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“Pros erros ha perdao; pros fracassos, chance;
pros amores impossiveis, tempo. De nada adianta
cercar um coracao vazio ou economizar alma. O
romance cujo fim é instantaneo ou indolor n&o é
romance. Nao deixe que a saudade sufoque, que
a rotina acomode, que o medo impeca de tentar.
Desconfie do destino e acredite em vocé. Gaste
mais horas realizando que sonhando, fazendo
que planejando, vivendo que esperando, porque
embora quem quase morre esteja vivo, quem
quase vive, ja morreu.”

Luis Fernando Verissimo
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RESUMO GERAL

Devido a crescente importancia atribuida aos flavondides nos ultimos anos,
decorrente de suas agdes relacionadas a prevengao de doengas degenerativas, e
aliada a caréncia de dados destes compostos em alimentos brasileiros, este
estudo teve como objetivo determinar os teores de flavondis e flavonas em
alimentos consumidos no Brasil e avaliar alguns fatores que influenciam seus

niveis nestes alimentos.

Uma revisao bibliografica & apresentada no Capitulo 1, na qual sao
descritos os principais efeitos benéficos a saude, aspectos analiticos e fatores que
influenciam os teores de flavondides em alimentos. Estes compostos com acéao
benéfica a saude, atuam como antioxidantes, inibidores da proliferagcdo celular,
antiestrogénicos e mediadores intracelulares, exercendo protegao principalmente
contra cancer e doencas cardiovasculares. A determinagdo desses compostos
normalmente é feita utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos. Os niveis de flavondides em alimentos podem ser
influenciados por varios fatores, como estacdo do ano, preparo e processamento

de alimentos.

O Capitulo 2 descreve o desenvolvimento e validacdo da metodologia
analitica para determinacado de flavondis e flavonas em hortaligas. Utilizando-se
Delineamento Composto Central Rotacional, obtiveram-se as melhores condi¢des
para extracdo e hidrolise dos flavondides encontrados na natureza na forma
glicosidica, a suas respectivas agliconas. Essas condigdes foram: 1,0M de HCI por
6 horas para espinafre e couve, 1,6M de HCI por 5 horas para rucula, 1,2M de HCI
por 2 horas para alface, 1,7M de HCI por 4,3 horas para salsa e 0,8M de HCI por
2,5 horas para cebola. As condigbes cromatograficas utilizadas foram coluna
Nova-Pak C18 (4um, 3,9x150mm), e fase movel constituida de metanol e agua,

acidificados com 0,3% de acido formico, em gradiente linear.
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Utilizando a metodologia analitica validada no Capitulo 2, no Capitulo 3
foram identificados e quantificados os flavondides de alface lisa (6,73-9,77ug/g de
quercetina), alface crespa (7,18-30,8ug/g de quercetina), cebola branca (323-
362ug/g de quercetina), cebola roxa (390-423ug/g de quercetina), couve (256-
399ug/g de quercetina e 333-339ug/g de kaempferol), espinafre (52,8-62,3ug/g de
quercetina e 145-170ug/g de kaempferol), rucula (137-143pg/g de quercetina e
402-501ug/g de kaempferol) e salsa (1521-1636ug/g de apigenina). Também foi
avaliado o efeito sazonal nos teores destes compostos, sendo que estes tenderam
a ser maiores no verao que no inverno, embora as diferencas ndo tenham sido

estatisticamente significativas.

No Capitulo 4, foram determinados os teores de flavondides em sucos
prontos para o consumo, sucos concentrados e polpas de caju, acerola e pitanga,
e em amostras de cebola e salsa desidratadas. Os resultados indicaram perdas de
flavondides durante o processamento destes alimentos. Os teores nas amostras
processadas foram nitidamente menores aos obtidos previamente nas amostras in
natura. Os derivados de frutas apresentaram teores decrescentes na seguinte
ordem: polpas, suco concentrado, suco pronto para consumo. Os teores de
quercetina nas amostras de cebola desidratada foram bastante variados,
indicando diferencas de variedades utilizadas como matéria-prima ou nas
condigbes de processamento empregadas. Os resultados sugerem que estudos
de monitoramento das perdas de flavondides, da matéria-prima ao produto final,

sdo altamente requeridos.

