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RESUMO

Um grande numero de espécies vegetais de uso alimentar e com potencial
econbmico na regido amazodnica, ainda € pouco investigado quanto a atividade
biolégica de seus constituintes quimicos, particularmente no combate ao estresse
oxidativo celular, que ultimamente vem despertando o interesse da comunidade
cientifica. O fruto de Pouteria macrophylla, conhecido popularmente como cutite e
utilizado neste estudo, apresentou em média 4,0 cm de diametro, 37,0 g de peso,
polpa com rendimento de 76% e intensa cor amarela. A caracterizacdo fisico-
quimica mostrou que o fruto possui 64% em massa de agua e valores de nitrogénio
total, extrato etéreo e residuo mineral fixo abaixos de 2%. O teor de fendlicos totais
foi de 866,97 + 8,4 mg GAE/100 g em relacdo a matéria fresca e 2288,73 + 22,18 mg
GAE/100 g em relagdo a matéria seca, enquanto a capacidade de seqiestro do
radical DPPH mostrou valores de ECso = 299,97 + 3,93 g/g DPPH para a matéria
fresca e ECso = 113,63 + 1,49 g/g DPPH para a matéria seca. A capacidade
antioxidante do cutite também foi avaliada pelo método Total Oxidant Scavenging
Capacity (TOSC), partindo do extrato aquoso da polpa liofilizada, em rea¢cées com o
radical peroxila e a espécie ndo radicalar peroxinitrito. Para o valor TOSC de 50%
foram observadas as concentragcdes 0,56 mg/mL e 0,83 mg/mL do extrato, nas
reacbes com peroxila e peroxinitrito respectivamente. O acido galico, identificado por
CLAE-DAD-IES-EM, é o principal contribuinte & capacidade antioxidante do extrato
aquoso do cutite, seguido do digaloilglicose, seu derivado glicosilado. A
quantificacdo do &cido gélico por CLAE-DAD apresentou um valor de 4,7 mg/g de
polpa fresca do fruto. Por CG-EM foi verificada a presenga de 51 constituintes
volateis no aroma do cutite, com predominancia de benzaldeido, butanoato de butila,

linalol, hexanoato de butila, hexanol, caprilato de butila e acetato de butila.

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, cido gélico, capacidade antioxidante,
TOSC.



ABSTRACT

A large number of plant species used as food and showing economic potential in the
Amazon Region is still poorly investigated about the bioactivity of its chemical
constituents, particularly against cellular oxidative stress, that recently has aroused
the interest of the scientific community. The fruits of Pouteria macrophylla, popularly
known as cutite and used in this study presented an average diameter of 4.0 cm,
weight of 37.0 g, yield pulp of 76.0% and a intense yellow color. The physicochemical
characterization showed fruits with 64.0% of water mass and total nitrogen, ether
extract and ash values below 2.0%. The total phenolic content was 866.97 + 8.4 mg
GAE/100 g in the fresh fruit and 2288.73 + 22.18 mg GAE/100 g in the dry mater,
while the ability of DPPH radical scavenging showed ECs, values of 299.97 + 3.93
g/g DPPH for the fresh fruit and 113.63 * 1.49 g/g DPPH of dry mater. The
antioxidant capacity of cutite was also evaluated by Total Oxidant Scavenging
Capacity (TOSC) assay, based on the lyophilized aqueous extract of its pulp, in
reactions with the peroxyl radical and the reactive nitrogen species peroxinytrite, To
the TOSC values of 50% were obtained extract concentrations of 0.56 mg/mL and
0.83 mg/mL in reactions with peroxyl and peroxynitrite, respectively. The gallic acid,
identified by HPLC-DAD-ESI-MS, is the major contributor for the antioxidant capacity
of the aqueous extract of cutite, followed by digalloylglycose, its glycosilated
derivative. The quantification of gallic acid by HPLC-DAD showed a value of 4.72
mg/g of fresh pulp of the fruit. By CG-MS analysis was verified the presence of 51
volatile constituents in the cutite aroma, with predominance of benzaldehyde, butyl

butanoate, linalool, butyl hexanoate, hexanol, butyl caprylate and butyl acetate.

Key words: Pouteria macrophylla, cutite, gallic acid, antioxidant capacity, TOSC.
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INTRODUCAO GERAL

O interesse da comunidade cientifica sobre as propriedades nutricionais,
tecnoldgicas e a bioatividade de frutos amazénicos vem crescendo nos ultimos anos,
no entanto, grande parte das publicagbes cientificas nessa area aborda apenas
frutos com elevado potencial comercial, negligenciando um grande numero de frutos
considerados exéticos ou subutilizados, mas que sao popularmente conhecidos e
apreciados na Amazobnia. Neste sentido, esta dissertacédo traz um estudo sobre o
fruto de Pouteria macrophylla, popularmente conhecido como cutite, no intuito de
fornecer informagfes que auxiliem em futuros estudos nutricionais, tecnologicos e de
atividade bioldgica do fruto.

O primeiro capitulo traz uma abordagem geral sobre compostos fendlicos
e compostos volateis presentes em frutos e sua relagdo com a saude humana, em
seguida, apresenta informagdes sobre o fruto de Pouteria macrophylla e por fim,
trata acerca dos fundamentos tedricos e metodoldgicos do método Total Oxidant
Scavenging Capacity (TOSC).

O segundo capitulo trata sobre a andlise biométrica dos frutos do cutite, a
determinagéo instrumental da cor da polpa fresca utilizando o sistema CIELab e a
caracterizacéo fisico-quimica do fruto.

O terceiro capitulo discorre sobre a determinacdo do contetdo de
fendlicos totais do extrato aquoso do cutite pelo método de Folin-Ciocalteau, a
avaliacdo da atividade antioxidante total pelo método do sequestro do radical DPPH,
a avaliacdo da capacidade antioxidante especifica frente &s espécies reativas
peroxila e peroxinitrito pelo método TOSC, a identificagdo por CLAE-DAD-IES-EM"
do constituinte quimico responsével pela maior contribuicdo na capacidade
antioxidante e sua quantificagdo por CLAE-DAD.

O quarto e ultimo capitulo, apresenta a caracterizagdo do aroma do fruto
fresco do cutite no estagio imaturo e do fruto maduro nos estados fresco e liofilizado,
utiizando o método de extracdo-destilagdo de aroma de Likens e Nickerson e
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Espera-se que os resultados dos estudos apresentados nesta dissertagéo
possam contribuir cientificamente e incentivar novos estudos acerca do cutite, de
frutos do género Pouteria e de outros frutos amazodnicos considerados exoticos ou

subutilizados. Em busca de novas fontes de alimentagdo saudavel, de compostos de
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interesse tecnologico e de compostos bioativos, com a finalidade de proporcionar
melhor aproveitamento dos frutos amazodnicos e contribuir para o desenvolvimento

sustentaval da regido.
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OBJETIVOS.

O objetivo principal deste estudo foi promover a caracterizacéo fisico-

quimica dos frutos de Pouteria macrophylla, determinar a capacidade antioxidante e

quantificar o seu constituinte principal.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

E como objetivos especificos:
Determinar a caracterizacdo fisica e fisico-quimica dos frutos de P.

macrophylla.

Determinar a capacidade antioxidante do extrato aquoso da polpa liofilizada
do fruto de P. macrophylla frente ao radical peroxila e a espécie reativa de

nitrogénio peroxinitrito, usando o método TOSC.

Identificar por CLAE-DAD e CLAE-DAD-EM, os principais constituintes
quimicos responsaveis pela capacidade antioxidante do extrato aquoso da

polpa liofilizada do fruto de P. macrophylla.
Quantificar por CLAE-DAD o principal constituinte quimico responsavel pela
capacidade antioxidante do extrato aquoso da polpa liofilizada do fruto de P.

macrophylla.

Determinar o teor de fendlicos totais do extrato aquoso da polpa liofilizada do

fruto de P. macrophylla pela reagéo de Folin & Ciocalteu.

Determinar a atividade antioxidante do extrato aquoso da polpa liofilizada do

fruto de P. macrophylla frente ao radical DPPH.

Caracterizar a composi¢do quimica do aroma dos frutos de P. macrophylla.
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CAPITULO 1: Sintese bibliografica sobre Pouteria macrophylla, o
método TOSC, e arelevancia de compostos fendlicos e aromas

para a saude.
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RESUMO

Durante o desenvolvimento e maturacdo das frutas, sdo produzidos metabdlitos
secundarios relacionados com o seu valor nutricional e atividade bioldgica, entre
eles, estdo os compostos volateis 0 os compostos fendlicos. O aroma tipico de frutas
pode ser resultado da combinacdo de indmeros compostos volateis ou devido a
presenca de poucos deles chamados de “compostos de impacto”, que geram a
"impresséo digital do sabor" e auxiliam o homem no reconhecimento de alimentos
apropriados, evitando escolhas alimentares pobres ou perigosas. Compostos
fendlicos sdo os mais importantes antioxidantes encontrados em frutas e vegetais,
compbe uma grande classe de compostos aos quais tém sido atribuidos varios
efeitos bioldgicos benéficos ao ser humano. Algumas espécies do género Pouteria
produzem frutos bastante apreciados, dentre elas estdo a P. caimito (abiu), P.
sapota (sapoti), P. macrocarpa (cutite grande) e P. macrophylla (cutite). O fruto de P.
macrophylla € uma baga arredondada com sementes ovoéides de cor marrom escura,
envoltas em uma polpa amarela de consisténcia farindcea, sabor agradavel e aroma
caracteristico. A literatura reporta a presenca de polifendis na constituicdo quimica
de frutos de algumas espécies do género Pouteria e a atividade antioxidante de seus
sucos. O método Total Oxidant Scavenging Capacity foi proposto por Regoli &
Winston (1998) como sendo uma nova metodologia para avaliar a resisténcia
bioldgica de organismos marinhos ao estresse oxidativo e é baseado no rendimento
do etileno proveniente da reagdo entre uma espécie reativa oxidante e o substrato
oxidavel KMBA. A amostra que ndo contem antioxidantes recebe valor de TOSC
igual a 0%, a amostra que contem antioxidantes que suprimem completamente a
formagdo de etileno apresenta valor de TOSC igual a 100% e a amostra que
apresenta valores de TOSC negativos € caracterizada como pro-oxidante. O grupo
de trabalho do Dr. Frieldhelm Marx, do Instituto de Nutricdo e Ciéncia de Alimentos
da Universidade de Bonn, Alemanha, aperfeicoou o método TOSC e o aplicou na

andlise da capacidade antioxidante de alimentos.

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, polifenéis, aroma, TOSC.
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ABSTRACT

During fruit development and maturation are produced secondary metabolites related
to nutritional value and biological activity, including volatile and phenolic compounds.
The typical fruit aroma may be result of a combination of several volatile compounds
or due to presence of a few of them called "impact compounds" that generate the
“fingerprint of taste” and help the human in recognition of appropriate foods, avoid
poor or dangerous food choices. Phenolic compounds are the most important
antioxidants found in fruits and vegetables, compose a large class of compounds
which have been attributed various beneficial biologic effects to humans. Some
species of Pouteria genus produce fruits highly valued, including P. caimito (abiu), P.
sapota (sapoti), P. macrocarpa (cutite grande) and P. macrophylla (cutite). P.
macrophylla fruit is a round berry with dark brown ovoid seeds, wrapped in a yellow
flesh with farinaceous consistency, good flavor and peculiar aroma. The literature
reports the presence of polyphenols in chemical composition of fruits from some
Pouteria species and antioxidant activity of its juices. The Total Oxidant Scavenging
Capacity method was proposed by Regoli and Winston (1998) as a new methodology
to evaluate the biologic resistance of marine organisms to oxidative stress and is
based on yield of ethylene from reaction between a reactive oxidant species and the
oxidizable substrate KMBA. The sample that doesn’t contains antioxidants receives
TOSC value 0%, the sample containing antioxidants that completely suppresses the
ethylene formation present TOSC value 100% and the sample that show negative
TOSC values is characterized as pro-oxidant. The working group of Dr Frieldhelm
Marx, Institute of Nutrition and Food Science at the University of Bonn, Germany,
made the optimization this method and applied it to determinate the antioxidant

capacity in foods.

Key words: Pouteria macrophylla, cutite, poliphenols, aroma, TOSC.
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1.1. INTRODUCAO

Este capitulo traz uma sintese bibliografica de publicacdes cientificas
relevantes para a compreensdo do leitor acerca do estudo desenvolvido nos
capitulos subsequentes, seu contetudo faz uma abordagem geral dos compostos
fendlicos e compostos volateis presentes em frutos e sua relacdo com a saude
humana. Em seguida, apresenta informacdes taxondmicas, morfologicas e
fitoquimicas do fruto de Pouteria macrophylla, conhecido como cutite, selecionado
como objeto deste estudo e, por fim, trata de modo breve acerca dos fundamentos
tedricos e metodologicos do método Total Oxidant Scavenging Capacity conhecido
com TOSC, uma técnica de determinacdo da capacidade antioxidante, robusta,
precisa e versatil, que ainda ndo vem sendo utilizada nas pesquisas cientificas da
area de alimentos do Brasil. Vale ressaltar que o objetivo deste trabalho nédo foi
esgotar as informacdes contidas neste capitulo, mas somente proporcionar ao leitor

dados complementares para condugédo de seus estudos.

1.2. Compostos fendlicos, aroma e saude.

Durante o desenvolvimento e maturacao dos frutos, inimeros metabdlitos
secundarios sdo produzidos e alguns deles, além de desempenhar papel fisiol6gico
no vegetal, ttm também importante correlacdo com o valor nutricional na saude
humana, entre os quais se destacam os compostos volateis e fendlicos.

O aroma de um alimento é constituido de compostos organicos de baixa
peso molecular e que pertencem a diversas classes quimicas diferentes, como
hidrocarbonetos, &lcoois, éteres-6xidos, aldeidos, cetonas, aminas, ésteres e amidas
heterociclicas, geralmente estando presentes nos alimentos em Dbaixas
concentragdes (DRUAUX et al. 1998).

O aroma tipico de frutos pode ser resultado da combinagédo de inimeros
compostos volateis de diferentes classes quimicas e em concentra¢des abaixo de 30
partes por milhdo, ou devido a presenca de alguns poucos compostos chamados de
“compostos de impacto”, os quais, mesmo em concentragdes da ordem de partes
por bilhdo, s@o responsaveis pela caracteristica completa do aroma. Diversos
estudos sobre a composi¢céo de volateis de frutos tropicais estdo sendo conduzidos
para a identificagdo, quantificacdo e elucidacéo das possiveis contribuicdes destes
volateis para o aroma, no entanto, isto ainda representa um grande desafio aos

pesquisadores devido a complexidade destas misturas, o custo e ao grande niumero
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de frutos ainda nado caracterizados (YOUNG; PATTERSON, 1990; WINTERHALTER,
1991).

Muitos compostos volateis sdo produzidos em tecidos vegetais em fases
especificas de desenvolvimento, por exemplo, durante a floragdo, amadurecimento
ou maturagdo. Embora um anico fruto ou vegetal sintetize vérias centenas de
compostos volateis, apenas um pequeno conjunto gera a "impressdo digital do
sabor" que ajuda os animais e os seres humanos a reconhecem alimentos
apropriados e evitar escolhas alimentares pobres ou nocivas a saude. Além disso,
estudos de preferéncias ou aversdes de sabor sugerem que a percepgao de sabor
pode estar ligada ao valor nutricional ou a atividade biologica, ambos associados
aos alimentos (GOFF; KLEE, 2006).

O aumento do consumo de frutos pode estar associado a correlacdo entre
a baixa incidéncia de doencgas degenerativas e o alto nivel de ingestdo diario de
frutos de algumas populagdes. Varios efeitos bioldgicos benéficos ao ser humano
tém sido atribuidos & presenca de compostos bioativos como carotenodides, vitamina
C e compostos fendlicos, entre estes efeitos ressalta-se a atividade antioxidante
(FESKANICH et al. 2000; MICHELS et al. 2000).

Compostos fendlicos sdo os mais importantes antioxidantes encontrados
em frutos e vegetais, compde uma grande classe de compostos que podem ter
caracteristicas lipofilicas ou hidrofilicas. Sua formula molecular contém pelo menos
um anel aromético ligado a uma ou mais hidroxilas e sua atividade depende de
caracteristicas estruturais das moléculas como namero de anéis aromaticos, tipo e
posicdo de grupos substituintes. Os monofendis sdo menos eficientes que o0s
polifendis, mas no caso do acido galico o efeito indutivo dos trés grupos hidroxila é
um importante fator que aumenta a atividade. Outro fator que aumenta
sensivelmente o poder antioxidante dos monofendis é a substituicdo de hidrogénios
por grupos metoxila (SANCHEZ-MORENO, et al. 1998).

