagado, visto que as alteragcbes identificadas apenas
melhoraram as caracteristicas do fruto. Em relacdo ao estadio de maturacao, frutos
verdes e maduros ndo apresentaram diferenca (p>0,05) quanto ao teor de vitaminas.
Entretanto, o conteddo de polifendis totais variou, sendo maior nos frutos maduros,
qgue por consequéncia também apresentaram maior capacidade antioxidante. Em
relacdo aos teores de acido elagico livre e total, os mesmos foram maiores nos frutos

verdes. Alguns minerais, como ferro, manganés e potassio, foram maiores nos frutos



maduros, assim como magnésio, zinco e cobre, apresentaram-se em maior proporcao
nos frutos verdes. A casca, em relacdo ao fruto descarogado, independente do sistema
de cultivo e do grau de maturacdo, apresentou menor concentracdo de vitamina C,
polifendis totais, acido elagico livre e total, bem como também menor capacidade
antioxidante. Entretanto, os teores de [3-caroteno e antocianinas totais foram maiores.
Da mesma maneira, também foi observado na casca, menor teor de todos 0s minerais

investigados no camu-camu.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Paula Ferreira de Araujo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2012. Bioactive compounds from camu-camu (Myrciaria dubia)
depending on the environment and at stage of maturation. Adviser: Paulo Cesar
Stringheta. Co-advisers: Tania Toledo de Oliveira and Eduardo Basilio de Oliveira.

The camu-camu is a Myrtaceae mostly found in Peruvian and Brazilian Amazonia, is
considered one of the greatest sources of vitamin C today. However, interest in the
fruit is not restricted only to the content of this vitamin, since the amount of
polyphenols, carotenoids and minerals also draws some attention. The cultivation of
natural camu-camu is on the verge of rivers and streams, where part of its stem
remains submerged in water during the flood of Amazonian rivers. However, Brazil
has been trying to adapt the culture in a dry environment (soil without flooding),
since the barriers of production in flooded environments (flooded conditions) are
many. The objective of this study was to evaluate the content of vitamins (vitamin C
and p-carotene), minerals, polyphenols and anthocyanins, ellagic acid (free and total)
and in vitro antioxidant capacity of ginned fruit and bark camu-camu grown in
different environments (dry and irrigated) and at different stages of ripening (green
and ripe). The fruits of dry environment exhibited statistically (p <0.05), higher
contents of vitamin C, polyphenols and anthocyanins, and ellagic acid total.
Consequently, also showed higher antioxidant capacity. The content of B-carotene
did not change (p> 0.05) between fruits analyzed. The content of free ellagic acid
were higher in fruits grown in irrigated environment. The camu-camu cultivated in
dry conditions also showed a higher content of most minerals determined. Regarding
the maturity stage, green and ripe fruits showed no difference (p> 0.05) for vitamin
content. However, the total polyphenol content varied, being higher in ripe fruits,
which consequently also had higher antioxidant capacity. Regarding the levels of
total and free ellagic acid, they were higher in unripe fruits. Some minerals, such as
iron, manganese and potassium were higher in ripe fruits, as well as magnesium, zinc
and copper, showed up in greater proportion in unripe fruits. The bark, in relation to
the ginned fruit, regardless of the cropping system and the degree of maturation,
showed lower concentrations of vitamin C, total polyphenols, total and free ellagic
acid and also lower antioxidant capacity. However, the levels of p-carotene and

Vi



anthocyanins were higher. Likewise, was also observed in husk, lower content of all

minerals investigated in camu-camu.
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1 INTRODUCAO GERAL

O consumo de frutas e hortalicas tem sido associado a redugdo no risco de
doengas cronicas ndo transmissiveis como cancer e doencgas cardiovasculares
(AZEVEDO et al., 2007; MIRMIRAN et al., 2009; SOERJOMATARAM, et al.,
2010; FISK Il et al., 2011), principalmente, em virtude da presenca de substancias
antioxidantes (vitamina C, carotenodides, compostos fendlicos, etc.) que estdo
diretamente envolvidas na reducéo do risco de doengas relacionadas com a formagéo
de radicais livres.

Ha alguns anos frutas e hortalicas regionais conhecidas e utilizadas apenas
pela populacdo local comecaram a receber atencdo de pesquisadores. A regido
Amazonica, em particular, é detentora da maior biodiversidade, com uma grande
variedade de frutiferas. O conhecimento a respeito do valor nutricional, capacidade
antioxidante e propriedades bioativas de diversas frutas nativas desta regido, no
entanto, ainda é muito escasso (YUYAMA et al., 2002; YUYAMA et al., 2003;
SILVA FILHO et al., 2005; MAEDA et al., 2007; GENOVESE et al., 2008;
YUYAMA et al., 2008; RUFINO et al., 2010).

Dentre as frutas nativas da regido Amazénica pode-se destacar o0 camu-camu
(Myrciaria dubia), devido ao elevado conteudo de vitamina C reportados, de até
6.000 mge100 g* de fruto (MAEDA et al., 2007; RUFINO et al., 2010;
VILLANUEVA-TIBURCIO et al., 2010). Além disso, o fruto contém elevado
contetdo de compostos fendlicos (GENOVESE et al., 2008; CHIRINOS et al., 2010;
GONCALVES et al., 2010; RUFINO et al., 2010) que contribuem, em grande escala,
para o potencial antioxidante caracteristico do camu-camu.

Seu habitat natural é a beira de rios e igarapés ou regides permanentemente

alagadas, onde a parte inferior de seu caule permanece submersa. No entanto, o



Brasil vem tentando domesticar a cultura, buscando adaptar a mesma ao cultivo em
areas secas (solo sem inundacéo), pois sao muitos os entraves técnicos e econdémicos
da producdo em ambientes alagados. Estudos vém sendo conduzidos nesse sentido,
de forma a ampliar as areas de plantio, aumentar a producéo e a qualidade dos frutos,
que em regides alagadas tendem a diminuir (ZANATTA et al.; 2005; ZANATTA e
MERCADANTE, 2007).

A composicdo dos frutos pode variar conforme o tipo de plantio e a regido de
producdo, em funcdo do solo, clima e técnicas de manejo (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Da mesma forma, variacGes inerentes aos processos de
maturacdo também podem ocorrer (CHIRINOS et al., 2010). Em funcdo disso,
mudancas no conteudo e perfil dos nutrientes e compostos bioativos podem ser
observadas. Assim, investigacdes a respeito da composi¢do do camu-camu frente a
esses fatores de variacdo sdo pertinentes de serem realizadas, e a divulgacdo dos
dados adquiridos podem contribuir para uma maior valorizacdo do mesmo e, por
conseguinte, para a difusdo do seu consumo (in natura ou sob a forma de produtos

processados).

2 HIPOTESE GERAL

Camu-camu cultivado em diferentes ambientes (seco e alagado) e em
diferentes estadios de maturacdo (verde e maduro) apresenta diferentes teores de
compostos fendlicos (polifendis e antocianinas totais, acido elagico livre e total),
vitaminas (vitamina C e B-caroteno) e minerais, bem como capacidade antioxidante

in vitro, também diferentes.



2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar o teor de vitamina C (4cido ascorbico) e B-caroteno em frutos
descarogados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco
e alagado) e em diferentes estadios de maturacdo (verde e maduro).

e Quantificar os teores de minerais (célcio, magnésio, enxofre, zinco, ferro,
manganés, cobre, boro, nitrogénio, fésforo e potassio) em frutos descarocados
e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e alagado) e
em diferentes estadios de maturagdo (verde e maduro).

e Quantificar o teor de polifendis totais, antocianinas totais, acido elagico livre e
total em frutos descarocados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes
ambientes (seco e alagado) e em diferentes estddios de maturacdo (verde e
maduro).

¢ Avaliar a capacidade antioxidante in vitro dos frutos descarocados e das cascas
de camu-camu por diferentes métodos: ABTS e DPPH.

e Auvaliar a interferéncia de compostos redutores (&cido ascorbico, aminoacidos
e aclcares) na quantificacdo de polifendis totais, pelo método
espectrofotométrico do reagente de Folin-Ciocalteau, de frutos descarocados
de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e alagado) e em

diferentes estadios de maturacéo (verde e maduro).
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ARTIGO 1

COMPOSTOS BIOATIVOS EM CAMU-CAMU (Myrciaria dubia) E SEUS

EFEITOS BENEFICOS A SAUDE

RESUMO

O camu-camu (Myrciaria dubia), um fruto produzido na Amazénia Brasileira, é
considerado uma fonte promissora de compostos bioativos como polifendis, vitamina
C e carotendides. Ainda é pouco conhecido, em virtude, principalmente, de ser um
fruto regional, com producdo concentrada essencialmente em parte da regido Norte
do Brasil. Com isso, informacBes a respeito da composicdo, bem como dos
beneficios que o consumo pode proporcionar ao organismo Ssao estratégicos. Isto
ajudaria a difundir o conhecimento sobre o fruto, contribuindo para uma melhor
valorizacdo tecnoldgica do mesmo. Portanto, este trabalho tem como objetivo
apresentar uma revisao sobre o camu-camu e 0S principais compostos bioativos
presentes no mesmo (vitamina C, B-caroteno, luteina, flavonoides ndo antocianicos,
acido elagico e antocianinas), relacionando a sua composicdo com a diminuicao do

risco da incidéncia de algumas doencas.

Palavras-chave: Myrtaceae, vitamina C, polifendis, carotendides, potencial

antioxidante.
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1 INTRODUCAO

Ainda pouco conhecido e difundido entre a populacdo, o camu-camu
(Myrciaria dubia), nativo da Amazonia Peruana e Brasileira, € um fruto que desperta
0 interesse de um numero cada vez maior de pesquisadores. Vermelho arroxeado, do
tamanho de uma cereja, lembrando a jabuticaba, o camu-camu é apontado como uma
das mais importantes fontes de vitamina C, podendo conter até 6000 mg+100 g™ de
fruta (YUYAMA et al., 2002). Além disso, apresenta outros compostos bioativos
como carotendides (luteina e [-caroteno, em maior propor¢do) (AZEVEDO-
MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004) e alguns minerais como potassio,
calcio, magnésio e sodio (JUSTI et al., 2000). Caracteriza-se, também, por apresentar
elevado contetdo de compostos fenolicos, substancias ndo nutritivas que chamam
atencdo pela sua atividade antioxidante, capaz de, segundo algumas pesquisas,

minimizar o risco de incidéncia de algumas doencas cronicas ndo transmissiveis



(MIRMIRAN et al., 2009; SOERJIOMATARAM et al., 2010; FISK Il et al., 2011).
Entre os compostos fendlicos presentes no camu-camu, destaca-se o0 acido elagico
(48 mg100 g/peso fresco) (GENOVESE et al., 2008), as antocianinas cianidina-3-
glicosideo e delfinidina-3-glicosideo (48 e 2,75 mge100 g/peso fresco,
respectivamente) (ZANATTA et al., 2005), e os flavondides ndo antocianicos
quercetina (2,4 mg+100 g/peso fresco) e rutina (1,3 mge100 g*/peso fresco)
(REYNERTSON et al., 2008).

Assim, 0s objetivos desse artigo sdo apresentar caracteristicas botanicas e
geoecondmicas do camu-camu e fazer uma revisdo dos compostos bioativos
presentes no fruto, enfatizando o efeito dos mesmos no metabolismo humano.
Destaque sera dado ao potencial dos compostos na reducdo do risco de incidéncia de
algumas doencas. Pretende-se com o0 exposto, contribuir para a valorizacdo
tecnoldgica destes frutos, visando a utilizagdo dos mesmos na elaboracdo de produtos

alimenticios com alegacéo funcional ou de compostos fitoterapicos.

2 CAMU-CAMU (Myrciaria dubia)

2.1 Aspectos botanicos e geograficos do fruto

O camu-camu pode ser encontrado em quase toda a Amazdnia Brasileira
(Amazonas, Roraima, Rondonia, Tocatins e outros) (Figura 1A), apresentando-se
como um arbusto de pequeno porte que pode atingir de 4 a 8 metros de altura. E uma
angiosperma pertencente a familia Myrtaceae, sendo uma espécie silvestre
normalmente encontrada a beira de rios e igarapés, onde parte inferior de seu caule
(cerca de 30 a 40 % da estatura) permanece submersa, podendo ficar de 4 a 6 meses
em baixo da &gua (Figura 1B) (YUYAMA, 2011). A formacdo dos brotos ocorre

quando o nivel dos rios baixa. O florescimento e a frutificagdo comecam quando o



nivel dos mesmos sobe. A temperatura média ideal para o desenvolvimento do camu-
camu € de aproximadamente 25 °C, com uma umidade relativa do ar de 70 a 95 %
(YUYAMA et al., 2001).

O cultivo em solos sem inundacdo (ambiente seco) (Figura 1C) vem
crescendo no Brasil, como uma alternativa para ampliar as areas de cultivo, visto que
o fruto € pouco conhecido no pais. Esta aparece como uma alternativa para aumentar
sua producdo, disseminando a espécie para as diversas regides do Brasil, tornando-a,
assim, mais conhecida e acessivel a populacdo (YUYAMA, 2011).

O camu-camu é uma planta perene que frutifica de novembro a marco,
quando o cultivo é em ambientes alagados. Em ambientes secos, por outro lado,
podem ocorrer duas safras no ano, uma de novembro a margo e outra nos meses de

junho e julho (ZANATTA e MERCADANTE, 2007; YUYAMA, 2011).

2.2 Caracteristicas do fruto

Os frutos de camu-camu sdo arredondados, com 10 a 32 mm de diametro,
podendo pesar entre 8,5 e 10 gramas. Possuem coloracdo avermelhada (Figura 1E)
passando a roxo-escuro no final da maturacdo (Figura 1F). A polpa é aquosa e acida,
e envolve de 2 a 3 sementes (Figura 1F) (PINEDO, 2007).

A cor do camu-camu se deve a presenca de antocianinas, as quais estdo
concentradas principalmente no pericarpo (casca) e sao transferidas a polpa apenas
durante o processamento industrial (ZANATTA et al., 2005). Com isso, é importante
que 0 consumo e o processamento do fruto ocorram em conjunto com a casca, pois a
ndo utilizacdo da mesma implicaria em um baixo aproveitamento das antocianinas

presentes no camu-camu.



Figura 1 — (A) Mapa do Brasil com destaque para a Regido Amazonica; (B) Arbusto
de camu-camu (cultivo em ambiente alagado); (C) Arbusto de camu-camu (cultivo
em ambiente seco); (D) Fruto de camu-camu verde; (E) Fruto de camu-camu
maduro; (F) Visualizagdo interna do fruto de camu-camu em estadio final de

maturacao.

Os frutos de camu-camu ndo sao climatéricos (GAVINHO, 2005). Em func¢éo
dessa caracteristica, devem ser colhidos no estddio 6timo de amadurecimento
comestivel (caracterizado pela coloracdo vermelha da casca), pois ndo conseguem
atingir a maturacdo total apds a colheita. Assim, se colhidos no estadio inicial de
desenvolvimento, ainda verde (Figura 1D), ndo poderdo ser consumidos
posteriormente, pois sua composicao torna o fruto desagradavel ao paladar.

Devido a elevada acidez e ao sabor bastante azedo, o fruto &€ pouco
consumido in natura. Em funcéo disso, é utilizado no preparo de diversos produtos
como sucos, sorvetes, picolés, geléias e licores (MAEDA et al., 2006). Dessa
maneira, a elaboracéo de produtos derivados do camu-camu pode ser uma alternativa
de renda para as comunidades ribeirinhas localizadas na Amazonia Brasileira, onde o

fruto € obtido, através do extrativismo, de arbustos naturalmente presentes nas
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margens dos rios. Segundo YUYAMA (2011), o camu-camu é uma das frutiferas
cujo extrativismo € viavel para a populacéo local, pois o fruto amadurece no periodo
das cheias dos rios, quando os ribeirinhos e pescadores ficam sem trabalho. Em
contrapartida, produtos derivados também podem ser um incremento econémico para
o0s produtores da fruta, visto que o consumo in natura ndo é a forma mais apreciavel.

As maiores producGes de camu-camu estdo concentradas na Amazonia
Peruana, devido as condic@es climaticas que favorecem o plantio da fruta. Com isso,
0 Peru € o maior exportador de camu-camu, e, segundo a OTCA (Organizacdo do
Tratado de Cooperacdo Amazdnica), foi responsavel por 72 % da exportacao da fruta
no ano de 2011. As principais formas de comercializacdo do pais foram farinha de
camu-camu (76 %), extrato (13,4 %) e camu-camu desidratado (6,2 %). Os paises de
destino foram Estados Unidos (56 % das vendas), seguido pelo Canada (19 %),
Reino Unido (5,3 %), Japdo (4,4 %), Franca (2,9 %), Australia (2,8 %) e Alemanha
(2,7 %) (OTCA, 2011).

O grande interesse no camu-camu esta relacionado principalmente com a sua
composicdo bastante variada, com concentracBes expressivas, em CcOmpostos
bioativos (Figura 2), o que faz da fruta uma matéria-prima promissora para a

elaboracdo de alimentos funcionais e/ou produtos fitoterapicos.
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CAROTENOIDES: B-
caroteno e luteina

CAMU-CAMU

FLAVONOIDES:
rutina e quercetina

ANTOCIANINAS

ACIDO
ELAGICO

Figura 2 — Compostos bioativos presentes no camu-camu.

Na Tabela 1 estdo descritas relagcbes entre a composi¢do bioativa do camu-
camu e de outros vegetais também considerados fontes de vitamina C, carotendides
(luteina ¢ PB-caroteno) e compostos fendlicos (quercetina, antocianinas e &cido
elagico). Na Tabela 2 sdo apresentados estudos que descrevem alguns efeitos
bioldgicos reportados para estas respectivas biomoléculas. Nas sessdes subsequentes
sdo revisadas as correlagcbes entre o consumo regular destes compostos e 0s

beneficios para a satide humana.
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Tabela 1 — Composi¢éo bioativa de camu-camu (Myrciaria dubia) e de outros vegetais também considerados fontes das respectivas biomoléculas

Composto Amostra Capacidade Antioxidante Referéncias
Camu-camu: 1.100 — 1.800 mg AGE=100 g™ (B.U.) Camu-camu: 1.400 pmol TEACs g B.S. (DPPH) Géﬂl\fg\?égg i fzggggé),
Acerola (Malpighia ermaginata): 1.300 — 2.200 mg AGE+100 g Acerola: 966 pmol TEAC+100 g * B.U. (ABTS) GON ' .
1 . K| CALVES et al. (2010);
Polifendis (B.U) Acgai: 2,78 umol TEAC+100 g~ B.S. (ABTS) MEZADRI et al. (2008);
. Acai (Euterpe oleracea): 3.437 mg AGE+100 g™ (B.S.) Casca de uva Isabel: 3.640 umol TEAC+100 g™ ' '
totais R > _ CHIRINOS et al. (2010);
Casca de uva Isabel (Vits vinifera x Vitis labrusca): 1.839 mg B.S. (DPPH) RUFINO et al. (2010);
CE+100 g* (B.S.) Jabuticaba: 3.750 umol TEACe 100g™ B.U. ROCKENBACH et al (20’11),
Jabuticaba (Myrciaria cauliflora): 440 mg AGE+100 g™ (B.U.) (ABTS) ' ’

GORDON et al. (2012)

Antocianinas

Camu-camu: 40 — 100 mg+100 g* (B.U.)

Acai: 224 mg+100 g* (B.U.)

Casca de uva Isabel: 456,52 mg*100 g™ (B.S.)

Jambolio: 2.970 pmol TEAC+ 100g™ B.U.

ZANATTA et al. (2005);
MAEDA et al. (2006);
GENOVESE et al. (2008);

totais Jabuticaba: 58,1 mg=100 g* (B.U.) (ABTS) RUFINO et al. (2010):
Jambol&o (Syzygium cumini): 93,3 mg+100 g™ (B.U.) ROCKENBACH et al. (2011)
Camu-camu: 4,1 mg+100 g™ (B.U.)
Acerola: 5,3 mge100 g* (B.U.) Morango: 1.221 pmol TEAC+100 g™ B.U. GENOVESE et al. (2008);
Quercetina Jabuticaba: 1,1 mg+100 g™ (B.U.) (DPPH) HOFFMANN-RIBANI et al.
Morango (Fragaria ananassa): 1,1 mg+100 g™* (B.U.) Pitanga: 41 mmol TEAC+100 g B.U. (DPPH) (2009); PINELI et al. (2011)
Pitanga (Eugenia uniflora L.): 6,2 mg+100 g* (B.U.)
GENOVESE et al. (2008);
< . Camu-camu: 45 — 48 mge100 g™ (B.U.) , g PINTO et al. (2008);
Acido Framboesa (Rubus idaeus L.): 100 — 300 mg»100 g™ (B.U.) Framboesa: 305 - 351 umol TEAC-g™ B.S. - pevNERTSON et al. (2008);
elégico total (DPPH)

Morango: 42 mg*100 g™ (B.U.)

ZHANG et al. (2010);
BOBINATE et al. (2012)

*AGE: acido gaélico equivalente; TEAC: equivalente de Trolox; B.S.: base seca; B.U.: base imida.
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Tabela 1 - Continuacao

Composto Amostra

Capacidade antioxidante

Referéncias

Camu-camu: 1.800 —2.500 mg+100 g (B.U.)
Acerola: 1.300 —2.200 mg+100 g™ (B.U.)
Vitamina C Goiaba (Psidium guajava) 65,8 mg+100 g* (B.U.)
Jamboldo: 112 mge100 g™ (B.U.)
Morango: 42,45 mge100 g™ (B.U.)

Goiaba: 380 pmol TEAC+100 g™
B.U. (ABTS)

MAEDA et al. (2006); CHIRINOS et
al. (2010); RUFINO et al. (2010);
CARDOSO et al. (2011); VALENTE
et al. (2011); McCOOK-RUSSELL
etal. (2012)

Camu-camu: 140 pg+100 g™ (B.U.)
Acerola: 6.100 pg+100 g (B.U.)
B-caroteno Cenoura (Daucus carota L.): 7.400 pge100 g*(B.U))
Espinafre (Tetragonia expansa): 4.400 pge100 g™ (B.U.)
Pitanga: 510 pge100 g™ (B.U.)
Manga (Mangifera indica): 1.557 ug+100 g™ (B.U)

Manga: 156,6 pmol TEAC+100 g*
B.U. (ORAC)

ZANATTA e MERCADANTE
(2007); PERRY et al. (2009);
NORATTO et al. (2010); BAGETTI
etal. (2011); BISWAS et al. (2011);
CARDOSO et al. (2011);
OLIVEIRA et al. (2011)

Camu-camu: 600 pge100 g™ (B.U)
Luteina Couve (Brassica oleracea): 3.500 pg+100 g™ (B.U)
Espinafre: 6.000 ug+100 g* (B.U)

NACHTIGALL et al. (2007);
ZANATTA e MERCADANTE
(2007)

* TEAC: equivalente de Trolox; B.S.: base seca; B.U.: base Umida.
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Tabela 2 — Compostos bioativos em camu-camu (Myrciaria dubia) e seus efeitos na reducdo do risco de incidéncia de algumas patologias

Composto Efeito Comprovagoes Referéncias
Extrato de casca de amendoim (Arachis hypogaea L.), rico em polifendis, foi eficiente na
~ . AR BANSODE et al.
reducdo da gordura viceral, dos teores de triglicerideos, colesterol total e LDL-colesterol no (2012)
figado e plasma de ratos.
e Hipocolesterolemiante Um estudo com diversas variedades de macd (Malus domestica) mostrou que existe
Polifenois o . R N P
totais Antioxidante correlacdo entre os polifendis presentes nas mesmas e a redugédo dos niveis de colesterol SERRA et al. (2012)

Antidiabético

total e LDL-colesterol em ratos.

