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RESUMO

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) é uma fruteira nativa do Brasil, que contém elevadas
concentracdes de compostos bioativos e alta capacidade antioxidante. Essa espécie apresenta
frutos de coloracdo que varia do amarelo-alaranjado, varios tons de vermelho até preto-
arroxeado. O presente trabalho teve como objetivo investigar as caracteristicas fisico-quimicas,
o perfil de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante de dois genotipos de pitangueira,
comparando frutos de cores alaranjada e roxa. As pitangas foram avaliadas em relagdo as suas
caracteristicas fisico-quimicas, em seguida os extratos etanolicos foram preparados para analise
de concentragdo de compostos antocianinas totais, compostos fendlicos totais, determinagdo da
atividade antioxidante por trés método (DPPH, FRAP, ABTS), e do e perfil fenolicos por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).
Os resultados foram submetidos ao teste ¢ para comparagao das médias entre os frutos dos dois
genotipos. As pitangas alaranjadas apresentaram maior acidez titulavel e pardmetros de
coloracdo (L*, b*, C* e h). As pitangas roxas apresentaram maiores valores de pH, relacao
solidos soluveis/acidez titulavel, antocianinas totais, compostos fenodlicos totais e atividade
antioxidante pelo método ABTS. Os compostos acido galico, acido clorogénico, quercetina e
rutina foram encontrados nas pitangas das duas cores, com concentragdo de 2,2 a 3,4 vezes
maiores nas pitangas roxas. Além disso, trés compostos (catequina, epicatequina e
isoquercetina) foram presentes apenas nas pitangas roxas. Estes resultados indicam que pitanga
roxa possui maior potencial bioativo e terapéutico, pois apresentou maior contetido de
antocianinas ¢ compostos fendlicos da classe dos flavonoides, polifendis e taninos, refletindo
em maior atividade antioxidante.

Palavras-chave: Myrtaceae; compostos bioativos; cromatografia; bioatividade.



ABSTRACT

The pitangueira (Eugenia uniflora L.) is a fruit tree native to Brazil, which contains high
concentrations of bioactive compounds and high antioxidant capacity. This species has fruits
that vary in color from orange-yellow, various shades of red to purplish-black. The present work
aimed to investigate the physicochemical characteristics, the profile of phenolic compounds
and the antioxidant capacity of two pitangueira genotypes, comparing fruits with orange and
purple cores. The pitangas were evaluated in relation to their physicochemical characteristics,
then the ethanolic extracts were prepared for analysis of concentration of total anthocyanin
compounds, total phenolic compounds, determination of antioxidant activity by three methods
(DPPH, FRAP, ABTS), and the and phenolic profile using high-performance liquid
chromatography, with a diode array detector (HPLC-DAD). The results were tested to compare
the means between the fruits of the two genotypes. Orange pitangas showed higher titratable
acidity and color parameters (L*, b*, C* and h). Purple pitangas showed higher pH values,
soluble solids/titratable acidity ratio, total anthocyanins, total phenolic compounds and
antioxidant activity by the ABTS method. The compounds gallic acid, chlorogenic acid,
quercetin and rutin were found in pitangas of both colors, with concentrations 2,2 to 3,4 times
higher in purple pitangas. Furthermore, three compositions (catechin, epicatechin and
isoquercetin) were presented only in purple pitangas. These results indicate that purple pitanga
has greater bioactive and therapeutic potential, as it presented a higher content of anthocyanins
and phenolic compounds from the class of flavonoids, polyphenols and tannins, resulting in
greater antioxidant activity.

Keywords: myrtaceae; bioactive compounds; chromatography; bioactivity.
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1 INTRODUCAO

A flora brasileira possui uma grande diversidade de espécies, dentre as quais se
destacam as da familia Myrtaceae, que tem representantes de expressiva importancia nos
biomas brasileiros. Trata-se também de uma das familias botanicas mais conhecidas, com frutos
apropriados para a industrializac¢do, potencial biotecnologico e presenca de compostos bioativos
com propriedades antioxidantes, alguns deles com utilidade na medicina popular no tratamento
de doengas infecciosas, disturbios gastrointestinais e cardiovasculares (CAMLOFSKI, 2008;
RUFINO et al., 2010).

Nesse taxon, destaca-se o uso da Eugenia uniflora L., conhecida popularmente como
pitanga, nome derivado do vocabuldrio indigena tupi, onde pi’'tdg se traduz como “vermelho”
ou “profundo vermelho”, coloragdo que o fruto é mais encontrado. E uma planta nativa do
Brasil, Uruguai, Guiana Francesa e Suriname, sendo altamente adaptada a diversos biomas
(LIRA JUNIOR et al., 2007; WILSON et al., 2009).

A E. uniflora L. tem uma vasta utilidade, desde ornamental, frutifera a medicinal, onde
o cha das suas folhas e frutos sdo amplamente utilizados como fitoterapicos. Plantas medicinais
tém atraido a aten¢do da comunidade cientifica, pois muitas substancias encontradas nestes
vegetais tém demostrado potencial antioxidante capaz de combater os radicais livres. Dessa
forma, nota-se que a pitangueira apresenta diversas atividades terapéuticas, destacando-se as
acOes anti-inflamatoria, hipotensora, hipoglicemiante, antipirética e antibacteriana (QUEIROZ
et al., 2015).

Nos frutos, as pitangas, foram identificados teores elevados de fitoquimicos, os quais
possuem propriedades antioxidantes e nutracéuticas. Além disso, a espécie apresenta ampla
variagdo na coloragdo da epiderme do fruto, podendo variar nos tons de amarelo-alaranjado até
vermelho e preto-arroxeado, revelando uma diversidade de compostos que apresentam
potencial para serem utilizados na industria de alimentos e farmacéutica (SILVA et al., 2014).

Considerando a atividade de bioativos das frutas nativas, a pitanga se sobressai por
apresentar alto potencial antioxidante e contetido de compostos fendlicos, incluindo-se acido
gélico, clorogénico, cafeico, miricetina e quercetina. Além disso, os frutos também apresentam
carotenoides e antocianinas entres outros compostos 0s quais proporcionam beneficios a saude
humana (KARWOWSKI, 2012).

Diante desse contexto, a hipoOtese testada neste trabalho ¢ de que pitangas com
coloracdo distintas da epiderme (alaranjada e roxa) apresentam também diferengas na

composi¢do quimica e, em consequéncia, no potencial antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Investigar as caracteristicas fisico-quimicas, o perfil de compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante de dois genotipos de pitangueira (Eugenia uniflora L.) com

frutos de cores alaranjada e roxa.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de pitangas de duas cores -
alaranjada e roxa;

e Avaliar o teor de antocianinas monoméricas totais nos extratos das pitangas pelo método
do pH diferencial;

e Determinar o teor de compostos fenolicos totais nos extratos das pitangas pelo método
de Folin-Ciocalteau;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de pitangas pelos métodos do sequestro do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), sequestro do radical ABTS (2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) e reducdo do ferro - FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power);

e Identificar e quantificar via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) os

compostos fendlicos presentes nos extratos de pitangas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Pitangueira (Eugenia uniflora L.)

A pitanga ¢ originaria da regido que se estende desde o Brasil Central até o Norte da
Argentina (FIUZA et al., 2008). Em outros paises, recebe denomina¢des como: arrayan e
nangapiri, na Argentina; Brazil cherry, Surinam cherry, Cayenne cherry, Florida cherry e
pitanga, nos paises de lingua inglesa; cereza de Surinam, grosella de México e pitanga, em
paises de lingua espanhola; e cerisier de Cayenne e cerisier de Surinam, em paises de lingua
francesa (LIRA JUNIOR et al., 2007). Sua taxonomia segue: Divisdo: Magnoliophyta
(Angiospermae); Classe: Magnoliopsida (Dicotyledonae); Ordem: Mytales; Familia:
Myrtaceae; Género: Eugenia; e Espécie: Eugenia uniflora L. (CARVALHO, 2006).

