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RESUMO

Myrciaria dubia € uma planta nativa da Amazdnia, com elevado potencial
funcional, principalmente pelo alto teor de vitamina C, um dos antioxidantes
naturais. O potencial do camu-camu ainda é praticamente ignorado pelos
habitantes da regido amazobnica, ao contrario do meio industrial, onde tem
prestigio na industria de medicamentos, cosméticos, alimentos e bebidas. A
Embrapa Amazdnia Oriental tem um Banco Ativo de Germoplasma - BAG de
camu-camu oriundo da microrregido do Rio Solimdes que ainda nao foi
caracterizado. Por esta razdo e aliada a importancia dos frutos desta espécie
propusemos no presente trabalho de pesquisa: Determinar o teor de acido
ascorbico de um grupo de frutos oriundos do BAG de camu-camu da Embrapa em
diferentes estdgios de maturacdo mediante andlise comparativa de duas
metodologias de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com coluna de
Troca lI6nica em comparacdo com o método de titulometria de Tillman, em polpas
e cascas separadamente, e avaliar as perdas devidas ao processamento usual na
producdo de polpa comercial para consumo que ainda ndo foram reportados.
Como resultado, representado pela média das repeticbes técnicas na polpa e
casca do fruto e na polpa processada, a metodologia de CLAE com coluna de
troca I6nica apresentou teor de vitamina C 28% maior na casca em comparagao
com a polpa dos frutos. A polpa comercial apresentou teor de vitamina C mais
baixo que o teor da polpa do fruto em 30%. Observou-se que o armazenamento
do fruto tanto inteiro quanto na forma homogeneizada, a -80°C, por cerca de 10
meses reduz significativamente o teor de vitamina C na casca e polpa. Concluiu-
se que: Existe escassa diferenca de vitamina C entre os diferentes estagios de
maturacao. Em todos os estagios de maturacdo a casca apresentou maior teor de
vitamina C que a polpa do fruto. A metodologia de CLAE com coluna de Troca
Ibnica apresenta valores mais exatos de teor de vitamina C, ao eliminar os
interferentes que dao uma alteracdo no teor de vitamina C. Grande parte do teor
de vitamina C na polpa extraida por despolpador mecéanico, foi perdida durante o
processamento. A completa caracterizacdo dos frutos do banco de germoplasma
pode contribuir significativamente com programa de melhoramento genético de
camu-camu na Embrapa.

Palavras Chave: Camu-camu, Vitamina C, estagios de maturacdo, CLAE, coluna
de Troca Ibnica.
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ABSTRACT

Myrciaria dubia is a native plant of the Amazonian region, with high functional
potential, mainly for the high quantities of vitamin C, one of the naturals
antioxidants. The potential of camu-camu is still practically ignored by the
Amazonian region settlers; on the other hand in the industrial way, the camu-camu
has prestige as a natural raw material for the medicine, cosmetics, food and drinks
industry. Embrapa Amazonian Oriental keeps Germoplasma Active Bank BAG of
camu-camu, originated from the Solimdes micro region that was not characterized.
For this reason, allied to the importance of this specie fruits, we propose in the
present research work: Evaluate the ascorbic acid concentration of a mix of camu-
camu fruits native to Embrapa’s BAG, in different ripeness stages by comparative
analysis of two methodologies High pressure liquid chromatography (HPLC) with
lonic Interchange column and Tillman titulometric method in flesh and rind
separately and evaluate the losses due to the usual processing of camu-camu
fruits for a commercial flesh production, all of these were not reported yet. As a
result, that was represented by the arithmetical average of technical repetitions in
the flesh and rind fruit and the commercial flesh, HPLC's methodology showed 28
% higher quantity of vitamin C in rind than in flesh. The commercial flesh extracted
for its further use presented less vitamin C concentration than the natural flesh of
camu-camu fruit in 30 %. The storage of camu-camu fruit at -80 °C as a whole fruit
or in the homogenized form for near 10 months approximately reduces significantly
the vitamin C concentration in the rind and flesh. Concluding: The results
presented lightly significant differences of the vitamin C concentration between the
different ripeness stages; the rind presented vitamin C quantity significantly higher
than the flesh in all ripeness stages of camu-camu fruit; HPLC's methodology
presented more exact values of vitamin C concentration than Tillman’s
methodology, because HPLC’'s methodology eliminate the substances that
interfere the vitamin C concentration determination; the great part of vitamin C in
the commercial flesh was lost during its processing. The complete characterization
of the camu-camu fruits of the BAG can contribute significantly with the genetic
improvement programs of camu-camu resources in Embrapa.

Key words: Camu-camu, vitamin C, ripeness stages, HPLC, interchange ionic

column
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Capitulo |

INTRODUCAO

Camu-camu (Myrciaria dubia H.B.K McVaugh) é um recurso da regido da Amazo6nia
gue tem elevado potencial como alimento funcional por apresentar elevada capacidade
antioxidante, devido possivelmente a seu elevado teor de vitamina C, e por apresentar
concentracdes consideraveis de potassio, antocianinas e carotendides.

A producdo mundial de acido ascorbico sintético é de 80.000 toneladas por ano, o
que € economicamente viavel, sendo que 50% desta producdo é utilizada como
suplemento vitaminico em preparacoes farmacéuticas, para tratamento de
gueimaduras, como aditivo nos produtos cosmeéticos por sua propriedade antioxidante e
estimulante de producéo de colageno. O &cido ascorbico, durante o processamento de
alimentos previne a descoloracdo de pigmentos e 0 escurecimento enzimatico e
preserva aromas e sabores dos alimentos, realcando o conteido de nutrientes.
(HANCOCK & VIOLA. 2002).

No Peru, o Camu-camu € processado na forma de polpa congelada, geléias e
xaropes. No Brasil, a polpa de camu-camu € encontrada nos mercados da regido norte
do pais e é utilizada no processamento de sorvetes, em misturas com outras frutas e
em cosmeticos.

A crescente demanda por alimentos e produtos saudaveis, vem contribuindo para
aumentar a importancia do camu-camu na producdo de concentrados e suplementos
naturais de vitamina C, por ter um apelo como fonte natural desta vitamina
principalmente no mercado de produtos naturais, devido ao seu altissimo teor de

vitamina C.



Um Banco de Germoplasma de camu-camu foi criado pela Embrapa Amazénia
Oriental com sementes coletadas em diferentes partes das margens do rio Solimdes da
regido amazonica. A proposta do presente trabalho foi determinar os teores de vitamina
C de polpa e casca de frutos dos acessos camu-camu do BAG de Embrapa em
diferentes estagios de maturacao, utilizando-se dois métodos; um titulométrico e outro
por Cromatografia liquida de alta eficiéncia, com coluna de troca ibnica. Uma analise
comparativa da forma de armazenamento do fruto, a -80 °C, inteiro e da polpa
comercial foi também realizada

Os resultados obtidos podem contribuir para a definicAo de melhores métodos de
processamento dos frutos, especialmente para fazer concentrados de vitamina C e para
a predicao do periodo ideal de colheita mediante a avaliacdo do contetdo nutricional do

fruto (ANDRADE, 1991b).



REVISAO DA LITERATURA

1 — Camu-camu (Myrciaria dubia H.B.K (McVaugh)).

Camu-camu € uma fruteira nativa da Bacia Amazbnica, pertence a familia
Myrtaceae, que cresce de forma natural na beira dos rios e lagos de 4guas escuras e
ilhas, formando grandes bosques (MCVAUGH, 1969). O camu-camu possui outros
nomes, conforme a regido ou pais de origem: Cacari, araca-d'agua (Brasil), guaybito
(América do sul Colébmbia), guayabato (Venezuela). Rumberry (América do Sul) e Camu

plus (América do Norte e Europa).

A planta mede de 4 a 8 m de altura, com uma ramificacdo que se inicia desde a
base, ramas cilindricas lisas de cor marrom claro ou vermelho, com uma crosta que se
desprende obedecendo a um ciclo definido. Na Figura 01 podem-se ver o0s
camucamuzeiros no habitat original, nas margens dos rios. Na Figura 02 pode-se ver o
aspecto geral da planta: as folhas sdo simples, opostas, ovuladas ou elipticas; a raiz
principal é de forma conica e possui muitos fios absorventes; a flor € de cor branca,
subséssil com quatro pétalas. Na figura 03 pode-se ver que os frutos sdo globosos, de
superficie lisa e brilhante, da cor vermelha escura até preto plarpura ao amadurecer, 0s

quais medem de dois a quatro centimetros de diametro. (PINEDO et al., 2002).



Figura 01.- Plantas de camu-camu na ribeira do rio (habitat original)

Fonte: http://www.cedecam.ora/




Figura 02.- Aspecto geral da planta de camu-camu (Myrciaria dubia).
A) Corte longitudinal de uma flor. B) Ramo frutifero. C) Frutos maduros
Fonte: COUTURIER, G. & MAUES, M. 2002.



Figura 03.- Frutos de camu-camu empregados no presente trabalho no arbusto com os

diferentes estagios de maturacéo.



A planta € mondica, com flores hermafroditas mas de fecundacéo alégama, ja que
nao existe a sincronizacdo entre a abertura do pistilo e estames (PETERS &
VASQUEZ,. 1988). A propagacdo pode realizar-se por semente ou por materiais
vegetativos: enxertos, estacas.

Na Figura 04 pode-se ver o aspecto geral da inflorescéncia. Normalmente na planta,

o eixo floral contém quatro flores. (PINEDO et al., 2002).

Figura 04.- Foto da Inflorescéncia de camu-camu obtida no campo experimental de
Embrapa

Na Figura 05 pode-se ver uma planta de camu-camu submetida ao habitat de terra

firme do BAG de Embrapa com os frutos verdes. O campo experimental se encontra na

Embrapa Amazonia Oriental CPATU, Belém, Para.



Figura 05.- Foto do aspecto geral da planta em condicdes de terra firme no campo

experimental da Embrapa.

Na Figura 06 podem-se ver as sementes de camu-camu, as quais sao reniformes,
aplanadas, cobertas de uma pilosidade branca e apresentam de uma a quatro

sementes por fruto com peso médio de 8,4 g. (PINEDO et al., 2002)



Figura 06.- Foto das sementes de camu-camu no campo experimental de Embrapa

1.1 — Distribuicao Geografica de camu-camu (Myrciaria dubia)

O camu-camu possui distribuicdo geografica natural ampla: No Brasil desde o litoral
Atlantico no Estado do Para até a regido pré Amazonica tocantiniana, até os estados de
Mato Grosso e Rondonia, assim como nos rios Negro e Uatuméa (VILLACHICA, 1996).
Esta sendo introduzido no estado de Sdo Paulo, sendo cultivado na regido de
Bebedouro e no Vale da Ribeira (PINEDO. R, 2002). No Peru, o cultivo do Camu-camu
passa pelo médio e alto rio Amazonas até a parte ocidental, proximo as Cordilheiras
dos Andes. Na Venezuela, ao longo do rio Casiquiare e grande parte da alta e média
bacia do rio Orinoco (VILLACHICA, 1996).

A maior concentracdo dos arbustos é encontrada no estado silvestre na Amazénia
peruana, onde sdo encontradas grandes populacfes nativas quase mono especificas
(PETERS & VASQUEZ, 1987), nas margens dos rios Nanay, afluente do rio Amazonas;
e Supay, afluente do rio Ucayali baixo, entre as localidades de Pucallpa e Iquitos e no
curso inferior do rio Marafion (MENDONZA et al., 1989). A maior producao natural se

concentra na regido de Jenaro Herrera. (VILLACHICA, 1996).



1.2 —Habitat e Condi¢cdes edafo-climaticas de camu-camu (Myrciaria

dubia)

O Camu-camu é tipico de bosque Uumido tropical, caracterizado por temperaturas
minimas de 22°C, maxima de 32°C, meédia de 26°C, e precipitacdo pluvial
aproximadamente entre 1600 e 4000 mm. A altitude adequada é inferior a 300 metros
sobre o nivel do mar (PINEDO et al., 2001). Pode adaptar-se a terra firme da Amazonia
central, onde o regime de chuvas favorece a floracdo e frutificacdo da espécie
(ANDRADE et al., 1991a). RIBEIRO (2002) avaliou o desempenho vegetativo de
diferentes acessos de camu-camu cultivados em terra firme, obtendo como resultado
uma boa adaptacdo com bom desenvolvimento da planta e com caracteres
semelhantes a plantas de camu-camu silvestre; portanto pode ser cultivado em terra
firme.

O arbusto no habitat natural frutifica entre os meses de novembro a marco e quando
cultivado em terra firme (condi¢cdes edafo-climaticas de Belém), produz flores e frutos
durante o ano inteiro, mas com menores producdes nos meses de julho e agosto
(RIBEIRO et al.,, 2002).

As populacdes naturais nas margens dos rios amazoénicos tém uma producdo que
varia de 3 até 25 kg de frutos por planta. Em terra firme RIBEIRO (2002) obteve até 6
Kg de frutos frescos por planta / safra, 0 que € equivalente a 6,7 toneladas de frutos

frescos por hectare / safra (RIBEIRO et al., 2002).
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1.3 - Composicao Nutricional de camu-camu (Myrciaria dubia)

Frutos de camu-camu procedentes da regido de Belém, Para, possuem a porcao
comestivel com rendimento médio de 60% do fruto, com 8,5 graus Brix, com pH entre
2,9 a 3,1 e o &cido ascorbico (vitamina C) variando de 2,4 a 3,0 g/100g de mesocarpo.
(RIBEIRO et al., 2002).

