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RESUMO

A pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus) também conhecida como fruta do dragdo tem sua
origem relatada no continente americano e tem chamado atencdo devido a sua coloracgdo e
seus beneficios ja estudados. Os efeitos do processamento na composi¢do quimica, fisico-
quimica, enzimatica, metabolémica e quimiométrico da Hylocereus polyrhizus foram
estudados nessa pesquisa. Foram avaliados o0s seguintes tratamentos napitaya: Tratamento A
(sem adicdo de &cido ascdrbico na polpa), Tratamento B (processamento de frutos inteiros e
adicdo de acido ascérbico na polpa) e Tratamento C (processamento de frutos inteiros e sem
adicdo de acido ascorbico). Nos estudos das analises envolvendo atividades enzimaticas
(polifenoloxidase e peroxidase), caracterizacGes quimicas e fisico-quimicas foram utilizados
0s modelos de analise multivariada de dados, como por exemplo, a anélise de compostos
principais (PCA),analises de minimos quadrados parciais (PLS-DA), Analise discriminante de
minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA), variaveis de importancia em projecao
(VIP) e mapas de calor (HEATMAP) para melhor compreender e determinar a correlagéo entre
o perfil quimico e os tratamentos. No geral, os dados apresentaram baixo teor proteico, baixo
teor de lipideos, sendo detectados apenas nas sementes, com maior presenca de carboidratos
em todas as fracGes dos procesamentos. Os acidos linoleico, oleico e palmitico foram os mais
presentes nas sementes em ambos os processamentos. O tratamento B apresentou baixa
atividade de polifenoloxidase e peroxidase, sem alteracdes quimicas e fisico-quimicas
significativas na maioria dos parametros avaliados, e um processo com altos rendimentos do
que foi comparado com o tratamento A e o tratamento C. Para a analise metabolémica,
cromatrografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e a cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-QTOF-MSF) mostraram serem
métodos eficazes para a determinacdo simultanea de 80 e 35 metabdlitos, respectivamente,
volateis e ndo volateis da pitaya. Toda a analise quimiométrica distinguiu eficientemente os
tratamentos aplicados, e mostra que o tratamento B apresenta um perfil quimico significativo,

devido a preservacdo ou formagao de novos compostos.

Palavras-chave: Hylocereus polyrhizus. Metabolémica. Quimiometria. Polifenolxidase.

Peroxidase.



ABSTRACT

The red pitaya (Hylocereus polyrhizus) also known as dragon fruit has its origin reported in
the American continent and has attracted attention due to its coloration and benefits already
studied. The effects of processing on the chemical, physicochemical, enzymatic, metabolomic
and chemometric composition of Hylocereus polyrhizus were studied in this research. The
following napitaya treatments were evaluated: Treatment A (without addition of ascorbic acid
in the pulp), Treatment B (processing of whole fruits and addition of ascorbic acid in the pulp)
and Treatment C (processing of whole fruits and without addition of ascorbic acid). In the
studies of the analyzes involving enzymatic activities (polyphenoloxidase and peroxidase),
chemical and physico-chemical characterization, the multivariate data analysis models were
used, such as the main compound analysis (PCA), partial least squares (PLS- DA),
Orthogonal Partial Least Squares discriminant analysis (OPLS-DA), projection importance
variables (VIP) and heat maps (HEATMAP) to better understand and determine the
correlation between chemical profile and treatments. In general, the data presented low
protein content, low lipid content, being detected only in the seeds, with a higher carbohydrate
presence in all fractions of the processes. Linoleic, oleic and palmitic acids were the most
present in the seeds in both processes. Treatment B showed low polyphenoloxidase and
peroxidase activity, with no significant chemical and physicochemical changes in most of the
evaluated parameters, and a process with high yields than was compared with treatment A and
treatment C. For the metabolomic analysis, chromatrography gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) and ultra-high performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (UPLC-QTOF-MSE) were effective methods for the simultaneous
determination of 80 and 35 metabolites, respectively volatile and non-volatile of the pitaya.
All the chemometric analysis efficiently distinguished the applied treatments, and shows that
treatment B presents a significant chemical profile due to the preservation or formation of

new compounds.

Keywords: Hylocereus polyrhizus. Metabolomic. Chemometrics. Poliphenolxidase.

Peroxidase.
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1 INTRODUCAO

Pitahaia, pitaya ou fruta do dragdo (Hylocereus spp.) sdo nomes gerais para um
grupo diversificado de géneros da familia Cactaceae. As trés espécies mais comuns de pitaya
comercializadas sdo a casca vermelha com a polpa branca (Hylocereus undatus Haw. Britton
& Rose), pitaia amarela com polpa branca (Selenicereus megalanthus) e (pitaia vermelha de
polpa vermelha purpura brilhante (Hylocereus polyrhizus Webb. Britton & Rose) (NUNES et
al., 2014).

Pitaya sio nativas da América Central e do Sul (ORTIZ-HERNANDEZ;
CARILLO-SALAZAR, 2012) e sdo comercialmente cultivadas em uma ampla gama de
paises, incluindo México, Guatemala, Estados Unidos e Brasil. O cultivo de pitaya foi
recentemente estimulado na regido semi-arida do Brasil, como o estado do Ceard. Uma
vantagem particular do cultivo de pitayas como uma cultura em regides secas é 0 seu
potencial para contribuir para o desenvolvimento agricola nessas regifes em virtude de sua
maior tolerancia ao estresse hidrico de longo prazo e solos pobres (HUA et al., 2018).

Dentre os compostos de destaque para a pitaya, tem-se 0s antioxidantes (como
betalainas, responsaveis pela sua coloracdo atrativa) e os oligossacarideos prebidticos.
Betalainas, devido a sua relativa escassez na natureza, ndao foram muito exploradas como
compostos bioativos, mas alguns estudos tém indicado seu potencial como pigmentos
antioxidantes, estando correlacionadas com as betacianinas e betaxantinas, que atribuiram a
atividade antioxidante as betalainas. Além do mais, esses pigmentos podem agregar valor aos
produtos alimentares devido ao apelo comercial para um consumidor cada vez mais
preocupado a  saude  (ESQUIVEL, 2007; KHALILI et al, 2014
THIRUGNANASAMBANDHAM; SIVAKUMAR, 2017).

Nos ultimos anos, a pitaya ganhou popularidade, pelo menos em parte, como
resultado da aparéncia atraente da polpa e devido aos beneficios potenciais para a satde dos
altos niveis de betalainas que sdo caracteristicos das variedades de pitaya vermelho ou roxo
(STINTZING et al.,2007; WYBRANIEC; MIZRAHI, 2002). A fonte de betalaina mais
comum € a beterraba vermelha (Beta vulgarisL. ssp.Vulgaris), apesar de seus altos teores de
nitrato (SANTAMARIA, 2006) e seu odor terroso causado por derivados de geosmina e
pirazina (LU et al., 2003). Desta forma, a pitaya surge como uma alterrnativa uma vez que foi
relatado na literatura o processamento de pitaya em sucos de frutas e produtos relacionados
(HERBACH et al., 2006).
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No entanto, o material mucilaginoso presente na pitaya desfavorece seu
processamento para obtencdo de polpa, resultando em baixos rendimentos durante oS
procedimentos de extracdo da polpa (ESQUIVEL et al., 2007, STINTZING; CARLE, 2007).
A fim de melhorar a extracdo da polpa, toda a fruta pode ser processada. Se por um lado ha
um aumento no rendimento, por outro hd um aumento nos niveis de enzimas oxidativas
(polifenoloxidases - PPO e peroxidases - POD), causando mudancas na cor e nos constituintes
volateis da pitaya. O uso de acidulantes como &cido ascArbico no processo pode ser necessario
para estabilizar sua cor e, conseqlientemente, devido a sua atividade antioxidante, proteger os
betalains e preservar os compostos volateis presentes na pitaya (HERBACH et al., 2006;
LEONG et al., 2018). Mas a escassez de estudos relacionados a oxidagdo enzimética em
pitaya vermelha mostra a importancia do presente estudo.

Na literatura tem sido observado que em base seca a pitaya possui elevado teor de
carboidratos (SATO et al., 2014; ABREU et al., 2012). Em decorrencia disso, 0s compostos
glicosilados sofrem varias modificacGes estruturais relacionadas a instabilidade quimica
diante dos processos de degradacdo (KUMORKIEWICZ; WYBRANIEC, 2017). Além disso,
pode contribuir para a formacdo de compostos volateis que sdo responsaveis pelos aromas de
frutos. Segundo Schwab et al. (2008) mostram que um dos principais precursores de aldeidos,
cetonas e ésteres presentes em frutos é decorrente da via dos carboidratos, acidos graxos e
amino&cidos.

Em relacdo a atividade bioldgica tem sido relatado na literatura a associacdo da
polpa/semente em camundongos diabéticos a redugdo da glicemia, reducdo da peroxidase
lipidica, diminuicdo do LDL e aumento do HDL, inibicdo da alfa amilase e sobre o potencial
terapéutico na dislipidemia, contribuindo para a reducéo do risco de doencas cardiovasculares,
com possibilidades de prevenir a instalagdo do processo aterosclerdtico. Além disso, a polpa,
casca e a semente separadamente apresentaram atividade anxiolitica em peixes modelo zebrafish,
n&o apresentou toxicidade em células vero e nem no modelo zebrafish (LIRA, 2019; HOLANDA,
2019)

O principal objetivo deste estudo foi examinar o impacto do processamento da
polpa na composicdo quimica, fisico-quimica, enzimatica, metabolémica (CG-MS e UPLC-
QTOF-MSF) e quimiométrica (PCA, PLS-DA, OPLS-DA, VIP e HEATMAP) da polpa de
pitaya (Hylocereus polyrhizus Webb. Britton & Rose) sob seus constituintes volateis e néo
volateis. O trabalho atual é de grande importancia industrial para reduzir o custo do

processamento de pitaya com sua preservacdo ou melhoria do perfil quimico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos dos diferentes processamentos da pitaya sob seus componentes

volateis e ndo volateis através das analises metaboldmicas e quimiometricas.

2.2 Objetivos Especificos

Analise dos rendimentos nos processos de despolpamento da pitaya vermelha;

Andlise da atividade enzimatica das enzimas polifenoloxidase e peroxidase da
polpa sem adicdo de &cido ascorbico (tratamento A), polpa com adicdo de &cido ascorbico
(Tratamento B) e polpa controle (tratamento C)

Analise da composi¢do quimica, fisico-quimica dos processamentos A (polpa,
casca e semente) e B (polpa, casca e semente);

Analise do perfil metabolémico dos componentes bioativos da pitaya na polpa,
casca e semente por meio do CG-MS e UPLC-QTOF-MSF;

Anélise quimiométrica dos dados quimicos utilizando a analise de compostos
principais (PCA), analises de minimos quadrados parciais (PLS-DA), anélise discriminante de
minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA), variaveis de importancia em projecao
(VIP) e mapas de calor (HEATMAP);
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 PITAYA VERMELHA [HYLOCEREUS POLYRHIZUS (WEBBER) BRITTON &
ROSE]

A Pitaya Vermelha [Hylocereus polyrhizus (Webber) Britton & Rose] tem sua
origem no continente americano, sendo uma planta com casca e polpa vermelha/arrocheada. A
palavra “pitaya vermelha” é um termo haitiano que significa “fruto escamoso”. A fruta é
conhecida como fruta do Dragdo, pitaya e pitahaya (ECHEVERRI, 1990; ORTIZ-
HERNANDEZ et al., 1999; MIZRAHI, 2014; SARMENTO, 2017).

Figura 1. Pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus)

(A)

Fonte: Ariffin et al. (2009); Autor (2018).

A Pitaya vermelha possui a classificagdo taxondmica de: Super-reino: Eucarionte;
Reino: Plantae; Sub-reino: Embridfita; Filo: Tracéfita; Superclasse: Angiosperma; Classe:
Magnoliopsida; Ordem: Caryophyllales; Familia: Cactaceae; Género: Hylocereus; Espécie:
polyrhizus (BRITTON; ROSE, 1963; SOLANO et al., 2005).

E uma planta que apresenta espinhos (2 mm - 4 mm) e seu caule é adaptado a
regibes mais secas (cladddio). O fruto é dividido em casca e polpa carnuda com sementes. Em
relacdo as sementes, sdo circulares e com grande capacidade de germinagédo estdo espalhadas
sobre todo o vegetal. Além disso, as sementes contém acido graxo linoléico e linolénico
(CANTO, 1993; DONADIO, 2009; ARIFFIN et al., 2009; CORDEIRO et al., 2015).
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Figura 2. Partes da Pitaya.

(A) (B)

Casca

Polpa

Sementes

Fonte: (A) Chestofbooks (2011); (B) Autor (2018).

As raizes sao fibrosas e fixam-se em suportes como, por exemplo, em solos
pedregosos, arenosos e rochosos. Possui um elevado potencial em relacdo a agronomia visto
que, se adapta a solos com pouca disponibilidade de &gua e com poucos nutrientes
(JUNQUEIRA et al., 2010).

Segundo Sarmento (2017) durante o periodo de 2007 a 2012 houve aumento de
mais de 250% no volume de comercializagdo de pitaya na Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP). No ano de 2013, foram comercializadas mais de
319 toneladas de pitaya, originarias de cinco estados brasileiros: Sdo Paulo, Minas Gerais,
Ceara, Parana e Goias, com destaque para o Estado de Sdo Paulo, responsavel por mais de
92% da quantidade comercializada nas Centrais Estaduais de abastecimento (CEASAS) (mais
de 270 toneladas), seguido por Minas Gerais, com pouco mais de 5,62% (16.380 kg), e pelo
Ceara (1,16% do total comercializado, equivalente a 3.399 kg).