A cultura da pitangueira pode apresentar caracteristicas extrativistas voltadas para o
consumo do fruto in natura ou para o preparo de sucos. J4 o seu cultivo comercial esta
concentrado principalmente nos estados de Pernambuco e Bahia, que possuem as maiores areas
de plantio - cerca de 300 hectares -, além de comportarem industrias de processamento de
polpas (LIRA JUNIOR et al., 2007). De acordo com o tltimo censo Agropecudrio (2017), esses
estados permanecem sendo os maiores produtores, com o Pernambuco produzindo 138
toneladas e Bahia, 13 toneladas, mantendo a regido Nordeste como um importante polo de
producao do fruto (IBGE, 2017).

No Brasil, a tnica cultivar comercial disponivel é a “Tropicana”, desenvolvida e
lancada pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA). Esse material tem
recomendacdes especificas para o plantio na Zona da Mata do Pernambuco, tendo origem de
uma populagdo de plantas coletadas em Bonito - PE e selecionada na cole¢do de germoplasma
da IPA (LIRA JUNIOR et al., 2007).

Tratando sobre o hébito de crescimento, a pitangueira € naturalmente encontrada como
um arbusto denso e ramificado, com 2 a 4 m de altura, mas também sdo conhecidas pequenas
arvores de 6 a 9 m de altura, com copa arredondada medindo 3 a 6 m de didmetro (BEZERRA,
LIRA JUNIOR e SILVA JUNIOR, 2018). Seu desenvolvimento ¢ ideal em regides de clima
tropical quente e imido, apesar de também se adaptarem em climas temperados e subtropicais
e em diferentes altitudes; ademais, desde que haja condi¢cdes minimas de umidade no solo, a
planta pode se desenvolver bem (LORENZI, 2002).

A espécie detém pequenas flores brancas, hermafroditas, pubérulas, axilares e isoladas
- ou em grupos de 3 a 4 unidades, ou em paniculas fasciculadas. A floracao acontece durante os

meses de agosto a novembro, enquanto a maturagdao dos frutos ¢ de outubro a janeiro. Suas



18

sementes sao consideradas recalcitrantes, medindo de 0,5 a 0,6 cm de didametro. A dispersdo de
frutos e sementes ocorre pela gravidade e por animais especificos, como algumas aves e
mamiferos. Ja a polinizacdo ¢ realizada por abelhas (CARVALHO, 2006).

O fruto ¢ do tipo baga, globoso, com sete a dez sulcos longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de
diametro. Quando maduros, sua coloragcdo pode variar entre os tons alaranjados a vermelho,
chegando até em um roxo escuro; além de um aroma intenso caracteristico e sabor equilibrado
entre o doce e acido. Os frutos sdo compostos de 77% de polpa e 23% de semente, sendo ricos
em vitaminas A, C e do complexo B, apresentando também calcio, ferro e fosforo (BICAS et
al., 2011; CARVALHO, 2006; VIZZOTTO, 2008), o que indica sua alta bioatividade. Além
dessas caracteristicas, também se pode citar a presenca de antocianinas, flavonodis e
carotenoides, determinando as capacidades antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora

(FIDELIS et al., 2020).

3.2 Compostos bioativos da pitanga

Os fitoquimicos da familia Myrtaceae sdo amplamente reconhecidos e caracterizados
pela presenca de taninos, flavonoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e derivados do
floroglucinol. Tanto as folhas como os frutos da pitanga possuem varios constituintes
importantes, logo, se o consumo do fruto e a utilizagdo das folhas forem estimulados, podem
proporcionar efeitos benéficos a satide (CRUZ e KAPLAN, 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

A pitangueira ¢ conhecida pela grande variedade de usos na medicina popular,
apresentando inumeras propriedades terapéuticas. Suas folhas vém sendo largamente utilizadas
em infusdes para o tratamento de diarreias, hipertensao, reumatismo, doencas hepaticas e do
sistema digestivo, febre, dor de garganta, entre outras enfermidades (FIDELIS et al., 2022;
MOURA et al., 2018).

No extrato das folhas de E. uniflora L., foram constatadas oito substancias, sendo: um
esterol: [B-sitosterol; dois triterpenos: 4acido betulinico e centelosideo; trés flavonoides:
miricetrina, miricetina (3-O-(4"-O-galloil)-a-L-ramnopiranosideo) e miricetina (3-O-B-D-
glucopiranosideo); dois megastigmanes: actinidioionosideo e (6S,9R)-roseosideo. Também se
verificou atividade microbiana contra Staphylococcus aureus dos flavonoides isolados
miricetrina e miricetina (SAMY et al., 2018).

Com relacdo aos fitoquimicos detectados na pitanga, ¢ observado que estes podem ser
influenciados por fatores bioticos e abidticos, como: localizagdo geografica, manejo filotécnico,
estadios de maturacdo e diversidade genética. Em termos gerais, frutos imaturos tendem a ter

maiores concentracdes de compostos fendlicos e consequentemente, maiores atividades
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antioxidantes. O mesmo ¢ identificado em plantios com maiores densidades de plantas
(MOURA et al., 2011).

Quanto a diversidade genética dentro da espécie, observa-se que a cor da epiderme do
fruto também pode influenciar sua composicdo bioquimica. Em pitangas alaranjadas, os
carotenoides sdo os principais compostos encontrados. Na fruta vermelha, ha uma combinagao
de carotenoides, com predominancia do licopeno; além das antocianinas, que sdo responsaveis
pela cor do fruto. Nas pitangas roxas, predominam as antocianinas, como a cianidina-3-
glicosideo, que € o composto majoritario, a cianidina-3-O-B-glicopiranosideo e a delfinidina-3-
O-B-glicopiranosideo. Em adi¢do, podem ser localizados outros constituintes bioativos, como:
miricetina, kampferol, a quercetina e seus derivados (BAGETTI et al., 2011; EINBOND et al.,
2004; FIDELIS et al.,, 2022; HOFFMANN-RIBANI, HUBER ¢ RODRIGUEZ, 2009;
SIVAKUMAR, SULTANBAWA e NETZEL, 2022; SOUTO, 2017).

Ademais, ha outros compostos de interesse na pitanga, como os volateis,
predominantemente formados por monoterpenos (75,3%), abrangendo o trans-fB-ocimene
(36,2%), cis-ocimene (13,4%), B-ocimene (15,4%) e o B-pinene (10,3%) (OLIVEIRA et al.,
2006). E importante observar que frutos com a coloragdo roxa ainda podem se destacar em
outras caracteristicas importantes, como: elevados valores de pH, so6lidos soluveis totais e
carboidratos. Da mesma forma, foram detectados maiores teores de acidos graxos,
especialmente os acidos oleicos (FIDELIS et al., 2022; BAGETTI et al., 2011). Em relagdo a
atividade antioxidante da pitanga de diversas cores, observa-se que, normalmente, a pitanga
roxa também se sobressai em relagao aos frutos de outras cores (BAGETTI et al., 2011;

FIDELIS et al., 2022).

3.3 Atividade antioxidante da pitanga

Alguns estudos, como o de Bagetti et al. (2011), demostraram a atividade antioxidante
dos extratos brutos metanolicos de pitangas das cores vermelha, roxa e alaranjada pelo método
do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), encontrando valores de 14, 31 e 14
umol de trolox.g™!, respectivamente. O trabalho concluiu que as pitangas sdo uma fonte rica em
polifendis e que a pitanga roxa, em geral, tem maior capacidade antioxidante, sendo sugerido
que isto se deve provavelmente a maior presenca de antocianinas.