Os Frutos de camu-camu procedentes de todas as regides em geral mostram teor
de vitamina C que varia amplamente entre 0,934 a 6,112 g/100g de polpa (CALZADA
BENZA, 1980.; ANDRADE et al., 1991b.; YUYAMA et al., 2001 e 2002), podendo ser
superior a de acerola (1,79 g/100g de polpa), até entdo considerada como a fruta mais
rica nessa vitamina (MATSUURA et al., 1998). Frutos de camu-camu produzidos em
Manaus, no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazébnia (INPA), possuem teores de
vitamina C que variam entre 2,4 g a 3,0 g/100g de polpa (ROQUE, 1994), entretanto o
camu-camu produzido no estado de Parana possui de 1,38 a 1,49 g/100g (JUSTI et al.,
2000). Acessos de camu-camu, procedentes da regido leste do estado de Roraima, nas
margens do rio Urubu e do rio Mau (ambos afluentes do rio Tacutu) possuem vitamina
C 5734 * 236,1 mg/100g no fruto inteiro e 3571 * 12,0 mg/100g sO na polpa, e nos
frutos coletados de uma Unica planta individual no rio Urubu apresentaram um contetdo
de 6112 * 137,5 mg/100g so6 na polpa (YUYAMA, 2002).

ROCA, (1965) encontrou que frutos de camu-camu em Peru possuiam 2,94 g/100g
de vitamina C no fruto inteiro e que 7% deste total de vitamina C (0,214 g/100g) era

representado pelo &cido deidroascoérbico e 93% (2,78 g/100g) pelo acido ascorbico.
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A ampla variacao do teor de vitamina C entre as diferentes populacdes se deve em
grande parte as diferencas genéticas. Este fato foi observado por meio de isoenzimas,
entre populagcdes de camu-camu oriundas de Iquitos (Peru), Uatuma (Amazonas) e de
Boa Vista (Roraima). (TEIXEIRA et al., 2004).

O fruto de camu-camu é uma fonte potencial de fibra alimentar total, insolavel e
soluvel, atingindo uma concentracdo média de 2,88 g/100g (YUYAMA et al., 2002). Os
teores de proteinas descritos na literatura, variam entre 0,4 g a 0,89 g, os de
carboidratos entre 3,5 g a 4,79 em 100g de polpa (ROCA, 1965.; ANDRADE, 1991b.;
JUSTI et al., 2000).

No que concerne aos elementos minerais os frutos de camu-camu podem suprir a
ingestdo adequada de elementos minerais (YUYAMA et al., 2004). As concentracdes de
potassio se encontram elevadas variando de 144,1 + 0,8 mg/100g. Calcio 10,6 £ 0,5
mg/100g. A concentragdo de sodio é baixa 90,7 + 16,5 pug/100g. O zinco é de 472,0 +
8,3 ng/100g. O ferro € de 664,6 + 121,7 ug/100g. Sendo assim, o calcio, mineral
considerado limitante nas dietas de pré-escolares (YUYAMA et al., 1999 in YUYAMA et
al., 2004) e de adultos (YUYAMA et al., 1995 in YUYAMA et al., 2004), que esta
presente nos frutos de camu-camu pode servir na diversificacdo de fontes alimenticias
deste micronutriente.

JUSTI et al., (2000) encontrou alto contetdo de potassio em camu-camu (838,8 mg/Kg),

sendo superior ao encontrado em acerola por VISENTAINER et al., 1997.

O estagio de maturacdo parece nao interferir no teor de vitamina C. JUSTI et al.,
(2000), investigando o teor de &cido ascoOrbico por titulometria em camu-camu,

procedentes do estado de Parana, cultivado no Instituto Agrondmico IAPAR, estacdo
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experimental de Morretes Parana, em trés estagios de maturacéo (imaturos, prematuros
e maduros), encontraram valores médios de 1,49 + 0,03 g/100g, 1,40 + 0,04 g/100g e
1,38 + 0,01 g/100g, respectivamente.

A Tabela 01 apresenta o conteudo de vitamina C, determinado pelo método
Cromatografico CLAE com coluna de troca ibnica em matrizes tropicais. Pode-se ver
gue o camu-camu tem duas vezes maior teor de vitamina C que a acerola e muito maior

teor que os outros frutos.

Tabela 01.- Conteudo de acido ascorbico em matrizes vegetais maduras

Matriz da amostra Teor de vitamina C
(mg/1009)

Suco de Abacaxi® 51,18

Tomate 2 21,03
Limao 44
Goiaba 60

Batata ® 39,82

Mandioca® 85,33

Acerola® 1300

Camu-camu® 2780

Fonte: SANTOS DA ROSA, 2005" e Boletim C & T, 2001".

Quanto ao teor de antocianinas e carotendides em duas regides de S&o Paulo:
Iguape e Mirandopolis, ZANATTA (2005) relatou que os frutos de Miranddpolis
apresentaram maior teor de carotendides totais 1096+198,0 ug/100g em relacdo aos

frutos produzidos em Iguape 363,4+217,4 pg/100g. A all-trans-luteina, o principal
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carotenoide presente nos frutos, apresentou concentracdes de 160,5+93,1 ug/100g
(44,2% do total de carotenoides nos frutos de Iguape) e 601,9+75,6 ng/100g (54,9% do
total de carotendides nos frutos de Mirandoépolis). O teor de B-caroteno encontrado foi
de 72,8+60,9 ng/100g (20% do total de carotendides nos frutos de Iguape) e 142,3+19,4
ug/100g (13% do total de carotendides nos frutos de Mirandopolis). O restante,
violaxantina + luteoxantina 27% nos frutos de Iguape e 31% nos frutos de Miranddpolis.
O extrato bruto de antocianinas nos frutos de camu-camu revelou cianidina-3-
glucosideo e delfinidina-3-glucosideo e novamente os frutos de Iguape apresentaram
maior teor de antocianinas totais (56,4+26,7 mg/100g) em relacdo aos frutos de
Mirandépolis (30,1+5,5 mg/100g). O autor concluiu que o elevado teor de antocianinas
totais nos frutos de camu-camu, oriundos da regido de Iguape pode ser devido as

baixas temperaturas (ZANATTA, 2005).

1.4 - Potencial agro industrial de camu-camu

O camu-camu é considerado um Tesouro Amazonico, por ser uma cultura com alto
potencial sécio-econdmico e nutricional para a regido, pois, além de melhorar a dieta da
populagédo, também contribui para o aumento da renda das comunidades nativas. E
uma excelente alternativa econbmica e ecoldgica por ndo envolver altos custos de
producdo no cultivo e pelo fato de os frutos possuirem as sementes necessarias para
novas producdes da populacdo (PETERS et al., 1987), podendo tornar-se uma fonte de
renda para os agricultores da regido Amazonica, gerando ocupacdo permanente ao

campesino, ribeirinho, pescador e agricultor sazonal.
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O recurso é apreciado especialmente nos mercados internacionais pelo seu alto
conteldo de acido ascorbico. O Peru exporta camu-camu em forma de polpa
congelada, mas em quantidades que ndo cobrem ainda a demanda dos mercados
internacionais. Desde 1978, a industria peruana realiza pesquisas nos frutos para o
desenvolvimento agricola, visando a exportacdo da polpa congelada. Nos ultimos anos,
no Brasil, a polpa de camu-camu vem sendo disponibilizada no mercado da regido do

norte do pais (SOUZA FILHO, M et al., 2002).

Os frutos de camu-camu s&o Uteis na elaboragdo de sucos, bebidas, sorvetes,
geléias, xarope, licor, conservante e corante naturais para a industria de alimentos e na
elaboracdo de polpas do fruto em formas liofilizada e congelada. Na induastria
farmacologica e de cosmeéticos sdo Uteis na fabricacdo de sabdo, xampus e
comprimidos concentrados de vitamina C natural (WHITMAN, 1974). No entanto, devido
a sua elevada acidez, dificilmente sdo consumidos in natura. Desta forma é importante
que as instituicbes de pesquisa realizem selecdo genética de plantas de camu-camu
com maior teor de &cido ascorbico e/ou produtividade, o que possibilitara o surgimento
de agroindustrias e bioinddstrias, que por sua vez podem gerar mais emprego e
desenvolvimento da fruticultura regional e maior economia para a regido e o pais,
aumentando a renda e qualidade de vida dos produtores rurais. (SOUZA FILHO et al.,

2002).
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1.5 - Banco Ativo de Germoplasma BAG de camu-camu (Myrciaria

dubia (H.B.K.) McVaugh) da Embrapa

InstituicGes de pesquisa brasileiras e peruanas vém desenvolvendo pesquisas sobre
a domesticacdo de Myrciaria dubia através de programas de melhoramento genético
para o cultivo em terra firme (CLEMENT et al, 1982.; COUTURIER et al., 2002.;
RIBEIRO et al, 2002.; YUYAMA et al., 2001). A frutificagdo das plantas de
camucamuzeiro em seu habitat natural ocorre entre os meses de novembro a marco,
sendo que, quando cultivados em terra firme, no Banco Ativo de Germoplasma (BAG),
nas condicbes edafo-climaticas de Belém, tém demonstrado uma boa adaptacdo, com
bom desenvolvimento da planta, florindo praticamente o ano inteiro, com extensao na
producdo durante o ano todo, mas com menores indices de producdo nos meses de

julho e agosto (CORREA et al., in RIBEIRO, 2001).

Uma parte dos acessos de camucamuzeiro do BAG de Myrciaria dubia (H.B.K.)
McVaugh da Embrapa € oriunda de coletas realizadas em populacdes naturais da
microrregido de Alto Solimdes, no Estado do Amazonas, nos Municipios de Atalaia do
Norte e S&o Paulo de Oliveira. Nove coletas procedem do local do rio Javari e seis do
rio Jandiatuba, dando um total de 15 populagbes. Os rios Javari e Jandiatuba séo
afluentes da margem direita do rio Solimdes.

A coleta das sementes dos frutos que formam o BAG de EMBRAPA foi efetuada no
momento em que os frutos estavam no inicio de maturagcdo. Em cada ponto foram
coletadas amostras aleatoriamente de frutos de plantas representativas das

populacbes. As amostras receberam codigos alfanuméricos, compostos de nome
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abreviado do centro de pesquisa Agroflorestal da Amazonia Oriental (CPATU),
posteriormente Solimdes, em homenagem ao local de coleta, além de um numero
sequencial de quatro digitos (RIBEIRO, 2001).

Atualmente, as coletas séao cultivadas e conservadas em campo em condi¢cdes de
terra firme na base fisica da Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém do Para. A area
onde esta localizado o BAG de Myrciaria dubia de Embrapa (1°28 S e 48°29’ W) se
caracteriza por ter um solo com pH acido de baixa fertilidade e € uma regido que
apresenta precipitacdes anuais variando de 1.700 a 3.000 mm. O clima se caracteriza
como tropical quente e umido, onde a temperatura média oscila entre 22 °C a 28 °C,
suportando temperaturas minimas e maximas em torno de 17 °C e 35 °C e com
umidade relativa (UR) de 70% até 95%. (RIBEIRO, S. I. 2001. Comunica¢do Embrapa

Amazonia Oriental).

A Figura 07 apresenta o0 mapa onde se pode ver o lugar de origem dos frutos de

camu-camu, onde foram realizadas colheitas para formar o BAG de camu-camu

(Myrciaria dubia) de Embrapa, nas margens do rio Solimdes (bacia do rio Amazonas).
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Rio Solimoes

Figura 07.- Bacia Amazonica, onde se observa o rio Solimdes.
Fonte: WILKIPEDIA 2007

Perto da cidade de Manaus, o Rio SolimGes e o Rio Negro se unem para forma o rio

Amazonas. (WILKIPEDIA, 2007)

1.6 - Desenvolvimento e maturacao dos frutos de camu-camu

O conhecimento do estagio de maturacao dos frutos é importante para realizagéo de
colheitas no momento certo, pois frutos colhidos imaturos apresentam amadurecimento

irregular e frutos muito maduros apresentam maior susceptibilidade ao apodrecimento,
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apresentando em consequiéncia qualidade inferior. (FANTASTICO, 1975 in ANDRADE,
1991a). Colheita no tempo ideal favorece também o prolongamento do tempo de vida
do fruto com caracteristicas desejaveis.

O camu-camu é um fruto ndo climatérico (PINEDO, 2002), ou seja, o fruto ndo faz a
transicdo entre o desenvolvimento e senescéncia, portanto ndo passa pelas mudancas
bioquimicas que produzem autocatélise de etileno que origina o amadurecimento do
fruto (ANDRADE, 1991b). Desta forma, quando é colhido verde ndo consegue alcancar
sua maturidade total.

Devido a falta de sincronia na frutificagcdo dos frutos de camu-camu é sugerido levar
em consideracdo a coloracdo do fruto para determinar os estadgios de maturacao,
observando a coloragcédo que surge na casca (ANDRADE, 1991b). As cores variam de
vermelho ou réseo a roxo escuro, no estagio final de maturacéo.

Nesse estudo, foram considerados 0s seguintes conceitos sobre estagio de

maturacao e desenvolvimento dos frutos:
Desenvolvimento: Periodos em que novos tecidos sdo formados por divisdo e
expansao das células ocorrendo mudancas quimicas. O desenvolvimento compreende
0s estagios de pré-maturacdo e maturacdo. A duracdo deste periodo é variavel,
dependendo de muitos fatores do cultivo.

Pré-maturacgao: Periodo de desenvolvimento em que ocorre uma expansao celular
extensiva e um conseqiente aumento de volume. Abrange geralmente a metade do
intervalo entre a floragdo e a colheita. O tempo que dura este periodo é variavel,
dependendo de muitos fatores do cultivo.