Extratos de framboesa (Rubus idaeus L.) mostram potencial efeito inibitorio, in vitro, da
atividade da enzima a-glicosidase, podendo atuar contra o diabetes através da inibi¢do da
digestdo do amido.

ZHANG et al. (2010)

Antocianinas
totais

Hipocolesterolemiante
Antiaterogénico
Anticancerigeno

Um estudo mostrou que o consumo de um tipo de uva tinta (Vitis vinifera x Vitis labrusca),
rica em antocianinas e com apenas tracos de resveratrol, diminuiu a oxidacdo da
lipoproteina LDL em humanaos, interferindo positivamente na patogénese da aterosclerose.

KAMIYAMA et al.
(2009)

Diferentes tipos de “berries”, framboesa (Rubus idaeus L.), mirtilo (Vaccinium sp.),
morango (Fragaria ananassa) e acai (Euterpe oleracea), foram capazes de inibir a
formag&o de tumor induzido no esdfago de ratos. Também foram capazes de diminuir 0s
niveis de citocinas séricas (interleucinas 5 e 8), relacionando esse efeito com 0 aumento da
capacidade antioxidante no soro sanguineo.

STONER et al. (2010)

Extrato antociénico de framboesa (Rubus idaeus L.) mostrou atividade antiinflamatoria, in
vitro, devido & inibi¢do de ciclooxigenases; atividade antiproliferativa em células tumorais

BOWEN-FORBES et

Quercetina

Antidiabético
Antioxidante
Anticancerigeno

humanas e potencial de inibicdo da peroxidacdo lipidica. al. (2010)
A quercetina se foi eficiente na disfuncdo cognitiva em ratos com diabete induzida. BHU-{ZAC‘)?S etal.

A quercetina apresentou efeito protetor no rim de ratos contra lesdo oxidativa induzida por
chumbo, melhorando a funcdo renal, atenuando alteracdes histopatolégicas, diminuindo o
dano oxidativo ao DNA e a apoptose.

LIU et al. (2010)

Uso da quercetina como adjuvante no tratamento do carcinoma gastrico humano.

BORSKA et al.
(2012)
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Tabela 2 — Continuacao

Composto Efeito Comprovagoes Referéncias
O é&cido elagico foi eficaz na protecdo cardiovascular e na melhoria da disfungéo cardiaca
~ A e - KANNAN e QUINE
Cardioprotetor atuando contra lesdes do mlocard_lo e o_es'_[resse_omdatlvo em ratos com infarto do etal. (2011)
Acido elagico Antioxidante miocardio induzido.
Antiinflamatorio O é&cido elagico foi eficiente em atenuar os efeitos da doenca de Chron (inflamagéo ROSILLO et al.
intestinal), minimizando o estresse oxidativo e os eventos inflamat6rios em ratos. (2011)
O B-caroteno pode exercer influéncia sobre algumas linhagens de células leucémicas (teste
) . F « x e SACHA et al. (2005)
Anticancerigeno in vitro), podendo aumentar a apoptose por modulacdo da expressdo dos genes regulatorios.
[-caroteno Antidiabético —— —— - ——
Antioxidante A acumulagdo, in vitro, de B-caroteno em adipdcidos resistentes a insulina recuperou a
expressao do gene relacionado a sensibilidade a insulina e diminuiu os niveis de espécies KAMEJI et al (2010)
reativas de oxigénio.
A luteina se mostrou eficiente na diminuigdo da espessura da placa de ateroma em pacientes LIDEBJER et al.
. . com doenga cardiovascular crénica e aguda. (2007)
Antiaterogenico A ingestdo de 5 mg de luteina, duas vezes ao dia durante 2 semanas, diminuiu a fadiga
Luteina Antioxidante 9 g N . : 9 YAGI et al. (2009)
. , visual em individuos com idade entre 22 e 45 anos.
Anticancerigeno N . " esting de rat P i — -
uteina foi capaz de proteger o intestino de ratos contra injlrias oxidativas ap6s isquemia SATO et al. (2011)
e reperfusdo intestinal.
Vitamina C Hipocolesterolemiante A suplementacdo com 500 mg/dia de vitamina C resultou em decréscimo nas concentra¢des MCRAE (2007)

de LDL-colesterol e triglicerideos séricos em humanos.
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2.3 Principais compostos bioativos em camu-camu

Figura 3 — Estrutura quimica das principais biomoléculas presentes no camu-camu:
(A) Luteina; (B) B-caroteno; (C) Acido ascorbico (Vitamina C); (D) Acido elégico;

(E) Estrutura geral das antocianidinas; (F) Quercetina; (G) Rutina.

2.3.1 Carotenoides

Os diversos tipos de carotendides sdo biossintetizados pela mesma via
metabolica, onde modificacBes inerentes a formacdo de cada composto ddo origem
as diferentes estruturas que ocorrem nos vegetais. O acido mevaldnico é o precursor
primario na via biossintética de producdo dos carotenoides, pois € a partir dele que o
isopentenil difosfato, composto base de todos os isoprendides, é originado (Figura 4).
Este, a partir de uma série de reacGes, se transforma em um fitoeno (primeiro
composto de 40 carbonos, mas ainda sem colorac¢do), que por dessaturacdo gera o
licopeno. O licopeno por ciclizagdo origina o B-caroteno, que apoOs reacdes de
hidroxilagdo se transforma nas xantofilas (VALDUGA et al., 2009; BARRETO et

al., 2011).
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Acido Meval6nico

\4
Isopentenil difosfato
\4
Fitoeno
> Dessaturagéo
v
Licopeno
> Ciclizacao
\4
B-caroteno
> Hidroxilagédo
\4
Xantofilas

Figura 4 — Representacdo esquematica dos estagios da biossintese dos carotendides.

Costuma-se agrupar os diversos tipos de carotendides em dois grandes
grupos: 0s carotenos, que quimicamente sdo compostos por carbono e hidrogénio; e
as xantofilas, que sdo derivados oxigenados. Faz parte do segundo grupo a luteina
(Figura 3A) e, do primeiro, o p-caroteno (Figura 3B), dois carotenoides encontrados
em maior proporcdo no camu-camu (600 e 140 pge100 g/peso fresco,
respectivamente) (ZANATTA e MERCADANTE, 2007).

Os carotenos, em virtude da sua estrutura, sdo apolares; enquanto que as
xantofilas apresentam certa polaridade, em fungcdo dos grupamentos organicos
oxigenados (cetonas, alcodis e aldeidos) presentes na estrutura. Em consequéncia
disso, o [-caroteno tem a capacidade de atuar no interior das membranas

lipoproteicas das células, protegendo-as contra a oxidacdo. Em contrapartida, a
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luteina, por ser menos hidrofébica, tem a capacidade de reagir com radicais livres
presentes em regides aquosas da superficie das membranas celulares (DENICOLA et
al., 1996).

Os carotenoides agem in vivo principalmente como desativadores do oxigénio
singlete ou como sequestradores dos radicais peroxila, reduzindo a oxidacdo do DNA
e dos lipidios. Com isso, podem ser capazes de diminuir a incidéncia de cancer,
doencas cardiacas e degenerativas, uma vez que essas patologias estdo diretamente
ligadas aos processos oxidativos (RAO e RAO, 2007).

Um estudo relacionou os niveis de xantofilas e carotenos no plasma de
pacientes com doenca cardiovascular (cronica e aguda) e verificou que os teores de
luteina, a-caroteno, P-caroteno e licopeno foram menores nos pacientes com a
patologia descrita, quando comparados a um grupo controle. A observacdo indica
que esses compostos tém ligacdo direta com esse tipo de doenca, podendo interferir
no desenvolvimento da mesma. Neste estudo, os autores verificaram uma relacéo
direta entre a luteina e a diminuicdo da espessura da placa de ateroma, predispondo a
idéia de que esse carotendide pode ser um adjuvante na progressdo da aterosclerose
(LIDEBJER et al., 2007).

A relagdo dos carotendides com o cancer foi estudada por HUNG et al.
(2006). Os autores evidenciaram o efeito protetor dos carotenoides, entre eles, luteina
e B-caroteno, sobre o cancer de bexiga e mencionaram que esse tipo de patologia
pode ser prevenida por meio da ingestao de alimentos ricos nesses nutrientes.

Os vegetais de folhas verdes, como a couve e o espinafre sdo boas fontes de
luteina, assim como a cenoura ¢ a acerola sdo grandes fontes de B-caroteno (Tabela
1), ambos apresentando valores dos respectivos carotendides bem acima da

quantidade encontrada no camu-camu. Entretanto, mesmo o camu-camu ndo sendo
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uma fonte expressiva de luteina e B-caroteno, a ingestdo do fruto pode ser uma
alternativa de inclusdo desses nutrientes na dieta, que se consumido diariamente pode
fortalecer o organismo e com isso, diminuir o risco de incidéncia de algumas
patologias.

O B-caroteno é um dos principais carotenoides da dieta, em virtude da sua
capacidade de conversdo em vitamina A. Ao ser ingerido pode ser absorvido na sua
forma original ou hidrolisado para retinol, o qual vai depender, principalmente, das
caracteristicas da matriz alimentar e de fatores intrinsecos do individuo, como
condicdes do trato gastrointestinal e aporte de vitamina A no organismo, sendo esta
ultima, uma das mais relevantes. A interacdo do carotendide com o0s demais
constituintes do alimento e o tipo de processamento aplicado a matéria-prima sao
fatores que podem influenciar a biodisponibilidade dos carotendides (YEUM e
RUSSELL, 2002; SIQUEIRA et al., 2007; ORNELAS-PAZ et al., 2010).

Um estudo realizado por SIQUEIRA et al. (2007) avaliou o potencial de
bioconverséo, em ratos, do B-caroteno sintético e do $-caroteno oriundo de folhas de
mandioca em vitamina A. Os autores verificaram que a bioconversao do composto
sintético foi maior que a do composto de origem vegetal, relacionando o
acontecimento ao fato de que o carotendide na folha de mandioca esta ligado a
proteinas e localizado no interior dos cloroplastos, o que torna dificil a sua liberacéo
no trato gastrointestinal. Os autores também observaram que a bioconversdo do f-
caroteno em folhas de mandioca secas e moidas foi menor que em folhas de
mandioca cozidas, mostrando que o processamento também pode influenciar na
biodisponibilidade desse nutriente. Com isso, € importante mencionar que, além da

quantidade do carotendide presente no alimento, a capacidade de bioconversdo do
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mesmo também é um fator importante no momento de se avaliar a sua
biodisponibilidade.

A vitamina A desempenha diversas fungdes no organismo, relacionadas com
a visdo, o0 crescimento 0sseo e a diferenciacdo dos tecidos. Apesar disso, a
deficiéncia de vitamina A ainda € um problema de saude publica no mundo e, nos
paises em desenvolvimento, é agravado em virtude do baixo consumo de alimentos
energéticos. Com isso, as fontes vegetais sdo de grande importancia, pois podem
substituir as fontes de origem animal, as quais sdo mais abundantes em vitamina A,
mas em contrapartida, apresentam custo mais elevado (SOUZA e VILAS BOAS,
2002; SIQUEIRA et al., 2007).

A luteina, juntamente com a zeaxantina, esta presente na regido macular do
olho em quantidade muito maior que em qualquer outro tecido humano, sendo a
méacula, uma pequena area da retina responsavel pela visdo central e nitidez das
imagens. Dos principais beneficios associados a luteina (Tabela 2), a prote¢do do
olho contra a degeneracdo macular relacionada a idade, é considerada um dos mais
importantes (STRINGHETA et al., 2006). Diversos estudos sugerem associacao
direta entre a ingestdo elevada de luteina e a diminuicdo no risco da degeneragédo
macular. YAGI et al. (2009) verificaram que a ingestdo de 5 mg de luteina, duas
vezes ao dia durante 2 semanas, diminuiu a fadiga visual em individuos com idade
entre 22 e 45 anos. NOLAN et al. (2007) observaram que existe uma expressiva
associacdo entre a falta de luteina e zeaxantina na méacula e os fatores de risco (idade,
tabagismo e historico familiar) para o desenvolvimento da degeneracdo macular,
salientando os beneficios dos pigmentos maculares.

O mecanismo de protecdo da retina pelos pigmentos maculares deve-se a

capacidade que os mesmos apresentam em filtrar a luz azul danosa aos tecidos da
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retina, reduzindo a extensao do dano fotooxidativo. A luz azul gera espécies reativas
de oxigénio (EROS) na retina que desencadeiam a peroxidacdo das membranas
lipidicas (STRINGHETA et al., 2006; LEUNG, 2008).

A luteina ndo é sintetizada pelo organismo humano e com isso, a ingestao de
alimentos fontes desse carotendide (Tabela 1) € de extrema importancia para a
protecdo do olho contra as degeneracGes que a idade pode acarretar. Assim, a
inser¢do na dieta do camu-camu, e/ou de produtos tecnologicamente processados a
partir do mesmo, pode reduzir a probabilidade de incidéncia da principal patologia

relacionada com a ingestdo de luteina.

2.3.2 Vitamina C (Acido ascorbico)

A sintese de vitamina C (Figura 3C) nos vegetais ocorre a partir da glicose
produzida pela planta durante a fotossintese (CHITARRA e CHITARRA, 2005),
através das rotas biossintéticas do acido galacturénico e do mio-inositol (HANCOCK
et al., 2003).

A necessidade dietética de vitamina C ocorre porque o homem, ao contrario
dos vegetais, ndo é capaz de sintetizar o composto devido a auséncia da enzima
hepética L-gulonolactona-oxidase, que catalisa a conversdo da L-gulonolactona em
acido ascorbico (VERRAX e CALDERON, 2008). Com isso, 0 camu-camu, em
virtude do seu elevado teor de vitamina C (Tabela 1), torna-se um alimento
importante para a dieta, pois € uma excelente fonte de um nutriente que o organismo
humano néo é capaz de sintetizar. A ingestdo didria recomendada de vitamina C para
adultos € em torno de 60 mg (BRASIL, 2005). Em funcdo do grande aporte dessa
vitamina no camu-camu, em geral, 0 consumo de 6 g, ou seja, de um fruto de camu-

camu é o suficiente para cobrir a ingest&o sugerida. E importante mencionar que, em
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funcdo da elevada quantidade de vitamina C presente no camu-camu, 0 CONSUMO
exagerado da fruta pode desencadear nausea ou diarréia. Entretanto, por ser um
composto hidrossolivel, o excesso de vitamina C é rapidamente eliminado pela
urina, o que pode originar, em longo prazo, problemas nos rins e bexiga, devido ao
elevado volume de excreta produzido. Contudo, é possivel de acarretar formacéo de
pedras nos rins, em funcdo da deposi¢édo de seu metabolito principal, o acido oxalico
(SONI et al., 2010).

Por ser uma substancia hidrossoluvel, a vitamina C é a primeira linha de
defesa contra radicais livres em meio aquoso. Pode atuar contra a peroxidacdo
lipidica de duas maneiras: no plasma sanguineo, neutralizando radicais livres e com
isso, minimizando, por exemplo, o risco de oxidacdo das lipoproteinas, em especial
da LDL (lipoproteina de baixa densidade) (McGREGOR e BIESALSKI, 2006;
TALAULIKAR e MANYONDA, 2011); ou na regeneracdo de antioxidantes
lipofilicos, atuando em sinergismo com a vitamina E regenerando-a apds a sua
oxidacdo, através da doacdo de um atomo de hidrogénio (VERRAX e CALDERON,
2008).

KUIPER et al. (2011) verificaram que a suplementacdo com vitamina C (500
mg duas vezes por dia) reduziu, em grande escala, a concentracdo de metabdlitos
urinarios derivados do 4-hidroperoxi-2-nonenal, como o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)
em individuos fumantes. Segundo esses autores, esses compostos sdo derivados da
reacdo de radicais livres com acidos graxos poliinsaturados, e estdo diretamente
ligados a patologias como o Alzheimer e o cancer.

A vitamina C também tem grande importancia em outras rotas metabolicas
como na formacdo do colageno, no fortalecimento do sistema imunoldgico e na

biossintese de aminoacidos. Na formacdo do colageno, juntamente com o ferro e o
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oxigénio, é necessaria para formar a hidroxiprolina e a hidroxilisina, dois
aminoacidos que fazem parte da composicdo do colageno (PADAYATTY et al.,
2003). Com isso, a ingestdo de frutos de camu-camu pode ser um adjuvante nos
processos de cicatrizacdo, onde o elevado teor de vitamina C presente no fruto pode
impulsionar a producdo de colageno, e assim, a reconstituicdo da pele. Ao mesmo
tempo o camu-camu também tem potencial para ser utilizado na elaboracdo de
produtos fitoterapicos com aplicacdo direta em lesdes ocasionadas na pele.

No sistema imunologico, a vitamina C estimula a producdo de interferon e
das imunoglobulinas A e M, 0s quais sdo responsaveis por proteger o organismo de
agentes externos como virus, bactérias e células tumorais. Em virtude desse e
também de outros fatores, foi que se estabeleceu uma relagédo direta entre a vitamina
C e o cancer, pois o fortalecimento do sistema imunoldgico promove um aumento na
producdo de células imunes, as quais destroem as células pré-cancerigenas e
cancerigenas, que sdo reconhecidas pelo organismo como células invasoras. Outro
fator que relaciona a vitamina C com o cancer € a sua acao antioxidante, que através
da neutralizacdo de radicais livres diminui a ocorréncia de mutacdes irreversiveis no
DNA das células e com isso, evita a formacdo de células cancerigenas (GLASER et
al., 2000; VERRAX e CALDERON, 2008). Também apresenta grande importancia
na prevencao da anemia, pois atua como fator promotor da absorcdo de ferro nao
heme (inorgénico) presente nos alimentos de origem vegetal. O &cido ascorbico
promove a reducdo do Fe** (pouco sollvel no intestino) a Fe®*, para que seja
absorvido; facilita a liberacéo do ferro da transferrina (proteina que transporta o ferro
no sangue) e da ferritina (principal proteina de armazenamento do ferro); e participa
de modo importante da sintese de ferritina e, portanto, do depdsito de ferro

(DUARTE e JONES, 2007).
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De acordo com KIM (2012), a suplementacdo com vitamina C em pacientes
submetidos a hemodialise ¢ um adjuvante na tentativa de elevar os niveis séricos de
ferro dos mesmos, visto que a deficiéncia desse mineral é constante nesse tipo de
paciente. O consumo diario de 100 g de camu-camu € suficiente para fornecer em
torno de 10 % da necessidade diaria recomendada de ferro (14 mg) (BRASIL, 2005).
Entretanto, apesar de o camu-camu nédo apresentar elevado teor desse mineral, a sua
composicao rica em vitamina C torna altamente biodisponivel o ferro presente no

fruto e em outros alimentos ingeridos em conjunto.

2.3.3 Compostos Fenolicos

A producdo de compostos fendlicos nos vegetais é caracterizada por um
mecanismo de defesa em resposta a doencas provocadas por patdgenos, radiacao
ultravioleta, temperaturas extremas e injurias mecanicas (NACZK e SHAHIDI,
2004; SAIGNE-SOULARD et al., 2006). A fenilalanina é o principal precursor
desses compostos, 0s quais (entre eles taninos, flavondides e antocianinas) sdo
formados a partir das vias do chiquimato (&cido chiquimico) e/ou malonato. A
enzima fenilalanina-amonialiase (PAL) atua como catalisador da reacdo de
biossintese, transformando a fenilalanina em acido cinamico, onde a partir do mesmo
sdo originados os compostos fendlicos (SAIGNE-SOULARD et al., 2006).

A relagdo dos compostos fendlicos com o metabolismo e a diminuicdo do
risco de algumas patologias (Tabela 2) deve-se, principalmente, ao potencial
antioxidante que essas substancias apresentam. A capacidade antioxidante desses
compostos esta relacionada a presenca de grupos hidroxilas em sua estrutura. O
grupamento hidroxila cede um atomo de hidrogénio e um elétron para o radical livre,

neutralizando-o (Figura 5) (ELISIA et al., 2007).
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F-OH+R+ —— > F-O++RH
Figura 5 — Inativacdo de radicais livres a partir dos compostos fendlicos. (F-OH:

composto fendlico; Re: radical livre; RH: radical livre estabilizado)

Evidéncias atuais sugerem que os compostos fendlicos sdo capazes de
contribuir para a reducdo do risco de ocorréncia de diversas doengas como alguns
canceres (ARAUJO et al., 2011), a hipertensdo (MEDINA-REMON et al., 2011), a
hiperglicemia (GONCALVES et al., 2010), a hipercolesterolemia (RIBEIRO et al.,
2011) e as doencas cardiovasculares (DALEPRANE et al., 2012). GONCALVES et
al. (2010) reportaram em seu estudo que o extrato polifendlico de camu-camu
mostrou-se eficiente na inibicdo da atividade da a-amilase ¢ a-glicosidase, podendo
ser um adjuvante na prevencao da hiperglicemia.

O camu-camu apresenta elevados teores de polifendis (em média 1.000
mg+100 g de fruto), maior que muitas frutas consideradas fontes desses compostos,
como acerola, jabuticaba e acai (Tabela 1). Assim, o aporte polifendlico do camu-
camu, além de ser um adjunto na reducdo do risco das patologias citadas
anteriormente, pode ser um incentivo para a valorizacdo de frutas e hortalicas
caracteristicas da regido Amazénica e também, para a elaboracdo de produtos
derivados, sejam eles alimentos funcionais e/ou produtos fitoterapicos. Além disso,
em conjunto com o elevado contetdo de polifendis, 0 camu-camu também apresenta
um alto teor de vitamina C (Tabela 1), sendo esses compostos 0s principais
responsaveis pelo grande potencial antioxidante que caracteriza a fruta. Assim, a
utilizacdo do fruto como suplemento nutracéutico pode ser bastante viavel e de boa
rentabilidade econdmica, visto que os teores de polifendis totais e vitamina C,

separados, correspondem, em geral, a mais de 1 % do peso da fruta.
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Os principais compostos fendlicos presentes no camu-camu sdo 0 acido
elagico, os flavondides (principalmente quercetina e rutina) e as antocianinas
(principalmente cianidina e delfinidina-3-glicosideo). Nas sessdes subsequentes,

estes compostos sdo descritos e comentados em mais detalhes.

