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RESUMO

As frutas sdo compostas por micronutrientes como, minerais, fibras e compostos
bioativos. Estudos epidemioldgicos tém associado o consumo regular de frutas com a
reducdo do risco de doencas. Dentre 0os compostos bioativos presentes em frutas, os
compostos que apresentam atividade antioxidante sdo 0s compostos mais associados a
prevencdo de doengas, sendo que o0s antioxidantes mais abundantes na natureza
pertencem ao grupo dos compostos fendlicos. Com isso surge a necessidade da
caracterizacdo de frutas desconhecidas para que haja novas fontes nutricionais. Em vista
disso, o0 objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo fisico-quimica, analise da

composi¢cdo de minerais, da composicdo de &cidos graxos e avaliacdo da atividade

antioxidante por diferentes ensaios (FT, DPPH’, FRAP, ABTS e ORAC) realizadas
nas frutas calabura, bacupari e uva japonesa. Foi também otimizado as melhores
condicBes de extracdo liquido-sélido dos compostos fendlicos na casca da calabura,
empregando diferentes procedimentos de extracdo, nos quais foi avaliado melhor
solvente de extracdo (acetato de etila, metanol, etanol e agua) e também avaliado a
melhor técnica de extracdo (assistida por ultrassom e agitacdo magnética). Para a
determinacdo de cinco compostos fendlicos (&cido galico, &cido clorogénico, &cido
vanilico, acido ferulico e miricetina) foi desenvolvido e validado um método analitico
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (CLAE-
DAD). Os resultados mostraram que dentre as partes das frutas analisadas, as partes
normalmente descartadas, casca e semente, possuem teores de proteina bruta,
quantidades de minerais e atividade antioxidante similares ou superiores ao da polpa. As
sementes também apresentaram em sua composi¢do acidos graxos como o0 4acido
linoléico, acido alfa-linolénico e o &cido oléico. Foi estabelecida a melhor condicdo de
extracdo dos compostos fendlicos da casca da calabura, tendo como condicdo 6tima
extracdo por agitacdo magnética e a combinacdo dos solventes metanol/agua (80:20
v/v). O método desenvolvido se mostrou seletivo aos compostos fendlicos analisados,
com excecdo ao acido clorogénico, pois interferentes co-eluiram no mesmo tempo de
retencdo, impossibilitando a identificacdo e quantificacdo do mesmo. A validacdo do
método apresentou bons resultados para os parametros analiticos avaliados. A casca da
calabura apresentou quantidades significativas dos compostos fendélicos, sendo que foi
encontrado em maior quantidade o acido galico, seguido da miricetina, acido ferulico e

por ultimo o acido vanilico.



ABSTRACT

The fruits are composed of micronutrients such as, mineral fibers and bioactive
compounds. Epidemiological studies have related regular consumption of fruit by
reducing the risk of disease. Among the bioactive compounds present in fruits,
compounds that show antioxidant activity are more associated with disease prevention,
and the most abundant antioxidants in nature belong to the group of phenolic
compounds. Therefore, the research fruits unknown so there new sources of nutrition is
important. In view of this, the objective of this study was the physical-chemical
caracterization, mineral composition, fatty acid composition and evaluation of the

antioxidant activity of different parts of calabura, japanese grape and bacupari by

different assays (FT, DPPH’, FRAP, ABTS e ORAQC). It was also optimized the best
conditions for liquid-solid extraction of phenolic compounds in the calabura peel, using
different procedures in which was rated best extraction solvent (ethyl acetate, methanol,
ethanol and water) and also evaluated the best extraction technique (assisted by
ultrasound and magnetic stirring). For determination of five phenolic compounds (gallic
acid, chlorogenic acid, vanillic acid, ferulic acid and myricetin) was developed and
validated a method for high performance liquid chromatography — diode array detection
(HPLC-DAD). The results showed that among the parts of the analyzed fruits, the
parties usually thrown out, peel and seed, have crude protein, amounts of minerals and
antioxidant activity similar or higher than the pulp. The seeds also presented in its
composition fatty acids such as linoleic acid, alpha-linolenic acid and oleic acid. It has
been established with the best condition of extraction of phenolic compounds calabura
peel, having as optimal extraction conditions with magnetic stirring and the
combination of solvents methanol/water (80:20 v/v). The method developed showed
selective to phenolic compounds analyzed except for the chlorogenic acid because
remaining impurities at the same retention time, damaging the identification and
quantification of this compound. Validation of the method showed good results for the
evaluated analytical parameters (linearity, matrix effect, recovery, accuracy, precision,
detection and quantification limit). The calabura peel showed significant amounts of
phenolic compounds and that the main component was gallic acid, followed by

myricetin, ferulic acid and vanillic acid by the latter.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre os cinco maiores paises do mundo em extensdo territorial,
possuindo caracteristicas climéaticas e geogréficas favoraveis a producdo de frutas,
nativas ou exéticas (IBGE, 2014). Logo, o Brasil ocupa a terceira posicdo do ranking
dos maiores produtores mundiais de frutas, atras apenas da China e da india (FAO,
2010; MAPA, 2012).

Estudos epidemioldgicos tém associado o consumo regular de frutas e vegetais com
a reducdo do risco de doencas, entre elas, tipos diferentes de céncer, doencas
cardiovasculares, catarata, degeneracdo macular e doencgas neurodegenerativas. (Liu,
2004; Biglari et al., 2008; Rufino et al., 2011). Em vista disso, muitos consumidores
tém deixado como segunda opc¢éo a questdo de gosto pessoal e tém dado preferéncia ao
consumo de frutas que estejam associadas as questdes de salde (Souza et al., 2012;
Silva et al., 2014).

As frutas sd@o compostas de nutrientes essenciais ao Sseu crescimento e
desenvolvimento, como hidratos de carbono e proteinas, além de apresentarem em sua
composicdo 0s micronutrientes, sendo estes minerais, fibras e compostos bioativos,
como vitaminas, carotenoides e compostos fenolicos. Porem, muitas frutas ainda sédo
desconhecidas para a ciéncia, por serem consumidas e comercializadas apenas na regido
em que sdo produzidas, devido ao seu carater perecivel e também devido a falta de
informacBes nutricionais que estimulem o consumo e a comercializacdo das mesmas
(Clerici e Carvalho-Silva., 2011; Gurak et al., 2014; Silva et al., 2014).

Com isso surge a necessidade em se caracterizar frutas para que novas fontes
nutricionais sejam conhecidas e assim possa ser despertado tanto o interesse na
comercializacdo como também direcionar o consumo de acordo com as necessidades
alimentares (Souza et al., 2012; Silva et al., 2014).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uva japonesa

Hovenia dulcis Thunberg, é uma especie florestal que ocorre naturalmente na China,
Japdo e Coré¢ia (Bampi et al., 2010). Devido a tolerancia a geadas, a espécie apresenta

boa adaptacdo na regido sul do Brasil (Carvalho, 1994; Bampi et al., 2010). O fruto
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(Hovenia dulcis) é conhecido no Brasil vulgarmente por uva japonesa, uva do japéo,
uva china, entre outros (Carvalho, 1994). O fruto formado por uma céapsula seca que
contém as sementes, localizadas na ponta de um pedunculo de cor castanha e contendo
uma polpa suculenta, este pedunculo também é chamado de fruto (Carvalho, 1994;
Bampi et al., 2010). Wang et al. (2013) relata os peddnculos da uva japonesa como

fonte de nutrientes e compostos bioativos com atividade antioxidante.

2.2 Calabura

A espécie Muntingia calabura Linn tem ocorréncia natural do México, Peru e
Bolivia (Lopes et al., 2002). E uma espécie que tem boa adaptacdo em solos pobres e
apresenta tolerancia a solos acidos ou alcalinos (Preethi et al., 2012). Os frutos
(Muntingia calabura) sdo conhecidos vulgarmente como calabura e cereja-das-Antilhas,
entre outros. Os frutos apresentam coloragéo avermelhada na casca e a polpa apresenta
coloracdo branca e sabor adocicado (Lopes et al., 2002; Preethi et al., 2012). Autores
como Kubola et al. (2011) e Preethi et al. (2012) relatam que a calabura apresenta
atividade anti-inflamatoria, além de ser fonte de fibra bruta, vitamina C, agUcares e de
compostos fenodlicos, e, portanto apresenta potencial antioxidante.

2.3 Bacupari

A espécie Garcinia brasiliensis € uma planta nativa da regido Amazonica (Santa-
Cecilia et al., 2011). A espécie é cultivada em todo territorio brasileiro, sendo conhecida
por bacupari, bacopari, baacuri-mirim, bacoparé, entre outros (Santa-Cecilia et al.,
2011; Oliveira et al., 2012). O fruto tem formato arredondado com coloracdo amarela na
casca, polpa branca e sabor &cido-adocicado, o fruto pode apresentar de 2 a 3 sementes
(Oliveira et al., 2012). Autores como Martins et al. (2008) e Santa-Cecilia et al. (2011)
relatam que o bacupari apresentam atividades anti-inflamatdria, antioxidante e efeitos

analgésicos.

2.4 Antioxidantes

O interesse na caracterizagdo de compostos com atividade antioxidante presente nos

alimentos esta cada vez mais relevante na comunidade cientifica (Mattietto et al., 2010),
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devido aos seus efeitos nutricionais e terapéuticos que promovem a prevencao, protecdo
ou reducéo dos efeitos causados pelos radicais livres (Ozsoy et al., 2008; Rufino et al.,
2009; Souza et al., 2012).

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados que
sdo altamente instaveis e ativos para reagcdes quimicas (Carocho e Ferreira, 2013). As
oxidacOes sdo causadas por espécies reativas ao oxigénio (ERO), espécies reativas ao
nitrogénio (ERN) e espécies reativas ao enxofre (ERS) e os seus principais alvos sdo as
proteinas, o acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés desoxirribonucleic acid), acido
ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic acid), acucares e lipidios (Lu et al., 2010;
Craft et al., 2012; Carocho e Ferreira, 2013). Os antioxidantes geralmente inibem o0s
radicais livres, devido a capacidade de ressonancia em sua estrutura molecular e, desta,

forma conseguem estabilizar o elétron desemparelhado (Babbar et al., 2011).

2.4 Compostos fenolicos

Os antioxidantes mais abundantes na natureza pertencem ao grupo dos compostos
fenolicos que engloba uma vasta gama de substancias, as quais possuem no minimo um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, ou seja, estes compostos
podem doar o hidrogénio da hidroxila para um radical livre, sendo assim chamados de
sequestradores de radicais livres (Soares, 2002; Angelo e Jorge, 2007).

Pelo grande nimero de substancias pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos,
este € dividido em classes e sub-classes de acordo com a estrutura quimica. Deste modo,
tal como representado na Figura 1, distinguem-se cinco classes de compostos fendlicos:
os acidos fendlicos, flavonoides, lignanos, estilbenos e outros compostos fendlicos
(Neveu et al., 2010).
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Figura 1. Classificacdo dos compostos fenolicos (Adaptado de Neveu et al., 2010).

Os 4cidos fenolicos tém como caracteristica um anel benzénico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupo hidroxilico ou metilico, que ainda sofrem a divisdo em
acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos, representados na Figura 2A e 2B,
respectivamente, por diferirem entre si pelo nimero de carbonos e dupla ligacdo da
cadeia lateral. Os flavonoides sdo caracteristicos por apresentarem em sua estrutura
quinze atomos de carbono, distribuidos entre dois anéis aromaticos ligados a um anel

heterociclico, como pode ser visto na Figua 2C (Soares, 2002; Neveu et al., 2010).

A) B) Q)

=
COOH ~'COOH

Figura 2. Estrutura quimica dos Acidos Hidroxibenzdicos (A), Acidos

Hidroxicinamicos (B) e dos Flavonoides (C).

Os lignanos sdo formados por um anel benzénico e um anel heterociclico. Os
estilbenos s&o caracteristicos por apresentarem dois anéis aromaticos ligados por um
etileno. Os compostos que ndo se enquadram em nenhum dos grupos citados acima, mas
sdo compostos fenolicos, fazem parte do grupo denominado de outros compostos
fenolicos, nos quais podem ser citados os alquimetoxifendis, metoxifendis, terpenos

fenolicos, tirosdis entre outros. Nas Figuras 3A, 3B e 3C estdo apresentados as



estruturas quimicas dos lignanos, estilbenos e tirosois, respectivamente (Soares, 2002;
Neveu et al., 2010).

OH
A) B) O (o)
) ) o
HO

Figura 3. Estrutura quimica do Lignanos (A), Estilbenos (B) e do Tirosol (C).

OH

2.5 Extracdo de compostos fendélicos

A extracdo de compostos fenolicos em matrizes complexas, como plantas, tem sido
objeto de inimeros estudos cientificos da atualidade (Shui e Leong, 2006; Maruenda et
al., 2013). E constatado que a polaridade do solvente e dos compostos fenolicos afetam
a eficiéncia da extragdo destes compostos em matrizes alimentares. Solventes como
agua, metanol, etanol, acetona e acetato de etila sdo os mais utilizados em extracdes
convencionais (Shui e Leong, 2006; Gonzalez-Montelongo et al., 2010; Maruenda et al.,
2013). Outros fatores como tamanho da amostra, 0 tempo em que a amostra é submetida
a extracdo, as condi¢cdes de armazenamento, a presenca de substancias interferentes,
tempo ou tipo de agitacdo, proporcdo de solvente, também influenciam a extracdo dos
compostos fendlicos (Naczk e Shahidi, 2004; Cheng et al., 2012).