Utilizando o método de redugao do ferro — FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
para analisar a atividade antioxidante das polpas de pitangas das cores vermelha, roxa e
alaranjada, Bagetti et al. (2011) obtiveram valores equivalentes a 1,1, 3,1 e 1,4 mmol de

trolox/100.g™!, respectivamente. Em um estudo realizado por Denardin et al. (2015) com pitangas



20

das cores roxa, alaranjada e vermelha usando um ensaio de FRAP, foram encontrados valores de
81,62, 33,17 € 27,43 pmol FeSO4.g™!, respectivamente. Os resultados dos estudos revelam que as
pitangas roxas demonstraram maiores concentragdes de fenolicos, tendo assim maior atividade
antioxidante.

Analisando os extratos brutos e extratos fenolicos de polpas de pitangas pelo método
do sequestro do radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), Zola (2018)
obteve valores de 0,17 e 8,83 umol trolox.g™!, respectivamente. J4 Rodrigues et al. (2016),
abordando os extratos etanolicos do fruto, encontraram o valor de 8,83 pmol ET.g"'. Os
resultados dessas pesquisas demostraram que os frutos da E. uniflora L. sdo ricos em
substancias que contribuem para a atividade antioxidante, antimicrobianas e sensoriais,
indicando que o seu consumo regular pode contribuir para a prevencao de doencas cronicas nao

transmissiveis.

3.4 Métodos de avalicao da atividade antioxidante

No cenario atual, hd uma ampla variedade de abordagens para a avaliagdo da atividade
antioxidante de alimentos e produtos naturais. Com o objetivo de identificar um método de facil
reproducdo, rapido e que demande quantidades minimas de reagentes, além de serem
insensiveis as propriedades fisicas dos compostos (OLDONI, 2010), os métodos
espectrofotométricos apresentam fundamentos, mecanismos de acdo e formas distintas de
expressar os resultados. Nesse contexto, ¢ recomendavel optar por métodos amplamente
aceitos, validados e padronizados ja presentes na literatura.

Os métodos DPPH, ABTS e FRAP tém sido amplamente utilizados em varias
pesquisas sobre Eugenia uniflora L. Denardin et al. (2015) conduziram um estudo avaliando a
capacidade antioxidante e compostos bioativos de quatro frutas nativas, incluindo a pitanga.
Eles realizaram ensaios de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) e ensaio de hidrato de
2,2-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH). Rodrigues et al. (2016) investigaram a capacidade
antioxidante por meio de extratos etanolicos de frutos de E. wuniflora L. pelo ensaio ABTS,

alcancando resultados que demostraram sua alta bioatividade.

3.4.1 Método de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A técnica de eliminagdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ¢
amplamente utilizada em fun¢do de sua simplicidade, estabilidade na auséncia de luz e

aplicabilidade. Foi desenvolvida por Blois (1958) e usava uma molécula similar, denominada
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a-difenil-B-picrilhidrazila. Posteriormente, essa técnica foi modificada por Brand-Williams,
Cuvelie e Berset (1995) para simplificar os resultados. Desde entdo, tem sido frequentemente
adaptada, especialmente em relagdo ao uso de solventes, tempos necessarios ¢ leituras de
absorbancia (OLIVEIRA, 2015).

O DPPH atua como um sequestrador de radicais livres, oferecendo vantagens
significativas em termos de rapidez (SUCUPIRA et al., 2012). Para Moon e Shibamoto (2009),
esse método ¢ conduzido em laboratdrios para determinar teores de antioxidantes em amostras
puras ou misturas, sendo aplicado em até 90% dos estudos. A substancia 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil ¢ um radical organico nitrogenado que apresenta uma coloracao violeta. Quando
ha a presenca de antioxidantes na amostra, ocorre uma alteragdo na coloracgao, a qual pode ser
mensurada por meios espectrofotométricos UV/visivel, geralmente entre 515 e 520 nm

(OLIVEIRA, 2015).

3.4.2 Método sequestro do radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

A técnica de ABTS, também conhecida como 7Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC), faz uso do 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), um radical livre, sintético,
estavel, cationico e cromoforo. Este radical apresenta um pico maximo de absor¢do em 414 nm.
De maneira similar ao método de DPPH, a técnica utiliza a espectrofotometria para leituras
(OPITZ, 2017). Uma vantagem significativa dessa técnica reside na sua aplicabilidade tanto em
fases aquosas quanto lipidicas (SCHAICH, TIAN e XIE, 2015).

A metodologia se baseia na captura do cétion do radical, o que leva a uma diminui¢do
na absorbancia que pode ser monitorada ao longo do tempo. Esse método apesenta boa
estabilidade e reprodutibilidade e pode testar a atividade antioxidante de extratos vegetais e
compostos puros, permitindo a criagdo de um grafico que representa a capacidade antioxidante

presente na amostra e o seu potencial de neutralizacdo do composto (SUCUPIRA et al., 2012).

3.4.3 Método da redugdo do ferro FRAP (Ferric Reducing Ability Power)

O método de reducdo do ion de ferro, conhecido como FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), foi desenvolvido por Benzie e Strain (1996) com o objetivo inicial de
quantificar o 4cido ascorbico em soro ou plasma. Esse ensaio proporciona resultados rapidos e

reprodutiveis, fundamentado na redugio do complexo ferritripiridiltriazina (Fe*" - TPTZ) para
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ferroso tripiridiltriazina (Fe*" - TPTZ) em meio 4cido, por meio das substincias antioxidantes
presentes.

Durante essa reacao, ha uma variagdo na intensidade da cor, passando de um tom azul
claro para um azul intenso, que ¢ medido através de uma absor¢cao maxima em 593 nm. Além
disso, ¢ importante ressaltar que este método ndo ¢ capaz de detectar todos os antioxidantes
presentes em matrizes complexas. No entanto, ¢ amplamente utilizado em estudos relacionados

a plantas e alimentos, muitas vezes combinado com outros ensaios (APAK et al., 2004).

3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia —- CLAE

Varias técnicas analiticas vém sendo utilizadas para a identificagcdo, quantificagdo e
composicao de diversos compostos presentes na natureza, sendo a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), no inglés HPLC (High Performance Liquid Chromatography), a mais
comumente utilizada, quando se requer pureza, rendimento ¢ produtividade. A separagdo dos
componentes na cromatografia se baseia nas diferentes interagdes fisicas e quimicas desses com
as fases movel e estacionaria (COLLINS, 2007). ,

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia pode ser definida como uma técnica de
separagdo na qual os componentes a serem analisados sdo distribuidos entre duas fases: uma
fixa e de grande area superficial, denominada fase estacionaria - e outra denominada fase movel,
onde um fluido que percola através da fase estacionaria (LANCAS, 2016).

A CLAE tem a capacidade de realizar separagdes e analises quantitativas com alta
resolugdo, eficiéncia e sensibilidade de uma grande quantidade de compostos presentes em
varios tipos de amostras. A versatilidade desta técnica reside no grande numero de fases
estaciondrias existentes, as quais possibilitam andlises e separagdes de uma ampla gama de
compostos com alta eficicia (AMORIM, 2019). Tal técnica vem sendo utilizada na
identificagdo e quantificagdo de compostos fenolicos de frutos e folhas da pitangueira

(MIGUES et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta dos frutos

Foram selecionadas duas plantas que produziam frutos de coloragdes alaranjadas e
roxas localizadas na Universidade Tecnoldgica do Parand (UTFPR) - campus Pato Branco, sob
as coordenadas 26° 10' 34” S e 52° 41' 22” W. Nessa regido, o clima caracteristico ¢ do tipo
Cfa subtropical (Classificagao de Koppen) (ALVARES et al., 2013), com temperaturas médias
anuais entre 14,1 a 15 °C e precipitagdes médias em torno de 2000,1 a 2200 mm ao ano
(NITSCHE et al., 2019). O solo ¢ classificado como latossolo vermelho distroférrico, de relevo
ondulado e textura argilosa (DOS SANTOS et al., 2018).