2.3.3.1 Acido Elagico

O écido elagico (Figura 3D) é um composto fendlico pertencente ao grupo
dos taninos hidrolisaveis, sendo formado a partir da hidrolise acida ou basica de
elagitaninos. Pode ocorrer na forma livre, glicosilada ou ligada (elagitaninos). Os
elagitaninos sdo esteres de glicose com o acido hexahidroxidifénico, onde apds a
hidrolise, este ultimo é lactonizado espontaneamente formando o &cido elagico
(LANDETE, 2011).

A eficiéncia do é&cido eldgico como composto antioxidante depende
principalmente da sua estrutura quimica. A presenca de varios grupamentos hidroxila
é responsavel pela forte capacidade de doar atomos de hidrogénio, sendo que a
eficiéncia antioxidante desses compostos estd diretamente relacionada com o seu
grau de hidroxilacdo, diminuindo conforme o grau de glicosilacdo (LANDETE,
2011). O teor de &cido elagico livre nos vegetais varia conforme a matriz alimentar e
0 tipo de processamento aplicado. Entretanto, sabe-se que esse teor € geralmente
baixo, estando presente nos alimentos principalmente na forma de elagitaninos
(HAKKINEN et al., 2000; PINTO et al., 2008).

Segundo GONCALVES et al. (2010) e GENOVESE et al. (2008), o camu-
camu apresenta um teor de 4cido elagico total de 48 mg+100 g™/peso fresco, sendo
que deste valor apenas 1,6 mge100 g*/peso fresco corresponde ao composto livre.

Frutas consideradas fontes classicas de acido elagico, como morango e framboesa,
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apresentam em torno de 3 e¢ 5 mge100 g/peso fresco do composto livre,
respectivamente, e cerca de 20 — 50 e 200 — 300 mg*100 g*/peso fresco de &cido
elagico total, respectivamente (Tabela 1) (PINTO et al., 2008; BOBINAITE et al.,
2012). Essas diferencas ajudam a reforcar a afirmativa de que o teor de &cido elagico
livre varia de acordo com a matriz alimentar e que no camu-camu a maior parte do
composto estd na forma ligada, o que pode ser um problema quando se relaciona a
biodisponibilidade do mesmo.

O metabolismo do &cido elagico ainda ndo foi totalmente elucidado. Em
muitos estudos, a presenca de &cido eldgico na corrente sanguinea nao foi detectada
apos a ingestdo de alimentos contendo este composto. Assim, a hipotese de que o
composto € metabolizado pela microbiota intestinal, produzindo metabolitos de
interesse, € preconizada. Existem estudos que sugerem que o &cido elagico é
metabolizado pela microbiota intestinal produzindo metabdlitos como as urolitinas

(Figura 6 ) (SELMA et al., 2009; SHARMA et al., 2010).

R ACIDO R
ELAGITANINO Y ELAGICO 27— UROLITINA A
pH intestinal e/ou Microbiota
acdo da microbiota intestinal
intestinal

Figura 6 — Hidrolise dos elagitaninos e metabolismo do &cido elagico pela microbiota

intestinal.

Com isso, a atividade fisiologica atribuida ao acido elagico estaria
relacionada, mais precisamente, aos metabolitos produzidos pela microbiota e nédo

pelo composto original em si. Entretanto, ainda ndo esta claro se os elagitaninos sao
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hidrolisados devido ao pH fisioldgico do intestino ou por acdo da microbiota
intestinal. No entanto, independente do processo, ambos os casos culminam para o
mesmo proposito, a transformacdo do composto em substancias mais facilmente
absorviveis pelo organismo (LARROSA et al., 2010).

Observando o comportamento metabdlico dos elagitaninos apés o consumo,
alguns pesquisadores verificaram que 3 a 6 % do composto ingerido foi detectado na
forma de metabdlitos na urina e fezes. Com isso, presume-se que 0s elagitaninos nao
s&o diretamente absorvidos e devem ser metabolizados antes da absorcdo (CERDA et
al., 2004). Estudos com roma mostraram que as urolitinas aparecem no sistema
circulatério humano dentro de algumas horas ap6s o consumo da fruta, atingindo
concentracdes maximas entre 24 a 48 horas, sendo encontradas no plasma e na urina
até 72 horas ap6s a ingestdo, na forma livre ou conjugada com acido glicorbnico
(MERTENS-TALCOTT et al., 2006; SEERAM et al., 2006). Com isso, as urolitinas
sdo consideradas como biomarcadores da exposi¢cdo humana a dieta com acido
elagico e seus derivados (LANDETE, 2011).

Estudos mostram que as urolitinas sdo capazes de inibir a proliferacdo de
células cancerigenas do célon e apresentam papel importante na modulacdo de
processos celulares associados ao desenvolvimento de cancer de célon como a
sinalizacdo por MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdégenos) (LARROSA et
al., 2006; GONZALEZ-SARRIAS et al., 2009). Além disso, as urolitinas diminuem
a proporcdo de marcadores inflamatorios na mucosa do colon, incluindo a 6xido
nitrico sintase, ciclooxigenase-2, prostaglandina sintase E e prostaglandina E2
(LARROSA et al., 2010).

O éacido elagico também tem sido apontado como importante em outros

diversos processos bioldgicos (Tabela 2), como atividade anti-inflamatdria, anti-
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aterogénica e antimicrobiana (MULLEN et al., 2002; AVIRAM et al., 2004;

SEERAM et al., 2005; YU et al., 2005).

2.3.3.2 Flavondides

Dentre os compostos bioativos obtidos de fontes vegetais, os flavonoides sdo
muito importantes, pois atuam eliminando radicais livres, em virtude de seu potencial
redutor, protegendo o corpo de reacBes oxidativas que possam ocorrer (ROUTRAY e
ORSAT, 2012). Os flavonoides presentes no camu-camu em maior proporcao sdo a
quercetina (24 mge100 g™/peso fresco) (Figura 3F) e a rutina (13 mge100 g™/peso
fresco) (Figura 3G) (REYNERTSON et al., 2008; GONCALVES et al., 2010).

Um dos fatores que facilita a atividade antioxidante dos flavondides é a sua
capacidade de interagir com as biomembranas, devido a sua lipofilicidade. Isso
geralmente ocorre com as agliconas, visto que a presenca de agucares na cadeia do
flavonoide torna-o mais polar, dificultando sua interacdo com a membrana das
células. Assim, os flavonodides assimilados pelas membranas exercem a funcéo de
moduladores de fluidez, restringindo a fluidez das mesmas, o que gera impedimento
fisico para a difusdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, fazendo, assim,
decrescer a cinética das reacfes responsaveis pelo estresse oxidativo (BARREIROS
e DAVID, 2006).

Os flavonoides séo associados a reducdo do risco da incidéncia de cancer,
uma vez que essa patologia tem sido muito associada ao estresse oxidativo. Os
radicais livres tém papel importante na carcinogénese, pois a atividade metabolica
dos carcindgenos é uma reacao dependente desses compostos, que danificam o0 DNA

das células promovendo mutac6es. Se em algum momento estas ndo forem reparadas
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pelo sistema enzimatico endodgeno danos permanentes podem ser desencadeados
(TIWARI, 2004).

Um estudo realizado por DU et al. (2010) investigou a acdo da quercetina em
sinergismo com a doxorrubicina, uma droga utilizada no tratamento do cancer, tendo
como alvo o cancer de mama induzido em camundongos. Os autores verificaram que
o flavonoide potencializou o efeito da droga, ajudando na supressdao do tumor e
também na diminuicdo do desenvolvimento de metéstases.

A quercetina, devido a sua acao antitumoral, também pode induzir a apoptose
de varias células tumorais, incluindo células leucémicas, de tumores pancreaticos, de
canceres de mama e da prostata (LEE et al., 2002; KAWAHARA et al., 2009;
YUAN et al., 2010). WANG et al. (2012) verificaram que a quercetina é capaz de
alterar a morfologia e induzir a apoptose de células de carcinoma gastrico humano,
indicando que esse mecanismo pode ocorrer em funcdo de uma alteracdo que o
composto provoca no sistema mitocondrial da célula tumoral, resultando em perda de
energia.

Em um estudo realizado por KIM et al. (2011), avaliou-se o efeito da
quercetina e da rutina na inibicdo do estresse oxidativo induzido por radicais peroxila
e hidroxila em células HepG2 de figado humano. Os autores concluiram que a
quercetina se difunde mais facilmente pela membrana das celulas do que a rutina e
com isso, promove uma maior inibicdo do estresse oxidativo causado pelos radicais
citados. Os autores mostraram que para que a rutina tenha uma eficiéncia similar a
quercetina na neutralizagcdo dos radicais citados & necessario que a mesma seja
desglicosilada, ou seja, esteja na forma de sua aglicona, a quercetina, pois assim
apresenta uma menor polaridade e com isso atravessa com mais facilidade a

membrana das células hepaticas utilizadas na realizacdo do teste. Esse é um fator
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importante no que concerne ao camu-camu, uma vez que a fruta & comumente
consumida na forma de produtos processados, como suco e polpa. De forma geral, 0s
tratamentos aplicados com a finalidade de conservacdo (pH e tratamento térmico)
podem induzir a hidrélise de flavondides como a rutina e com isso, aumentar o teor
de quercetina no produto e da mesma forma, potencializar o efeito endégeno do
mesmo.

Outra maneira de prevencdo do processo carcinogénico exercida pelos
flavonoides seria estimulando a excrecdo de substancias xenobilticas e seus
intermediarios, pela ativacao das fases I e Il dos sistemas enzimaticos envolvidos na
eliminacdo dessas toxinas. As reacdes de fase | e Il sdo responsaveis pela
biotransformacdo de substancias toxicas, neutralizando sua possivel reatividade e
tornando-as passiveis de serem excretadas, uma vez que sdo transformadas em
moléculas hidrossoltveis (YANG et al., 2001).

Além de atuar nos processos carcinogénicos, os flavonoides também estdo
correlacionados a reducdo da incidéncia dos processos inflamatérios porque sédo
potentes inibidores de lipoxigenases e cicloxigenases, enzimas que catalisam a
formacdo de prostaglandinas e leucotrienos, que sdo mediadores de inflamacGes
agudas e lesbes em tecidos (BASTOS et al., 2009). Podem exercer agdo
antitrombdtica, pois tém a capacidade de se ligarem a membrana das plaquetas e
eliminar radicais livres, reestabelecendo a biossintese e a acdo da prostaciclina
endotelial e do fator de relaxamento endotelial, os quais s@o inibidos pelos radicais
livres (COSTA e ROSA, 2010).

A quercetina também pode estar relacionada com a reducéo do colesterol total
e fracbes, assim como dos triglicerideos. Um estudo realizado com camu-camu

avaliou o efeito do mesmo frente a hipercolesterolemia, em contraste com o efeito da
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quercetina pura. SCHWERTZ et al. (2012) avaliou o potencial hipolipémico de suco
de camu-camu em ratos hipercolesterolémicos. O estudo contou com grupos de
animais submetidos a ingestdo de 0,1, 1 e 2 mL de suco de camu-camu diariamente
durante 14 dias. Paralelamente, um grupo padrdo foi tratado com quercetina na
mesma concentracdo determinada no suco de camu-camu (400 mge100 mL™). A
ingestdo de 2 mL de suco promoveu maior reducdo dos triglicerideos (83 %), porem
estatisticamente igual (p>0,05) a reducdo acarretada pela quercetina (86 %). Em
relacdo ao colesterol total, a redu¢do maior foi com o grupo que ingeriu 0,1 mL de
suco (21 %), a qual também foi estatisticamente igual (p>0,05) ao efeito promovido
pela quercetina (29 %). A reducdo de LDL-colesterol ocorreu apenas nos grupos que
ingeriram 0,1 e 1 mL de suco de camu-camu (14 e 6 %, respectivamente), sendo que
a quercetina pura ndo mostrou efeito de reducdo sobre esse parametro. O efeito do
suco de camu-camu na modulacdo do perfil lipidico de ratos hipercolesterolémicos
foi similar ao da quercetina pura. A observacdo permite inferir que a quercetina,
tanto na forma pura ou em sinergismo com outros compostos no alimento, tem

atuacdo na dislipidemia.

2.3.3.3 Antocianinas

As antocianinas (Figura 3E) sdo polifenois que fazem parte do grupo dos
flavonoides, constituidas por duas ou trés fragfes: uma aglicona (antocianidina), uma
parte glicosidica e, com certa frequéncia, um acido organico. Antocianidinas livres
sdo raramente encontradas nos vegetais, estando comumente glicosiladas, o que
estabiliza a molécula; o acucar pode estar ligado em diferentes posi¢cGes da molécula

(FRANCIS, 2000). As principais antocianinas presentes no camu-camu Sao a
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cianidina-3-glicosideo e a delfinidina-3-glicosideo (48 ¢ 2,75 mge100 g*/peso fresco,
respectivamente) (ZANATTA et al., 2005).

Alguns estudos indicam grande potencial das antocianinas contra doencas
cardiovasculares (MIRMIRAN et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011). Devido ao seu
potencial antioxidante, esses compostos podem inibir a oxidacdo da LDL
(lipoproteina de baixa densidade), reduzindo o risco de incidéncia da aterosclerose,
uma vez que a LDL oxidada danifica o endotélio e inicia o processo aterosclerético.
Segundo TIWARI (2004), a LDL oxidada é facilmente adsorvida por macréfagos,
formando células esponjosas que, ao crescer, ddo lugar as placas ateroscleréticas que
obstruem os vasos impedindo o fluxo sanguineo para os tecidos.

Alguns estudos também mostraram a atuacdo das antocianinas no tratramento
das lipidemias, ajudando na diminuicdo do colesterol sanguineo (total e fragdes —
LDL) e dos triglicerideos. ZAWISTOWSKI et al. (2009) avaliaram o efeito do
extrato de arroz preto, rico em antocianinas (300 mge100 g™) nos lipidios
plasmaticos (colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos) de ratos
hipercolesterolémicos e verificou que a reducdo do colesterol total, da fracdo LDL e
dos triglicerideos foi de 13, 23 e 37 %, respectivamente. Verificou-se também, que o
acumulo de colesterol no figado foi bem menor nos animais que ingeriram o extrato
de arroz preto. Outro estudo avaliou o efeito da suplementacéo da dieta com polpa de
acai nos lipidios séricos de ratos e verificou uma reducdo de 33 % do colesterol total
e 35 % da fragdo LDL, ndo havendo modificacbes em relacdo ao teor de
triglicerideos (SOUZA et al., 2010).

Diversos mecanismos de acdo tém sido atribuidos aos compostos fenolicos
para explicar seus efeitos no metabolismo lipidico e com isso sua capacidade de

reduzir a hipercolesterolemia. Um deles envolve suas a¢des no aumento da excre¢ao
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de sais biliares nas fezes e, outro, na redugdo na absorcao intestinal de colesterol e no
incremento da atividade da lipase pancreatica (enzima relacionada com a degradacao
dos triglicerideos) (REHRAH et al., 2007).

O mecanismo hipocolesterolémico dos compostos fendlicos pode ainda
decorrer da acdo sobre enzimas como a colesterol esterase, responsavel pela hidrolise
de ésteres de colesterol no lumen intestinal; colesterol-7-a-hidrolase, responsavel
pela degradacdo do colesterol e sintese de acidos biliares; ACAT, responsavel pela
esterificacdo e armazenamento intracelular do colesterol; e HMG-CoA redutase,
enzima limitante da sintese enddgena de colesterol (MARTINELLO, 2006).
KUMAR et al. (2005) relacionaram a acdo hipocolesterolemiante dos compostos
fenolicos com o aumento da atividade da lipase e da excrecdo de sais biliares, sendo
este Gltimo em funcdo do estimulo que os polifendis promovem na atividade da
enzima colesterol-7-a-hidrolase. MOLLACE et al. (2011) mencionou que 0s
compostos fendlicos podem promover a diminuicéo dos niveis de colesterol por meio
da modulacdo hepéatica dos niveis de HMG-CoA, aumento de sais biliares e
incremento da rotatividade das taxas de colesterol entre o sangue e o figado.

Também existe grande correlacdo dos compostos fenolicos, em especial das
antocianinas com a hiperglicemia. Apesar de mecanismos ndo muito esclarecidos e
poucos estudos relatados, hipoteses salientam que a alta capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos, principalmente dos flavondides antocianicos, pode ser efetiva
na progressdo da diabetes Mellitus (MATSUI et al.,, 2001; SONG et al., 2005;
GONCALVES et al., 2010). Um estudo realizado por MCDOUGALL e STEWART
(2005), relatou a eficacia das antocianinas como inibidores de a-glicosidase e

KWON et al. (2006) e APOSTOLIDIS et al. (2006) também relataram que esses
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compostos, além de elevada capacidade antioxidante, possuem ainda propriedades

antidiabéticas.

3 CONSIDERACOES

A abordagem feita sobre o camu-camu e seus compostos bioativos mostra que
esse € um fruto com elevado valor nutricional, por ser rico em vitaminas, em
particular vitamina C e B-caroteno. Além disso, o fruto contém outra substancias
bioativas (compostos fenolicos), que somadas as vitaminas, lhe conferem
propriedades bioldgicas benéficas, relacionadas, principalmente com a diminui¢do do
risco da incidéncia de algumas patologias.

Essas informacBes sdo importantes para ajudar na propagacdo do
conhecimento sobre o fruto, uma vez que dados sobre o camu-camu ainda sao
escassos na literatura especializada. Além disso, esta revisao contribui para que seja
reconhecido e valorizado o potencial tecnoldgico de alimentos regionais, conhecidos
e utilizados apenas por populages locais. Tal é o caso do camu-camu que, no Brasil
é consumido praticamente apenas na regido Amazénica.

Essa revisdo mostrou que o camu-camu, em virtude principalmente do seu
elevado potencial antioxidante, ligado ao teor de vitamina C e compostos fendlicos,
pode propiciar diversos efeitos terapéuticos ou preventivos de patologias,
comparaveis aqueles de outros frutos mais conhecidos. Entre estes, cita-se ver, por
exemplo, as correlagbes das antocianinas com a diabetes e as doencas
cardiovasculares; do acido elagico e dos flavondides quercetina e rutina com o
cancer; da luteina e do B-caroteno com a degeneracdo macular; e das vitaminas A e C

com o fortalecimento do sistema imunologico.
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A andlise da literatura também mostrou que o metabolismo de algumas destas
substancias ainda ndo estd bem elucidado e que existem questionamentos com
relacdo a absorcédo e sitios de acdo das mesmas, o que torna dificil a compreenséo
precisa do mecanismo de acdo no organismo. Com isso, estas substancias podem
apresentar diferencas in vivo, com relacdo a atividade observada in vitro. In vitro,
observa-se a atividade dos compostos na forma como se apresentam naturalmente no
alimento. J& in vivo, observa-se a atividade dos compostos absorvidos ou dos seus
metabolitos, podendo nem sempre apresentar a mesma intensidade do composto
original. Fatores como a solubilidade dos compostos frente aos diferentes sistemas
do organismo, pH do meio, concentracdo e sinergismo entre as substancias podem
influenciar no metabolismo das mesmas ao longo do trato gastrointestinal.

Vale ressaltar que alimentos como camu-camu, ricos em substancias
bioativas, ndo devem ser consumidos em carater curativo, pois ndo apresentam
funcdo medicamentosa, e sim de reducdo epidemioldgica do risco de incidéncia de
determinadas doencas. Além disso, € importante salientar que, para que se obtenha o
beneficio desejado, o consumo de alimentos ricos em substancias bioativas deve
fazer parte da rotina do individuo, pois o efeito possivel de ser gerado é cumulativo e

nao instantaneo.

4 CONCLUSAO

O camu-camu é tao rico, quanto diversos frutos, comumente conhecidos em
substancias bioativas, destacando-se entre elas a vitamina C, os carotenoides e 0s
compostos fendlicos. Todos esses compostos ja foram correlacionados em varios
estudos a efeitos benéficos para o organismo humano. Entretanto, o camu-camu

ainda é pouco conhecido e consumido, e com isso, estudos especificos sobre o seu
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comportamento bioativo ainda sdo necessarios. Abre-se assim um promissor campo
para as pesquisas com 0 camu-camu, em particular para estudos: que visem
concentrar e estabilizar os compostos bioativos a partir do fruto, para utilizacdo em
formulacGes alimentares, farmacéuticas e/ou cosméticas; para o desenvolvimento de
produtos alimenticios (sorvetes, sucos, geléias, etc.); e para o desenvolvimento de
fitoterapicos e suplementos nutricionais. Estas sdo algumas aplicacfes promissoras

que permitiriam o aproveitamento e a valorizacdo tecnologica e econémica do fruto.
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ARTIGO 2

INFLUENCIA DE SUBSTANCIAS REDUTORAS NA DETERMINACAO DE
POLIFENOIS TOTAIS EM DIFERENTES FRUTOS DE CAMU-CAMU

(Myrciaria dubia)

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estudar a interferéncia de substancias redutoras (acido
ascorbico, aglcares e aminoacidos) na quantificacdo de polifendis totais pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau em frutos de camu-camu cultivados em
diferentes ambientes e com distinto estddio de maturacdo. As amostras foram
avaliadas antes e depois de serem eluidas em cartucho C18 para a remocdo dos
interferentes. Frutos cultivados em ambiente seco e alagado, bem como em estadio
verde e maduro de maturagdo, apresentaram menor (p<0,05) teor de polifendis totais
apos a eluicdo no cartucho C18. A diferenca de compostos fendlicos entre amostra
bruta e purificada ficou em torno de 20 % para as duas condi¢fes avaliadas no
estudo. As avaliacBGes permitiram verificar que, entre os interferentes da técnica de

polifendis totais presentes no camu-camu, o efeito do &cido ascorbico é maior.

Palavras-chave: acido ascorbico, agtcares, aminoécidos, Folin-Ciocalteau.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fenolicos sdo potentes antioxidantes encontrados na maioria
dos vegetais. A funcionalidade dessas substancias é decorrente das caracteristicas de
sua estrutura, que apresenta anel aromatico com um ou mais grupamentos hidroxilas
que liberam fons H responsaveis pela estabilizagio de radicais livres (ELISIA et al.,
2007). Em virtude disso, é de grande interesse quantificar, de maneira precisa, o teor
desses compostos nos alimentos.

Os métodos para a quantificacdo de compostos fenolicos podem ser
classificados em determinacdo de fenolicos totais e quantificacdo individual ou de
um grupo ou classe de composto fendlico (MOURE et al., 2001). O método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau € o mais comumente utilizado para a
quantificacdo de polifendis totais. Baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico-
fosfotlngstico pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloracéo azul
em meio alcalino. Entretanto, ndo ¢ um método especifico, pois a reacdo envolve
todos os grupamentos fendlicos presentes no meio, além de substancias redutoras
adicionadas aos alimentos ou naturalmente presente nos mesmos, interferindo nos
resultados (ANGELO e JORGE, 2007). Segundo NACZK e SHAHIDI (2004), o
reagente de Folin-Ciocalteu é capaz de reduzir também substancias como o acido
ascorbico, aclcares e alguns aminoacidos.