A Pitaya Vermelha é um fruto muito apreciado pelos consumidores, sendo
formoso e atraente devido ao seu formato e coloracdo. Foi observado que a Pitaya pode exibir
maiores concentracfes de betalainas (Figura 3) do que outros frutos de cactos, sendo essa uma
das quatro classes de pigmentos vegetais utilizados comercialmente como corantes naturais
em alimentos, essa classe € influenciada pelo aumento de pH, temperatura e luz que atuam
acelerando a degradacdo de betacianinas. Consequentemente, a degradacdo destes

componentes, alem de impactarem na coloragdo do produto, também reduz a sua acao
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antioxidante, comprometendo a qualidade do produto processado. Além do mais, as
betalainas, sdo estaveis dentro de uma grande faixa de pH (3-7), o que favorece a aplicacéo
em alimentos processados industrialmente (BARQUERO; MADRIGAL, 2010; MIZRAHI,
2014).

Figura 3. Estrutura quimica da betalaina.

7
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Fonte: Autor (2018).

3.2 ESCURECIMENTO ENZIMATICO

A aplicagdo dos mais diversos processamentos tecnoldgicos, entre eles,
amassamento, trituracdo ou de quaisquer danos fisicos, causados durante a colheita ou pés-
colheita, em frutos ou vegetais podem desencadear mudancas na coloracdo rapidamente.
Embora, essas mudancas de coloracdo possam também ocorrer em vegetais sem danos fisicos,
por exemplo, quando ocorrem situacfes de atmosfera controlada, um dos principais
problemas enfrentados pela indlstria de alimentos. A Atividade dessas enzimas pode ter
variacdo dependendo da variedade, estadio de maturacdo e das condicdes de cultivo. A
enzima, o substrato e o oxigénio sdo os trés principais fatores para determinacdo da atividade
enzimatica (ARAUJO, 2011).

Os compostos fendlicos presentes no reticulo endoplasmatico sdo sintetizados, e
depois de formados esses compostos sao glicosilados e depois transportados ao vacuolo pelas
membranas do reticulo endoplasmatico. Outras quantidades menores sdo transportadas no
citoplasma e na mitocondria e sdo associadas ao metabolismo (TOIVONEN et al., 2008)

A polifenoloxidase (PPO) é uma das enzimas responsaveis pelo escurecimento

enzimatico que na presenca de oxigénio atacam os &cidos fendlicos transformando em orto-
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quinonas que rapidamente se condensam ou reagem com outros compostos fenolicos. O
produto final da reacdo é a melanina que € um composto insollvel responsavel pelo
escurecimento enzimatico, como mostra a figura 4. Essa enzima possui cobre no seu centro
ativo e funciona como oxidases de funcdo mista, catalisando dois tipos de reacdo:

monoxigenase e oxidase (difenois para quinonas) (QUEIROZ, 2008).

Figura 4. Reaco de escurecimento enzimatico: (A). Acido clorogénico; (B) O-Quinona; (C)

Acido Quinico e Acido cafeico; (D) O-Quinona;
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Fonte: Adaptado de Aratjo (2011).

A peroxidase (POD) pode levar a destruigdo da vitamina C, descoloragéo de
carotenoides e antocianinas. Sua atividade esta ligada a modificacbes sensoriais. Sua acao
enzimatica com o peroxido de hidrogénio e também com o O,, formando os produtos
intermediarios e o0 mesmo produto final, as quinonas e melaninas, respectivamente
(CHITARRA, CHITARRA, 2005).

A temperatura pode ser modificada para que ocorra uma inativagcdo das enzimas
do escurecimento, como por exemplo, uma temperatura de 80 °C pode afetar a
polifenoloxidase (AYDEMIR, 2004). Segundo Araujo (2011), a polifenoloxidase néo

pertence a classe de enzimas termorresistente. Uma temperatura entre 70 - 90 °C seria
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suficiente para destruir as fungdes cataliticas. Em relacdo a peroxidase ele afirma que é
termorresistente, mas um branqueamento entre 90 - 100 °C seria suficiente para inativagéo.
Um problema na adigdo de temperatura ao sistema é a degradacéo compostos fendlicos.

Vérios métodos tem sido estudados visando a compreencdo e limitacdo desse
fenomeno. Segundo Araujo (2011), existem quatro formas de diminuir ou até inativar a acdo
das enzimas do escurecimento, sdo elas: tratamento térmico; exclusdo ou remoc¢do de um ou
ambos o0s substratos; reducdo do pH em dois ou mais unidades abaixo do pH étimo(6) para
PPO e de pH 6timo (3 a 7) para a peroxidase; adicdo de substancias redutoras que inibam a
acao das enzimas ou previnam a formacgdo da melanina. loannou, Ghoul (2013) relataram que
varios agentes quimicos podem ser usados. O campo de acdo seriam quatro classes de
estruturas quimicas, entre eles, antioxidantes secundarios, como os carotenoides; a adi¢do de
agentes complexantes como acido citrico; agentes removedores ou controladores de oxigénio,
como o 4cido ascorbico e a remocéo de radicais livres, como por exemplo, os tocoferois.

Em relacdo a quantificacdo da atividade enzimatica em pitayas vermelhas na
literatura carece de uma maior investigacdo, visto que até o periodo de elaboracdo dessa
pesquisa ndo foi encontrado nenhuma tese ou dissertacdo que tenha uma abordagem de caréater

mais conclusivo sobre a polifenoloxidase e peroxidase em pitayas vermelhas.

3.3 METABOLOMICA

3.3.1 Conceitos Gerais

A anélise global dos sistemas biol6gicos tem se apresentado como um grande
desafio na caracterizacdo dos sistemas bioldgicos em geral. Sendo conhecida por ciéncias
Omicas tem o objetivo de analisar qualitativamente e/ou quantitativamente os genes, proteinas
e metabdlicos primarios e secundarios oriundos de células e analisadas por sistemas
estatisticos informatizados (bioestatistica e bioinformética) (SUSSULINI, 2017; CANUTO et
al., 2018).

As ciéncias dmicas sdo divididas em varias areas especificas de estudo que podem
ser relacionadas durante a pesquisa, como por exemplo, a protedmica (estudo dos sistemas
proteicos), a gendmica (estudo dos genes), a transcriptdmica (estudo dos transcritos genéticos,
RNA’s), e a metabolémica (estudo dos metabolomas). Oliver et al.(1998) relataram pela

primeira vez o termo metaboldémica relacionando a anélise de concentragdo dos metabolitos as
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modificacbes no padrdo de expressdo génica. O Estudo da metaboloma estd diretamente
relacionado ao estudo das moléculas que constituem um organismo. A aplicacdo de métodos
analiticos (qualitativos ou quantitativos) comparativos que produzem sinais espectroscopicos
ou cromatogréaficos que apresentem caracteristicas quimicas dos organismos é denominada
Metabolémica. Com isso, amostras de baixo peso molecular que podem ser considerados
marcadores quimicos funcionam como impressdes digitais dos compostos estudados
(MADSEN; LUNDSTEDT; TRYGG, 2010; ABDELNUR, 2011; FUNARI et al., 2013;
SUSSULINI, 2017; CANUTO et al., 2018).

A andlise através da metaboldmica pode ser direcionada (“Targeted” e
“Untargeted”), em que determinadas moléculas j& conhecidas séo estudadas, e metaboldmica
ndo direcionada (“Non-Targeted”), em que é feito um perfil geral de todos os metabdlitos
presentes no organismo, sendo também dividido em analise qualitativa ou andlise
quantitativa, Targeted e untargeted, respectivamente. Observa-se que podem ser obtidas as
impressoes digitais (metabolite fingerprinting) que determina diferencas entre as moléculas e
perfil metabolico (metabolite profiling) (DUDLEY et al., 2010; DE VOS et al., 2007; LIN et
al., 2011; ABDELNUR, 2011, ROCCHETTI, et al., 2018).

As técnicas normalmente utilizadas para expressar o perfil metabolomico séo:
cromatografia liquida (CL), cromatografia gasosa (CG), normalmente essas duas técnicas
acopladas a espectrometria de massas, a espectros de infravermelho médio, ou transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopia vibracional do infravermelho préximo (NIR) e de Raman.
Além disso, podem ser usadas técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) em suas
abordagens uni e bidimensionais e quantitativas (QRMN). Essas analises produzem
cromatogramas e espectros que sdo fundamentais para estabelecimento do perfil quimico das
amostras estudadas. Conforme descrito na tabela 1 (MARACHIN et al., 2017)
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Tabela 1 - Técnicas analiticas, especificidades e aplicacdes.

Técnica Analitica Caracteristicas Aplicacdes
Alta sensibilidade, analitos volateis
CG-MS somente, baixo custo. Metabélico(s) alvo(s) e metabolémica.
CLMS Alta sensibilidade, analitos ndo Metabolico(s) alvo(s), perfil metabdlico
volateis/termoinstaveis, alto custo. e metabolémica.
RMN Baixa sensibilidade, alta reprodutibilidade Perfil metabdlico, padrdo metabolico
ndo destrutiva, alto custo. (fingerprint) e fluxo metabolico.
Metabolico(s) alvo(s), perfil
EM Alta sensibilidade, alto custo, usualmente metabdlico, padrdo metabdlico
acoplada a técnica de separacéo. (fingerprint), metabolémica e fluxo
metabdlico.
FTIR,NIR e Baixa resolucdo, alta reprodutibilidade e Padrdo metabdlico
RAMAN rendimento, ndo destrutiva, baixo custo (fingerprint)

Fonte: Adaptado de Marachin et al. 2017.

A aplicacdo de estatistica combinados o perfil quimico é denominado de
quimiometria. Dados esses obtidos a partir das técnicas anteriormente citadas (UPLC-QTOF-
MS e CG-MS) e agrupados em matrizes que quando relacionadas matematicamente produzem
informacBes que explicitam os biomarcadores, consequentemente suas semelhancas e
diferengas entre as amostras estudas analiticamente (KHAKIMOV, GURDENIZ,
ENGELSEN, 2015; MARACHIN et al., 2017).

As analises multivariadas incluem: a analise ndo supervisionada gque agrupa as
amostras por semelhanca entre elas, sendo realizada a vizualizagdo por meio de dendogramas
(HCA), a andlise de compostos principais (PCA) que serve para identificar grupos de variaveis
inter-relacionadas, a analise de minimos quadrados parciais (PLS), a analise de minimos
guadrados parciais ortogonais (OPLS-DA), sendo observado que as analises (PCA, PLS-DA e
OPLS-DA) séo descritas por vetores de pontuacdo (score vetors) e vetores de carga (loadings

vectors). Além disso, ttm Heatmaps que sdo uma forma de visualizar a combinacdo de
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processos de clustering hierarquico e os Vip Scores (grafico de importancia em projecao) que
relacionam as variaveis X,y, sendo uma ferramenta importantissimo para a determinacdo dos
ions (Marcadores moleculares) de diferenciacdo das analises metabdlicas (TRIVEDI et al.,
2012, KHAKIMOV; GURDENIZ; ENGELSEN, 2015; MARACHIN et al., 2017).

3.3.2 Compostos Bioativos na Pitaya Vermelha

Vaérios autores tém desenvolvido estudos em relacdo a familia, ao género e a
espécie relacionados a presenca de compostos fenolicos, oligossacarideos e antioxidantes na
pitaya vermelha (ESQUIVEL; STINTZING; CARLE, 2007, ZAINOLDIN; BABA, 2009,
KHALILI et al., 2012, 2014).

Alguns pigmentos tém sido estudados na pitaya vermelha, dentre eles, a betalaina
que histéricamente tem sido menos estudada do que os outros trés principais pigmentos
(carotenoides, clorofilas e antocianinas), mas que nos Gltimos anos tem tido uma relevante
producdo literaria devido a sua coloracdo atraente, a atividade antioxidantes, as atividades
anticancerigenas, hipolipidémicas, hepatoprotetoras, antiinflamatérias e antidiabéticase ao
estudo de seu mecanismo biosintetico para aplicacdo em produtos alimentares (STINTZING;
CARLE, 2004; STINTZING; CARLE, 2005; STINTZING; CARLE, 2007; CLIFFORD et al.,
2015; ESATBEYOGLU et al., 2015; GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2015; GANDIA-
HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016; KHAN, 2016,
THIRUGNANASAMBANDHAM; SIVAKUMAR, 2017; POLTURAK; AHARONI, 2018).