O grau de hidroxilagéo e a posi¢do dos grupos hidroxilas na molécula dos
compostos fendlicos estdo entre os mais importantes fatores que determinam sua
atividade antioxidante. A solubilidade e os efeitos estéricos de cada molécula podem
ser afetados pelo tipo de estrutura do substituinte, como no caso dos derivados
glicosilados, que podem aumentar ou diminuir a atividade antioxidante (RICE-
EVANS et al. 1996).
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Os compostos fendlicos podem ser classificados em dois grandes grupos,
flavondides e nédo flavondides. Os flavondides s@o formados por dois anéis
aromaticos unidos por um heterociclo oxigenado. Dependendo do grau de
hidrogenacéo e da substituicdo no heterociclo, os flavonoides diferenciam se em
flavanois, flavonas, flavondis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonodides.
Encontram-se geralmente ligados a agucares, formando glicosideos. Os né&o
flavondides sdo compostos benzdéicos e cinamicos, conhecidos como acidos
fendlicos, que contém um anel aromético com pelo menos um grupo hidroxila e
outros diferentes grupos funcionais como aldeidos, alcodis ou acidos, que podem
formar ésteres com os &cidos organicos ou unir-se a agucares. Estilbenos, lignanas
e, de forma polimerizada, os taninos e ligninas sédo outros compostos de natureza
fendlica. Algumas propriedades sensoriais dos vegetais como a cor, a adstringéncia
e 0 aroma séo influenciadas por compostos fendlicos (KARAKAYA, 2004; MANACH
et al. 2004).

De modo geral os compostos fendlicos s@o antioxidantes versateis,
apresentando variados mecanismos de agcdo como combate aos radicais livres pela
doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura
aromatica, quelacdo com metais de transicdo como o Fe** e o Cu’, interrupcéo da
reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidagdo lipidica, modificacdo do
potencial redox do meio, entre outros. Atuam como reparadores da lesdo nas
moléculas atacadas por radicais livies (PODSEDEK, 2007; KYUNGMI; EBELER,
2008).

Como os compostos fendlicos atuam por mecanismos variados,
dependendo da sua concentragéo e do tipo de composto presente no alimento, pode
ocorrer sinergismo ou antagonismo entre os diferentes compostos (PEDRIELLI,
SKIBSTED, 2002; HASSIMOTTO et al. 2005).

Pesquisas reportam a acdo de compostos fendlicos contra alergias,
inflamagdes, hepatotoxinas, virus, tumores, no aumento da resisténcia dos vasos
sanguineos, no bloqueio de enzimas que produzem estrogeno e na modificacdo das
rotas metabolicas das prostaglandinas (MILES et al. 2005; PUKASKAS et al. 2005;
VALKO et al. 2006).
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1.3. Pouteria macrophylla (Lam.) Eyma.

Estd espécie enquadra-se taxonomicamente no Reino Plantae, diviséo
Magnoliopsyda, classe Magnoliopsida, subclasse Dillenidae, ordem Ebenales e
Familia Sapotaceae e é conhecida também pelos nomes botanicos Richardella
macrophyla (Lam.) Pierre, Lacuna rivicoa Gaertn, Vitellaria rivicoa (Gaertn.) Pierre e
pelos nomes populares cutite e cutito (FELIPPI, 2006; CAVALCANTE, 1988).

A familia Sapotaceae tem distribuicdo mundial com maior incidéncia em
regibes tropicais e subtropicais principalmente na Asia e América do Sul. Esta
familia apresenta mais de 50 géneros e mais de 1000 espécies. Muitos géneros da
familia Sapotaceae produzem frutos comestiveis entre eles estdo Chrysophyllum,
Manilkara, Mimusops e Pouteria. (SILVEIRA et al. 2008; MA et al. 2004).

Estudos de caracterizagdo fitoquimica de algumas espécies de
Sapotaceae demonstram a presenca de alcaldides, flavonoides, terpendides,
benzendides e fenilpropandides na constituicdo quimica destas espécies e outros
estudos atribuem a espécies do género Pouteria diversas atividades bioldgicas como
antimicrobiana, antiinflamatéria, antitumoral, analgésica, antipirética,
anticonvulsivante, depressora do SNC, antiespasmodica e anti-hiperglicémica
(SILVEIRA et al. 2008; CONSERVA et al. 2006).

No género Pouteria, algumas espécies produzem frutos popularmente
conhecidos e bastante apreciados, dentre estes estdo P. caimito (abiu), P. sapota
(sapoti), P. macrocarpa (cutite grande) e P. macrophylla (cutite) (SILVA, 2007).

Pouteria macrophylla é uma arvore mediana apresentando em media 20
m de altura, tronco reto com até 50 cm de diametro, sua casca quando cortada libera
latex, apresenta uma copa densa com ramos mais novos ascendentes, tem folhas
alternas cartaceas ovaladas ou oblanceoladas com 10-18 cm de comprimento, 5-9
cm de largura (30 por 10 cm em individuos jovens); inflorescéncias em fasciculos de
3-10 flores nascidas entre as folhas ou nos ramos onde as folhas j& cairam; calice
de 4-5 sépalas oblongo-ovais, pilosas externamente; corola esverdeada com 4-6
pétalas, estames opostos as mesmas; ovério globoso com 5 l6culos uniovulados.

Algumas formas selvagens do cutite tém sido encontradas na bacia
amazonica sendo, portanto, muito provavel que dai tenham se originado as formas
cultivadas desde o nordeste brasileiro até a Guatemala (CAVALCANTE, 1988).

O fruto de P. macrophylla é uma baga arredondada apresentando em

media 6 cm de diametro, sementes ovoides de cor marrom escura, envoltas em uma
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polpa amarela de consisténcia farinacea com aspecto semelhante ao da gema de
ovo cozido, tem sabor agradavel e cheiro bem caracteristico. Em geral o cutitizeiro
frutifica em abundancia e é comum que os galhos mais fracos néo resistam ao peso
dos frutos e caiam. O periodo de safra compreende os meses de outubro até
fevereiro (CAVALCANTE, 1988).

Figura 01: Frutos de cutite.

A literatura relata a presenca de polifendis na constituicdo quimica de
frutos de algumas espécies do género Pouteria e a atividade antioxidante de seus
sucos (SILVEIRA et al. 2008; MA et al. 2004).

1.4. O método Total Oxidant Scavenging Capacity (TOSC).

O método Total Oxidant Scavenging Capacity foi originalmente proposto
por Regoli & Winston na década de 90 como sendo uma nova metodologia para
avaliar a resisténcia biolégica de organismos marinhos como Mytilus sp ao estresse
oxidativo causado por poluicdo ambiental. Extratos de fragbes celulares de Mytilus
sp submetidos a ambientes poluidos eram testados contra as espécies reativas
peroxila, hidroxila e peroxinitrito e a capacidade antioxidante destas fracoes,
quantificada por cromatografia em fase gasosa. Esta técnica fornecia importantes
informacgdes sobre os mecanismos bioquimicos de resisténcia ao estresse oxidativo
desses organismos que séo utilizados como bioindicadores no monitoramento da
gualidade ambiental (REGOLI et al. 1998).

O método TOSC é baseado no rendimento do etileno proveniente da
reacdo entre uma espécie reativa oxidante e o substrato oxidavel KMBA. A cinética
de formagdo do etileno durante o ensaio € monitorado por repetidas andlise por

cromatografia em fase gasosa de aliquotas de headspace do meio raecional, como
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ilustra a figura 02. S&o coletadas aliquotas nos tempos de reacao 0, 12, 24, 36, 48 e
60 minutos para cada diluicdo da amostra em analise (LICHTENTHALER, 2004).
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Figura 02: Andlise cromatografica no método TSOC.

No método TOSC um antioxidante é caracterizado por sua capacidade de
inibir a formacdo de etileno por uma espécie reativa oxidante, tomando por
referéncia uma reacao controle onde néo ocorre a inibicdo da formagéo de etileno
devido & auséncia de antioxidantes no meio reacional. Os valores de TOSC séo
quantificados por comparacao entre a area sob a curva da reacao controle (AC) e a
area sob a curva da reacdo que contem a amostra (AA) de acordo com a equacédo

01 (LICHTENTHALER, 2004).

AA
TOSC % = 100% — I— X 100 %

[AC

(01)

A amostra que ndo contem constituintes quimicos antioxidantes recebe
valor de TOSC igual a zero%, pois apresenta a area sob a curva igual a da reacao
controle. A amostra que suprime completamente a formacéo de etileno apresenta
area sob a curva igual a zero e valor de TOSC igual a 100 %. A amostra que
apresenta area sob a curva maior que a da reacgdo controle é caracterizada como
pro-oxidante e apresenta valores de TOSC negativos (LICHTENTHALER et al.
2003).
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No método TOSC sdo necessérias pelo menos cinco diluicbes de uma
amostra para a conclusédo de um experimento, sendo que uma das diluicdes deve
apresentar valor de TOSC inferior a 20% e outra valor superior a 80% como no
exemplo ilustrado na tabela 01, pois, na expressao dos resultados no método TOSC,
dados com valores de TOSC entre 20% e 80% apresentam a melhor correlagéo
concentracdo-resposta (LICHTENTHALER et al. 2003).

Tabala 01: Dados de entrada para analise de TOSC no Software TableCurve.

Fator de diluicdo TOSC %
Ponto X Y
6 0,04 98
5 0,01 72
4 0,004 36
3 0,002 21
2 0,001 14
1 0 0
O método TOSC apresenta algumas caracteristicas bastante

interessantes como: (1) possibilidade de se avaliar a capacidade antioxidante de
uma amostra contra radicais com importante potencial lesivo para tecidos biolégicos;
(2) sensibilidade para pequenas concentracbes na faixa de pM; (3) amostras
contendo substancias puras ou matrizes complexas podem ser analisadas; (4)
aplica-se tanto para antioxidantes hidrossollveis como para lipossolaveis; (5)
permite a distingdo entre os antioxidantes de acao réapida, os de agéo lenta e os de
acdo rapida e efeito retardante; (6) substancias pré-oxidantes também séo
detectadas pelo método (LICHTENTHALER et al. 2003).

Pro-paidant
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Retardant e .
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Time

Figura 03: Tipos de resposta no método TOSC.
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A partir da década de 2000 o grupo de trabalho do Dr. Frieldhelm Marx,
do Instituto de Nutricdo e Ciéncia de Alimentos da Universidade de Bonn, Alemanha,
aperfeicoou o método com o uso de sistema de injecdo automatizado e dos
softwares de analise de dados Root v3.02/07 e TableCurve 2D v5.1, aplicando o
método TOSC na andlise da capacidade antioxidante de alimentos
(LICHTENTHALER et al. 2003).

1.5. CONSIDERACOES

A literatura cientifica sobre a caracterizagcdo morfométrica, nutricional e
fitoquimica de frutos amaz6nicos ainda é escassa e se restringe a frutos com grande
potencial comercial, por isso, se faz necessario maior empenho cientifico, nao
somente na caracterizacdo completa de frutos amazbnicos exG6ticos ou
subutilizados, como também na investigacdo de bioatividade relacionada aos
constituintes quimicos neles presentes. Neste sentido, o uso de métodos mais
sensiveis, robustos e especificos é de suma importancia para que se possam fazer
aproximacdes teoricas relevantes entre os resultados obtidos nos testes in vitro com

0 comportamento e agdo dos compostos bioativos in vivo.
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RESUMO

A caracterizagdo biométrica de frutos € indispenséavel, pois, caracteristicas fisicas
tém relagdo com sua qualidade e compdem, junto com atributos sensoriais e
nutricionais, um conjunto de caracteres fundamentais na avaliagdo do potencial
comercial do fruto, além de servir como ferramenta para estudos da variabilidade
fenotipica para o manejo e melhoramento genético. Neste estudo foram realizadas
as andlises biométrica, fisico-quimica e determinagéo instrumental da cor da polpa
dos frutos de P. macrophylla, para se obter informagdes que auxiliem em futuros
estudos nutricionais e tecnoldgicos sobre este fruto. Verificou-se que os frutos
apresentaram em meédia 4 cm de didmetro e 37 g de peso, com rendimento de 76%
de polpa, a qual apresentou moderada luminosidade (L* = 66,32), com o predominio
do componente amarelo (b* = 67,45) sobre o componente vermelho (a* = 9,72),
sugerindo uma cor amarela forte. Os frutos apresentaram 64% em massa de agua e
nitrogénio total, extrato etéreo e residuo mineral fixo abaixo de 2%. Mais estudos
sobre o valor nutricional dos frutos de cutite devem ser conduzidos para se obter

mais informacdes sobre sua relevancia como alimento.

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, andlise biometrica, composi¢do
centesimal, CIELab.
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ABSTRACT

Fruit biometric characterization is essential therefore, physical characteristics are
related to quality and compose, with nutritional and sensory attributes, a set of key
characters in evaluation of fruit market potential, serving also as tool for studies of
phenotypic variability for management and genetic improvement. In this study were
performed biometrics, physical and chemical analysis and instrumental color
determination for flesh of the P. Macrophylla fruits, to obtain information for assist in
future technological and nutritional studies on this fruit. It was found that fruits show
on average 4 cm in diameter and 37 g weight, with a pulp yield of 76%, which
exhibited moderate light (L* = 66,32), with predominance of yellow component (b* =
67,45) over red component (a* = 9,72), suggesting a strong yellow color. fruits
showed 64% by mass of water, total nitrogen, ether extract and ash below 2%.
Further studies about nutritional value of cutite fruits should be conducted to learn

more about its food importance.

Key words: Pouteria macrophylla, cutite, biometric analysis, nutritional composition,
CIELab.
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2.1. INTRODUCAO

Nos estudos com espécies de frutos que apresentam potencial para a
comercializag&o, a caracterizagdo biométrica de frutos e sementes assume um papel
indispensavel, pois, caracteristicas fisicas como tamanho, forma e cor guardam
grande relagdo com sua qualidade e compdem, junto com outros atributos como
aparéncia, sabor, odor, textura e valor nutritivo, um conjunto de caracteres
fundamentais na avaliagdo do potencial comercial do fruto, além do que, a analise
biométrica é uma importante ferramenta para compreensdo da variabilidade
fenotipica nas populagbes, fornecendo informacdes Uteis para 0 manejo e
melhoramento genético. (BORGES et al. 2010; CHITARRA, M; CHITARRA, A. 1990;
CRUZ; CARVALHO, 2002; CRUZ et al., 2001).

Neste estudo foi realizada a andlise biométrica dos frutos de P.
macrophylla, considerando os parametros peso do fruto, da semente e da casca, 0
perimetro, o didmetro longitudinal do fruto e da semente, o didmetro transversal do
fruto e da semente e o rendimento da polpa. Foram feitas também a determinacéo
instrumental da cor da polpa fresca do fruto utilizando o sistema CIELab e a
caracterizacdo fisico-quimica do fruto para determinacdo de seu residuo mineral
fixo, nitrogénio total, extrato etéreo e perda por dessecagdo, no intuito de
caracterizar fisica e quimicamente o cutite, levantando informacbes gerais que

auxiliem em futuros estudos nutricionais e tecnoldgicos do fruto.

2.2. Materiais e métodos.

2.2.1. Amostra de cutite.
As amostras dos frutos do cutite (P. macrophylla) utilizadas neste estudo

foram colhidas durante o seu periodo de safra no més de novembro de 2010, na
sede campestre da Assembléia Paraense, localizada na Avenida Almirante Barroso
km 01, Belém, Para, Brasil. Foram coletados 176 frutos de cutite, dos quais, 2 foram
excluidas da amostragem e os 174 restantes foram aleatoriamente divididas em 6
grupos de 29 frutos. Em cada grupo, os frutos foram numeradas de 1 a 29 e 5 frutos
de cada grupo foram sorteados para compor o grupo de 30 frutos utilizados no
estudo biométrico. As partes comestiveis dos 144 frutos restantes foram
manualmente separadas das sementes e misturadas, sendo 25% do material fresco
levado imediatamente para andlise e 75% liofilizado sob press&o de 3,6 x 10™ mbar

a -51°C por 72 horas e armazenado a -30°C até a execucdo das demais analises.
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No procedimento de amostragem, foram considerados os frutos maduras, inteiros,
visualmente sadios e sem evidéncias de predagéo ou outro tipo de dano.

Amostras do exemplar de P. macrophylla foram comparadas com
exsicatas auténticas existentes no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, na

cidade de Belém, PA, Brasil.

2.2.2. Biometria dos frutos.
Para a andlise biométrica dos frutos de P. macrophylla, os parametros

determinados foram o peso do fruto, da semente e da casca, o perimetro do fruto, o
didametro longitudinal do fruto e da semente, o didmetro transversal do fruto e da
semente e o rendimento da polpa.