Maturacgao: Periodo de desenvolvimento em que o fruto atinge pleno crescimento e

maxima qualidade comestivel. Este periodo ocorre com o fruto ainda ligado a planta.
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Amadurecimento: E o periodo terminal da maturacédo, durante o qual o fruto
desenvolve completamente a aparéncia e qualidades sensoriais. Ocorrem
principalmente mudangas quimicas: na atividade do sistema enzimatico como a inibi¢ao
de enzimas pré-formadas, quebra de clorofila e a formacdo de carotendides e
antocianinas, hidrélise de amido e inter conversdo de acgUcares, sintese de aromaticos
volateis; alteracOes fisiologicas como mudancas na permeabilidade de membranas.
Este periodo pode ocorrer tanto antes como apos a colheita.

O inicio de amadurecimento € controlado geneticamente, mas esta sujeito a
mudancas por atuagao de fito-hormdnio, temperatura e condi¢gdes climaticas.

Senescéncia Periodo em que o crescimento do fruto cessou e 0s processos
bioquimicos de envelhecimento substituem as mudancas quimicas do amadurecimento,
com reacOes biogquimicas tendendo para o catabolismo dentro de um curto periodo de
tempo. A senescéncia pode ocorrer tanto antes como ap6s a colheita. (ANDRADE,

1991b)

O periodo ideal de colheita € determinado através de curvas de maturacdo, para
confeccdo destas, € preciso acompanhar as mudangas na composi¢cdo dos frutos
durante a maturacdo; mediante analises fisico quimicos (ANDRADE, 1991b). Dai a
importancia de caracterizacdo do teor de vitamina C em diferentes estagios de

maturacao para estabelecer o tempo ideal de colheita.
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2 -Vitamina C

2.1.- Vitamina C e sua Estrutura

HO

HO

HO OH

Figura 08.- Estrutura quimica do 4cido ascorbico (vitamina C)

A estrutura quimica do acido ascorbico assemelha-se a de um monossacarideo,
apresentando extraordinario poder redutor devido a sua configuracdo diendlica
C(OH)=C(OH), redutona ou enediol. (MURRAY et al., 1993).

Vitamina C é um termo genérico para os compostos que exibem atividade biologica
de acido ascorbico (AA), possui duas formas: a principal forma biologicamente ativa é o
L-acido ascorbico, a forma oxidada L-Acido deidroascorbico (DHA), um produto de
oxidacdo que também exibe atividade biol6gica e pode facilmente ser convertido em

acido ascorbico. A oxidacao ocorre facilmente. (MURRAY et al., 1993).
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Figura 09.- Estrutura do Acido L-ascorbico e Acido L-deidroascérbico.

2.2.- Fungoes da Vitamina C, metabolismo, absorcao e depésito de
vitamina C no organismo do ser vivo.

A vitamina C é muito importante na nutricdo humana e animal (VANDAMME 1992),
participando na formacdo de colageno e mucopolissacarideos, dos quais depende a
integridade de todos os tecidos fibrosos que formam a pele, tecido conjuntivo, dentina,
matriz 0ssea, vasos sanguineos, cartilagens e tenddes. A vitamina C também é
necessaria, junto com o O, e o Fe*?, para formar hidroxiprolina e hidroxilisina
(componentes do colageno); por isso ela intervém na cicatrizacao de feridas e fraturas
(MURRAY et al., 1993).

A Vitamina C também cumpre uma funcédo importante no sistema imunoldgico,

ajudando na luta contra infec¢cdes e contra células cancerosas. A estimulacdo dos
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leucécitos, de anticorpos, neutrofilos e fagocitos € obtida pela suplementacdo com
vitamina C. A vitamina C estimula a producgédo de interferén e reduz o processo da
reacdo inflamatoria, ajudando a integridade das mucosas, devido ao fato dessa
vitamina influenciar positivamente nos niveis plasmaticos de Ig A (anticorpo presente
principalmente na boca). A vitamina C também influencia nos teores de Ig M (atua na
primeira resposta aos antigenos e ativa partes adicionais do sistema imune) e o de
complemento 3 (C3) (ativado por imunoglobulinas que € uns dos mais importantes
complementos na destruicdo de antigenos), dando um reforco no sistema imunolégico
(GLASSER et al., 2000). Um estudo realizado em 2000 mostrou que a vitamina C
previne resfriados durante a temporada de inverno, por que no frio os niveis de
imunoglobulinas descem e a vitamina C, como suplemento, atua elevando-os
(GLASSER et al., 2000).

O efeito anticarcinogénico da vitamina C é devido a sua acdo antioxidante e ao
fortalecimento do sistema imunoldgico, que promovem a reducao dos riscos de cancer
e por destruir as células pré-cancerosas, pois as células pré-cancerosas e cancerosas
sdo reconhecidas como invasoras, sendo assim destruidas pelas células imunes,
especialmente, as natural killer e as secrec¢des destas, as citoquinas (GLASSER et al,,
2000). No tratamento de cancer de pele, a vitamina C atua com o estimulo da formacao
do colageno com a inibicdo de virus oncogénico e com o realce no efeito de
determinadas drogas usadas em quimioterapia e com a neutralizacdo de substancias
carcinogénicas (BSOUL, 2004). Na inibicho de nitrosaminas (substancias
carcinogénicas que se formam a partir de nitritos e nitratos usados como conservantes

na tecnologia de alimentos), também a vitamina C atua inibindo sua formacdo, sendo
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assim recomendada a adicdo de vitamina C em produtos industrializados que contém
nitritos e nitratos (RODRIGUEZ, 2006).

Além disso, LEON, S & ZANINOVIC (1993) relataram que a vitamina C pode inibir a
sintese de &cido desoxirribonucléico (DNA) e &cido ribonucléico (RNA) de tumores e
reduzir a producédo de virus por interferir na interagdo célula / virus, pois a vitamina C
exerce um papel protetor durante a resposta imune. Outros pesquisadores tém relatado
que a vitamina C pode contribuir com alguma melhoria imunoldgica em pessoas
infectadas com HIV (ARANHA et al., 2000). Um recente trabalho concluiu que uma
alimentacado rica em vegetais e frutas, fontes de vitamina C como frutas citricas e de
vitamina E, como o abacate, em homens saudaveis e ndo fumantes, mostrou-se
importante na reducédo de processos inflamatorios, indicados pela reducdo da proteina
C-reativa no plasma, embora ndo melhorou a funcdo imunolégica dos mesmos
(WALTZ, 2005). A vitamina C participa melhorando a resisténcia fisica do organismo,
assim como também fortalece o sistema nervoso, estimula os sistemas cardiaco,
circulatério e respiratério. Promove a desintoxicacdo do corpo e em especial do figado,
além de ter a capacidade de reduzir os niveis de chumbo no sangue. O acido
ascorbico, quando é suplementado em gestantes a partir da vigésima semana, evita a
ruptura da bolsa e consequientemente o parto prematuro (HARK, 1998). A vitamina C
exerce um papel de neuroprotecdo no cérebro, sendo importante na sintese de
neurotransmissores como dopamina, norepinefrina e serotonina. A norepinefrina e
serotonina tém sido vinculadas ao controle direto de sentimentos de ansiedade e
depressdo. A dopamina esta implicada diretamente na sintese de norepinefrina no
sistema nervoso central. A vitamina C atua na conversdo do aminodcido L-tirosina a

dopamina, e esta € convertida a norepinefrina com ajuda de cofatores como a Vitamina
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B6. Adicionalmente a vitamina C, como antioxidante, se opde a producdo dos radicais
de oxigénio que tendem a aumentar durante a tensao emocional e fisica, assim como
durante a infeccdo a vitamina C estd também envolvida no controle e movimento,
formacdo de resposta emocional e na percepcdo de dor e ao prazer (RICE, 2000). A
vitamina C é essencialmente requerida como um cofator ou como coenzima para muitas
enzimas essenciais nos processos fisiolégicos do corpo humano, animal e de plantas e
é também precursora da sintese de oxalato e tartarato. Tem um papel de grande
importancia no metabolismo pela capacidade de captar e liberar hidrogénio nas reagcdes

de oxido-reducéo (ARLIN, 1995).

Nas plantas a vitamina C participa em uma variedade de processos incluindo a
fotossintese, foto protecdo, crescimento da parede celular e expansdo celular,
resisténcia a estresse ambiental e sintese de etileno, giberilinas, antocianinas e

hidroxiprolina (SMIRNOFF & WHEELER, 2000).

Quanto a atividade biolégica da vitamina C, na forma oxidada, o 4&cido
deidroascorbico, também possui atividade fisiolégica posto que no organismo este é
reduzido formando o &cido ascorbico. Esta transformacéo do acido ascérbico em acido
deidroascorbico ocorre normalmente no interior do organismo e é reversivel, permitindo
gue uma dessas substancias possa sempre ser transformada na outra e esta
capacidade de transformacdo funcione como um sistema oxido redutor capaz de
transportar hidrogénio nos processos de respiracdo, no nivel celular (WELCH et al.,

1995).
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A vitamina C é absorvida facilmente no intestino delgado, principalmente no
duodeno, podendo ocorrer no jejuno e no ileo, que sao porgBes distais do intestino
delgado, sendo necesséaria a presenca de sodio na luz intestinal. A vitamina passa
entdo ao sangue por transporte ativo, sob a forma de um anion livre, sendo transferida
por difusdo simples no interior dos leucécitos e dos eritrocitos. O acido ascoérbico
plasmatico filtrado é quase totalmente reabsorvido. A eficiéncia de absor¢cdo se dé por
um mecanismo de saturacdo, ou seja, decresce quando se ingere grande quantidade
da vitamina. Com a ingestao normal de 0,060 a 0,12 g, o organismo absorve 90% da
vitamina C. A vitamina C pode ser armazenada pelo organismo em pequenas
guantidades. Quando o pool de vitamina C que o ser humano possui em condi¢gdes
normais estd saturado devido a ingestdo em doses muito elevadas, uma alta
porcentagem € eliminada pela urina, sob a forma do catabdlito 4cido oxalico ou em sua
forma original. Mas, quando existe deficiéncia, a absor¢cdo é muito alta e ndo ha
eliminacéo pela urina (ARLIN, 1995). O nivel de acido ascoérbico (ascorbato) no plasma
em adultos humanos é de 30 a 100 umol/l, o que pode ser mantido com uma absorgéo
diaria de 60 a 100 pg de vitamina C (HERMES, 2004). O &cido ascérbico pode ser
encontrado em altas concentracdes em varios tecidos, como por exemplo, o tecido

supra-renal, figado, baco e rins (ARANHA et al., 2000).

As propriedades da vitamina C sao importantes na prevencdo de anemia, por que
esta vitamina atua como fator promotor da absor¢céo de ferro ndo heme (inorganico),
presente nos alimentos de origem vegetal: (LYNCH et al.,, 1980), devido a varios
fatores:

e Reduz o Fe*? (que é pouco solGvel no intestino) ao Fe*?, para que seja absorvido.
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e A ingestdo simultdnea de ferro, vitamina C e/ou proteinas aumenta a absor¢cdo de
ferro, formando quelatos de baixo peso molecular com ferro a pH acido, mais soluvel
e biodisponivel; facilitando assim sua absor¢éo intestinal no pH alcalino do limen
intestinal.

e A vitamina C facilita a liberacdo do ferro da transferrina (proteina que transporta o
ferro no sangue) e também da ferritina (principal proteina de armazenamento do
ferro).

e O &cido ascorbico participa de modo importante da modulacéo de sintese de ferritina
e, portanto no depodsito de ferro. O mecanismo envolve a regulagdo de RNA
mensageiro na sintese de ferritina pela proteina responséavel de ferro (LYNCH et al.,
1980)

e A presenca da vitamina C aumenta a absorcdo do ferro ndo-heme mesmo na
presenca de fatores inibidores (fitatos, polifendis, fosfatos, oxalatos, carbonatos, fibra

dietética e taninos) nas refeicdes (LYNCH et al., 1980).

A absorcdo de ferro heme é relativamente independente da composicao dos
alimentos e pouco afetada por intensificadores ou inibidores que possam afetar esta
absorcéo, embora outros componentes de alimentos sejam necessarios para assegurar
uma adequada absorcdo. Portanto a absorcdo de ferro heme é mais efetiva que ferro
ndo heme (LYNCH et al., 1980).

Em idosos a diminuida biodisponibilidade do ferro pode ser revertida através do
consumo em conjunto com alimentos ricos em vitamina C, melhorando assim a

absorcédo e aproveitamento do ferro, uma vez que a estabilidade e solubilidade do

27



complexo ascorbico-férrico sdo mantidas mesmo com alteracbes de valores de pH
gastrico (ARANHA et al., 2000)

Um estudo mostrou que criangas anémicas e/ou com hipovitaminose, mediante o
consumo de um copo de suco de acerola por 35 dias apresentaram melhora nos niveis
séricos de vitamina C e aumento na concentracdo de hemoglobina em forma
significativa, combatendo a anemia ferropriva (COSTA et al., 2001).

Considerando uma dieta com 100% da recomendacdo diaria de ferro e taxa de
absorcéo de ferro de 10%, a quantidade de vitamina C necesséaria para conseguir o
efeito de aumentar a taxa de absorcao de ferro € estimada como 0,070 — 0,14 g/dia de
vitamina C para criangas com menos de um ano de idade e cerca de 0,05 a 0,1 g/dia

para criancas maiores de um ano (INSTITUTE OF MEDICINE, 2003).