Os frutos foram coletados quando atingiram o ponto de maturacao fisioldgica, onde a
coloracdo da epiderme era intensa (Figura 1). A coleta das pitangas de tonalidade alaranjadas
ocorreu durante o més de outubro de 2022, enquanto as pitangas de coloragdo roxa foram
colhidas entre os dias 10 de novembro a cinco de dezembro de 2022. As pitangueiras estavam

distantes a 6,0 metros uma da outra.

Figura 1 - Amostragem de Eugenia uniflora L. nas cores alaranjada (A) e roxa (B). UTFPR, Pato
Branco — PR, 2022.

Fonte: Autoria prépria (2022).

A colheita foi realizada manualmente em todas as por¢des da planta - central, inferior

e superior -, a fim de obter uma amostra representativa e para possibilitar a posterior selecao.
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Os frutos que estavam morfologicamente saudaveis e totalmente maduros foram levados para
o Laboratdrio de Horticultura da institui¢do referida anteriormente, onde foram submetidos a
higienizacao por imersdo em agua adicionada de uma solugao de hipoclorito de sdédio (NaClO)
a 5% por 15 minutos, e lavados novamente em agua destilada e secos com papel absorvente
para retirada do excesso de umidade.

Posteriormente, as amostras foram congeladas a -45 °C em ultra freezer (modelo Indrel
Scientific CPH 45 D). Optou-se pelo congelamento do material devido ao pequeno niimero de
frutos obtidos em cada coleta, sendo necessario acumular a quantidade necessaria para conduzir

as analises que se sucederam, onde as amostras utilizadas partiram desses frutos congelados.

4.2 Analise de cor dos frutos

Para a anélise de cor, foram utilizadas cinco repeti¢des de 15 frutos de cada genotipo.
Para cada repetigdo, foi feita uma triplicata de cinco frutos. Em seguida, as amostras congeladas
foram adicionadas a uma cubeta de vidro, onde foi inserido o colorimetro (modelo CR-400)
para a realizagdo das leituras diretas dos valores pelo sistema CIELAB (L*, a*, b*). Nesse
sistema, o L* (luminosidade) varia de O (preto) a 100 (branco); a* indica a variagao do verde (-
) ao vermelho (+); b* mostra a variagdo do azul (-) ao amarelo (+); C* é o croma; e o h é angulo
da tonalidade. A calibragdo do aparelho foi realizada por meio de placas de ceramica,

utilizando-se o iluminante Dgs.

4.3 Analises fisico-quimicas das pitangas

Utilizou-se 75 frutos de cada genotipo, os quais foram divididos em cinco repeticoes
de 15 frutos cada para a avaliacao de oito caracteristicas fisico-quimicas, sendo elas: diametro
equatorial, peso total do fruto, peso das sementes, rendimento de polpa, pH, teor de sélidos
soluveis (SS), acidez tituldvel (AT) e relacao (SS/AT).

As caracteristicas fisicas dos frutos foram obtidas por meio da medicdo com
paquimetro e balanca digital analitica. Para as determinagdes quimicas, seguiu-se a metodologia
descrita pelo instituto Adolfo Lutz (2008). O pH foi mensurado diretamente sob a polpa
concentrada e congelada, utilizando pHmetro (modelo MA522%). O teor de SS foi avaliado com
o auxilio de um refratometro digital portatil (modelo PALM—-1 Pocket®) com os valores
expressos em °Brix. A AT foi determinada com a polpa diluida em 4gua destilada (10 mL de
polpa e 90 mL de dgua destilada) pelo método de volumetria, titulada com NaOH (0,1 mol.L™")

até o ponto de viragem de cor, usando indicador fenolftaleina. Os resultados foram expressos
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em % de acido citrico. A relacdo (SS/AT) foi obtida através da relagdo dos valores destas duas

variaveis de cada amostra.

4.4 Liofilizacao dos frutos e preparo dos extratos

Os frutos foram liofilizados utilizando um liofilizador (modelo L101) composto por
camera e tampa em acrilico, sistema a vacuo e bandejas de ago inox. Os frutos congelados foram
distribuidos em quatro bandejas para serem liofilizados. O processo de liofilizacdo durou
aproximadamente 72 horas. Apds os frutos serem liofilizados, armazenou-os em um dessecador
de vidro com silica até o0 momento do preparo dos extratos.

O procedimento para obter os extratos das pitangas (Figura 2) envolveu o uso dos
frutos liofilizados e triturados. As sementes foram descartas apds o processo de liofilizagao,
mantendo apenas a polpa das pitangas. Foram utilizados 30 g dos frutos liofilizados e triturados
e 600 mL do solvente etanol:agua 80:20 (v/v), usando o método de extragdo exaustiva solido-

liquido, adaptada de Barnes et al. (2009).

Figura 2 — Extratos da polpa de Eugenia uniflora L. das cores alaranjada (A) e roxa (B) apos processo
de liofilizacdo. UTFPR, Pato Branco — PR, 2023.

Fonte: Autoria prépria (2023).

A extracdo ocorreu durante quatro dias em mesa agitadora, onde a cada 24 horas o

solvente foi reposto totalmente. Passado esse periodo, os extratos foram filtrados utilizando
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filtro de papel sobre um funil e armazenados em frascos de ambar para refrigeracdo em
geladeira. Posteriormente, os extratos combinados passaram pelo processo de concentragdo
pelo evaporador rotativo (modelo IK RV 10), a fim de remover todo o solvente organico. Em

seguida, foram congelados e liofilizados para eliminagao da agua.

4.5 Determinacio de antocianinas totais

As antocianinas monomeéricas totais foram determinadas pelo método do pH-
diferencial, segundo descreve Giusti ¢ Wrolstad (2001), a partir da utilizagdo de duas solugdes
tampoes, das quais a primeira trata-se de uma solucdo de cloreto de potdssio concentracdo 0,2
mol.L"' com pH =1,0, e a segunda, uma solugdo de acetato de s6dio na concentragdo de 1,0
mol.L" com pH =4,5, de acordo com o valor de fator de diluicdo (FD = 10). Assim, foram
adicionados 1,8 mL de cada tampao e 0,2 mL de extrato de pitangas na concentracdo de 2000
ppm, homogeneizados em agitador vortex e deixados em equilibrio a temperatura ambiente e
na auséncia de luz por 30 minutos. Ao término desse periodo, a absorbancia foi medida no
comprimento de onda do visivel no qual a absorbancia ¢ maxima, sendo de 510 nm, e a 700 nm
para corrigir o espalhamento de luz produzido por uma possivel turbidez da amostra. Foi
utilizada 4gua destilada como branco analitico e as medidas foram feitas em triplicatas para
cada amostra.

Determinou-se a absorbancia resultante (A) pela Equacao (1) a partir das leituras das
solucgdes obtidas.

Equacao (1):

A = (Asz0 - A700)pH1,0 - (A520 - A700)pH4,5

O calculo da concentracdo das antocianinas nos extratos foi feito de acordo com a
Equagao (2):

Equacao (2):

C_(AxFDxMMx 1000)
B (Z X b)

Sendo:
C = concentracio de antocianinas em mg.L!;

A =absorbancia calculada pela Equacao (1);
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FD = fator de diluigao utilizado;
MM = massa molar do padrio;
2. = coeficiente de absortividade molar do padrio;
b = caminho optico.
O calculo foi realizado como descreve Lee, Durst ¢ Wrolstad (2005), levando em

consideragao a cianidina-3-glicosideo com massa molecular (MM) de 449,2 g/mol e coeficiente

de absortividade molar (¢) de 26.900.