Os frutos foram primeiramente pesados inteiros e foram feitas as
medi¢cbes de perimetro e didmetros, em seguida, foi feita separagdo cuidadosa da
semente, sua pesagem e medicdo de diametros, posteriormente, foi feita a
separacédo da casca e sua pesagem. Este procedimento foi repetido para cada fruto
do grupo amostral.

As andlises biométricas foram conduzidas de acordo com Carvalho, J. E.
U. & Miller, C. H. 2005, com auxilio de Balanca analitica e Paquimetro Tramontina
certificado pela ISO 9001.

2.2.3. Anédlise de cor.
A determinacgao instrumental da cor foi realizada utilizando a polpa fresca

do fruto imediatamente apos sua obtencdo com o auxilio de um colorimetro Konica
Minolta, modelo Choma mater CR-400, utilizando o sistema CIELab (CIE, 1986). No
espaco colorimétrico CIELab, definido por L*, a*, b*, a coordenada L* corresponde a
luminosidade e se refere & capacidade do objeto em refletir ou transmitir luz,
variando numa escala de zero (0) a cem (100). Quanto maior o valor de L*, mais
claro € o objeto. O parametro a* refere-se a contribuigcdo das cores do verde (a-) ao
vermelho (a+) e o parametro b* refere-se as cores do azul (b-) ao amarelo (b+). As
medi¢cdes foram realizadas em triplicata com o aparelho previamente calibrado

segundo instrugdes do fabricante.
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2.2.4. Composicao centesimal.
A caracterizagédo fisico-quimica da polpa dos frutos de P. macrophylla foi

realizada de acordo com os métodos oficiais de analises de frutos (AOAC, 1997;
AOCS, 2002). As andlises foram realizadas, em triplicata, no Laboratério de Anélise
de Alimentos da Universidade Federal do Para (UFPA), conforme os seguintes
ensaios:
¢ Residuo mineral fixo: Determinacdo das cinzas em mufla a 550°C, segundo
o0 método AOAC 940.26 (AOAC, 1997).
o Extrato etéreo: A fracdo lipidica extraida e quantificada de acordo com o
método AOCS Ba 3-38 (AOCS, 2002), utilizando o sistema de Soxhlet.
e Nitrogénio total: O teor de nitrogénio total determinado pelo método AOAC
920.152, método de Kjeldahl (AOAC, 1997).
e Perda por dessecacdo: Determinacdo da umidade, pelo método AOAC

931.04 (AOAC, 1997), de diferenca de massa entre matéria seca e Umida.

2.3. Resultados e discusséao.

2.3.1. Biometria.
O aspecto geral dos frutos de P. macrophylla utilizados neste estudo

condiz com a descrigao feita por Cavalcante, P. B. 1988. Verificou-se que as bagas
aredondadas apresentaram em média 4 cm de diametro e 37g de peso, com
rendimento de 76% de polpa. Nas tabelas 02 a 05 estéo os resultados detalhados do

estudo biométrico dos frutos do cutite.

Tabela 02: Avaliagcéo de peso do fruto de cutite.

Pesoemg

Maximo Minimo Média SD
Fruto Inteiro 49,31 27,29 37,26 5,87
Casca 5,67 1,93 3,66 0,99
Polpa 36,41 22,58 2836 3,8
Semente 8,55 2,52 5,23 1,67




Tabela 03: Avaliagdo das medidas do fruto de cutite.

Medidas do fruto em cm

Maximo Minimo Média SD

Diametro Longitudinal 4.7 3,6 409 0,26

Diametro Transversal 45 3,6 408 0,26

Circunferéncia 14,3 11,7 13,12 0,82
Tabela 04: Avaliagdo das medidas da semente do cutite.
Medidas da semente em cm

Maximo Minimo Média SD

Diametro Longitudinal 2,9 2 2,45 0,22

Diametro Transversal 2,2 1,2 1,65 0,24

Tabela 05: Rendimento das partes do fruto do cutite.

Rendimento %

Média SD
Casca 9,66 1,7
Polpa 76,49 3,9
Semente 13,85 3,24

Tabela 06: Comparativo entre dados experimentais e dados relatados na literatura.

Experimental SD Literatura SD
Média Peso 37,26 5,87 31,3 11,3
Média DL 4,09 0,26 3,8 0,6
Média DT 4,08 0,26 5.2 6,1
% Casca 9,66 1,7 7,9 2,2
% Polpa 76,49 3,9 79,4 3,9
% Semente 13,85 3,24 12,7 3,7

37
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Néo foi observada diferenca significativa para os pardmetros biométricos
dos frutos de P. macrophylla entre os resultados encontrados neste estudo e os

resultados reportados no estudo realizado por Carvalho e Muller em 2005.

2.3.2. Anédlise de cor
A cor é um importante parametro indicador de qualidade de um alimento

e, em relagéo a frutos, assume também grande importancia na diferenciacao do grau
de maturacao dos frutos de diversas espécies além de ser um parametro valioso na
identificacdo de frutos j& caracterizados na literatura cientifica. As medidas
instrumentais da cor eliminam a subjetividade envolvida na percepgdo humana desta
caracteristica. (RAPHAELIDES et al. 1998; OLIVO et al. 2001). O resultado do
ensaio para a determinacéo de cor da polpa do cutite mostrado na tabela 06 indicou
moderada luminosidade (L*), com o predominio do componente amarelo (b*) sobre o
componente vermelho (a*), cuja contribuigdo na cor foi pequena com valores baixos,

sugerindo uma cor amarela forte.

Tabela 07: Avaliagéo de cor da polpa do fruto do cutite.

Cor CIELab
Média SD cv %
L 66,32 1,13 2
ax 9,72 0,28
b* 67,45 0,86 1

2.3.3. Composicao centesimal.
A caracterizacao fisico-quimica do fruto de P. macrophylla foi realizada no

laboratério de andlise de alimentos da faculdade de engenharia de alimentos da
Universidade Federal do Para. Os ensaios foram realizados em triplicata e os

resultados sdo mostrados na tabela 08.
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Tabela 08: Caracterizacéo fisico-quimica dos frutos de P. macrophylla.

Pouteria macrophylla

Média SD cv %
Residuo mineral fixo 1,13 0,03 2
Extrato etéreo 0,94 0,02 2
Nitrogénio total 1,6 0,02 1
Perda por dessecacéo 62,12 0,95 2
Carboidratos* 34,21 - -

*Estimativa por subtragdo (Carboidratos=100% - (umidade+cinzas+lipidios+proteinas))

2.4. CONCLUSOES

A biometria dos frutos de P.macrophylla utilizados neste estudo mostrou
alta similaridade com os dados descritos em literatura, os frutos apresentaram em
média 4 cm de didmetro, 37,26g de peso, rendimento de 76% de polpa e cor
amarela forte.

A andlise da composi¢édo centesimal mostrou frutos com 64% em massa
de agua, além de nitrogénio total, extrato etéreo e residuo mineral fixo de 2% cada,
indicando baixa concentracdo de proteinas e lipidios. Outros estudos sobre a
composicao centesimal, o valor nutricional e teor de vitaminas dos frutos do cutite
serdo conduzidos posteriormente para obtengéo de informagdes mais relevantes do

fruto e seu uso como alimento.
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CAPITULO 3: Determinacdo da capacidade antioxidante do cutite
(Pouteria macrophylla) e identificacdo e quantificacéo do seu

constituinte principal
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RESUMO

A potencial atividade antioxidante de frutos da Amazonia tem sido bastante
evidenciada nos ultimos anos. Neste capitulo, a capacidade antioxidante do extrato
aquoso dos frutos do cutite (Pouteria macrophylla) e suas fragdes, foi determinada
pelo método TOSC frente ao peroxinitrito e ao radical peroxila, o teor de fendlicos
totais foi avaliado pelo método Folin-Ciocalteau, foi verificada a capacidade de
sequestro do radical livre DPPH e o principal composto antioxidante presente no
extrato foi identificado por CLAE-DAD-IES-EM" e quantificado por CLAE-DAD. O
extrato dos frutos do cutite apresentou valores de 50% de TOSC em concentragdes
de 530 mg/L frente ao radical peroxila e 830 mg/L frente ao peroxinitrito, valor de
DPPH ECso = 299,97 g MF/g DPPH e o acido galico foi identificado como principal
composto antioxidante presente no extrato seguido do digaloilglicose, seu derivado
glicosilado. Os frutos do cutite sdo uma boa fonte alimentar de polifendis (8,67 + 0,08

mg GAE/g fruto) e ricos em acido galico (4,72 + 0,15 mg/g fruto).

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, cido gélico, polifendis, capacidade
antioxidante, CLAE.
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ABSTRACT

The potential antioxidant activity of Amazon fruits has been quite evidenced in recent
years. In this study, the antioxidant capacity to aqueous extract of cutite fruit (P.
macrophylla) and fractions, was determinate by TOSC method against peroxynitrite
and peroxyl radical, the total phenolic content was evaluated by Folin-Ciocalteau
method, was verified the capacity of DPPH free radical scavenging and the principal
antioxidant compound on extract was identified by HPLC-DAD-ESI-MSn and
quantified by HPLC-DAD. The cutite extract showed 50% TOSC values in
concentrations of 550 mg/L against peroxyl radical and 830 mg/L against
peroxynitrite, value to DPPH EC50 = 299,97 g FM/g DPPH and the gallic acid was
identified as principal antioxidant compound on extract, followed by digalloylglycose,
its glycosilated derivative. Cutite fruits are a good food source of polyphenols (8,67 +
0,08 mg GAE/g fruit) and rich in gallic acid (4,72 £ 0,15 mg/g fruit).

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, gallic acid, polifenols, antioxidant
capacity, HPLC.



44

3.1. INTRODUCAO

A regido amazbnica possui uma grande variedade de espécies de
alimentos de origem vegetal com grande potencial econdmico, conhecidas por seus
usos populares, mas pouco estudadas em relacdo as suas caracteristicas
nutricionais, tecnolégicas e principalmente no que diz respeito a bioatividade de seus
constituintes quimicos no combate ao estresse oxidativo celular, o qual esta
relacionado a muitas doencas crbnicas degenerativas, inflamatorias, auto-imunes e
cardiovasculares, além de doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson
e esclerose multipla (ARUOMA, 2003; RAMASSAMY et al. 2008). Neste sentido, a
importancia dos frutos da Amazodnia tem sido cada vez mais evidenciada e dentre
suas propriedades, a atividade antioxidante potencial de constituintes quimicos
presentes nestes alimentos, tem assumido importante papel (SILVA et al. 2007;
SOUZA et al. 2008).

Fisiologicamente, o metabolismo humano produz inlmeras espécies
reativas, em especial as de oxigénio (ERO) e as de nitrogénio (ERN), que estdo
envolvidas em importantes fungbes celulares como a fagocitose, mas que, em
condigdes fisiopatoldgicas, podem ser produzidas em excesso e escapar do sistema
antioxidante do organismo iniciando um processo de estresse oxidativo celular
(VASCONCELOQOS et al. 2007; MANACH et al. 2004).

O fruto do cutite é uma baga arredondada apresentando em media 6 cm
de diametro, sementes ovolides de cor marrom escura, envoltas em uma polpa
amarela de consisténcia farinAcea com aspecto semelhante ao da gema de ovo
cozido, tem sabor agradavel e cheiro bem caracteristico (CAVALCANTE, 1988). No
género Pouteria, algumas espécies produzem frutos popularmente conhecidos e
bastante apreciados na regido amazonica, dentre elas estdo o abiu (P. caimito),
sapoti (P. sapota), cutite grande (P. macrocarpa) e cutite (P. macrophylla) (SILVA,
2007). A literatura reporta a presenca de diversos polifendis na constituicdo quimica
de frutos de algumas espécies do género Pouteria e a atividade antioxidante de seus
sucos (SILVEIRA et al. 2008).

Numerosos métodos tém sido usados para avaliar a atividade
antioxidante de compostos naturais em alimentos ou outros sistemas biologicos,
dentre os métodos mais usados atualmente estdo o total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP), capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), poder

antioxidante de reducéo do ion férrico (FRAP), capacidade de sequestro do radical
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1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), capacidade de absor¢do do radical oxigénio
(ORAC) (ARUOMA, 2003; VASCONCELOS et al. 2007) e total oxidant scavenging
capacity (TOSC) (REGOLI; WINSTON, 1999; LICHTENTHALER; MARX, 2005;
GORDON et al. 2011).

Ndo h& um método simples e universal pelo qual a capacidade
antioxidante pede ser avaliada de forma quantitativamente precisa. Atualmente, o
método ORAC é um dos mais usados (NIKI, 2010), entretanto, o0 método TOSC tem
mostrado vantagens com maior robustez, determinacdo das cinéticas de reacao,
identificacdo de atividade pré-oxidante e capacidade de analise envolvendo um
maior numero de radicais livres e de espécies reativas ndo radicalares presentes no
metabolismo humano (TOMER, 2007; LICHTENTHALER et al. 2003).

Neste estudo, o contetdo de fendlicos totais do extrato aquoso de cutite
foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante total foi
avaliada pelo método do sequestro do radical DPPH. A capacidade antioxidante
especifica frente ao radical peroxila e a espécie reativa ndo radicalar de nitrogénio,
peroxinitrito, foram avaliadas pelo método TOSC e o constituinte quimico
responsavel pela maior contribuicdo na capacidade antioxidante frente o peroxinitrito
foi identificado por CLAE-DAD-IES-EM" e quantificado por CLAE-DAD.

3.2. MATERIAIS E METODOS.

3.2.1. Reagentes.
Os solventes usados nos ensaios por CLAE, CLAE-EM e para a

preparacdo dos extratos foram obtidos de J.T. Baker (Griesheim, Alemanha). 4cido
dietilenotriaminopentaacético (= 99%), acido a-ceto-y-metiolbutirico (KMBA) (= 97%),
2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina) dicloridrico (= 97%) e 3-morfolinosidnonimino N-
etilcarbamida foram obtidos de Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha).
Reagente de Folin-Ciocalteau, carbonato de sédio, acido galico e 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil foram obtidos de Sigma-Aldrich Chemie (S&o Paulo, Brasil). Todos os

reagentes usados tinham de grau analitico.

3.2.2. Material vegetal.
As amostras dos frutos de cutite utilizadas neste estudo foram colhidas,

em duas etapas, durante o seu periodo de safra nos meses de novembro de 2009 e
novembro de 2010, na sede campestre da Assembléia Paraense, localizada na

Avenida Almirante Barroso km 01, Belém, Pard, Brasil. No procedimento de
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amostragem, foram considerados os frutos maduros, inteiros, visualmente sadios e
sem evidéncias de predacdo ou outro tipo de dano. As partes comestiveis do fruto
(casca e polpa) foram homogeneizadas, congeladas, liofilizadas sob presséo de 3,6
x 10" mbar a -51°C por 72 horas, finamente trituradas com auxilio de graal e pistilo e
armazenadas a — 30°C até a execucao dos ensaios.

Amostras do exemplar de P. macrophylla foram comparadas com
exsicatas auténticas existentes no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, na

cidade de Belém, PA, Brasil.

3.2.3. Extratos.
Para o ensaio de TOSC, determinacdo do contetdo de fendlicos totais,

determinagdo da capacidade de sequestro do radical DPPH e para os ensaios
qualitativos e quantitativos por CLAE-DAD, foi preparado o extrato aquoso dos frutos
de cutite solubilizando 1 g de matéria seca finamente triturada em agua ultra pura
em quantidade suficiente para 10 g de solugdo. Apds solubilizagédo, a solugéo foi
levada a banho ultrasbnico por 10 minutos e em seguida centrifugada por 10
minutos em rotacdo de 10000 rmp a 20°C. O sobrenadante correspondente ao
extrato aquoso de cutite a 10% (p/p) foi armazenado em frasco &mbar a -30°C até a
execucao dos ensaios. Optamos pela utilizacdo de um simples método de extracao
a base de 4gua por entender que, em se tratando de frutos comestiveis, a extracdo
aquosa é o método que mais se aproxima da preparacdo de um suco de fruta e a
interpretacdo dos resultados obtidos a partir deste tipo de extrato torna-se mais
apropriada a compreenséo da importancia do cutite como alimento.