Dessa forma, estudos comparativos devem ser feitos individualmente para cada parte
da planta ou da fruta, com o propdsito de otimizar as condi¢bes de extracdo que
resultem na extracdo de maior quantidade de compostos fenolicos e, consequentemente,

apresente maior atividade antioxidante (Gonzalez-Montelongo et al., 2010).
2.6 Ensaios aplicados para avaliar a capacidade antioxidante

Existem descritos na literatura inmeros ensaios que podem ser empregados para a
determinacdo da capacidade antioxidante de alimentos, como: DPPH" (2,2-difenil-1-
picril hidrazil) e ABTS” ((2,2°-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), que
levam o nome do proprio radical, e os ensaios de FRAP (poder antioxidante redutor do



ferro), ORAC (capacidade de absorcdo do radical oxigénio), CUPRAC (capacidade
antioxidante por reducdo do cobre) e TRAP (potencial antioxidante relativo total), que
levam o nome das siglas oriundas da lingua inglesa, entre outras (Pérez-Jiménez et al.,
2008; Rufino et al., 2010; Contreras-Calderon et al., 2011). Embora haja uma gama de
técnicas disponiveis, é importante empregar técnicas rapidas, eficientes e confiaveis,
para reduzir a quantidade de solventes organicos e os custos da andlise (Krishnaiah et
al., 2011).

Os ensaios DPPH’, ABTS'+, FRAP e ORAC sdo os mais utilizados para determinar
a capacidade antioxidante in vitro (Rufino et al., 2010). Segundo Pérez-Jiménez et al.,
(2008) ¢é recomendado que pelo menos duas analises sejam combinadas para provar a
real capacidade antioxidante do alimento, pois a utilizacdo de apenas uma técnica pode
fornecer um resultado equivocado, uma vez que 0s ensaio atuam por diferentes
mecanismos de reacdo (Carocho e Ferreira, 2013).

De acordo com Huang et al. (2005) os ensaios de avaliacdo da capacidade
antioxidante podem ser classificados em dois grupos, os que atuam pela transferéncia de
elétron (TE) e aqueles que atuam por reacdes de transferéncia de 4&tomo de hidrogénio
(TAH). O ensaio de FRAP é baseado no poder de reducdo do composto antioxidante, no
qual o antioxidante doa um elétron para o complexo férrico de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-
triazina utilizado como reagente, como pode ser visto da Figura 4. E essa reacdo é
monitorada pelo aumento da intensidade da coloragdo da solucdo do complexo no
comprimento de onda de 593 nm (Benzie e Strain, 1996).

Figura 4. Redugdo do complexo férrico [Fe"(TPTZ),]Cls a ferroso [Fe'(TPTZ),]Cl,
pela acdo de antioxidante (Adaptado de Rufino et al., 2006).



Os ensaios de ABTS" e DPPH’ sio baseados na captura ou sequestro do radical
livre por um composto antioxidante (Ma et al.,, 2011; Rufino et al., 2010), e sdo
monitorados pela mudanca de coloragdo, mais precisamente a descoloracdo da solucao
que corresponde quantitativamente a concentragdo de antioxidantes presentes na

amostra, como mostram as Figuras 5 e 6, respectivamente.

et U (j[ 7 U
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Figura 5. Reacdo do radical ABTS na presenca de um composto antioxidante
(Adaptado de Rufino et al., 2007a).
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Figura 6. Reducdo do radical livre DPPH" pela acéo do antioxidante (Adaptado de
Rufino et al., 2007b).

O ensaio ORAC ¢ baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio do composto
antioxidante para o radical AAPH (dicloridrato do  2,2'-azobis-(2-
metilpropanoamidina)), no entanto é monitorado pelo decaimento de fluorescéncia, que
por sua vez quanto mais tardio o decaimento da fluorescéncia maior é a atividade
antioxidante da amostra, como pode ser visto na Figura 7 (Oliveira et al., 2006; Karadag
et al., 2009; Zulueta et al., 2009).
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Figura 7. Reacdo do radical peroxila na presenca de fluoresceina com um composto
antioxidante (Adaptado de Zulueta et al., 2009).

2.7 Métodos de analise de fendlicos totais e perfil de compostos fendlicos

Métodos espectrofotométricos sdo utilizados para avaliar compostos fendlicos totais
em alimentos (Angelo e Jorge, 2007). O método de Folin-Ciocalteu é um dos ensaios
mais populares, e 0 ensaio leva o nome do principal reagente (Singlenton e Rossi, 1965;
Angelo e Jorge, 2007). Esse reagente é constituido pelos acidos de fosfomolibdénio e
fosfotungsténio, os quais reagem com os compostos fendlicos, sendo reduzidos,
resultando em uma coloragéo azul (Soares, 2002), como pode ser visto na Figura 8.

COOH Co0
Na,CO;
—_—
HO OH HO OH
OH OH
olole} coo”
6+ 5+ _
+2Mo @ — +2Mo +2H
et
HO OH 0 OH
OH 0

Figura 8. Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-
Ciocaulteu (Adaptado de Oliveira et al., 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas de separacéo
mais utilizada para a determinacdo individual de compostos fenolicos em alimentos,
pois estes compostos sdo termicamente instaveis, ndo volateis e de alta polaridade (Abu-
Reidah et al., 2013). Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos os

detectores mais utilizados s&o o espectrometro de massas (EM) e os detectores por



arranjo de diodos (DAD). O DAD monitora simultaneamente todos os comprimentos de
onda, permitindo desta forma a selecdo do comprimento de onda mé&ximo de cada
composto para a realizagdo da quantificagdo, aumentando a detectabilidade dos
compostos. Além disso, fornece uma maior confiabilidade na identificacdo dos
compostos, que pode ser realizada pela comparacdo dos espectros de absorvancia

obtidos para o padrdo com os da amostra (Collins et al., 2006; Abu-Reidah et al., 2013).

2.8 Validagdo de métodos analiticos

O desenvolvimento de um método analitico requer um processo de avaliacdo para
que os resultados sejam confidveis e interpretaveis sobre a amostra. Esse processo de
avaliacdo é denominado validacdo. O objetivo da validacdo é assegurar que a
metodologia analitica desenvolvida é adequada ao propdésito da analise (Ribani et al.,
2004; Lancas, 2009).

A validacdo em anélises quimicas vem se tornando cada vez mais importante devido
a variabilidade dos resultados obtidos (Lancas, 2009). Orgéos como ISO (International
Standard Organization), IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemstry),
USP (United States Pharmacopeia Convention), SANCO (Comission of the European
Communities), ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e INMETRO
(Instituto  Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial),
disponibilizam guias para validagdo de métodos analiticos, porém existem diferengas

nas regras dos parametros analiticos (Ribani et al., 2004; Ribeiro, 2008).

2.8.1 Parametros analiticos para validacdo de métodos

Os parametros analiticos normalmente avaliados sdo: seletividade, linearidade e
faixa linear, precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez
(Ribani et al., 2004; Langas, 2009).

2.8.2 Seletividade

A seletividade avalia a capacidade que o método analitico possui de medir
exatamente um composto na presenca de outros componentes tais como impurezas,

produtos de degradacdo e componentes da matriz (INMETRO, 2003; Aragéo et al.,

9



2009). A avaliagdo da seletividade pode ser feita através da resposta obtida pelo detector
de arranjo de diodos, em que é comparado o espectro de absor¢do do pico obtido na
separagdo com o espectro de absor¢do do padrdo do composto e utiliza-se isto como
uma indicacao da presenca ou nao do composto (Ribani et al., 2004; Lancas, 2009).

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
medicdo (efeito matriz). Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a
magnitude do efeito também pode depender da concentragdo (SANCO, 2009;
INMETRO, 2010). Para verificar a ocorréncia do efeito matriz utiliza-se os valores da
curva construida somente no solvente e da curva construida na matriz da amostra e

calcula-se o valor do efeito matriz pelo emprego da Equagéo 1.
. . x1 <
Efeito Matriz = (Z)X 100 Equacgdo 1

Em que:

x1= média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da amostra, numa dada concentracdo, em que deve se desconsiderar a area
enddgena, sendo x1 = éarea total (quantidade enddgena + quantidade de padrdo
adicionado) — &rea enddgena;

x2= média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado em

solvente, numa dada concentracao.
2.8.3 Linearidade e faixa linear

A linearidade esta relacionada com a capacidade do método analitico produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito (Lancas,
2009). As agéncias reguladoras brasileiras ANVISA (2006) e INMETRO (2010)
recomendam que a linearidade seja determinada pela anélise de, no minimo, cinco
concentracdes diferentes. Os valores sdo expressos em uma equacdo de reta (Equacéo 2)
chamada de curva analitica, sendo que o coeficiente de correlacdo (r) aceitavel deve ser
> 0,99 (ANVISA, 2003).

y =a + bx Equacdo 2

Em que:
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y = resposta do detector
X = concentracgdo do analito
a = coeficiente linear

b = coeficiente angular

A curva analitica pode ser obtida por padronizacdo interna, padronizacdo externa e
adicdo padrdo. A padronizacdo interna consiste na adicdo de um padrdo interno em
concentracdes conhecidas, desde que esse padrao apresente requisitos como, ser ausente
na amostra, ndo reaja com substancias presentes na amostra, apresente elevado grau de
pureza, entre outros. A padronizagdo externa consiste na comparacdo da area da
substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solucdes de
concentracdes conhecidas preparadas a partir dos padrdes das substancias. O método de
adicdo padrédo consiste na adicdo de quantidades conhecidas da substancia de interesse
que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes de seu preparo
(Ribani et al., 2004).

A faixa linear é definida como o intervalo de trabalho em que é possivel a

determinacéo dos resultados com precisdo e exatiddo (INMETRO, 2010).

2.8.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é medida pela a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (Ribani et al., 2004;
ANVISA, 2006; SANCO, 2009; INMETRO, 2010). Os processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia; comparacdo de métodos;
ensaios de recuperacédo (Ribani et al., 2004).

Em matrizes complexas, quando for dificil obtencdo de um branco da matriz isenta da
substancia de interesse, 0s ensaios de recuperacdo sao realizados pelo método de adigédo
padrdo (Ribani et al., 2004; SANCO, 2009). No método de adi¢do padrdo, quantidades
conhecidas de substancia padrdo devem ser adicionadas na matriz da amostra. Segundo
Ribani et al. (2004) a concentracdo deve estar entre 0,25 e 1, e segundo SANCO (2009)
a concentracdo deve estar entre 1 e 5 vezes a quantidade enddgena estimada da
substancia a ser analisada na matriz. A recuperacdo média (R) em cada nivel de
concentracdo e para cada matriz da amostra deve estar no intervalo de 70% - 120%
(ANVISA, 2006; SANCO, 2009), calculada pela Equacao 3.

11



R (%) = %x 100 Equagio 3

Em que:

Cl = concentragdo determinada na amostra fortificada (concentracdo enddgena +
concentracdo determinada na amostra fortificada);

C2 = concentracdo usada para fortificagdo (concentracdo enddgena + concentracao

adicionada ap0s o procedimento de extracéo).
2.8.5 Preciséo

A precisdo é a medida do grau da concordéncia entre varios resultados analiticos de
ensaios independentes obtidos numa mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condic¢des definidas (INMETRO, 2010; Lancas, 2009). A precisdo é determinada em
pelo menos dois niveis de concentragdo em cinco replicatas, e cada nivel de
concentracdo deve apresentar coeficiente de variagcdo (CV) < 20% (ANVISA, 2006;
SANCO, 2009), calculado pela Equacéo 4.

S
CV (%) = < X 100 Equacio 4

Em que:

s = estimativa do desvio padrdo [E(x; — Xm)? / (N — 1)]"?
X;j = valores individuais

Xm = média das medidas em replicatas

N = nimero de medidas

As maneiras mais comuns de expressar a precisao sao por meio da repetitividade e
da precisdo intermediaria. A repetitividade representa a concordancia entre os resultados
de medicOes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicdes de
medicdo, chamadas condigdes de repetitividade, sendo estas, mesmo procedimento,
mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢des, mesmo local e
repeticdes em um curto intervalo de tempo (Ribani et al., 2004; ANVISA, 2006). E a

precisdo intermediaria avalia o efeito das variagdes dentro de um mesmo laboratério
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devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes
equipamentos ou ainda a combinacdo destes fatores (Ribani et al., 2004; ANVISA,
2006).

2.8.6 Limite de deteccéo

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condic¢des
experimentais estabelecidas (SANCO, 2009; INMETRO, 2010). Existem varios meios
para determinar o limite de deteccdo, sendo estes, método visual, método da relacao
sinal-ruido e pelo método baseado em parametros da curva analitica (Ribani et al.,
2004).

No método da relacdo sinal-ruido é feita a comparacgdo entre a medicdo dos sinais de
amostras em concentracdes baixas e conhecidas do composto de interesse, na matriz e
no branco destas amostras (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004). Assim, ¢ estabelecida
uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relacdo

sinal-ruido pode ser de 3:1 como estimativa do limite de deteccéo (Ribani et al., 2004).

2.8.7 Limite de quantificacao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes experimentais estabelecidas (SANCO,
2009; INMETRO, 2010). O limite de quantificacdo pode ser determinado utilizando-se
0s mesmos critérios do limite de deteccdo, porém utilizando a relacdo sinal-ruido de
10:1 (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004).

2.8.8 Robustez

A robustez é a medida da capacidade de um método de ndo sofrer alteracGes frente
a pequenas variagbes (Lancas, 2009; INMETRO, 2010). Para um método
cromatografico fatores como, pH da fase movel, temperatura da coluna, vazao da fase
movel podem ser avaliados para medir a robustez do método (Ribani et al., 2004;
INMETRO, 2010).
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2.9 Compostos fenolicos analisados

A escolha dos compostos fendlicos foi baseada no trabalho de Kubola et al. (2011)
que investigou os compostos fendlicos na polpa de calabura, e os resultados mostraram
que os compostos fenolicos presentes em maior quantidade foram, o acido galico (AG),
0 &cido clorogénico (AC), o acido vanilico (AV), o acido feralico (AF) e a miricetina
(MIR).