As betalainas sdo biosintetizadas de um aminoacido aromatico do metabolismo
secundario de plantas, a tirosina, principalmente pela via do chiquimato. A acdo da enzima
tirosinase realiza a hidroxilagdo da tirosina para L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Entdo, ocorre a conversdo da L-DOPA em acido betaldmico, em duas fases realizadas pela
enzima DOPA 4,5-dioxigenase. Posteriormente podem ocorrer reacGes de glicolisacdo e
acilacdo levando a sintese de varios compostos novos de betacianina. Esses compostos
formados podem ser ligados ao &cido glicurénico, soforese, ramnose, apiose e também por
esterificacdo podem ser ligados a alguns acidos, como por exemplo, acido malénico, feralico,
cafeico e p-oceanico, formando pigmentos nitrogenados e podendo ser armazenados no
vactolo (STEGLICH; STRACK, 1990; GIROD; ZRYD, 1991; HERRMANN, 1995;
STRACK et al., 2003; CHRISTINET et al., 2004; GROTEWOLD, 2006; TZIN; GALILI,
2010; KHAN, 2016; POLTURAK; AHARONI, 2018; DELIA; RODRIGUEZ-AMAYAA,


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205217303076#bib47
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/B9780081005965216077#bib60
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205217303076#bib49
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205217303076#bib151
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205217303076#bib151
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205217303076#bib126
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2019). Além disso, autores como Wybraniecet al., 2001, 2002, 2007, 2009, 2010, 2011,
Kumorkiewicz; Wybraniec, 2017 e Stintzing et al., 2004, 2007 tem relatado algumas
possiveis modificacdes da estrutura primaria da betalaina (Figura 5).

Figura 5. Moléculas de (A) betacianinas (vermelhas), (B) betaxantinas (amarelas) e do seu
precursor comum, o (C) &cido betalamico. Além disso, estruturas da (D) Betanina, (E)
Filocactina, (F) Indicaxantina, (G) Isohamnetina, H) Betanidina, (1) Apiosil, (J) Malonil, (L)
Furosil e (M) Sinapoil.
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Fonte: Adaptado de Wybraniec et al. 2001, 2002, 2007, 2009, 2010, 2011, Kumorkiewicz; Wybraniec, 2017 e
Stintzing et al. 2004, 2007; Valente et al. 2010.
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A betalaina € um pigmento solivel em agua, em metanol e que pode ser extraido
com o auxilio de ultrassom em condic¢des otimizadas (THIRUGNANASAMBANDHAM,;
SIVAKUMAR, 2017). Reconhecido pela coloracao caracteristica que pode ser vermelha ou
amarela, correspondendo as betacianinas e betaxantinas, respectivamente. Possui reconhecida
capacidade antioxidante. Kunnika, Pranee (2011) observaram que atraves do efeito da
maceragdo enzimatica sobre a polpa e a casca da pitaya vermelha podem ser aumentados os
valores de antioxidantes, compostos fenolicos e betacianina devido a quebra das ligacdes
glicosidicas.

O estudo da via biosintética da betalaina tem avancado na busca por uma total
compreeensdo do mecanismo. O que é benéfico visando facilitar o estudo das moléculas de
betalainas nas plantas e seus beneficios para a saude (POLTURAK; AHARONI, 2018). Além
disso, na familia Cactaceae tem sido relatado a presenca de alguns alcaldides e flavonoides,
como por exemplo, indicaxantina e isorhamnetina, respectivamente (STINTZING; CARLE,
2005, PARK; CHUN, 2007, VALENTE et al., 2010). Também é relatada na literatura a
presenca de licopeno, que é um antioxidante natural (ZAINOLDIN; BABA , 2009).

Em relacdo aos oligossacarideos, Khalili et al., (2014) afirmam que a quantidade
de oligossacarideos é significativamente maior na polpa da fruta em comparagdo com a casca,
que pode ser usada para o desenvolvimento de alimentos funcionais. Na polpa da pitaya
vermelha foram encontradas propor¢des razoavelmente altas de oligossacarideos prebidticos
em compara¢do com pitaya branca.

Sarmento (2017) relata uma estabilidade de 32 dias para a polpa da pitaya
vermelha armazenada a 10 + 1 °C e 95 + 5% UR. Os autores observam que ndo houve perdas
na qualidade e a manutencdo de elevados teores de agucar, sélidos soltveis e firmeza do fruto
ao final do armazenamento. Também foi observado por Priatini (2015) que a estabilidade das
betacianinas em casca de pitaya vermelha é afetada pelo pH, tipo de solvente de diluicdo e
temperatura. Em temperatura ambiente (25 °C) o metanol tem um maior fator de extracdo em
relacdo a agua e menor fator de degradacdo de betacianina em um periodo de 5 horas.

Na literatura tem sido observado que em base seca a pitaya possui elevado teor de
carboidratos (ABREU et al., 2012; SATO, 2014), o que pode contribuir para a formagéo de
compostos volateis que sdo responsaveis pelos aromas de frutos. A figura 6 mostra que um
dos principais precussores de aldeidos, cetonas e ésteres presentes em frutos é decorrente da

via dos carboidratos, acidos graxos e aminoacidos (Schwab et al., 2008).
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Figura 6. Principais precussores e algumas vias metabolicas de formacéo dos compostos

volateis.
€O, — Carboidratos Aminoacidos
/ \ degradacio
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terpenoides B-oxidacio. Via da Acidos {&cndos
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Fonte: Adaptado de Schwab et al., 2008.

A metaboldmica dos volateis por CG-MS da pitaya foi estudado anteriormente por
Celis et al., (2012) e Obeland et al., (2016). Celis et al., (2012) realizou o estudo com a pitaya
amarela da polpa branca e relataram um procedimento de extracdo de volateis usando um
sistema de destilacdo a vapor e, em seguida, analisaram através de diluicdo do extrato de
aroma (AEDA) para identificar compostos potencialmente ativos de odor que poderiam
influenciar o sabor. Obeland et al., (2016) relataram um estudo de seis espécies de pitaya da
regido da Califérnia, onde realizaram uma microextracdo em fase sélida (SPME) auxiliada
por um sistema robotico Gerstel MPS-2 e para captura dos volateis fibras 75-um
carboxeno/polidimetilsiloxano e encontraram a presenca de Vvarias classes quimicas, entre
elas, aldeidos, alcoois e cetonas.

Foi realizada uma exaustiva pesquisa bibliografica na literatura e ndo foi
encontrado nenhum trabalho de carater conclusivo relacionando processos diferentes de
despolpamento, analises quimicas, fisico-quimicas, enzimaticas, metabolémica de compostos

volateis e ndo volateis presentes na pitaya vermelha e quimiometria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria Prima

Os frutos de pitaya [Hylocereus polyrhizus (Webber) Britton & Rose] foram
fornecidos pela empresa Frutacor, localizada no Vale do Jaguaribe - CE (05° 53 '26 "'S; 38° 37
'19" W). Apods receber a pitaya, os frutos foram lavados, higienizados e processados no

Laboratdrio de Processos Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE).

4.2 Despolpamento da Pitaya

A pitaya foi entdo submetida a trés tipos de tratamentos para o seu despolpamento,
utilizando uma despolpadeira (ITAMETAL/BONINA 0,25 DF), com uma capacidade média
de processamento de 100 kg.h™. Para cada um, trés lotes de aproximadamente 100 kg de
frutos frescos foram processados a fim de obter os parametros para o célculo do rendimento.

Para o despolpamento da pitaya, os seguintes tratamentos foram empregados: O
Tratamento A, na qual ocorreu a separa¢do da polpa manualmente da casca e submetida a
despolpamento em peneira de 0,8mm; processamento B, em que a pitaia foi fracionada em
quatro partes e submetida a despolpamento com peneiras 2,5 mm e 0,8 mm. Neste processo
(B), foi utilizado 500 ppm de acido ascorbico e um controle, sem &cido, foi usado para
comparacdo. Nesta etapa do projeto, foram obtidos os seguintes materiais: polpa (TA, TB,
TC), casca (TAC e TBC) e sementes (TAS e TBS) da pitaya vermelha conforme apresentado
na figura 7.

Todos esses materiais obtidos foram armazenados a -18 °C até as analises. O
rendimento dos processos foi obtido pela seguinte equacdo (1): Rendimento = (Massa de
polpa x 100) / Massa total do processo. De uma forma geral, foram realizados dois tipos de

processamentos de acordo com os seguintes fluxogramas:



30

Figura 7. (Al) - Fluxograma de obtencdo dos diferentes fracbes de pitaya do Tratamento A:

polpa, semente e casca; (All) — Imagem da pitaya in natura, polpa, casca e semente do

tratamento A. (BI) - Fluxograma de obtencéo dos diferentes produtos de pitaya do Tratamento

B: polpa, semente e casca e polpa do Tratamento C; (BIl) - Imagem da pitaya in natura, polpa,

casca e semente do tratamento B e C.
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4.3 Analises Quimicas, Fisico Quimicas e Enzimaticas

4.3.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Determinou-se a partir de um medidor de pH digital (Metller JEMWA 3510pH)
calibrado com solucdes tampao de pH 4,0 e 7,0 (IAL, 2008).

4.3.2 Acidez Titulavel

Utilizou-se 1,0 g de amostra diluida em 50 mL de &gua destilada. Com o auxilio
do potenciémetro titulométrico automatico (HI 901/HI 902 — HANNA INSTRUMENTS) foi
titulado com NaOH 0,1 N até pH 8,1(1AL, 2008). A acidez foi expressa em % de acido

malico.

4.3.3 Solidos Soltveis

O teor de sdélidos sollveis (SS) foi determinado utilizando um refratdbmetro digital,
modelo (ATAGO POCKET PALM-3), os valores foram expressos em °Brix, conforme a
AOAC (2005).

4.3.4 Umidade

Seguiu-se a metodologia segundo o método 934.01 - AOAC, 2005, onde as
amostras foram colocadas em cadinhos de porcelana e levados a estufa em temperatura de 105
°C = 5 °C, para remocdo de agua por aguecimento. Apos as amostras foram adicionadas e

submetidas a temperatura de 105 °C até peso constante.

4.3.5 Cinzas

As amostras foram pesadas em capsulas de porcelana taradas anteriormente e
incineradas em forno mufla a 550 °C durante 6 horas. Posteriormente foram resfriadas em
dessecador por 1 h e pesadas (método 923.03 — AOAC, 2005).



32

4.3.6 Proteinas

Seguiu-se a metodologia de Kjeldahl que consiste em trés etapas, a de digestéo, a
destilacdo e a titulacdo. Os resultados foram expressos em nitrogénio total seguindo o método
984.13 — AOAC (2005).

4.3.7 Lipideos

Foi determinado pela andlise de extrato etéreo utilizando extratora a alta
temperatura modelo XT15 da ANKOM, descrito conforme proposto pelo método Am 5-04 da
ANKOM, 20009.

4.3.8 Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado a partir da diferenca entre o total da
amostra, que representa os 100% e os valores obtidos a partir das analises de lipideos,
proteinas, umidade e cinzas (AOAC, 2005)

4.3.9 Valor Calérico

Determinou-se o valor calérico a partir do calculo das médias aritméticas dos
teores de carboidratos, proteinas e lipidios e multiplicou-se por 4 kcal/g, 4 kcal/g e 9 kcal/g,

respectivamente, de acordo com o sistema de Atwater (MONTEIRO et al., 2008).

4.3.10 Fibras

As fracBes insolaveis (FDI) e solGveis (SDF) da fibra dietética alimentar foram
determinadas de acordo com o método 991.43 da AOAC (2005), utilizando analisador
automatico de fibra alimentar TDF da ANKON (ANKON Technology Corporation). A fibra
alimentar total (TDF) foi obtida pela soma das frac6es insoltvel e soltvel.
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4.3.11 Metodologia para Analise dos Acidos Graxos de Pitaya

Para determinar o perfil de acidos graxos das sementes de pitaya, as amostras de
gordura previamente extraidas foram convertidas em metil ésteres de &cidos graxos (FAMES),
seguindo o procedimento descrito por Hartman; Lago (1973). Apés a extracdo, 0s materiais
foram analisados por cromatdgrafo equipado com um Detector de lonizagdo por Chama
(GC2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo) e uma coluna capilar de biscianopropil
polidimetilsiloxano em fase estacionéria (SP2560, 100m x 0,25mm, df 0,20 SUPMCO®,
BELLEFONTE, PA , EUA). As condicdes de temperatura da estufa da coluna foram as
seguintes: a temperatura inicial foi mantida a 80 °C, aumentada para 11 °C/mina 180 °C/min
e 5 °C/ min a 220 °C/min e depois mantida durante 23 min. O modo de injecéo utilizado foi 0
de divisdo de fluxo (Split de 1:30) e o gas carreador foi o hidrogénio, com fluxo constante de
1,5 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 220 °C, cada. Os FAMEs
foram identificados por uma comparacdo dos tempos de retencdo com 0s de uma mistura
padrdo de &cido graxo previamente injetado (c6digo CRM47885, SUPELCO®, BELLEFONT
PA, EUA). A contribuicdo de cada composto para a mistura foi dada pela area relativa (%) de

Seu respectivo pico no cromatograma.

4.3.12 Atividade Polifenoloxidase (PPO), Peroxidase (POD) e Analise de Cor da Polpa de
Pitaya

Para avaliar a atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)
na polpa de pitaya (controle, TA e TB), um extrato enzimatico de cada material foi preparado.
Para a PPO, foi utilizado o método descrito por Sojo et al., (1998), com adaptacGes.
Resumidamente, num banho de &gua gelada, 0,1 g de polpa foi homogeneizada durante 5
minutos com 10 mL de tampédo KH,PO, (0,01 mol/L, pH 6,0) contendo 4% 0,04 mg / g Triton
X-100 e 0,02 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apos centrifugacdo (5000 x g por 40
minutos a 4 ° C), o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi incubado em banho-maria
por 10 minutos (37 °C), e entdo, centrifugado por 20 minutos (2000 xg 4 °C). O sobrenadante
foi utilizado como um extrato para a analise da atividade da PPO, utilizando o método
estabelecido por Robinson (1987). Neste método, a mistura de reag@o consistiu de 80 pL de
tampéo fosfato de potassio (0,1 mol/L, pH 6,0), 100 uL de extrato ¢ 5 puL de substrato de
pirocatecol (0,1 mol/L). Apoés incubagdo a 30 °C durante 30 minutos, a absorvéncia foi
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medida a 395 nm. Uma unidade de atividade enzimética (em unidades de atividade, UA) foi
definida como uma variacdo de 0,001 na absorbancia e os resultados foram expressos como
UA/min.mg.P. Os resultados foram calculados considerando o controle como 100%.