Para a identificacdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD-IES-EM" foi
utilizado um método de extracdo com liquido pressurizado (PAPAGIANNOPOULOS
et al. 2004). 500 mg de matéria seca finamente triturada foi extraida com acetona-
adgua-4cido formico (70+29+1; viv/iv) em um sistema de extracdo por solvente
acelerada (ASE 200, Dionex) em temperatura ambiente por 20 minutos em dois
ciclos, em seguida, foi feita a extragdo em fase sdlida (SPE) em um sistema ASPEC
XL Gilson. O cartucho para SPE de poliamida (500 mg x 3 mL) foi condicionado com
3 mL de dimetilsulféxido-acido formico-acido trifluoracético (DMSO-FAc-TFA)
(98,7+1+0,3; viviv) e lavado com 5 mL de agua ultra pura. O extrato foi diluido até
gue contivesse menos de 15% (v/v) de solvente organico e o cartucho foi carregado

com o extrato em fracdes volumétricas de 20 mL até a exaustédo, sendo lavado com
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10 mL de agua ultra pura apds cada carregamento. Durante a eluicdo com DMSO-
FAc-TFA, os primeiros 0,5 mL do extrato foram descartados e os préximos 1,25 mL

foram coletados e armazenados a -80°C até a realiza¢do dos ensaios.

3.2.4. Determinacéo do contetdo de fendlicos totais.
O conteudo de fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria UV-

VIS de acordo com o método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON et al. 1999). 500 yL
de extrato dos frutos de cutite na concentracdo 20mg/mL foi transferido para um
tubo de vidro, foram adicionados 2,5 mL de solugdo de reagente de Folin-
Ciocalteau:agua (10:90 v/v) e a mistura permaneceu em repouso por 5 minutos, em
seguida, foram adicionados 2,0 mL de solugéo de carbonato de sédio a 4% (m/v), os
tubos foram deixados em repouso por 2 horas ao abrigo da luz. A amostra em
branco usando agua ultra pura foi preparada nas mesmas condi¢des. O calculo dos
resultados foi baseado na curva de calibracdo de sete pontos construida com
solugdes de padrédo de referéncia de acido gélico em concentragdes de 5 ug/mL a 80
ug/mL (R? = 0,9996) e o resultado expresso em miligramas de &cido galico
equivalente (GAE) por grama de fruta. As andlises foram feitas em triplicata e as

absorbancias foram medidas a 740 nm.

3.2.5. Capacidade de sequiestro do radical livre DPPH.
Para a determinacédo de atividade antioxidante frente ao radical DPPH,

100 pL do extrato dos frutos de cutite foram adicionados a 3,9 mL de solugéo
metandlica de DPPH a 0,06 mM e o decréscimo da absorbancia a 515 nm foi
medido a cada minuto até a estabilizagdo. O céalculo dos resultados foi baseado na
curva de calibracdo de sete pontos construida com solugbes de DPPH em
concentraces de 0 uM a 62,5 uM (R? = 0,9983) e a atividade antioxidante foi
expressa como a concentracdo do extrato necesséria para reduzir em 50% a
concentracao inicial do radical DPPH (ECsp) com valores expressos em g de fruta/g
de DPPH (RUFINO et al. 2007).

3.2.6. Perfil cromatogréfico e fracionamento do extrato por CLAE-DAD.
Para e caracterizacdo do perfil cromatogréfico e para o fracionamento do

extrato, foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia composto

de um cromatégrafo Varian Pro Star controlado pelo software Galaxie Varian,
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equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), bomba binéaria, pré-coluna
Securit Guard C18 4 mm x 2 mm Phenomenex, coluna Aqua 3 um C18 150 mm x 2
mm Phenomenex, com temperatura do forno de 25 °C, volume de injecdo de 20 pL,
usando como fase moével A 1% de &cido férmico em agua ultra pura, e fase moével B
1% de &cido férmico em acetonitrila, com fluxo de 0,2 mL/mim, em modo de elui¢cao
gradiente de inicio em 0,5% B, levado a 40% B aos 32 mim,100% B de 34 mim a 43
mim, levado a 0,5% B de 45 mim até 60 mim. Os comprimentos de onda
monitorados foram 265 nm, 280 nm e 520 nm.

Apos a determinacao do perfil cromatografico, o extrato aquoso dos frutos
de cutite foi fracionado por CLAE-DAD em cinco partes denominadas de F1 a F5 e,
posteriormente, foi conduzida uma segunda etapa de fracionamento separando
apenas os periodos de eluicdo referentes aos dois sinais cromatograficos
majoritarios encontrados nas fracdes de maior contribuicdo na capacidade
antioxidante, denominados FA e FB. As fracdes do extrato foram coletadas em tubos
de polipropileno de 20 mL, congeladas, liofilizadas e resuspendidas em 220 yL de
agua ultra pura para atingir concentragfes de 45,4 yL/mL no momento em que foram

submetidas aos ensaios de TOSC.

3.2.7. Capacidade antioxidante pelo método TOSC.
A determinagdo da capacidade antioxidante do extrato aquoso da polpa

liofilizada dos frutos de P. macrophylla pelo método TOSC, feita conforme descrito
em Lichtenthaler, R. et. al. 2003.

A partir do extrato aquoso a 10% (p/p) da polpa liofilizada do cutite, foram
preparadas as diluigbes de 1/25, 1/50, 1/100, 1/250, 1/ 500 e 1/1000. Estas diluicoes
foram testadas frente as espécies reativas peroxila e peroxinitrito, em duas
determinagdes para cada diluicdo frente a cada uma das espécies reativas.

As analises de cromatografia em fase gasosa para a quantificagdo do
etileno foram desenvolvidas em um equipamento GC-17A Shimadzu controlado pelo
software Galaxie Varian e equipado com detector de ionizagdo por chama (FID),
coluna Varian Chrompack PoraPLOT Q de 27,5 m x 0,53 mm x 20 pym, nitrogénio
como gés de arraste a um fluxo de 15 mL/mim, temperatura de 80 °C para o forno,
100 °C para o injetor e 220 °C para o detector. O equipamento operou com 0O
sistema de amostragem automatizado CombiPal Auto Sampler controlado pelo

software Pal Cycle Composer v 1.5, CTC Analitcs, equipado com seringa de 3 mL
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para headspace, programada para fazer uma injegcdo de 100 pL nos tempos de
reacdo 0, 12, 24, 36, 48 e 60 min e incubadora de amostras para 06 posi¢cdes com
temporizador e agitador térmico, programada para uma incubacédo de 60 min a 37°C

com agitacéo de 5 seg a cada 55 seg.

3.2.8. Andlises qualitativas por CLAE-DAD-IES-EM".
Na determinagéo da identidade do constituinte quimico responsavel pela

maior contribuicdo na capacidade antioxidante, o extrato do cutite foi submetido a
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectromeria de
massas, em um sistema composto de um cromatégrafo Dionex Summit controlado
pelo software Chromeleon, equipado com detector de arranjo de diodos UVD-340S,
bomba P-580 A HPG, Amostrador automatico ASI-100 T, pré-coluna Securit Guard
C18 4 mm x 2 mm Phenomenex, coluna Aqua 3um C18 150 mm x 2 mm
Phenomenex, com temperatura do forno de 25 °C, volume de injecéo de 20 pL, fase
movel A 1% de 4cido acético em agua ultra pura, fase mével B 1% de acido acético
em acetonitrila, fluxo de 0,2 mL/mim, gradiente de inicio em 0,5% B, levado a 40% B
aos 32 mim,100% B de 34 mim a 43 mim, levado a 0,5% B de 45mim até 60mim,
Acoplado a um espectrometro de massas Thermo MS-iontrap LCQ Classic com
sistema de ionizagdo por eletro spray controlado pelo software Xcalibur, com os
seguintes parametros de operacgdo: ionizagdo negativa, fonte de tensédo -4,0 kV,
tenséo do capilar -10V, temperatura do capilar 300 °C. Como ferramentas para a

andlise dos resultados contou-se com literatura indexada e padrdes de referéncia.

3.2.9. Anédlises quantitativas por CLAE-DAD.
Para a quantificagdo do constituinte quimico responséavel pela maior

contribuicdo na capacidade antioxidante do extrato de cutite, foi utilizado sistema
composto de um cromatégrafo Dionex ultimate 3000 controlado pelo software
Chromeleon, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), bomba
quaternaria, pré-coluna Securit Guard C18 4 mm x 2 mm Phenomenex, coluna
Varian 5 ym C18 250 mm x 4,6 mm, com temperatura do forno 25 °C, volume de
injecdo de 20 pL, fase movel A 1% de acido férmico em agua ultra pura, fase movel
B 1% de acido formico em acetonitrila, fluxo de 0,2 mL/mim, gradiente de inicio em
5% B, levado a 45% B aos 20 mim, 55% B aos 32 mim, 100% B de 34 a 43 mim,
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levado a 5% B de 45 mim até 60 mim, monitorando os comprimentos de onda de
265 nm, 271 nm, 280 nm, 310 nm e 360 nm.

Uma curva analitica de cinco pontos foi construida com solugées de acido
gélico padrdo em concentracdes de 5 mg/L a 50 mg/L. Para a quantificacéo, foram
utilizados 03 extratos com concentracfes de matéria seca proximas a 2 g/L
preparados a partir de diluicbes de 03 diferentes extratos aquosos de frutos de cutite
a 10% (p/p).

3.2.10. Anédlise estatistica
Os ensaios de determinagdo do conteudo de fendlicos totais, capacidade

de sequestro do radical DPPH e quantificacdo do &cido gélico, foram realizados em
triplicata com trés determinagdes para cada replicata (3x3) considerando coeficiente
de variagédo <5% para as amostras de 2009 e 2010 e os resultados foram expressos
como valores de média + desvio padrdo e os calculos foram feitos com auxilio do
software Exel 2007. Os dados obtidos para o método TOSC a partir das replicatas
das analises cromatogréficas foram tratados no software Root v3.02/07, para e
determinagdo dos valores de TOSC para cada uma das diluicbes analisadas, no
software TableCurve 2D v5.1 para a construcdo da representagéo gréfico da cinética
da reacgdo de inibicdo da formagéo de etileno durante 60 min e no software Exel
2007 para construgdo de representacdes graficas simples a partir dos resultados
obtidos.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO.

3.3.1. Determinagao do teor de fendlicos totais.
Os resultados mostraram teor de fendlicos totais de 8,67 + 0,08 mg GAE/g

de fruto de cutite (866,97 + 8,4 mg GAE/100 g F), considerando o estudo conduzido
por Rufino e colaboradores (2010) para outras espécies de frutos da Amazobnia, o
nosso estudo mostra que o cutite apresenta uma quantidade de polifendis em
matéria fresca proxima a quantidade relatada para o pucgé-preto (868 + 51 mg
GAE/100 g F), superior & quantidade encontrada para o agai (454 +* 45,6 mg
GAE/100 g F) e pouco inferior a quantidade relatada para a acerola (1063 = 53,1
mg/100 g F) e para o camu-camu (1176 + 14,8 mg GAE/100 g F). Em relagédo a
matéria seca, o cutite apresentou uma quantidade de polifentis de 2288,73 + 22,18
mg GAE/100 g MS enquanto que puga-preto, acai, acerola e camu-camu
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apresentaram 2638 + 48,9 mg GAE/100 g MS, 3268 + 527 mg GAE/100 g MS,
10280 = 77,7 mg GAE/100 g MS e 11615 + 384 mg GAE/100g MS, respectivamente.
De acordo com a classificagdo proposta por Vasco e colegas (2008), o cutite
apresenta uma alta propor¢éo de polifendis em relacdo a matéria seca e uma média
proporgdo de polifendis em relagdo & matéria fresca, evidenciando que os frutos de
cutite podem ser considerados como uma rica fonte de polifendis para a dieta

humana.

3.3.2. Capacidade de sequiestro do radical livre DPPH.
Os resultados para capacidade de sequestro do radical livre DPPH

mostraram valor de ECso = 299,97 + 3,93 g MF/g DPPH para o cutite. Considerando
0 estudo conduzido por Rufino e colaboradores (2010) para outras espécies de
frutos da Amazbnia, 0 nosso estudo mostra que 0 cutite apresentou atividade
antioxidante maior que pucéa-preto (414 + 14,4 g MF/g DPPH), camu-camu (478 +
1,2 g MF/g DPPH), acerola (670 + 64,5 g MF/g DPPH) e acai (4264 + 1381 g MF/g
DPPH). Em relacdo a matéria seca, o cutite apresentou ECso = 113,63 + 1,49 g MS/g
DPPH, enquanto que acai, puga-preto, acerola e camu-camu apresentaram 598 +
164 g MS/g DPPH, 65,6 + 2,4 g MS/g DPPH, 49,2+ 25 g MS/g DPPH e 42,6 + 1,4 g
MS/g DPPH respectivamente. Classificando em ordem decrescente da capacidade
de sequestro do radical livre DPPH temos, para a matéria fesca: cutite > puca-preto
> camu-camu > acerola > agai e; para a matéria seca: camu-camu > acerola > puga-
preto > cutite > acai. Provavelmente, a diferenca entre a capacidade de sequestro
do radical DPPH entre matéria seca e matéria fresca para o cutite e para os frutos
relatados no trabalho de Rufino e colaboradores (2010) estéa relacionada com o teor
de umidade de cada fruto, no entanto, levando em considerac¢do o fruto in natura os
resultados encontrados para o cutite sdo bastante interessantes j& que o cutite
apresenta quantidade de vitamina C muito inferior aos frutos camu-camo e acerola
(GORDON, A. et. al. 2001; RUFINO, M. S. M. et. al. 2010), assim como, também n&o
foi detectada a presenca de antocianinas na constituicdo quimica deste fruto.

Para melhor visualizacdo alguns dados sobre os frutos amazoénicos

citados neste estudo foram condensados na tabela 09.
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Tabela 09: Resultados de fendlicos totais, DPPH, Vitamina C e umidade de frutos amaz6nicos

Fruit Fendlicos totais DPPH (ECsp) Vitamina C  Umidade

(mg GAE/100g) g/g DPPH mg/100g (%)
Cutite (Pouteria macrophylla) 2289 £ 22 300+£3.9 94 + 242 62+1.0
Puca-preto® (Mouriri pusa) 868 £ 51 414+ 144 29114 64 £0.8
Acai® (Euterpe oleracea) 454 + 45 4264 + 1381 84 +10.0 84+28
Acerola” (Malpighia emarginata) 1063 + 53 670 £ 64.5 1357+95 91+0.2
Camu-Camu® (Myrciaria dubia) 1176 £ 15 478+ 1.2 1882+43.2 9005

a) GORDON et al. 2011. b) RUFINO et al. 2010

3.3.3. Capacidade antioxidante do extrato de cutite e suas fragdes pelo método
TOSC.
O perfil cromatogréafico do extrato dos frutos de cutite foi determinado em

busca de informagdes sobre grupos de constituintes quimicos aos quais se poderia
atribuir capacidade antioxidante, como antocianinas, flavondis e acidos fendlicos
(LEOPOLDINI, M. et. al. 2011). Na andlise do perfil cromatografico ndo foram
observados sinais em 520 nm o que sugere a auséncia de antocianinas no extrato
(Wu, X. ET. al. 2004). Os perfis cromatogréficos em 265 nm e 280 nm foram
semelhantes e mostraram dois sinais majoritarios proximos dos tempos de retengéo
10 e 20 minutos nomeados de picos A e B respectivamente. A figura 04, mostra a
comparacao entre as curvas dose-resposta no método TOSC para o extrato aquoso
de cutite, investigado neste estudo, e para o agai investigado por Lichtenthdler, R.
(2004) frente as espécies reativas peroxila e peroxinitrito e a tabela 10, apresenta a
concentragcdo, expressa em mg/L, para o0 extrato de cutite e para o Trolox,

necessarias para se obter valores de TOSC de 20%, 50% e 80%.
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Figura 04: Curva dose-resposta do extrato aquoso do fruto de cutite (C) frente ao peroxinitrito (Pn) e o
radical peroxil (Px). Comparagdo com os resultados encontrados por Lichtenteller, R. (2004) para o
acai (A).
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Tabela 10: Valores de TOSC de 20%, 50% e 80% para extrato de cutite e solugao de Trolox.

peroxila Peroxinitrito
TOSC % | Cutite mg/L Trolox* mg/L | Cutite mg/L Trolox* mg/L
20 180 3,8 200 9,5
50 560 17,8 830 24,3
80 1330 41,8 3700 69,3

*Resultado reportado por Lichtenthaler, R. 2004.

A partir da avaliagdo do perfil cromatogréfico, foi feito o fracionamento do
extrato em cinco partes referentes aos intervalos de eluicdo de 05 mim a 15 min, 15
mim a 25 min, 25 mim a 35 min, 35 mim a 45 min e 45 mim a 55 min que foram
nomeadas respectivamente de fracdes F1 a F5. Posteriormente, foi feito um
fracionamento separando os intervalos de eluigdo de 10 mim a 11,5 mim e 19,5 mim
a 21,5 mim referente aos sinais A e B e estas fragbes foram nomeadas de FA e FB,
respectivamente (figura 05). A capacidade antioxidante de todas as fragbes foi
analisada pelo método TOSC frente ao peroxinitrito e além da reacéo controle com
agua ultra pura, uma reacéo controle positivo foi preparada com o extrato bruto de

cutite na concentragéo 45,4 yL/mL para uma andlise comparativa.
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Figura 05: Cromatograma do extrato aquoso dos frutos de cutite. Delimitacéo das fracBes e dos sinais
majoritarios A e B.