2.9.1 Acido Galico
Nome quimico: acido 3,4,5-triidroxibenzoico

NuUmero no CAS: 149-91-7

Classe do Compostos Fendlicos: acidos fenolicos

HO OH
OH

Figura 9. Férmula estrutural do acido galico.
2.9.2 Acido Clorogénico
Nome quimico: acido 5-cafeoilquinico

NuUmero no CAS: 327-97-9

Classe do Compostos Fendlicos: acidos fendlicos
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HO COOH

HO O

OH
s

-
OH

HO

Figura 10. Formula estrutural do &cido clorogénico.

2.9.3 Acido Vanilico
Nome quimico: acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico

NuUmero no CAS: 121-34-6

Classe do Compostos Fendlicos: acidos fenolicos

Figura 11. Formula estrutural do &cido vanilico.
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2.9.4 Acido Ferulico

Nome quimico: acido 4-hidroxi-3-metdxi-t-cinamico,
Ndmero no CAS: 537-98-4

Classe do Compostos Fendlicos: acidos fenolicos

H,CO o
R OH
i
HO

Figura 12. Formula estrutural do &cido ferdlico.

2.9.5 Miricetina
Nome quimico: 3,3".4',5,5',7-Hexahidroxiflavona

NUmero no CAS: 529-44-2

Classe do Compostos Fendlicos: Flavondides

OH

OH
HO ‘
Cor
OH

OH O

Figura 13. Formula estrutural da miricetina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizacdo fisico-quimica e de minerais e avaliacdo da capacidade antioxidante

das diferentes partes das frutas calabura, bacupari e uva japonesa.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composicao de acidos graxos das sementes das frutas;

e Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos metanolicos das diferentes partes das
frutas in natura;

e Otimizar os métodos de extracdo dos compostos fendlicos empregando diferentes
solventes e os métodos de extracao liquido-sélido;

e Auvaliar as quantidades de compostos fendlicos extraidos e a capacidade antioxidante
dos diferentes métodos de extracdes avaliados por metodologias in vitro;

e Otimizar as condicGes de separacdo dos compostos fendlicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodo (CLAE-DAD) ;

¢ Identificar e quantificar compostos fenolicos por CLAE-DAD;

e Correlacionar a atividade antioxidante com os compostos fendélicos quantificados;

e Validar o método analitico desenvolvido.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagente e solventes

AAPH 97% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

ABTS" Grau Ultra Puro (Amresco, S&o Paulo, Brasil);
Acido Clorogénico > 95% (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil);
Acido Fertilico > 99% (Fluka, S0 Paulo, Brasil);

Acido Fosforico 85% (Nuclear, S&o Paulo, Brasil);

Acido Galico > 99% (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil);
Acido Vanilico 97% (Fluka, S&o Paulo, Brasil);

Acetato de Etila 99,5% (Anidrol, So Paulo Brasil);

Agua Grau Milli Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil);

Carbonato de Sodio (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);
Cloreto de Férrico 99% (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);
DPPH’ (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil);

Etanol 95% (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

Fluoresceina (Fluka, S&o Paulo, Brasil);

Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Séo Paulo, Brasil);

Metanol Grau HPLC > 99% (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil);
Metil-tricosanoato > 99% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);
Miricetina > 96% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

Padrdo 189-19 (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil);

Persulfato de potassio 99% (Neon, Séo Paulo, Brasil);

Sulfato Ferroso (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

TPTZ > 99% (Sigma-Aldrich, Séo Paulo, Brasil);

Trolox 97% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).

4.2 Equipamentos e materiais

Cromatdgrafo a liquido da marca Thermo Scientific Dionex Modelo: UltiMate™
3000, bomba analitica quaternaria, modelo LPG-3400SD, amostrador automatico
modelo WPS-3000TSL, com temperatura controlada a 10°C. Detector por arranjo
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de diodos, modelo DAD-3000, modulo do compartimento da coluna com controle
de temperatura, modelo TCC-3000SD (Bannockburn, IL, EUA);

Coluna C18ec (4,6 x 250 mm, 5 um) Maecherey-Nagel,

Cromatdgrafo a gas da marca Thermo, modelo Trace Ultra 3300, com detector de
ionizacdo de chama (Mildo, Italia);

Coluna capilar de silica fundida CP — 7420 (Select FAME, 100m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de cianopropil);

Espectrofotémetro modelo Genesys 10 uv (Thermo Scientific, Madison, EUA);
Fluorimetro Wallac Victor™ 1420 Multilabel Counter (Perkin-Elmer, EUA);
Espectrometro de absorcdo atdmica (Analytik Jena novAA® 300, Alemanha).
Liofilizador (Christ, Alemanha);

Banho Ultrassonico (Ultronique, Brasil);

Banho Maria (Fisatom, Brasil);

Centrifuga (Sanyo, Inglaterra);

pH metro (JKI, Brasil);

Balanca Analitica (Bel Equipamentos, Séo Paulo Brasil);

Agitador Magnético (Fistom, Brasil);

Mixer (Philips-Walita, Brasil);

Rotaevaporador (Fisatom, Brasil);

Geladeira;

Pipeta (Gilson, Franca);

Membrana Nylon 0,45 um (Millipore, Brasil);

Filtros Millex 0,45 um (Millipore, Brasil);

Baldes VVolumétricos (10 e 5 mL);

BalGes de Rotaevaporacao;

Seringa de Vidro;

Tubos de Centrifuga.

4.3 Amostragem

A calabura (Muntingia calabura) foi colhida na Universidade Estadual de Maringa

(UEM) na cidade de Maringa — PR nos meses de setembro e outubro de 2013 e no

mesmo periodo do ano de 2014. A uva japonesa (Hovenia dulcis) e o bacupari
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(Garcinia brasiliensis) foram colhidos no Parque Municipal da cidade de Apucarana —
PR em abril de 2014. As frutas frescas foram lavadas em &gua corrente, e separadas
manualmente em casca, polpa e semente e posteriormente foram embaladas a vacuo e
mantidas a temperatura de -20°C. As andlises foram realizadas com as diferentes partes

da fruta in natura, sendo essas homogeneizadas em processador antes de cada analise.

4.4 Analise da composicdo proximal e minerais

As analises de umidade, cinzas e proteina bruta foram realizadas conforme técnicas
descritas pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1998) para anélise
de alimentos. O teor de umidade foi determinado gravimetricamente por aquecimento
em estufa (105°C) durante 4 horas. O teor de cinzas foi determinado por aquecimento
em forno mufla (600°C) durante 6 horas. A andlise de proteina bruta foi realizada
através do método semi-micro Kjedahl, o qual determina o teor de nitrogénio total que é
convertido a proteina bruta.

Os lipidios totais foram analisados nas diferentes partes das frutas sendo
extraidos por cloroférmio, metanol e 4gua conforme descrito por Bligh e Dyer (1959).
As amostras foram pesadas (15 gramas de amostra com 80% de umidade) em um
béquer de 250 mL, no qual foi transferido 30 mL de metanol e 15 mL de cloroférmio e
submetidos a agitacdo constante por 5 minutos, em seguida foram adicionados mais 15
mL de cloroférmio e deixados sob agitacdo por mais 2 minutos e por altimo foi
adicionado a &gua e agitado por mais 5 minutos. Logo ap6s, a mistura foi filtrada a
vacuo em funil de Bichner com papel de filtro quantitativo. A solucdo resultante foi
transferida para um funil de separacdo de 250 mL. Apos a separacdo das fases, a fase
inferior contendo o cloroférmio e os lipidios foi drenada para um baldo de 250 mL
previamente pesado, e 0 solvente foi removido por um rotaevaporador com pressao
reduzida a uma temperatura de 30°C. O teor de lipidios foi determinado
gravimetricamente.

Para a anélise da composi¢cdo mineral as amostras foram calcinadas em mufla a
550°C durante 6 horas para posterior recuperagdo com uma solugdo de &cido nitrico
(5% v/v) segundo metologia descrita por AOAC (1998). Os minerais foram entdo
quantificados por um espectrofotdmetro de absorcdo atdmica e os valores foram
expressos em mg de minerais por Kg de amostra, utilizando os parametros de calibragdo

de cada mineral de acordo com a técnica mencionada acima.
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4.5 Esterificacdo e transesterificacdo e analise dos ésteres metilicos de acidos

graxos

A esterificacdo e transesterificacdo dos lipidios foi realizada segundo o
procedimento de Hartman e Lago (1973). A solucdo do padrdo interno metil-
tricosanoato (23:0), previamente preparada em isoctano, foi transferida para um tubo
de ensaio de capacidade de 20 mL e o solvente foi evaporado com gas nitrogénio. No
mesmo tubo de ensaio foi pesado aproximadamente 0,025 gramas de lipidios e
adicionados 4 mL de uma solucéo de hidréxido de sédio em metanol (0,5 mol L),
esta solucdo foi submetida a um banho maria na temperatura de 100°C por 5 minutos.
Apos o resfriamento dos tubos em agua corrente, foi adicionado 5 mL da solucdo de
reagente esterificante e novamente aquecido a 100°C por mais 5 minutos. Apo6s 0
resfriamento novamente, foi adicionado 4 mL de solucédo saturada de cloreto de sédio
e agitado por 30 segundos e entdo, adicionados 2 mL de isoctano e agitados
novamente por 30 segundos. A solucdo foi refrigerada por 24 horas para separacéo de
fases, na qual a fase superior, que continha os ésteres metilicos de acidos graxos
(EMAG) foi recolhida para analise cromatogréfica.

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram separados em um
cromatdgrafo em fase gasosa acoplado ao detector de ionizagdo em chama (CG-DIC).
As condi¢des cromatograficas de trabalho foram as seguintes, as vazdes dos gases
foram de 1,2 mL min™ para o gés de arraste (H,); 30 mL min™ para o gas auxiliar (N>)
e 35 e 350 mL min™ para o H, e para o ar sintético da chama, respectivamente, para a
chama do detector. A razao de divisao da amostra (split) foi de 1/80. As temperaturas
do injetor e do detector foram respectivamente de 200°C e 240°C. Os analitos foram
separados em uma coluna capilar de silica fundida CP -7420 (Select FAME, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de cianopropil) de acordo com
Martin et al., (2008). A temperatura da coluna foi programada a 165°C durante 7
minutos, seguido por uma rampa de aquecimento de 4°C min™ até atingir 185°C,
permanecendo assim por 3 minutos, seguindo de uma segunda rampa de aquecimento
de 6°C min™ até a temperatura de 235°C, permanecendo por mais 3,67 minutos,
totalizando 27 minutos de andlise. As injecGes foram realizadas em triplicatas e 0s
volumes de inje¢ao foram de 2 pl.

As identificacdes dos ésteres metilicos dos &cidos graxos foram realizadas pela

comparacdo dos tempos de retencdo de padrbes de ésteres metilicos (padrdo 189-19).
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Para a quantificacdo foi realizada segundo descrito por Visentainer (2012). A
quantidade de acidos graxos foi calculada usando a Equacdo 5 e os resultados foram

apresentados em mg g™ de lipidio.

_AM R,

MX=—
ApMAFCEA

Equacéo 5

Em que:

My = mg de acido graxo por g de lipidios totais;
Ax = é&rea do pico dos &cidos graxos;

Ap = &rea do padréo interno;

M, = massa (mg) de 23:0 adicionado;

Ma = massa (g) de lipidio;

Fcr = fator de correcéo tedrico;

Fcea = fator de conversdo éster metilico para acido graxo.
4.6 Extracdo dos antioxidantes das partes das frutas

A extracdo foi realizada segundo Santos et al. (2011). As amostras foram
previamente trituradas em um processador de alimentos. Em um béquer foi pesado 2
gramas de cada parte da fruta in natura e transferidos 20 mL de metanol. O
procedimento de extracdo foi realizado ao abrigo da luz sob agitagdo magnética durante
2 horas a 25°C. Posteriormente o extrato foi centrifugado por 10 minutos em 4000 rpm,
para a remocdo dos residuos solidos. O sobrenadante foi retirado e empregado nas

analises subsequentes.
4.7 Determinacao de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965). Solugdes metanolicas dos extratos foram
preparadas e 250 pL destas solugdes foram transferidos para tubos de ensaio, nos quais
também foram adicionados 250 uL do reagente Folin-Ciocalteau diluido em &gua
destilada (1:1, v/v), 500 puL de uma solucdo saturada de Na,CO3; e 4,0 mL de agua

destilada. As solugdes foram incubadas no escuro por 25 minutos, centrifugadas por 10
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minutos a 1000 rpm e a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 725 nm
empregando-se um espectrofotometro. Os resultados foram expressos em mg de
equivalente 4cido galico (EAG) g™ de amostra fresca, sendo calculado pela equacdo da
reta obtida a partir da curva de calibracdo com o padrdo é&cido galico (y =
0,00559x+0,00791, r’= 0,9996).

4.8 Capacidade antioxidante determinada por DPPHe

O ensaio envolvendo a captura do radical livre DPPH’ (2,2-Difenil-1- picrilidrazil)
foi realizado de acordo com Brand-Williams et al. (1995), com algumas modificacdes
(Ma et al., 2011). Aliquotas de 25 pL de solucdo dos extratos em metanol foram
adicionadas com 2,0 mL de uma solugdo metandlica de 6,25x10™ mol L™ do radical
livre DPPH’. A solucdo foi deixada no escuro por 30 minutos e em seguida a
absorbancia foi medida em 517 nm. Solu¢bes metandlicas de Trolox (acido (%)-6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) em diferentes concentracbes foram
utilizadas para a construcdo da curva de calibragdo (y= -0,000254333x + 0,69784, r’=
0,9944). Os resultados foram expressos em pmol de equivalente Trolox (ET) g* de

amostra.