O extrato enzimatico para determinagdo de POD foi preparado de acordo com o
método descrito por Wissemann; Lee (1980), com adapta¢fes. Num banho de agua gelada, 0,5
polpa foi homogeneizada com 10 ml de tampdo KH,PO, (0,05 mol/L, pH 7,0) contendo 1%
de polivinilpirrolidona (PVP) durante 3 minutos. Apos centrifugacdo (10.000 g por 10
minutos a 4 °C), o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi considerado a fonte
enzimética. O sobrenadante foi utilizado como extrato para analise da atividade da POD. A
atividade foi determinada de acordo com Matsuno; Uritani (1972). A mistura reacional
consistiu de 55 pL de tampao KH,PO4 (0,05 mol/L, pH 7,0), 300 uL do extrato e 55 pL de
peroxido de hidrogénio a 3%. Apo6s incubacdo a 30 °C durante 5 minutos, a reacc¢do foi extinta
com a adicdo de bissulfito de sddio a 30%. Portanto, a absorbancia foi medida a 470 nm e os
resultados foram expressos como UA/min.mg.P. Os resultados foram calculados considerando
o controle como 100%.

Além disso, as analises de cores foram realizadas medindo-se a refletancia direta
do sistema de coordenadas retangulares (L*, brilho; a*, intensidade de vermelho e verde; e b*,
intensidade de amarelo e azul) aplicando a escala de cores CIELAB usando ao colorimetro
(MODELO CHROMA-METER CR-410, KONICA MINOLTA SENSING INC., OSAKA,
JAPAO). Os resultados foram também expressos pelo diferencial de cor (AE), calculado de
acordo com a equacdo (2): AE = ((AL*)® + (Aa*)* + (Ab*)?) 1/2 (CARTER, 2004). Os
tratamentos TA, TB e TC foram analisados.

4.4 Estudo do Perfil Quimico

4.4.1 Anélise Metaboldmica dos Compostos Volateis (CG-MS)

Foi retirado uma aliquota de 4 g de polpa de pitaya dos tratamentos A, Be C e
adicionado 1,4 g de cloreto de sddio P.A. O material foi submetido a congelamento de -18 °C
até a realizacdo da analise cromatografica.

Foi utilizado o método descrito por Célis; Gil; Pino, 2012, com adapta¢des. Os
compostos volateis de pitaya foram isolados da matriz por microextracdo em fase solida em

headspace  (HS-SPME), utilizando uma fibra de  Divinilbenzeno/Carboxeno/
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Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de 50/30 um. A analise foi realizada utilizando um
cromatografo gasoso Agilent, modelo 7890B, equipado com um detector de espectrometro de
massa, modelo 5977A. A coluna cromatografica utilizada foi RTX 5 (tamanho de 30 m, 0,25
mm de didmetro interno, 0,25 de espessura de filme). O programa de temperatura utilizado
foi: 4 °C/min de rampa de 40 °C a 110 °C, 16 °C/min até 200 °C, permanecendo por 10
minutos e 7 °C/min até 230 °C. As temperaturas do injetor e de interface entre o cromatografo
e 0 detector de massa seletiva foram de 250 °C e a ionizagéo foi feita por impacto de elétrons
(70 eV) com a fonte de ions mantida a 150 °C.

Os resultados das andlises foram expressos em abundancia relativa. A
identificacdo dos compostos foi realizada comparando os espectros de massa obtidos com 0s
espectros do NIST 1.6 Library (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, Gaithersburg,
Md, EUA). A identificacdo também foi feita comparando o indice de retencéo linear calculado
usando uma série homologa de n-alcanos C8-C20 (de acordo com a coluna capilar usada) com
os indices de retencdo comparados as bases de dados online (Nist Chemistry Webbook,

Chemspider e Pubchem) (Figura 8).

4.4.2 Analise Metaboldmica dos Compostos N&o Volateis (UPLC-QTOF-MSF)

Os tratamentos foram submetidos & anélise, sendo cada um deles analisado em
quintuplicatas bioldgicas no sistema cromatografico/espectrométrico. Para isso, 0s extratos
foram submetidos a ultrasom. Inicialmente, pesou-se uma quantidade de 50 mg das amostras
liofilizadas para um tubo de ensaio de 15 ml medindo 16 x 100 mm numa balanga analitica. A
extracdo dos compostos organicos de Hylocereus polyrhizus foi realizada utilizando uma
metodologia adaptada relatada por Luz et al., (2018).

Posteriormente, ao tubo de ensaio contendo a amostra, foi adicionado 4 mL de
hexano 95% e a mistura foi levada para homogeneizacdo em vortex por 1 minuto. A extracdo
dos compostos apolares foi realizada em banho ultrassdnico por 20 minutos com poténcia fixa
de 135 W. Em seguida, foi adicionado 4 mL de solucdo etanol/agua (7:3), preparada
previamente utilizando 140 mL de etanol 96% e 60 mL de agua ultrapura, a mistura.
Novamente, a homogeneizacgdo da mistura foi feita em vortex durante 1 minuto e realizada a
extracdo dos compostos polares em banho ultrassénico por 20 minutos. Depois, 0s tubos de
ensaio foram levados a centrifuga para decantar o material vegetal ndo dissolvido a 3000 rpm
por 10 minutos. Ao final do procedimento, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi
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retirada uma aliquota de 1 mL da fase inferior polar (etanol/agua) e transferiu-se para uma
seringa acoplada ao filtro de PTFE 0,22 um. A aliquota filtrada foi recolhido em vials e
encaminhado para analise em UPLC-QTOF-MSE. Na Figura 8, tem-se a ilustracdo do

procedimento de extracao para analise em UPLC-QTOF-MSF.

4.4.3 Analise do Perfil Quimico por UPLC-QTOF-MSE

As amostras foram submetidas a analise num sistema. As anélises foram
realizadas num sistema Waters Acquity de Cromatografia Liquida de Ultra Performance
(UPLC) acoplado a um analisador Tempo-de-Voo (TOF) Waters Micromass LCT
espectrometria de massa equipado com uma interface electrospray (ESI). As separacdes foram
realizadas em coluna C18 (Waters Acquity UPLC C18, 150 milimetros x 2,1 milimetros, 1.7
pum). Os perfis dos metabolitos nos extratos foram obtidos inicialmente por um gradiente
exploratorio, sendo as fases moveis: H,O (A) e acetonitrila (B), cada uma destas contendo
acido formico (0,1% v/v). As amostras foram submetidas ao seguinte gradiente exploratério: 2
- 95%. A vazdo de 500 puL/min. As analises de cada extrato foram realizadas em modos de
ionizagdo positivo no intervalo de 100 - 1200 Da. As condigOes da fonte ESI serdo definidas
da seguinte forma: tensé@o capilar 2800 V, tensdo cone 40 V, temperatura da fonte 120 °C,
temperatura dessolvacdo 330 °C, fluxo de gas de cone de 20L/h, o fluxo de gas dessolvatacdo
600 L/h, e microcanais tensédo da placa - detector a 1900 V.

4.4.4 Estratégia de Desreplicacao/ldentificacéo

Na identificacdo estrutural dos metabdlitos foram consideradas as formulas
moleculares e os valores de m/z obtidos a partir de espectros de alta resolucdo, observados
nos picos cromatograficos de maior intensidade. A partir de cada formula, foi determinado o
erro relativo em ppm. Somente formulas moleculares com valores inferiores a 5 ppm de erro
foram consideradas para estudos posteriores em MS/MS. As propostas estruturais das
moléculas foram realizadas através dos dados de MS/MS, por meio do estabelecimento de
padrdes de fragmentacdo racionais (BOUSLIMANI et al., 2014; KIND; FIEHN, 2007, 2010;
MOCO et al., 2007; YULIANA et al., 2013).
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4.4.5 Andlise de Dados Quimiométricos e Identificacdo De Metabolitos

Os dados das &reas de pico dos compostos volateis, obtidos através dos
cromatogramas, foram normalizados pela mediana tratada na escala logaritmica e escalonados
de acordo com a escala de Pareto. A analise quimiométrica usando Metaboanalyst 3.0
(www.metaboanalyst.ca) foi feita a partir de matrizes de correlagdo normalizadas de dados
normalizados. Para analise de variancia (ANOVA), foi utilizado o teste de LSD (Minor
Significant Difference) de Fisher, analise de FDR, agrupamento hierdrquico, Heatmap e o
programa Minitab 17 (X1Aet al., 2015).

Os dados de UPLC-QTOF-MSF foram analisados usando o software Marker Lynx
XSv 4.1 (Waters Corporation) para identificar potenciais marcadores discriminatorios das
partes da pitaya (polpa, casca e semente). As sete amostras foram analisadas em
quintuplicatas. Uma lista foi gerada com a identificacdo dos picos detectados usando o tempo
de retencdo dos pares (Tr) - dados de massa (m/z) baseada em sua ordem de elui¢do do
sistema UPLC. As intensidades de ions para cada pico detectado foram normalizadas contra a
soma das intensidades de pico dentro daquela amostra usando o programa de software
MarkerLynx XS v4.1. Os ions de diferentes amostras foram idénticos quando os valores de
t, e m/z foram combinados. Os dados brutos foram submetidos ao PCA usando o modelo de
Pareto. O OPLS-DA foi usado para validar o modelo de PCA e para identificar
os metabdlitos diferenciais. Os marcadores foram selecionados pela anélise S-Plot.

A identificacdo parcial do metabdlito foi realizada com base na massa exata do
precursor MS e espectros de massa idnica MS/MS dos fragmentos de cada extrato vegetal,
juntamente com o mecanismo de fragmentacdo. O uso combinado dessas informagdes em
comparacdo aos dados de referéncia quimiotaxonémicos para a familia (Cactacea), género
(Hylocereus) e espécies (polyrhizus) utilizando uma grande pesquisa bibliografica das bases

de dados SciFinder, ChemSpider e PubChem foi a estratégia utilizada.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/biological-marker
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/mass-to-charge-ratio
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/metabolite
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mass-spectrum
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mass-spectrum
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tandem-mass-spectrometry
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Figura 8. Esquema da anélise de perfil quimico por CG-MS e UPLC-QTOF-MSF
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4.5 Anélises Estatisticas

Os dados obtidos da atividade enzimatica (PPO e POD), analises quimicas e
fisico-quimicas, incluindo o perfil de acidos graxos, foram submetidos ao teste de Tukey com
nivel de significancia de 5% para comparacdo de média e desvio padrdo, utilizando o

programa estatistico AgroEstat 1.0.
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5 RESULTADO E DISCUSSOES

5.1 Rendimentos do Despolpamento

A pitaya foi dividida em trés fracdes ao sair da despolpadeira, sendo elas a Polpa
(TA, TB e TC), a casca (TAC e TBC) e a semente (TAS e TBS). A TB, como esperado, teve
0s maiores rendimentos (65,64%), uma vez que a casca € processada inicialmente junto com a
polpa na parte interna, resultando em um aumento de rendimento em torno de 13%. Devido ao
alto valor comercial, o rendimento no processamento da pitaya ¢ fundamental para futuros

trabalhos académicoss e aplicagdes na industria de alimentos.

5.2 Andlise de Cor e Atividade Enzimatica da Polpa de Pitaya

A andlise de cor e a atividade enzimaética da polpa de pitaya foram medidas para
cada tratamento (Controle, TA e TB) apds o processamento (ver Tabela 1).

Tabela 2 - Efeito do tratamento na atividade relativa da polifenoloxidase (%) e da peroxidase

(%) e os parametros de cor da pitaya [Hylocereus polyrhizus (Webber) Britton & Rose]

Analises TRATAMENTOS
TC TA TB
Polifenoloxidase 100%’ 47.51%" 60.84%"
Atividade
Enzimati
nazmatica Peroxidase 100%° 58.26%" 66.87%"
L 30.97 £ 0.23° 28.7 +0.04° 27.73 £0.02°
a* 18.71 + 0.37° 23.8+0.03" 21.37 £ 0.09°
Parametros
de coloragdo a b c
b* 8.67 +0.35 4.19 +0.00 3.26 +0.06
TC/TA TC/TB
AE - 7.15 6.84

*Q tratamento A (TA), no qual os frutos foram cortados em quartos, as cascas foram removidas manualmente
antes de seu processo de polpacéo, e foram coadas através de peneira de 0,8 mm; tratamento B (TB), no qual os
frutos inteiros foram utilizados diretamente no processo de despolpamento, na dose de 500 mg/kg de &cido

ascorbico, para evitar processos oxidativos, e os frutos foram coados em peneira de 2,5 e 0,8 mm. Resultados
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expressos em média e desvio padrao; Médias com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem no nivel de 5% de

significancia para o teste de Tukey.