O comportamento de flavondis em couve, espinafre e rucula minimamente
processados, estocados em atmosfera modificada, em diferentes temperaturas, na
presenca e auséncia de luz, foi avaliado e discutido no Capitulo 5. A qualidade
sensorial dessas amostras também foi avaliada, para verificar a vida-de-prateleira.
No geral, a vida util foi negativamente influenciada pelo aumento na temperatura

de estocagem na presencga de luz. Nao ocorreram perdas pronunciadas nos teores
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destes compostos durante a estocagem das trés folhas minimamente

processadas, podendo inclusive aumentar em certos periodos do armazenamento.
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INTRODUGAO GERAL

A conscientizacdo da populacdo em promover a saude através de uma

alimentagao saudavel vem crescendo nos ultimos anos.

O consumo de frutas e hortalicas vem sendo incentivado devido a estudos
que apontam uma relagdo inversa desta ingestdo com o risco de doengas
degenerativas, principalmente cancer e doengas cardiovasculares. Esta protecao
tem sido atribuida a compostos bioativos destes alimentos, dentre eles, os

flavonoides.

Dados confiaveis dos teores de flavondides em alimentos encontram-se
atualmente limitados, mesmo a nivel mundial, sendo que o Brasil possui
pouquissimos estudos. Estes dados sdo necessarios nas tentativas de
incrementar os teores de flavondides nos alimentos, seja a partir da maior
producao de fontes ricas nestes compostos, quanto a partir da otimizacdo do

processamento e estocagem de alimentos a fim de se evitar a degradagéo.

Este trabalho, portanto, teve como objetivos: (a) desenvolver e validar uma
metodologia analitica para determinacao de flavonois e flavonas em hortaligas; (b)
determinar os teores de flavondis e flavonas e verificar o efeito sazonal nestes
teores em hortaligas de grande consumo no Brasil; (c) quantificar flavonois e
flavonas em produtos processados de fontes ricas nestes compostos; (d) avaliar
os efeitos do processamento minimo e estocagem em atmosfera modificada sob
diferentes condi¢cdes de temperatura e luz, nos teores de flavondis em couve,

espinafre e rucula.
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RESUMO

Os flavondides sao compostos fendlicos sintetizados pelas plantas e
compreendem seis classes principais de compostos: flavondis, flavonas, flavandis
(catequinas), antocianidinas, flavononas e isoflavonas. Com exceg¢do dos
flavandis, estes compostos sdo encontrados nos alimentos principalmente na
forma glicosilada, isto €, ligados a moléculas de agucar. As principais fontes na
dieta sdo as frutas, hortalicas, verduras, chas e vinhos. O interesse em pesquisar
os flavonodides se deve a estudos que indicam uma agao benéfica a saude,
principalmente na prevencédo de doengas degenerativas, como cancer e doengas
cardiovasculares. O esclarecimento do modo de agcao destes compostos tem sido
objeto de muitas pesquisas, e acredita-se que atuem como antioxidantes,
inibidores da proliferacao celular, antiestrogénicos e mediadores na transducgao
dos sinais intracelulares. A identificacdo e quantificacdo dos flavondides em
alimentos s&o realizadas principalmente por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, apdés extracdo e hidrolise dos
glicosideos a suas formas agliconas. Os teores nos alimentos sdo determinados
geneticamente, porém, sdo influenciados também por fatores como estagcéo do
ano, clima, composi¢ao do solo, estadio de maturacéo, preparo, processamento e
estocagem dos alimentos. Dados confiaveis das concentragdes de flavondides em
alimentos frescos e também processados sado necessarios para entender os

mecanismos de degradagao e para otimizar as condigdes de processamento e



estocagem, a fim de manter ou incrementar seus teores nos alimentos, para

promog¢ao da saude.

Palavras-chave: flavonodides, aspectos analiticos, aspectos quimicos, efeitos

bioldgicos

SUMMARY

Flavonoids are phenolic compounds synthesized by plants, comprising six principal
classes: flavonols, flavones, flavanols (catechins), anthocyanidins, flavonones and
isoflavones. With the exception of flavanols, these compounds are found in foods
principally in the glycosylated form, i.e., linked to molecules of sugar. The principal
sources in the diet are fruits, vegetables, teas and wines. The interest in
researching flavonoids is due to studies that indicate a beneficial action on health,
especially the prevention of degenerative diseases, such as cancer and
cardiovascular diseases. The elucidation of the mode of action of these
compounds has been the object of many studies, and it is believed that they act as
antioxidants, inhibitors of cell proliferation, antiestrogenics, modulators of the cell
signalling. The identification and quantification of flavonoids in foods are carried out
principally by high performance liquid chromatography with a photodiode array
detector, after extraction and hydrolysis of the glycosides to the aglycones. The
levels in foods are determined genetically, but are also influenced by factors such
as season, climate, soil composition, stage of maturity, preparation, processing
and storage of foods. Reliable data on the concentrations of flavonoids in fresh as
well as processed foods are needed to understand the mechanisms of degradation
and to optimize the conditions of processing and storage, in order to maintain or

increase their levels in foods, for the promotion of health.