4.9 Capacidade antioxidante determinada por ABTS”

O ensaio envolvendo a captura do radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) foi realizado de acordo com Rufino et al. (2010). O radical ABTS" foi
preparado a partir da reacdo de 5 mL de solucdo estoque de ABTS" (7 mmol L) com

88 pL de solucdo estoque de persulfato de potassio (140 mmol L™). Manteve-se a

solucdo no escuro, sob refrigeracdo por 16 horas antes do uso. Posteriormente, a solucéo
de ABTS" foi diluida em etanol até obtencdo de um valor de absorbancia de
0,700+0,005 no comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas de 30 pL de solucdo dos

diferentes extratos foram adicionadas a 3,0 mL da solucdo diluida de ABTS . A
solucdo foi mantida ao abrigo da luz por 6 minutos e em seguida a absorbancia foi
medida em 734 nm. SolucBes etandlicas de Trolox em diferentes concentracGes foram

utilizadas para a construgdo da curva de calibracdo (y = -0,000272467x + 0,69228,
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r’=0,9957), sendo a capacidade antioxidante expressa em pmol de equivalente Trolox

(ET) g de amostra.
4.10 Capacidade antioxidante determinada pelo poder de reducdo — FRAP

A andlise do poder de reducdo pelo método FRAP foi realizada de acordo com
Benzie e Strain (1996). Inicialmente, preparou-se o reagente FRAP a partir de uma
solugdo tamp&o acetato (acetato de sdio e &cido acético 300 mmol L™, pH 3,6), uma
solugdo de TPTZ (tripiridiltriazina 10 mmol L™ em 1,0 mol L™ de HCI) e uma solucéo
de FeCl; (20 mmol L™) na proporgdo de 10:1:1 (v/v/v) respectivamente. Esta solugdo
foi mantida ao abrigo da luz, a 37°C e a leitura inicial da absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 593 nm, empregando-se 3,0 mL do reagente FRAP adicionado
de 400 pL de agua destilada. Em seguida, 100 puL da solucdo do extrato das partes das
frutas foram transferidos para tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 300 pL de
agua destilada e 3,0 mL do reagente FRAP. A solucéo foi homogeneizada e incubada a
37°C por 30 minutos. Foi utilizado padrdo de Trolox para a construgdo da curva de
calibragdo (y= 0,0013x + 0,01161, r’=0,9996). Os resultados foram expressos em pmol

de equivalente Trolox (ET) g™ de amostra.
4.11 Capacidade antioxidante pelo radical oxigénio — ORAC

A andlise da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi realizada de acordo
com Zulueta et al. (2009). Uma solucéo estoque de fluoresceina (1,03 mmol L™
preparada em solucdo tampdao fosfato (fosfato de potassio dibasico e fosfato de potassio
monobésico, 75 mmol L*, pH= 7,00) foi empregada para obtencdo da solucdo de
trabalho. Os extratos das amostras foram diluidos em solucdo tampdo fosfato e 25 pL
destas solucbes foram transferidas para pogos de microplacas, as quais foram
adicionados 150 pL da fluoresceina e deixadas em repouso a 37°C por um periodo de 5
minutos antes de serem adicionados 25 pL de AAPH ((dicloridrato do 2,2'-azobis-(2-
metilpropanoamidina)) para dar inicio a leitura. O preparo do branco foi realizado de
forma semelhante, porém foram adicionados 25 pL de solucdo tampdo fosfato em
substituicdo ao extrato das amostras. A leitura da fluorescéncia foi realizada em um
fluorimetro com filtros de fluorescéncia para excitacdo no comprimento de onda de 485

nm e um comprimento de onda de emissdo de 535 nm. Solugbes de Trolox em
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diferentes concentracGes foram utilizadas para a construcdo da curva de calibracdo (y=
0,3635x + 0,8517 r*=0,9997). Os resultados foram expressos em pmol de equivalente
Trolox (ET) g™ de amostra.

4.12 Otimizacdo do método de extracdo de compostos fendlicos da casca da

calabura

Para manutencéo das caracteristicas de matérias primas com alto teor de umidade,
como frutas, diferentes processos de secagem tém sido utilizados. No entanto, alguns
processos de secagem sdo realizados em altas temperaturas, 0 que pode afetar o
conteddo da matéria-prima, como 0s compostos antioxidantes (Chang, et al., 2006;
Henriquez, et al., 2012). A fim de assegurar as caracteristicas da matéria prima, autores
tém sugerido a liofilizacdo, o qual € um processo de secagem que ndo utiliza altas
temperaturas (Henriquez et al., 2012; Alberti et al., 2014; Moo-Huchin et al., 2015).
Logo, a casca da calabura foi submetida ao processo de secagem por liofilizacdo antes
do processo de extragéo.

Diferentes procedimentos de extracdo liquido-solido foram empregados na casca
de calabura liofilizada, nos quais foi avaliado o melhor solvente de extracao, acetato de
etila, etanol/agua (80:20 v/v), metanol/agua (80:20 v/v) e metanol/dgua acidificada
(80:20 v/v), sendo que a proporcgéo entre os solventes foi estabelecida de acordo com
Robles-Sanchez et al. (2011) e Moo-Huchin et al. (2014). Também foi avaliada a
melhor técnica de extracdo (extracdo assistida por ultrassom e extracdo por agitacdo
magnética), de acordo com Buci¢-Kojic¢ et al. (2011) e Peralbo-Molina et al. (2012).

Foram realizados cinco procedimentos de extragdo, na Extracdo | foi utilizado
como solvente o acetato de etila, no procedimento de Extragdo Il foi utilizada a
combinacdo dos solventes etanol/agua (80:20 v/v), na Extracdo Ill os solventes
utilizados foram metanol/dgua (80:20 v/v) e na Extracdo IV foi utilizada uma
combinacdo de metanol/agua (80:20 v/v) com agua acidificada com &cido fosférico
(pH= 3,00), e todas as extracdes foram realizadas por agitacdo magnética. A Extracdo V
também foi realizada com uma combinacdo dos solventes metanol/agua (80:20 v/v),
porém, a extracdo foi realizada por agitagéo assistida em banho ultrassénico.

Para cada procedimento de extracdo foi pesado 1 grama da casca liofilizada em um
béquer e foram adicionados 6 mL do solvente. O processo de extracdo foi realizado

durante 30 minutos quando foi utilizada a agitacdo magnética e durante 10 minutos
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quando foi utilizada a agitacdo assistida em banho ultrassonico. A solucdo foi
centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm, e o sobrenadante foi separado e recolhido, e 0
residuo sélido da amostra foi submetido a mais duas etapas de extracdo nessas mesmas
condicdes. Ao final os sobrenadantes recolhidos das trés etapas foram combinados e 0s
solventes foram removidos por um rotaevaporador com pressdo reduzida a uma
temperatura de 35°C. O extrato seco obtido foi ressuspendido em 4 mL de metanol, do
qual foi retirado uma aliquota de 1 mL e diluido para volume final de 10 mL em

metanol para analise cromatografica.

4.13 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de
diodos (CLAE- DAD)

A andlise cromatogréfica foi realizada por CLAE-DAD. Foram preparadas soluctes
estoque de 1000 mg L™ de cada um dos compostos fendlicos, acido galico, 4cido
clorogénico, acido vanilico, acido feralico e miricetina, em metanol, solvente o qual os
compostos fendlicos tem boa solubilidade. Estas solugdes foram armazenadas ao abrigo
da luz e sob refrigeracdo. A partir dessas solucOes foram realizadas diluicdes
necessarias para preparar as solugdes de trabalho.

Para a otimizacdo da separacdo cromatografica dos compostos fendlicos
estudados, foram testadas as seguintes condig¢des, eluicdo no modo isocratico e no modo
gradiente, solventes e vazdo da fase mével e a temperatura da coluna.

Os solventes utilizados como fase mdvel, tanto o organico como a &gua foram
filtrados em um sistema de filtracdo apropriado empregando filtros de membrana de
0,45 um, e submetidos ao banho ultrassénico para desgaseificacdo dos solventes. Para a
preparacdo da fase aquosa, o pH foi ajustado para pH 3,00 utilizando uma solucdo de
acido fosférico e pHmetro previamente calibrado.

As condi¢cbes de separacdo foram definidas e a confirmacdo dos compostos
fenolicos foi realizada pela injecdo individual de cada composto obtendo o tempo de
retencéo (tr) e 0 espectro de absorcdo na faixa de comprimento de onda do Ultravioleta
- Visivel (UV-Vis) fornecido pelo detector de arranjo por diodos (DAD) e comparados
com os resultados obtidos a partir da analise das solucbes padrdo dos compostos
fendlicos nas mesmas condicdes.

As condicdes de trabalho utilizadas foram as seguintes, os analitos foram separados

em uma coluna C18ec (4,6 mm x 250 mm, 5 um) Maecherey-Nagel em uma vazéo de 1
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mL min™* usando &gua acidificada com &cido fosférico (pH=3,00) como fase mével A e
a fase movel B constituida por metanol. A eluicdo foi realizada em modo gradiente, com
a seguinte programacao 0-2 minutos (30% B), 2-3 min (30-60% B), 3-5 min (60% B),
5-6 min (60-50% B), 6-9 min (50% B), 9-10 min (50-30% B), 10-12 min (30% B). O
volume de injecdo foi de 5 ul, a temperatura da coluna foi de 30°C, e a deteccdo foi
realizada no comprimento de onda maximo de cada composto e o0s espectros foram
registrados na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. O comprimento de onda
de 280 nm foi escolhido para apresentacdo dos cromatogramas, no qual todos os
compostos fenolicos estudados apresentam absorvancia.

Os compostos fendlicos foram identificados pela comparacéo do tempo de retencdo
e do espectro de UV-Vis fornecidos pelo DAD dos compostos no extrato da amostra
com os tempos de retencdo e espectro de UV-Vis fornecidos pelo DAD das solucdes
padrdes dos compostos. A quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada pelo

método de adic&o padrdo, sendo os resultados expressos em mg kg™
4.14 Aplicacdo da metodologia

Apo6s a validagdo da metodologia foram analisadas duas amostras da casca da
calabura colhidas em anos diferentes (2013 e 2014) para avaliagdio do método

desenvolvido.
4.15 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com 95% de
confianca, e a comparacdo entre médias foi realizada pelo teste de Tukey, através do
programa Statistica 8.0°, submetidos também a anélise de correlacdo de Pearson pelo
programa Microsoft Office Excel® e a analise da componente principal (PCA) pelo

programa Matlab®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises fisico-quimicas

A composicdo proximal das frutas calabura, bacupari e da uva japonesa esta

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢ao proximal (%) das frutas calabura, bacupari e uva japonesa in natura.

Composicao Uva
Proximal Calabura* Bacupari Japonesa**
Polpa 76,14**+0,34 86,10**+0,23 53,23°7+0,96
Umidade |Semente - 41,22°°40,73  13,95"°+0,07
Casca 72,75°8+0,13 82,37%%+0,81 -
Polpa 0,83"°+0,01 0,15"“+0,01 1,44%°+0,02
Cinzas | Semente - 1,16*+0,02 2,63*+0,02
Casca 1,95*+0,02 0,45°+0,02 -
Sroteina Polpa 2,04*°+0,32 0,692?0,01 2,07%°+0,02
Semente - 2,34°2+0,10 16,36*+0,69
Bruta  |casca 1,73*4+0,02 0,76"%+0,08 -
Polpa 0,13"°+0,02 0,76°°+0,07 0,40°°+0,05
Lipidios |Semente - 4,65*+0,37 4,05**+0,02
Casca 0,78°4+0,30 1,23%%+0,25 -

Média + desvio padrdo (n=3). *Parte comestivel: Polpa e Semente. **Parte comestivel: Casca e
Polpa. Médias seguidas de letras mailsculas ha mesma coluna e letras mindsculas apresentam
diferenca significativa entre si pelo teste Tukey na mesma linha (p<0,05).

A umidade de um alimento esta relacionada com sua estabilidade, qualidade e
composicao (Borges et al., 2010). Nota-se que entre as partes das frutas analisadas, as
sementes apresentaram 0s menores teores de umidade, que foram de 13,95% para a uva
japonesa e de 41,22% para a semente de bacupari, enquanto que as polpas apresentaram
valores que variaram de 53,23% a 86,10% para a polpa de uva japonesa e para a polpa
de bacupari respectivamente, e as cascas apresentaram teores de umidade que variaram
de 72,75% para a casca de calabura a 82,37% para casca de bacupari. Esses valores
indicam que a casca e a polpa sdo mais susceptiveis a degradacéo que a semente, devido
aos altos teores de umidade observados. Pande e Akoh (2010) analisaram as partes das
frutas néspera, cereja do mato, mamao e figo, e neste estudo as sementes das frutas

também foram as partes que apresentaram menores porcentagens de umidade com
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valores na faixa de 30 a 60%, e as polpas e as cascas foram as partes que apresentaram
0s maiores teores de umidade com valores semelhantes aos das frutas analisadas neste
trabalho, que foram na faixa de 70 a 90%.

Cinzas é 0 nome dado ao residuo inorganico da matéria obtido da queima do material
organico, em outras palavras, cinzas € a quantidade total de minerais presentes nos
alimentos (Cecchi, 2003). Com relacdo aos teores de cinzas encontrados nas partes das
frutas analisadas, a polpa e a casca de bacupari apresentaram 0s menores teores que
foram de 0,15 e 0,45%, respectivamente. Enquanto que 0s maiores teores de cinzas
foram verificados na casca da calabura, 1,95%, e na semente da uva japonesa que
apresentou teor de 2,63%.