A atividade de PPO e POD foi significativamente maior no controle, confirmando
que no processamento de frutas inteiras, 0s compostos presentes na casca foram arrastados
para a polpa, aumentando sua atividade enzimética. Consequentemente, a cor foi alterada (ver
Tabela 1) quando L*, a* e b* foram comparados com o0s outros tratamentos. A polpa e a casca
sdo fontes de compostos fenolicos que sdo substratos para enzimas oxidativas que iniciam as
degradacgOes durante o processo de corte, despolpamento dos frutos e aeracdo (Abreu et al.,
2012). Para TA e TB, a atividade de PPO foi reduzida em 52,49% e 39,16%, respectivamente,
e uma reducdo da atividade de POD em 41,74% e 33,13%, respectivamente. A diferenca de
cor foi de 7,15 (AEtcxta) € 6,84 (AETcxT8), MuUito superior a aceitavel relatada por Rosenstritt
et al. (1998).

Figura 9. Polpas mantidas em refrigeracdo (4 °C) para a analise de cor - (A) Polpa de pitaya
vermelha do tratamento A, (B) Polpa de pitaya vermelha do tratamento B e (C) Polpa de

pitaya vermelha Controle.

(A) (B)

Fonte: Autor (2018).

Os resultados obtidos mostraram que o acido ascorbico é capaz de reduzir as
atividades de PPO e POD, resultando na manutencdo da caracteristica da cor da polpa da
pitaya. Herbach et al. (2006) e Leong et al. (2018) mostram que o &cido ascorbico é
responsavel por uma maior estabilidade da degradacdo da betacianina. Strack et al. (2003)
relatam que um pH levemente &cido estabiliza as betacianinas e inibe a possivel oxidacdo
pelas PPOs.
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5.3 Caracterizacgao Fisico Quimica da Pitaya

Na Tabela 3, pode-se observar os valores obtidos a partir das analises de pH,
acidez, sélidos solaveis, umidade, cinzas, lipidios, proteinas, carboidratos, valor energético e
Fibras (SDF, IDF, TDF). A composicao centesimal esta descrita em base Umida expressando o
valor nutritivo em 100g do fruto de pitaya. Importante observar que os valores descritos na
tabela em comparacdo com os valores encontrados na literatura podem sofrer variacdo devido
a cultura agronémica e particularidades da planta. (STINTZING; CARLE, 2005)

A diferenca dos tratamentos na composi¢do quimica e fisico-quimica da pitaya é
apresentada na Tabela 3. A polpa de pitaya produzida pela TB ndo apresentou alteracoes
marcantes na maioria de seus principais parametros quimicos, exceto para pH e sélidos
solGveis devido ao seu processo de acidificacdo. Em ambos os processos, a polpa foi
composta principalmente de carboidratos (variando de 9,65% a 8,91%), composta
principalmente de fibra alimentar (variando de 7,8% a 15,9%). Os niveis mais elevados de
fibra dietética na TB podem ser explicados pelo processamento empregado desde que 0s
frutos inteiros foram processados. Consequentemente, algumas fibras da casca foram
incorporadas na polpa, melhorando seu valor nutricional.

Nos resultados de proteinas e lipidios, os valores foram inferiores a 0,5%. De
acordo com nossos dados, Abreu et al. (2012) e Sato et al. (2014) também relataram baixas
quantidades de proteinas e lipidios na polpa de pitaya. Os resultados obtidos a partir da casca
de pitaya mostraram alteracdes em todos os parametros avaliados, com excecdo dos teores de
umidade e carboidratos (ver Tabela 3). A casca obtida do TB apresenta baixos valores de
umidade, o que pode ser explicado pelo uso de toda a pitaya no processo de despolpamento. A
despolpadeira foi usada para pressionar 0 material e, consequentemente, removeu mais polpa
aderida na casca. Portanto, a reducdo de umidade pode ser observada. Da mesma forma, o
contetdo de fibras em TB foi superior ao TA. Devido ao aumento da superficie de contato
referente ao tipo de processamento previamente descrito, permitindo que as enzimas atuem

durante a analise das fibras.
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Tabela 3 - Efeito do processamento nas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da polpa,

casca e semente de pitaya (Processamento A e Processamento B).

Analises Processamento A Processamento B
TA TAC TAS B TBC TBS
H 488+ 44+ 5,48 + 4.47 + 434+ 499+
P 0,02° 0,01¢ 0,03 0,01« 0,01¢ 0,01°
ﬁ;'%iz 033+ 041+ 043+ 0,34 + 046+ 0324
0 at. 0,03 0,01% 0,05% 0,01° 0,05° 0,02°
Maélico)
;‘fﬂsgfs 9,97+ 8,87 +
a - - b - -
Brix) 0,06 0,06
Umidade 89,46+ 90,58+ 77,23+ 90,04+ 8925+ 80,89+
(%) 0,06° 0,06° 0,09 0,41% 0,49° 0,10°
Cinzas (%) 039+ 1,09+ 0,15+ 0,55 + 1,05+ 0,14+
° 0,03° 0,042 0,01° 0,04° 0,09% 0,01°
Lipidios (%) | ND ND 36517; ND ND 2650543
Proteinas 05+ 0,62+ 225% 0,51+ 053+ 351+
(%) 0,03 0,01° 0,07 0,01° 0,06° 0,172
Carboidratos | 9,65 * 7,72 £ 16,8 + 8,91 + 9,17 + 12,91 +
%o , , : , : ,
(%) 0,06° 0,12° 0,38° 0,06™ 0,34 0,17°
en;/r‘;'ggco 4057+ 3333+ 4404+ 3767+ 388+ 4273+
bc e a cd cd ab
(Kcal/100g) 0,32 0,51 0,50 0,21 1,59 0,36
Fibras SDE | 601% 270% 1149+ 10,40+ 34,89+ 11,70+
0,00° 0,01f 0,01° 0,01¢ 0,00? 0,01°
Fibras IDE | L91% 5L71% 2500+ 5,11 + 16,50+ 37,60+
0,01f 0,02° 0,02° 0,01° 0,00% 0,02¢
Fibras TOF | 792% 5441+ 3649+ 1551+ 51,39+ 4930+
0,02f 0,03 0,03° 0,00° 0,10° 0,01¢
Acidos graxos na pitaya vermelha (%)
Miristico 0,12 + 0,12+
(C14:0) i i 0,00° i i 0,00°
Palmitico 14,47 + 14,13 +
(C16:0) i i 0,08 i i 0,04
Palmitoleico 0,75 + 0,82 +
(C16:1) i i 0,01° i i 0,01
Sapiénico 0,11+ 0,11+
(C16:1) i i 0,022 i i 0,022
Estearico 5,89 + 7,08 +
(C18:0) i i 0,01° i i 0,00
Oléico 23,26 + 26,04 +
(C18:1) i i 0,30° i i 0,10°
cis-Vacénico 3,96 + 4,36 +
(C18:1) i i 0,32° i i 0,04




43

Linoléico 45,86 + 42,02 +
(C18:2) i i 0,12 i i 0,17
Araquidico 1,92 + 1,99 +
(C20:0) i i 0,08 i i 0,04
Linolénico 0,42+ 0,44
(C18:3) i i 0,00° i i 0,00
Beénico 1,45+ 1,40 +
(C22:0) i i 0,00 i i 0,00
N&o 3 . 1,812 . . 1,49°
identificados

*Q tratamento A (TA), no qual os frutos foram cortados em quartos, as cascas foram removidas manualmente
antes de seu processo de polpacao, e foram coadas através de peneira de 0,8 mm; tratamento B (TB), no qual os
frutos inteiros foram utilizados diretamente no processo de despolpamento, na dose de 500 mg/kg de acido
ascorbico, para evitar processos oxidativos, e os frutos foram coados em peneira de 2,5 e 0,8 mm. Resultados
expressos em média e desvio padrao; Médias com letras iguais, ha mesma linha, ndo diferem no nivel de 5% de

significancia para o teste de Tukey.

Os 4cidos graxos (AG) do 6leo de semente de TA e TB obtidos foram
determinados por meio da andlise GC-FID em triplicata. Como apresentado na Tabela 3 e
Figura 10, a porcentagem predominantemente saturada de 6leo de semente de pitaya foram os
acidos palmitico (14,13-14,47%), estearico (5,89-7,08%), araquidico (1,92-1,99%) e miristico
(0,12%), que apenas 22% do total de rendimento. Aproximadamente, 86% do total
identificado no dleo das sementes consistem de acidos graxos insaturados. Linoléico (42,02-
45,86%) e oleico (23,26-26,04%) foram os principais compostos encontrados nas sementes.
Na literatura, esses valores sdo confirmados por Ariffin et al., (2009) e Lim et al., (2010). A
pitaya é reconhecida por suas altas porcentagens de &cidos graxos que podem trazer
beneficios a satde. O dleo natural pode ser usado em cosméticos e solucdes terapéuticas
(DARMSTADT et al., 2002; KAMAIRUDIN et al., 2014). Além disso, o 6leo de semente de
pitaya pode ser considerado um 6leo de alto valor, pois contém uma quantidade significativa
de antioxidantes naturais e tocoferois (LIAOTRAKOON et al., 2013).
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Figura 10. Cromatograma padrdo de acidos graxos saturados e insaturados em o6leo de

semente de pitaya.
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5.4 Andlise de Identificacdo Usando CG-MS

Com o intuito de verificar as diferencas entre os perfis volateis dos tratamentos
empregados para obtencdo da polpa de pitaya, todos os tratamentos (Controle, TA e TB)
foram analisados pela técnica de CG-MS, juntamente com a analise quimiométrica. Para isso,
o perfil metabolico foi investigado utilizando uma plataforma metabolémica global nao
direcionada. Em geral, um total de 80 metabdlitos volateis foram identificados em todos o0s
tratamentos, que variaram de acordo com o tratamento empregado, consistindo em alcoois,
aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, éteres, ésteres e acidos graxos.

Obeland et al. (2016) avaliaram diferentes variedades de pitaya e identificaram 34
compostos volateis, principalmente aldeidos, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, ésteres e
furanos. Célis et al. (2012) relatam a presenca de 146 compostos volateis em outra variedade
de pitaya (Selenicereus megalanthus), identificando 121 (83%), composto por terpenos,
alcoois, ésteres, cetonas e outros compostos. Neste trabalho foram identificados 80 compostos
(ver a Tabela 4), 51 compostos no controle (63,75%, consistindo de 14 &lcoois, 8 aldeidos, 6
cetonas, 10 hidrocarbonetos, 1 éter, 9 ésteres e 3 acidos graxos), seguido por 46 compostos
(57,5%, consistindo de 18 alcoois, 7 aldeidos, 4 cetonas, 7 hidrocarbonetos, 1 éter, 4 ésteres e
5 acidos graxos) foram identificados em TA, e 54 compostos no TB (67,50%, consistindo de
27 élcoois, 1 aldeido, 10 cetonas, 4 hidrocarbonetos, 9 ésteres e 3 acidos graxos).

A composicdo do perfil volatil variou de acordo com o tratamento de polpa
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empregado. Como discutido anteriormente, a adi¢do de &cido ascorbico (TB) diminui as
atividades de PPO e POD. Alem disso, o processo foi eficaz para manter quase 66% dos
compostos volateis identificados no TA. Alem disso, ocorreu a formacdo de novos compostos,
que ndo foram encontrados no tratamento controle (ver Tabela 4).

Terpendides, furanonas e acidos graxos sdo formados a partir da via metabdlica
dos carboidratos. A lipoxigenase (LOX), a hidroperdxido liase (HPL) e a alcool desidrogenase
(ADH) sao as principais enzimas responsaveis pela formacdo de alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos e ésteres secundarios (SCHWAB; DAVIDO-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008). Como
observado na composi¢do da pitaya, os altos niveis de carboidratos na polpa podem estar
relacionados as maiores quantidades de alcoois formados no TB. Além disso, observou-se que

a adicdo de acido ascoOrbico aumentou a conservagdo de seus compostos glicosilados.