A deficiéncia de vitamina C, que é a causa do escorbuto, se instala quando o valor
sérico do acido ascorbico € menor a 0,0002 g / 100 ml. Os sintomas sdo derivados da
inadequada formag&o e manutencéo dos tecidos e compostos intercelulares, ocorrendo
hemorragias subcutaneas, gengivais e em outras éareas. Ocorre ainda anemia,
debilidade muscular, deficiéncia na cicatrizacdo de feridas, petéquias, osteoporose,
amolecimento de dentes, perda do cabelo, pele seca pruriginosa e alteracdes
neuroticas. A deficiéncia de vitamina C exerce ag¢do sobre a mobilizacdo das reservas
de ferro do baco, mas ndo sobre suas reservas hepaticas. A suplementacdo de

vitamina C acelera a mobilizacdo do ferro (PORTELA, 1994).

Alguns autores tém evidenciado uma diminuicdo dos teores plasméticos de vitamina

C com a idade (RUSSEL & SUTER, 1993; GUILLAND & LEQUEU, 1995 in ARLIN,
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1995) sendo resultado, na maioria dos casos, de uma reduzida ingestdo de alimentos
decorrentes de causas variadas (ASCIUTTI-MOURA et al.,, 1993.; GUILLAND &

LEQUEU, 1995 in ARANHA et al., 2000).

A hipervitaminose C causa diarréia notavel, provavelmente pela grande quantidade
de agua que passa para o interior do intestino. Pode causar também nauseas, vémitos,
aumento da absor¢édo do ferro e um problema potencial do rim e da bexiga, em razdo
do aumento de suas excrecdes. O catabodlito de excrecdo acido oxalico em excesso

pode provocar litiase oxalica (GUILLAND, 1992 in ARANHA. et al., 2000).

Um estudo mostrou que idosos com idade entre 60 e 93 anos e hipovitaminose C
gue receberam durante um més vitamina C, através de suplemento de suco de acerola
ou suplemento em farmaco de 0,5 g, apds vinte dias de tratamento, ja tinham corrigido
0 quadro de hipovitaminose e normalizado os niveis séricos de vitamina C. Aqueles que
receberam o suco tiveram a absorcdo da vitamina C de forma mais eficiente,
possivelmente devido aos flavondides presentes na fruta de acerola (ARANHA et al.,

2004).

2.3.- Dose Recomendada de Ingestao de vitamina C

A RDA, definida como o nivel de ingestdo diario dietético de um nutriente para um
individuo é baseado na quantidade suficiente para cobrir a exigéncia nutritiva de quase

todos os individuos (97%) de uma populacdo sadia. O Al é definido como a quantidade
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dietética adequada de ingestdo diaria de um nutriente (MARCHIONI, D. M. L et al.,
2004).

O Al de vitamina C para bebes de 0 a 6 meses € de 40 mg/dia e para os de 7 a 12
meses de 50 mg/dia. A RDA de vitamina C para criancas de 1 a 3 anos é de 15 mg/dia
e para as de 4 a 7 anos de 25 mg/dia. A RDA para homens e mulheres de 9 a 13 anos
€ de 45 mg/dia. Para adolescentes homens de 14 a 18 anos é de 75 mg/dia e para
mulheres com esta idade de 65 mg/dia. Para homens de 19 a 70 anos € de 90 mg/dia e
para mulheres com esta idade de 75 mg/dia. Para mulheres gravidas a RDA de
vitamina C é de 80 a 85 mg/dia e para lactantes é de 15 a 120 mg/dia. (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCE, 2004).

Para prevenir o escorbuto é recomendada a ingestdo de 46 mg/dia em homens e
mulheres nao fumantes. Em condi¢cdes de estresse como com 0 consumo de cigarro e
alcool, quando a absorcdo de vitamina C é afetada, a RDA aumenta de 60 a 120
mg/dia. Esta dieta diminui o risco de doencas crdonicas como o cancer, doenca
cardiovascular e catarata pela acdo antioxidante desta vitamina. (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCE, 2004).

A Vitamina C é hidrossoluvel e é armazenada pelo corpo em pequenas quantidades;
portanto, deve ser consumida diariamente para manter em forma 6tima o pool corporal
desta vitamina (CARR, 1999).

Em humanos, varios fatores podem regular a biodisponibilidade do acido ascorbico
para os tecidos: O consumo dietético desta vitamina, sua ligagdo a uma proteina no

soro ou no plasma, e a forma em que esta se encontra (DHARIWAL et al., 1991).
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2.4.- Biossintese de Vitamina C

A biossintese do 4cido ascorbico se da a partir de D-glicose e é uma via complexa
constituida de nove etapas. Em plantas, a rota biossintética divide-se em dois ramos: A
rota do acido galacturdénico e a rota myo-nositol. (Figura 10 e 11). Em animais (etapas 2
a 9 da figura 10) o intermediario final da sintese é o L-gulono 1,44actona, enquanto nas
plantas o L-galactono 1,4-lactona. O processo de biossintese de acido ascérbico em
plantas ndo estd completamente estabelecido e pouco se conhece sobre sua
regulacdo, sobre os fatores genéticos e ambientais que afetam a variacdo dos niveis de
acido ascorbico nas frutas, assim como o que regula a concentragdo de vitamina C nos
diferentes tecidos vegetais. VIOLA et al., (2003) relataram que a sintese de vitamina C
se produz dentro do floema do vegetal e se acumula em érgdos de armazenamento. A
biossintese em animais foi elucidada desde os anos 60 (DAVEY et al, 2000), a

descricdo se encontra na figura 10, nas etapas de 2 a 9.

Os seres humanos e outros primatas, alguns passaros e alguns peixes tém perdido
a capacidade de sintetizar a vitamina C, como consequéncia de uma mutacdo na
codificacdo do gene para o L-gulonolactone oxidasa (GLO), a enzima requerida na
biossintese da vitamina C na via do &cido glucurénico (WOODALL & AMES, 1997).
Entretanto a maioria dos mamiferos ndo primatas tem a capacidade de sintese de acido
ascorbico, pois possuem um mecanismo de retorno, através do qual o figado aumenta

a sintese de acido ascorbico em resposta a um estresse fisiologico (STONE, 1984).

Frente a este fato, o interesse pelo aumento do teor de vitamina C em alimentos tem

sido observado nos trabalhos realizados em batatas e tomates, principais vegetais
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consumidos nos Estados Unidos, visando ao enriquecimento nutricional destes
vegetais, levando assim a um suprimento mais direto e natural da Vitamina C

(FRUSCIANTE et al., 2000).
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71 {15 Methylgalacturonato
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8] }18 D-Galacturonato
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9
18

L-Acido Ascorbico
(Vitamina C)

Figura 10.- Rota de Biossintese do acido L-ascérbico em plantas (reagfes 10-18). Em animais
(reacdes 2-9). Enzimas que catalisam as reagfes: 1. myo-inositol oxygenase; 2, phosphoglucomutase; 3,
UDP-glucose pyrophosphorylase; 4, UDP-glucose dehydrogenase; 5, glucuronate-1-phosphate
uridyltransferase; 6, glucuronokinase; 7, glucuronate redutase; 8, aldonolactonase; 9, gulono-1,4- lactone
dehydrogenase; 10, glucose-6-phosphate isomerase; 11, mannose-6-phosphate isomerase; 12,
phosphomannomutase; 13, GDP-mannose pyrophosphorylase; 14, GDP-mannose-3,5-epimerase; 15,
phosphodiesterase; 16, sugar phosphatase; 17, L-galactose-1-dehydrogenase; 18, L-galactono-1,4-
lactone dehydrogenase; 19, methyl-esterase; 20, D-galacturonate reductase; 21, aldono-lactonase.
Reacéo reversivel com dupla terminagao.

Fonte: NESSLER ef al., 2003.
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Figura 11.- A) Biossintese. B) Reducdo do peroxido de hidrogénio pelo ascorbato, catalisado pela
ascorbato peroxidase citosodlica (cAPX); C) O produto da oxidacdo, radical monodehidroascorbato
(MDHA) é reduzido a ascorbato pela MDHA redutase dependente de NADP; D) DHA é reduzido a
ascorbato pela dehidroascorbato redutase (DHAR) dependente de glutathiona (GSH), que é regenerada
de sua forma oxidada GSSG pela glutathiona redutase (GR) a GSH; E) O AsA é transportado através da
parede celular facilitada por difuséo via um transportador de membrana plasmética na troca por DHA; F)
Ascorbato oxidase (AQ) é uma glicoproteina secretada que catalisa a oxidacdo do ascorbato na parede
celular vegetal; G) O MDHA resultante € provavelmente reduzido pelo sistema citocromo b da membrana
plasmatica (7); H) Uma MDHAR ligada & membrana plasmatica regenera o ascorbato no lado citosdlico.
Fonte: SILVA, 2006.



2.5.- Fungao antioxidante da Vitamina C

Um sistema poderoso de defesa antioxidante, proveniente da dieta € composto pela
vitamina C, vitamina E (a-tocopherol), p-Caroteno, vitamina A e flavondides. Estes
compostos interceptam os radicais livres gerados pelo metabolismo e/ou por fontes
exogenas, impedindo a oxidagcdo dos aminoacidos e das proteinas e das bases do
DNA; cuja condicdo geraria a formacdo de lesbes e perda da integridade celular
(BIANCHI & ANTUNES 1999). O ascorbato € a primeira linha de defesa antioxidante do
plasma (KRELING, 2005).

O estresse oxidativo é definido como perda da homeostase entre a produgédo de
radicais livres e de antioxidantes, por que ocorre um aumento da producéo de radicais
livres e uma deficiéncia de antioxidantes (BIANCHI & ANTUNES, 1999)

A vitamina C é um antioxidante ndo-enzimatico e hidrossolivel que intervém
capturando radicais livres e oxigénio singleto. Também intervém regenerando a forma
reduzida de vitamina E, uma vez que esta atuou como antioxidante. Atua na fase
aquosa como um excelente antioxidante sobre os radicais livres, mas nao é capaz de
agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidacao lipidica, funcdo que €
cumprida pela vitamina E. A vitamina E é o principal antioxidante lipossollUvel, presente
em todas as membranas celulares que previne a perda de fluidez da membrana,
importante na fungéo de protecéo das células, inibindo a peroxidacéo lipidica.

A acdo antioxidante diminui riscos em afeccbes oculares como a degeneracao
macular relacionada com a idade e catarata e outras doencas degenerativas (BIANCHI.

& ANTUNES, 1999)
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Ironicamente 0 aumento da sintese de ascorbato, também leva ao desenvolvimento
de estresse oxidativo, por que se produz uma reagcdo que gera a espécie reativa de
oxigénio (ERO) H,0O, que é praticamente indcuo e, porém pode se difundir facilmente
através das membranas celulares como, por ex., a membrana do nucleo (Reacédo

abaixo) (BARREIROS et al., 2006).

Gulonolactona
oxidasa

L-gulono-y-lactona + O, ——p-acido L-ascoérbico + H,0,

Reacéo de sintese de &cido L-ascorbico em plantas e ratos

Quando o ascorbato atua frente a um radical livre, o ascorbato se torna radicalar,
gerando-se o radical ascorbil. A vantagem desta reacdo € que o radical gerado, o
ascorbil radicalar, possui menor reatividade entre todas as moléculas radicalares, ja que

se encontra em ressonancia estabilizada entre o ascorbato e 0 acido deidroascorbico

(figura 12).
HUKHZ HOCH;
e-H* 0
HOCH 0 0 II} HOGH 0
g e-H* 0 0
Ascorbato (ASC) Radical ascorbil (A"’ Acido deidroascirhico (DHA)

Figura 12.- Ressonancia da molécula radicalar ascorbil.
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Posteriormente o ascorbato é reciclado (Figura 13), e o acido deidroascorbico €
reduzido a ascorbato (anion resultante, quando o &cido ascérbico estd em solucdo) pela
acdo da enzima dehidroascorbato redutase e de um cofator, o tripeptidio glutationa na
forma reduzida. Este passa a forma oxidada, produzindo o ascorbato. A reciclagem do
acido ascoérbico pode ser também realizada pela enzima monodehidroascorbato
redutase (MDHAR) (Figura 12), que converte o DHA em acido ascérbico via
transferéncia de elétrons do NADH (LISENBEE et al., 2005).

VaNADP* ASC Y NAD*

X ..
\1 A redutases

Tioredoxina

. II | matocrondiial on
N » microsomal
L
YaNADPH A" 1 NADH
X A
IV ] 111
X ASC

GSH DHA % NADPH

Diretamente ouvia g fyy toredoxina redutase ou
glutaredoxina on PDI 3u-hidroxiesterdide desidrogenase

GSSG ASC ™ 1 NADP*

Figura 13.- Reacdes de reciclagem do Ascorbato

Onde:

A" = Ascorbil GSH = Glutationa forma reduzida,

ASC = Ascorbato DHA Acido deidroascorbico,

GSSG = Glutationa disulfido (forma oxidada da glutationa)
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Existe uma interacdo entre carotendides, vitamina E, e &cido ascorbico (Figura 14),
acontecendo uma reacdo em cascata. O carotenodide ao reagir com a vitamina E
radicalar permite a recuperacdo desta molécula na forma néo radicalar, produzindo o
carotendide na forma radicalar. Na segunda reacdo o carotendide radicalar reage com
ascorbato, recuperando o estado néo radicalar, resultando um radical ascorbil. O radical
ascorbil por ser um radical de baixa reatividade, exerce um reduzido efeito no
organismo como o0 aumento do estresse oxidativo. Na figura 14b € mostrado que a
vitamina C hidrossoluvel reciclada permite a conversdo da Vitamina E radicalar a
Vitamina E em estado normal (presente na membrana), dado que a vitamina E ao reagir
com um radical livre se torna radicalar e a vitamina E radicalar reage logo com
ascorbato, gerando assim radical ascorbil e recuperando a vitamina E em estado

normal (n&o radicalar).

a) CAR + a-Toc® — a-TocH + CAR*"
CAR*" + ascorbate + H" — CAR
+ ascorbyl®
a-TocH + R* — a-Toc® +RH
b) oToc* + ascorbate — ascorbyl® + a-TocH

a-Toc® + CoQH, — CoQH® + a — TocH

Figura 14.- ReacOes de Interagdo entre moléculas radicalares de carotendides, vitamina E e
acido ascorbico
Fonte: HERMES, 2004.