Em estudo realizado por Marques et al. (2010) o teor de cinzas encontrado para a
polpa de manga foi de 0,34%. Pode-se verificar que o teor de cinzas na polpa de
bacupari foi inferior ao reportado na literatura, enquanto que os teores de cinzas da
polpa da calabura e da polpa da uva japonesa foram superiores. Gondin et al. (2005)
analisaram o teor de cinzas em casca de sete frutas, sendo estas, abacate, abacaxi,
banana, mamdo, maracuja, meldo e tangerina, relatando valores que variaram na faixa de
0,57 a 1,75% para a casca de maracuja e tangerina, respectivamente. Com relacdo aos
teores de cinzas obtidos neste trabalho para as cascas, 0 teor de cinzas da casca de
bacupari foi inferior aos teores de cinzas das cascas de frutas analisadas por Gondin et
al. (2005). Com relacdo ao teor de cinzas das sementes, os valores obtidos neste trabalho
foram superiores ao relatado por Jorge et al. (2009) que obteve 1,47% para semente de
maracuja.

A ingestdo de proteina é de importancia vital para o ser humano, tanto que a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) recomenda que a ingestao
diaria de proteinas para um individuo adulto seja de 50 gramas. O teor de proteina bruta
das partes das frutas analisadas variou de 0,69 a 16,36%, sendo que a polpa e a casca de
bacupari apresentaram os menores valores, 0,69 e 0,79%, respectivamente, enquanto
gue a semente da uva japonesa apresentou o maior teor de proteina, 16,36%. As demais
partes, polpa e casca da calabura, semente da bacupari e polpa da uva japonesa
apresentaram teores de aproximadamente 2%. Almeida et al. (2013) apresentaram dados
de quantidades proteicas de alguns produtos carneos e produtos de origem vegetal. A
quantidade de proteina em produtos carneos variou de 23 a 27 g 100g™, para carne de
peixe cozida e carne de boi cozida, respectivamente, enquanto que produtos de origem

vegetal apresentaram valores de 0,21 g 100g™ para magé in natura e de 17 g 100g™ de
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soja in natura. Em geral os produtos de origem vegetal sdo mais pobres em contetdo
proteico que os de origem animal, porém a soja, por exemplo, é considerada uma boa
fonte proteica vegetal, devido a alta quantidade de proteina. Nota-se que o valor de
proteina bruta encontrado para a semente de uva japonesa (16,36%) é bem préximo ao
apresentado por Almeida et al. (2013) para a soja, assim pode-se considerar a semente
de uva japonesa como uma fonte proteica tdo boa quanto a soja.

Os lipidios sdo fontes energéticas, atuam no organismo em diversas funcdes e, além
disso, os lipidios de origem vegetal em geral, sdo ricos em acidos graxos essenciais, 0s
quais apresentam efeitos benéficos para a saude do consumidor (Ribeiro et al., 2013).
As quantidades de lipidios geralmente sdo baixas em partes de frutas, como casca e
polpa, podendo ser encontrados em maiores quantidades nas sementes (Somerville et
al., 2000). Foram avaliados os teores lipidicos nas partes das frutas, uva japonesa,
bacupari e calabura. Os valores obtidos foram de 0,13% e 4,65%, para parte comestivel
da calabura e para semente do bacupari, respectivamente. Roesler et al. (2007)
reportaram os teores lipidicos das sementes de quatro frutas, sendo estas, banha de
galinha, cagaita, lobeira e araticum, com valores de 0,45, 0,49, 3,73 e 15,91%,
respectivamente. A partir dos resultados publicados pode-se verificar que os teores de
lipidios encontrados para as sementes das frutas analisadas nesse trabalho foram
superiores as sementes da banha de galinha, cagaita e lobeira e inferiores a semente do

araticum.
5.2 Analise de minerais

Seis minerais foram determinados nas diferentes partes das frutas, Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), Magnésio (Mg) e Sddio (Na), e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2.

Os niveis de Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) dos minerais analisados para adultos
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) sdo de 900 mg dia™,
14 mg dia®, 2,3 mg dia™, 7 mg dia®, 260 mg dia®, e de 2000 mg dia® para o Cu, Fe, Mn,
Zn, Mg e Na, respectivamente. A partir dos resultados obtidos pode-se verificar que as
frutas analisadas possuem quantidades de minerais significativas, e porgdes dessas frutas
incluidas na dieta alimentar podem ser aliadas na suplementacdo desses minerais no

organismo humano.
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Quando comparadas separadamente as partes das frutas em relagdo a quantidade de
minerais analisados, pode-se verificar na Tabela 2, que entre as polpas, a polpa de uva
japonesa apresentou maiores quantidades, entre as sementes, a semente da uva japonesa e
dentre as cascas, a casca da calabura apresentou as maiores quantidades. Comparando 0s
teores de cinzas, apresentados na Tabela 1, com a quantidade de minerais analisados, pode-
se verificar a forte relacdo entre os valores obtidos, pois as partes que apresentaram 0s

maiores teores de cinzas também apresentaram as maiores quantidades de minerais.

Tabela 2. Quantidade de minerais (mg Kg™) nas partes das frutas calabura, bacupari e uva

japonesa in natura.

Minerais Calabura Bacupari Uva Japonesa
Polpa 3,28"°+0,33 1,46°°+0,48 4,02%°+0,23
Cu Semente - 7,11%+0,39 11,67%+0,16
Casca 6,11*'+0,73 1,73%%+0,54 -
Polpa 6,80%°+1,41 1,94°°+0,71 24,49°°+2 37
Fe Semente - 5,36""+0,55 58,77*'+4,71
Casca 10,5442 24 3,29°6+0,41 -
Polpa 4,21%°+0,06 4,98°+1,77 4,12°°+0,40
Mn Semente - 19,61°4+2,50 24,10°4+0,86
Casca 5,73"+0,19 9,61%%+1,25 -
Polpa 3,47°°+0,38 2,28°°+1,78 1,23%°+0,05
Zn Semente - 5,19"%+0,46 6,50*'+0,26
Casca 3,43*+0,14 2,32%%+0,13 -
Polpa 226,91°°+13,44 55,77°°+8,48 227,28%°+18,51
Mg Semente - 257,83°24552  915,25*+48,23
Casca 259,46*4538  90,08°%+5,01 -
Polpa 54,96*°+9,26 17,45°°+2,20 59,78°°+7,45
Na Semente - 70,92°4+9 41 104,15**+6,69
Casca 160,88*4+74,05 62,17°"+4,89 -

Média + desvio padrdo (n=3). *Parte comestivel: Polpa e Semente. **Parte comestivel: Casca e
Polpa. Médias seguidas de letras mailsculas na mesma coluna e letras minGsculas apresentam
diferenca significativa entre si pelo teste Tukey na mesma linha (p<0,05).

Gondin et al. (2005) analisaram 0s mesmos minerais, exceto 0 manganés, em cascas e
polpas de sete frutas, abacate, abacaxi, banana, mamao, maracuja, meldo e tangerina. A
partir dos resultados publicados, pode-se verificar que os valores encontrados para as frutas

analisadas nesse trabalho foram semelhantes aos valores encontrados por Gondin et al.,
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(2005), sendo que as cascas também apresentaram quantidade de nutrientes superiores aos
valores encontrados nas polpas.

A suplementacéo de nutrientes na alimentacdo € primordial para a saide humana e 0s
resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2 mostram que as partes das frutas que
normalmente sdo descartadas, como as cascas e as sementes, em geral possuem maiores
teores de proteina bruta e maiores quantidades de minerais do que a parte tradicionalmente
consumida. Assim pode-se destacar a importancia do aproveitamento integral dos alimentos
(casca, polpa e semente) para aumentar a qualidade nutricional da alimentacdo e, além

disso, diminuir o desperdicio dos alimentos.

5.3 Identificacéo e quantificacio de acidos graxos nas sementes das frutas

A ingestdo de alimentos que contenham acidos graxos da familia 6mega 6 (n-6) e
oméga 3 (n-3) em sua composicdo é essencial para a nutricdo humana (Martin et al.,
2006; Perini et al., 2010). Uma vez que 0s seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar
esses acidos graxos, devemos encontrar fontes como vegetais e frutas em que estes
acidos graxos estejam presentes (Martin et al., 2006; Perini et al., 2010).

Apbs a ingestdo dos acidos graxos linoléico (LA,18:2n-6) e alfa-linolénico (LNA,
18:3n-3), estes competem pelas mesmas enzimas envolvidas em reagdes importantes
para nosso organismo como, a formacdo de outros acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa e muito longa (Perini et al., 2010), reducdo de doencas cardiovasculares
(Scoditti et al., 2014), efeitos anti-inflamatérios, reducédo do risco de doencas crdnicas
neurodegenerativas (Youdim et al., 2000) como o mal de Alzeheimer (Tully et al.,
2003), beneficios a gravidez e a satde materno-infantil (Dunstan et al., 2004).

Devido aos &cidos graxos da familia n-6 e n-3 competirem pelas mesmas enzimas, o
excesso de componentes de uma determinada familia de acidos graxos pode interferir no
metabolismo dos acidos graxos da outra familia (Martin et al., 2006; Perini et al., 2010).
Com isso, ha uma necessidade no equilibrio da ingestdo dos &cidos graxos da familia n-
6 e n-3, e recentemente tem sido recomendado que a razdo de 1:1 até 2:1 na ingestédo
dos acidos graxos n-6/n-3 (Simopoulos, 2011).

Outro acido graxo importante na dieta humana é o acido graxo monoinsaturado da
familia dmega 9 (n-9), o &cido oléico (18:1n-9), importante para o cérebro, pois compde
a bainha de mielina (Bourre, 2004).
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Foi investigada a composi¢cdo em &cidos graxos das sementes do bacupari e da uva
japonesa, por terem sido as partes das frutas que apresentaram as quantidades maiores
de lipidios totais, como apresentado na Tabela 1. Os cromatogramas obtidos a partir da
injecdo das amostras da semente do bacupari e uva japonesa estdo apresentados nas
Figuras 14B e 14C, respectivamente. A identificacdo foi realizada por comparacao do
tempo de retencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) do padrdo 189-19
(Figura 14A) e os resultados dos &cidos graxos quantificados estdo apresentados na
Figura 15.

A partir dos resultados da quantificacdo dos acidos graxos apresentados na Figura
15 e da andlise dos cromatogramas apresentados na Figura 14, pode-se verificar que os
acidos graxos majoritarios observados na semente do bacupari foram o acido palmitico
(16:0) e o &cido oléico (18:1n-9), com quantidades de 65,33 e 84,75 mg g™ de lipidios
totais, respectivamente. Para semente da uva japonesa 0s acidos graxos majoritarios
foram o éacido oléico (18:1n-9), acido linoléico (LA,18:2n-6) e &cido alfa-linolénico
(LNA, 18:3n-3), com valores de 165,60, 127,91 e 280,39 mg g de lipidios totais,
respectivamente.

Comparando-se os valores dos acidos graxos gquantificados nas sementes, pode-se
verificar que a semente da uva japonesa apresentou quantidades superiores de &cidos
graxos em sua composicdo, com exce¢do ao acido palmitico (16:0) e ao &cido
palmitoléico (16:1n-7), que foram superiores na semente do bacupari.

Com relacdo a razdo entre os acidos graxos da familia n-6 e da familia n-3, as
sementes do bacupari e da uva japonesa apresentaram razdo de 2,49 e 0,45,
respectivamente. Estes valores estdo proximos ao recomendado por Simopoulos (2011)

que estabelece que essa razdo seja de 1:1 até 2:1.
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Figura 14. Representacdo do cromatogramas A) Padrdes dos ésteres metilicos dos
acidos graxos, B) Semente do bacupari, C) Semente da uva japonesa. Condi¢des
cromatograficas conforme item 4.5. Identificacdo dos Compostos: 1- 16:0, 2- 16:1n-7,
3-18:0, 4- 18:1n-9, 5- 18:1n-7, 6- 18:3n-6, 7- 18:3n-3, 8- 20:0, 9- 23:0.
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Figura 15. Composicdo em &cidos graxos (mg g™ de lipidios totais) das sementes do

bacupari e da uva japonesa.

Lutterodt et al. (2011) analisaram a composi¢do em &cidos graxos de sementes de
uvas (chardonnay, muscadine, rubi e concordia) reportando valores de 0,1, 0,7 e 0,4 mg
g™ de lipidios totais de acido oleico (18:1n-9), 4cido linoléico (LA,18:2n-6) e &cido
alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3), respectivamente. Fazio et al. (2013) analisaram a
composicdo em acidos graxos de sementes de frutos silvestres (Rubus ulmifolius S. e
Sambucus nigra L.) reportando valores para o acido oleico, acido linoléico e acido alfa-
linolénico de 0,62, 0,13 e 0,70 mg g™ de lipidios totais, respectivamente. A partir dos
valores obtidos nesse trabalho, pode-se verificar que as sementes do bacupari e da uva
japonesa apresentaram quantidades maiores dos acidos oleico, linoléico e alfa-linolénico
gue as sementes estudadas por Lutterodt et al. (2011) e Fazio et al. (2013).