Na década de 80 j& se mencionava a utilizacio do método de Folin-
Ciocalteau, com eficiéncia, para a determinacdo de &cido ascorbico. JAGOTA e
DANI (1982), ao observarem que o &cido ascorbico foi um interferente na
determinacdo de proteinas através do reagente de Folin-Ciocalteau, resolveram
utilizar a técnica para a quantificacdo do acido ascorbico. Os autores verificaram que

0 acido ascorbico, por ser uma substancia de carater redutor, pode ser estimado
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através da reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteau, utilizando a mesma técnica
empregada na determinacdo de polifendis totais. O estudo também mostrou que o
reagente de Folin-Ciocalteau ainda pode ser utilizado na determinacéo de proteinas.
Com isso, pode-se concluir que aminoacidos e proteinas de carater redutor também
podem ser interferentes da técnica de polifenais totais.

O grande problema da determinacdo de polifendis totais em camu-camu
(Myrciaria dubia) é que muitos dos relatos publicados podem estar equivocados
(MAEDA et al., 2006; GENOVESE et al., 2008; GONCALVES et al., 2010;
RUFINO et al., 2010; SILVA et al., 2012). A maioria das determinagdes ndo leva em
consideracdo o elevado teor de acido ascérbico que a fruta apresenta. Com isso, 0s
valores de polifendis totais descritos para o fruto podem estar superestimados. O
camu-camu apresenta elevada quantidade de compostos fendlicos, muitas vezes
acima de 1.000 mg 4&cido galico equivalentes100 g de fruta (peso fresco)
(GENOVESE et al., 2008; CHIRINOS et al., 2010; RUFINO et al., 2010). Ao
mesmo tempo, também contém elevado teor de vitamina C (acido ascorbico), o qual
pode chegar até 6.000 mge100 g” de fruta (peso fresco) (MAEDA et al., 2007;
RUFINO et al., 2010; VILLANUEVA-TIBURCIO et al., 2010).

Alguns estudos apontam teores de polifendis totais muito mais elevados em
camu-camu do que em outras frutas. Todavia, estes estudos ndo consideram a
presenca de interferentes. RUFINO et al. (2010) ao avaliarem diferentes frutas tipicas
brasileiras, dentre elas o acai (Euterpe oleracea), o caju (Anacardium occidentale), a
jabuticaba (Myrciaria cauliflora), o jamboldo (Syzygium cumini), a mangaba
(Hancornia speciosa), 0 camu-camu e a acerola (Malphigia emarginata), apontaram
que estes dois Utlimos foram as maiores fontes de polifendis totais. Entretanto, essas

também foram as maiores fontes de acido ascoérbico, fato ndo considerado nas
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andlises. Dessa forma, se tivesse sido removido o &cido ascorbico da amostra antes
da determinacdo de polifendis, os teores de polifendis medidos para estes dois frutos
provavelmente teriam sido menores, gerando uma diferenca menos pronunciada com
relacdo aos demais.

Nesse contexto, os objetivos desse trabalho foram, considerando frutos de
camu-camu oriundos de diferentes sistemas de cultivo (seco e alagado) e em estadios
de maturacdo distintos: estimar a concentracdo de vitamina C na forma de acido
ascorbico; estimar o teor de polifendis totais pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau; e realizar novamente a estimativa do teor total de polifendis apds a
remocao da vitamina C e demais interferentes (aminoacidos e acgUcares) do material
analisado, a fim de se avaliar a interferéncia desses compostos na quantificacdo dos

polifendis pelo método mencionado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo das amostras

Foram investigados frutos provenientes de dois estados pertencentes a
Amazonia Brasileira: Amazonas e Roraima. O camu-camu oriundo do Amazonas,
cultivado em ambiente seco (solo sem inundagéo), foi coletado na Fazenda Yuricam,
localizada no km 100 da rodovia AM-010, uma propriedade particular pertencente ao
municipio de Rio Preto da Eva (latitude 2°41°56°’ sul, longitude 59°42°00°" oeste),
entre os meses de janeiro e fevereiro de 2011. O camu-camu de Roraima, cultivado
em ambiente alagado (solo inundado), foi coletado as margens do médio Rio Branco,
localizado 30 km a norte de Boa Vista (latitude 2°49°12° norte, longitude

60°40°19’ oeste), em abril de 2011.
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Os frutos provenientes do Amazonas (ambiente seco) foram coletados verdes
e maduros, ambos caracterizados pela coloracdo da casca: verde para o fruto em
estadio inicial de desenvolvimento e vermelho para o fruto maduro. Os frutos de
Roraima (ambiente alagado) foram coletados apenas no estadio final da maturacéo.
O estudo para observar o efeito da maturacdo na composicdo polifenolica do camu-
camu foi realizado apenas com os frutos cultivados em ambiente seco (solo sem
inundacdo) porque 0 acesso aos mesmos durante o seu ciclo vegetativo é mais facil.
Os frutos de cultivo alagado (solo inundado) tem seu acesso restrito, em virtude das
cheias dos rios Amazonicos, onde parte de seus arbustos ficam submersos em agua
durante quase todo o periodo de desenvolvimentos dos frutos.

Em ambos os casos, os frutos foram provenientes de diferentes arbustos e
coletados durante varios dias. No final da colheita, foram misturados com o objetivo
de se formar uma Unica matriz de analise dentro de cada classe de camu-camu
avaliada. Foram selecionados, descartando-se aqueles com injarias mecanicas,
lavados em agua corrente, congelados em freezer (-18 £ 1 °C), e assim mantidos até
a realizacdo das analises.

Cada unidade experimental foi composta por 10 frutos escolhidos de forma
aleatdria. Para a andlise dos frutos, as sementes foram separadas manualmente e o
restante (polpa e casca) foi triturado em processador do tipo “mixer” (Dellar, modelo

GOURMET DMX433, China).

2.2 Delineamento experimental e anélise estatistica
O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repetices. Os resultados foram analisados por meio de anélise de

variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de
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probabilidade de 5 %, utilizando o programa estatistico SAS (Statistical Analysis

System), versdo 9.2, licenciado para a UFV em 2008.

2.3 Determinacéo de umidade
As anélises de umidade foram realizadas via método gravimétrico de secagem
em estufa a 105 °C até peso constante, sendo os resultados expressos em % de

umidade (AOAC, 2005).

2.4 Extracdo e quantificacdo de vitamina C (acido ascérbico)

A extracdo do &cido ascorbico dos frutos de camu-camu foi baseada em
CAMPOS et al. (2009). O procedimento foi realizado com solucdo extratora
composta de acido metafosférico 3 %, acido acético 8 %, acido sulflrico 0,3 N e
EDTA 1 mM. O material foi filtrado a vacuo, diluido para volume conhecido com
agua ultrapura e centrifugado por 15 minutos a 1789 g.

Uma aliquota de 2 mL do extrato foi filtrada em membrana filtrante HV
Millex de polietileno, com 0,45 pm de porosidade. O é4cido ascorbico foi analisado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As condi¢fes da analise foram:
sistema CLAE, modelo Shimadzu, composto por bomba de alta pressédo, modelo LC-
10AT VP; injetor automatico, com “loop” de 50 uL, modelo SIL-10 AF; coluna C18
de 5 um e 250 mm x 4 mm; detector de arranjos de diodos UV-Visivel, modelo SPD-
MI10A; software “Multi System” modelo Class VP 6.1 para controle de até quatro
sistemas; fase movel — agua ultrapura contendo 1 mM de fosfato monobaésico de
sodio, 1 mM de EDTA e pH ajustado para 3,0 com acido fosférico; fluxo de 1
mL-min™; volume de injecdo de 20 pL; tempo de corrida de cinco minutos. Os

cromatogramas foram lidos em comprimento de onda de 250 nm.
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A concentracdo de acido ascorbico foi estimada utilizando-se curva padréo de
acido ascorbico (Vetec — Brasil), conforme a area dos picos das amostras. Os

resultados foram expressos em mge100 g™ de fruto.

2.5 Extracdo e quantificacdo dos compostos fenolicos
2.5.1 Extracao

Os compostos fenolicos foram extraidos a partir de 10 g de fruta (polpa +
casca) maceradas com 100 mL de solugdo aquosa de etanol 70 %. A suspensédo foi
deixada em repouso, na auséncia de luz (frasco coberto com papel aluminio) e sob

refrigeracdo (7 £ 1 °C), por 24 horas. O extrato final apresentou pH préximo a 2,0.

2.5.2 Purificacdo do extrato

Para a determinacdo exata da quantidade de polifendis as amostras foram
eluidas em cartucho de separacdo C18 (Sep-Pak Vac 35cc — Waters) visando a
remocao de interferentes da andlise (&cido ascorbico, aclcares e aminoacidos)
(NORATTO et al., 2010). Inicialmente o cartucho foi acondicionado com 50 mL de
metanol acidificado (0,01 % de HCI) e 50 mL de 4gua destilada. Apds, uma aliquota
de 20 mL do extrato de camu-camu foi eluida no cartucho de separagdo. Os
interferentes foram removidos por meio da passagem de 100 mL de agua destilada
pelo cartucho, ficando os polifendis adsorvidos no mesmo. O extrato polifenolico de
camu-camu, livre de interferentes, foi eluido do cartucho com 50 mL de metanol

(NORATTO et al., 2010).
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2.5.3 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

O teor de polifendis totais foi estimado tanto no extrato “bruto” descrito no
item 2.5.1, quanto no extrato apos a remocdo dos interferentes, descrito no item
2.5.2. As andlises foram realizadas utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau, de
acordo com a metodologia espectrofotométrica (espectrofotometro UV-1601 PC
Shimadzu) proposta por SINGLETON e ROSSI (1965). A quantidade de polifendis
foi calculada com base em curva padrdo de acido galico (Carlo Erba, Italia). As
leituras de absorbéancia foram realizadas a 760 nm e o resultado expresso em mg

AGE (4cido galico equivalente) por 100 g de fruta.

2.6 Solucdes de acido ascérbico, aminoacidos e acucares

Foram preparadas através de dissolucdo dos compostos em agua destilada. As
solucdes de aminoacidos foram obtidas a partir de 4gua destilada acidificada com 5
% de &cido cloridrico. Os aminoacidos avaliados (cisteina, triptofano e tirosina)
foram escolhidos com base nas suas estruturas compostas por anel fendlico e
hidroxilas livres, tipicas dos compostos fendlicos de origem vegetal. Os agucares
avaliados (glicose e frutose) foram escolhidos em virtude de serem os presentes em

maior concentragcdo no camu-camu.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacdo de vitamina C (acido ascérbico) e polifendis totais em frutos

de camu-camu

3.1.1 Influéncia do ambiente de cultivo
Na Tabela 1 estdo os resultados das determinacfes de &cido ascorbico e
polifendis totais realizadas em frutos de camu-camu (polpa + casca) cultivados em

diferentes ambientes (seco e alagado).

Tabela 1 — Teor de &cido ascérbico e compostos fendlicos totais em frutos de camu-

camu cultivados em diferentes ambientes (valores expressos em peso fresco)

L Ambiente Seco* Ambiente Alagado**
Determinagdes
Fruto Fruto
Umidade (%) 92,21 + 0,06 91,79 + 0,15
Acido ascérbico (mge100 g™) 1.100,54 + 18,7 945,70 + 23,3°
Compostos fenolicos totais (mg aA bA
AGE-100 g)/amostra bruta 1.426,27 +5,9 1.225,70 + 84,5
Compostos fendlicos totais (mg 1.180,42 + 7,3 978.14 + 82,3

AGE-100 g™!)/amostra purificada***
*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; ***Livre de &cido ascorbico,
aclcares e aminodcidos; AGE: &cido galico equivalente; Os valores representam a média de 3
repeticdes + desvio padrdo; Comparagdes entre os frutos cultivados em diferentes ambientes (linha)
sdo representadas por letras mindsculas e comparagfes entre os teores de compostos fendlicos totais
do mesmo fruto (coluna) séo representadas por letras maiusculas; Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05).

Os frutos, independente do tipo de cultivo, apresentaram elevados teores de
4cido ascorbico (em torno de 1.000 mg*100 g™/peso fresco), o que faz da fruta uma
importante fonte de vitamina C. Os frutos cultivados em ambiente seco apresentaram
teor de 4cido ascérbico significativamente maior (p<0,05) (1.100,54 mge100 g™/peso
fresco) que os frutos cultivados em ambiente alagado (945,70 mge100 g™/peso

fresco).
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O menor teor de acido ascérbico nos frutos cultivados em ambiente alagado
(945,70 mge100 g™) pode ter ocorrido em fungdo de uma menor radiacdo solar
incidente na planta durante a sua frutificagdo. O efeito de sombreamento de um
arbusto sobre o outro é maior no cultivo em ambiente alagado, visto que o
desenvolvimento das frutiferas ocorre de forma desordenada e sem controle na beira
dos rios. O contrario é observado no cultivo em ambiente seco, onde segundo
YUYAMA (2011), todas as etapas do sistema produtivo sdo controladas, garantindo
a qualidade final dos frutos.

Estudos realizados com o camu-camu mostram que o0s teores de acido
ascorbico ultrapassam as 1.000 mge100 g de fruto (peso fresco). Esses valores
muitas vezes ficam acima do relatado para a acerola, a qual foi considerada durante

muito tempo a maior fonte de acido ascorbico presente na dieta (Tabela 2).

Tabela 2 — Teor de acido ascérbico em frutos de camu-camu (Myrciaria dubia) e

acerola (Malphigia ermaginata) (mge100 g™ de fruto em peso fresco)

Fruto Acido ascdrbico Referéncia
Camu-camu 2.010 CHIRINOS et al. (2010)
1.882 RUFINO et al. (2010)
2.585 MAEDA et al. (2007)
1.721 SILVA et al. (2006)
3.571 YUYAMA et al. (2002)
Acerola 2.294 CARDOSO et al. (2011)
1.357 RUFINO et al. (2010)
677 MEZADRI et al. (2008)

Os frutos de camu-camu avaliados também apresentaram elevado contetdo
de compostos fendlicos totais. As analises dos extratos brutos de polifenois
indicaram aproximadamente 1.430 mg AGE-100 g/peso fresco para frutos

cultivados em ambiente seco e aproximadamente 1.225 mg AGE+100 g‘l/peso fresco
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para frutos oriundos de ambiente alagado. Entretanto, quando se quantifica os
compostos fenolicos no extrato apds a remocdo dos interferentes previamente
mencionados, estes valores se reduzem a aproximadamente 1.180 e 970 mg
AGE-100 g*/peso fresco, respectivamente.

O menor teor nos frutos de cultivo alagado pode ser pela exposi¢do a agua
que os arbustos sdo submetidos quando o nivel dos rios Amazonicos sobe, ficando
grande parte do arbusto submersa nas margens dos mesmos. Pode ocorrer de o
acimulo de &gua ao redor da planta diminuir a temperatura da mesma.
Consequentemente a producdo de polifendis pode ser menor, visto que, segundo
NACZK e SHAHIDI (2004), o estresse térmico é um dos fatores responsaveis pela
sintese dos mesmos nos frutos. Paralelo a esse fator, o efeito de sombreamento
observado no cultivo alagado também pode influenciar, de forma negativa, a

formacdo de compostos fendlicos no camu-camu.

3.1.2 Influéncia do estadio de maturacao
Na Tabela 3 sdo dados os resultados das determinacdes de acido ascérbico e
compostos fendlicos totais em frutos de camu-camu cultivados no mesmo ambiente,

entretanto, em diferentes estadios de maturacéo.
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Tabela 3 — Teores de &cido ascorbico e compostos fendlicos totais em frutos de
camu-camu cultivados no mesmo ambiente e em diferentes estaddios de maturagéo

(100 g de amostra umida)

Ambiente Seco*

Determinacdes

Fruto Verde Fruto Maduro

Umidade (%) 92,3 +0,24° 92,21 + 0,06
Acido ascorbico (mg+100 g™) 1.022,65 + 47,9° 1.100,54 + 18,7°
Compostos fendlicos totais (mg bA aA

AGE-100 ¢ )/amostra bruta 1.145,70 + 17,8 1.426,27 +5,9
Compostos fendlicos totais (mg 90022 + 10.8%® 1180.42 + 7.3

AGE-100 g™)/amostra purificada**
*Fruto produzido no Amazonas; **Livre de &cido ascorbico, aclcares e aminoécidos; AGE: &cido
galico equivalente; Os valores representam a média de 3 repeticbes + desvio padrdo; Comparac6es
entre os frutos cultivados no mesmo ambiente (linha) séo representadas por letras mintsculas (linha) e
comparaces entre os teores de compostos fenolicos totais do mesmo fruto (coluna) sdo representadas
por letras mailsculas; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de significancia (p>0,05).

Os frutos verdes apresentaram menor (p<0,05) teor de compostos fendlicos
totais (900,22 mg AGE+100 g) quando comparados aos maduros (1.180,42 mg
AGE-100 g), caracterizados pela coloracdo vermelha da casca. O teor de 4cido
ascorbico ndo variou estatisticamente (p>0,05) entre fruto verde e maduro. A
diferenca de compostos fendlicos é devida a presenca das antocianinas, que fazem
aumentar o teor de polifendis totais dos frutos maduros. Os frutos verdes ndo contém
antocianinas, as quais aparecem no camu-camu em virtude de mudancas fisioldgicas
decorrentes do processo de maturagdo. A clorofila presente vai sendo degradada e
dando lugar aos pigmentos antocianicos, que tornam o camu-camu vermelho no
estadio intermediario e violeta no final da maturacdo (CHITARRA e CHITARRA,

2005; ZANATTA et al., 2005).
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3.2 Avaliacdo da interferéncia de outros compostos na quantificacdo de
polifendis totais

A quantificacdo de polifendis totais em camu-camu é uma determinagdo que
pode sofrer a interferéncia de diversas substancias presentes no fruto. Na Tabela 1 é
possivel verificar que a quantificacdo de compostos fenolicos totais no camu-camu é
bastante suscetivel, principalmente, a presenca do acido ascorbico. Ao se avaliar o
teor de compostos fendlicos totais em amostra eluida em cartucho C18, é possivel
perceber que, em relacdo a amostra bruta, os valores sdo 17 e 20 % menores em
ambos os frutos investigados (cultivo seco e alagado). O mesmo foi observado
quando foram avaliados frutos de camu-camu em diferentes estadios de maturagéo
(Tabela 3). Em relacdo a amostra bruta (ndo eluida em cartucho C18), os teores de
polifendis totais sdo 21 e 17 % menores para os frutos verdes e maduros. Esses
percentuais, se ndo levados em consideracdo no momento da quantificacdo, sdo
contabilizados como polifendis totais, superestimando o resultado final que sofre um
acréscimo em torno de 250 mg de AGE+100 g™ de fruto.

Como previamente mencionado, uma das grandes limitacdes do método
espectrofotométrico do reagente de Folin-Ciocalteau é a capacidade que ele tem de
detectar compostos fendlicos, além de contabilizar também outras substancias de
carater redutor, como acido ascorbico, aminoacidos e agucares (NACZK e
SHAHIDI, 2004). Alguns pesquisadores ja chamaram a atencdo para a problematica.
Por exemplo, CHIRINOS et al. (2010) consideraram este fato ao avaliar o teor total
de polifendis em camu-camu. A metodologia realizada pelos autores incluiu a
eluicdo da amostra em cartucho C18 antes da quantificacdo de compostos fendlicos.
O procedimento proporcionou a remocdo de interferentes, restando apenas 0s

compostos fenolicos. Com isso, 0s autores garantiram a veracidade da determinacao.
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A Tabela 4 representa os resultados de avaliacGes realizadas em solucdes
aquosas de acido ascorbico, aminoacidos (cisteina, triptofano e tirosina) e agucares
(frutose e glicose) pela técnica de quantificacdo de compostos fendlicos totais através

do reagente de Folin-Ciocalteau.

Tabela 4 — Determinacdo do teor de &cido ascérbico, aminoacidos e agucares pela

técnica espectrofotométrica do reagente de Folin-Ciocalteau*

Composto Teor (mg AGE<L™)**

Acido ascorbico (100 mgeL™) 65,42 = 1,07
Cisteina (100 mgeL™) 21,56 + 0,12
Triptofano (100 mgeL™) 99,97 +0,13

Tirosina (100 mgsL™) 107,84 + 0,42
Frutose (300 mgeL™) 0,68 +0,13
Glicose (300 mgeL™) 0,57 + 0,07
Glicose (2000 mgeL™) 0,72 +0,00

*Teécnica descrita no item 2.5.2; **Valores determinados com base em curva padréo de &cido
galico; AGE: acido galico equivalente; Os valores representam a média de 3 repeticdes *
desvio padréo.

Os resultados permitiram inferir que o &cido ascérbico e os aminoécidos
avaliados (cisteina, triptofano e tirosina) sdo passiveis de serem detectados como se
fossem polifenodis totais, quando se aplica o metodo de Folin-Ciocalteau. O
aminoécido cisteina mostrou exercer menos interferéncia (21,56 mg AGE-L™ de
solu¢do) que a tirosina e o triptofano (107,84 e 99,97 mg AGE-L™ de solucéo,
respectivamente). As variacfes podem ser decorrentes, principalmente, da presenca

de anéis aromaticos na estrutura dos dois ultimos aminoacidos, conforme a Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica dos aminoacidos tirosina (A) e triptofano (B).

Em relacdo as solugdes de acuUcares (frutose e glicose), os resultados foram

menos expressivos, mesmo quando se avaliou uma solugao de 2.000 rng-L'1 de

glicose (Tabela 4). Isto indica que essas substancias sdo os interferentes menos

potentes da técnica de polifendis totais.

AKTER et al. (2011), em uma revisdo sobre o fruto, apontaram que 0s

aminoacidos serina, valina e leucina sdo os mais abundantes no camu-camu,

totalizando um teor de proteinas na faixa de 400 mg+100 g™ de fruto/peso fresco. O

aminoacido serina apresenta uma hidroxila livre em sua estrutura (-OH), enquanto

que a valina e a leucina apresentam cadeia lateral composta apenas por carbono e

hidrogénio (Figura 2).

0

HO ’\)LOH
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3
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C

Figura 2 — Estrutura quimica dos aminoacidos cisteina (A), serina (B), valina (C) e

leucina (D).

Com isso, é provavel que a interferéncia causada pelos aminoacidos do camu-

camu na quantificacdo de polifendis totais seja em maior escala ocasionada pela

serina. Esta por sua vez, possui estrutura quimica similar a da cisteina, a qual
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apresenta em sua cadeia lateral o grupamento tiol (-SH) como contribuinte do poder
redutor da substancia (Figura 2). Entretanto, é possivel que a serina contida no camu-
camu exerca uma influéncia menor sobre a técnica de polifendis totais que a
determinada nesse trabalho para cisteina (21,56 mg AGE-L™ de solucdo). Esta
ultima, segundo MENDONCA et al. (2010), por conter um grupo tiol em sua
estrutura, apresenta um poder redutor maior que a serina, que contém uma hidrolixa.
Com isso, a serina tem menor capacidade redutora dos acidos presentes no reagente
de Folin-Ciocalteau.