A reacao controle positivo com extrato bruto do cutite apresentou valor
TOSC de 78,56%. A frag@o F1, que inclui o constituinte quimico referente ao pico A,
obteve valor TOSC de 67% e a fracdo FA obteve valor TOSC de 59,02%. A fragéao
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F2, que inclui o constituinte quimico referente ao pico B, obteve valor TOSC de
44,6% e a fracdo FB obteve valor TOSC de 25,39%. As fracbes F3 e F4 obtiveram
valores TOSC de 8,1%, 1,13%, respectivamente, e a fracdo F5 obteve um valor
TOSC negativo de — 0,66%, evidenciando a presenca de compostos com atividade
pré-oxidante no extrato. E importante observar que a capacidade antioxidante total
do extrato bruto de cutite é resultado da possivel interacdo entre compostos
antioxidantes e pré-oxidantes, por isso, quando fracionamos o extrato, a soma dos
valores de TOSC das fragbes pode ser diferente do valor de TOSC do extrato bruto.
A cinética das reacdes de inibicdo da formag&o do etileno para o extrato bruto de
cutite e para as fracdes FA e FB ¢ ilustrada na figura 06.

De acordo com os resultados obtidos, o constituinte quimico referente ao
sinal A, foi considerado como o responsavel pela maior contribuicdo para a
capacidade antioxidante do extrato dos frutos de cutite frente a espécie reativa ndo
radicalar de nitrogénio peroxinitrito. Este resultado tem grande relevancia para
outros tipos de estudos de bioatividade envolvendo os frutos de cutite, pois a
literatura relata a influéncia direta e indireta do peroxinitrito em danos por oxidagao
de membranas lipidicas (STAMBRO, 2000), proteinas (DONNE et al. 2003) e DNA
(HALLIWELL, 1999).
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Figura 06: Comparacao entre as cinéticas da reacdo de inibicdo da producao de etileno (AC) no
método TOSC para o controle H,O (C), extrato bruto de cutite (E) e para as fracdes (FA e FB).

3.3.4. Anédlises qualitativas por CLAE-DAD-IES-EM.
O ion-cromatograma obtido do extrato do cutite mostrou um sinal com

tempo de retengdo proximo de 10 mim de m/z 169.71 [M — H]', massa associada ao
acido galico (GOTTLIEB et al. 1991), fornecendo informagBes suficientes para a
identificacdo do pico “A” como &cido galico (figura 07). A comparacao entre os perfis
dos ion-cromatogramas obtidos do extrato de cutite e de uma sulucao padrao de

acido galico a 0,5 mg/L, confirma que o constituinte quimico responsavel pela maior
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contribuicdo para a capacidade antioxidante dos frutos de cutite € o acido galico. O
sinal com tempo de retencdo proximo a 20 mim de m/z 483 [M-H] e padrdo de
fragmentagdo m/z 331, 313, 271, 241 e 169 [M-H] revela a identidade do pico “B”
como digaloilglicose, um derivado do acido gélico. Observagbes preliminares
sugerem a presenca de aproximadamente outros 20 compostos fendlicos no extrato

dos frutos de cutite.
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Figura 07: Comparacao entre os cromatogramas dos ions obtidos do extrato de cutite e da solugédo
padréo de acido galico 0,05mg/mL. a) Composto de m/z 169, 71 [M-H] com tempo de retencao de 10,
13 minutos. b) Padrdo de éacido galico de m/z 169, 36 [M-H] com tempo de retencdo de 10, 26
minutos.

3.3.5. Anédlises quantitativas por CLAE-DAD.

Para a quantificacdo do acido gélico no extrato aquoso dos frutos de
cutite, foi feito um experimento piloto para determinar as condi¢des analiticas mais
adequadas a analise quantitativa, como faixa de concentracdo de trabalho,
comprimento de onda de absor¢do maxima do acido galico e linearidade do método.
O tratamento matemético dos dados obtidos na construgdo da curva de calibracao
mostrou r? = 0.9995 (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Para verificar a eficiéncia na separacdo cromatografica dos compostos
presentes no extrato do cutite e eliminar a hipétese de co-eluigdo entre compostos,
foi feita a comparacao entre o espectro do padrdo de &cido gélico e o espectro do
pico “A” referente ao acido galico no extrato (figura 08). Nas condi¢des
experimentais utilizadas, se obteve excelente separacdo do acido galico e néo

houve co-eluigédo entre compostos no intervalo de integragéo de trabalho.
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Figura 08: Comparacgéo entre 0os cromatogramas e espectros do extrato dos frutos de cutite (1) e da
solucéo padrao de acido galico (2).

Os resultados do experimento de quantificacdo do acido galico no extrato
aquoso dos frutos do cutite mostraram a presencga de 4,72 mg de &cido gélico para
cada g de polpa fresca do fruto (tabela 11). O estudo desenvolvido por MA e
colaboradores (2004) mostrou a presenca de altas concentracfes de acido galico
em trés espécies de frutos do género Pouteria com destaque para os frutos de

sapoti (P. sapota).

Tabela 11: Quantificacdo do acido galico no extrato aquoso dos frutos de cutite.

Extrato 1 Extrato 2 Extrato 3 Média SD Cv

Acido galico mg/g MS 12,4156 12,9093 12,0748 12,4666 0,4196 3%
Acido géalico mg/g MF 4,703 4,89 45739 4,7223 0,1589 3%

Naturalmente, o &cido 3,4,5-trihidroxibenzdico (acido galico), intermediario
no metabolismo secundario, é encontrado como componente de taninos
hidrolisdveis em vegetais (GRUNDHOFER, 2001). Estudos relatam a capacidade de
taninos hidrolisaveis em diminuir o poder invasivo de células tumorais e também
sobre a capacidade de galotaninos em sequestrar espécies reativas como
superoéxidos e oxido nitrico (TANIMURA et al. 2005; NAKAGAWA et al. 2002).
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Estudos desta natureza podem se constituir em ferramenta para a
geracao de informacdes aos estudos de metaboloma, envolvendo os compostos
polifendlicos da dieta e seus complexos efeitos biol6gicos (MANACH et al. 2009),
contribuindo também, para a caracteriza¢do nutricional de frutos da Amazénia e sua
utilizacdo como alimento na prevencdo de doengas relacionadas ao estresse

oxidativo celular.

3.4. CONCLUSOES

Os frutos do cutite apresentaram teor de fendlicos totais de 866,97 + 8,4
mg GAE/100 g em relacdo a matéria fresca e 2288,73 + 22,18 mg GAE/100 g em
relagdo a matéria seca, podendo ser considerados como uma rica fonte de polifendis
para a dieta humana.

Os resultados para capacidade de sequestro do radical livre DPPH
mostraram valores de ECso = 299,97 + 3,93 g/g DPPH para matéria fresca e ECsp =
113,63 + 1,49 g/g DPPH para matéria seca, resultado interessante levando em
consideragdo o fruto in natura ja que o cutite apresenta quantidade de vitamina C
muito inferior aos frutos camu-camu e acerola e ndo foi detectada a presenca de
antocianinas em sua constituicdo quimica.

O extrato aquoso da polpa liofilizada do cutite testada no método TOSC
frente & espécie reativa peroxila apresentou valores de TOSC de 50% na
concentracdo de 0,56mg/mL e frente ao peroxinitrito, apresentou valores de TOSC
de 50% na concentragao de 0,83mg/mL.

O &cido gélico foi identificado como o constituinte quimico responsavel
pela maior contribuicdo para a capacidade antioxidante dos frutos do cutite, seguido
do digaloilglicose, seu derivado glicosilado e os resultados do experimento de
quantificacdo do &cido galico no extrato aquoso dos frutos de cutite mostraram a

presenca de 4,72 mg de acido galico para cada g de polpa fresca do fruto.
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RESUMO

Um grande ndmero de compostos volateis contribuem para o sabor caracteristico
dos frutos. Neste estudo, foi feita a caracterizacdo do aroma do fruto do cutite
(Pouteria macrophylla) utilizando o método de destilagdo-extracdo simultdnea de
Likens e Nickerson e cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Foi verificada a presenca de 51 constituintes volateis no aroma do cutite,
pertencentes a vérias classes quimicas, com predomindncia de benzaldeido,
butanoato de butila, linalol, hexanoato de butila, hexanol, caprilato de butila e acetato
de butila.

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, aroma, Likens e Nickerson, CG-EM.
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ABSTRACT

A large number of volatile compounds contribute to flavor of fruits. In this study was
conducted the characterization of the aroma of Amazonian fruit known as cutite
(Pouteria macrophylla) using the simultaneous distillation-extraction method of
Likens and Nickerson and gas chromatography coupled to mass spectrometry. It was
verified the presence of 55 volatile compounds in cutite aroma belonging to
deferments chemical classes. Predominant compounds were benzaldehyde, butyl

butanoate, linalool, butyl hexanoate, hexanol, butyl caprylate and butyl acetate.

Palavras-chave: Pouteria macrophylla, cutite, aroma, Likens e Nickerson, GC-MS.
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4.1. INTRODUCAO

Os frutos de cutite (P. macrophylla) sdo popularmente conhecidos na
Amazdnia por seu sabor adocicado e por seu aroma forte e caracteristico, contudo
sdo subutilizados comercialmente (CAVALCANTE, 1988). A relacdo entre a
qualidade percebida pelo consumidor e a presenca de compostos responsaveis pelo
sabor e aroma de um fruto sdo parametros essenciais da qualidade e assumem
fundamental importancia para a area de alimentos. Esta abordagem impacta
diretamente a industria através da definicdo de indices que se relacionam com a
qualidade e, portanto, com o valor agregado ao produto (MACHADO et al. 2007).

As sensacdes do gosto e do aroma integram a resposta fisioldgica do
sabor. A sensacgéo do gosto é atribuida & presenca de diferentes tipos de compostos
nos alimentos (acucares, sais, &cidos, limonina) determinando as sensagfes basicas
doce, salgado, azedo e amargo. A sensacgdo do aroma é bem mais complexa, pois o
olfato humano pode diferenciar milhares de compostos volateis os quais séo
considerados como o0s principais responsaveis pelo sabor caracteristico dos
alimentos (FRANCO et al. 2004).

Metabolitos secundarios de frutos incluem um grande numero de
compostos volateis que contribuem para o sabor e, portanto, tém um forte impacto
sobre a preferéncia do consumidor (HARKER, 2004). Existem vérios métodos para
determinar os metabolitos volateis em material vegetal. Estes métodos geralmente
consistem em técnicas de preparagdo de amostras para extracdo dos metabolitos
volateis a partir dos tecidos, como a destilacdo, a extracdo em headspace estatico
ou dindmico, microextracdo em fase sélida, extracdo direta ou extracdo com fluido
supercritico e mais geralmente a separagdo por cromatografia gasosa, muitas vezes
usando espectrometria de massa para permitir a identificagdo dos metabolitos
(STASHENKO et al. 2004; MAIA et al. 2008; NUNES et al. 2008; BICCHI et al. 2008;
KREUTZMANN et al. 2006; NARAIN et al. 2007; ROSILLO et al. 1999; OBANDO-
ULLOA et al. 2010; ELSS et al. 2005).

Neste estudo, foi feita a caracterizagdo do aroma do fruto imaturo fresco e
do fruto fresco e liofilizado maduro do cutite utilizando o método de destilagéo-
extracdo simultdnea de Likens e Nickerson e cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectrometria de massas.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Material vegetal
As amostras dos frutos do cutite (P. macrophylla) utilizadas neste estudo

foram colhidas durante o seu periodo de safra no més de novembro de 2010, na
sede campestre da Assembléia Paraense, localizada na Avenida Almirante Barroso
km 01, Belém, Pard, Brasil. Foram utilizados 50 frutos imaturos e 144 frutos
maduros. As partes comestiveis dos 144 frutos maduros foram manualmente
separadas das sementes e misturadas, sendo 25% do material fresco levado
imediatamente para anélise e 75% liofilizado sob presséo de 3,6 x 10" mbar a -51°C
por 72 horas, finamente trituradas com auxilio de graal e pistilo e armazenado & -
30°C até a execucdo das demais analises. As partes comestiveis dos 50 frutos
imaturos foram manualmente separadas das sementes, misturadas e levadas
imediatamente para andlise. No procedimento de amostragem, foram consideradas
as frutas, inteiras, visualmente sadias e sem evidéncias de predag&o ou outro tipo de
dano.

Amostras do exemplar de P. macrophylla foram comparadas com
exsicatas auténticas existentes no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, na

cidade de Belém, PA, Brasil.

4.2.2. Extracédo do aroma de cutite
A extragdo do aroma dos frutos de cutite foi feita utilizando o dispositivo

de micro destilagdo-extracdo a vapor de Likens e Nickerson (SANDRA; BICCHI,
1987). 25 g dos frutos foram submetidos a destilacdo-extragdo simultdnea, com
125ml de agua ultra pura e 3,5 ml de n-pentano, durante 1,5 horas. O mesmo
procedimento foi conduzido para o cutite imaturo, cutite maduro fresco e cutite
maduro liofilizado. Foram obtidos os concentrados correspondentes, sollUveis em n-

pentano.

4.2.3. Analise do aroma de cutite por CG-EM
As analises de cromatografia em fase gasosa para a identificagdo dos

constituintes do aroma do cutite foram realizadas em um equipamento CG FOCUS
Thermo Electron, equipado com sistema de injecdo automatizado Al-3000 em modo
de injecdo tipo splitless (Split flow 20:1), usando-se coluna capilar de silica DB5-ms

(30m x 0,25 mm x 0,25 pum), hélio como gas de arraste, ajustado para fornecer uma
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velocidade linear de 32 cm/s (medidos a 100 °C), temperatura do injetor 240 °C,
temperatura da fonte e outras partes 200 °C, injecdo sem divisao de fluxo de 0,1uL
do extrato, temperatura da coluna programada para 40-60 °C com gradiente de 2
°C/mim, 60-260 °C (4 °C/mim). O equipamento operou acoplado a um espectrometro
de massas EM DSQ Il Thermo electron controlado pelo software Xcalibur, o filtro do
quadrupolo varreu a faixa de 39 a 450 daltons a cada segundo. A ionizagao foi
obtida por impacto eletrbnico com energia de ionizagdo de 70 ev. O software do
equipamento conta com a biblioteca de dados NIST 2005.

Cada composto existente nos ionscromatogramas foi identificado através
da comparacdo de seu espectro de massas (massa molecular e o padrdo de
fragmentag&ao) com os espectros existentes na biblioteca do sistema (Willey, NIST) e
na literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo (IR) foram determinados
através da equacgdo 02 que relaciona o tempo de retencdo de uma série de
hidrocarbonetos homadlogos. Foi plotada uma curva de calibracdo com uma série de
n-alcanos (C8-C24) injetados nas mesmas condi¢cbes cromatograficas das anélises

das amostras.

[(RT — RT(po)] (02)
[(RT(pz+2) — RT(po)]

Alx»=100 Pz+100

Onde:

Al: indice de retenc&o aritmético

P: indice de retencdo aritmético do hidrocarboneto anterior a X
RTx: Tempo de retengéo do composto desconhecido

RTprz: Tempo de retengdo do hidrocarboneto anterior a X

RT (z+1): Tempo de retengado do hidrocarboneto posterior a X

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Constituintes do aroma dos frutos de P. macrophylla.