As sementes de frutas geralmente séo partes descartadas dos alimentos. A partir dos
valores obtidos de composicdo em &cidos graxos das sementes do bacupari e da uva
japonesa, é possivel perceber o potencial nutritivo que essas sementes possuem com
relacdo a sua composicdo em 4&cidos graxos. Logo, o consumo dessas sementes

associada a uma dieta e habitos saudaveis pode trazer beneficios a saude humana.
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5.4 Atividade antioxidante das partes das frutas

Os resultados obtidos de teor de compostos fendlicos totais (FT) e de capacidade
antioxidante das diferentes partes das frutas analisadas estdo apresentados na Tabela 3.
Pode-se verificar que os valores de teor de FT obtidos para as diferentes partes das
frutas analisadas variaram de 0,97 a 18,21 mgEAG g™ de amostra fresca, sendo que a
polpa de bacupari apresentou o menor valor e a semente da uva japonesa apresentou o
maior. Vasco et al. (2008) classificou as frutas em trés categorias com relagdo a
quantidade de FT. Quantidades menores que 1 mgEAG g™ de amostra fresca foram
classificadas como frutas com baixo teor de compostos fendlicos, quantidades maiores
que 1 mgEAG g™'e menores que 5 mgEAG g foram classificadas como valores médios
e quantidades maiores que 5 mgEAG g™ sdo consideradas frutas com altos teores de
compostos fendlicos. Conforme a classificacdo estabelecida por Vasco et al. (2008) a
polpa de bacupari pode ser considerada como parte da fruta com baixo teor de FT, pois
apresenta valor abaixo de 1 mgEAG g™ de amostra fresca. A casca do bacupari e a
polpa da calabura podem ser classificadas como parte das frutas com quantidades
médias de FT, pois apresentam valores na faixa de 2,83 e 3,16 mgEAG g™ de amostra
fresca. A casca da calabura, a semente do bacupari, a semente e a polpa da uva
japonesa, podem ser classificadas como partes das frutas que apresentam altas
quantidades de FT, uma vez que apresentam quantidades de 5,38, 7,97, 10,21 e 18,21
mgEAG g de amostra fresca, respectivamente.

A atividade antioxidante das partes das frutas foi avaliada por quatro metodologias

(DPPH’, FRAP, ABTS e ORAC) e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
3. A polpa do bacupari apresentou os menores valores de atividade antioxidante em
todas as metodologias empregadas, assim como também apresentou a menor quantidade
de FT entre as frutas analisadas. A polpa da uva japonesa apresentou os maiores valores
de atividade antioxidante em todos o0s ensaios avaliados e também apresentou a maior
quantidade de FT. As outras partes das frutas apresentaram valores intermediarios de

fendlicos totais e atividade antioxidante em todos 0s ensaios.
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Tabela 3. Teor de fendlicos totais (FT) e capacidade antioxidante das diferentes partes
das frutas.

Calabura* Bacupari Uva Japonesa**
Polpa 3,16"%+0,02 0,97°°+0,02 18,21%+1,63
FT Semente - 10,11*+0,46 7,97°°+0,36
(MgEAG g') |Casca 5,38%4+0,10 2,83°6+0,07 -
Polpa 28,03°°+6,83 6,29°+0,11  169,45*'+12,15
DPPH Semente - 144,66*°+10,39  86,43°+7,35
(LmolET g%) | Casca 59,58*4+1,68  34,78"%+1,01 -
Polpa 30,88°%+2,77 6,47°°+0,36  209,62*°+6,25
FRAP Semente - 56,79°*+0,66  100,46°°+4,66
(LmolET g*) |Casca 68,62*4353  20,22"%+0,36 -
Polpa 27,29°%+1,71 6,79°°+0,26  131,37*'+19,65
ABTS"” Semente - 108,44*4421,72  96,44%+4,95
(LmolET g?) | Casca 58,86°°+0,37  33,55"%+2,60 -
Polpa 22,34°°+3 54 8,32°°+0,88  146,57*°+9,37
ORAC Semente - 48,42*+0,66 42,48%%+3 68
(umolET g') | Casca 31,82°4469  18,34"8+0,49 -

Média + desvio instrumental (n=3). *Parte comestivel: Polpa e Semente. **Parte comestivel: Casca
e Polpa. Médias seguidas de letras mailsculas na mesma coluna e letras mindsculas apresentam
diferenca significativa entre si pelo teste Tukey na mesma linha (p<0,05).

Vasco et al. (2008) também classificou as frutas em trés categorias com relacéo a
atividade antioxidante. Frutas que apresentam valores de até 10 pmolET g™ de amostra
fresca sdo consideradas frutas com atividade antioxidante baixa, as que apresentam
valores na faixa de 10 pmolET g™ a 30 pmolET g™ de amostra fresca sio consideradas
frutas com atividade antioxidante média e as frutas que apresentam valores acima de 30
UmMolET g™ de amostra fresca sdo consideradas amostras com atividade antioxidante
alta. Conforme a classificagdo proposta por Vasco et al. (2008) a polpa do bacupari
pode ser considerada como parte da fruta com baixa atividade antioxidante segundo
todos os ensaios avaliados. A polpa da calabura e a casca do bacupari podem ser
classificadas como parte da fruta com atividade antioxidante média segundo os ensaios
de ABTS" e ORAC, entretanto pelo ensaio de FRAP somente a casca do bacupari pode
ser caracterizada como parte da fruta com atividade antioxidante média, e pelo ensaio de
DPPH" somente a polpa da calabura pode ser classificada como parte da fruta com
atividade antioxidante média. Considerando a classificacdo de Vasco et al. (2008) as
partes das frutas com atividade antioxidante alta s@o a casca da calabura, a semente e a

polpa da uva japonesa e a semente do bacupari por todos 0s ensaios empregados.
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Thaipong et al. (2006) analisaram a atividade antioxidante e a composicdo de
fendlicos totais de extratos metanolicos de quatro gendtipos de goiaba pelas mesmas
metodologias empregadas nesse trabalho. A quantidade de compostos fendlicos totais
variou de 1,7 a 3,4 mgEAG g de amostra fresca, e a atividade antioxidante avaliada
variou de 16,2 a 32,0 pmolET g™ de amostra fresca, de 15,5 a 33,3 pmolET g* de
amostra fresca, de 22,3 a 37,9 umolET g™ de amostra fresca, e de 18,2 a 25,5 umolET

g’ de amostra fresca, para os ensaios de DPPH’, FRAP, ABTS" e ORAC,
respectivamente. Comparando os resultados obtidos por Thaipong et al. (2006) com os
valores apresentados na Tabela 3, pode-se verificar que as frutas analisadas nesse
trabalho, em geral, apresentaram quantidades similares ou superiores de atividade
antioxidante.

Contreras-Calderdn et al. (2011) determinaram a quantidade de compostos fenolicos
totais e atividade antioxidante de frutas exoticas da Colémbia, empregando 0s ensaios

de Folin-Ciocalteau, ABTS" e FRAP. A partir dos resultados publicados pode-se
verificar que os valores encontrados nesse trabalho foram semelhantes aos valores
encontrados por Contreras-Calderon et al. (2011), sendo que as partes tradicionalmente
ndo consumidas, como casca e semente, em geral, também apresentaram valores
superiores de atividade antioxidante e maiores contetldos de compostos fendlicos totais

do que as polpas, que sdo as partes tradicionalmente consumidas das frutas.
5.4.1 Correlagdo de Pearson entre os ensaios antioxidantes

A Correlacdo de Pearson (r) mede o grau da correlacdo linear entre duas variaveis
guantitativas. Os valores variam de -1 a 1, sendo que a intensidade deste valor reflete na
forca de relacdo entre as variaveis e o sinal indica a direcdo positiva ou negativa da
relacdo (Figueiredo-Filho e Silva-Junior, 2009). Para interpretacdo dos valores Dancey e
Reidy (2006) apresentam uma classificacdo para forca de r, em que r = 0,10 até 0,30
(fraco); r = 0,40 até 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte).

Na Figura 16 estdo apresentados os coeficientes da Correlagdo de Pearson das
analises de antioxidantes das frutas analisadas. Segundo a classificacdo de Dancey e
Reidy (2006), é possivel afirmar que todos os ensaios de atividade antioxidante
apresentaram uma forte correlagdo, uma vez que todas as combinagdes de variaveis

apresentaram coeficientes superiores a 0,80. Estes resultados indicam que 0os compostos

38



fenolicos totais apresentam alta contribuicdo para a atividade antioxidante das frutas
analisadas, e que houve uma forte correlacdo entre os diferentes ensaios de atividade
antioxidante. Estudos como os de Almeida et al. 2011, Ma et al., 2011, Ribeiro et al.,
2013 e Souza et al., 2014 reportam essa correlacdo entre compostos fendlicos totais e
atividade antioxidantes pelos diferentes ensaios, bem como os resultados apresentaram

forte correlacdo entre os diferentes ensaios de atividade antioxidante.

FRAP/ORAC 0,9621
FRAP/ABTS 0,8461
DPPH/ORAC 0,8512
DPPH/ABTS 0,9730
DPPH/FRAP 0,8176
FT/ORAC 0,9641
FT/ABTS 0,9382
FT/FRAP 0,94247

FT/DPPH 0,9563

0,7 0,8 0,9 1

Figura 16. Coeficiente da Correlacdo de Pearson dos ensaios antioxidantes das

diferentes partes das frutas analisadas.

5.5 Atividade antioxidante das diferentes extracGes da casca da calabura

Partes tradicionalmente ndo consumidas de frutas geralmente séo descartadas, como a
casca de diversas frutas, porém os resultados neste trabalho, bem como outros da literatura
ja citados, mostram que essas partes podem apresentar compostos nutritivos. Desta forma,
escolheu-se a casca da calabura para a realizacdo de uma investigacdo mais avancada, a
respeito do tipo e da quantidade de compostos antioxidantes presentes.

Foram avaliadas quantidades de compostos fenolicos totais (FT) extraidos e a atividade
antioxidante da casca da calabura a partir de cinco procedimentos de extracéo diferentes. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17. Analisando-se os resultados
apresentados na Figura 17 para a extracdo | que foi realizada com o solvente acetato de
etila, que € um solvente com caracteristicas apolares, pode-se verificar que foram

obtidas as menores quantidades de FT e também a menor atividade antioxidante em
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comparagdo com as extracdes de I, 111, IV e V, nas quais foram utilizadas combinagdes
de solventes polares. Isso comprova que a polaridade do solvente aumenta a
solubilidade dos compostos fenolicos, facilitando a extragdo dos mesmos (Naczk e
Shahidi, 2006).

Comparando-se os resultados apresentados na Figura 17 para quantidades de FT e
atividade antioxidante para as extragdes II, Ill, IV e V, nas quais foram empregadas
combinacdo de solventes polares, pode-se verificar que os valores obtidos para os
compostos fenélicos totais variaram de 20,92 umolET g™ a 25,07 pmolET g™ e que os
valores obtidos para os ensaios de avaliacdo de atividade antioxidante DPPH’, ABTS e
FRAP foram similares para cada procedimento de extracdo. Somente os valores obtidos

pela metodologia de ORAC foram diferentes para os procedimentos de extracao.

[ Extracéo |
[ Extracéo Il
I Extrac3o il
I Extracio IV
Extragcdo V

300

200

A})

%
100

T
L

FT DPPH FRAP ABTS ORAC

Resposta do Radical

Figura 17. Teor de fendlicos totais e capacidade antioxidante nas diferentes extracdes
dos compostos antioxidantes na casca da calabura liofilizada. I: Acetato de Etila, II:
Etanol:Agua (80:20 v/v), 1ll: Metanol:Agua (80:20 v/v), IV: Metanol:Agua acidificada
(80:20 v/Vv), V: Metanol:Agua (80:20 v/v). | a IV por agitacio magnética e \V por ultrassom.
Meédia dos valores + desvio padrdo (n=3). FT: Expresso em mgEAG g™ de amostra seca.

DPPH’, FRAP, ABTS" e ORAC: Expresso em umolET g™ de amostra seca.

Gonzélez-Montelongo et al. (2010) avaliaram a capacidade antioxidante da casca de

banana liofilizada pelos ensaios de DPPH" e ABTS"". Os valores obtidos para metodologia

de DPPH foram de 0,4 e 3,4 pmolET g™ de amostra seca para as extragdes que utilizaram

40



- 7 - -+
etanol e metanol como solvente, respectivamente. Pela técnica de ABTS™ os resultados
para as extracdes com metanol e etanol foram iguais com valor de 13,5 umolET g* de
amostra seca.

Moo-Huchin et al. (2015) analisaram a quantidade de compostos fendlicos totais e

avaliaram a atividade antioxidante pelos ensaios de ABTS" e DPPH das cascas liofilizadas
das frutas, caimito (Chrysophyllum cainito L.), caju amarelo e caju vermelho (Anacardium

occidentale). Os valores obtidos de fendlicos totais variaram na faixa de 63,3 a 131

HmMolEAG g, os valores de atividade antioxidante pela metodologia ABTS" variaram
de 305 a 332 pmolET g, enquanto que pelo ensaio de avaliagdo de atividade
antioxidante de DPPH" os valores variaram de 157 a 168 umolET g™

Comparando-se com os resultados publicados na literatura, pode-se verificar que 0s
valores encontrados nesse trabalho sdo superiores aos encontrados por Gonzalez-

Montelongo et al. (2010) para avaliacdo da atividade antioxidante por ABTS" e DPPH;,
porém quando comparados com aos valores encontrados por Moo-Huchin et al. (2015) os

valores obtidos nesse trabalho para compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

pela técnica de ABTS" foram inferiores, mas pela metodologia de DPPH" os valores
foram superiores. As divergéncias verificadas entre as respostas das metodologias de
avaliacdo da atividade antioxidante fortalecem as recomendacdes de alguns autores de
que a atividade antioxidante deve ser avaliada por mais de uma metodologia para
determinar-se a real atividade antioxidante (Pérez-Jiménez et al., 2008; Carocho et al.,
2013). Além disso, hd necessidade de desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas
para obtencdo do perfil de compostos fendlicos, uma vez que a metodologia de Folin-
Ciocalteau ndo é uma técnica seletiva e outros compostos redutores podem reagir,
resultando numa superestimacdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras
(Angelo e Jorge, 2007).