4.6 Teor dos compostos fendlicos totais

A quantifica¢do dos compostos fendlicos totais nos extratos de pitanga, foi realizada por
meio do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, seguindo o protocolo descrito por Singleton
et al. (1999), com algumas modificagdes feitas para atender as necessidades especificas do
estudo. O método consiste na mistura em tubos de ensaio 0,5 mL extrato das pitangas na
concentragdo de 2000 ppm (para ambos os extratos foi utilizado a mesma concentra¢ao), com
2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10 (10%) e 2,0 mL de carbonato de sodio
(Na2CO3) na concentragao de 4%. Os tubos contendo a mistura foram deixados incubados no
escuro durante um periodo de duas horas a temperatura ambiente. Na sequéncia, foram
realizadas as leituras de absorbancia em espectrofotometro a 740 nm (modelo UV-Vis lambda
25, Perkin Elmer). O branco foi realizado utilizando 0,5 mL de etanol: 4gua 80:20 (v/v) no lugar
do extrato etandlico para zerar o espectrofotometro.

Para determinar o teor de compostos fenolicos totais, foi elaborada uma curva analitica
utilizando o acido galico como substancia de referéncia, com os resultados apresentados em mg
de 4cido galico equivalente por grama de amostra (mg EAG.g™). As amostras foram diluidas
em uma propor¢ao de 1:50 (v/v) em um solvente com a mesma concentragao utilizada durante
o processo de extracao, e os resultados foram expressos em mg de acido gélico equivalente por

grama de amostra (mg EAG g™!).

4.7 Determinacio das atividades antioxidantes dos extratos de pitanga

Foram utilizados trés métodos (DPPH, ABTS e FRAP) para quantificagcdo da atividade

antioxidante dos extratos de pitangas alaranjadas e roxas.
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4.7.1 Método de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método sequestro de radical DPPH foi
adaptado de Brand-Williams, Cuvelie e Berset (1995). Esse método consiste na adi¢ao de 0,5
mL dos extratos de pitanga na concentracao 500 ppm cor (roxa) e 750 ppm para cor (laranjada),
juntamente com 3mL de etanol e 0,3 mL da solug¢do do radical DPPH 0,5 mmol.L™!. Na
sequéncia a mistura, foi incubada na auséncia de luz a temperatura ambiente, por um periodo
de 1 hora. Posteriormente, forma realizadas as leituras da absorbancia em espectrofotometro
(modelo UV-Vis lambda 25, Perkin Elmer) a 517 nm, utilizando etanol para o branco analitico.
A quantificacao foi realizada a partir de uma curva analitica usando trolox como padrao, € os

resultados foram expressos em pmol de trolox por grama da amostra (pmol trolox g ).

4.7.2 Método sequestro do radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

A metodologia para determinar a atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS,
foi realizada conforme Re et al. (1999), com algumas modificagdes. Inicialmente, o cation
radical ABTS foi formado pela reagio de 5 mL na concentragio ABTS 7 mmol. L' com 8,8
uL de persulfato de potéassio na concentragdo de 140 mmol. L', incubados sem a presenca de
luz por um periodo de 16 horas, em temperatura ambiente. Apos o periodo de incubagdo, a
solucao foi diluida em etanol até absorbancia de aproximadamente 0,700 £ 0,200 a 734 nm.

O procedimento consistir na adi¢ao de 0,03 mL dos extratos de pitanga na concentragdo
de 2000 ppm (ambos os extratos foram utilizados as mesmas concentracdes), juntamente com
3 mL do radical formado, tendo como branco etanol leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (modelo UV-Vis lambda 25, Perkin Elmer) a 734 nm apds seis minutos de
reacdo. Para a quantificacdo foi construida uma curva analitica utilizando o antioxidante trolox

como padrao, os resultados foram expressos em pmol de trolox por grama de amostra (umol g

1)'
4.7.3 Método de reducao do ferro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Para determinar a atividade antioxidante pelo método redutor de ferro (FRAP) foi
adaptada de Benzie e Strain (1996). Inicialmente, o reagente FRAP foi preparado a partir da
mistura de 25 mL de tampdo de acetato 0,3 mol.L"!, 2,5 mL da solugio de TPTZ (2,4,6-Tris(2-
piridil)-s-triazina) na concentragdo de 10 mmol L, 2,5 mL de cloreto de ferro em solugio
aquosa na concentragio de 20 mmol.L™!, preparado apenas na hora da utiliza¢do da anlise para

evitar a de gradagao.
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O procedimento consiste na mistura de 0,1 mL dos extratos de pitangas na concentragdo
de 2000 ppm (ambos os extratos foram utilizados as mesmas concentragdes), ¢ 3 mL do
reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada e deixada sob abrigo de luz, e mantida em banho
maria a 37 °C por 30 minutos. Em seguida foi realizado a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (modelo UV-Vis lambda 25, Perkin Elmer) a 595 nm. A quantifica¢do foi
realizada a partir de uma curva analitica utilizando sulfato ferroso como padrao, e os resultados
foram expressos em pmol de sulfato ferroso por grama de amostra (umol FeSO4.g'). As
amostras foram diluidas na propor¢ao de 1:100 (v/v) em solvente na mesma concentragao

utilizado na extracao.

4.8 Identificacio e quantificacio de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Para a identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos dos frutos de
pitanga, foi utilizado o método que consiste em um sistema CLAE-DAD, Varian modelo 920-
LC, com coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 e fase reversa, com detector com arranjo de
fotodiodos, mantida a uma temperatura constante de 30 °C. A fase movel utilizada constitui em
uma mistura de acido acético:agua (2:98 v/v) (solvente A) e acido acético:acetonitrila:agua
(2:40:58 v/v) (solvente B). A taxa de fluxo foi de 1 mL min-' no modo gradiente, com inicio em
5% de B a 0 minutos, 25% de B em 20 minutos, 85% de B em 40 minutos, 85% de B em 45
minutos, 95% B em 48 minutos, 95% de B em 51 minutos, 5% de B em 54 minutos, 5% de B
em 64 minutos, com tempo de corrida de 64 minutos. Os extratos foram injetados e os
compostos foram reconhecidos pela comparagdo do tempo de retengdo e absor¢ao dos aspectos
dos padrdes na faixa ultravioleta.

As amostras foram preparadas dissolvendo 10 mg do extrato dos frutos de pitanga
alaranjada e roxa, em 1 mL de metanol grau cromatografico. Depois de solubilizadas, as amostras
foram filtradas utilizando filtro de seringa celulose regenerada de 25 mm de diametro e 0,45 um de
tamanho de poro e na sequéncia foram injetadas

Para identificar e quantificar a concentragao total de compostos fendlicos nas amostras,
foi usado um mix de padrdes para identificar e medir a presenga desses compostos através da
técnica CLAE-DAD. Para esse fim, foi realizada a inje¢ao de 14 padrdes (Figura 3), sendo eles:
acido galico, catequina, acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico, acido ferralico, acido
cumdrico, epicatequina, isoquercetina, rutina, miricetina, acido cindmico, quercetina,
kaempferol. Foram estabelecidas curvas de calibragio com seis pontos (2,5 ug mL™'; 5 ug mL-

110 pg mL'; 15 pg mL'; 20 pg mL'; 25 pg mLY).
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Figura 3 - Cromatograma do mix de padrées (20 mg L") utilizado na identificaciio e quantificacio por

CLAE-DAD: (1) acido galico, (2) catequina, (3) acido clorogénico, (4) acido vinilico, (5) acido cafeico,

(6) epicatequina, (7) acido cumarico, (8) acido ferrulico, (9) rutina, (10) isoquercetina, (11) miricetina,
(12) quercetina, (13) acido cinamico, (14) kaempferol.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.9 Analise estatistica