Quanto aos aglcares, 0s presentes em maior proporcao no camu-camu Sao
glicose e frutose, num teor de 820 ¢ 950 mg+100g™/peso fresco, respectivamente
(AKTER et al., 2011). Entretanto, independente do contetdo de glicose e frutose
presente no camu-camu, 0s resultados apresentados na Tabela 4 mostram que a
interferéncia desses compostos na deteccdo de polifendis totais € menos expressiva
que aquela provocada pelos aminoacidos.

Nesse contexto, os testes realizados nos permitiram verificar que, em relacéo
ao camu-camu, a interferéncia causada pelo acido ascorbico é majoritaria. Uma das
hipbteses que sustentam essa afirmativa é o fato de que o composto esta presente em
maior proporg¢do no fruto, quando comparado aos demais interferentes (aminoacidos
e acucares) relacionados a técnica de polifendis totais. Outra hipotese € a de que a
intensidade da resposta do acido ascorbico pela técnica quantitativa de polifenois
totais, através do reagente de Folin-Ciocalteau, € maior que aquela gerada por igual
quantidade de moléculas de aminoacidos e aglcares presentes no camu-camu (Tabela

4).
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4 CONCLUSAO

Os frutos de camu-camu cultivados em ambiente seco apresentaram maior
teor de &cido ascorbico e polifendis totais em relacéo aos frutos de ambiente alagado.
Quanto ao estadio de maturacdo, frutos maduros apresentaram maior teor de
polifendis totais, enquanto que o conteddo de &cido ascérbico ndo variou
estatisticamente (p>0,05).

Outra contribuicdo do estudo foi ter mostrado que substancias de carater
redutor como, acido ascorbico e certos aminoacidos, sdo interferentes na
quantificacdo de polifendis totais em camu-camu. O acido ascérbico exerce
interferéncia ainda mais pronunciada. A ordem de grandeza de interferéncia desses
compostos foi de 250 mg AGE-100 g'l. Os agUcares presentes no camu-camu
(glicose e frutose) ndo interferem de forma significativa na quantificacdo de

polifendis totais.
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ARTIGO 3

INFLUENCIA DO TIPO DE CULTIVO E DO ESTADIO DE MATURACAO
SOBRE OS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DE FRUTOS E CASCAS DE

CAMU-CAMU (Myrciaria dubia)

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os teores de polifendis e antocianinas totais,
acido elagico (livre e total), bem como a capacidade antioxidante in vitro de cascas e
frutos descarocados de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e
alagado) e em diferentes estadios de maturacdo (verde e maduro). Os frutos de
ambiente seco apresentaram maiores teores (p<0,05) de polifendis, antocianinas e
acido elagico total, assim como de capacidade antioxidante. Os frutos de ambiente
alagado apenas apresentaram maior teor de acido elagico livre (p<0,05). As cascas,
em relacdo aos frutos, independente do ambiente de cultivo, apresentaram menores
concentracfes de polifendis totais e capacidade antioxidante (p<0,05). Entretanto, o
teor de antocianinas totais foi maior. Quanto aos teores de &cido elagico livre e total
nédo houve variagédo (p>0,05). Os frutos verdes apresentaram menor teor de polifendis
totais e capacidade antioxidante que os maduros. No entanto, os valores de &cido
elagico livre e total foram maiores. Quanto a casca, a atividade antioxidante e o teor
de polifendis totais foram menores na mesma. Entretanto, o conteldo de &cido

elagico livre foi maior, quando comparado ao fruto inteiro.

Palavras-chave: polifendis, acido elagico, antocianinas, cultivo seco, cultivo

alagado.
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1 INTRODUCAO

A regido Amazonica se destaca pela grande biodiversidade de frutos com
diferentes composic¢Bes nutricionais e bioativas. O Brasil possui um grande namero
de espécies nativas de sabor exdtico, com destaque para o acai (Euterpe oleracea), o
camu-camu (Myrciaria dubia), o tucuma (Astrocaryum aculeatum), o cupuagu
(Theobroma grandiflorum), a graviola (Annona muricata L.) e outros (GENOVESE
et al., 2008; YUYAMA et al., 2008; RUFINO et al., 2010; VIDIGAL et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2012). O interesse no estudo de frutas exoticas tem ocorrido,
principalmente, em virtude do crescente reconhecimento do valor terapéutico desses
alimentos. Ao mesmo tempo, o potencial dos mesmos para a agroinddstria chama a
atencdo da comunidade como uma possivel fonte de renda para a populacdo local
(ALVES et al., 2008).

O camu-camu (Myrciaria dubia), pertencente a familia Myrtaceae, é um
arbusto originario da Amazdnia Brasileira e Peruana. Seu habitat natural € a beira de
rios e igarapés ou regifes permanentemente alagadas, onde a parte inferior de seu
caule permanece submersa. O Brasil vem tentando domesticar a cultura, buscando
adaptar a mesma ao cultivo em areas secas (solo sem inundacdo), visto que séo
muitos os entraves da producdo em ambientes alagados. Estudos vém sendo
conduzidos nesse sentido, buscando ampliar as areas de cultivo e com isso, aumentar
a producéo e a qualidade dos frutos, visto que em regides alagadas estes parametros
tendem a diminuir (ZANATTA et al., 2005; ZANATTA e MERCADANTE, 2007).

Seu principal atrativo sdo os frutos com elevado teor de vitamina C
(ZANATTA e MERCADANTE, 2007). Entretanto, estes também apresentam alto
conteudo de polifendis, substancias que chamam a atencéo pela elevada capacidade

antioxidante que conferem aos alimentos que os contém (GONCALVES et al.,
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2010). Os frutos sdo arredondados e possuem coloracdo roxo-escura ao final da
maturacdo. Esta coloracdo se deve a presenca de antocianinas, que estdo
concentradas em maior propor¢éo na casca do fruto (ZANATTA et al., 2005). Além
disso, estudos mostram que a casca, em relacédo ao restante do fruto (polpa), também
pode apresentar maior concentracdo de outras substancias bioativas, como compostos
fenolicos ndo antocianicos (VILLANUEVA-TIBURCIO et al., 2010). Em funcao
disso e da dificuldade de separar a casca da polpa, o camu-camu geralmente é
consumido e processado sem ser descascado.

Entretanto, a composicdo dos frutos pode variar conforme o tipo de cultivo, a
regido de producdo, o solo, o clima e as técnicas de manejo (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Com isso, variacdes no teor de alguns nutrientes e compostos
bioativos podem vir a ocorrer. Da mesma forma, modificacbes em funcéo do estadio
de maturacdo também podem alterar a composicdo dos frutos (CHIRINOS et al.,
2010). Quando ndo estd maduro, ou seja, quando esta no seu estadio inicial de
desenvolvimento, o camu-camu apresenta uma coloracdo verde. Esta, durante o
processo de amadurecimento, evolui para o vermelho e roxo, devido a formacéo de
antocianinas. Em funcdo disso, mudancas no conteudo e perfil dos compostos
bioativos tem sido reportadas (CHIRINOS et al., 2010; VILLANUEVA-TIBURCIO
et al., 2010).

Assim, a investigacdo das modificacbes que podem ocorrer na composi¢ao
dos frutos devido a fatores como tipo de cultivo e maturacdo é importante para que se
possam extrapolar os limites de producgédo, comercializacdo e consumo dos mesmos.
Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar, comparativamente, os teores de
polifendis totais, antocianinas totais e acido elagico (livre e total) de cascas e frutos

descarogados de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e alagado) e
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com diferentes estadios de maturacdo, bem como a atividade antioxidante in vitro

dos mesmos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo das amostras

Foram investigados frutos provenientes de dois estados da Amazonia
Brasileira: Amazonas e Roraima. O camu-camu oriundo do Amazonas, cultivado em
ambiente seco, foi coletado na Fazenda Yuricam, localizada no km 100 da rodovia
AM-010, uma propriedade particular pertencente ao municipio de Rio Preto da Eva
(latitude 2°41°56°” sul, longitude 59°42°00°" oeste). Os frutos foram colhidos entre
0s meses de janeiro e fevereiro de 2011. O camu-camu de Roraima, cultivado em
ambiente alagado, foi coletado as margens do médio Rio Branco, localizado 30 km a
norte de Boa Vista (latitude 2°49°12”” norte, longitude 60°40°19°’ oeste), em abril de
2011. Os frutos provenientes do Amazonas (ambiente seco) foram coletados verdes e
maduros, ambos caracterizados conforme a coloragéo da casca: verde para o fruto em
estadio inicial de desenvolvimento e vermelho para o fruto maduro. Os frutos de
Roraima (ambiente alagado) foram coletados apenas maduros. O estudo para
observar o efeito da maturagdo na composi¢do do camu-camu foi realizado apenas
com os frutos de cultivo em ambiente seco porque o acesso aos mesmos durante o
seu ciclo vegetativo é mais facil. Os frutos de cultivo alagado tem seu acesso restrito,
em virtude das cheias dos rios Amazonicos, que cobrem parte dos arbustos de camu-
camu durante quase todo o periodo de desenvolvimentos dos frutos.

Em ambos os casos, os frutos foram provenientes de diferentes arbustos e
coletados em diferentes dias, sendo ao final da colheita, misturados formando-se uma

Unica matriz de analise dentro de cada classe de camu-camu avaliada. Foram
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selecionados, descartando-se aqueles com injdrias mecénicas, lavados em éagua
corrente, congelados em freezer (-18 £ 1 °C), e assim mantidos até a realizacéo das
analises.

Cada unidade experimental foi composta por 10 frutos escolhidos de forma
aleatéria. Para analise dos frutos descarocados, as sementes foram separadas
manualmente e o restante (polpa + casca) foi triturado em processador do tipo
“mixer” (Dellar, modelo GOURMET DMX433, China). Para a analise das cascas, as
mesmas foram separadas manualmente dos frutos e trituradas, utilizando-se 0 mesmo

equipamento.

2.2 Delineamento experimental e anélise estatistica

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticBes. Os resultados foram analisados por meio de andlise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de
probabilidade de 5 %. O programa estatistico utilizado foi o SAS (Statistical

Analysis System), versao 9.2, licenciado para a UFV em 2008.

2.3 Determinacao das caracteristicas fisicas
As caracteristicas fisicas dos frutos de camu-camu foram avaliadas conforme
MAEDA et al. (2006). As partes tissulares de cada fruto (polpa, casca e semente)

foram separadas manualmente e pesadas em balanca analitica.
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2.4 Determinacéo de umidade
As analises de determinacdo de umidade foram realizadas via método
gravimétrico de secagem em estufa a 105 °C até peso constante. Os resultados foram

expressos em % de umidade (AOAC, 2005).

2.5 Extracdo e quantificacdo de polifendis e antocianinas totais

A extracdo dos polifendis e das antocianinas das cascas e dos frutos
descarocados de camu-camu foi realizada a partir de 10 g de amostra maceradas com
100 mL de solucdo aquosa de etanol 70 %. A suspensédo foi deixada em repouso na
auséncia de luz (frasco coberto com papel aluminio) por 24 horas e sob refrigeracdo

(7 £ 1 °C). O extrato final ficou com pH proximo de 2,0.

2.5.1 Polifenois totais

O teor de polifenois totais foi estimado utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteau, de acordo com a metodologia espectrofotométrica proposta por
SINGLETON e ROSSI (1965). Para a determinacdo exata da quantidade de
polifendis as amostras foram primeiramente eluidas em cartucho de separacdo C18
(Sep-Pak Vac 35cc — Waters) visando a remocgéo de interferentes da analise, como
acido ascorbico, acglcares e aminoacidos. Inicialmente o cartucho foi acondicionado
com 50 mL de metanol acidificado (0,01 % de HCI) e 50 mL de agua destilada.
Apos, uma aliquota de 20 mL do extrato de camu-camu foi eluida no cartucho de
separacdo. Os interferentes foram removidos por meio da passagem de 100 mL de
agua destilada pelo cartucho, enquanto que os polifenois ficaram adsorvidos no
mesmo. O extrato polifendlico de camu-camu, livre de interferentes, foi eluido com

50 mL de metanol (NORATTO et al., 2010).
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A determinacdo de polifendis totais foi realizada com base em curva padréo
de é&cido galico (Carlo Erba, Italia). As leituras foram realizadas a 760 nm
(espectrofotébmetro UV-1601 PC Shimadzu) e o resultado expresso em mg AGE

(&cido galico equivalente) por 100 g de fruto descarogado ou casca.

2.5.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de pH unico, de acordo com LEES e FRANCIS (1972). As
leituras foram realizadas a 535 nm e o resultado expresso em mg de cianidina-3-

glicosideo por 100 g de fruto descarogado ou casca.

2.6 Extracdo e quantificacdo de acido elagico livre

A extracdo e quantificacdo de 4&cido elagico livre nas cascas e frutos
descarogados de camu-camu foram realizadas conforme PINTO et al. (2008) com
modificacdes. As amostras (5 g) foram extraidas com uma mistura de
metanol/agua/acido acético (70:30:5 v/v) na propor¢do de 1:25 (m/v), utilizando-se
Ultra-Turrax por um minuto em velocidade 5, sendo a mistura filtrada em papel de
filtro Whatman n° 6. Os extratos foram concentrados em rotaevaporador a 40 °C até
um volume de aproximadamente 20 mL. O volume foi ajustado com agua, em balé&o
volumétrico, até 25 mL e depois, passado em cartucho de separacdo C18 (Sep-Pak
Vac 35cc — Waters). O cartucho foi pré-acondicionado com 50 mL de metanol e 100
mL de agua. Apos a passagem dos extratos, o cartucho foi lavado com 200 mL de
agua, seguido de 200 mL de metanol para a eluicdo do acido elégico livre. Por

ultimo, a amostra foi seca através de rotaevaporacao (40 °C), ressuspendida em 1 mL
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de metanol e filtrada em filtro de polietileno com membrana PTFE (Millipore) de
0,45 pm.

A quantificacdo do &cido elagico livre foi por Cromatogréafica Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando-se coluna C18 de 5 um (250 x 4,6 mm) em fase
reversa e detector UV-Visivel (Shimadzu SPD — 10 AV). A fase modvel foi em
gradiente de solventes constituido por: A — agua:tetrahidrofurano:acido
trifluoroacético (98:2:0,1 v/v) e B — acetonitrila, na proporcdo de 17 % de B por 2
minutos aumentando para 25 % de B apds 5 minutos, 35 % de B ap6s mais 8 minutos
e 50 % de B ap6s mais 5 minutos. O fluxo foi de 1 mLemin a 25 °C. Os
cromatogramas foram lidos no comprimento de onda de 254 nm e o teor de acido
elagico livre foi determinado por meio de curva padrdo de &cido elagico (Sigma

Aldrich — St. Louis, MO, EUA).

2.7 Extracdo e quantificacdo de acido elagico total

A extracdo e quantificacdo de acido elagico total foi realizada de acordo com
PINTO et al. (2008), com modificacdes. As amostras (3 g) de casca e fruto
descarocado de camu-camu foram homogeneizadas com 50 mL de acetona 80 %
(v/v), utilizando-se Ultra-Turrax por um minuto em velocidade 5. Os extratos foram
filtrados em papel de filtro Whatman n® 6. Uma aliquota de 4 mL do extrato foi
transferida para baldo de fundo redondo, evaporada até secagem completa em
evaporador analitico e hidrolisada com 4 mL de TFA (acido trifluoracético) 2 N a
120 °C por 60 minutos. Apos a hidrolise, foram adicionados 4 mL de &lcool butilico
e o extrato foi novamente evaporado. Apos a secagem, foi ressuspendido com 1 mL
de metanol e filtrado em filtros de polietileno com membrana PTFE (Millipore) de

0,45 pm. A quantificacdo do teor de acido eldgico total foi realizada por

77



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme protocolo descrito no

item 2.6.

2.8 Capacidade antioxidante in vitro

Foram utilizados os extratos elaborados a partir das cascas e frutos
descarogados de camu-camu, conforme o item 2.5. A avaliacdo foi realizada através
do ensaio TEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) utilizando os
radicais ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado) e DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), segundo metodologias descritas por RE et al. (1999), com
modificacdes. Para ambos os métodos, foi construida uma curva analitica com o
antioxidante padrdo Trolox (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano) (Sigma Aldrich — St. Louis, MO, EUA) e dilui¢cGes das amostras
foram realizadas para a elaboracdo de uma curva de amostra. A mesma foi
contrastada com a curva do padrdo, e os resultados foram expressos em UM
equivalente de Trolox por grama de amostra (casca ou fruto descarocado).

A reacdo das amostras com o cation ABTS ocorreu na proporcdo 0,5:3,5 mL,
respectivamente, sendo as leituras espectrofotométricas realizadas ap6s 6 minutos
(RE et al., 1999), no comprimento de onda de 734 nm.

Para a reacdo com o DPPH, amostra e radical reagiram nas mesmas
proporcdes citadas para o ABTS, entretanto, o tempo de reacéo estabelecido foi de
25 minutos, valor obtido apds um estudo de cinética realizado entre as amostras e 0

radical (Figura 1). O comprimento de onda utilizado foi de 517 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia do tipo de cultivo

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da caracterizacdo fisica realizada em frutos de camu-camu (Myrciaria dubia) cultivados em
diferentes ambientes. Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os dados de compostos antioxidantes e capacidade antioxidante in vitro de frutos

descarogados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (seco e alagado).

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas de frutos de camu-camu cultivados em diferentes ambientes

Umidade (%) Ambiente seco* Umidade (%) Ambiente alagado**
Fruto (g) 92,21 + 0,06 8,43 +1,03" 91,79 + 0,15 8,98 +0,21*
Polpa (g) 93,4 +0,13° 4,41 +1,02% 93,12 +0,21° 4,46 +0,13*
Casca (g) 86,20 + 0,50° 1,75 +0,23* 86,70 + 0,08 1,86 + 0,09%
Semente (g) ND 2,17 +0,14% ND 2,41 +0,02%

*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; Os valores representam a média de 3 repeti¢des + desvio padrdo; ComparacOes entre os percentuais de
umidade de cada parte do fruto sdo representadas por letras mindsculas e comparacGes entre os tipos de cultivos, para cada parte do fruto, séo representadas por letras
maiusculas. Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05); ND: ndo determinado.
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Tabela 2 — Teor de compostos antioxidantes em frutos descarocados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (valores

expressos em 100 g de amostra seca)

Determinactes

Cultivo em ambiente seco* Cultivo em ambiente alagado**

Fruto descarogado Casca Fruto descarogado Casca
Umidade (%) 92,21 + 0,06 86,20 + 0,50° 91,79 +0,15* 86,70 + 0,08"°
Polifendis totais (mg AGE#100 g% 1474903 + 551  13.34897+99,94°  12.216,84+85,02°*  10.611,08 + 130,36°
Acido elagico livre (mg+100 g™ 17,75+ 1,57°4 18,13 + 1,06" 27,50 + 3,54*A 28,71 +1,21*
Acido elégico total (mg100 g™) 425,44 + 23 474 472,80 + 30,96" 348,31 + 40,22°* 357,29 + 118,29"
Antocianinas totais (mg de cianidina-3- 209 + 5,02° 223,14 + 6,89" 158,86 + 1,20 171,87 537"

glicosideo+100 g™)

*Fruto produzido no Amazonas (maduro); **Fruto produzido em Roraima (maduro); AGE: 4cido galico equivalente; Os valores representam a média de 3 repeti¢fes + desvio
padrdo; Comparag0es entre os frutos de diferente cultivo sdo representadas por letras mintsculas e comparages fruto vs casca, do mesmo cultivo, sdo representadas por letras
maiusculas. Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).
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Tabela 3 — Capacidade antioxidante in vitro de frutos descarocados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (valores

expressos em um grama de amostra seca)

Amostra ABTS DPPH
Fruto de ambiente seco

(UM equivalente de Troloxsg™)* 1.418,25 + 17,65 1.520,45 + 112,79*

Casca
(LM equivalente de Troloxsg™) 1.370,64 + 30,36" 1.328,50 + 14,40°
Fruto de ambiente alagado

(UM equivalente de Troloxeg™t)** 1.209,08 + 65,66™* 1.124,37 + 29,12

Casca

B
(UM equivalente de Troloxsg™) 997,07 £16,44

978,64 + 10,938

*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; Os valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padrdo; Comparagdes entre os frutos de diferentes
cultivos sdo representadas por letras minudsculas e comparagdes fruto vs casca, do mesmo cultivo, sdo representadas por letras maidsculas; Médias seguidas pela mesma letra,

na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).
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Na Figura 1 estdo apresentados os graficos das cinéticas das reacdes entre o radical DPPH e as amostras de fruto descarogado e casca de

camu-camu cultivado em diferentes ambientes (seco e alagado) e em diferentes estadios de maturacdo (verde e maduro). O tempo de reacéo para

todas as amostras, independente do tipo de cultivo e do estadio de maturacédo foi de 25 minutos.
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Figura 1 — Cinética da reacdo de DPPH: A — fruto descarocado de camu-camu cultivado em ambiente alagado (AA) e seco

(AS); B — casca de camu-camu cultivado em ambiente alagado (AA) e seco (AS).
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3.1.1 Ambiente seco (solo sem inundacéo)
3.1.1.1 Fruto descarocado

Os frutos cultivados em ambiente seco apresentaram, estatisticamente
(p>0,05), o mesmo conteudo de polpa, casca e semente que o0s cultivados em
ambiente alagado (Tabela 1). Em relacdo a avaliacdo individual, em média, os frutos
cultivados em ambiente seco contém 52 % de polpa, 21 % de casca e 26 % de
semente.

Quanto aos compostos antioxidantes, apresentaram maior (p<0,05) contetdo
de polifendis totais (14.749,93 mg AGE+100 g™/peso seco), antocianinas (209 mg de
cianidina-3-glicosideo*100 g/peso seco) e acido elagico total (425,44 mge100 g
!/peso seco), conforme dados apresentados na Tabela 2. Entretanto, o teor de acido
elagico livre foi menor (17,75 mge100 g™/peso seco). Da mesma maneira que a
maioria dos compostos bioativos, a atividade antioxidante também foi maior
(p<0,05) nos frutos de cultivo seco (Tabela 3).

O teor de polifendis totais (14.749,93mg AGE+100 g™ fruto/peso seco) ficou
abaixo do publicado por GENOVESE et al. (2008) (17.970 mg AGE+100 g™/peso
seco), para frutos de camu-camu também cultivados em solo sem inundacao (Estado
de Séo Paulo). Entretanto, os autores ndo levaram em consideracdo o teor de &cido
ascorbico do camu-camu ao quantificar polifendis totais no mesmo e por isso, 0
resultado pode estar superestimado. Porém, as diferencas visualizadas também
podem ser em funcéo das caracteristicas proprias de cada regido onde os frutos foram
produzidos (regides Norte e Sudeste do Brasil). Entretanto, os teores de polifendis
totais do camu-camu, independente da regido de cultivo, sdo bem maiores que o

conteddo relatado para algumas frutas consideradas fontes classicas desses
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compostos, como acai e jabuticaba (3.268 e 3.584 mg AGE+100 g/peso seco,
respectivamente) (RUFINO et al., 2010), sendo a ultima também uma Myrtaceae.