A tabala 12 apresenta os constituintes identificados para o aroma dos
frutos de cutite fresco imaturo e cutite fresco maduro e liofilizado. Foi verificada a

presenca de 51 constituintes volateis de diferentes classes.
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R IR Constituintes Imzzttrcc)) Flr\jzgﬁro Iilt\J/Ifﬁi(il;rdoo
5,48 802 butanoato de etila 0,2
5,90 807 acetato de butila 2,0 1,8
7,40 846  2-E-hexanal 1,9 0,6 0,5
7,90 863 hexanol 52 4.4 3,5
8,80 889  2-heptanona 0,4 0,5
9,40 894  2- heptanol 0,2 0,1
10,10 908 isobutanoato de isobutila 3,5 1,3
12,13 921 butanoato de butila 3,8
12,30 928 benzaldeido 80,7 48,3 40,2
13,70 980 mirceno 0,1
14,08 994 butanoato de butila 0,1 12,0 10,0
14,80 1013 acetato de hexila 0,5
15,00 1017 isobutirato de isoamila 0,2
15,30 1024 isobutirato de pentila 0,2
15,68 1033 benazilalcool 2,5 1,3 0,6
16,10 1042 2-metil-butanoato de butila 0,1 0,4 0,4
16,31 1047 E-B-Ocimeno 0,3
16,51 1052 isovalerato de isopentila 0,2
16,90 1060 butanoato de isopentila 0,3 0,3
17,30 1070 o6xido de cis linalol (furanoide) 0,1 0,1 0,2
18,00 1085 6xido de trans linalol (furanoide) 2,1 0,5 0,7
18,40 1095 butanoato de pentila 0,1
18,60 1099 linalol 0,8 8,5 10,5
19,71 1127 hexanoato de 3-hidroxi-etila 0,1
19,84 1130 butanoato de 3-hidroxi-butila 0,4 0,8
20,55 1148 isobutanoato de hexila 0,2
20,67 1151 hexanoato de isobutila 1,6 1,4
21,34 1168 oxido de cis linalol (piranoide) 0,1 0,1 0,2
21,54 1173 oxido de trans linalol (piranoide) 0,7 0,4 0,6
21,75 1179 A4-terpineol 0,1 0,1
22,14 1189 salicilato de metila 1,1 0,2 0,4
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22,22 1191 hexanoato de butila 7,2 9,7
22,30 1193 a-terpineol 0,4 0,4 0,8
22,44 1196 octanoato de etila 0,6
23,40 1223 nerol 0,1 0,1
24,28 1247 (2E)-octenoato de etila 0,1
24,35 1249 geraniol 0,1 0,3 0,4
24,47 1252 y-octalactona (Tentativa) 0,2 0,3
25,77 1289 heptanoato de butila 0,1 0,1 0,2
25,98 1294 isobutanoato de benzila 0,1
27,08 1327 benzoato de isobutila 0,1
27,17 1329 tridecanoato de 3-hidroxi-etila 0,1
27,68 1345 butanoato de benzila 0,1
27,77 1347 caprilato de isobutila 0,4 0,2
28,62 1372 benzoato de butila 0,1 0,5
28,95 1382 (E)-cinamato de metila 0,2
29,11 1387 caprilato de butila 2,0 2,7
29,36 1394 decanoato de etila 0,1
31,61 1465 2-propenoato de 3-fenil etila 0,5
32,51 1484 2-tridecanona 0,2
35,24 1485 caprato de butila 0,1 0,2

Total 96 96,87 96,6

Foram identificadas 06 classes de compostos volateis no aroma do cutite,

em ordem decrescente de niUmero de compostos presentes temos 32 ésteres > 11

terpenos > 03 &lcoois > 02 aldeidos = 02 cetonas > 1 lactona. Em ordem

decrescente de abundancia dos compostos temos: aldeidos > ésteres > terpenos >

alcodis > cetonas > lactonas.

A tabela 13 mostra os compostos mais abundantes presentes no aroma

dos frutos de cutite.
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Tabela 13: Constituintes mais abundantes no aroma de cutite.

N Classe Composto IR imaturo m:(\jrji)% maduro liof.

1 éster acetato de butila 807 - 2 1,8

2 alcool hexanol 863 5,2 4,4 3,5

3 aldeido benzaldeido 928 80,7 48,3 40,2

4  éster butanoato de butila 994 0,1 12,0 10,0

5 terpeno linalol 1099 0,8 8,5 10,5

6 éster hexanoato de butila 1191 - 7,2 9,7

7 éster caprilato de butila 1387 - 2,0 2,7
Total 86,8 84,42 78,4

Foram observadas pequenas variagdes na abundancia dos constituintes
do aroma do cutite em relagdo ao fruto maduro nos estados fresco e liofilizado,
contudo, a liofilizagdo é reconhecida como um bom método de conservacdo de
substancias volateis entre os demais métodos de controle de umidade ou secagem.

No processo de liofilizacdo ocorre retengdo de moléculas de baixo peso
molecular, mesmo as com pressdo de vapor maior que a da agua, devido a difusdo
seletiva da &gua através da matriz liofilizada, pois, nas condi¢gbes da liofilizag&o, o
coeficiente de difusdo das moléculas volateis € muito menor que o coeficiente da
dgua. Em escala macromolecular a retencdo de volateis se da pelo aprisionamento
de moléculas em microrregibes da matriz liofilizada, no processo que se inicia no
congelamento da amostra, os volateis sédo retidos na matriz alimentar antes da
sublimacé&o do gelo e com a continuagao do resfriamento ocorre a formacéo de mais
gelo puro, concentrando as demais moléculas na regido intersticial. Devido a alta
concentracdo de soluto e a baixa temperatura as forgas intermoleculares dentro da
matriz alimentar favorecem o fendmeno de transicdo vitrea levando a matriz
alimentar ao estado solido amorfo que tem grande capacidade de retencdo de
moléculas devido a existéncia de volume livre em sua estrutura. (BARUFFALDI,
OLIVEIRA, 1998).

O estudo conduzido Krokida e Philippopoulos (2006), demonstrou maior
retencdo de volateis em amostras de maga tratada pelo processo de liofilizacdo que
por secagem convencional por ar, demonstrou também que na secagem
convencional por ar, quanto maior a temperatura utilizada na secagem, maior foi a

perda de volateis.
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4.4. CONCLUSAO

Foi verificada a presenca de 51 compostos volateis no aroma de cutite e
estes compostos pertencem as classes éster, aldeido, alcool, cetona, lactona e
terpeno.

Os compostos mais abundantes foram benzaldeido, butanoato de butila,

linalol, hexanoato de butila, hexanol, caprilato de butila e acetato de butila.
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CONCLUSOES GERAIS

A biometria dos frutos de P. macrophylla revelou frutos de 4 cm de
diametro, 37,26g de peso, rendimento de 76% de polpa e cor amarela forte. A
composicao centesimal mostrou frutos com 64% em massa de agua e nitrogénio
total, extrato etéreo e residuo mineral fixo abaixos de 2%.

O fruto de cutite pode ser considerado como uma rica fonte de polifendis
para a dieta humana, pois a partir de um método simples de extracdo aquosa,
apresentou teor de fendlicos totais equivalente ao de outros frutos amazdnicos
consideradas de alto valor nutricional.

O ensaio de capacidade de sequestro do radical livre DPPH realizado
neste estudo apresentou resultado interessante em relagdo ao fruto do cutite in
natura, apresentando maior atividade antioxidante que outros frutos amazonicos
consideradas de alto valor nutricional, levando em consideragdo que o cutite
apresenta teor de vitamina C muito inferior a frutos como acerola e camu-camu e
néo foi detectada a presenca de antocianinas em sua constituicdo quimica.

O extrato aquoso da polpa liofilizada do cutite testada no método TOSC
mostrou valores de 50% de TOSC para as concentragdes 0,56 mg/mL e 0,83 mg/mL
do extrato, nas reagcbes com peroxila e peroxinitrito respectivamente e capacidade
antioxidante maior que a do acai frente ao peroxinitrito, espécie reativa relacionada a
diversos disturbios bioldgicos iniciados pelo estresse oxidativo celular.

O método TOSC pode ser considerado como uma ferramenta importante
para avaliar a influéncia que tem os antioxidantes naturais de alimentos sobre a
saude, pois monitora espécies reativas formadas continuamente no metabolismo
humano como os radicais peroxila e hidroxila e a espécie reativa n&o radicalar
peroxinitrito. O método ainda é pouco utilizado na area de alimentos e existe pouca
literatura cientifica sobre 0 assunto nesta area.

O &cido gélico foi identificado como o constituinte quimico responsavel
pela maior contribuicdo para a capacidade antioxidante dos frutos de cutite, seguido
de seu derivado glicosilado o digaloilglicose e os resultados do experimento de
quantificacdo do &cido gélico no extrato aquoso deste fruto mostraram a presenca
de 4,72 mg de &cido gélico para cada g de polpa fresca.

Foi verificada a presenca de 51 compostos volateis no aroma de cutite e

estes compostos pertencem as classes éster, aldeido, &lcool, cetona, lactona e
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terpeno. Os compostos mais abundantes foram benzaldeido, butanoato de butila,

linalol, hexanoato de butila, hexanol, caprilato de butila e acetato de butila.
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Apéndice A: Dados do experimento de biometria e caracterizaco fisico-quimica dos
frutos de cutite.

Pesoemg
n° fruto semente polpa+casca casca polpa
1 32,44 3,37 29,07 2,95 26,12
2 47,31 5,56 41,75 5,34 36,41
3 34,85 4,98 29,87 3,24 26,63
4 42,26 8,27 33,99 4,47 29,52
5 31,75 4,11 27,64 2,66 24,98
6 43,1 6,2 36,9 4,65 32,25
7 36,28 5,86 30,42 341 27,01
8 42,29 5,53 36,76 4,52 32,24
9 36,27 3,92 32,35 3,48 28,87
10 28,14 2,52 25,62 2,11 23,51
11 43,18 5,11 38,07 4,66 33,41
12 35,23 3,89 31,34 3,34 28
13 27,29 2,78 24,51 1,93 22,58
14 31,53 3,51 28,02 2,64 25,38
15 46,44 5,97 40,47 5,15 35,32
16 33,25 4,83 28,42 3,12 25,3
17 33,92 3,37 30,55 3,29 217,26
18 29,75 2,53 27,22 2,32 24,9
19 32,68 4,1 28,58 2,9 25,68
20 36,71 6,37 30,34 3,52 26,82
21 38,16 5,34 32,82 3,93 28,89
22 44,52 8,25 36,27 4,85 31,42
23 49,31 7,83 41,48 5,67 35,81
24 37,39 6,18 31,21 3,77 27,44
25 31,97 6,21 25,76 2,9 22,86
26 41,55 5,28 36,27 4,4 31,87
27 41,23 8,55 32,68 4,32 28,36
28 30,95 4,29 26,66 2,44 24,22
29 40,11 5,93 34,18 4,17 30,01
30 37,91 6,37 31,54 3,75 21,79
MEDIA 37,26 5,23 32,03 3,66 28,36
SD 5,87 1,67 4,75 0,99 3,80
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Medidas do fruto em cm Medidas da semente em cm
n° Diam. Vert. Diam. Hor. Circunferéncia Diam. Vert. Diam. Hor.
1 4,1 3,7 12,2 2,2 1,9
2 4,5 4,5 14,3 2,6 1,7
3 4 4,1 13 2 1,6
4 4,3 4,2 13,4 2,9 2,1
5 3,9 3,7 12,2 2,2 1,4
6 4,1 4,3 13,7 2,6 1,8
7 4,1 3,9 13,1 2,6 1,7
8 4,2 4,5 14,3 2,5 1,7
9 3,9 4 13,3 2,4 1,4
10 3,6 3,8 11,7 2,3 1,2
11 4,4 4,5 13,7 2,4 1,7
12 4,6 4,2 13,6 2,5 1,8
13 3,9 3,6 12,3 2,2 1,3
14 4 3,9 13 2,4 1,6
15 4,3 4,2 14,1 2,6 15
16 4,2 4 13,3 2,5 1,7
17 3,9 3,8 11,9 2,4 1,4
18 4 3,6 12 2,3 1,3
19 3,9 4 12,9 2,1 1,4
20 4,1 3,7 12,7 2,5 1,8
21 4 4,3 13,1 2,2 1,8
22 4,1 4,1 14 2,8 2
23 4,7 4,4 14,3 2,8 1,9
24 3,8 4,4 13 2,3 1,6
25 3,8 4 11,9 2,4 15
26 4,1 4,2 14 2,7 1,7
27 4,5 4,5 13,9 2,8 2,2
28 3,8 3,8 11,7 2,3 1,4
29 4,1 4,3 13,7 2,6 1,8
30 3,9 4,1 13,3 2,4 1,7

MEDIA 4,09 4,08 13,12 2,45 1,65
SD 0,26 0,28 0,82 0,22 0,24
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Rendimento em %

n° Casca Polpa Semente
1 9,09 80,52 10,39
2 11,29 76,96 11,75
3 9,30 76,41 14,29
4 10,58 69,85 19,57
5 8,38 78,68 12,94
6 10,79 74,83 14,39
7 9,40 74,45 16,15
8 10,69 76,24 13,08
9 9,59 79,60 10,81
10 7,50 83,55 8,96
11 10,79 77,37 11,83
12 9,48 79,48 11,04
13 7,07 82,74 10,19
14 8,37 80,49 11,13
15 11,09 76,06 12,86
16 9,38 76,09 14,53
17 9,70 80,37 9,94
18 7,80 83,70 8,50
19 8,87 78,58 12,55
20 9,59 73,06 17,35
21 10,30 75,71 13,99
22 10,89 70,58 18,53
23 11,50 72,62 15,88
24 10,08 73,39 16,53
25 9,07 71,50 19,42
26 10,59 76,70 12,71
27 10,48 68,78 20,74
28 7,88 78,26 13,86
29 10,40 74,82 14,78
30 9,89 73,31 16,80
MEDIA 9,66 76,49 13,85
SD 1,17 3,90 3,24
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Cinzas
Peso cad. g
inicial final cinzas am. Umida %
A 25,9272 25,9841 0,0569 5,0493 1,126888876
B 30,0688 30,1242 0,0554 5,0291 1,101588753 1,13 0,03 2%
C 25,5298 25,5881 0,0583 5,0474 1,155050125
lipidios
Peso bal. g
inicial final lipidios am.Gmida %
A 116,4661 116,5143 0,0482 5,0235 0,959490395
B 146,9004 146,9473 0,0469 5,0475 0,929172858 0,94 0,02 2%
C 106,9264 106,9743 0,0479 5,0687 0,945015487
Proteinas ‘ (V.Hclam - V.HClbr) . Fc HCI . 6,25 . 0,14
Peso am. g Vol. de HCL em mL Proteinas % Pam
A 1,0556 2 1,580520557
B 1,0858 2,1 1,621925078 1,60 0,02 1%
C 1,0991 2,1 1,602298471
branco 0 0,2
Umidade AOAC
Peso Beck. g amostra
inicial final seca Umida
A 31,67 33,5235 1,8535 5,0247 3,1712 63,11223
B 42,0637 44,019 1,9553 5,042 3,0867 61,21975 62,12 0,95 2%
C 40,9831 42,907 1,9239 5,0679 3,144 62,03753
Umidade Infra-vermelho Gehaka
amostra
in natura seca
A 5,0812 1,9717 61,19617413
B 5,0194 1,8903 62,34012033 62,49 1,37 2%
C 5,0306 1,8151 63,91881684
Cor CElLab
ensaio 1 2 3
L 67,62 65,65 65,68 66,32 1,13 2%
a 9,58 9,53 10,04 9,72 0,28 3%
b 67,81 66,47 68,07 67,45 0,86 1%
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Apéndice B: Dados do experimento para determinacdo do contetdo de fendlicos

totais.
Curva de Calibracdo com padréo acido galico
Absorbancia DP cv []1AG (ug/0,5 mL)
Ensaio 01 Ensaio 02 |Ensaio 03 Média
0 0 0 0 0
0,041 0,040 0,042 0,041 0,0010 | 2% 2,5
0,165 0,159 0,161 0,162 0,0031 | 2% 7,5
0,340 0,339 0,338 0,339 0,0010 | 0% 15
0,526 0,534 0,529 0,530 0,0040 | 1% 22,5
0,715 0,711 0,714 0,713 0,0021 | 0% 30
0,903 0,878 0,892 0,891 0,0125 | 1% 37,5
1,035 1,014 1,024 1,024 0,0105 | 1% 42,5
45 +
y = 41,184x + 0,64
40 - R2=0,9996
1 1,2
Extratos
2009 Média DP cv
absl abs2 abs3
ri 0,239 0,237 0,240 0,239 0,002 1%
r2 0,233 0,234 0,230 0,232 0,002 1%
r3 0,247 0,245 0,249 0,247 0,002 1%
0,239 0,007356 3%
2010 Média DP cv
absl abs2 abs3
ri 0,239 0,243 0,242 0,241 0,002 1%
r2 0,240 0,241 0,245 0,242 0,003 1%
r3 0,238 0,242 0,24 0,240 0,002 1%
0,241 0,001018 0%
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Determinacédo do teor de fendlicos totais

Variaveis Extrato 2009 Extrato 2010
Teor de MS da amostra (%) 37,8800 37,8800
Peso MS para extracdo (mg) 1099,5000 1092,1000
Volume de solvente (mL) 20,0000 20,0000
[ 1inicial do extrato (mg/mL) 54,9750 54,6050
Aliquota para diluigdo (mL) 1,6800 0,8400
Volume de dilui¢do (mL) 100,0000 50,0000
[ ] de trabalho do extrato (mg/ml) 0,9236 0,9174
Aliquota para ensaio (ml) 0,5000 0,5000
Peso MS usada no ensaio (mg) 0,4618 0,4587
Absorb. branco 0,0000 0,0000
Absorb. Amorstra (Média) 0,2393 0,2411
[ ] ext. ug EAG/0,5mL 10,4967 10,5699
FT mg EAG/g MS 22,7305 23,0441
FT mg EAG/g MF 8,6103 8,7291
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Apéndice C: Dados do experimento de determinac¢éo da capacidade de sequestro do
radical livre DPPH.