Onde:
«-Toc® = Vitamina E radicalar CAR®* = Carotendide radicalar
«-TocH = Vitamina E CoQH; = Coenzima Q forma reduzida
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A vitamina C tem uma acdo pro oxidante: Estudos in vitro mostraram que esta
vitamina, na presenca de metais de transicéo, tais como o ferro, pode atuar como uma
molécula pré-oxidante e gerar os elementos reativos de oxigénio, como a H,0, e radical
hidroxil OH®, uma vez que promove a reduc¢do de metais de transicdo como o ferro.
Entretanto a disponibilidade desses metais, no organismo é limitada (BIANCHI et al.,
1999).

Um trabalho realizado por BENDICH (1993), mostrou um efeito positivo da
suplementacdo com complexo de vitamina A, B-caroteno, vitamina C e vitamina E na
prevencdo e modulagédo das conseqiiéncias patologicas resultantes da acédo de radicais
livres como a resposta imune com a destruicdo de células cancerosas, resposta imune
aos efeitos imunosupresivos de fatores exdgenos, como a exposicdo a radiacao
ultravioleta e ao uso de cigarro, que aumentam o risco de cancer. Este estudo € uma
abertura na pesquisa da determinacéo de doses exatas e de protocolos de tratamento,

para a acao destes agentes na sua prescricdo com a finalidade antioxidante.

2.6.- Estudo do camu-camu como nutraceutico

Determinadas pesquisas realizadas por médicos norte-americanos constataram que
a ingestéo diaria de 1,0 g de camu-camu liofilizado em p6 e em jejum elimina todos os
sintomas de depressao, ansiedade e alteracbes de humor (GONZAGA MOTA, 2003).
Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2007), a ingestédo
diaria recomendada (RDA) para vitamina C é de 15 a 25 mg para criancas entre 1 a 8
anos, respectivamente; de 45 a 75 mg para jovens entre 9 e 18 anos ,e de 75 a 90 mg

para mulheres e homens respectivamente, o consumo diario de apenas um fruto de
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camu-camu por dia (233,5 mg de vitamina C por frutos, Tabela 1), ultrapassaria essa
recomendacéo tanto para criangas quanto para homens adultos. Na verdade,as frutas
e vegetais, sdo excelentes fontes naturais de vitaminas antioxidantes (E e C) e B-
caroteno. O camu-camu, além de apresentar altos niveis de vitamina C, apresenta
ainda alto teor de flavondides (ZANATTA, 2005) composto bioativo com acdo
antioxidante, podendo estar envolvido na protecdo do organismo humano contra

doencas cardiovascular e cancer (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

3.- Consideragdoes sobre as metodologias para determinagcao de

Vitamina C

Existem diversos métodos analiticos de quantificagdo dos teores de acido ascorbico
em alimentos, alguns deles mencionados na presente monografia. Na escolha do
método mais adequado para a determinacdo de vitamina C nos alimentos se toma em
consideracdo que a vitamina C é sensivel a oxidacao, frente aos fatores externos como:
ar, luz, condi¢bes alcalinas e calor; sendo facilmente destruida em prolongados
periodos de estocagem e processamento de alimentos. Devido a esta facil degradacéo
e oxidacédo, para a determinacdo dos teores de vitamina C em alimentos, em primeiro
lugar a vitamina C deve ser estabilizada quando recém extraida da matriz vegetal para
obter altos niveis de recuperagdo e reprodutibilidade destes teores. (SANTOS DA

ROSA, 2005)
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3.1 - Determinacao do teor de acido ascoérbico por titulometria
Método de Tillman

O método titulométrico baseia-se na reducdo do corante 2,6-diclorofenol indofenol
pela solugdo &cida do &cido ascorbico. O &cido ascoérbico reage direta e
guantitativamente com o titulante, que seria o corante, reduzindo-o e oxidando-se a
acido deidroascorbico. A reacdo efetuada em meio acido é rapida e a mudanca final
dada pelo préprio corante que, em meio acido e uma vez oxidado todo pelo &cido
ascorbico muda de coloragéo. O titulante, DFI — 2,6 dicloro fenol indofenol, age como
indicador de pH e o acido ascérbico pode ser determinado pela medida do excesso do
reagente. Este método pode ser empregado em andlises em grande escala. (GUCLU, K
et al., 2004).

A desvantagem deste método é a interferéncia por parte de outras substancias
presentes na matriz analisada, que tenham também capacidade redutora como o acido
ascorbico. Entre os interferentes cabe mencionar: cisteina, taninos, fendis, tiossulfato e
0S pigmentos presentes na matriz que influem na coloragcdo da amostra, interferindo na

determinac&o da concentracéo exata de vitamina C. (GUCLU, K et al., 2004).

3.2 - Determinacdo do teor de acido ascoérbico por
espectrofotometria

Neste método inicialmente é feita a extracdo de interferentes que podem apresentar
absorbancia no mesmo comprimento de onda utilizado na determinagcdo do teor de
vitamina C, confundindo o teor exato de vitamina C. Esta metodologia é laboriosa,

devido a extracdo dos interferentes, necessitando de longas horas, o0 que repercute na
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oxidacdo e degradacdo da vitamina C da amostra a analisar. Para eliminar estes
interferentes sédo utilizados diferentes reagentes como a dinitrofenilhidrazina, tiouréia, 2-
6 diclorofenolindofenol (DCPIP), acido metafosférico, acido sulfarico. (GUCLU, K et al.,

2004).

3.3 - Determinacgao de Vitamina C por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com coluna de Troca I6nica

Os meétodos cromatograficos sdo os mais utilizados atualmente na determinacédo de
acido ascorbico, principalmente por sua inerente capacidade de separacdo de
interferentes, ndo necessitando de preparos laboriosos que expdem a vitamina C a
maiores probabilidades de degradacdo. A cromatografia liquida de alta eficiéncia -
CLAE é um analise com alta sensibilidade e rapidez, muito empregada para sustancias
de baixo peso molecular.

O método de analise de quantificagdo CLAE com coluna de troca ibnica separa a
vitamina C por mecanismo de particio em fase reversa na superficie da resina da
coluna, sendo esta separacdo modulada por ion. As substancias interferentes na
determinacdo de vitamina C se ionizam no pH da fase movel e sdo separadas por
excluséo idnica, processo facilitado pela carga fixa da resina. (ARSHOOR et al., 1984 in
SANTOS DA ROSA, 2005). A coluna por troca idnica € constituida de uma tubulacéo de
aco inoxidavel com faixa de comprimento de 10 a 30 cm e didmetro interno de 4 a 10
mm. A fase estacionaria desta utiliza resinas poliméricas com tamanho de particula do

recheio de 3,5 a 10 mm, que possui ions que sdo capazes de reter contra-ions. Estes
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por sua vez sdo capazes de serem deslocados por ions presentes na amostra. Na
extremidade da coluna esta presente um grupo trocador de ions.

O &cido ascorbico é analisado pelo mecanismo de particdo em fase reversa (onde a
fase estacionaria € apolar e a fase mével é polar, a afinidade pela fase estacionaria e
consequentemente seu tempo de retengdo na coluna € controlado pela polaridade da
fase movel) e ndo pelo mecanismo de troca i6nica (a fase estacionaria, normalmente
uma resina, possui 0s grupos iénicos ligados e este por sua vez tem um contra ion com
carga oposta), o contra ion pode ser deslocado pelos ions da fase mével de carga
similar a ele. Durante o processo de separagédo, ao pH da fase movel, a molécula de
vitamina C encontra-se sob a forma néo ionizada porque a este pH a molécula de
vitamina C ndo se ioniza e a particdo acontece pelo mecanismo de fase reversa que
evita que a vitamina C esteja quimicamente ligada a silica da coluna. (JUPILLE et al.,
1981 in SANTOS DA ROSA, 2005).

Posteriormente a amostra passa por um detector, que € um dispositivo mecanico
que identifica e registra a mudanca de concentracdo na fase mével efluente da coluna,
a interpretacdo deste registro determina a concentracdo da amostra e seus
constituintes. O transdutor converte a informacdo de concentracdo da amostra, que é
de dominio nado elétrico num sinal elétrico registrado por um sensor. O detector assim é
capaz de medir os sinais elétricos, que sdo proporcionais ao indice de refracdo do
soluto e da fase movel, determinando a concentracdo da amostra. O detector tem que

estar aliado ao tempo de reten¢cdo da amostra.

A vitamina C recém extraida da matriz vegetal precisa estar estabilizada, para obter

altos niveis de recuperacdo e reprodutibilidade destes teores de vitamina C
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(PENTEADO, 2003 in SANTOS DA ROSA, 2005), esta estabilizacao € dada no preparo

da amostra, ndo necessitando de processos laboriosos.

A Figura 15 mostra o cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de

troca ibnica empregado no presente trabalho.

Figura 15.- Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia nas dependéncias de Embrapa Agroindistria
de Alimentos CTAA.

A Figura 16 mostra as diferentes partes do equipamento CLAE — com coluna de troca
iGnica:
Reservatério de solvente: S&o freqientemente equipados com meios de remover

gases dissolvidos, como o0 O, e N,, os quais interferem formando bolhas na bomba e no



sistema de deteccdo. Consistem de uma bomba de vacuo que permeia o ar por tubos
de teflon, ou ate mesmo um sistema de introdug&o de gases inertes (He ou Ar).

Bomba e Misturador de Solventes: O bombeamento de solvente, tem como requisito
a capacidade de suportar pressdes de até 5.000 psi (libra por polegada quadrada),
fluxos de 0,1 a 10 ml/min (COLLINS & BRAGA, 1990 in SANTOS DA ROSA, 2005).
Injetor: Para a introducdo da amostra o método de injegcdo de amostras mais utilizado
em cromatografia liquida e baseado na utilizacdo de véalvulas rotatérias equipadas com
uma pequena tubulagéo de volume conhecido (“/oops”).

Detector: O detector espectrofotometro de absorbancia de radiacdo UV-VIS foi
empregado no presente trabalho, cujo principio de funcionamento € que a fase movel
gue emerge da coluna passa a través de uma pequena célula que € mantida no
caminho de um feixe de radiacdo UV-Visivel (Figura 17) provinda de uma lampada de
deutério e a radiacdo ndo absorvida é medida em um dispositivo o fotodiodo, que seria
o transdutor ao converter uma informacéo néo elétrica num sinal elétrico.

Este detector oferece informacgdes espectrais e permite a comparacao de espectros.
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Figura 16.- Partes do equipamento de CLAE com coluna de troca ibnica
(Fonte: SANTOS DA ROSA, 2005)
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Figura 17.- Célula do detector espectrofotbmetro de absorbancia de radiacdo UV-VIS
(Fonte: SKOOG et al., 1998 in SANTOS DA ROSA, 2005)



Capitulo Il
JUSTIFICATIVA

Este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa que vem sendo desenvolvido na
Embrapa Recursos Genético e Biotecnologia, que tem por objetivo o desenvolvimento
da cultura de camu-camu, como alimento funcional, com foco na valorizacdo da

biodiversidade da Amazbnia e no estudo do genoma funcional das vias de sintese e

degradacao da vitamina C.

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho reuniu dados da literatura sobre os teores de vitamina C no
camu-camu, oriundo de varias regides do pais, bem como, apresenta resultados
preliminares das andlises de teores de vitamina C em frutos de camu-camu, em
diferentes estagios de maturacdo, do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental.

Os objetivos especificos foram:

1- Determinar os teores de vitamina C em casca e polpa dos frutos de camu-camu em

quatro estagios de maturacao através de titulometria e CLAE.

2- Analisar o efeito do processamento nos teores de vitamina C em polpas gerada por
despolpadores comerciais e avaliar as perdas nos teores de vitamina C através de

titulometria e CLAE.
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Analisar, comparativamente, os teores de vitamina C em frutos de camu-camu

através das metodologias de titulometria e CLAE

Analisar a influéncia do armazenamento do camu-camu a -80 °C, durante 10

meses, na concentracdo de vitamina C da casca e da polpa.



Capitulo Il

MATERIAIS E METODOS

1 - Material Vegetal

Os frutos utilizados (figura 18) foram obtidos do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG), de camu-camu da Embrapa Amazénia Oriental, localizado em Belém de Para.
Este banco foi formado em 1993, a partir de sementes coletadas as margens do rio
Solimdes. O BAG consiste de 100 plantas, sendo 10 populac¢des oriundas de diferentes

localidades das margens do rio, representadas por 10 plantas cada.

Figura 18.- Fotografia obtida de um corte dos frutos de

camu-camu

1 — Coleta, Classificagao e Preparo das amostras.