Para a comparagdo entre pitangas alaranjadas e roxas, a analise estatistica foi realizada
utilizando o teste ¢ independente (p<0,05), ou o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney,
quando os pressupostos de normalidade e homogeneidade da variancia foram violados nos
testes de Shapiro-Wilk e Lilliefors, respectivamente. Além disso, foi calculado o tamanho do
efeito pela estatistica D de Cohen, para representar a magnitude da diferenca entre as médias
das pitangas de duas cores. Estas anélises foram realizadas em linguagem R® (R CORE TEAM,

2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas fisico-quimicas, analise de cor e antocianinas das pitangas

Foram observadas diferengas significativas entre as pitangas alaranjadas e roxas para
alguns dos parametros quimicos. As pitangas alaranjadas apresentaram maior acidez titulavel e
maiores indices de coloracdo L* (maior luminosidade ou brilho), b* (maior teor de amarelo)
C* (croma) e h (angulo da tonalidade). Enquanto que as pitangas roxas tiveram maior pH,
relacdo SS/AT e teor de antocianinas (Tabela 1). Nao houve diferencas significativas entre as
pitangas das duas cores para nenhum dos parametros fisicos (didmetro equatorial, peso do fruto,
peso da semente, rendimento de polpa). E relevante observar que para todas as variaveis citadas
com diferencas significativas pelo teste t, o tamanho do efeito calculado pelo D de COHEN foi

considerado grande, indicando uma ampla diferenca entre as médias das pitangas de duas cores.

Tabela 1- Analises fisico-quimicas, andlise de cor e antocianinas de E. uniflora L. nas cores alaranjada

e roxa.
Variaveis Pitanga Alaranjada Pitanga Roxa D de COHEN
Diametro (mm) 17,05 17,64 0,77
Peso Fruto (g) 2,81™ 2,90 0,51
Peso Semente (g) 0,73"s 0,78 0,83
Rendimento de polpa (%) 73,91 72,93 0,58
pH 2,96b 3,34a 1,72
Solidos Soluveis (°Brix) 8,96™ 12,60 1,77
AT (g 4ci. citrico 100 mL-1) 1,22a 0,90 b 1,75
SS/AT 7,36b 14,06 a 1,79
L* 17,93 a 12,49b 1,55
a* 15,04" 14,18 0,26
b* 16,67 a 7,99 b 1,53
C* 24,75 a 16,90 b 1,45
h 51,95a 26,66 b 1,22
Antocianinas (mg 100 g 8,96 b 20,98 a 1,82

NS: nio significante; AT: acidez titulavel. Médias seguidas de letras diferente na mesma linha se
diferiram significativamente ao teste t a nivel significincia (p < 0,05). D de Cohen: 0.0 a 0.19 efeito
muito pequeno; 0.20 a 0.49 efeito pequeno; 0.50 a 0.79 efeito médio; >0.80 efeito grande (COHEN,
1988).

De acordo com os resultados, no que diz respeito as avaliagdes fisicas, se observou

que nenhum dos parametros fisicos se diferiram estatisticamente, isso se deve a semelhanca
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fisica entre as pitangas alaranjadas e roxas. Esses resultados foram proximos ao encontrados
por Pio et al. (2005) onde avaliaram as caracteristicas fisico-quimica de frutos de pitangueira
em funcao de sua disposi¢ao na planta.

A determinacao do pH ¢ uma medida importante para caracterizar a atividade de
enzimas, a deteriora¢do do alimento quanto ao crescimento de microorganismos, a retengao
de sabor e odor, a estabilidade de compostos em alimentos e, também, a verificagao do estado
de maturagdo de frutos (ZAMBIAZI, 2010). Os valores de pH encontrados nesse trabalho
estao proximos dos valores encontrados por Bagetti et al. (2011) onde o pH variou de 2,88 a
3,01, ou seja, os frutos tem carateristicas acidas.

Observou-se que as pitangas alaranjadas obtiveram valores elevados de AT em
comparag¢do com as pitangas roxas. Em relagdo a literatura, os valores de AT observados nesse
estudo foram inferiores aos encontros por Bagetti et al. (2011) ¢ Andrade et al. (2022). E
importante destacar que as diferencas que ocorrem na composi¢do das pitangas de cores
alaranjada e roxa possivelmente sdo atribuidas as diferencas de espécies botanicas, a regido
de coleta, ao clima, ao solo, a estacdo do ano a qual as pitangas foram coletadas (SANTOS,
2011).

A AT constitui uma varidvel de grande interesse para o estado de conservagdo de
produtos alimenticios. Pode-se considerar que frutas que indicam um resultado acima de 1%
sao preferidas pela agroindustria, pois nesses casos nao ha ¢ necessario adicao de acido para
preservar a polpa e evitar o desenvolvimento de microrganismos (DIAS et al., 2011; PINTO et
al., 2003).

Além disso, os frutos que apresentam elevados indices de solidos soltiveis sdo, em
geral, mais indicados para o consumo in natura. Essa preferéncia deve-se a vantagem
proporcionada a maior qualidade e quantidade de néctar gerado pela polpa que resulta em um
maior rendimento. Desta forma, a relagdo SS/AT é uma das melhores formas de avaliacao do
sabor e o0 ponto de maturacao dos frutos, sendo mais representativa que a medi¢do isolada de
acucares e de acidez, além de ser um importante parametro de qualidade dos frutos. Assim,
frutos que apresentam altos teores de solidos solliveis e baixa acidez sdo preferenciais para uma
alta relagao SS/AT (SANTOS et al., 2010).

A cor ¢ um atributo fundamental no julgamento da qualidade de um alimento, ja que a
apreciacdo visual € o primeiro sentido a ser utilizado como critério de aceitagdo e escolha de
um produto (BORGES, 2015). Observou-se que, para o parametro de coloracdo, as variaveis
que se diferenciaram foram L* (luminosidade), b* (cor amarela), C* (cromaticidade) e h

(tonalidade).
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Em relagdo as pitangas analisadas nesse experimento, a variacdo encontrada esta
dentro do esperado ja que, quanto mais clara a amostra, como as das pitangas alaranjada, maior
o valor do L*; e quanto mais escura a amostra, como as das pitangas roxas, menores os valores
de L*. Analisando os resultados do parametro b*, que considera valores positivos de amarelo e
o decréscimo desses valores indicam o desaparecimento da cor amarelada da casca, se observa
que os resultados foram condizentes com a realidade observada visualmente nas amostras. Para
a cromaticidade, a intensidade das cores dos frutos alaranjados foi mais intensa, confirmado
pelo maior valor de C*. Da mesma forma, a variagdo da coloracao das pitangas alaranjadas foi
maior, quando comparado com o valor de h com as pitangas roxas. Entretanto, os parametros
avaliados foram superiores aos encontrados por Borges (2015) onde os valores de h (tonalidade)
ficaram proximo a zero, indicando que as pitangas roxas tendem para o vermelho.

Em relacdo as analises de antocianinas, se destaca as pitangas de cor roxa que
obtiveram o maior conteido de antocianinas do que as pitangas de cor alaranjadas. Esse
resultado esta dentro do esperado uma vez que as antocianinas sao 0s pigmentos responsaveis
pelas cores azul, vermelho, roxo e preto nos vegetais.