5.5.1 Andlise dos componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Components
Analysis) é uma ferramenta de analise multivariada utilizada para resumir um conjunto
de dados complexos, bem como torna-los mais interpretaveis (Ribeiro et al., 2013). A

andlise de PCA foi aplicada para melhorar a interpretacdo dos resultados de atividade

antioxidante (FT, DPPH", ABTS", FRAP ¢ ORAC) e para os diferentes procedimentos
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de extracdo dos compostos fenolicos em que a casca de calabura foi submetida (1, 1, I,
IV e V). Para isso, os resultados de atividade antioxidante para todos os ensaios foram
denominados loadings e para os diferentes procedimentos de extracdo foram
denominados scores.

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados da andlise de PCA, na qual é
possivel observar na Figura 18A que a PC1 (Componente Principal 1) explica cerca de
91,61% da variancia dos dados originais. A PC2 explica 7,69%, e em conjunto as duas
PC explicam 99,30% da variancia dos dados originais. Conforme mostra a Figura 18B,
pode-se verificar que em PC1 os resultados obtidos da atividade antioxidante para o
procedimento de extragdo | ndo foi similar os demais procedimentos. Analisando-se
PC2, é possivel visualizar dois agrupamentos, entre os ensaios Il e V, eentre Il e IV, e
pode-se verificar por esses agrupamentos que as extracdes Ill e V, realizadas pelos
mesmos solventes metanol:agua (80:20 v/v) mas por diferentes técnicas de extracao, por
agitacdo magnética e assistida por ultrassom, apresentaram respostas similares frente
aos ensaios antioxidantes, evidenciando assim, que solvente é mais relevante para a
extracdo dos compostos fenolicos analisados que as técnicas de extracdo. Os loadings
sdo mostrados na Figura 18C, na qual é verificado que todas as variaveis analisadas
contribuiram em PC1, e analisando-se PC2 pode-se observar a separacdo em dois
grupos, sendo estes, o0 ensaio de ORAC e outro grupo com o0s demais ensaios.

Associando os scores e loadings apresentados nas Figuras 18B e 18C, € possivel
dizer que a extracdo |, ndo apresentou boa resposta de atividade antioxidante por
nenhum dos ensaios analisados, enquanto que os procedimentos de extracdo Il e 1V
foram similares frente aos ensaios realizados por FT, FRAP, DPPH" e ABTS", sendo
ainda possivel observar que os procedimentos Il e VV foram similares frente ao ensaio
ORAC.

Estes resultados evidenciam a necessidade da realizacao da analise antioxidante por
varios ensaios, pois € observado que houve agrupamento entre os ensaios FT, DPPH’,
ABTS e FRAP, enquanto que o ORAC nao se agrupou com nenhum dos ensaios. Isto
pode ser devido as caracteristicas similares entres 0os mecanismos de rea¢do dos ensaios
FT, DPPH', ABTS" e FRAP, 0s quais atuam pela transferéncia de elétrons, enquanto
que o ensaio de ORAC tem mecanismo de atuacdo pela transferéncia de hidrogénio
(Huang et al., 2005, Ribeiro et al., 2013).

42



Varianica Explicada (%)

0 1 | I

1 15 2 25 35
Numero de Componente Principal
T T T T T
R -
| e I SR g
SR I i
gt \ g
/// I \\\
- ! N
2+ G I e 2
/7 } N
/4 N
/ ! \
/ } \
i+ 2z I L
4 / | m \
S / L \
o ! } b )
! 1 |
Sal-net 4 \
4
: \ | oIV !
@ \ } /
\ /
§-1— \ [ = / -
® 3 ! 7
\ | /
\ | Vs
\ I
\\ | //
2 N I - B
R I A
- \ P
\\\ | ’/’
S | e
3 o SR I s g
_____ st
| | | | | | | 1 | | |
10 E) ) 4 2 0 2 4 6 8 10
Scores em PC 1 {81.61%)
! T
« ORAC
08+ 4
06 =
g
o
©
0
[
c
o
e 0 -
£
T
®
0
4
0 = -
.
* FRAP It
02F -
+ DPPH
i I | | I \ | o ABTS \
03 04 04 042 043 044 045 046 047 0.48
Loadings on PC1 (81.61%)

Figura 18. Analise da Componente Principal (PCA). A) Variancia explicada x Numero

de componentes principais. B) Scores PC1 x PC2. C) Loadings PC1 x PC2.
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5.6 Desenvolvimento da metodologia dos compostos fenolicos por CLAE-DAD

O desenvolvimento de metodologias de andlise é baseado em fatores como,
finalidade da andlise, disponibilidade de reagentes, rapidez, custo baixo, simplicidade,
entre outros. O metodo desenvolvido para a separacdo dos compostos fenolicos esta
apresentado na Figura 19, e analisando-se o cromatograma pode-se verificar que houve
uma boa separacao entre os compostos fendlicos, boa resolugdo dos picos e um tempo

de analise curto.

25+
20+
15 1

10 H 3

Resposta do Detector

2
ol
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Figura 19: Cromatograma da separa¢do dos compostos fendélicos na concentragdo de 1
mg kg?; Condicdes cromatograficas: FM: agua acidificada com écido fosférico
(pH=3,00) como fase movel A e a fase mdvel B constituida por metanol, vazdo de 1 mL
min™, eluicdo por modo gradiente, com a seguinte programacéo: de 0-2 minutos (30%
B), 2-3 min (30-60% B), 3-5 min (60% B), 5-6 min (60-50% B), 6-9 min (50% B), 9-10
min (50-30% B), 10-12 min (30% B). Coluna C18ec (4,6 x 250 mm, 5 um) Maecherey-
Nagel, detecgdo por arranjo de diodo a 280 nm. Identificagdo dos Compostos: 1-Acido

Gélico, 2-Acido Clorogénico, 3-Acido Vanilico, 4-Acido Ferulico, 5-Miricetina.

Apo0s a otimizacdo das condigdes cromatogréaficas para a separacdo dos compostos
fenolicos, foi realizada a identificacdo e confirmacdo dos compostos fendlicos. Para
isso, cada um dos compostos fendlicos foi injetado individualmente, como pode ser
observado na Figura 20, e comparados com o tempo de retencdo (tg) dos compostos
fenolicos quando a solucdo padrdo contendo todos os compostos e a amostra foi
analisada. Os compostos fenolicos foram confirmados a partir da comparacdo dos

espectros de absorcdo UV-Vis do padrdo com o espectro da amostra fornecidos pelo
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detector (DAD). Os espectros de cada um dos compostos em estudo estdo apresentados

na Figura 20.

Resposta do Detector

Acido Gélico
t= 3,58 min

Acido Clorogénico
t= 6,18 min

Acido Vanilico
t= 6,70 min

Acido Fertlico
t= 7,48 min

Miricetina
t.= 8,46 min

0 2 4 6 8 10 12

Tempo (minutos)

Absorvancia

Acido Galico
M= 272 nm

.

Acido Clorogénico
A= 326 Nnm

o

Acido Vanilico
M= 260 nm

Acido Fertlico
M= 322 nm

5

Miricetina
A, =371 nm
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Figura 20: Representacdo dos cromatogramas individuais dos padrdes dos compostos

fendlicos a 1 mg kg™ (A) e seus respectivos espectros de absorcdo no UV-Vis (B).

Condicdes Cromatogréaficas semelhantes a Figura 19.

5.7 Métodos de extracéo

Os cromatogramas obtidos a partir da injecdo dos extratos obtidos para cada

procedimento de extracdo da casca liofilizada da calabura estdo apresentados na Figura

21. A partir dos resultados da quantificacdo dos principais compostos fendlicos

apresentados na Figura 22 e da analise dos cromatogramas apresentados na Figura 21,

pode-se verificar que o solvente utilizado no procedimento de extracdo afeta tanto a

guantidade de compostos fendlicos extraidos, quanto a quantidade de interferentes

extraidos. O procedimento de extracdo que apresentou a menor quantidade de

compostos fendlicos extraidos e também forneceu um cromatograma com menor

quantidade de interferentes foi o procedimento de Extracdo I, o qual utilizou como

solvente de extracdo acetato de etila, enquanto que os outros procedimentos de extracéo,
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que empregaram solventes polares, apresentaram maiores quantidades de compostos
fendlicos extraidos, bem como maiores quantidades de interferentes também foram
extraidas. O &cido clorogénico ndo pode ser quantificado, pois outros compostos
extraidos que ndo sdo de interesse para este estudo eluiram no mesmo tempo de
retencdo. Conforme apresentado na Figura 21, nota-se também que nenhum

procedimento de extragdo forneceu um cromatograma isento de interferentes.
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Figura 21: Representacdo dos cromatogramas em 280 nm dos compostos fendlicos A)
Extracéo I, B) Extracdo 11, C) Extracéo Ill, D) Extracdo IV, E) Extracdo V; Condig¢des
Cromatogaficas semelhantes a Figura 19. Identificagdo dos Compostos: 1-Acido Galico,

2-Acido Clorogénico, 3-Acido Vanilico, 4-Acido Fertlico, 5-Miricetina.
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Comparando-se os resultados das extracdes que utilizaram solventes polares (11, 111,
IV e V) apresentados na Figura 22, pode-se verificar que a Extracdo Il, que utilizou
como solvente o etanol, apresentou menores quantidades extraidas de compostos
fenolicos que as extracdes 11, IV e V, nas quais foi utilizado metanol como solvente de
extracdo, o que evidencia 0 metanol como sendo o melhor solvente de extracdo para 0s

compostos fenolicos analisados.

[ Extracao |

400 5 [ Extracéo Il

350 4 I Extrac3o I
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Figura 22. Quantidade de compostos fenélicos extraidos nos diferentes procedimentos

Concentracdo (mg Kg™)

AV AF MIR
Compostos Fendlicos

de extracdo dos compostos antioxidantes da casca da calabura liofilizada por CLAE-DAD
expressos em mg Kg™. I: Acetato de Etila, 11: Etanol:Agua (80:20 v/v), 111: Metanol:Agua
(80:20 v/Vv), IV: Metanol:Agua acidificada (80:20 v/v), V: Metanol:Agua (80:20 v/v). l a IV

por agitacdo magnética e V por ultrassom.

Pode-se verificar também que outros fatores, além do solvente de extracdo, afetam a
quantidade de compostos fendlicos extraidos, pois nas extracdes IlI, 1V e V, nas quais
foi utilizado metanol como solvente de extracdo em diferentes condi¢des de agitacdo e
pH do meio, quantidades diferentes de compostos fendlicos foram extraidas. Pode-se
verificar que a agitacdo magnética foi mais eficaz que a agitacdo assistida em banho
ultrassénico, pois as extragdes submetidas a agitagdo magnética (I11 e 1V) obtiveram
valores superiores de compostos fendlicos que a extracdo assistida em banho

ultrassénico (V). Pode-se verificar também que a acidificacdo do meio ndo foi eficaz
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para a extracdo dos compostos fendlicos analisados, pois na extracdo Il quantidades
superiores de compostos fendlicos foram extraidas quando comparadas com a extracéo
IV em que o meio foi acidificado.

Dentre as condigdes de extracdo analisadas pode-se verificar que a Extracao Ill, que
emprega metanol/agua (80:20 v/v) como solvente e extracéo por agitacdo magnética por
90 minutos apresentou as maiores quantidades de compostos fendlicos extraidos da
casca liofilizada de calabura.

5.7.1 Correlacdo de Pearson entre os ensaios antioxidantes e o total de compostos

fenolicos quantificados por CLAE-DAD

A correlacdo entre os ensaios da atividade antioxidante com os compostos
fenolicos quantificados (CFQ) por CLAE-DAD estd apresentada na Figura 23. E
possivel verificar que houve uma forte correlacdo entre os ensaios de atividade
antioxidante com os compostos fendlicos quantificados nos diferentes procedimentos de
extracao, de acordo com a classificacdo de Dancey e Reidy (2005).

Em comparacdo com 0s ensaios de atividade antioxidante utilizados, pode-se
destacar a alta correlacéo entre compostos fendlicos quantificados e o ensaio de ORAC,
que apresentou valor 0,9268. Dentre os ensaios de atividade antioxidante in vitro, o
ORAC tem sido considerado o ensaio mais eficaz e de maior relevancia bioldgica.
(Bisby et al., 2008 ; Ma et al., 2011; Fu et al., 2014). O ensaio de ORAC apresenta
algumas vantagens como, a atualizacdo do radical peroxila como reagente, que
apresenta mecanismo de reacdo semelhante aos oxidantes fisiol6gicos, e também ao fato
da utilizacdo de uma solucdo tampdo fosfato (fosfato de potéssio dibasico e fosfato de
potassio monobasico, 75 mmol L™, pH= 7,00), sendo este o mesmo pH fisioldgico
(Bisby et al., 2008 ; Fu et al., 2014).
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Figura 23. Coeficiente da Correlacdo de Pearson das analises antioxidantes dos
diferentes procedimentos de extracdo com compostos fenolicos quantificados (CFQ) por
CLAE-DAD.

5.8 Validacdo da Metodologia

Definidas as melhores condicdes de separacdo e o melhor procedimento de extracdo
dos compostos fenolicos, realizou-se a validacdo do método. O método desenvolvido foi
validado pela obtencgdo das seguintes figuras de mérito: seletividade, limites de deteccao
e de quantificagdo, curva analitica, linearidade, seletividade, precisdo (repetitividade e

precisao intermediaria), exatiddo (recuperacao) e robustez.

5.8.1 Seletividade

Os cromatogramas obtidos para cada um dos padrdes dos compostos fenélicos no
seu comprimento de onda de maxima absor¢do (Amsx) € 0S cromatogramas obtidos da
analise do extrato da amostra estdo apresentados na Figura 24 A e B, respectivamente.