1.1.- Frutos de camu-camu

Os frutos de camu-camu em frutificacdo e em diferentes estagios de
desenvolvimento e maturacdo foram coletados aleatoriamente do BAG camu-camu.
Foram definidos 04 estdgios de maturacdo nos frutos a partir do seu completo

desenvolvimento; tomando-se como referéncia a coloracdo da casca dos mesmos que

49



varia de verde a avermelhada até roxa (Figura 19). Tomou-se em consideracédo também
a variacdo da consisténcia da polpa do fruto e o tamanho do fruto. A Tabela 02
apresenta as caracteristicas qualitativas utilizadas na determinacdo do grau de

maturacao dos frutos de camu-camu no presente estudo.

Tabela 02.- Atributos fisicos utilizados no presente trabalho para caracterizar os

estagios de maturacéo de frutos de camu-camu.

Estagios Consisténcia do fruto e
B Cor da Casca
de Maturacgao caracteres
01 . Rigida e dura, a polpa
. 100% o fruto com coloragéo verde
(ndo maduro) com cor clara.
02 50% coloracdo com inicio de .
. _ o Rigida, a polpa cor clara.
(Semimaduro) pigmentacao purpura avermelhada
03 100 % do fruto com presenca de _
_ Firme, a polpa cor clara.
(Maduro) tonalidades vermelhas
04 100% do fruto com presenca de Fragil, a polpa apresentou
(Sobre maduro) coloracado puarpura-roxa cor rosa.

Observou-se que a casca do fruto no estagio 03 de maturacdo rompe-se com
facilidade e no estagio 04 existe menor consisténcia do fruto, o que € explicado pela

acao de hidrdlise das pectinas na parede celular no estagio maduro.
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Figura 19. - Frutos de camu-camu nos quatro estigios de maturacéo

Para cada estagio de maturacdo 05 frutos com caracteristicas tipicas de cada
estagio foram selecionados aleatoriamente das dez populacfes; assim o resultado das
analises corresponde a média de 05 frutos coletados ao acaso dentro de todo o BAG
todo.

Os frutos foram acondicionados em caixa de isopor e imediatamente transportados
via aérea até a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF, onde as

amostras foram pesadas e processadas.

1.1.1.- Frutos cujas polpas e cascas foram armazenadas em forma
homogeneizada:

As polpas foram separadas manualmente das cascas dos frutos, e entdo

submetidas a homogeneizacdo no aparelho Politron, até a obtencdo de uma massa
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homogénea e procurando deixar menor espaco possivel entre as particulas presentes
na amostra. Este processo foi realizado em Outubro de 2006 e foram considerados
somente frutos com a polpa branca ou translicida (figura 18), os frutos com polpas
avermelhadas foram descartados. As cascas e polpas homogeneizadas separadamente
para cada estagio foram pesadas e armazenadas a —80 °C até o momento da extracdo

e analise da vitamina C.

1.1.2.- Polpa extraida por despolpamento mecanico:

Uma polpa foi obtida através do processamento de frutos maduros do BAG de
Embrapa (mistura dos estagios 03 e 04) por despolpadora mecéanica comercial
Tortugan de aco nobre inoxidavel AISI 304 e foi armazenada a -80 °C. O método
empregado para a obtencéo desta polpa € o mesmo utilizado para producéo de polpas
de camu-camu comerciais na regido de Belém.

Tomou-se em consideracdo todas as medidas de higiene na manipulacdo, para
evitar contaminacdo, seja por fungos ou microorganismos. Posteriormente foi
armazenada em sacos de polietileno na camara frigorifica e ao abrigo da luz.

O processamento mecanico de extracdo da polpa se faz com a finalidade de
aumentar o tempo de vida util dos frutos no estagio 04, que por estarem muito maduros,
facilmente se estragariam.

O fluxograma do processo de extracdo da polpa esta apresentado na figura 20.
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Selegao dos frutos

| J
Lavagem com hipoclorito de sédio

1%, imerséo por 5 a 10 minutos.

v

Enxagle intensivo em agua

corrente

y
DESPOLPAMENTO

Emb!\lagem

ARMAZENAM!NTO na camara
frigorifica a -20 °C

Figura 20.- Fluxograma utilizado no presente trabalho para o processamento da polpa dos

frutos de camu-camu

1.1.3.- Frutos armazenados inteiros:

Os frutos foram armazenados inteiros desde 2005 a -80 °C.

A figura 21 apresenta os frutos coletados no BAG de Embrapa no estagio de

maturacéao 03 e 04 (maduros).
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Figura 21.- Frutos de camu-camu no estagio 03 e estagio 04 de maturagcao no campo

experimental de Embrapa

2.- Equipamentos

2.1.- Para acondicionar o material
-Balanca analitica Mettler® H51
-Politron - Omni\ Homogenizer 17105

-Blender — Waring commercial

2.2.- Para a metodologia de CLAE com Coluna de Troca Ionica

-Cromatografo Liquido de alta eficiéncia CLAE Shimadzu - Waters Alliance modelo

2695 com detector de UV a 243,8 nm. AUFs (para detector 2487) 3000. Coluna de



Troca l6nica BIO RAD HPX 87H (7,8 X 300 mm). Cartucho de pré-coluna troca ibnica
forma &cida. Filtro de Seguranca.

-Purificador de agua Millipore®, modelo Milli-Q Plus; (tipo II) — Millipore Ellix- 5

-Sistema de Ultrapurificacdo de agua (tipo 1) - Millipore Milli-Q Gradiente — A10

-Sonicador Sonics®, modelo VC 505;

-Ultrassom - Branson 2210

-Microcentrifuga — Hsiangtai

-Balanca Analitica (0,0001g) — 2104 Bel Engineering\

-Estufa de secagem Fanen®, modelo 315 SE.

-Kit de filtracdo a vacuo — Millipore.

-Membrana filtrante 0,45 ym para solventes aquosos tipo HA (acetato de celulose) —

OEG67 Schleicher & Scchuell.

2.3.- Para a metodologia de titulometria de Tillman

-pH metro Micronal®, modelo B 474; pHmetro — Tecnopon mPA 210

-Sistema para obter a Titulagéo

3.- Reagentes e Solugoes

3.1.- Para a metodologia de CLAE com Coluna de troca iénica
-Acido sulfarico 0,05 moles/I (concentrado) supra puro Merck
-Padréo de Acido L—ascorbico (99% pureza) — A1370 Spectrum Chemical Mfg. Corp.
-Agua ultrapura (Milli-Q)

-Fase movel acido sulfurico H2.SO4 0,2 moles/I (pH 1,3)
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-Fase estacionaria na coluna de troca I6nica resinas estireno divinil benzeno e grupos

trocadores de hidrogénio acido sulfénico (agrupamento acido H™).

3.2.- Para a metodologia de titulométrico de Tillman

Reagentes:

2,6 diclorofenol indofenaol.

-Acido oxalico 0,5%.

-Bicarbonato de Sodio

-Acido ascorbico Sigma (P.A)

Solugoes:

-Solugéo de Tillman (DFI — 2,6 dicloro fenol indofenol 0,02%) (Preparacdo em anexo,
pagina 104).

-Solucao de &cido oxalico 0,5% (preparagdo em apéndice, pagina 104)

-Solucéo padréo de acido ascorbico (preparacdo em apéndice, pagina 104).

4.- Métodos
4.1 — Metodologia de CLAE com coluna de troca iénica

As analises por CLAE com coluna de troca idnica foram realizadas no laboratorio de
Cromatografia da Embrapa Agroindustria de Alimentos (CTAA) no Rio de Janeiro.
As condic¢bes de trabalho foram as seguintes:
e Fase moével: acido sulfarico 0,2 moles/l (pH 1,3) sob vazao de 0,7 ml/min e pressao
em torno de 800 psi e maxima monitorada 1500 psi (libra por polegada quadrada)

e Coluna Aminex HPX 87H Biorad.
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e Volume de injecdo: 20 pl.
e Temperatura da camara de injecéo resfriada a 5 °C.
e Integracdo, calibracdo, processamento, quantificacdo e armazenamento dos dados

cromatogréficos através do software Empower (Waters Corp).

4.1.1 — Preparo da fase movel:

A fase movel, o &cido sulfurico 0,2 moles/l, foi preparada a partir de 5,6 ml de acido
sulfarico supra puro Merck, que foi transferido a um bal&o volumétrico e ajustado a um
volume de 2 L com agua ultrapura (Milli-Q). ApGs o preparo, a fase mével foi filtrada em
membrana de acetato de celulose (tipo HA) de 0,22um. A fase movel foi estocada em

geladeira e microfiltrada novamente a cada dois dias de uso.

4.1.2 — Preparo da amostra:

e 0,5 g da amostra homogeneizada (pesada em balanca analitica) foi dissolvida em
mais ou menos 10 ml de &cido sulfurico 0,2 moles/l. Em seguida o volume foi
ajustado para 25 ml em baldo volumeétrico.

e O &cido ascorbico foi extraido submetendo-se as amostras a ultrassom durante 10
minutos. Debris celulares foram removidos por microcentrifugagao. (como alternativa
para esta etapa pode-se aplicar filtracdo ou microfiltracao).

e Aliquotas de 20ul do sobrenadante foram transferidas para vials para a posterior
injecdo no cromatografo.

Em todo o procedimento utilizou-se agua ultra pura obtida por um sistema de
purificacdo de 4gua com um equipamento Elix\ e um equipamento de ultra purificacdo

da agua Milli-Q\ Gradient 10A.
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A descricdo do procedimento empregado na metodologia de CLAE no presente

trabalho encontra-se resumida na Figura 22.

Homogeneizagdo da amostra

em Politron

\

Pesagem

y

Dissolucéo da amostra em acido
sulfarico 0,2 M

y

Extracé@o do acido ascorbico em

ultrassom

y

Microcentrifugacdo de 1 ml do

extrato a 14000 rpm por 5 minutos

v

Injecdo no sistema Cromatogréfico

y

Processamento, quantificacdo e armazenamento

dos dados pelo Software Empower

Figura 22.- Fluxograma do procedimento empregado no trabalho para o método de CLAE com

coluna de troca idnica.
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4.1.3 — Preparo do padrao de acido ascérbico e determinacao da

concentragao de vitamina C nas amostras:

O método de andlise de quantificacdo CLAE exige a preparacdo de um padrdo de
acido ascorbico que permite o calculo do Fator Resposta (FR) a partir da concentragéo
conhecida do padréo. Este fator resposta € uma forma de ajustar a proporcionalidade
da resposta do detector a concentracdo de vitamina C da amostra.

Preparou-se a solucao padrdo de &cido ascorbico a partir da qual foram realizadas
diluicbes em diferentes concentracdes de vitamina C (Tabela 03). A deteccdo foi
realizada pelo detector de UV e os cromatogramas extraidos foram obtidos no espectro

de 243 nm.

Tabela 03.- Construcdo dos pontos da curva de calibragéo

Ponto da Ponto a partir da sol Concentragiono Areado RT Tempo
Curva 1,554 mg/25ml ponto (mg/25ml) pico de retencgao

1 0,5ul 0,777 43362 9,773

2 1,0 pl 1,554 158927 9,719

3 3,0 pl 4,662 607674 9,660

4 5,0 pl 7,770 1050012 9,658

5 7,0 10,878 1511805 9,665

6 10,0 15,54 2169038 9,684

7 15,0 ul 23,310 3295712 9,686

O Fator Resposta foi calculado manualmente ja que a padronizacdo de vitamina C

realizou-se externamente a partir da concentragédo conhecida do padréo.
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Calculo do Fator Resposta (FR) a partir do padrao de calibragao
_ ncentraca ra vitamin mq)......
Area do pico de vitamina C do padrdo de calibracéo
Calculo pontual do teor da vitamina C
Os teores de vitamina C sdo calculados automaticamente pelo software Empower, apos
a introducéo de informacédo de tempo de retencdo da vitamina C (a través do padrao

externo), concentracdo do padrao de calibracdo, massa da amostra e fator de diluicdo.

mg/100 g = Area do pico de vitamina C na amostra x FR x 100
Massa da amostra (Q)

*Onde 100 é o fator de diluicdo para realizar ajuste

Calculo do teor de vitamina C a partir de uma curva de calibragao.
A é&rea produzida pelo pico de vitamina C nas amostras (concentracdo da amostra)

deve estar contida entre os valores de area dos pontos que conformam a curva padrao

mg/100 g = (Area do pico de vitamina C na amostra - b) x 100
a X Massa da amostra (g)

*onde: b = Coeficiente Linear (intercessao)

*a = Coeficiente angular (inclinac&o)

Todo o processo de extracdo da vitamina C das amostras, e preparo das solucdes
contendo as amostras, alem das diluicbes do padrdo de acido ascorbico foram
realizados em sala escura, iluminada por luz negra e sem incidéncia de radiacéo

ultravioleta direta.
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4.2 — Metodologia de titulometria de Tillman

As andlises titulométricas foram realizadas no laboratério de Nutrigendmica Vegetal
de Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, de acordo com o procedimento
descrito por AOAC (1995), modificado por Benassi et al., (1988), que substituiu 6 acido

meta fosforico por acido oxalico.

4.2.1.- Preparo do extrato:

A polpa do fruto foi extraida deste manualmente, pesou-se 1,0 g da polpa e
adicionou-se cerca de 30 ml de &cido oxalico 0,5% (refrigerado), a homogeneizacao
dos tecidos realizou-se no homogeneizador politron Omnil 17105. A casca foi também
extraida manualmente, macerou-se em um cadinho com &cido oxalico gelado, logo foi
passada por politron para homogeneizacdo dos tecidos. Apdés a extracdo e
homogeneizacdo da amostra, transferiu-se esta para um baldo volumétrico de 100 ml e
completou-se o volume com acido oxalico 0,5% gelado. A solucéo foi armazenada em
vidro escuro. Nos casos em que a analise nao foi imediata, armazenou-se em geladeira
ou freezer esta solucéo por até um dia sem alteragdes significativas nos teores de acido

ascorbico.