O maior contetdo de antocianinas pode ser explicado em funcdo de uma
maior incidéncia de raios solares na planta durante a maturacéo, fator que influencia
diretamente no teor desses pigmentos (VENDRAMINI E TRUGO, 2004,
ZADERNOWSKI et al., 2005). Os frutos cultivados em ambiente seco sdo
produzidos com maior controle, através de técnicas de manejo que visam uma
producdo mais uniforme. Nesse contexto, o espacamento entre as plantas € calculado
procurando evitar que, quando formados, 0s arbustos ndo provoquem sombreamento
um sobre o outro. Assim, a radiacdo solar incidente € maior e com isso 0s pigmentos
antocianicos sdo sintetizados em maior proporcdo. De acordo com ROSS et al.
(2002), as condi¢bes ambientais e climaticas (temperatura, luz e agua) durante o
desenvolvimento dos frutos sdo fundamentais para a formacdo dos compostos
fendlicos.

Em relacdo aos teores de &cido elagico, a menor concentracdo na forma livre
indica que, nos frutos cultivados em ambiente seco, a propor¢do do mesmo na forma
ligada, seja como elagitaninos ou glicosilado, € maior. PINTO et al. (2008) reportou
que o teor de acido elagico livre nos vegetais é geralmente baixo, estando presente
principalmente na forma de elagitaninos. Segundo GONCALVES et al. (2010) e
GENOVESE et al. (2008), o camu-camu apresenta um teor de acido elagico total de
480 mge100 g™ (peso seco), sendo que o composto livre corresponde apenas a 16
mg100 g™ (peso seco). O contetido de 4cido elagico livre no alimento é importante
porque esta diretamente relacionado com a absor¢do do composto pelo organismo,
uma vez que quando na forma ligada o metabolismo do mesmo é mais lento

(LANDETE, 2011). Os teores de écido elagico livre (2,5 mge100 g™/peso fresco) e
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total (34 mge100 g™/peso fresco) do camu-camu cultivado em ambiente seco ficaram
abaixo do reportado por BOBINAITE et al. (2012) para algumas cultivares de
framboesa (Rubus spp.) (2,0 — 50 e 200 — 300 mge100 g'/peso fresco,
respectivamente) e acima do relatado por PINTO et al. (2008) para algumas
cultivares de morango (Fragaria ananassa) (0,6 — 2,6 e 17 — 47 mge100 g™/peso
fresco, respectivamente), ambas consideradas fontes classicas desse composto.
Quanto a capacidade antioxidante, o maior potencial encontrado nos frutos de
ambiente seco (1.418,25 e 1.520,45 uM Troloxsg*/peso seco para os radicais ABTS
e DPPH, respectivamente) (Tabela 3) € uma consequéncia de um maior teor de
polifendis totais (17 %), antocianinas (24 %) e acido elagico total (18 %) nesses
frutos (Tabela 2). Na Figura 2 estdo apresentados os graficos que representam a

cinética das reacdes de ABTS e DPPH com os frutos cultivados em ambiente seco.
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Figura 2 — Cinética das reac6es dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e fruto descarocado de camu-camu cultivado em ambiente seco; B — reagdo entre

DPPH e fruto descarocado de camu-camu cultivado em ambiente seco.

Esses resultados intensificam a relagdo existente entre alguns dos compostos
bioativos citados e a capacidade antioxidante dos alimentos que os contém.
CHIRINOS et al. (2010) encontrou uma correlacao de 0,93 entre o teor de polifenois
totais e a capacidade antioxidante de frutos de camu-camu, sugerindo que o potencial

antioxidante dos mesmos €é derivado principalmente dos compostos fendlicos
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presentes. SILVA et al. (2011) também encontrou correlacdo significativa (p<0,05)
entre o conteudo de compostos fenolicos totais e o potencial antioxidante de amora-
preta (Rubus spp.) e morango (Fragaria ananassa) (0,84 e 0,89, respectivamente).
RUFINO et al. (2010) reportou para frutos de camu-camu uma capacidade
antioxidante de 1.530 uM Trolox+g™*/peso seco em relacdo ao cation ABTS, valor
um pouco acima do encontrado nos frutos avaliados nesse estudo. Essa diferenca
pode ser explicada em funcdo de que o camu-camu avaliado pelos autores citados
apresentou também maiores valores de antocianinas totais (422 mg cianidina 3-
glicosideo*100 g*/peso seco). Em relagdo ao radical DPPH, GENOVESE et al.
(2008) relatou para o camu-camu uma atividade antioxidante de 1.410 uM Troloxeg"
!/peso seco, também um pouco acima dos valores encontrados para 0 camu-camu

aqui estudado.

3.1.1.2 Casca

Quando avaliada isoladamente, a casca dos frutos cultivados em ambiente
seco apresentou menores (p<0,05) teores de polifendis totais (13.348,97 mg
AGE-+100 g*/peso seco) em relagdo ao fruto descarocado e por consequéncia, a

capacidade antioxidante também o foi (Figura 3).
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Figura 3 — Cinética das reac6es dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e casca de camu-camu cultivado em ambiente seco; B — reacdo entre DPPH e casca

de camu-camu cultivado em ambiente seco.

O conteudo de &cido elagico livre e total da casca ndo variou, estatisticamente
(p>0,05), frente ao fruto inteiro. Entretanto, os teores de antocianinas totais foram
maiores (223,14 mg de cianidina-3-glicosideo*100 g™*/peso seco), reforcando a idéia
de que o consumo do camu-camu sem a mesma pode ser prejudicado.

Segundo ZANATTA et al. (2005), as antocianinas estdo concentradas
principalmente na casca do camu-camu, estando em baixa concentragdo na polpa. A
casca é a parte do fruto que fica mais exposta ao ataque de microrganismos,
radiacGes e outras condi¢cdes de estresse (injarias mecénicas, por exemplo). Com
isso, um maior contetdo de alguns polifenois na mesma é possivel de ocorrer, pois
0s compostos fenolicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas,

desencadeado mediante condigdes de estresse (NACZK e SHAHIDI, 2004).

3.1.2 Ambiente alagado (solo inundado)
3.1.2.1 Fruto descarocado
Os frutos cultivados em ambiente alagado apresentaram, estatisticamente

(p>0,05), o0 mesmo contetdo de polpa, casca e semente que aqueles cultivados em
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ambiente seco (Tabela 1). Em relacdo a avaliacdo individual do fruto, o mesmo
contém cerca de 50 % de polpa, 21 % de casca e 27 % de semente.

Em relacdo aos compostos antioxidantes, apresentaram menor (p<0,05) teor
de polifendis totais (12.216,84 mg AGE+100 g*/peso seco), antocianinas (158,86 mg
de cianidina-3-glicosideo*100 g™/peso seco) e 4cido elagico total (348,31 mg*100 g
Jpeso seco). Por consequéncia, também apresentaram menor capacidade
antioxidante (1.209,08 e 1.124,37 uM Trolox-g'llpeso seco, respectivamente para 0s
radicais ABTS e DPPH). Na Figura 4 estdo os graficos que representam a cinética

das reacOes de ABTS e DPPH, respectivamente.

1
y=-0,2656x + 1,0542

08
08 R2=0,9966
ags y=-0,334x+0,5846 06
S04 “\‘\‘\’ R2= 09989 ABS 4

02 A 0,2 B
0+ T T T T T ! 0 - T T T T T 1
0 05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3

Concentragdo (g amostra/L) Concentragéo (g amostra/L)

Figura 4 — Cinética das reac6es dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e fruto descarocado de camu-camu cultivado em ambiente alagado; B — reacdo entre

DPPH e fruto descarocado de camu-camu cultivado em ambiente alagado.

Entretanto, o teor de acido elagico livre foi maior nos frutos cultivados em
ambiente alagado (27,50 mg+100 g™/peso seco). A diferenca pode ser decorrente de
um maior amadurecimento dos mesmos. O processo acelera a atividade enzimatica
dos frutos (CHITARRA e CHITARRA, 2005), fato que pode culminar para uma
maior hidrolise dos elagitaninos a acido elagico.

A menor producdo de polifendis totais nos frutos de cultivo alagado pode ser

em parte, pela exposicdo a agua que os mesmos sdo submetidos quando o nivel dos
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rios Amazonicos sobe. De fato, 0 acimulo de agua ao redor da planta diminui a
temperatura da mesma e, consequentemente, a producdo de polifendis. Segundo
NACZK e SHAHIDI (2004) o estresse térmico é um dos fatores responsaveis pela
incidéncia destes compostos nos frutos.

Em relacdo aos teores de antocianinas, uma menor incidéncia de luz sobre os
arbustos pode ter sido responsavel pelo menor teor desses pigmentos nos frutos
cultivados em ambiente alagado. Os mesmos sdo produzidos sem controle, visto que
crescem naturalmente nas margens dos rios. Com isso, o efeito de sombreamento de
um arbusto sobre o outro € maior e assim, a incidéncia de raios solares sobre os

frutos é menor.

3.1.2.2 Casca

Na casca foram evidenciados menores teores (p<0,05) de polifendis totais, em
relacdo ao fruto descarocado. Entretanto, foram detectados maiores conteudos de
antocianinas totais (171,87 e 158,86 mg de cianidina-3-glicosideo*100 g™/peso seco,
casca e fruto descarocado, respectivamente). Quanto aos teores de acido elagico livre
e total, estatisticamente (p>0,05), ndo houve diferenca entre os valores encontrados
na casca e no fruto descarocado. Quanto a capacidade antioxidante, a casca
apresentou menor potencial (Tabela 3). Na Figura 5 estdo os graficos que

representam a cinética das reagdes dos radicais ABTS e DPPH, respectivamente.
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Figura 5 — Cinética das reac6es dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e casca de camu-camu cultivado em ambiente alagado; B — reacdo entre DPPH e

casca de camu-camu cultivado em ambiente alagado.

3.2 Influéncia do estadio de maturacgao

Na Tabela 4 estdo descritos os resultados da caracterizagdo fisica realizada
em frutos de camu-camu em diferentes estadios de maturacdo. Na Tabela 5 estdo
apresentados os teores de compostos antioxidantes, bem como a capacidade
antioxidante in vitro, de frutos descarocados de camu-camu cultivados no mesmo

ambiente (ambiente seco) e em diferentes estadios de maturacéo.

Tabela 4 — Caracteristicas fisicas de frutos de camu-camu em diferentes estadios de

maturacao

Umidade (%)  Fruto verde*  Umidade (%)  Fruto maduro*

Fruto (g) 92,3+0,2®  8,73+0,95" 9221+0,06*  8,43*+1,03
Polpa (g) 93,67 +0,15* 4,35+105" 934+0,13 4,41 +1,02"
Casca (g) 86,2+0,50* 17+023"* 8620+050°  1,75+0,65"
Semente (g) ND 2,18 + 0,42* ND 2,17 +0,57%

*Frutos produzidos no Amazonas (ambiente seco); Os valores representam a média de 3 repeticdes +
desvio padrdo; Comparacfes entre 0s percentuais de umidade de cada parte do fruto sdo representadas
por letras minlsculas e comparacfes entre os tipos de cultivos, para cada parte do fruto, sdo
representadas por letras mailsculas; Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05); ND: ndo determinado.
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Tabela 5 — Teor de compostos antioxidantes em frutos descaro¢ados de camu-camu

em diferentes graus de maturacédo (valores expressos em amostra seca)

Determinacdes Fruto verde* Fruto maduro*
Umidade (%) 92,3 +0,24% 92,21 + 0,062
Polifendis totais (mg AGE+100 g¥) ~ 11.252,75+180°  14.749,93 + 551°
Acido elagico livre (mg+100 g™ 25,75+ 50,82° 17,57 +1,57°
Acido elgico total (mg=100 g) 764,69 + 11,13 425,44 + 23 47°
Antocianinas totais ND 209 + 502

(mg de cianidina-3-glicosideo+100 g™)

AAT ABTS ) 1.058,54 +21,53"  1.418,25 + 17,65°
(UM equivalente de Troloxsg™)

AAT DPPH . 106650%3820° 152045+ 112,79"
(UM equivalente de Troloxsg™)

*Fruto cultivado em ambiente seco (solo sem inundacdo — Amazonas); AGE: &cido gélico
equivalente; AAT: atividade antioxidante total; Os valores representam a média de 3 repeti¢Ges +
desvio padrdo; Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05); ND: ndo determinado.

3.2.1 Frutos verdes

Os frutos verdes apresentaram, estatisticamente (p>0,05), 0 mesmo contetdo
de polpa, casca e semente que os maduros (Tabela 4). Em relacdo a avaliacdo
individual do fruto, o mesmo contém 50 % de polpa, 19 % de casca e 25 % de
semente.

Quanto aos teores de compostos antioxidantes, apresentaram menor contetdo
de polifendis totais (11.252,75 mg AGE+100 g™/peso seco), quando comparados aos
frutos maduros (14.749,93 mg AGE+100 g™'/peso seco). Entretanto, apresentaram
maior teor de 4cido elagico livre (25,75 mge100 g/peso seco) e total (764,69
mg+100 g™'/peso seco).

Apesar de conter maiores teores de acido elagico livre e total (32 e 44 %,
respectivamente), o conteddo de polifenois totais foi menor, fato que pode ter sido

decorrente da auséncia de antocianinas nos frutos verdes. Nao foram detectadas
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antocianinas porque, quando no estadio inicial de desenvolvimento, ndo se tem a
presenca desses pigmentos no camu-camu. Os pigmentos antocianicos aparecem no
camu-camu em virtude de mudancas fisioldgicas que ocorrem decorrentes do
processo de maturacdo (ZANATTA et al., 2005). A clorofila presente nos frutos
verdes é degradada dando lugar a formacdo das antocianinas, que tornam o fruto
vermelho no estadio intermediario e violeta no final da maturacdo (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). CHIRINOS et al. (2010) em um estudo sobre 0s compostos
antioxidantes de frutos de camu-camu em diferentes estadios de maturacdo também
observou que os frutos verdes apresentam menor teor de compostos fenoélicos, sendo
a diferenca em relacdo aos frutos maduros de 15 %. Em nosso estudo a diferenca
entre o teor de compostos fendlicos de frutos verdes e maduros foi de 24 % menos
nos frutos verdes.

Em relacdo aos teores de acido elagico livre e total, CHIRINOS et al. (2010)
também reportaram maiores teores desses compostos em frutos verdes de camu-
camu. Os autores verificaram que conforme avanga 0 processo de maturagdo do
fruto, o teor de acido eldgico tende a diminuir, dando lugar a sintese de antocianinas
e outros flavondides. Além disso, os taninos estdo diretamente relacionados com a
adstringéncia dos frutos (DREWNOWSKI e GOMEZ-CARNEROQOS, 2000). Assim, é
normal que estejam em maior concentragdo nos frutos verdes.

Os frutos verdes apresentaram menor (p<0,05) capacidade antioxidante,
proporcionada pelo menor contetdo total de polifenois (Tabela 5). Na Figura 6 estdo
os graficos que representam as cinéticas das reacOes dos radicais ABTS e DPPH com

amostras de frutos de camu-camu verdes.
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Figura 6 - Cinética das reacdes dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e fruto descarocado verde de camu-camu cultivado em ambiente seco; B — reacédo

entre DPPH e fruto descarocado verde de camu-camu cultivado em ambiente seco.

3.2.1.1 Casca
Na Tabela 6 estdo destacados os teores de compostos antioxidantes, bem
como da capacidade antioxidante in vitro, de fruto descarocado e casca de camu-

camu verde, cultivado em ambiente seco.

Tabela 6 - Teor de compostos antioxidantes em fruto descarogado e casca de camu-

camu verde cultivado em ambiente seco (valores expressos em amostra seca)

Determinacoes Fruto descarocado Casca
Umidade (%) 92.30 + 0,242 86,20 + 0,51°
Polifenis totais (mg AGE+100 g?) ~ 11.252,75% 180"  9.889,79 +101,19"
Acido elagico livre (mge100 g™) 25,75 +2,12° 50,82 + 28,84
Acido elagico total (mge100 g™ 764,69 + 11,23 768,25 + 41,26
AAT ABTS (UM equivalente de 1.058,54 + 21,532 857 97 + 36.77°
Troloxsg™) ’ ’
AAT DPPH (UM equivalente de 1.066,50 + 38,20 961.21 + 50.73"
Trolox-g™) ’ ’

*Fruto produzido no Amazonas; AGE: acido galico equivalente; AAT: atividade antioxidante total;
Os valores representam a média de 3 repeti¢des * desvio padrdo; Médias seguidas pela mesma letra,
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05).

Na casca verificou-se menor (p<0,05) contetdo de polifendis totais (12 % a

menos que no fruto descarogado). Entretanto, o teor de acido elagico livre foi maior,
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enquanto que o de &cido elagico total ndo variou (p>0,05) em relacdo ao fruto
descarogado. Na mesma proporcao que o total de compostos fenodlicos, a capacidade
antioxidante também foi menor na casca dos frutos verdes. Na Figura 7 encontram-se
os graficos que mostram a cinética das reacfes dos radicais ABTS e DPPH com

amostra de casca de camu-camu verde cultivado em ambiente seco.

04
021, 021p
0+ T T T T 1 0+ T T T
0 05 1 15 2 25 0 05 1 15 2 25

Concentragdo (g amostra/L) Concentragdo (g amostra/L)

08 08 y=-0,3029x + 09478
06 y=-0.4457x + 0,5852 06 R2=0,0988
ABS NN R2= 09408 ABS |,

Figura 7 - Cinética das reagdes dos radicais ABTS e DPPH: A — reacdo entre ABTS
e casca de camu-camu verde cultivado em ambiente seco; D — reacdo entre DPPH e

casca de camu-camu verde cultivado em ambiente seco.

A Figura 8 mostra o perfil de compostos antioxidantes da casca dos frutos
verdes de camu-camu em relacdo a dos frutos maduros, ambos cultivados no mesmo
ambiente (solo seco, sem inundacdo). Os frutos verdes apresentam maiores teor de
acido elagico livre e total na casca, porem o contetdo total de polifenodis foi menor.
Da mesma maneira, a capacidade antioxidante também o foi. Apesar de o conteudo
de &cido elagico ser maior na casca dos frutos verdes, a proporcéo condensada € mais
alta. Com isso, a presenca do composto em maior propor¢do ndo é suficiente para

elevar o potencial antioxidante dessa parte do fruto verde.
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Figura 8 — Relacdo entre o teor de compostos antioxidantes na casca de frutos de

camu-camu verde e maduro, ambos cultivados em ambiente seco: **ATT — Atividade

Antioxidante Total.

3.2.2 Frutos maduros

Os frutos maduros (caracterizados pela coloracdo vermelha da casca)
apresentaram maior teor de polifendis totais (p<0,05). Entretanto, os teores de acido
elagico livre e total foram menores (17,57 e 425,44 mge100 g™/peso seco,
respectivamente). Entre os compostos fendlicos presentes nos frutos maduros
encontram-se as antocianinas, pigmentos que nao estdo presentes nos frutos verdes
(Tabela 5). Assim, a presenca desses compostos, além de modificar a coloracdo do
fruto, também proporciona um aumento no teor total de compostos fenolicos.

Os frutos maduros também apresentaram maior atividade antioxidante,

promovida pelo maior contetdo de polifendis (Tabela 5).

4 CONCLUSAO

Os frutos de camu-camu cultivados em ambiente de seco (solo sem
inundacdo) apresentaram maior teor de compostos antioxidantes (polifendis totais,
acido el&gico total e antocianinas totais) em relagdo aos frutos de ambiente alagado.

Verificou-se que nos dois tipos de camu-camu o0s compostos fendlicos sdo 0s
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principais responsaveis pela atividade antioxidante do fruto e que o teor de
antocianinas é o diferencial em relacdo a essa propriedade. Independente do tipo de
cultivo, a casca dos frutos apresentou menor concentracdo de polifenois totais e
maior de antocianinas, quando comparada ao fruto descarocado. Entretanto, a
capacidade antioxidante foi menor.

Por esses motivos, o plantio do camu-camu em solo seco, como alternativa ao
desenvolvimento da cultura e crescimento da producdo, é viavel em relacdo ao
plantio em areas inundadas, visto que as alteracfes identificadas apenas fizeram
melhorar suas caracteristicas.

Quanto ao estadio de maturacdo, as alteragdes metabdlicas inerentes a esse
processo promoveram maior sintese de polifendis totais. Com isso, os frutos maduros
apresentaram maior teor desses compostos e consequentemente maior potencial
antioxidante. Entretanto, os niveis de acido elagico (livre e total) foram maiores nos
frutos verdes, sendo que a casca dos mesmos apresentou maior teor de acido elagico

livre.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, R. E. et al. Antioxidant activity measurement in tropical fruits: a case study
with acerola. Acta Horticulturae, v.773, p.299-305, 2008.

AOAC — Association Of Official Analytical Chemists. Official Methods of Analysis
of the AOAC. 18. ed. Gaithersburg, M.D, USA, 2005.

BOBINAITE, R.; VISKELIS, P.; VENSKUTONIS, P. R. Variation of total
phenolics, anthocyanins, ellagic acid and radical scavenging capacity in various
raspberry (Rubus spp.) cultivars. Food Chemistry, v.132, p.1495-1501, 2012.

96



CHIRINOS, R. et al. Antioxidant compounds and antioxidant capacity of Peruvian
camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) fruit at different maturity stages.
Food Chemistry, v.120, p.1019-1024, 2010.

CHITARRA, M. |; CHITARRA, A. B. Pos-colheita de Frutos e Hortalicas:
Fisiologia e manuseio. 2 ed. Rev. e ampl. Lavras: UFLA, 2005. 785p.

DREWNOWSKI, A.; GOMEZ-CARNERQOS, C. Bitter taste, phytonutrients, and the
consumer: a review. American Journal of Clinical Nutrition, v.72, p.1421-1435,
2000.

GENOVESE, M. I. et al. Bioactive compounds and antioxidant capacity of exotic
fruits and commercial frozen pulps from Brazil. Food Science and Technology
International, v.14, p.207-214, 2008.

GONCALVES, A. E. de S. S., LAJOLO, F. M., GENOVESE, M. I. Chemical
composition and antioxidant/antidiabetic potential of brazilian native fruits and
commercial frozen pulps. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.58,
p.4666-4674, 2010.

LANDETE, J. M. Ellagitannins, ellagic acid and their derived metabolites: A review
about source, metabolism, functions and health. Food Research International, v.44,
p.1150-1160, 2011.

LEES, D. H.; FRANCIS, F. G. Standardization of pigment analysis in cramberries.
Hortscience, v.7, p.83-84, 1972.

MAEDA, R. N. et al. Determinacdo da formulacdo e caracterizacdo do néctar de
camu-camu (Myrciaria dubia McVaugh). Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.26,
p.70-74, 2006.

NACZK, M.; SHAHIDI, F. Extraction and analysis of phenolics in food. Journal of
Chromatography A, v.1054, p.95-111, 2004.

NORATTO, G. D. et al. Anticarcinogenic effects of polyphenolics from mango
(Mangifera indica) varieties. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.58,
p.4104-4112, 2010.

OLIVEIRA, V. B. et al. Native foods from Brazilian biodiversity as a source of
bioactive compounds. Food Research International, v.48, p.170-179, 2012.