Tabela 4 - Identificacdo de compostos volateis de pitaya [Hylocereus polyrhizus (Webber) Britton & Rose] obtidos por CG-MS.
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Compostos CAS Identificacéo IR Cal IR Lit Descritores Controle TA TB
ALCOOIS
3-metil-1-Butanol 123-51-3 MS NC - Frutado X
1-Pentanol 71-41-0 MS NC - Doce balsamo X X X
(2)-2-penteno-1-ol 6261-22-9 MS NC - Frutado X
[S- (R *, R *)]-2,3-Butanodiol 513-85-9 MS 800 789 Frutado X
2,3-Butanodiol 513-85-9 MS, IK 807 789 Frutado X
(2)-3-Hexen-1-ol 928-96-1 MS, IK 868 855 Grama verde X X X
1-Hexanol 111-27-3 MS, IK 831 869 Frutado e alcodlico X X X
2-Heptanol 543-49-7 MS, IK 906 900 Erva doce floral e verde frutado X X
Cicloheptanol 502-41-0 MS, IK 980 986 Odor de outros X
1-Heptanol 111-70-6 MS, IK 982 971 Folhado X X X
1-Octen-3-ol 3391-86-4 MS, IK 989 978 Terra verde X X X
3-Octanol 589-98-0 MS, IK 1002 981 Mel3o citrico X
2-Etilhexanol 104-76-7 MS, IK 1039 1029 Floral X X
Alcool Benzilico 100-51-6 MS, IK 1043 1041 Floral balsamico fenélico X
Trans - (2-etilciclopentil) Metanol 36258-08-9 MS, IK 1066 1058 - X
(E)-2-Octen-1-ol 18409-17-1 MS, IK 1077 1069 Vegetal citrico X X X
1-Octanol 111-87-5 MS, IK 1080 1070 Floral X X
(5-Etilciclopent-1-enil) Metanol 36431-59-1 MS, IK 1082 1073 - X
3,7-dimetil-1,6-Octadien-3-ol 78-70-6 MS, IK 1105 1198 Floral X
Alcool Fenetilico 60-12-8 MS, IK 1118 1114 Floral X X
(2)-3-Nonen-1-ol 10340-23-5 MS, IK 1162 1152 Mel&o casca verde X X X
(E, Z) -3,6-Nonadien-1-ol 56805-23-3 MS, IK 1165 1175 Agradavel doce X X




(E) -2-Nonen-1-ol 31502-14-4 MS, IK 1176 1 Melao; Doce; X X
1-Nonanol 143-08-8 MS, IK 1166 1173 Floral X
(2) -2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil- 106-25-2 MS, IK 1271 1232 Lim&o 'natural’ doce, X X X
2-Tridecanol 1653-31-2 MS, IK 1511 1510 - X X X
1-Tetradecanol 112-72-1 MS, IK 1687 1664 Frutado X X X
2-Hexadecanol 14852-31-4 MS, IK NC - - X
1,2-Tetradecanodiol 21129-09-9 MS 1714 1818 - X X
2-Pentadecanol 1653-34-5 MS, IK 1714 1690 - X X
1-Hexadecanol 36653-82-4 MS, IK 1886 1854 Floral X
ALDEIDOS
Hexanal 66-25-1 MS, IK 804 802 Frutado X X
(E) 2-Hexenal 6728-26-3 MS, IK 862 862 - X X
Heptanal 111-71-7 MS, IK 906 901 Verde fresco X X
Benzaldeido 100-52-7 MS, IK 966 970 Cereja X
Benzeneacetaldeido 122-78-1 MS, IK 1048 1044 Rosa floral X X
(E) -2-Octenal 2548-87-0 MS, IK 1064 1062 Pepino fresco X X
Nonanal 124-19-6 MS, IK 1107 1102 Citrico X X X
(E) -2-Nonenal 18829-56-6 ~ MS, IK 1164 1162 Odor gorduroso X X
CETONAS
3-Pentanona 96-22-0 MS NC - Acetona etérea X X
2-Hexanona 591-78-6 MS NC - Frutado X
2-Heptanona 110-43-0 MS, IK 897 889 Frutado X X X
3-Octanona 106-68-3 MS, IK 994 984 Ervas frescas de lavanda X
6-metil-5-Hepten-2-ona 110-93-0 MS, IK 994 986 Frutado X X
2-Octanona 111-13-7 MS, IK 996 998 Ervas aromaticas naturais X X
2-Nonanona 821-55-6 MS, IK 1095 1090 Ervas verdes X X X
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2-Undecanona 112-12-9 MS, IK 1298 1295 Frutado X X X
3-Pentadecanona 18787-66-1 MS, IK 1704 1648 - X X
Ciclododecanona 830-13-7 MS, IK 1868 1923 - X

HIDROCARBONETOS
D-Limonene 5989-27-5 MS, IK 1031 1010 Doce X
5-Etil-1-formilciclopenteno 36431-60-4 MS, IK 1035 1020 - X X
Undecano 1120-21-4 MS, IK 1107 1100 - X X
Dodecano 112-40-3 MS, IK 1203 1200 Alcano X X X
1-Trideceno 2437-56-1 MS, IK 1296 1291 - X X
6-Trideceno 24949-38-0 MS, IK 1300 1307 - X
Tridecano 629-50-5 MS, IK 1309 1300 - X X X
Tetradecano 629-59-4 MS, IK 1405 1400 Suave X
Longifolene 475-20-7 MS, IK 1417 1416 Doce amadeirado X X X
Ciclododecano 294-62-2 MS, IK 1687 1521 - X X
Pentadecano 629-62-9 MS, IK 1502 1500 - X
ETER
2-pentil-Furano 3777-69-3 MS, IK 995 996 Frutado
ESTERES
Acetato de isobutila 116.16 MS NC - Frutado X
Butanoato de 3-metiletila 108-64-5 MS, IK 864 856 Doce X
1-Butanoato de 3-metilacetato 123-92-2 MS, IK 889 876 Frutado X
Acetanoato de pentila 628-63-7 MS, IK 928 928 Frutado X
Hexanoato de metila 106-70-7 MS, IK 938 936 Frutado X
Hexanoato de etila 123-66-0 MS, IK 1005 999 Frutado
Acido hexanoico 142-62-1 MS, IK 1005 1013 Azedo X
Acetanoato de hexila 142-92-7 MS, IK 1021 1014 Frutado X
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Heptanoato de metila 106-73-0 MS, 1K Fruta doce X
Octanoato de metila 111-11-5 MS, 1K 1134 1128 Erva-doce X X
Benzenoacéticonoato de metila 101-41-7 MS, 1K 1122 1187 Floral X
Hexanoato de hexila 6378-65-0 MS, IK 1325 1381 Frutado X X
Dodecanoato de metila 111-82-0 MS, IK 1333 1527 Coco X X
Tetradecanoato de metila 124-10-7 MS, IK 1728 1710 Pétala X
ACIDOS GRAXOS
Acido octanéico 124-07-2 MS, IK 1195 1191 Oleo rancoso X X
Acido (Z) - 11- Hexadecendico 2416-20-8 MS, IK 1868 1915 - X
Acido cis-9-hexadecenoico 373-49-9 MS, IK 1868 1944 - X X X
Acido palmitoleico 373-49-9 MS, IK 1876 1953 - X X X
Acido cis-1,3-octadecendico 13126-39-1 MS, IK 2064 2175 - X X

1. Namero de registro exclusivo no banco de dados do Chemical Abstracts Service, uma divisdo da Chemical American Society. 2.1 Indentificagdo: o MS foi a comparacgéo do

mass spedtra com o banco de dados do Nist 2.0. 2012 (Instituto Nacional de Normalizacdo e Tecnologia, Gaithersburg, Md, EUA) e / ou IK foi o indice kovats, de acordo com

a literatura. 2.2 Indice de retencfo de seus respectivos compostos volateis, calculado a partir da raz&o n-alcano (C8-C20) 2.3 Observacao de retencio de indice em banco de

dados online (Nist chemistry webbook, chemspider e pubchem). 3. Referéncia: A boa companhia de aromas. O tratamento A (TA), no qual os frutos foram cortados em

quartos, as cascas foram removidas manualmente antes de seu processo de polpagdo, e foram coadas através de peneira de 0,8 milimetros; tratamento B (TB), no qual os

frutos inteiros foram utilizados diretamente no processo de despolpamento, na dose de 500 mg / kg de acido ascérbico, para evitar processos oxidativos, e os frutos foram

coados em peneira de 2,5 e 0,8 milimetros; e tratamento C ou controle, 0 mesmo usado em TB, no entanto, sem adicao de acido ascorbico.
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5.5 Analise Multivariada CG - MS

O PCA 3D representou 98% da variancia total (R2X [1] = 64%; R2X [2] = 32,9%
e R3x [3] = 1,1%). Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a uma abordagem PCA
utilizando a escala de Pareto, conforme mostrado na Figura 11A . Apos o PCA, o PLS-DA
(11B) foi realizado para identificar os tratamentos e aglomerados mais semelhantes. Além
disso, esses resultados confirmaram os dados obtidos da PCA, onde os compostos volateis
foram afetados diferentemente pelo processo empregado.

Além das analises de PCA e PLS-DA, as variaveis importantes em projecéo (VIP)
foram avaliadas (11C; 11D). A importancia variavel na projecdo (VIP) é uma soma ponderada
de quadrados do peso PLS, e um valor > 1 é geralmente usado como um critério para
identificar a importancia de uma variavel para o modelo. De acordo com a Figura 11C,
hexanal, undecano e acido octanoico foram os compostos volateis com os maiores valores de
discriminagao entre os tratamentos, sendo encontrados em maior concentragdo no tratamento
controle. Além disso, o 1-hexanol (derivado do hexanal) € observado em maior concentracao
na TB, indicando que as reacfes de degradacdao sdo mais intensas no controle do tratamento
(ZORZANELLI; MURI, 2015) que reforcam a modificacdo quimica de constituintes apos a

adicdo do acido ascorbico.
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Figura 11. (A) Gréficos de quimiometria da analise do composto principal (PCA - 3D), (B)
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1. 1-butanol-3-metil (RT - 3,90), 2. 2-Hexanone (RT - 5,52), 3. Hexanal (RT - 5,8), 4. 2,3-
butanediol (RT - 6,02), 5.1-butanol-3-metilacetato (RT - 10,33), 6. Hexanoato de metila (RT -
12,77), 7. Hexanoato de etila (RT - 16,55), 8. Acido heaxanoico (RT - 16,66) ,9. trans-2-
etillciclopentil, metanol (RT - 19,19) , 10. 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol, (RT - 21,00), 11.
Undecano (RT - 21,01), 12. Alcool fenetilico (RT - 21,48), 13. Octanoato de metila (RT -
22,06) 14. 6-trideceno (RT - 27,55), 15. Pentadecano (RT - 30,15).

Devido a grande quantidade de informac@es obtidas e uma viséo geral da variacéo
metabolica de diferentes processos, a analise do heatmap foi realizada com os marcadores
quimicos e os resultados sdo mostrados na Figura 12. O dendograma 3D (heatmap) mostrou
que o controle apresenta um maior grau de similaridade com o TA. Assim, 0 heatmap mostra
que os metabolitos hexano, undecano, éster metilico do acido octandico, éster etilico do acido
hexandico, éster metilico do acido hexandico, 6-trideceno e pentadecano estdo em maior
intensidade no controle e no TA. A auséncia de acido ascorbico nesses tratamentos pode ser o
fator causador da maior degradacdo desses compostos volateis. Além disso, o TB apresenta
uma intensidade intermediaria desses metabdlitos. O segundo agrupamento mostra a
intensidade do acido hexandico e do alcool fenetilico na TA e com intensidade intermediaria
em TB. Em relacdo ao terceiro grupo, a presenca de metabdlitos de maior intensidade
pertencentes aos alcoois, como o 1-butanol 3-metil, 2,3-butanodiol, trans-2-etilciclopentil,
metanol, 1-butanol, 3-metilacetato e 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimetil- e uma cetona. Assim, a
analise quimiométrica foi capaz de confirmar a eficacia da adi¢do de acido ascorbico como
um dos responsaveis por retardar as reacdes de degradacdo das vias metabdlicas em processos

relacionados a degradacdo de compostos volateis.
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Figura 12. Heatmap - Analise multivariada dos compostos volateis do controle,
processamento A e B da pitaya vermelha. A cor vermelha mais profunda representa a

intensidade relativa mais alta, a cor azul mais profunda a intensidade relativa mais baixa e a
intensidade intermediaria € uma cor branca.
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5.6 Analise de Identificacdo Usando UPLC-QTOF-MSF

Os extratos etanolicos das 7 amostras (TA, TAC, TAS; TB, TBC, TBS e TC)
foram obtidas em quinuplicatas segundo a metodologia de micro-extracdo descrita
anteriormente. As amostras injetadas e analisadas pelo UPLC-QTOF-MSF foram analisadas
em modo positivo de ionizagdo, sendo realizada uma anélise comparativa entre as polpas,
cascas e sementes oriundas dos trés tratamentos (A, B e C) e uma amostra controle.
Utilizando os mecanismos de fragmentacdo e as bases de dados SciFinder, ChemSpider e

PubChem foram detectados 35 compostos, como mostrados na tabela 5.

Como o padrdo de muitos compostos da pitaya esta disponivel, a identificacdo da
maioria das moléculas foi facilitada. No entanto, para outras moléculas com fragmentacdo ndo
disponiveis na literatura ou com informac@es limitadas, foi realizado um estudo exploratério

dos picos de massa obtidos no experimento MS-MS. Com isso, todos 0s compostos foram
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identificados considerando os seguintes parametros: i) ion molecular (modo positivo), ii)
padrdo isotopico, iii) exatiddo de massa (<5 ppm) e seus respectivos padrdes de fragmentagédo
relatados na literatura.

Para identificar corretamente os picos encontrados no cromatograma, foram
considerados apenas os dados de referéncia relacionados a familia (Cactaceae), género
(Hylocereus) e espécies (polyrhizus). Identificaram-se as moléculas que geraram 0s ions
fragmentos observados no espectro de massas. Sendo identificados 23 compostos e 12 néo
foram identificados nos processamentos analisados.

As amostras de polpa, casca e semente observadas nos cromatogramas (X)
apresentaram particularidades de cada processamento. Em virtude disso, foram atribuidos na
tabela 6 a cada metabdlito e processamento de pitaya os simbolos (v') ou (-), que representam
a confirmacdo ou negacdo da existéncia daquele composto. Os compostos que ndo foram
caracterizados, sdo denominados com a sigla N.I. que significa “nao identificado”.

No Tratamento A foram detectados compostos que aparecem 42 vezes divididos
nas trés fracbes, sendo na polpa (TA) 15 compostos foram detectados e 7 compostos foram
identificados por tentativas, na casca (TAC) foram observados 9 compostos (5 foram
identificados por tentativas) e na fraccdo rica em sementes (TAS) foram detectados 18
compostos e foram identificados 9 compostos.