4.2.2- Padronizagao da solucao de Tillman 0,02% com acido

ascorbico:
A solucdo de Tillman, titulante, foi padronizada: 5 ml da solucdo estoque de &cido
ascorbico (50 pg/ml) foram transferidos para um erlenmeyer de 125 ml, € ajustado para

50 ml com &gua destilada. A titulacao foi realizada com solucao de Tillman até o ponto
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de virarem, roseo claro persistente por 15 segundos. O reagente foi reduzido de azul a

incolor e em meio acido, tornou-se réseo.

4.2.3.- Determinagao de acido ascorbico no extrato:

Tomou-se 1ml do extrato em um erlenmeyer de 125 ml, ajustado a 50 ml com agua
destilada, em seguida foi titulado com a solugdo de Tillman, até o ponto de virarem
réseo claro persistente por 15 segundos. Realizou-se como minimo quatro repeticdes

por amostra.

5.- Tratamento Estatistico

Foram obtidas as médias e desvio padrédo das repeticdes. Para a comparacao dos
teores médios de vitamina C entre a polpa e casca, independentemente do grau de
maturacdo, bem como para a avaliacdo da influéncia do tempo de armazenamento do
fruto nos teores de vitamina C da casca e da polpa foi utilizada a analise de variancia
(Anova, fator unico). Para verificar as diferencas entre as meédias dos valores de
vitamina C da polpa e casca, em diferentes estadgios de maturacdo, obtidos em
triplicata, em julho de 2007, foi aplicado andlise de variancia mdaltipla (Anova, com

correcao de Bonferroni)
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Capitulo IV

RESULTADOS

A andlise estatistica foi realizada por um efeito combinado de duas fontes de
variacdo: O tipo de método de analise de vitamina C e a determinagéo da concentragcdo
de vitamina C nos diferentes estagios de maturacao.

A Tabela 04 revela o teor de vitamina C da polpa dos frutos, realizada em Novembro

de 2006, com valores muito proximos entre os diferentes estagios de maturacao.

Tabela 04.- Concentragdo de acido ascorbico na polpa dos frutos de camu-camu do
BAG de Embrapa determinada por CLAE (g/100g).

Estagio de Maturacao

Réplica 1 2 3 4

| 1,91 1,71 1,64 1,75

Il 1,93 1,97 1,62 1,98
Média 1,92 + 0,01 1,84 +£0,18 1,63 £ 0,01 1,87 £ 0,16

* Andlise realizada em Novembro 2006.

A Tabela 05 revela os resultados do teor de vitamina C na casca, 0s quais
apresentaram baixa variabilidade, sugerindo que ndo haja diferenca entre os valores
encontrados para vitamina C na casca do camu-camu, em diferentes estagios de

maturacao.
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Tabela 05.- Concentracdo de acido ascorbico na casca dos frutos de camu-camu do
BAG de Embrapa determinada por CLAE (g/100g).

Estagio de Maturacao

Réplica 1 2 3 4

| 2,49 2,40 2,47 2,75

] 2,41 2,55 2,36 2,59
Média 2,45 0,05 24801 2,41 £0,07 2,670,

* Andlise realizada em Novembro 2006.

Considerando que os valores encontrados tanto na polpa quanto na casca do camu-
camu nao foram diferentes nos quatro estagios de maturacdo (Tabela 04 e 05), uma
analise estatistica comparativa entre as médias dos teores de vitamina C encontrados
na casca (2,50 * 0,11) e na polpa (1,81 * 0,13), independentemente do grau de
maturacao, revelou que o teor de vitamina C na casca é significativamente maior que o

encontrado na polpa do camu-camu (p= 0,00019).

A Tabela 06 apresenta os valores de vitamina C encontrados nos frutos nos quatro
estagios de maturacdo, com trés repeticdes técnicas para cada estagio, realizadas em
Julho de 2007. Os resultados mostram que a polpa do camu-camu no primeiro estagio
de maturacdo apresentou maior teor de vitamina C que os teores encontrados no
terceiro (p = 0,0037) e quarto estagios de maturacdo (p = 0,0025). Nao foi observada
diferenca significativa nos valores médios encontrados na polpa entre os estagios de
maturacdo 02 , 03 e 04. Nao foi observada diferenca significativa nos teores de vitamina

C da casca do camu-camu nos diferentes estagios de maturacdo. Entretanto, foi
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observada uma tendéncia dos frutos no estagio 1 apresentarem maior valor de vitamina

C na casca que os frutos do estagio 04 (p = 0,0711).

Com a finalidade de verificar a influéncia do tempo de armazenamento do camu-
camu a -80°C, no teor de vitamina C da casca e da polpa do fruto, foram comparados
os valores médios obtidos em novembro de 2006 e Julho de 2007, independentes do

estagio de maturacao.

Tabela 06.- Teor de &cido ascorbico nos frutos de camu-camu procedentes do BAG de
Embrapa determinado por CLAE (g/100g).

Estagio de Maturagao

Camu-camu 1 2 3 4
Polpa 1,56 + 0,05° 1,36 £ 0,06° 1,2310,05b 1,2110,11b
Casca 2,04 +0,21° 1,85+ 0,01° 1,78+0,08 % 1,7340,03°

Andlise realizada em triplicata em Julho de 2007. Valores na mesma linha com letras

diferentes apresentam diferenca significativa (Anova, com correcéo de Bonferroni).

Tabela 07.- Efeito do armazenamento no teor médio de acido ascoérbico* na polpa e na
casca dos frutos de camu-camu, independentemente do estagio de
maturacao. (g/100g)

Novembro/2006 Julho de 2007
Polpa 1,81+ 0,15 1,34 +£0,16°
casca 250%0,13" 1,85 +0,16°

Teor de vitamina C determinado por CLAE. Valor médio entre todos os valores obtidos nos
diferentes estagios de maturagdo. Valores na mesma linha com letras diferentes apresentam

diferenca significativa (Anova, fator Unico)
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Na Figura 23 estdo apresentados os cromatogramas na andlise do teor de vitamina
C do camu-camu. Os cromatogramas apresentaram perfil continuo com o pico da
vitamina C resolvido no nivel da linha base, o que significa que a metodologia de CLAE
com coluna de troca ibnica tem precisdao na determinacdo do teor de vitamina C,

eliminando os interferentes que em este caso sao redutores.
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Figura 23.- Cromatogramas de andlise de Vitamina C da polpa dos frutos de camu-camu
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Figura 24.- Cromatogramas de andlise de Vitamina C da casca dos frutos de camu-camu
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Na tabela 08 estdo apresentados os teores de vitamina C encontrados nas polpas
processadas e revela que a polpa extraida por processamento mecanico apresentou
teor de vitamina C de 1,32 % 0,05 g/100g, inferior a média encontrada na polpa do fruto

por CLAE no mesmo periodo em Novembro de 2006 (Tabela 07)

Tabela 08.- Concentracdo de acido ascorbico* por CLAE em polpa extraida por
despolpamento mecanico dos frutos de camu-camu procedentes do
BAG de Embrapa

Réplica g/100g

1 1,28

2 1,35
Média 1,32+ 0,05

* Analise realizada em Novembro de 2006.
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Figura 25.- Cromatograma de analise de vitamina C na polpa extraida por despolpamento
mecéanico dos frutos de camu-camu procedentes do BAG de Embrapa
* Analise realizada em Novembro de 2006.
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Pela andlise dos cromatogramas, néo foi possivel verificar alteracdo entre os perfis
da vitamina C extraida da polpa do fruto e da polpa extraida por despolpamento

mecanico (Fig 23 e 25).

As Tabelas 09 e 10 apresentam o resultado da andlise do teor de vitamina C
realizada em Agosto de 2006, por titulometria (metodologia de Tillman). Os valores
encontrados tanto na polpa quanto na casca ndo apresentaram grandes variagcdes nos

diferentes estagios de maturacao.

Tabela 09.- Concentracdo de acido ascérbico na polpa dos frutos de camu-camu do
BAG de Embrapa determinada por titulometria de tillman. g/100g.

Estagio de Maturagao

Réplica 1 2 3 4

I 2,27 2,20 2,30 2,39

] 2,31 2,24 2,23 2,46
Média 2,29 + 0,02 2,22 + 0,02 2,27 + 0,04 2,43+ 0,04

* Andlise realizada em Agosto 2006.

72



Tabela 10.- Concentracdo de acido ascorbico na casca dos frutos de camu-camu do
BAG de Embrapa determinada por titulometria de Tillman, resultados
expressos em g/100g.

Estagio de maturagao

Réplica
1 2 3 4
| 3,20 3,06 2,99 3,10
ll 3,32 3,07 3,01 3,17
Média 3,26+0,8 3,06 £ 0,01 3,0x0,01 3,13%£0,05

* Andlise realizada em Agosto 2006.

Na tabela 11 estdo apresentados os valores de vitamina C, determinados por
titulometria, nos frutos cuja polpa e casca foram separadas e homogeneizadas em
Outubro de 2006, armazenados a -80 °C e analisadas em julho de 2007. O teor de
vitamina C na polpa do fruto foi menor no segundo e terceiro estagio de maturacdo em
relacéo ao primeiro estagio, ndo havendo diferenca entre os estagios primeiro e quarto.
Na casca houve grande variacdo dos teores em relacdo aos estagios de maturacdo. O

terceiro estagio apresentou maior teor de vitamina C.
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Tabela 11.- Concentracéo de acido ascoérbico determinada por titulometria de Tillman

na polpa e casca do fruto do BAG de Embrapa. g/100g.

Estagio de maturagao

1 2 3 4
Polpa 1,86 + 0,052 1,52 + 0,02° 1,35+0,04° 1,74+0,08°
Casca 2,34 + 0,02¢ 2,58 + 0,04° 2,62 + 0,092 2,46 + 0,09°

* Anélise realizada em triplicata em Julho de 2007.

Considerando as médias obtidas para todos os valores determinados nos quatro
estagios de maturagéo, o teor médio de vitamina C encontrado na casca foi maior que o
valor encontrado na polpa dos frutos (p < 0,0001), independentemente dos periodos de

avaliacéo, Agosto de 2006 e Julho de 2007 (Tabela 12).

Tabela 12.- Efeito do armazenamento no teor médio de acido ascoérbico* na polpa e na
casca dos frutos de camu-camu, independentemente do estagio de

maturacao, em g/100g.

Agosto/2006 Julho de 2007
Polpa 2,3+0,09° 1,62 +0,21°
casca 3,11 %+ 0,112 2,50 £0,13°

*Teor de 4cido ascorbico determinado por titulometria de Tillman.

*Letras iguais na mesma linha significa que ndo houve diferenga significativa (P < 0,01)

A média entre todos os valores de vitamina C, determinados por titulometria, nos
quatro estagios de maturacdo do fruto, tanto na polpa quanto na casca, foram menores

apos 10 meses de armazenamento (Tabela 12).
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N&ao foi observada diferenca entre as médias de vitamina C obtidas por meio dos
dois métodos CLAE e titulométrico das amostras de polpa obtidas por despolpamento,
devido ao reduzido numero de réplicas realizadas em novembro de 2006 (Tabelas 08 e

13).

Tabela 13.- Concentracdo de &cido ascorbico por titulometria de Tillman na polpa
extraida por despolpamento mecanico dos frutos de camu-camu

procedentes do BAG de Embrapa.

Réplica g/100g
1 1,30
2 1,35
Média 1,33 £ 0,04

* Andlise realizada em Novembro de 2006

Na Tabela 14 estdo apresentadas as concentracbes de vitamina C obtidas nas
amostras do fruto de camu-camu armazenado inteiro a -80 °C desde Abril 2005 e

analisado em Julho 2007.

Tabela 14.- Teor de acido ascorbico determinado por titulometria de Tillman, na polpa e

casca do fruto armazenado inteiro a—80 °C, desde Abril 2005, em 0/100g.

Estagio maturagao

Camu-camu 1 2 3 4
Polpa 1,83 + 0,022 1,55 + 0° 1,19+0,04° 1,67+0,04°
Casca 2,01+0,022 1,98 + 0,042 2,06+0,042 1,78+0,04°

*Letras iguais na mesma linha significa que ndo houve diferenca significativa (P < 0,01)
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Nas Figuras 26 e 27 pode-se apreciar a diferenca de valores de teor de vitamina C

mediante as duas metodologias empregadas no presente trabalho.

2,00 1 a Polpa

1,80 -

1,60 - a

1,40 -

1,20 -

MCLAE
O Titulometria

1,00

0,80 -

Vitamina C (g/100g)

0,60 -
0,40 -

0,20 -

0,00
1 2 3 4

Estagio de Maturagao de Camu-camu

Figura 26.- Comparacao entre os métodos: CLAE de troca idnica e titulometria de Tillman na
determinacéo de teor de vitamina C na polpa dos frutos de camu-camu.
*Andlise realizada em Julho de 2007
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b DCLAE
T M Titulometria

1,50

Vitamina C (g/100g)

1,00

0,50 -

0,00
1 2 3 4

Estagio de maturagao do Camu-camu
Figura 27.- Comparacao entre os métodos: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca

ibnica e titulometria de Tillman na determinacéo de teor de vitamina C na casca dos frutos de

camu-camu.
*Andalise realizada em Julho de 2007

Excetuando os valores médios encontrados no Estagio 01, nas figuras 26 e 27
pode-se apreciar que os valores por titulometria de Tillman foram maiores. Estes
resultados eram previsiveis devido aos interferentes redutores que ndo séao eliminados
no processo de extracdo da vitamina C e que na titulometria sdo contabilizados. O

sistema CLAE melhora os resultados em relagdo a metodologia na qual os interferentes

sao separados.
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Mediante os resultados obtidos e apresentados nas Figuras 28 e 29 pode-se
concluir que a forma mais adequada de armazenamento da amostra a testar vitamina C

é como fruto inteiro a -80 °C.