97



PINTO, M. S.; LAJOLO, F. M.; GENOVESE, M. I. Bioactive compounds and
quantification of total ellagic acid in strawberry (Fragaria x ananassa Duch). Food
Chemistry, v.107, p.1629-1635, 2008.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology & Medicine, v.26, p.1231-1237, 1999.

ROSS, J. A.; KASUM, C. M. Dietary flavonoids: bioavailability, metabolic effects
and safety. Annual Review of Nutrition, v.22, p.19-34, 2002.

RUFINO, M. S. M. et al. Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-
traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, v.121, p.996-1002, 2010.

SAS, Statistical Analysis System (SAS®), SAS software versdo 9.2, Cary, 2008.
176p.

SILVA, R. S.; VENDRUSCOLDO, J. L.; TORALLES, R. P. Avaliacdo da capacidade
antioxidante em frutas produzidas na regido sul do RS. Revista Brasileira de
Agrosciéncia, v.17, p.392-400, 2011.

SINGLETON, V. L.; ROSSI, J. A. Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology
and Viticulture, v.16, p.144-158, 1965.

VENDRAMINI, A. L.; TRUGO, L. C. Phenolic compounds in acerola fruit
(Malphighia punicifolia, L.). Journal of Brazilian Chemical Society, v.15, p.664-
668, 2004.

VIDIGAL, M. C. T. R. et al. Effect of a health claim on consumer acceptance of
exotic Brazilian fruit juices: agai (Euterpe oleracea Mart.), camu-camu (Myrciaria
dubia), cajd (Spondias lutea L.) and umbu (Spondias tuberosa Arruda). Food
Research International, v.44, p.1988-1996, 2011.

VILLANUEVA-TIBURCIO, J. E.; CONDEZO-HOYOS, L. A.; ASQUIERI, E. R.
Antocianinas, acido ascérbico, polifenoles totales y actividad antioxidante, en la
cascara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh). Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v.30, p.151-160, 2010.

98



YUYAMA, L. K. O. et al. Processamento e avaliacdo da vida-de-prateleira do
tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer) desidratado e pulverizado. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v.28, p.408-412, 2008.

ZADERNOWSKI, R.; NACZK, M.; NESTEROWICZ, J. Phenolic acid in some
small berries. Journal of Agricultural of Food Chemistry, v.53, p.2118-2124,
2005.

ZANATTA, C. F. et al. Determination of anthocyanins from camu-camu (Myrciaria
dubia) by HPLC-PDA, HPLC-MS, and NMR. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.53, p.9531-9535, 2005.

ZANATTA, C. F.; MERCADANTE, A. Z. Carotenoid composition from the
Brazilian tropical fruit camu-camu (Myrciaria dubia). Food Chemistry, v.101,
p.1526-1532, 2007.

99



ARTIGO 4

TEOR DE VITAMINAS E MINERAIS EM CASCAS E FRUTOS DE CAMU-
CAMU (Myrciaria dubia) CULTIVADOS EM DIFERENTES AMBIENTES E
EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do tipo de cultivo (ambiente
seco e alagado) e do estadio de maturacdo no teor de vitaminas (vitamina C e B-
caroteno) e minerais (calcio, magnésio, enxofre, zinco, ferro, manganés, cobre, boro,
nitrogénio, fosforo e potéssio) de frutos descarocados e cascas de camu-camu
(Myrciaria dubia). O camu-camu cultivado em ambiente seco apresentou maior
(p<0,05) teor de vitamina C (13.756,79 mge100 g™/peso seco) e da maioria dos
minerais investigados (calcio, magnésio, enxofre, ferro, cobre, nitrogénio, fésforo e
potéssio). Os teores de B-caroteno ndo variam (p>0,05) entre os frutos cultivados em
diferentes ambientes. Quanto a avaliacdo da casca em relacdo ao fruto descarocgado,
independente do tipo de cultivo, os teores de vitamina C e minerais foram menores
na mesma, enquanto que o de B-caroteno foi maior. No que concerne ao estadio de
maturacao, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o teor de vitamina C e -
caroteno de frutos verdes e maduros. Entretanto, foram evidenciadas algumas
diferencas em fungé&o dos minerais determinados. Alguns compostos apresentaram-se
em maior concentracdo nos frutos verdes (ferro, manganés e potéssio) e outros nos

frutos maduros (magnésio, zinco e cobre).

Palavras-chave: ambiente seco, ambiente alagado, vitamina C, B-caroteno, verde,

maduro.
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1 INTRODUCAO

O camu-camu (Myrciaria dubia) é um arbusto da familia Mirtaceae que
ocorre naturalmente na floresta Amazodnica, sendo encontrado, entre outros paises, no
Brasil e no Peru. E uma fruta exética que desperta a atencdo das pessoas pelo seu
elevado contetido de vitamina C, o qual pode chegar até 6.000 mge100 g™ de fruta
(peso fresco) (YUYAMA et al.,, 2002; RUFINO et al., 2010; VILLANUEVA-
TIBURCIO et al., 2010). Entretanto, esse ndo € o principal nutriente presente no
camu-camu, pois segundo alguns estudos a fruta também apresenta uma boa
quantidade de B-caroteno (ZANATTA e MERCADANTE, 2007) e de alguns
minerais como calcio e potassio (JUSTI et al., 2000; YUYAMA et al., 2003).

Seu habitat natural € a beira de rios e igarapés ou regides permanentemente
alagadas, onde parte de seu caule permanece submersa (ZANATTA e
MERCADANTE 2007). Produtores particulares e alguns 6rgdos governamentais do
Brasil vém tentando adaptar a cultura ao cultivo em areas secas, visto que sdo muitos
0s entraves logisticos e econdmicos da producdo em regifes alagadas. Assim,
estudos vém sendo conduzidos nesse sentido de ampliar as areas de cultivo e, com
isso, a adaptacdo do camu-camu nas diversas regifes do Brasil (ZANATTA et al.,
2005; ZANATTA e MERCADANTE, 2007). Isto possibilitaria a colheita do fruto
em diversas épocas do ano e o controle da qualidade dos mesmos.

No entanto, a composicéo dos frutos pode variar conforme o tipo de plantio e
a regido de producdo. Modificacbes podem ser observadas em funcdo das
caracteristicas de cada solo, condi¢bes climaticas durante o desenvolvimento das
plantas, técnicas de manejo (uso de fertilizantes, por exemplo) e estadio de
maturacdo (EKHOLM et al., 2007; CHIRINOS et al., 2010). Segundo

MIRDEHGHAN e RAHEMI (2007), no que concerne ao conteudo mineral dos
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vegetais, o tipo de solo e as préaticas agricolas sdo fatores primordiais para possiveis
diferencas entre frutos cultivados em diferentes ambientes. De acordo com
YUYAMA (2011) em solos de terra firme (ambiente seco) a adi¢do de nutrientes e
agua pode ser controlada, fato que ndo ocorre em ambientes algados. Com isso, 0
acumulo de substancias na planta é maior e consequentemente o desenvolvimento e a
producdo de frutos também. O solo é o meio por onde a planta absorve os nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento e, em virtude disso, a composi¢cdo mineral do
mesmo é um fator decisivo no teor de minerais da frutifera (FAQUIN, 2005).

Em relacdo aos estadios de desenvolvimento do fruto, durante a formacéo do
mesmo pode haver varia¢do na concentracdo de compostos acumulados (LAVIOLA
et al., 2007). Quando o fruto esta em fase inicial de seu ciclo vegetativo a absor¢éo
de nutrientes é baixa e vai aumentando conforme o desenvolvimento do mesmo, pois
a necessidade de nutrientes aumenta proporcionalmente (FAQUIN, 2005). Até
chegar a maturacao plena, onde a tendéncia € a absorcdo de alguns compostos nao
ser mais necessario e dessa forma, o acumulo dos mesmos diminuir. Além disso,
durante a formacédo do fruto, alguns elementos sdo absorvidos com o intuito de serem
convertidos em outros, chegando ao final do ciclo em menor proporcédo
(MARSCHNER, 2012).

Estudos relacionados a variagcbes na composi¢cdo do camu-camu frente aos
tipos de cultivos a que pode ser submetido e as modificacfes inerentes ao processo
de maturacéo s@o escassos, principalmente no que concerne ao aporte de vitaminas e
minerais. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a interferéncia do tipo de
cultivo (ambiente seco e alagado) e do estaddio de maturacdo no teor de vitaminas

(vitamina C e B-caroteno) e minerais em frutos descarogados e cascas de camu-camu.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo das amostras

Foram investigados frutos provenientes de dois estados pertencentes a
Amazonia Brasileira: Amazonas e Roraima. O camu-camu oriundo do Amazonas,
cultivado em ambiente seco (solo sem inundacéo), foi coletado na Fazenda Yuricam,
localizada no km 100 da rodovia AM-010, em uma propriedade particular localizada
no municipio de Rio Preto da Eva (latitude 2°41°56’" sul, longitude 59°42°00”’
oeste), entre os meses de janeiro e fevereiro. O camu-camu de Roraima, cultivado em
ambiente alagado (solo inundado), foi coletado as margens do médio Rio Branco,
localizado 30 km a norte de Boa Vista (latitude 2°49°12”° norte, longitude
60°40°19”’ oeste), no més de abril.

Os frutos provenientes do Amazonas (ambiente seco) foram coletados verdes
e maduros, ambos caracterizados pela coloracdo da casca: verde para o fruto em
estadio inicial de desenvolvimento e vermelho para o fruto maduro. Os frutos de
Roraima (ambiente alagado) foram coletados apenas no estadio final da maturacao.
O estudo para observar o efeito da maturagdo na composi¢do mineral do camu-camu
foi realizado apenas com os frutos cultivados em ambiente seco (solo sem
inundagdo) porque o acesso aos mesmos durante o seu ciclo vegetativo é mais facil.
Os frutos de cultivo alagado (solo inundado) tem seu acesso restrito, em virtude das
cheias dos rios Amazdnicos, onde parte de seus arbustos ficam submersos em agua
durante quase todo o periodo de desenvolvimentos dos frutos.

Em ambos os casos, os frutos foram provenientes de diferentes arbustos e
coletados durante vérios dias. No final da colheita, foram misturados com o objetivo
de se formar uma Unica matriz de analise dentro de cada classe de camu-camu

avaliada. Foram selecionados, descartando-se aqueles com injurias mecanicas,

103



lavados em agua corrente, congelados em freezer (-18 £ 1 °C), e assim mantidos até
a realizacdo das analises.

Cada unidade experimental foi composta por 20 frutos escolhidos de forma
aleatdéria. Para a analise dos frutos descarocados, as sementes foram separadas
manualmente e o restante (polpa e casca) foi triturado em processador do tipo
“mixer” (Dellar, modelo GOURMET DMX433, China). Para a analise das cascas, as
mesmas foram separadas manualmente dos frutos e trituradas, utilizando-se 0 mesmo

equipamento.

2.2 Delineamento experimental e avaliacdo estatistica

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticdes.

Os resultados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e
teste de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de 5 %. Foi
avaliado o comportamento do fruto frente aos ambientes de cultivo estudados e a
composicdo da casca em relacdo ao fruto inteiro (sem caroco) dentro de cada
ambiente. O programa estatistico utilizado foi o SAS (Statistical Analysis System),

versao 9.2, licenciado para a UFV em 2008.

2.3 Determinacéo das caracteristicas fisicas
As caracteristicas fisicas dos frutos de camu-camu foram avaliadas conforme
MAEDA et al. (2006). As partes tissulares de cada fruto (polpa, casca e semente)

foram separadas manualmente e pesadas em balanca analitica.
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2.4 Determinacdo de umidade
As analises de determinacdo de umidade foram realizadas via método
gravimétrico de secagem em estufa a 105 °C até peso constante. Os resultados foram

expressos em % de umidade (AOAC, 2005).

2.5 Extracédo e quantificacdo de vitamina C (acido ascérbico)

A extracdo da vitamina C, na forma de acido ascorbico, das cascas e frutos
descarogados de camu-camu foi baseada em CAMPOS et al. (2009). O procedimento
foi realizado com solucdo extratora composta de acido metafosférico 3 %, acido
acético 8 %, 4cido sulfarico 0,3 N e EDTA 1 mM. O material foi filtrado a vacuo,
diluido para volume conhecido com agua ultrapura (Milli-Q) e centrifugado por 15
minutos a 1789 g.

Uma aliquota de 2 mL do extrato foi filtrada em membrana filtrante HV
Millex de polietileno, com 0,45 um de porosidade. A vitamina C, na forma de acido
ascorbico, foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
condicdes da analise foram: sistema CLAE, modelo Shimadzu; coluna C18
Lichrospher de 5 um e 250 mm x 4 mm; detector de arranjos de diodos UV-Visivel
(Shimadzu SOD-M10 AVP); fase mdvel isocratica — agua ultrapura contendo 1 mM
de fosfato monobasico de sodio, 1 mM de EDTA e pH ajustado para 3,0 com &cido
fosforico; fluxo de 1 mLemim™; volume de injegdo de 20 pL; tempo de corrida de
cinco minutos. A detecgdo do composto foi feita por absorbancia no comprimento de
onda de 250 nm. O teor de vitamina C foi determinado através de curva padréo de

acido ascorbico (Vetec — Brasil), conforme a area dos picos das amostras.
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2.6 Extracéo e quantificacao de p-caroteno

Os carotendides foram extraidos por meio de trituracdo das amostras com
acetona resfriada, sendo o material filtrado a vacuo, transferido para éter de petréleo
e concentrado em evaporador rotativo, conforme RODRIGUEZ et al. (1976).

A analise de carotendides seguiu as condi¢des cromatogréaficas desenvolvidas
por PINHEIRO-SANT’ANA et al. (1998): sistema CLAE, modelo Shimadzu; coluna
cromatografica C18 Phenomenex 250 x 4,6 mm, 5 um; detector de arranjo de diodos
(Shimadzu SOD-M10 AVP) e fase mdvel isocratica — metanol:acetato de
etila:acetonitrila (70:20:10), com fluxo de 2 mLemin™*; volume de injecdo de 50 pL;
tempo de corrida de 8 minutos e deteccdo por absorbancia no comprimento de onda
de 450 nm.

A identificagdo do B-caroteno foi feita comparando-se os tempos de retencéo
do padrdo (B-caroteno isolado de extrato concentrado de cenoura produzido por
cromatografia de coluna aberta) e das amostras, analisados sob as mesmas condices.
A quantificacdo foi realizada utilizando-se uma curva padrio de [-caroteno,

conforme RODRIGUEZ-AMAYA (1999).

2.7 ldentificacéo e quantificacdo de minerais

As analises foram realizadas de acordo com o método descrito por DEFILIPO
e RIBEIRO (1997). Os minerais determinados foram: célcio (Ca), magnésio (Mg),
enxofre (S), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu), boro (B), nitrogénio
(N), fésforo (P) e potassio (K).

Primeiramente, as amostras foram secas em estufa com circulacdo mecéanica
de ar (FANEM modelo 320-SE, Brasil) durante 72 horas a uma temperatura de 70

°C. Em seguida, foram moidas manualmente com a ajuda de graal e pistilo.
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As determinacGes de fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, zinco,
cobre, manganés e ferro foram através de digestdo nitrico-perclorica. As amostras
reagiram com solucdo de &cido nitrico e acido perclérico (4:1 v/v) a uma temperatura
de 250 °C (chapa aquecedora Nova Etica modelo 208/D, Brasil) por
aproximadamente 2 horas. A determinacdo de boro foi realizada a partir de digestéo
via seca em mufla (Electro Therm) a 550 °C, sendo as cinzas dissolvidas em 10 mL
de HCI 0,1 N. O nitrogénio foi determinado através de digestdo sulfurica das
amostras a uma temperatura de 350 °C (bloco digestor Tecnal modelo TE040/25,
Brasil), seguido por destilacdo com NaOH.

Os minerais calcio, magneésio, zinco, cobre, manganés e ferro foram
analisados por espectrometria de absor¢do atdmica (Varian modelo SpectrAA 220FS,
Australia). O potassio por fotometria de chama (Corning modelo 400, EUA) e o
fosforo, boro e enxofre por espectrofotometria (Tecnal modelo SF325NM, Brasil). O
comprimento de onda utilizado na determinacdo do fosforo foi 725 nm e do boro e

enxofre 420 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia do tipo de cultivo

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados das analises fisicas de frutos de
camu-camu cultivados em diferentes ambientes. Nas Tabelas 2 e 3 estdo
apresentados os resultados das analises de vitaminas e minerais realizadas em frutos

descarogados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes.

107



Tabela 1 — Caracteristicas fisicas de frutos de camu-camu cultivados em diferentes ambientes

Umidade (%) Ambiente seco* Umidade (%) Ambiente alagado**
Fruto (g) 92,21 + 0,06 8,43 +1,03" 91,79 + 0,15 8,98 +0,21*
Polpa (g) 93,4 +0,13° 4,41 +1,02% 93,12 +0,21° 4,46 +0,13*
Casca (Q) 86,20 + 0,50 1,75 +0,23* 86,70 + 0,08 1,86 + 0,09"
Semente (g) ND 2,17 +0,14% ND 2,41 +0,02%

*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; Os valores representam a média de 3 repeti¢des + desvio padrdo; Comparagdes entre os percentuais de
umidade de cada parte do fruto séo representadas por letras mindsculas e comparagdes entre os tipos de cultivos, para cada parte do fruto, sdo representadas por letras
mailsculas; Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05); ND: ndo determinado.

Tabela 2 — Teor de vitaminas em frutos descarogados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (valores expressos em 100 g

de amostra seca)

Cultivo em ambiente seco* Cultivo em ambiente alagado**
Fruto descarogado Casca Fruto descarogado Casca
Umidade (%) 92,21 + 0,06 86,20 + 0,50° 91,79 + 0,15* 86,70 + 0,08°
Vitamina C (mg+100 g™) 13.756,79 + 233,34* 7.925,88 + 403,33° 11.821,29 + 291,14 7.170,55 + 567,08°
B-caroteno (nge100 g™) 2.423,63 + 428,54%® 4.285,57 + 245,01* 2.589,88 + 213,07°® 4.018,33 + 300,38

*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; Os valores representam a média de 3 repeti¢des + desvio padrdo; Comparagdes entre os frutos de diferente
cultivo, sdo representadas por letras mintsculas e comparagdes fruto vs casca, do mesmo cultivo, sdo representadas por letras maidsculas. Médias seguidas pela mesma letra,
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).
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Tabela 3 - Teor de minerais em frutos descarocados e cascas de camu-camu cultivados em diferentes ambientes (valores expressos em mge100

g™ de amostra seca)

Cultivo em ambiente seco* Cultivo em ambiente alagado**
Fruto descarogado Casca Fruto descarogado Casca
Umidade (%) 92,2 +0,1% 86,2 + 0,5° 91,8 +0,1** 86,7 +0,1°
Célcio 348 + 2,6 306 + 7,0° 220 +1,7" 211+5.2°8
Magnésio 95 + 3,0 59,3 +0,6° 58,3 + 0,6™" 447 +1,1°
Enxofre 212,7 + 2,94 208,3 + 15,3* 174 + 22,34 77 + 4,48
Zinco 35+1,3" 2,4 +0,4° 32+28" 0,9 +0,2°
Ferro 17,7 + 18,4 14,2 + 11 5° 14 + 23,5 10 + 12,78
Manganés 1,4+0,7°A 0,7+0,7° 11 +5,2% 7,2+5,0°
Cobre 0,5+0,3 0,4 +0,3" 0,3+0,1" 0,3+0,1%
Boro 1,7 +1,9% 1,5+0,1" 1,8 +2,0¢ 1,4+0,8°
Nitrogénio 1.468,3 + 40,8** 1.380,7 + 23,4° 896,7 + 40,8"" 824,3+9,28
Fésforo 192 +0,1** 141 +0,1° 98 + 0,04” 90 + 0,04"
Potéssio 1.930 + 0,5 1.280 + 0,5° 1.170 + 0,2"* 950 + 0,3°

*Fruto produzido no Amazonas; **Fruto produzido em Roraima; Os valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padrdo; Comparagdes entre frutos com diferente
sistema de cultivo sdo representadas por letras mindsculas e comparag8es fruto vs casca, do mesmo cultivo, sdo representadas por letras maitsculas. Médias seguidas pela
mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).
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3.1.1 Cultivo em ambiente seco (solo sem inundacéo)
3.1.1.1 Fruto descarocado

Os frutos cultivados em ambiente seco apresentaram, estatisticamente
(p>0,05), o mesmo conteddo de polpa, casca e semente que os cultivados em
ambiente alagado (Tabela 1). Em relacdo a avaliacdo individual do fruto, 0 mesmo
contém cerca de 50 % de polpa, 21 % de casca e 26 % de semente.

Quanto aos teores de vitaminas, apresentaram maior (p<0,05) contetdo de
vitamina C (13.756,79 mg+100 g/peso seco), conforme dados apresentados na
Tabela 2. Em contrapartida, o teor de [B-caroteno ndo diferiu estatisticamente
(p>0,05) do conteudo determinado nos frutos de cultivo alagado.

O teor de vitamina C foi maior que o relatado por GENOVESE et al. (2008)
para camu-camu cultivado em ambiente seco no estado de Sao Paulo (3.970 mge100
g™ de fruto/peso seco); e menor que o descrito por MAEDA et al. (2007) para frutos
de solo seco cultivados no estado do Amazonas (35.714,28 mge100 g™ de fruto/peso
seco). As variacBes visualizadas sdo, em grande maioria, ocasionadas pelas
diferencas inerentes a cada regido de cultivo dos frutos analisados (regides Sudeste e
Norte do Brasil, respectivamente). Essa observacdo reforca o fato de que, assim
como o tipo de cultivo, a regido onde o fruto é produzido também influencia
diretamente na composi¢cdo do mesmo.

As principais fontes de vitamina C da dieta humana séo as frutas e hortalicas,
entre elas frutas citricas, goiaba (Psidium guajava), brécolis (Brassica oleracea) e
couve (Brassica oleracea), onde o teor de vitamina C fica em torno de 100 mge100
g™ de vegetal/peso fresco (TACO, 2011). Os frutos de camu-camu, independente do
tipo de cultivo, apresentaram teor de vitamina C cerca de 10 vezes maior que este

valor (em torno de 1.000 mg+100 g™ de fruto/peso fresco). Desta forma, representam
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uma excelente fonte dessa vitamina na dieta. Além disso, o camu-camu, na maioria
das vezes, apresenta valores de vitamina C acima do teor encontrado na acerola
(Malphigia ermaginata), fruta até 0 momento considerada a maior fonte de vitamina
C da dieta (MEZADRI et al., 2008).

Em relacdo ao B-caroteno, os valores encontrados nos frutos de ambiente seco
(197,22 nge100 g/peso fresco), foram maiores que o publicado por ZANATTA e
MERCADANTE (2007). Os autores mencionaram um contetido de 73 e 142 nge100
g™/peso fresco para camu-camu produzido em duas localidades do estado de S&o
Paulo (Iguape e Miranddpolis, respectivamente), ambas caracterizadas por cultivo
em solo seco (sem inundacdo). De acordo com AZEVEDO-MELEIRO e
RODRIGUEZ-AMAYA (2004) e ZANATTA e MERCADANTE (2007), o B-
caroteno representa em torno de 30 % da fracdo total de carotendides do camu-camu.