No Tratamento B, a frequéncia dos componentes quimicos observados foi 44
vezes dividida em polpa, casca e semente. Em relacdo a casca (TBC) e a semente (TBS), 5¢ 8
compostos foram tentativamente identificados, respectivamente. Observou-se um aumento no
namero de compostos nas fragfes ricas em sementes. Isso se deve ao fato de serem fragbes do
processamento da polpa, contendo: polpa, mucilagem e semente. Além disso, foram
identificados 11 compostos (16 detectados) na polpa (TA).

No tratamento controle (TC) foram tentativamente identificados 8 compostos (17
detectados). Os resultados podem sugerir que a adicdo de acido ascorbico e a mudanca no
despolpamento podem ser os principais responsaveis pelas diferencas no perfil quimico dos

tratamentos.
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Figura 13. Cromatogramas correspondentes aos tratamentos: (polpa (TA), casca (TAC), semente (TAS), polpa (TB), casca (TBC), semente (TBS))
e polpa controle (TC)).
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Tabela 5 - Identificacdo de compostos ndo volateis de pitaya [Hylocereus polyrhizus (Webber) Britton & Rose] obtidos por UPLC-QTOF-MSF
em modo positivo.

Tr
(min)

2,94

3,08

3,18

3,29

3,32

3,43

Adicéo

[M+H]"

[M+H]"

[M+(K+H,
0)+H]"

M+

[M+K+H]*

m/z (MS)
Observada  Calculada
752,8668 -
683,1470  683,1460
399,0892  399,0899
637,1512 637,1517
769,1934  769,1956
705,1885 705,1850

Erro
(ppm)

1,50

1,75

-0,78

2,86

4,96

Fragmentos
(MS? lons)

640,8839
526,9092
410,9315
296,9529

551,1607
389,0927

219,0354

593,1660
551,1712
389,0885

637,1586
593,1727
551,1491
389,1055

543,1550
381,0830
219,0325

Formula
Molecular

C29H31019+

C12H22011

C27H28N2016

C27H28N2016

C19H34016

Tentativa de
Identificacéo

N.1

2'-O-Apiosil-
isobetanina

Sacarose

Filocactina

2'-Apiosil-
Filocactina
isdmeros

Maltotetraose

TA

TAC

TAS

Pitaya

[an]
-

TBC

TBS

TC

Referéncias

(WYBRANIEC et al., 2009;
SZOT, 2015)

(LOWELL et al., 1997;
HUA etal., 2018)

(WYBRANIEC et al., 2007,
2010; SUH et al., 2014;
FATHORDOOBADY et al.,
2016)

(FATHORDOOBADY et
al., 2016; WYBRANIEC et
al., 2010, 2007)

(DASAESAMOH et al.,
2016; MATROS et al.,
2015)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C27H28N2O16&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C27H28N2O16&sort=mw&sort_dir=asc
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10

11

12

Tr
(min)

3,62

3,86

4,00

4,10

4,18

4,20

m/z (MS)
Observada  Calculada
769,1973 769,1956
637,1524 637.1517
637, 1510 637,1517
551,1500 551,1508
637,1540 637,1517
551,1516 551,1508

Erro

(ppm)

2,21

1,09

-1,09

-1,47

3,60

1,45

Fragmentos
(MS? lons)

637,1537
593,1551
551,1414
389,1078

551,1416
389,1032

551,1468
389,1035

389,0979

593,1646
389,1035

389,1077

Formula
Molecular

C32H37N2020+

C27H29N2016+

C27H29N2016+

C24Ha6N2013

C27H29N2016

C24H26N2013

Tentativa de
Identificacéo

2’-O-Apiosil-4’-
O-malonil-
betanina isbmeros

4’-O-malonil-
betanina isbmeros

Isofilocactina

Betanina

4’-O-malonil-
isobetanina
isdmeros

Isobetanina

TA
TAC
TAS

TB
TBC
TBS

TC

Referéncias

(WYBRANIEC et al.,
2010).

(FATHORDOOBADY et
al., 2016;
KUMORKIEWICZ;
WYBRANIEC, 2017).

(FATHORDOOBADY et
al., 2016;
KUMORKIEWICZ;
WYBRANIEC, 2017;
LYSTVAN et al., 2018).
(STINTZING et al., 2002;
WYBRANIEC et al.,
2007, 2010; SUH et al.,
2014).

(WYBRANIEC et al.,
2007, 2010; SUH et al.,
2014;
FATHORDOOBADY et
al., 2016).
(STINTZING et al., 2002,
WYBRANIEC et al.,
2007, 2010).



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
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13

14

15

16

Tr
(min)

4,25

4,26

4,29

4,34

Adicéo

m/z (MS)
Observada  Calculada
637,1514 637,1517
769,1963 769,1956
637,1512 637,1517
637,1517 637,1517

Erro
(ppm)

-0.47

0,91

-0,78

0

Fragmentos
(MS? lons)

593,1248
551,1199
389,1077

637,1609
593,1673
551,1498
389,1034

593,1785
551,1507
389,1024

593,1905
551,1329
389,0990

Formula
Molecular

C27H29N2016

C32H37NZOZO+

C27H29N2Ol6

C27H29N2016

Tentativa de
Identificacéo

Filocactina
isdmeros

2’-O-Apiosil-
4’-0O-malonil-
betanina

isdmeros

Filocactina
isdmeros

Filocactina
isdmeros

TA

TAC

TAS

Pitaya

TB

TBC

TBS

TC

Referéncias

(WYBRANIEC et al., 2007,
2010;SUH et al., 2014;
FATHORDOOBADY et al.,
2016).

(WYBRANIEC et al., 2010).

(WYBRANIEC et al., 2007,
2010; SUH et al., 2014;
FATHORDOOBADY et al.,
2016).

WYBRANIEC et al., 2007,
2010; SUH et al., 2014);
FATHORDOOBADY et al.,
2016).



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
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17

18

19

20

21

(min)

4,50

4,55

4,59

4,67

4,72

Adicéo

[M+H]*

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]*

m/z (MS)
Observada  Calculada
757,2433 757,2437
771,2342 771,2348
769,1937 769,1940
625,1780 625,1769
625,1781 625,1769

Erro
(ppm)

-0,52

0,77

0,39

1,59

1,92

Fragmentos
(MS? lons)

545,1625

625,1844
479,1360
317,0695

637,1596
593,1551
551,1275
389,1094

479,1226
317,0799

479,1232
317,0782

Formula Tentativa de
Molecular Identificacéo

CusH370q NI

C34H4,04 Isoramnetina ramosil

ramoside glicosideo

C32H37N2020+ 2’—O—Apiosi|—4’—O—
malonil-betanina
isbmeros
CysH3,046 Isoramnetina glicosil
ramnosil isbmeros
CysH3,046 Isoramnetina glicosil

ramnosil isdbmeros

TA

TAC

TAS

Pitaya

TB

TBC

TBS
TC

Referéncias

(ANTUNES-
RICARDO etal.,
2015, 2017).

(WYBRANIEC et
al., 2010).

(ANTUNES-
RICARDO et al.,
2017; POLTURAK
et al., 2018).

(ANTUNES-
RICARDO et al.,
2017; POLTURAK
et al., 2018).
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22

23

24

25

26

27

28

(min)

4,77

5,02

5,05

5,20

5,46

5,49

5,54

Adicéo

[M+H]"

[M+H]"

m/z (MS)
Observada  Calculada
625,1755 625,1769
637,1552 637,1517
960,4382 960,4382
805,2481 805,2456
985,2885 985,2884
599,4885 599,4887
427,2662 427,2656

Erro
(ppm)

-2,23

2,04

0,00

3.10

0,10

-1,4

Fragmentos
(MS? lons)

479,1182
317,0746

389,1137

693,3136
575,4448

459,1474
329,1081

657,2012
309,0750

575,5023
271,0658

389,1404
293,1516

Formula
Molecular

C28H32016

C27H29N2016

C52H66Nol6

CaoHaiN2Og6

C36H57031

CssHg707

C18H39N209

Tentativa de
Identificacéo

Isoramnetina glicosil

ramnosil isdmeros

Filocactina
isdmeros

N.1

N.1

N.1

N.1

N.1

TA

TAC

TAS

Pitaya

TB

TBC

TBS

TC

Referéncias

(ANTUNES-RICARDO et
al., 2017).

(WYBRANIEC et al.,
2007, 2010; SUH et al.,
2014);
FATHORDOOBADY et
al., 2016)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H29N2O16+
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29

30

31

32

33

34

35

(min)

5,62

5,92

6,19
7,09

7,20

8,24

8,43

Adicéo

[M+H]"

[M+H]"

M]”
[M+H]"

[M+H]"

[M+H]"

M]”

m/z (MS)
Observada  Calculada
637,1870 637,1876
991,7041 991,7040
504,3893 504,3900
457,2816 457,2870
457,2763 457,2761
1023,5276 1023,5277
1023,5305  1023,5312

Erro
(ppm)

0,1

-1,4
-1.18

0,4

Fragmentos
(MS? lons)

389,1074

599.5190
575,5063
318,3047

459,3313
317,2000
317,2066

805,4380
782,5639
521,2931
805,4319
521,2913

Formula
Molecular

CZ7H29N2 016

Ce5Ho1N4O4

Cy7Hs4NO;
C24H4104

C19H41N2O10

C51H79N2Ol9

C69H71N206

Tentativa de
Identificacéo

Fllocactina

isdbmeros

N.1

N.1
N.1

N.1

N.1

N.1

TA

TAC

TAS

Pitaya

TB

TBC

TBS

Referéncias

O

'_

- (WYBRANIEC et al.,
2007, 2010; SUH et al.,

2014);
FATHORDOOBADY et
al., 2016)

/ -

/ -

/ -
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O composto 2 (Tg = 3,08) teve o ion positivo precursor observado em m/z
683,1470 [M+H]+ e foi descrito por Szot, (2015) e Wybraniec et al. (2009) como o 2'-O-
Apiosil-isobetanina. Os cétions oriundos da fragmentacdo em MS? foram os fons betanina
(C24H27N2013%) em m/z 551,1607 e a betanidina em 389,0979 Da (C1gH17N,0g"), referentes a
perda dos radicais apiosil e da clivagem da unidade de glicose ao nivel da ligacdo O-
glicosidica (HENAREJOS-ESCUDERO et al., 2018).

O composto 3 (T = 3,20) foi identificado como sacarose com [M+(K+H,0) 'H]*
com m/z 399,0899 acucar citado por Hua et al. (2018); Lowell et al. (1997). Além disso, 0
espectro em MS? produziu um fragmento principal em m/z 219,0354, indicando a perda de um
monossacarideo.

Os compostos 4 (Tr = 3,28), 11 (Tgr = 4,18), 13 (Tr = 4,25), 15 (Tr = 4,29) e 16
(Tr=4,34) e 23 (Tr = 5,02) foram tentativamente identificados como isémeros da filocactina
(C27H28N2016) com ions [M+H]" em 637,1512 Da; 637,1540 Da; 637,1514 Da; 637,1572 Da
e 637,1517 Da. Em relacéo a MS? foram observados trés fragmentacdes dos fons em 593,1613
Da 551,1508 Da e 389,0979 Da que sdo referentes a duas perdas por descarboxilagdo e
clivagem da unidade de glicose, respectivamente. Como relatado por Wybraniec et al. (2007,
2010); Suh et al.(2014), Fathordoobady et al. (2016).

O composto 5 (Tr = 3,32) foi tentativamente identificado de 2'-O-apiosil-
filocactina em 769.1934 Da. No espectro cromatografico em MS? foram observados os
seguintes fragmentos em 637,1586 Da, referente a perda do radical apiosil e, posteriormente,
em 593,1727 Da, 551,1491 Da e 389,1055 Da devido as fragmentacGes ja citadas
anteriormente (WYBRANIEC et al., 2007, 2010; FATHORDOOBADY et al., 2016).

No composto 6 (Tg = 3,43) foi observado no cromatograma o ion [M+K+H]+ em
m/z 705.1885 e as fragmentacdes em MS? foram 543,1550 Da, 381,0830 Da, 219,0325 Da.
Indicando a perda de 3 unidades de hexosideo (m/z 162). A comparacdo dos dados com 0s
autores Matros et al. (2015) e Dasaesamoh et al. (2016) confirmaram ser a Maltotetraose.

Os compostos 7, 14 e 19 (Tg = 3,62; 4,26 e 4,59, respectivamente) foram
tentativamente identificados como isdmeros do 2’-O-Apiosil-4’-O-malonil-betanina, [M+]
m/z 769,1973; 769,1963 e 769,1937. Em relacdo a fragmentacio em MS? 637,1586 Da;
593.1727 Da; 551.1491 Da e 389.1055 Da que se referem respectivamente a perda 132 Da (3
X CO,H) e 44 Da (CO,H). Além disso, ocorreram as perdas ja descritas anteriormente
referentes ao hexosidio, respectivamente (162 Da) (WYBRANIEC et al., 2010).

Os compostos 8 (Tr = 3,86) e 9 (Tr = 4,00) foram relatados na literatura por
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Fathordoobady et al. (2016) e Kumorkiewicz; Wybraniec, (2017) como isémeros 4’-O-
malonil-betanina e isofilocactina. Os fons [M*] em 637.1524 Da; 637.1510 Da e fragmentacio
em MS? m/z 551,1416; 551,1468 (betanina) e 389,1032; 389,1035 (betanina - 162).