2,50 -

2,00 +

1,50

1,00

Yitamina C oM 000

0,50 H

=i~ Fruto Inteiro
- Fruto Homogeneizado

I:II:II:I T T T 1
1 2 3 4

Estagio de maturagdo do Camuwcamu

Figura 28.- Teor de vitamina C, determinado por titulometria de Tillman, na polpa do fruto de
camu-camu, depois de armazenado do fruto a -80 OC, inteiro ou homogeneizado.

Letras iguais no mesmo estagio, ndo ha diferenca significativa (Dosagens

realizadas em Julho de 2007).
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Figura 29.- Teor de vitamina C, determinado por titulometria de Tillman, na casca do fruto de
camu-camu, depois de armazenado o fruto a -80 OC, inteiro ou homogeneizado.

Letras iguais no mesmo estagio, ndo ha diferenca significativa (Dosagens
realizadas em Julho de 2007).
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Capitulo V

DISCUSSAO

O alto teor de vitamina C contido nos frutos de camu-camu (Myrciaria dubia) torna
este fruto um interessante modelo para o estudo e caracterizacdo sob varios aspectos,
tanto em abordagens moleculares para identificacéo e isolamento de genes, como para
a utilizacdo destes como alimento nutracéutico na produgdo de cosmeéticos e como
justificativa para o incentivo da producdo e consumo desse fruto pela populacdo. A
determinacdo dos teores de &cido ascoérbico nos diferentes estagios de maturacdo do
fruto é importante para orientar o produtor no momento da colheita, para que o mesmo
possa selecionar o fruto de maior teor em vitamina C.

A casca do Camu-camu analisada neste estudo apresentou teor de vitamina C
significativamente maior que o teor encontrado na polpa, independentemente do
estagio de maturacdo do fruto (Tabelas 4 e 5). PINEDO (2002) argumenta que o
aumento de acido ascorbico na casca € devido a maior exposi¢édo dos frutos aos raios
solares, favorecendo assim a fotossintese, produtora dos carboidratos que sao
transformados em vitamina C. No presente trabalho, a casca do fruto apresentou 28%
maior teor de &cido ascorbico que a polpa do fruto. A sintese de acido ascoérbico
depende da disponibilidade de hexosas (sobretudo glicose) e consequentemente da
atividade fotossintética (NAKASONE et al., 1966). Portanto a radiacdo solar € um fator
importante na producao de vitamina C pela célula.

Embora na primeira analise, realizada em duplicata, ndo tenha sido possivel

verificar diferenca nos teores de vitamina C entre os quatro estagios de maturagdo do
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fruto (Tabela 4 e 5), a polpa, na segunda analise, realizada em tréplicas, apresentou
maior teor nos primeiros dois estagios de maturacdo. JUSTI et al (2000), encontrou
também que o estagio 01 de maturacdo do fruto de camu-camu apresentou teor de
vitamina C mais alto, provavelmente devido a transformacdo bioquimica que sofre o
acido ascoérbico a medida que o fruto vai amadurecendo. Durante esse processo de
maturacao, o acido ascorbico vai sofrendo transformacao para a producéo de acucares,
que acentuam o sabor adocicado dos frutos. Diversos autores observaram que,
independentemente da matriz estudada e da estacdo climatica, o acumulo de vitamina
C decresce a medida que o fruto vai amadurecendo. Este decréscimo de vitamina C &
devido a atuacdo das enzimas: acido ascorbico oxidase (ascorbato oxidase), fenolase e
citocromo oxidase. (BUTT, 1980 in PROENCA, 2002). Este mesmo achado foi observado
na polpa de acerola: Frutos imaturos apresentavam 4,89 g de vitamina C por 100g de
polpa, no fruto em processo de maturagéo o valor médio encontrado foi de 3,93 g/100g
e no fruto maduro o valor foi de 1,79 g/100g (VISENTAINER, 1997). LOPEZ, 1963 in
ANDRADE (1991b) também observou uma reducao no teor de vitamina C a medida que
a acerola amadurecia e concluiu que o processo de amadurecimento do fruto reduz
proporcionalmente o conteddo de vitamina C. ANDRADE (1991b), entretanto, ao
determinar a variacdo do contetdo de vitamina C durante o amadurecimento do fruto de
camu-camu em 06 estdgios de maturacdo, obteve um acumulo de vitamina C no
estagio 03 de maturacao até o ultimo estagio. A variacdo do teor de vitamina C foi de
2,49 ¢g/100g a 3,13 g/100g de polpa, passando por um minimo da concentracdo de
vitamina C na polpa no estagio 02. Nossos resultados apontam para a reducéo do teor
de vitamina C nos frutos de camu-camu a medida que este amadurece. Este resultado

esta em acordo com demais autores que afirmam que o conteddo de vitamina C na
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maioria dos frutos tende a diminuir durante o processo de maturacdo (NAKASONE et
al., 1966)

A polpa, obtida por processamento mecéanico de despolpamento de frutos de camu-
camu, apresentou teor de vitamina C cerca de 30% inferior ao valor encontrado para a
polpa do fruto de camu-camu, porém, devido ao reduzido niumero de repeticbes (duas)
nao foi possivel verificar se esta diferenca era significativa (Tabelas 4 e 8). Resultados
semelhantes aos obtidos neste estudo foram encontrados por DIB TAXI (2001) em
frutos de camu-camu procedentes da Amazodnia, cuja polpa foi também obtida por
despolpamento. DIB TAXI (2001) encontrou teores de &cido ascoérbico de 1,43 g/100g e
1,79 g/100g de polpa processada e do fruto inteiro, respectivamente, observando
também uma reducao no teor de vitamina C de cerca de 20% também. Esta reducéo no
teor de vitamina C do fruto que sofreu o despolpamento mecanico seria esperada

devida a oxidagao da vitamina C durante o processamento.

Consultando tabelas de composicdo de vitaminas em alimentos procedentes de
diferentes partes do mundo, verifica-se que para um mesmo fruto, ha uma variacao
quanto ao teor de vitamina C; assim um estudo detalhado da composicdo quimica do
fruto de camu-camu em trés estdgios de maturacdo foi realizado por ZAPATA &
DUFOUR (1993), onde o fruto originario de lquitos Peru apresentou variacdo na
concentracdo de acido ascérbico de 1,8 g/100g a 2,88 g/100g de fruto.

A ampla variagdo do teor de vitamina C descrito na literatura, entre diferentes
populacbes do fruto camu-camu deve-se, em grande parte, as diferencas genéticas.
Este fato foi observado por meio de isoenzimas, isoladas de popula¢gbes de camu-camu

oriundas de Iquitos (Peru), Uatuma (Amazonas) e de Boa Vista (Roraima) (TEIXEIRA et
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al., 2004). Diferencas nas condicbes de desenvolvimento da planta e
conseqlientemente do fruto, como as variacdes climaticas, umidades e as
caracteristicas do solo também interferem no teor de vitamina C dos frutos (JUSTI et al.,
2000). VariagOes do teor de vitamina C em frutos de diferentes partes da mesma planta
foram também observadas (FALADE, 1981), isto porque o teor de vitamina C no fruto
também é influenciado pelo tamanho dos frutos e a posi¢cao na arvore; devido a menor
ou maior luminosidade que recebe (FONSECA et al., 1969).

Segundo YUYAMA (2001), o cultivo em terra firme resulta em melhor
desenvolvimento da espécie de camu-camu (Myrciaria dubia) o que pode implicar em
uma producdo dos frutos com maior teor de vitamina C, jA que em terra firme tem-se
maior controle da qualidade dos frutos, quando comparado com o camu-camu em
habitat silvestre, cuja colheita, ocorre apenas uma vez ao ano e nédo tem um bom
controle, devido ao ambiente de varzeas de rio.

Os valores médios de vitamina C obtidos pelo método cromatografico (CLAE), tanto
para a polpa quanto para a casca de camu-camu foram menores que os valores obtidos
por Titulometria. Além disto a tabela 06 apresenta as diferencas encontradas pela
metodologia CLAE entre os estagios 1 e 2 versus 3 e 4 na polpa diferente dos
resultados obtidos por titulometria de Tillman na polpa dos frutos de camu-camu, 0s
qguais, mediante esta metodologia apresentam diferenca significativa entre os quatro
estagios de maturacdo do fruto (Tabela 11). O teor de vitamina C na casca parece nao
acompanhar o teor observado na polpa, durante o processo de maturacdo. Estes
resultados provavelmente sejam devidos aos interferentes redutores, corantes como as
antocianinas, compostos fendlicos e flavondides cuja concentragdo aumentam a

medida que o fruto amadurece, e que devem interferir com o meétodo titulométrico
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devido a intensificacdo da cor rosa (GUCLU et al., 2004 in SANTOS DA ROSA, 2005).
Embora a titulometria de Tillman apresente a vantagem de ser rapida, podendo ser
aplicada com amostras em grande escala, a precisdo do teor de vitamina C é
influenciado pelos interferentes redutores, presentes na amostra, 0 que prejudica a
avaliacdo do teor de vitamina C nos frutos por essa metodologia.

A metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE, com coluna de troca
I6nica, apresentou maior sensibilidade. Os cromatogramas obtidos nas figuras 23, 24 e
25, evidenciam perfis de apenas um pico da vitamina C resolvido no nivel da linha base,
apresentando também uma curva uniforme, 0 que constata que os interferentes

redutores foram eliminados.

No presente estudo foi possivel observar também que o armazenamento do fruto
tanto inteiro quanto na forma de polpa homogeneizada, a uma temperatura de -80°C,
por cerca de 10 meses reduz significativamente o teor de vitamina C na casca e polpa
do camu-camu (Tabela 12)

Outras metodologias devem também ser testadas para caracterizacdo do BAG da
Embrapa. Um maior nimero de populacdes deve ser caracterizado para melhor
selecionar variedades para introdugdo no mercado. Aliados ao alto teor de vitamina C
do camu-camu, outras caracteristicas agrondmicas devem ser consideradas, tais como

produtividade, tamanho dos frutos, grau brix, etc.

Conseguiu-se observar que a melhor forma de armazenar a amostra para preservar
a vitamina C é na forma de fruto inteiro e ndo em forma de homogeneizada por que

mesmo a temperatura de -80° C, o teor de a vitamina C foi reduzido (Figura 28 e 29),
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VILAS BOAS (1999) verificou perda de vitamina C semelhantes em frutas e verduras

armazenadas a temperatura abaixo de zero.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A amostra de polpa do camu-camu, no seu primeiro estadgio de maturagédo (01),
avaliada nesse estudo, apresentou maiores teores de vitamina C, sendo este o estagio
ideal de colheita para fins de uso industrial.

Em relagdo a polpa processada para fins alimentares foi observada reducéo nos
teores da vitamina C, porém os niveis da vitamina C ainda permanecem altos quando
se compara com outras polpas (estimativas relatadas para acerola e outros frutos).

Testes em tecnologia de alimentos com o fruto de camu-camu S80 necessarios para
desenvolver um adequado processamento de despolpamento, diminuindo assim as
perdas de matéria prima tao valiosa.

O método cromatografico (CLAE) apresentou sensibilidade e precisdo em relacéo ao
método titulométrico de Tillman.

Para as determinacdes de teores de vitamina C em amostras a grande escala, deve-
se optar pelo método titulométrico de Tillman, devido ao menor tempo de analise,
praticidade e menor custo, em relacdo ao método de CLAE. No entanto, deve-se ter em
conta que ha uma superestimativa dos valores reais de vitamina C dos frutos, devido a
presenca de compostos coloridos que interferem no método titulométrico.

O armazenamento do fruto de camu-camu inteiros preserva mais a vitamina C no
fruto.

Determinagdes dos teores de vitamina C em uma amostra representativa do BAG

da Embrapa sdo necessarias.
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APENDICE

Preparacao das Solugoes para o Método titulométrico de Tillman:

Solugdo de Tillman (DFI — 2,6 dicloro fenol indofenol 0,02%): 0,05 g de DFI foi
triturado em gral ou almofariz com pequenas quantidades de agua destilada aquecida
(60 °C) e em seguida filtrado por uma vez (papel de filtro sem coloracdo azul) e
coletado em baldo volumétrico de 250 ml, alcancando por tanto como volume final 250
ml.

Quando tudo esteve triturado e filtrado, juntaram-se as ultimas por¢des de 4gua 0,031 g

de NaHCO; (bicarbonato de sédio anhidro), filtrou-se e completou-se o volume.

Solugao de acido oxalico 0,5%: 5 g de acido oxalico foram dissolvidos inicialmente em
500 ml de agua destilada, posteriormente foi transferido para baldo volumétrico e

ajustou-se o volume a 1000ml. A solucao foi armazenada em geladeira.

Solugdo padrao de acido ascérbico: 0,025 g de acido ascorbico de Sigma 99% de
pureza, pesado em balanca analitica, foi dissolvido em 200 ml de &cido oxalico 0,5%
(gelado), transferido para baldo volumétrico e o volume foi ajustado com acido oxalico

0,5% para 500ml.

104