Curva de Calibracdo para DPPH

Alig. Vol. Final | []DPPH Absorbancia
Pontos S.T. (ml) (M)
(mL) H Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3| Média DP cv
P1 0 10 0 0 0 0 0
P2 1,7 10 10,41 0,1894 | 0,1871 | 0,1851 | 0,1872 | 0,0022 | 1%
P3 3,3 10 20,83 0,3843 | 0,3909 | 0,3882 | 0,3878 | 0,0033 | 1%
P4 5 10 31,25 0,5901 | 0,5857 | 0,5893 | 0,5884 | 0,0023 | 0%
P5 6,7 10 41,67 0,7931 | 0,7893 | 0,7854 | 0,7893 | 0,0039 | 0%
P6 8,3 10 52,08 0,9897 | 0,9873 | 0,9881 | 0,9884 | 0,0012 | 0%
P7 10 10 62,5 1,2392 | 1,2482 | 1,2453 | 1,2442 | 0,0046 | 0%
1,40 y=0,0197x - 0,0167
R2=0,9983
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 T T T T T T 1
$ 10 20 30 40 50 60 70
-0,20
2009 2010
[]Ext Abs [1Ext Abs
2748,75 | 0,1689 2730,25 0,1776
1099,5 | 0,7492 1092,1 0,7445
549,75 | 0,9799 546,05 0,9745
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Extrato 2009
1° [] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP cv
Ensaio 1 1,2161 0,1596 0,1648 0,1595 0,1613 0,0030 2%
Ensaio 2 1,1897 0,1691 0,1738 0,1782 0,1737 0,0046 3%
Ensaio 3 1,1985 0,1653 0,1737 0,1765 0,1718 0,0058 3%
1,2014 0,1689 0,0067 4%
0,0134
1%
2° [ ] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP cv
Ensaio 1 1,2161 0,7397 0,7405 0,7496 0,7433 0,0055 1%
Ensaio 2 1,1897 0,7591 0,7381 0,7505 0,7492 0,0106 1%
Ensaio 3 1,1985 0,7489 0,7573 0,7589 0,7550 0,0054 1%
1,2014 0,7492 0,0059 1%
0,0134
1%
3° [] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP CcVv
Ensaio 1 1,2161 0,9803 0,9791 0,9703 0,9766 0,0055 1%
Ensaio 2 1,1897 0,9742 0,9834 0,9887 0,9821 0,0073 1%
Ensaio 3 1,1985 0,9795 0,9825 0,9814 0,9811 0,0015 0%
1,2014 0,9799 0,0030 0%
0,0134
1%
2009
1,2000 -
1,0000 - y = -0,0004x + 1,1676
0,8000 - R2=0,9986
0,6000 -
0,4000 -
0,2000 -
0,0000 T T .
0 1000 2000 3000
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Extrato 2010
1° [] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP cv
Ensaio 1 1,2161 0,1782 0,1824 0,1712 0,1773 0,0057 | 3%
Ensaio 2 1,1897 0,1781 0,1774 0,1882 0,1812 0,0060 | 3%
Ensaio 3 1,1985 0,1803 0,1717 0,1705 0,1742 0,0053 | 3%
1,2014 0,1776 0,0035 | 2%
0,0134
1%
2° [ ] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP cv
Ensaio 1 1,2161 0,7307 0,7226 0,7486 0,7340 0,0133 | 2%
Ensaio 2 1,1897 0,754 0,7601 0,7203 0,7448 0,0214 | 3%
Ensaio 3 1,1985 0,7314 0,7514 0,7815 0,7548 0,0252 | 3%
1,2014 0,7445 0,0104 | 1%
0,0134
1%
3° [] de Trabalho
controle R1 R2 R3 Média DP CcVv
Ensaio 1 1,2161 0,9762 0,9621 0,9843 0,9742 0,0112 1%
Ensaio 2 1,1897 0,9562 0,9775 0,9956 0,9764 0,0197 | 2%
Ensaio 3 1,1985 0,9805 0,96703 0,9711 0,9729 0,0069 1%
1,2014 0,9745 0,0018 | 0%
0,0134
1%
1,2000 2010
0,8000
y =-0,0004x + 1,1572
R2=0,9983
0,4000
0,0000

500

1000

1500

2000

2500

3000
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Capacidade de sequestro do radical DPPH

Variaveis Extrato 2009 Extrato 2010
Teor de MS da amostra (%) 37,8800 37,8800
Peso MS para extracdo (mg) 1099,5000 1092,1000
Volume de solvente (mL) 20,0000 20,0000
[ 1inicial do extrato (mg/mL) 54,9750 54,6050
[ ]inicial do extrato (mg/L) 54975 54605
Aliquota para diluicao (mL) 1,0000 1,0000
Volume da dilui¢éo 1 20,0000 20,0000
1° [] de trabalho (mg/mL) 2,74875 2,73025
1° [] de trabalho (mg/L) 2748,75 2730,25
Aliquota para ensaio (L) 0,0001 0,0001
Peso MS usada no ensaio (mg) 0,274875 0,273025
Absorbancia 1°[ ] 0,1689 0,1776
Volume da dilui¢éo 2 50,0000 50,0000
2° [] de trabalho (mg/mL) 1,0995 1,0921
2° [ ] de trabalho (mg/L) 1099,5 1092,1
Aliquota para ensaio (L) 0,0001 0,0001
Peso MS usada no ensaio (mg) 0,10995 0,10921
Absorbancia 2°[ ] 0,7492 0,7445
Volume da dilui¢do 3 100,0000 100,0000
3° [] de trabalho (mg/mL) 0,54975 0,54605
3° [] de trabalho (mg/L) 549,75 546,05
Aliquota para ensaio (L) 0,0001 0,0001
Peso MS usada no ensaio (mg) 0,054975 0,054605
Absorbancia 3°[ ] 0,9799 0,9745
Absorbancia do DPPH Controle 100% 1,2014
Absorbancia do DPPH Controle 50% 0,6007
[ ] DPPH Eqg. 50% da Abs. (mg/L) 31,3409
g DPPH 0,0124
g MS/g DPPH g MF/g DPPH
Extrato 2009 114,6819 302,7505
Extrato 2010 112,5779 297,1962
113,63 299,97
1,49 3,93

1%

1%
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Apéndice D: Dados da determinagéo da capacidade antioxidante pelo método
TOSC.
pn_cutite_2010.08.23 Aqueous extract

Dilution TO T1 T2 T3 T4 T5 mean SD Cy

control 0 12 24 36 48 60

0 7955| 20004| 26697| 29312| 29936| 30182| 347,896536 1%

0 8589 | 20126| 27363| 29908| 30428

110 0 12 24 36 48 60

0 728 1871 2524 2778 2836 2808 | 39,5979797 1%

0 633 1671 2279 2673 2780

125 0 12 24 36 48 60

0 1349 3603 5090 5690 5771 5853 | 115,965512 2%

0 1429 3669 5127 5845 5935

1 50 0 12 24 36 48 60

0 2570 6312 8759 9876| 10041| 9977,5| 89,8025612 1%

0 2432 5993 8313 9656 9914

1 100 0 12 24 36 48 60

0 3591 8765| 12266| 13893| 14317 14332,5| 21,9203102 0%

0 3660 8961| 12507 | 14007 | 14348

1 250 0 12 24 36 48 60

0 4593 | 12241| 16974| 19180| 19724| 19826,5| 144,95689 1%

0 4522 | 11828| 19835| 19334| 19929

1 500 0 12 24 36 48 60

0 5112 | 15404 | 21756| 24542| 25459| 24926| 753,775829 3%

0 5805 | 15557 21405| 23762| 24393

1 1000 0 12 24 36 48 60

0 5985| 17310| 24901| 29062| 30123| 30398,5| 389,615836 1%

0 6844 | 18101| 25572| 29873| 30674
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pn_ctite_2010.08.31_Aqueous extract

Dilution TO T1 T2 T3 T4 T5 mean SD Cy

control 0 12 24 36 48 60

0 5793 | 12939| 20145| 26459| 32606| 33541| 1322,28968| 4%

0 6887 | 14738| 21876 28138| 34476

125 0 12 24 36 48 60
0 0 233 423 493 597 588 | 12,7279221| 2%
0 0 208 363 473 579

150 0 12 24 36 48 60

0 235 565 884 1247 2740 2773,5| 47,3761543 | 2%

0 224 540 875 1292 2807

1 100 0 12 24 36 48 60

0 474 1410 5084 0898 | 14668| 14392| 390,322943 | 3%

0 477 1356 4815 9378 | 14116

1 250 0 12 24 36 48 60

0 1599 7722 | 14354 | 20771 27202| 26223,5| 1383,80797 | 5%

0 1440 6722 | 13242| 19637, 25245

1 500 0 12 24 36 48 60

0 3080 9472 | 16367| 23410| 29322| 30577,5| 1775,54513| 6%

0 4222 11665| 18498| 25463| 31833

repeat 0 3481| 10441, 17740| 24033| 29817| 29389| 605,283405| 2%

0 3299 9966 | 16835| 23083 28961

1 1000 0 12 24 36 48 60

0 4405| 11354| 17972 24176, 30149| 30509| 509,116882| 2%

0 4303| 11110| 18442| 25215, 30869
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PREPARATION OF FRACTIONATED SAMPLES BY HPLC FOR TOSC

HPLC samples = 1000uL Aqueous Ext. + 1000 UHQ H20.

HPLC Injection Volume = 20uL (10uL of the Aqueous Ext.)

Fractions was freeze dried and dissolved in 220uL of UHQ H20 (concentration = 45,4ul/mL)

A sample control was made to comparison using 454uL of the Aqueous Ext. Dissolved in 5mL of UHQ H20. (concentration = 45,4ul/mL)

Samples was tested against peroxynitrite.

Obs. A quantidade de matéria seca é de 454pg contidas nos 100uL usados no meio reacional do TOSC.

control UHQ water 12 24 36 48 60

7149 | 17641| 23790 | 26055 | 26410| 26504,5| 133,643182 | 1%

8107 | 18761 | 24391 | 26299 | 26599

Cont. samp. [45,4 pL/mL] 12 24 36 48 60

1638| 3921| 5256| 5772| 5873 5847 | 36,7695526 | 1%

1471 3737| 5179| 5766| 5821

05-15 mim 12 24 36 48 60

2488 | 6143| 8103| 8964 | 9114 9050 | 90,509668 | 1%

2338 | 5738| 7735| 8709| 8986

15-25 mim 12 24 36 48 60

3594 | 9635| 13234 | 14569 | 14883 | 15086,5| 287,79246 | 2%

4214 | 10132 | 13581 | 14867 | 15290

25-35 mim 12 24 36 48 60

7163 | 16998 | 22468 | 24511 | 25021| 24759| 370,523953 | 1%

6869 | 16520 | 21614 | 23935 | 24497

35-45 mim 12 24 36 48 60

7626 | 18267 | 23816 | 26015 | 26461 | 26536,5| 106,773124 | 0%

7197 | 18028 | 23680 | 25896 | 26612

45-55 mim 12 24 36 48 60

7885 | 18683 | 24209 | 26821 | 26946| 26816| 183,847763 | 1%

7170 | 17872 | 24336 | 26650 | 26686

10-11,5 mim 12 24 36 48 60

3012 | 7499| 10168 | 11307 | 11491 | 11587,5| 136,471609 | 1%

2725| 6821| 9589 | 11113 | 11684

19,5-21,5 mim 12 24 36 48 60

4938 | 13050| 18204 | 20500 | 21059 | 21156| 137,178716 | 1%

4790 | 12909 | 18376 | 20536 | 21253

22,5-24 mim 12 24 36 48 60

6722 | 16529 | 22794 | 25448 | 26038| 26273 | 332,340187 | 1%

7069 | 17211 | 23348 | 25764 | 26508

26,5-27,5 mim 12 24 36 48 60

6664 | 16827 | 23037 | 25225 | 25665| 25768 | 145,663997 | 1%

6514 | 16536 | 22702 | 24927 | 25871

42,5-43,5 mim 12 24 36 48 60

7356 | 17872 | 24487 | 26650 | 27006 | 27142| 192,333044 | 1%

O|0O|0O|0O|0O00O(0O|0O|0O|O|0O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|OO|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O O

7449 | 18102 | 24475 | 27191 | 27278




Indx

Indx

Pn Cutite
Rank 40 Eqn 8079 LogNormCum_(a,b,c)
r\2=0.99434523 DF Adj r*2=0.99010415 FitStdErr=3.0578971 Fstat=439.6043
a=95.444754 b=0.0075469005
c=1.6132764
100 100
90 90
80 80
70 . 70
o o
S 60 80 &
£ c
O ] Q
& 50 50 &
(@] (@]
40 40 F
30 1 30
20 1 20
10 - 10
0 0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Dilutios
X-value Y-value 95 Pred - 95 Pred + Evaluation
0.0020495284 20 10.731234 29.268766 x=Root(y)
0.0083119549 50 40.824999 59.175001 x=Root(y)
0.03709408 80 70.948773 89.051227 x=Root(y)
XXX
Px Cutite
Rank 146 Eqn 8100 Form1_(a,b)
rf2=0.9976298 DF Adj r"2=0.99604967 FitStdEmr=2.0425584 Fstat=1683.6217
a=99.1323
b=123.20476
100 100
90 90
80 80
70 ’ 70
X 60 | 60 >
< <
O ] O
& 50 50 &
(@] @]
F 40 40 +
30 A 30
20 A 20
10 4 10
0 0
0 0.01 0.02 0.03 0.04
Dilutions
X-value Y-value 95 Pred - 95 Pred + Evaluation
0.0018289406 20 13.965892 26.034108 x=Root(y)
0.0056973339 50 43.1541 56.8459 x=Root(y)
0.013352384 80 73.171367 86.828633 x=Root(y)
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cutite fraction control

Peroxynitrite

------- cutite fraction control S

Area

25000

E_tlhylen%Peak
(=]
3
[=]

o
S
(=]

10000

cutite fraction control

%2/ ndf = 0.000000 / 0

pol3

pO0 = -9455.754497 + 2344.832194
p1 = 1662.764829 + 286.029413
p2 = -23.894242 + 9.906293

p3 = 0.098476 + 0.103407
cutite fraction control S
2/ ndf = 0.000000 / 0

pol3

pO = -1783.898997 + 383.506712
p1 = 304.045597 + 46.178958

p2 = -3.162953 + 1.579677

p3 = 0.002154 + 0.016309

o
=]
-
[=]
[
[=]

30 40 50 60
Time [min]

TOSC - 78.562353% |

cutite fraction control

Peroxynitrite | ------- cutite fraction 05-15mim

3

ylené Peak ﬁr&a
8

Eth

R:EEm
I|II|IIII$IIII$IIII|IIII|I

(=]
(=T

Peroxynitrite

S [l S Sl I [

cutite fraction control
¥/ ndf = 0.000000 /0

pold

p0 = -9455,754497 + 2344.832104
pl1 = 1662. 764829 + 286.028413
p2 = -23.894242 + 9.906293

p3 = 0.098476 + 0.103407
cutite fraction 05-15mim
¥/ ndf = 0.000000 / 0

pol3

p0 = -3324,932822 + 47.440015
p1 = 555.394965 + 110.555610
p2 = -8.413773 + 4.029630

p3 = 0.043596 + 0.043789

30 40
Time [min]

5 60 70

TOSC = 67.005945%

cutite fraction control

| ------- cutite fraction 10-11,5mim|

e

(%]

=

[=]

[=]

(=]
ficleeta i T

O ST 0 G o0 | e S VT

(=]
o

Time [min]

cutite fraction control
#2 1 ndf = 0.000000 / 0

pol3

p0 = -0455.754497 + 2344.832194
p1 = 1662.764829 + 286.029413
p2 = -23.894242 + 9.906293

p3 = 0.098476 + 0.103407

cutite fraction 10-11,5mim||

#2 { ndf = 0.000000 / 0

pol3

pO = -3331.476948 + 1401.653491
p1 = 568.078125 + 181.565051
p2 = -6.255787 + 6.566624

p3 = 0.014660 = 0.070800

18 =59. 7
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cutite fraction control

cutite fraction control
%2/ ndf = 0.000000 / 0

‘ Peroxynitrite | ------- cutite fraction 15-25mim
pol3
g C PO = -9455.754497 + 2344.832194
%25000 - p1 = 1662.764829 + 286.029413
2 E p2 = -23.894242 + 9.906293
220000 — p3 = 0.098476 + 0103407
% - cutite fraction 15-25mim |
15000~ 42/ ndf = 0.000000 / 0 |
E pol3
10000 p0 = -5099.753175 + 1191.956437
5 p1 = 854.704234 + 140.314348
5000 p2 = -10.408468 + 4.850594
L p3 = 0.025399 + 0051037
0 |'l,|.,l.| AR RE it LG AR U AR T = 44.601048%
0 10 20 30 40 50 60 70