A seletividade foi avaliada comparando-se os cromatogramas da solucdo padrédo
preparada em solvente e dos extratos da amostra, no comprimento de onda maximo de
cada composto. Estes cromatogramas estdo apresentados nas Figuras 24 A e B,
respectivamente, e mostram que o método desenvolvido é seletivo para quatro
compostos (&cido galico, acido vanilico, acido ferulico, miricetina) dos cinco compostos
fenolicos estudados, uma vez que ndo houve a eluicdo de interferentes, nos mesmos

tempos de retengdo destes compostos e 0s espectros de absor¢do no UV foram idénticos
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aos espectros dos padrdes puros. Entretanto, o0 metodo desenvolvido ndo foi seletivo
para o acido clorogénico, uma vez que interferentes eluiram no mesmo tempo de
rentencdo do composto, o que foi comprovado pela comparagdo do espectro de absorcéo
do composto no extrato da amostra com o espectro do padrdo puro, o qual ndo foi

correspondente.

Resposta do Detector
Resposta do Detector

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 24. Cromatogramas no comprimento de onda méximo dos padrBes dos
compostos fendlicos no solvente (A) e no extrato da amostra (B). Identificacdo dos
Compostos: 1-Acido Galico, 2-Acido Clorogénico, 3-Acido Vanilico, 4-Acido Ferulico,

5-Miricetina.

5.8.2 Linearidade, efeito matriz, faixa linear, limite de deteccdo e limite de

quantificacdo

As curvas analiticas foram preparadas em solvente e no extrato da amostra, devido a
complexidade da matriz. As mesmas foram construidas a partir da injecdo de cinco
concentragOes diferentes (0,25, 0,50, 1, 2 e 3 vezes a quantidade enddgena), em
triplicata em cada nivel, conforme Ribani et al (2004), e foram calculadas pela Equacéo
2. As curvas analiticas estdo apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Curvas analiticas dos compostos fenolicos preparadas em solvente e no

extrato da amostra.
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A partir da construcdo das curvas analiticas, foram obtidas as equacgdes da reta e 0s

coeficientes de correlacdo (r) para cada um dos compostos fendlicos em estudo que

estédo apresentados na Tabela 4.

Através dos coeficientes de correlacdo (r) de cada composto fenolico, € possivel

estimar a qualidade da curva obtida, uma vez que esses valores sdo satisfatérios quanto

mais préximos de 1,0. A ANVISA (2003) descreve que um coeficiente de correlacdo

igual a 0,99 é satisfatorio, desta forma, os resultados obtidos s&o adequados e

confirmam a linearidade do método para regido de interesse. A faixa linear obtida é

satisfatoria, uma vez que abrange todas as concentragdes de trabalho.

Tabela 4. Parametros das curvas analiticas para os compostos fenolicos.

Curva no Solvente Curva na Matriz
Faixa mear Equacéo da Reta (n Equacéo da Reta (n
(ng Kg™)
AG o500 _40000 Y=-0,5202 + 0,29052x 0,999 Y=2,67271 + 0,28287x 0,999
AC 500 — 8000 Y=-0,2315 + 0,21821x 0,999 - -
AV 250 — 4000 Y=-0,00302 + 0,27582x 0,999 Y=0,11084 + 0,17896x 0,996
AF  500_8000  Y=-0,000390 +0,42596x 0,999  Y=0,76261+ 0,39583x 0,999
MIR 1000_16000 Y=-0,06703+0,28136x 0,999  Y=0,80706 +0,28582x 0,999
Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados do efeito matriz, assim como, LDE,

LQE.

Tabela 5. Efeito matriz, limites de deteccdo e quantificacdo do equipamento (LDE e

LQE).
Efeito Matriz No Solvente Na Matriz
LDE LQE LDE LQE
kLR (ngKg') (ngKe’) (ugKg") (mgKg™)
AG -17 11 25 75 60 100
AC - - 200 500 - -
AV -43 -31 20 50 60 200
AF -5 -18 20 50 50 200
MIR -51 2 100 250 100 400

F1 =0,25 x a quantidade enddégena; F2= 0,50 x a quantidade enddgena.
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O efeito matriz foi avaliado em dois niveis de concentracdo, sendo estes
correspondentes a 0,25 e 0,50 vezes a quantidade enddgena, nomeados de F1 e F2,
respectivamente, e foram calculados a partir da Equagédo 1. A partir dos valores obtidos
pode-se verificar a influéncia da matriz no sinal do analito. Valores negativos indicam
uma supressdo do sinal do analito e valores positivos indicam um aumento de sinal,
ocasionado pela matriz. Desta forma, para corrigir os efeitos da matriz provocados pelos
interferentes co-extraidos, a curva analitica deve ser construida na matriz para a
quantificacdo dos compostos fendlicos extraidos.

Os parametros limite de deteccdo e limite de quantificacdo do equipamento (LDE e
LQE) foram determinados pela relacdo sinal do analito e o ruido da linha de base, a
partir da injecdo dos padrdes dos compostos fendlicos preparados em metanol e também
adicionados no extrato da amostra, em concentracdes cada vez menores até a obtencdo
de picos com altura de 3 e 10 vezes maior que o sinal do ruido. Os valores estdo
apresentados na Tabela 5, pode-se observar que os valores de LDE e LQE aumentaram
na presenca da matriz, o que esta intimamente relacionado com os resultados obtidos do
efeito matriz, que indicam uma supressdo do sinal na presenca da matriz, logo esse fato

implica no aumento dos limites de deteccdo e quantificacdo.

5.8.3 Exatidéo e preciséo

A exatiddo foi determinada através de ensaios de recuperacdo obtida em dois niveis
de concentracdo (0,25 e 0,50 vezes a quantidade enddgena pré-determinada), com cinco
replicatas em cada um dos niveis conforme SANCO (2009), utilizando a Equagdo 3.

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermediaria. A
repetitividade foi determinada em dois niveis de concentracdo (0,25 e 0,50 vezes a
quantidade enddgena pré-determinada), em um mesmo dia com cinco replicatas de cada
um dos niveis de concentracdo. A precisao intermediaria foi determinada em dois niveis
de concentracdo (0,25 e 0,50 vezes a quantidade endogena pré-determinada), em dois
dias diferentes, com cinco replicatas de cada nivel. A repetitividade (em um mesmo
dia) e a precisdo intermediaria (em dias diferentes) foram expressas pelo coeficiente de
variagdo (CV) de cinco e 10 medidas de recuperagdo dos analitos, respectivamente,
utilizando a Equacao 4.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de recuperacdo, repetitividade e

precisdo intermediaria para o método desenvolvido.
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Tabela 6. Resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria para o
método desenvolvido.

Recu E;)r)agéoa Rep(ect:i\t/i(\;:) (;Iade Recu Enoi)r)agéob In tz:frfelfjailgria
(CV %)
F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2
AG 89 100 1 0 93 92 0 1
AV 7 75 4 3 77 72 1 4
AF 98 102 3 1 100 95 2 2
MIR 91 107 3 2 107 104 2 2

F1 = 0,25 x a quantidade enddgena; F2= 0,50 x a quantidade enddgena. * Média das
recuperacdes obtidas no primeiro dia. ® Média das recuperages obtidas no segundo dia.

A partir da Tabela 6, pode-se verificar a exatiddo do método pelas porcentagens de
recuperacdo para os compostos fenolicos estudados, que variaram de 72 a 107%. Estes
valores foram satisfatorios nos dois niveis de fortificacdo, uma vez que estdo dentro da
faixa de recuperacdo aceitavel, de 70 - 120%, conforme SANCO (2009).

Com relagdo & precisdo, avaliada em termos de repetitividade e da precisdo
intermediaria, pode-se verificar pelos resultados apresentados na Tabela 6, que o
método apresenta boa precisdo, valores de CV < 20%, quando a repeticdo ocorre no

mesmo dia e também quando é realizada em dias diferentes.

5.8.4 Robustez

A metodologia analitica desenvolvida pode ser considerada robusta, pois fatores
como pH da fase mdvel e a temperatura da coluna apresentaram pequenas variacoes, de
+0,03 e #0,5, respectivamente, porém a metodologia ndo foi afetada por essas

mudangas.
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5.9 Aplicacao do método desenvolvido

Apbs a validacdo do método analitico desenvolvido foram analisadas duas amostras
da casca da calabura provenientes de colheitas diferentes. Na Tabela 7 estdo

apresentados os resultados obtidos a partir da analise das duas amostras.

Tabela 7. Quantidades (mg kg™) dos compostos fenélicos determinados na casca da

calabura provenientes de diferentes colheitas.

AG AV AF MIR
cci3t 382+12,35 29+1,28 75+2,53 131+4,64
CC14? 314+0,81 21+0,28 66+0,28 116+17,64

Meédia dos valores + desvio padréo (n=3).
! Calabura colhida nos meses de setembro e outubro de 2013.
2 Calabura colhida nos meses de setembro e outubro de 2014.

A partir destes resultados, pode-se verificar que as quantidades determinadas dos
compostos fenolicos foram similares para as amostras analisadas e que o acido galico
foi o composto fendlico encontrado em maior quantidade, seguido pela miricetina, acido
ferulico e acido vanilico. Moo-Huchin et al. (2015) analisaram compostos fenolicos em
cascas de trés frutas. A partir dos valores obtidos nesse trabalho, pode-se verificar que a
casca da calabura apresentou quantidade maior de &cido gélico que o caju vermelho e
quantidades maiores de acido feralico e miricetina que a caimito, ambas analisadas por
Moo-Huchin et al. (2015).
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6. CONCLUSOES

Entre as frutas analisadas, as partes tradicionalmente ndo consumidas, casca e
semente, mostraram que podem ser consideradas boas fontes de nutrientes como
proteina bruta, minerais e de compostos antioxidantes, com contetdos similares ou
superiores as polpas.

Com relacgéo aos lipidios, as sementes do bacupari e da uva japonesa apresentaram
quantidades superiores que a casca e a polpa. Foi investigado a composi¢do em &cidos
graxos dessas sementes, nas quais foi constatado a presenca dos acidos graxos
essenciais, acido linoléico (LA,18:2n-6) e acido alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3) e a
presenca do acido oleico (18:1n-9). Além disso, as sementes apresentaram valores da
razdo entre os acidos graxos da familia n-6 e da familia n-3 de acordo com valores
estabelecidos na literatura.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante dos extratos metandlicos das partes
das frutas pelos diferentes ensaios (FT, DPPH", FRAP, ABTS™" e ORAC) apresentaram
correlagdes positivas com valores superiores a 0,80, segundo a Correlacdo de Perason.

O presente trabalho visou avaliar um método de extracdo para 0S compostos
fenolicos da casca liofilizada da calabura. A partir dos resultados obtidos de atividade
antioxidante pelos ensaios de FT, DPPH", FRAP, ABTS™ e ORAC, foi verificado que o
procedimento de extracdo I, apresentou as menores respostas para os ensaios avaliados,
enquanto que os demais procedimentos de extragdo (II, Ill, IV e V) apresentaram
valores bastante similares entre os ensaios realizados, com excecéo ao ensaio de ORAC,
o que foi confirmado pela analise de componente principal (PCA) que se diferenciou
dos demais ensaios avaliados.

As condi¢bes cromatograficas otimizadas para a separacdo dos compostos
fendlicos, acido galico, acido clorogénico, acido vanilico, acido ferdlico e miricetina,
permitiram uma boa separacdo entre os picos em um tempo de analise de 12 minutos.
Dentre os cinco compostos fendlicos investigados, quatro foram identificados e
quantificados nos diferentes procedimentos de extragdo, com excecdo ao acido
clorogénico, pois inteferentes co-eluiram no mesmo tempo de retencéo.

A partir dos resultados obtidos por CLAE-DAD, é possivel verificar que entre 0s
procedimentos de extragcdo avaliados, a extracdo por agitacdo magnética foi mais eficaz

que a extracdo assistida por ultrassom e entre os solventes avaliados, a combinacao dos
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solventes metanol/agua na proporgdo 80:20 (v/v) foi mais eficaz que os demais
solventes utilizados.

Correlacionando as respostas da atividade antioxidante obtidas para o0s
procedimentos de extracdo e os resultados obtidos da quantificacdo dos compostos
fenolicos por CLAE-DAD, utilizando a correlacédo de Pearson, ¢ verificado que o0 ensaio
que teve maior correlacdo com os valores de compostos fendlicos quantificados por
CLAE-DAD foi o ensaio de ORAC.

Com relacdo ao método desenvolvido para a separacdo dos cinco compostos
fenolicos, a metodologia se mostrou seletiva para quatro compostos fenolicos, por isso,
a validacgdo foi realizada somente para os quatro compostos fendlicos, com excecao ao
acido clorogénico. Todos os pardmetros avaliados para a validacdo da metodologia
estdo dentro das condigdes aceitaveis.

A casca de calabura apresentou quantidades significativas de compostos fenolicos
quando comparadas com outras frutas reportadas na literatura. Dos compostos fenélicos
analisados, o &cido gélico foi o mais abundante, seguido da miricetina, acido ferdlico e
por Gltimo &cido vanilico.

Em suma, este trabalho mostrou que as frutas analisadas sdo fontes de nutrientes,
como minerais, &cidos graxos e compostos antioxidantes, portanto, podem estar
associadas aos efeitos benéficos que o consumo destes compostos oferece a salde
humana, podendo entdo, ser aproveitadas na alimentacdo humana. O método
desenvolvido e validado se mostrou satisfatorio para a analise dos compostos fenolicos
da casca da calabura, podendo ser ampliado para estudos de outras partes das frutas ja
caracterizadas neste trabalho, que se apresentaram fontes promissoras de compostos

antioxidantes.
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