Ao mesmo tempo, o maior teor de antocianinas das pitangas roxas deve gerar maiores
propriedades benéficas a saide humana, uma vez que as antocianinas geram melhorias na
circulacdo sanguinea e previnem doencgas vasculares, devido a alta atividade antioxidante
(BAGETTI, 2009; SHAHIDI, 2003; VOLP et al., 2008). Em outros trabalhos a pitanga roxa
também apresentou maiores quantidade destes compostos, destacando-se a identificacdo de
cianidina-3-Of-glicopiranosideo e delfinidina-3-Os como principais tipos de antocianinas
(BAGETTI, 2011; EINBOND et al., 2004; SPADA et al., 2008). E relevante destacar que o
consumo de frutas que sdo ricas em compostos bioativos e de alta atividade antioxidante tem
potencial para prevenir doengas cronicas nao transmissiveis, como cancer, diabetes mellitus,

dislipidemias, doengas cardiovasculares e doengas respiratorias (PEREIRA et al., 2021).

5.2 Teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante

O resultado da analise para determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais
pelo reagente redutor Folin-Ciocalteau (TCFT) apresentou diferenca estatisticamente
significativa pelo teste t, onde o extrato de pitanga roxa obteve os maiores valores (Tabela 2).
Ja& a capacidade antioxidante dos extratos etanolicos dos frutos foi determinada utilizando

métodos baseados em diferentes mecanismos antioxidantes, pois € consenso que nenhum
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método isolado possui eficacia suficiente para determinar com precisdo a capacidade
antioxidante de uma substancia (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

Nesse estudo, foram realizados ensaios baseados na capacidade de sequestro do radical
DPPH, poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP) e capacidade de sequestro do radical
ABTS. Entre os testes realizados, apenas o ensaio com ABTS demostrou diferenca
estatisticamente significativa (Tabela 2). E importante observar que em todas as variaveis que
se diferiram pelo teste t, o tamanho do efeito, avaliado pelo D de COHEN, foi considerado
grande. Isso sugere que ha uma ampla diferenca entre as médias das pitangas de tonalidades

diferentes.

Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos etanélicos das
pitangas de cor alaranjada e roxa, obtida pelos ensaios DPPH, FRAP e ABTS.

Variaveis Pitanga Alaranjada Pitanga Roxa D de COHEN
TCFT (mg EAG.g™) 15390 2441 a 1,79
DPPH (umol ET.g) 68,41™ 100,20 1,15
FRAP (umol FeSO4g™) 373,29™ 621,63 1,48
ABTS (umol ET.g™) 90,63 b 170,44 a 1,79

NS: nio significante; ET: equivalente de trolox; EAG: equivalente de acido galico. Médias seguidas de letras
diferente na mesma linha se diferiram significativamente ao teste t a nivel significincia (p < 0,05). D de Cohen: 0.0 a
0.19 efeito muito pequeno; 0.20 a 0.49 efeito pequeno; 0.50 a 0.79 efeito médio; >0.80 efeito grande (COHEN, 1988).

As concentragdes de compostos fenolicos totais no extrato de pitanga roxa foram
significativamente mais elevadas quando comparadas com o extrato de pitanga alaranjada. Esse
resultado segue a tendéncia observada na literatura, onde pitangas de cores mais escuras
apresentam maiores concentragcdes dessas substancias (FIDELIS et al., 2022; LIMA et al.,
2002). Em estudo realizado por Bagetti et al., (2011), foram comparados gen6tipos de pitangas
de cores vermelha, alaranjada e roxa, coletadas no estado do Rio Grande do Sul, onde observou-
se valores de compostos fenolicos de 179 mg/EAG.g™! para pitanga alaranjada e 463 mg/EAG.g"
! para pitanga roxa, valores superiores aos reportados nesse estudo.

Rodrigues et al. (2016) avaliaram concentra¢des de compostos fenolicos totais nos
extratos brutos de pitanga alaranjada colhidas em Minas Gerais, encontrando valor de 104,6
mg/EAG.g ™! na polpa fresca. J4 Celli, Pereira-Netto e Beta (2011), ao avaliarem extratos de
pitanga roxa, verificaram teores entre 2,49 e 5,81 mg/EAG.g"!. Dependendo do estadio de
desenvolvimento do fruto, € possivel perceber que as concentracdes de compostos fenodlicos

totais em pitanga roxa podem variar. E importante frisar que as variagdes na composi¢ao de
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compostos fenolicos também podem estar associadas a 0 método de extragdo ou solvente usado
para extragcdo desses compostos (BAGETTI et al., 2011; MOURA et al., 2011).

Rufino et al. (2010) analisaram o conteudo fendlico de 18 frutas brasileiras nao
tradicionais, e as classificaram em trés categorias com base em seu conteudo fendlico: baixo
teor fenolico (< 100 mg.GAE/100 g), teor médio (< 100 a 500 mg.GAE/100 g) e alto teor (>
500 mg.GAE/100 g). De acordo com este estudo, a pitanga pode ser considera com um fruto
com baixo teor de compostos fenolicos.

Entretanto, o conteudo de compostos fenolicos presente nas pitangas, ainda pode
reforcar seu potencial de utilizagdo, tornando-a uma fruta relevante para estudos. Além disso,
outras propriedades podem desempenhar fungdes bioldgicas importantes, como atividade
antioxidante (BAGETTI et al., 2011; BORGES, 2015) Anti-quorum sensing (RODRIGUES et
al., 2016) e antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2008; ZOLA et al., 2014).

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos e/ou de seus compostos pode
refletir a capacidade de eliminar radicais livres em alimentos e sistemas bioldgicos
(PILEROOD e PRAKASH, 2014). A teoria que fundamenta a técnica de determinagdo de
potencial antioxidante estabelece que quanto maior a concentragdo em equivalente de Trolox,
maior serd a capacidade da amostra analisada de estabilizar o radical ABTS (BOROSKI et
al.,2015).

Nesse experimento, foi observado que o extrato de pitanga roxa demostrou uma
capacidade superior de inibir o cétion do radical ABTS em comparagdo ao extrato de pitanga
alaranjada. A elevada atividade antioxidante pelo ensaio ABTS encontrados para pitangas
roxas, em compara¢cdo com pitangas de cores alaranjada e vermelha, provavelmente esta
associado a sua maior concentragdo de antocianinas (BAGETTI et al., 2011; DERNARDIN et
al., 2015). No trabalho realizado por Pacheco et al. (2021) utilizando o mesmo ensaio, obteve-
se valores de 21,78 umol de ET.g"! para pitanga roxa, valor inferior ao encontrado nesse
experimento.

A variagdo na atividade antioxidante pode ocorrer devido a uma série de elementos,
como condig¢des climdticas e de solo, estddio de maturagdo, variagdes genéticas e condicdes de
armazenamento pods-colheita. Além disso, a parte da fruta utilizada e o método de extragao
também podem ser responsaveis pelas variagdes nos resultados (BIEGELMEYER et al., 2011;
PINTO et al.,2010).

A abundancia e diversidade de compostos antioxidantes encontrados nas pitangas,

especialmente naquelas de cor roxa, representam uma fonte promissora de beneficios para a
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saude. Assim, os resultados dessas pesquisas evidenciam o consideravel potencial bioativo das

pitangas de tonalidades diversas.

5.3 Identificacdo e quantificacio dos compostos fendlicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Apo6s a injecdo do mix de padrdes, foi possivel a identificacdo e quantificacao de
quatro compostos fendlicos no extrato de pitanga alaranjada: acido clorogénico, acido galico,
quercetina e rutina; e sete compostos fendlicos no extrato de cor roxa: acido clorogénico, acido
galico, catequina, epicatequina, isoquercetina, quercetina e rutina. E importante destacar que
ndo a relatos de estudos na literatura que realizaram a identificagdo e quantificagdo de rutina
em pitangas. Cada sinal obtido foi comparado por similaridade com os padrdes disponiveis na
biblioteca previamente atualizada do equipamento e comparada aos comprimentos de ondas de
maxima absorg¢ao.