Os compostos 10 e 12 (Tg = 4,10 e 4,20, respectivamente) sdo 0s isGmeros
betanina e isobetanina. Estes compostos possuem ion diagnostico em m/z 551.1508;
551,1516. Além disso, o perfil de fragmentacéo em MS? é m/z 389,0979; 389,1077 referentes
a perca da unidade do hexosidio, restando a betanidina (STINTZING et al.,, 2002,
WYBRANIEC et al., 2007, 2010).

O compostos 18 (Tr = 4,55), foi descrito por Antunes-Ricardo et al. (2015, 2017)
e tentativamente identificado como Isoramnetina ramosil ramoside glicosideo. Apresentando
o fon [M+H]" em m/z 771,2342 e fragmentacdo em MS? m/z 625,1844; 479,1360; 317,0695
que sdo referentes as perdas na molécula de dois ions ramnosil e da unidade de uma unidade
de acucar (162 Da).

Os compostos 20 (Tr = 4,67), 21 (Tr = 4,72), 22 (Tr = 4,77) foram identificados
como isémeros do isoramnetina glicosil ramnosil, [M+H]" em 625,1780 Da; 625,1781Da;
625,1755 Da, e descritos assim na literatura por Antunes-Ricardo et al. (2017) e Polturak et
al. (2018). Além disso, a fragmentacdo em MS? 479,1226 Da; 479,1232 Da; 479,1755 Da
(perda de 146 Da) e 317,0799 Da; 317,0782 Da; 317,0746 Da (perda de 162 Da) indicou que
a isoramnetina estava ligada a uma molécula de ramnosil e a uma unidade de hexosidio, ja
relatados anteriormente.

Os compostos 1 (Tg =2,94), 17 (Tr = 4,50), 24 (Tg = 5,05) 25 (Tr = 5,20), 26 (Tr
=5,44), 27 (Tgr = 5,49), 28 (Tr = 5,54), 29 (Tr = 5,62), 30 (Tr =5,92), 31 (Tr = 6,19), 32 (Tr
= 7,09), 33 (Tr = 7,20), 34 (Tr = 8,23) e 35 (Tr = 8,43) que ndo foram identificados na

literatura.
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5.7 Anélise Multivariada UPLC-QTOF-MSF

Na andlise de componentes principais (PCA) (Figura 14A) pode-se observar 0s
diferentes comportamentos dos processos estudados. Confirmando as diferentes composic¢oes
metabolicas das amostras dos processamentos A e B. O modelo gerado apresentou
discriminacdo das amostras igual a 95% (R2X[1] = 0,4579 e R2X[2] = 0,222). A polpa (TA) e
a casca (TAC) ficaram localizadas na regido positiva de PC2, enquanto as sementes (TAS e
TBS), a casca (TBC) e a polpa (TA) ficaram na regido negativa. Em relacéo a regido positiva
de PC1 foram observados a presenca das cascas dos dois processamentos (TAC e TBC),
enquanto as polpas e as fracBes ricas em semente localizaram-se na regido negativa. Na
comparacao entre as matrizes dos dois tratamentos representados no grafico constatou-se que
0 tipo de despolpamento aplicado no fruto da pitaya conferiu mudancas de quadrantes para a
casca e a polpa dos dois processamentos, a adi¢do de 500 mg/Kg de acido ascérbico a polpa
do tratamento B (TB) pode ter sido o responsavel por essa modificagéo.

Na Figura 14B foram analisados os compostos principais especificamente das
polpas (TA, TB e TC). O modelo gerado apresentou discriminagdo das amostras igual a 95%
(R2X[1] = 0,5506 e R2X[2] = 0,2595). Na regido positiva de PC1, observou-se a amostra TA
e na regido negativa amostras TB e TC. Enquanto, na regido positiva de PC2 ¢ visualizada
apenas a amostra TC, estando as outras polpas (TA e TB) na regido negativa. A diferenca na
posicdo dos metabolitos dentro do mesmo processamento é um indicativo da diferenciacdo
entre as duas amostras pela adi¢do do acidulante. Além disso, pode ser constatado que a polpa
do processamento sem casca ha despolpadeira apresentou diferencas qualitativas dos
metabolitos da amostra do tratamento B com adi¢do ou sem adi¢do do acido ascorbico.

A andlise de compostos principais das cascas obtidas nos dois processamentos
pode ser analisada na Figura 14C. O modelo gerado apresentou discriminacdo das amostras
igual a 95% (R2X[1] = 0,8234 e R2X[2] = 0,05477). Em relacdo a PC1 a casca do
processamento B foi observada na regido positiva e a polpa do processamento A na regido
negativa. Também € observado que as sementes (TAS e TBS) na Figura 14D também
apresentaram diferentes comportamentos no grafico. Em relagcdo a PC2 a amostra TBS ficou
no eixo negativo e a amostra rica em semente do processamento A no eixo positivo. O modelo
gerado apresentou discriminagdo das amostras igual a 95% (R2X[1] = 0,3996 e R2X[2] =
0,3334).

A diferenca na metaboloma das amostras da casca e semente foi devido aos

diferentes processos de despolpamento. No tratamento A, a casca foi retirada manualmente
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antes da adicdo da polpa e semente na despolpadeira e a amostra TBC foi adicionada
juntamente com a polpa/semente na despolpadeira e separada pelo movimento mecénico das
pas da despolpadeira. Com isso, a parte interna (endocarpo) foi raspada mecanicamente no
tratamento B. Entdo, qualitativamente as amostras de casca e semente dos diferentes
tratamentos em unidade de planta piloto apresentaram diferentes composi¢des quimicas,

sendo justificado na observagdo da anélise quimiométricas de compostos principais.

Figura 14. Anélise compostos principais dos processamentos com pitaya vermelha: A- Ax B
(TAX TB, x TAC x TBC x TAS x TBS); B- (TAx TB x TC); C - (TAC x TBC); D- (TAS x
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5.8 Potenciais Marcadores Quimicos

O presente estudo também realizou o estudo quimiométrico através dos modelos
OPLS-DA, S-PLOT e graficos de barras com os discriminantes das amostras dos dois
processamentos estudados. O modelo OPLS-DA foi utilizado para comparar as polpas (TA,
TB e TC), as cascas (TAC e TBC) e as sementes (TAS e TBS), com o intuito de encontrar 0s

principais marcadores que podem estar relacionados a diferengca entre as amostras e 0s
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processamentos. Aliado a isso, os graficos de dispersdo S-PLOT e de barras com os
marcadores discriminantes foram utilizados. Os metabdlitos discriminantes sdo aqueles que se
encontram mais proximos aos extremos do eixo do grafico e distante do centro e o marcador
quimico é destacado de vermelho e contém a mesma numeracdo comparativa no grafico de
barras e na tabela 4.

O modelo gerado pelos graficos OPLS-DA nas Figuras 15 (Al, Bl e CI) para as
polpas TA, TB e TC apresentaram discriminacdo das amostras igual a 95% (TA x TB)
(R2XCum[1] = 0,8579), 95% (TB x TC) (R2XCum[1] = 0,7252) e 95% (TA x TC)
(R2XCum[1] = 0,7987). Esses valores sdo um indicativo de uma diferenca estatistica

significantiva entre as composi¢cdes metabdlicas das amostras analisadas. Os graficos de

scores da OPLS-DA (Figura 15Al, 15BI e 15ClI) indicam que todas as amostras de polpa de
pitaya diferenciaram-se, devido a formacdo de dois agrupamentos em diferentes quadrantes.
Indicando a diferenca entre os diferentes processamentos.

O gréfico S-plot da Figura 15All, 15BIl e 15CII ilustram as varidveis
responsaveis pela separacdo entre os grupos. Na analise do S-plot (Figura 15 All) pode-se
observar os marcadores quimicos das amostras TB e TA. Os compostos 5 (2’-O-apiosil-
filocactina), 9 (isofilocactina), 13 (isdbmeros de filocactina), 33 (nédo identificado) sdo os
responsaveis pela diferenciacdo de TB em relacdo a TA. Enquanto, 0s componentes 8
(isdbmeros de 4’-O-malonil-betanina) e 32 (ndo identificados) foram os responsaveis pela
diferenciacdo de TA em relacdo a TB. Essa diferenca de marcadores quimicos pode estar
relacionada a compostos que sdo adicionados no tratamento B com o diferente método de
despolpamento e da adicdo de &cido ascoérbico.

Na comparacdo entre as amostras do tratamento B com acido ascérbico (TB) e
sem acido ascorbico (TC) (Figura 15 BIl) pode-se observar a presenca de 4 marcadores
moleculares, os compostos 4 (isdmeros de filocactina), 9 (isofilocactina) e 13 (isbmeros de
filocactina) os marcadores responsaveis pela discriminacdo da amostra TB em relacdo a
amostra controle. A amostra controle teve apenas o composto 33 (ndo identificado) como
marcador molecular em relacéo a polpa com adicéo de &cido ascérbico (TB).

Também foi realizada a comparagdo das matrizes no S-Plot para as amostras TA e
TC, onde foi observada a presenca de dois marcadores moleculares presentes em TA: 9
(isofilocactina) e 32 (n&o identificado) e um marcador com maior quantidade na amostra
controle, 0 33 (ndo identificado).

As cascas (TAC e TBC) e as sementes (TAS e TBS) também foram submetidas a

comparacdo matricial, gerando o grafico OPLS-DA que apresentou discriminacdo das
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amostras igual a 95% (TAC X TBC) (R2XCum[1l] = 0,9019) e 95% (TAS x TBS)
(R2XCum[1] = 0,9719). Assim como nas polpas os valores apresentaram boa robustez,
garantindo que os dados obtidos contenham seguranca estatistica.

A analise de OPLS-DA justifica as analises anteriores em que € visto claramente
uma diferenciacdo dos grupos metabolitos presentes na casca. Este resultado confirma que a
casca retirada manualmente da pitaya e a retirada mecéanica em despolpadeira com péas
acarretam diferentes perfis quimicos. Em relacdo ao S-Plot as cascas apresentaram apenas
dois marcadores quimicos que foram discriminantes da diferenca entre as duas amostras,
sendo os compostos 20 (isdbmeros de isoramnetina) em relacdo de TBC e TAC, enquanto TAC
apresentou o componente 33 (ndo identificado) em relagdo a TBC.

Os resultados do OPLS-DA para as sementes oriundas dos tratamentos A e B
também mostraram uma clara separacdo em quadrantes diferentes do grafico em relacdo a
PC1. O resultado é plausivel, uma vez que as amostras TAS e TBS sdo fracOes ricas de
semente em seu conteldo, mas que possuem ainda uma grande quantidade de polpa aderida a
sua mucilagem. Com isso, 0s compostos das polpas dos tratamentos A e B ficam adsorvidos
nas sementes e na sua mucilagem caracteristica.

Os gréficos S-Plot e de barras apresentaram um composto discriminante na TAS,
o marcador 33 (ndo identificado), mas em relacdo aos marcadores TBS foram identificados os
compostos 4 e 13 (isbmeros de filocactina). Estes resultados estdo de acordo com o0s
resultados ja mostrados anteriormente sobre as diferencas qualitativas do perfil metabdlico

das fracdes ricas em sementes oriundas do processo de despolpamento em planta piloto.



68

Figura 15. Gréficos das analises de OPLS-Da e SPLOT. A- TAX TB; B - TBx TC; C - TA X
TC;D-TACXxTBCeE-TASX TBS
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6 CONCLUSOES

De acordo com o trabalho realizado e com base nos resultados apresentados e

discutidos anteriormente, pode-se concluir que:

O rendimento da polpa da pitaya TB aumentou em 13% em comparacdo ao TA;

O Tratamento B com adicdo de &cido ascorbico diminui a atividade das enzimas
polifenoloxidases e peroxidases presentes na polpa da pitaya em comparagdo ao
tratamento Controle;

As andlises quimicas e fisico-quimicas diferiram nos tratamentos A e B;

O GC-MS e o UPLC-QTOF-MSF foram confirmados como técnicas analiticas
eficientes para a separacdo e identificacdo dos compostos volateis e ndo volateis
presentes na pitaya;

A analise quimiomeétrica distinguiu eficientemente os tratamentos aplicados, e mostrou
que o tratamento B apresentou um perfil quimico satisfatorio, devido a preservacao ou
formacao de novos compostos derivados da betalaina;

Os dados obtidos nessa pesquisa serdo de grande contribuicdo para aplicacGes futuras
na inddstria de alimentos por tratar-se de um estudo amplo sobre a pitaya vermelha em

diferentes tratamentos, inédito na literatura.

6.1 Perspectivas Futuras

Obtencdo em planta piloto de suco microfiltrado de pitaya vermelha;

O estabelecimento do perfil metabdlico, fisico-quimico, microbiolégico, sensorial, de
compostos volateis e ndo volateis de suco clarificado e integral de pitaya e suco
clarificado de pitaya com caju;

A descri¢do das analises de monitoramento da estabilidade do perfil metabdlico,
fisico-quimico, microbiolégico, sensorial e de compostos volateis e nao volateis dos
sucos durante o periodo de armazenamento;

Isolamento e purificacdo de oligossacarideos;

Atividade bioldgica das fragdes polpa, casca e semente nos difertentes tratamentos

empregados;
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