Peroxynitrite |

Time [min]

--- cutite fraction 19,5-21,5mim

cutite fraction control

25000

ne Peak Area

20000

thyle

115000

10000

5000

o

a0 50 70
Time [min]

cutite fraction control

%2 / ndf = 0.000000 / 0

pol3

p0 = -9455.754497 + 2344.832194
p1 = 1662.764820 + 286.029413
p2 = -23.894242 + 9.906293

p3 = 0.098476 + 0.103407

cutite fraction 19,5-21,5mim

%%/ ndf = 0.000000 / 0

pol3

p0 = -6109.194790 + 359.659120
p1 = 965.750916 + 45.006705
p2 =-6.703221 + 1.642910

p3 = -0.038902 + 0.017966

Peroxynitrite

cutite fraction control

------- cutite fraction 22,5-24mim

cutite fraction control
¥2/ ndf = 0.000000 /0
pol3

25000

ne Peak Area

20000

thyle

w15000

10000

5000—

s L | iy ol B e

p0 = -8455.754497 + 2344.832194
p1 = 1662.764829 + 286.020413
p2 = -23.894242 + 9.906293

p3 = 0.098476 + 0.103407

¥2/ ndf = 0.000000 / 0

pol3

p0 = -7768.936612 + 1413.174814
p1 = 1357.143977 £ 181.571299
p2 = -14.549527 + 6.534756

p3 = 0.016043 + 0.070284

-]

30 40 50 60 70
Time [min]

cutite fraction 22,5-24mim
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cutite fraction control

‘ Peroxynitrite | ------- cutite fraction 25-35mim
pol3
o E
e C p0 = -0455.754407 + 2344.832194
<25000—
x - pl = 1662.764829 + 286.029413
& L p2 = -23.804242 + 0.906293
220000 — p3 = 0.098476 + 0.103407
L4 B
~ C cutite fraction 25-35mim
15000 — ¥/ ndf = 0.000000 / 0
E pol3
10000— pO0 = -9547.088421+ 1353.630246
C p1 = 1626598235 + 181.227753
5000 p2 = -26.248553 + 6.963089
E p3 = 0.144869 + 0.078919
0_ Tk i AT o P i i B B b v o § =1+ 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Time [min]
cutite fraction control cutite fraction control
Peroxynitrite| cutite fraction 26,5-27,5mim|| **/ndf =0-000000/0
& pol3
- B p0 = -0455.754497 + 2344.832194
<25000 —
x £ p1 = 1662.764829 + 286.029413
& E p2 = -23.894242 + 9.906293
%20000 g p3 = 0.098476 + 0.103407
z o cutite fraction 26,5-27,5mim
515000 — 72/ ndf = 0.000000/ 0
E pol3
10000 PO = -7973.379537 + 668.964471
- p1 = 1325.895857 + B7.657953
5000 p2 = -12.936391 + 3,255283
p3 = -0.007684 + 0.036026
0_ IJIJIIW
0 10 20 30 40 50 60 70
Time [min]
cutite fraction control cutite fraction control
= = 2 | ndf = 0. !
‘ Peroxynitrite | - cutie fraction 35-45mim || * vt
pol3
[1:]
g E p0 = -9455.754497 + 2344,832194
T i
%25000 N pl = 1662.764829 + 286.029413
& C p2 =-23.894242 + 0.906203
220000 - p3 = 0.098476 + 0.103407
[ - |
B E cutite fraction 35-45mim |
15000 — #? | ndf = 0.000000 / 0
C pol3
10000~ PO = -11231.498441 662.227008
C p1 = 1837.406154 + 72.513454
5000 p2 =-30.235918 + 2.404060
B p3 = 0.168081 + 0.024608 |
0_ iks R R I .1,..1..,.|....1..,.w5
0 10 20 30 40 50 60 70 |

cutite fraction control
+2 | ndf = 0.000000 / 0

Time [min]
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cutite fraction control cutite fraction control
| Peroxvni.l rite | -------- cutite fraction 42,5-43,5mim x* [ ndf = 0.000000/ 0
i pol3
£25000 B p0 = -0455.754497 + 2344.832194
x - p1 = 1662.764829 + 286.029413
a E p2 = -23.894242 + 9.906293
%20000 g p3 = 0.098476 + 0.103407 .
z F cutite fraction 42,5-43,5mim||
w15000 %2/ ndf = 0.000000 / 0 '
E pol3
10000 p0 = -8297.950422 + 444.130797
- p1 = 1454.594305 + 57.259331
5000 P2 = -16.064767 + 2070340
E p3 = 0.022344 + 0.023165
U_...l...l....lu FiEpitg iy gy — b,
0 10 20 30 40 50 60 70
Time [min]
cutite fraction control cutite fraction control
- - 2 =
Peroxynitrite | - cutie raction a5-55mim et el
= pol3
525000 E p0 = -8455.754497 + 2344832194
.'é B p1 = 1662.764829 + 286.029413
Ly s p2 = -23.894242 + 9.906293
%20000 £ p3 = 0.098476 = 0.103407
= [ cutite fraction 45-55mim
w15000 — 2/ ndf = 0.000000 / 0
E pol3
10000 :_ p0 = -9556.644443 + 1638.466817
B p1 = 1618.218509 + 196.107677
5000 i p2 = -21.899981+ 6.621225
E p3 = 0.081469 + 0.067465
D _I L L (LA R MRS IR SR EIAS 0 0 DO D BRI R AL 1 I aaa e HEATEA Ry T = LS 2“’(
0 10 20 30 40 50 60 70

Time [min]
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Apéndice E: Dados do experimento de identificacdo do &cido galico no extrato dos
frutos de cutite.

Ubarsicht der Standard-Lasungen

i 1 L2 1A AcPraaferi wm | 2R0E3090 141057
Miarheady | RSl aorhssye el Bad/blbe i S50 2505 10V E0R
Lk ¢ Ao e Saeiroehs em (5. 10 2570 10:88 0k

Pt Bl LA

Equi-Slum, Fuas 023=lwn

LC 03 CUTITE | 2 DATA - PE 335 Kanal 1

2009
1.809 E
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Ay B
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00

|

2 4 B 4 1012 14 78 1A 30 22 24 28 24 A0 32 3 38 28 40 42 44 48 48 5D 52 B4 BE BA &Q
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L& 03 CUTITE | 2

System @ LC 03

Methoda : Jambolao_anthacyaning
User @ Andrea Mammeshaimer

Description Agua-Siubs, Fluss 0.2mbmin

Aufnahme am : 28.09.2010 14:13:37
Baarbeitet am ' 05.10.2010 1001802
Gedruckt am : 05.10.2010 10:5701
\ial : 25

a.eefman —
K
¥
P
(2 a2
L = = T T
ok Cal T TE_ S ShkTA A REE e o
o
£ al al w . 0
o w o mw
o
G
aes
e
nesl
i
=
e
=
aws
= s
. L1
B L] ) -3 = . - ol w L
‘heljud10e\Bruno'C utite 10120102
AT:D0.00-39.93
4582 ML
e 389.91 833E6
e Bass Peek F:
-g ESiFulme
[150.00-
2000.00] MS
Cutie

Retafve Abuncance

12968 1528
1013 34402 484.28

4341
40409 s5im4 5572
532.23 3EL.78
35 4D 45 50 55

94



¥iejul10e. . \gallicacid_0.5mg-mi

10/6/2010 5:17:00 PM

AT: 0.00-&60.00

100

a5
o0
ES:
Bl
75

@
=

e
t

FAetatve Abundance
w
&

1006
16036

10.28
150.38

11.43
168.18 16.01
=}

24.44

3285
1673.52

2692

Operatoralju3ide Timebase LMC-XPC1_1 Sequence:20101005

ML:

4 37ES

Baes Pesk F:-¢
ESIFullme
[150.00-2000.00]
MS
gelicacid_0,5mg-
ml

Paga 1-2

10/8/2010 4:51 P

3 Cutite
Bample Narma: Cutita Injeetion Velumes: 5.0
Vial Nurmber: RA3 Charinal: uv_wvis_2
Bample Type: unkriown Wavalangth: 280.0
Control Prograr:  Bruho Bandwidth: 4
Quantif. Mathed:  Test2 Dilutin Factor: 1.0000
Racording Time:  10/6/72010 9:28 Sampie Waight: 1.0000
Run Time {rmin): B60.00 Sample Amount: 1.0000
-a1 - 20101005 #3 Gutie uw \vig 2
‘2 -20101005 22 gallic acid 0.5mg'm Uy vis 2
5008 _-nAIJ o WVL:280 nm
4 (-
50001 E
; =
™
]
2 000
1.0 &
R ;ﬂ =
.
"
! e
miry
-500 T T T T T T
1] 10.0 200 300 40.0 50.0 80.0
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Apéndice F: Dados do experimento de quantificacao do acido galico no extrato dos
frutos de cutite.

Operatorlacen Timabase:LABORATORIO_1 Sequenca:AC_GALICO_CUTITE

Page 1-1
1B/2/2011 8:16 PM

16 Eaqcut 1A
Samplie Nams! Eagcut 1A Injection Volume: 20,0
Vial Number: RB1 Channa: uv_vis 2
Sample Type: unknown Wavelangth: 271
Contrel Program:  GUTITE Bandwidth: 1
Quant¥ Mathod:  AC GALICD Ditution Factar: 1,0000
Recardirng Time: 117272011 6:58 Sample Weight: 1,0000
Run Tima {min}: &0,00 Sample Amount: 1,0000
AL GALICO _CUTITE 216 Eagout 14 LW Wig 2
CNT Method: AC GALICO
liooa AL | WWLET1 nm
B
E7E =5
b
&
7504 j
| £
B2 &
500
i
!
ATE] )l
“¥1
260
126
B2
— EE;.’E_]LM - L ]
o min)
1ok T T T T
0.0 104 20,0 300 400 E0,0 620




Operator-lscen Timabase: ABORATORIO_1 Sequence:AC GALICO_CUTITE

Page 1-1
18/202011 8:13 PM

8 Pecut 25ppm

Sample Name: Pocut 25ppm Injection Valume: 20,0
Vial Numbesr: RA4 Charnel: uv_wvis_2
Sample Type: standard Wavelength: 27
Contral Program: . CUTITE Bandwidth: 1
Quanti. Mathod! AC GALICO Difution Factar: 1,0000
Recardirg Time: 10/272011 22:44 Sample Weight: 1,0000
Run Time (minj: 80,00 Sample Amount:! 1,000
Al GALICO CUTITE=8 Pout 25ppm LY MIE 2
JGNT Method: AC GALICC
1200 ALl | WAVL:ZT1 nm
z
ATE= !-\
v
7504 ]‘5"‘
E
| £
E2E -
500
1
Il
3T A
A
260
126
e mary
1ok T T T r
&4 100 200 k] 400 EQ.0 &30
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Operstor:lacen TimebassLABORATORIO_1 SeguencecAC BALICO_CUTITE Fege 1-1
202011 TP

18 Eaqgecut 2A

Sampls Nams! Eagout 28 Injection Volume: 20.0
\ial Numbar REZ Channel: uv_wvis_2
Sample Typs: unknown Wivslangin 2m
Confrol Program: . CUTITE Bandwidth: 1
Cuiantil. Method: AC EALICO Duilution Factor: 1.0000
Recording Tims: 116242011 9:01 Sampis Weight: 1.0000
Run Time [min}: 60,00 Sample Amount: 1,0000
A Ballco Externs v WIS 2
S00res [mAD mIn] =
250+
200
& ]
£ b
< 1504
& ]
.; ]
2004
5o
] mgl|
o L =] ¥ | T Y el T ¥
0.0 10.0 20.0 0.0 ade 50,0 60,0
Amount fmgiL]
No. [Ret.Time Pesk Mame CalType Folnts CoeffDet  Offest Slope Curve
min *®
22.50 Ac Gallco Lin 15 05,8571 0,0000  4.8465 00000
Average! bE, 987 00000 48465 00000
1550 Ac Galico UV WIS 2 ras
mALFmin
A i et 1 50 8T3
- = | avEd 143 &3
140,0- = 2
1308 nor Targes| Viewad:128.586
120,04
—2a Wimaech 1 13555
110, 0
] Iy Viewed 105 25
100.0 i ; i i ] : _ Inject Tim !
1170272011 06:20:00 110272011 10:13:20 110272011 12:28:40




1
117022011 12:25:40

1
1100272011 12:28:40

1.2800 -.ﬁc Galico uv wis 2 EEymmatry
1,2,553- G imwed 1 25543)
1.2503": P imwed 1 25052
1,24 504
1,24 00H
1,2350
1._230:!—: <29 Vimwesd 1 ZH0ET
1"225:'_. Sm Wieemc 1 22555
] st Tier
1.2200 i . ] . _ Injsct Timsy
11/0272011 D&:20:00 110272011 10:13:20
0,080 Ac Galico uv WIS 2 rete ntion_devistion
Jmin
: Bem Wm0 DB EE201)
0,080+
= = 2 Wiewed 0 Od SESEE
0,040 |
f &
0,020+
1 M jman o Targes Viesad0 O
0,000-
AR08 351 i ad a0 QERTATS
g i Vimwe a0l 04ZE03)
. o
0,080 i ] : _ I.n}ac:i Timey
1170252011 0&:20:00 11022011 10:13:20
B Ac Galico Uv_Vis 2 amount
el ewed:T04112)
60— _F_'l =W
¥ 28(Viawad:55.6214)
LI
40
20+
0
i 2e(Vawad:-3.53762)
20 <L\ aninjec Tims

10/02/2011 12:00:00

T T
11/02/2011 01:53:20

11/02/2011 15:46:40
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Operatoriacen Timebase:LABORATORIO_1 Segquence:AC_GALICO_CUTITE Paga 1-1
18/2/2011 9:10 PM
Sampla Sampla Nama Ret.Tima Araea Haight Ameount Type Platas
MNa. min mALU*min mAL mgiL (EP)
Ac Galico Ac Galico Ac Galico Ac Galico Ac Galico Ac Galico
UV VIS 2 UV VIS 2 UV VIS 2 UV VIS 2 UV VIS 2 UV VIS 2
1 Pcut Sppm 22 582 25,0691 116,46 5,0681 BMB 72857
2 Pcut sppm 22 542 25,2053 115,54 5,00856 BMB 71563
3 Pcut Sppm 22 578 24 3715 112,89 48271 EMB 72771
4 Pcut 10ppm 22 558 45 3654 22831 98800 BMB 72643
A Pecut 10ppm 22 500 49 6432 22530 10,0361 EMB 70468
& Pecut 10ppm 22482 4B 6334 22174 9,8320 EMB 71063
7 Pecut 25ppm 22525 1271486 584,51 25,7050 EMB 72062
8 Pecut 25ppm 22540 126,9631 584 75 25 6675 EMB 72158
a Pcut 25ppm 22530 1271298 583,80 25,7012 BMB 71730
10 Pcut 40ppm 22,535 19B8,6938 914,05 40,1689 EMB 7T1BB3
11 Peut 40ppm 22540 1970519 a07 48 39,8370 EMB 71915
12 Pcut 40ppm 22523 1961870 900,43 39,6622 BMB 71567
13 Pcut S0ppm 22533 2466596 1126,90 49 BE59 EMB TOETE
14 Pcut 50ppm 22517 248 1649 1124 28 49,7659 EMB 70827
15 Pcut S0ppm 22502 2454339 1108,03 49,6182 BMB 69430
16 Eagecut 1A 22 537 1208758 592 36 26,2563 EMB TOEST
17  Eagecut 1B 22533 1200270 504 27 25,2667 EMB 71032
18  Eagcut 24 22 487 136,2061 618,76 27,5361 BMB 70325
19  Eagcut 2B 22 502  136,0474 617,76 27,5040 EMB 70243
20  Eagecut 3A 22485 120,0252 54585 24,2648 BMB 70436
21 Eagcut 3B 22515 1183153 544 78 24,1214 BMB 71035
Avarage: 22 527 128,815 588,063 26,042 71309
Rel.Std.Dev: 0.121% 56,792 % 56.649% 56.792% 1,287 3y
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Apéndice G: Dados do experimento de caracterizagcdo do aroma do fruto de cutite.
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RT: 4,18-43,13
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