Ao analisar os cromatogramas (Figuras 3 e 4), os compostos que apresentam menor
afinidade com a fase estacionaria e maior afinidade com a fase movel se extraem com menor
tempo de retengdo. Por se tratar de uma coluna C18, os compostos mais polares, como acido
galico, catequina, acido clorogénico, epicatequina, eluem primeiro, ou seja, apresentam maior
interacdo com a fase movel. J& os compostos como rutina, isoquercetina e quercetina eluem no

final da corrida cromatografica, ou seja, apresentam maior interacdo com a fase estaciondria e maior

tempo de retengdo (JACOBSEN, 2023).

Figura 4 -Cromatograma dos extratos de pitanga alaranjada, apresentando os sinais: (1) acido galico
(2) acido clorogénico (3) Rutina (4) Quercetina.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 5 - Cromatograma dos extratos de pitanga roxa, apresentando os sinais (1) acido galico, (2)
catequina, (3) acido clorogénico, (4) epicatequina, (5) rutina, (6) isoquercetina, (7) quercetina.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Foi possivel quantificar quatro compostos no extrato de pitanga alaranjada, com a
rutina sendo o composto majoritario, seguida do acido clorogénico. No extrato de pitanga roxa,
foi possivel quantificar sete compostos, com a rutina também como composto majoritario,
seguido da epicatequina e do 4cido clorogénico. Para as variaveis: acido clorogénico, acido
galico e rutina, o tamanho do efeito, avaliado pelo D de Cohen, foi acima de 0,80, considerado
grande, e se diferiram estatisticamente pelo teste t. De forma geral, o extrato de pitanga roxa
apresentou as maiores concentracdes de compostos fendlicos, exceto a quercetina, que nao

diferiu entre os dois extratos (Tabela 3).

Tabela 3 - Compostos fendlicos identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta

eficiéncias.
Varidveis Pitanga Alaranjada (mg. L) Pitanga Roxa (mg. L) D de COHEN
Ac. Clorogénico 295b 10.05 a 1.80
Acido galico 1,50 b 4,43 a 1,75
Catequina - 1,42 -
Epicatequina - 18,05 0,74
Isoquercetina _ 3,47 -
Quercetina 0,427 1,14 0,74
Rutina 14,95 b 32,95a 1,73

NS: nio significante. Médias seguidas de letras diferente na mesma linha se diferiram significativamente ao teste t a

nivel significincia (p <0,05). D de Cohen: 0.0 a 0.19 efeito muito pequeno; 0.20 a 0.49 efeito pequeno; 0.50 a 0.79 efeito
médio; >0.80 efeito grande (COHEN, 1988).
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Os compostos geralmente associados ao género Eugenia s3o flavondides e
triterpendides, embora chalconas e taninos também estejam presentes. Entre os flavonoides,
como os glicosideos ou agliconas, predominam os flavonoides poli-hidroxilados. A maior
parte dos compostos isolados dessa classe sdo triterpenos. Esses compostos exibem inimeras
atividades farmacolégicas, incluindo analgésica, antipirética, antifungica, antimicrobiana,
antioxidante, atividade antidiabética ¢ anti-inflamatoria (GUPTA et al., 2014).

Nesse trabalho, foi possivel identificar compostos fendlicos de diferentes classes nos
extratos das pitangas, sendo: dois acidos fendlicos - acido clorogénico e acido galico; dois
flavonoides glicosilados - isoquercetina e rutina; um flavonoies - quercetina; e dois flavanois
- catequina e epicatequina. Dentre esses compostos, catequina, epicatequina e isoquercetina
estavam presentes apenas nos extratos de pitangas roxas. Essas diferentes classes de
compostos podem estar associadas entre cores distintas. Entre as pitangas roxas, a maior
concentragdo de compostos fenolicos € consequéncia das maiores quantidades de fitoquimicos
antioxidantes, especialmente antocianinas (GUPTA et al., 2014).

Um aspecto importante a considerar nas pitangas roxas ¢ a presenc¢a de flavonodis na
forma aglicona, enquanto geralmente os flavonoides sdo encontrados nos vegetais na forma
glicosilada. Nehring (2016) identificou 19 compostos fendlicos no extrato de polpa da Eugenia
brasiliensis Lamarck, fruta nativa brasileira pertencente a familia da Myrtaceae, sendo
isoquercetina, catequina e quercetina detectados na forma livre e conjugada. Ja Karwowski
(2012), analisando os teores de compostos fendlicos de frutas nativas da Mata Atlantica, indicou
que acido galico e acido clorogénico foram os 4cidos fenolicos majoritariamente encontrados
em polpas de pitangas, o mesmo foi observado no presente trabalho.

Nesse estudo, a rutina foi o composto fenoélico predominante em ambas as cores de
pitangas analisadas, com as roxas indicando maiores quantidades. Este ¢ um composto
pertencente a classe dos flavondides e, comumente, estdo presentes nos frutos na forma de
agliconas ou glicosiladas, e vem sendo utilizada na prevengao e tratamento de varios problemas
de saude, exibindo propriedades antivirais, antialérgicas, anti-inflamatdrias, antitumorais,

antibacterianas e antioxidantes (NASIRIZADEH et al., 2012; NEHRING et al., 2022).



39

6 CONCLUSAO

O genotipo de pitanga roxa apresentou maiores teores de antocianinas, compostos
fendlicos e de atividade antioxidante, quando comparada a pitanga alaranjada;

O genotipo de pitanga roxa apresentou sete compostos fenolicos, incluindo trés a mais
- catequina, epicatequina e isoquercetina -, em relagdo a pitanga alaranjada, além de
apresentar maior teor de 4cido clorogénico, acido galico e rutina.

O maior potencial nutrac€utico e bioativo da pitanga roxa a torna mais promissora que
a pitanga alaranjada para ser utilizada como fonte de corante ¢ antioxidante natural pela

industria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e para consumo in natura da fruta.
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APENDICE A — Tabela com parimetros de qualidade de CLAE

Tabela. Compostos fenélicos identificados e quantificados nos extratos dos frutos de E. uniflora L. nas
cores alaranjada e roxa.

Composto fendlico Tr (min) Amax (nm) Equacio de regressiao R Co(l;ig]gﬁ;'ﬁo
Pitanga Alaranjada
Acido galico 5,63 267 y=0,2187x + 0,206 0,9944 1,50b
Ac. clorogénico 19,57 315 y =0,2398x + 0,1292 0,9959 2,95b
Rutina 32,19 354 y=0,1004x +0,1116 0,9981 14,95b
Quercetina 41,31 372 y=0,2125x — 0,0943 0,9888 0,427
Pitanga Roxa
Acido galico 5,68 269 y=0,2187x + 0,206 0,9944 4,43a
Catequina 18,32 278 y =0,0972x — 0,0553 0,9978 1,42
Ac. clorogénico 19,68 325 y=0,2398x + 0,1292 0,9959 10,05a
Epicatequina 25,93 277 y=0,10115x +0,0133 0,9944 18,05
Rutina 32,16 353 y=0,1004x + 0,1116 0,9981 32,95a
Isoquercetina 33,03 353 y=0,1502x + 0,3919 0,9534 3,47
Quercetina 41,01 370 y=0,2125x — 0,0943 0,9888 1,14™
D de COHEN
Acido galico 1,75
Ac. clorogénico 1,80
Rutina 1,73
Quercetina 0,74

P NS: nio significante; Tr: tempo de reten¢io; Amax: maximos de absor¢io; R%:coeficiente de determinagio.
Médias seguidas de letras diferente na mesma linha se diferiram significativamente ao teste t de Student ao
nivel significincia (p < 0,05). D de Cohen: 0.0 a 0.19 efeito muito pequeno; 0.20 a 0.49 efeito pequeno; 0.50
a (.79 efeito médio; >0.80 efeito grande (COHEN, 1988).
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