Quanto as determinacGes de minerais (Tabela 3), os frutos cultivados em
ambiente seco apresentaram maior (p<0,05) teor da maioria dos compostos avaliados
(célcio, magnésio, enxofre, ferro, cobre, nitrogénio, fosforo e potassio).

O potassio foi 0 mineral mais abundante no camu-camu (40 % a mais no fruto
cultivado em ambiente seco; 1.930 mge100 g™/peso seco). As frutas e hortalicas, em
geral, sdo boas fontes de potassio com destaque para a banana (Musa spp.) (1.250
mg+100 g*/peso seco), couve (Brassica oleracea) (4.478 mg+100 g™/peso seco) e
espinafre (Spinacia oleracea) (5.600 mg+100 g’/peso seco) (TACO, 2011). O
potassio € um importante regulador da atividade neuromuscular, principalmente no
que concerne a fadiga, fraqueza e cdibras. Também é considerado um promotor do
crescimento celular, tendo como sinergistas o calcio e o magnésio (MARQUES et

al., 2010).
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O célcio foi o segundo mineral presente em maior concentragdo no camu-
camu (40 % a mais no fruto de ambiente seco; 348 mge100 g'/peso seco). Esse
mineral é fundamental para o fortalecimento dos o0ssos e dentes, sendo também,
necessario para o funcionamento adequado do sistema nervoso e imunologico;
importante para a contragdo muscular, coagulacdo sanguinea e pressao arterial
(FELIPE et al., 2006).

O enxofre é o terceiro mineral mais abundante no camu-camu (18 % a mais
nos frutos de ambiente seco; 212,70 mge100 g™/peso seco). E um componente
presente em todos os tecidos do corpo, especialmente no cabelo, musculos e pele.
Participa da formacdo dos acidos biliares e ativa inUmeros sistemas enzimaticos,
sendo um importante componente do colageno (MOURA, 1997). Em relacdo a
formacdo deste ultimo, além da presenca de enxofre em boas quantidades, o camu-
camu também apresenta elevado conteudo de vitamina C, outra substancia que
contribui bastante para a formacao do colageno. Assim, o consumo do fruto pode ser
favoravel a formacdo dessa proteina tdo importante para a sintese do tecido
conjuntivo.

O ferro, mineral de grande importancia no combate a anemia, também esta
presente em maior quantidade no camu-camu cultivado em ambiente seco (21 % a
mais, 17,7 mge100 g/peso seco). Entretanto, é importante salientar que o ferro
presente nos vegetais é do tipo ndo heme (ou ndo heminico). Este apresenta baixa
biodisponibilidade, a qual é bastante influenciada por diversos componentes da dieta.
O éacido ascorbico é um deles, e auxilia na absor¢cdo do ferro ndo heme
principalmente pela reducéo do Fe™ (pouco sollvel no intestino) a Fe*?, para que
seja absorvido (DUARTE e JONES, 2007). Nesse contexto, pode-se inferir que o

ferro presente no camu-camu apresenta boa biodisponibilidade, uma vez que a fruta é

112



rica em acido ascérbico. Com isso, a combinacdo ferro e acido ascérbico que o0s
frutos de camu-camu proporcionam favorece o consumo dos mesmos, seja na forma
in natura ou de produtos processados. Comparando 0 camu-camu com O acai
(Euterpe oleracea), um dos frutos mais importantes do bioma Amazonico, o primeiro
apresenta maior teor de ferro (17,7 mg+100 g™/peso seco), enquanto que o segundo
uma concentra¢do de 7,8 mge100 g/peso seco, segundo GORDON et al. (2012).
Além de conter menor teor de ferro que o camu-camu, 0 acai também apresenta
menor contelido de 4cido ascorbico (840 mge100 g™/peso seco, RUFINO et al.,
2010). Essa relacdo torna o ferro presente no acai menos biodisponivel e favorece o
consumo do camu-camu em relacdo a esse mineral.

Um maior conteldo de minerais nos frutos cultivados em ambiente seco pode
ser em parte, justificado pelas caracteristicas proprias do sistema de producdo. O
cultivo em ambiente seco (solo sem inundacdo) facilita a adubacdo (adicdo de
fertilizantes) da area de plantio. Com isso, a disponibilidade de nutrientes para a
planta € maior e consequentemente para o fruto também. A afirmativa pode ser
consolidada pelos maiores teores de nitrogénio, fosforo e potassio presentes nos
frutos de ambiente seco (1.468, 192 ¢ 1.939 mg+100 g™*/peso seco, respectivamente).
Segundo OLOYEDE et al. (2012), esses nutrientes séo adicionados ao solo na forma
de fertilizantes, com o objetivo de enriquecé-lo. De acordo com FAQUIM (2005), as
reservas desses minerais no solo tendem a se esgotar com 0 tempo e por isso
precisam ser repostas periodicamente, favorecendo a producéo de vegetais de melhor

qualidade.
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3.1.1.2 Casca

Em relacdo ao fruto descarocado, os teores de vitamina C foram menores
(p<0,05) na casca (7.925,88 mg100 g'llpeso seco), enquanto que os de [-caroteno
foram maiores (4.285,57 pg+100 g/peso seco). Assim o consumo do camu-camu
sem a casca pode ser prejudicado. Nos frutos cultivados em ambiente seco a mesma
apresentou cerca de 40 % a mais de -caroteno que o fruto descarogado.

Em relacdo aos teores de minerais, praticamente todos 0s compostos
determinados foram menores (p<0,05) na casca (célcio, magnésio, zinco, ferro,
manganés, nitrogénio, fosforo e potéssio), exceto enxofre, cobre e boro, onde
estatisticamente onde houve variacédo (p>0,05). Entretanto, mesmo sendo menor que
do fruto descarocado, o aporte de minerais na casca € grande e com isso, 0 emprego
da mesma durante o consumo e a formulacdo de produtos a base de camu-camu
torna-se vantajoso.

Porém, para que 0 consumo da casca seja seguro, € necessario que o teor de
metais pesados, como o cobre, seja inferior a 1 mge100 g™, segundo a Legislagdo
Brasileira (BRASIL, 1998). O teor de cobre na casca do camu-camu cultivado em
ambiente seco ficou dentro do limite estabelecido pela Legislacdo vigente (0,4
mg+100 g™/peso seco). Entretanto, é importante salientar que a correta higienizacéo,
antes do consumo, também contribui para evitar o contato com contaminantes
inorganicos que possam estar expostos na superficie dos frutos, assim como de
microrganismos e sujidades (NAJAFI e KHODAPARAST, 2009; VERHOEFF-

BAKKENES et al., 2011).
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3.1.2 Cultivo em ambiente alagado (solo inundado)
3.1.2.1 Fruto descarocado

Os frutos cultivados em ambiente alagado apresentaram, estatisticamente
(p>0,05), o0 mesmo contedo de polpa, casca e semente que aqueles cultivados em
ambiente seco (Tabela 1). Em relacdo a avaliacdo individual do fruto, o mesmo
contém cerca de 50 % de polpa, 21 % de casca e 27 % de semente.

No gue concerne aos teores de vitaminas, apresentaram menor (p<0,05) teor
de vitamina C (11.821,29 mge100 g'llpeso seco). Quanto ao teor de -caroteno, ndo
houve diferenca (p>0,05) em relacdo ao determinado nos frutos cultivados em
ambiente seco.

O menor teor de vitamina C nos frutos de cultivo alagado pode ter ocorrido
em funcdo de uma menor radiacdo solar incidente na planta durante a sua
frutificacdo. Segundo CHITARRA e CHITARRA (2005) a sintese de é&cido
ascorbico ocorre a partir dos carboidratos produzidos pela planta durante a
fotossintese. Os frutos de cultivo alagado (Roraima) foram colhidos no inicio de abril
e 0s produzidos em ambiente seco (Amazonas) em meados de janeiro. Com isso, a
frutificacdo (geralmente 45 dias antes da colheita para as Mirtaceae) (DONADIO,
2000) dos frutos de ambiente alagado foi posterior aos de ambiente seco. Assim,
provavelmente os mesmos foram submetidos, durante um periodo maior, a dias com
menor incidéncia de raios solares e por isso, sintetizaram menos acido ascorbico.
Outro fator que pode ter favorecido uma menor sintese de acido ascérbico nos frutos
de ambiente alagado é o crescimento de forma aleatoria dos arbustos nas margens
dos rios, sem controle de espacamento entre 0os mesmos. Dessa forma, o efeito de
sombreamento de uma planta sobre a outra pode ocorrer e com isso, a incidéncia de

radiacdo solar sobre os frutos diminui.
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Em relacdo ao teor de minerais, os frutos cultivados em ambiente alagado
apresentaram menor teor (p<0,05) da maioria dos elementos determinados (célcio,
magnésio, enxofre, ferro, cobre, nitrogénio, fosforo e potassio), exceto de manganés.

Os arbustos cultivados em ambiente alagado podem permanecer de 4 a 5
meses submersos em agua (PENN, 2006), devido a cheia dos rios Amazonicos. Em
funcdo disso, a probabilidade de o solo sofrer lixiviagio de seus macro e
micronutrientes é grande. Além disso, por ser uma planta que cresce naturalmente
nas margens dos rios (sem controle), o cultivo do camu-camu, além de ser em solo
pobre de nutrientes, também ocorre sem a adicdo de fertilizantes. Geralmente sdo
solos arenosos, ricos principalmente em silica e calcario (MAFRA et al., 2002;
YUYAMA, 2011). Com isso, diferencas no conteddo de minerais dos frutos
cultivados nesse sistema podem ocorrer, quando comparados a frutos cultivados em
ambiente seco (fora das margens dos rios), onde o0s solos sdo mais ricos e a adi¢do de
nutrientes é favorecida. A afirmativa é realizada com base nos menores teores de
nitrogénio, fosforo e potassio (897, 98 e 1.170 mge100 g/peso seco,

respectivamente) evidenciados nos frutos cultivados em ambiente alagado.

3.1.2.2 Casca

A casca dos frutos cultivados em ambiente alagado, quando comparada ao
fruto descarocado, apresentou menor (p<0,05) teor de vitamina C e maior teor de 3-
caroteno (36 %).

Em relagdo aos teores de minerais, a maioria dos compostos determinados
apresentou-se em menor concentracdo na casca (calcio, magneésio, enxofre, zinco,
ferro, manganés, boro, nitrogénio e potassio), a excecdo do cobre e do fésforo, onde

estatisticamente ndo houve variacdo (p>0,05). No entanto, em comparacdo com o
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fruto descarocado, apenas os teores de enxofre e zinco sdo irrelevantes na casca
(abaixo de 40 e 30 %, respectivamente), a0 passo que 0s demais minerais sdo
bastante pronunciados (entre 60 e 90 %). Assim, descartar a casca durante 0 consumo
e processamento do camu-camu pode ndo ser viavel do ponto de vista mineral.
Quanto a presenca de metais pesados que possam causar alguma toxicidade
devido & ingestdo da casca, o teor de cobre (0,3 mge100 g™/peso seco) ficou abaixo

do limite estabelecido pela Legislacdo Brasileira (1 mge100 g*) (BRASIL, 1998).

3.2 Influéncia do estadio de maturacao

Na Tabela 4 s&o descritos os resultados das analises fisicas em frutos de
camu-camu provenientes do mesmo sistema de cultivo (ambiente seco) e em
diferentes estadios de maturacdo, caracterizados pela coloracdo da casca (verde —
casca verde; maduro — casca vermelha).

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados das avaliacBes de vitaminas e
minerais realizadas em frutos descarocados de camu-camu nas mesmas condicdes

citadas acima.

Tabela 4 — Caracteristicas fisicas de frutos de camu-camu em diferentes estadios de

maturacao

Umidade (%)  Fruto verde* Umidade (%)  Fruto maduro*

Fruto (g) 923+0,2°  873+0,95" 92,21+0,06° 843°+103
Polpa(g)  93,67+0,15° 435+105" 934+0,13" 4,41 +1,02%
Casca(g)  86,2+050° 17+023* 8620+050°  1,75+0,65"
Semente () ND 2,18 + 0,42* ND 2,17 +0,57%

*Fruto produzido no Amazonas; Os valores representam a média de 3 repeti¢des + desvio padrdo;
Comparac@es entre os percentuais de umidade de cada parte do fruto sdo representadas por letras
minGsculas e comparacGes entre os tipos de cultivos, para cada parte do fruto, sdo representadas por
letras mailsculas; Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05); ND: ndo determinado.
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Tabela 5 - Teor de vitaminas e minerais em frutos descarocados de camu-camu em diferentes estadios de maturacédo (valores expressos em 100 g

de amostra seca)

Fruto Maduro Fruto Verde

Fruto Verde (casca)

Umidade (%)

Vitamina C (mg+100 g™
B-caroteno (ug*100 g?)

Célcio (mge100 g™)

Magnésio (mg+100 g™)

Enxofre (mge100 g™)
Zinco (mg+100 g™)
Ferro (mge100 g™)

Manganés (mge100 g™)

Cobre (mg+100 g™)
Boro (mg+100 g)

Nitrogénio (mg+100 g™)

Fésforo (mge100 g™)

Potéssio (mg+100 g™)

92,3 +0,2
12.783,13 + 599,87*
3.531,04 + 792,84%®

349,7 + 3,24

106,3 + 1,5

210,3 + 45,5
6,3+11%

13,7 + 6,4°*

1,03 +0,3*

35+1.2%

1,8 +0,8*
1.494 + 8,7*
205 + 0,1
1770 + 0,5°*

92,2+0,1°
13.756,79 + 233,34°
2.423,63 + 428,54

348 + 2,6

212,7 £ 2,9

17,7 +£18,4°

1.380,67 + 40,8°
192 +0,1°
1930 + 0,5°

86,2 +0,5°
7.496,36 + 698,11°
7.008,21 + 967,39"

312,3+4,0°

79,3 +0,6°

180,7 +10,9*
34+11°

10,7 + 24,7%

0,8+0,7°
0,5 +0,4°
1,6 +1,6"
1.442,7 + 358"
172 +0,03°
1500 + 0,2°

*Fruto produzido no Amazonas; Os valores representam a média de 3 repeti¢des + desvio padrdo; Comparagdes entre frutos com diferente estadio de maturagdo séo
representadas por letras mindsculas e comparagdes fruto vs casca, do mesmo estadio de maturagdo, sdo representadas por letras maitsculas. Médias seguidas pela mesma letra,

na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).
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3.2.1 Frutos verdes
3.2.1.1 Fruto descarocado

Os frutos verdes apresentaram, estatisticamente (p>0,05), 0 mesmo contetdo
de polpa, casca e semente que os maduros (Tabela 4). Em relacdo a avaliacédo
individual do fruto, o0 mesmo contém em torno de 50 % de polpa, 19 % de casca e 25
% de semente.

Os teores de vitamina C e B-caroteno dos frutos verdes foram estatisticamente
(p>0,05) iguais aos dos frutos maduros. Esse resultado é contrario ao reportado por
CHIRINOS et al. (2010) o qual verificou que frutos verdes de camu-camu
apresentam maior teor de vitamina C que 0s maduros.

Em relacdo aos teores de minerais, os frutos verdes apresentaram maiores
teores de magneésio, zinco, cobre e nitrogénio (p<0,05). O elevado contetdo de
magnésio ocorre em funcdo da insercdo desse mineral na estrutura da porfirina
durante a sintese de clorofila. O cobre tem relacdo direta com a sintese de enzimas
responsaveis pela modulacdo e fixacdo de nitrogénio e dessa forma, com o
crescimento da planta e desenvolvimento dos frutos. O zinco tem papel importante
na sintese proteica, estando relacionado principalmente, com a replicacdo do DNA e
a regulacdo da expressdo génica, fatores regulados principalmente no inicio do
desenvolvimento dos frutos (MARSCHNER, 2012).

TOSUN et al. (2008) avaliaram o teor de minerais em frutos de amora-preta
(Rubus L.) durante a maturacdo e também verificaram que os teores de magnésio,

cobre e zinco foram maiores nos frutos verdes.
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3.2.1.2 Casca

Em relacdo ao fruto descarocado, a casca apresentou menor teor de vitamina
C (7.496,36 mg+100 g™*/peso seco), enquanto que o conteido de B-caroteno foi maior
(50 %).

Quanto aos teores de minerais, a casca conteve menor concentracdo de sete
dos dez minerais determinados (calcio, magnésio, zinco, manganés, cobre, fosforo e
potassio), a excecdo do enxofre, ferro, boro e nitrogénio que ndo variaram
estatisticamente (p>0,05). Apesar de ser menor que a do fruto descarocado, a
contribuicdo da casca nos frutos verdes fica na ordem de 40 % na maioria dos
minerais determinados. Assim, quando empregados na elaboracdo de algum tipo de
produto, a utilizacdo de frutos verdes de camu-camu em conjunto com a casca € de
grande viabilidade, visto que a mesma ¢ detentora da maior parte do -caroteno

presente no fruto, bem como de um bom aporte mineral.

3.2.2 Frutos maduros
3.2.2.1 Fruto descarocado

Os teores de vitamina C e B-caroteno, estatisticamente (p>0,05), ndo variaram
com o avango dos processos fisiologicos de maturacdo dos frutos. Entretanto, os
teores de alguns minerais aumentaram. Os frutos maduros, caracterizados pela
coloracé@o vermelha da casca, apresentaram maiores teores de ferro (23 %), manganés
(26 %) e potassio (8 %), enquanto que menores teores de cobre e zinco.

O menor teor de cobre nos frutos maduros estd relacionado a uma menor
sintese de polifenoloxidases, enzimas responsaveis pela degradacdo de compostos

fenolicos (MARSCHNER, 2012). Esse é um dos fatores, pelo qual, nos frutos
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maduros de camu-camu a presenca de compostos fendlicos é maior (CHIRINOS et
al., 2010).

GORDON et al. (2012), ao avaliarem frutos de acai (Euterpe oleracea) em
trés estadios de maturacdo (inicial, intermediario e final), verificaram que, a excecao
do zinco, os teores dos demais minerais avaliados (magneésio, fosforo, potassio,
calcio, ferro e manganés) decresceram com 0 avango da maturacao.

REOLON et al. (2009) avaliaram a composi¢cdo mineral da casca do maracuja
(Passiflora sp.) em trés estadios de maturacdo (casca 100 % verde, 50 % verde e 50
% amarela, 100 % amarela) e verificaram que 0 avanco da maturacao fisioldgica do

fruto ndo promoveu efeito sobre os minerais determinados.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram verificar a diferenca entre os teores de
vitaminas e minerais de frutos de camu-camu cultivados em diferentes ambientes
(seco e alagado), bem como daqueles em diferentes estadios de maturacao.

O teor vitamina C foi maior (p<0,05) nos frutos cultivados em ambiente seco,
assim como da maioria dos minerais investigados (calcio, magnésio, enxofre, ferro,
cobre, nitrogénio, fosforo e potassio). Entretanto, os teores de [-caroteno nao
variaram (p>0,05) em funcdo do tipo de cultivo.

VariagOes inerentes ao estadio de maturacdo dos frutos foram possiveis de
serem visualizadas, pois alguns minerais foram identificados em maior proporgéo
nos frutos verdes, como magnésio, zinco e cobre; e outros foram maiores nos frutos
maduros (calcio, ferro e potassio). Em relagdo aos teores de vitamina C ¢ [3-caroteno,

ndo foi verificada diferenca (p>0,05) em funcdo do amadurecimento.
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Independente do tipo de cultivo e do estadio de maturacéo, os frutos de camu-
camu apresentaram menor concentracéo de vitamina C e minerais na casca, enquanto
que os teores de B-caroteno foram maiores.

Assim, este trabalho confirma a idéia de que o tipo de cultivo, bem como o
estadio de maturacéo, influencia diretamente na composicao nutricional (vitaminas e

minerais) de frutos de camu-camu.
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4 CONCLUSAO GERAL

A hipétese geral do trabalho de que frutos de camu-camu cultivados em
diferentes ambientes (seco e alagado) e em diferentes estadios de maturacao (verde e
maduro) apresentam teor de compostos fendlicos, vitaminas e minerais, bem como
capacidade antioxidante in vitro, diferentes foi parcialmente confirmada.

Os frutos cultivados em ambiente seco apresentaram maior (p<0,05) teor de
polifendis totais, &cido elagico total e antocianinas totais, bem como maior
capacidade antioxidante in vitro. Em relacdo aos teores de vitaminas e minerais,
apresentaram maior (p<0,05) contetdo de vitamina C e da maioria dos minerais
determinados (calcio, magnésio, enxofre, ferro, cobre, nitrogénio, fosforo e potéssio).
No entanto, o teor de B-caroteno ndo variou, estatisticamente (p>0,05), entre 0s
frutos cultivados em diferentes ambientes. Os frutos cultivados em ambiente alagado
apenas apresentaram maior (p<0,05) contetdo de acido eléagico livre.

Por esses motivos, o plantio do camu-camu em solo seco, como alternativa ao
desenvolvimento da cultura e crescimento da producdo, é viavel em relagdo ao
plantio em areas inundadas, visto que as alteracGes identificadas apenas fizeram
melhorar suas caracteristicas.

Em relacdo ao processo de maturacdo, frutos maduros de camu-camu
apresentaram maior teor de polifendis totais e, consequentemente, maior capacidade
antioxidante in vitro. Entretanto, os niveis de acido elagico livre e total foram
maiores nos frutos verdes. Quanto aos teores de vitaminas, ndo foi evidenciada
diferenca estatistica (p>0,05) entre os conteudos de vitamina C e B-caroteno de frutos
verdes e maduros de camu-camu. Em relacdo ao aporte mineral, alguns elementos
foram identificados em maior proporcéo nos frutos verdes, como magnésio, zinco e

cobre; e outros foram maiores nos frutos maduros (célcio, ferro e potéssio).
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Quanto as avaliacdes realizadas nas cascas dos frutos, independente do tipo
de cultivo e do estadio de maturacdo, verificou-se menor concentracdo de polifenois
totais, vitamina C e da maioria dos minerais investigados, quando comparadas aos
frutos inteiros (polpa + casca). No entanto, maiores teores de antocianinas ¢ f-
caroteno foram determinados. Os valores de acido elagico total e livre ndo variaram
estatisticamente (p>0,05) no que concerne aos frutos cultivados em diferentes
ambientes. Entretanto, em relacdo ao estadio de maturacdo, verificou-se maior
conteddo de &cido eldgico livre na casca dos frutos verdes e ndo no fruto inteiro.
Assim como a maioria dos compostos bioativos, a capacidade antioxidante in vitro
também foi menor na casca, quando comparada ao fruto inteiro.

Por Gltimo, foi possivel verificar que o acido ascorbico € um importante
interferente na determinacdo de polifendis totais em camu-camu, podendo
superestimar o resultado em quase 20 %.

Assim, este trabalho confirma a idéia de que o tipo de cultivo, bem como o
estadio de maturacdo, pode influenciar a composicdo bioativa de frutos de camu-

camu.
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