Keywords: flavonoids, analytical methods, health effects, composition



1 - INTRODUGAO

Flavondides sao metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas e

pertencem ao grupo dos compostos fendlicos.

Os flavondides, principalmente antocianinas e flavonadis, atuam nas plantas
atraindo polinizadores e disseminadores de sementes. Além de proporcionarem
uma pigmentagdo bonita em frutas, flores, sementes e folhas, os flavondides
também tém importantes fungdes na sinalizagdo entre plantas e microbios, na
fertilidade de algumas espécies, na defesa como agentes contra microbios e na

protecao a radiagao ultravioleta (Smith e Bank, 1986; Winkel-Shirley, 2001).

Os flavonodides sao formados pela combinagao de derivados sintetizados a
partir da fenilalanina (via metabdlica do &acido shiquimico) e acido acético.
Primeiramente, a fenilalanina é transformada em &acido cinamico pela acédo da
fenilalanina aménio liase, enzima que liga os metabolismos primario (via do acido
shiquimico) e secundario (fenilpropandides). O acido cinamico € hidrolisado a
acido cumarico (C9) que é condensado a 3 unidades de malonil-CoA (C2)
formando uma chalcona (C15), a partir da qual todos os flavondides sao formados
(Kihnau, 1976).

A estrutura dos flavondides € baseada no nucleo que consiste de dois anéis
fendlicos (A e B) e um anel (C) (Figura 1), que pode ser um pirano heterociclico,
como no caso de flavandis (catequinas) e antocianidinas, ou pirona, como nos
flavondis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, que possuem um grupo carbonila na
posicdo C4 do anel (C), compreendendo as principais classes dos flavondides
(Figura 2). Esta revisdo dara enfoque aos principais aspectos das classes dos
flavondis e flavonas, compostos mais amplamente envolvidos em estudos de

promogao a saude.



Figura 1. (A) Estrutura basica dos flavondides e (B) Estrutura basica dos

flavondides com grupo carbonila no C-4.

A atividade biolégica dos flavondides e de seus metabdlitos depende da sua
estrutura quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura
basica permite uma série de modificagbes, tais como, glicosilagéo, esterificagao,
amidacéo, hidroxilagdo, entre outros mecanismos que irdo modular a polaridade,

toxicidade e direcionamento intracelular destes compostos.

Os flavondides (exceto as catequinas) sdo encontrados em plantas
principalmente na forma glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de agucares,
sendo normalmente o-glicosideos, com a molécula de agucar ligada ao grupo
hidroxila na posicado C3 ou C7 (DiCarlo, Mascolo, |zzo e Capasso, 1999; Erlund,
2004; Hermann, 1988). Os acucares mais comuns sao D-glicose e L-ramnose,
porém, pelo menos 8 monossacarideos diferentes ou combinagdes destes podem
ligar-se aos diferentes grupos hidroxilas do flavondide, resultando em um grande
numero de glicosideos conhecidos. As moléculas desprovidas de agucares sao

denominadas agliconas.



Flavonois Flavandis

Ri Ro R3 Ri R4

Quercetina OH OH OH Catequina OH H
Kaempferol  OH H OH Epicatequina OH H
Flavonas EGC OH OH

Luteolina H OH OH ECG Galato H
Apigenina H H OH EGCG Galato OH

Antocianidinas Flavanonas
Ry Ry R Ry R;
Cianidina OH H Taxifolina OH OH OH
Malvidina OCH; OCH; Naringenina H H OH
Pelargonidina H H

Isoflavonas
Rl RZ
Daidzeina H H
Gliciteina H OCHj;
Genisteina OH H

Figura 2. Principais classes dos flavonoides.



2 - EFEITOS BENEFICOS A SAUDE

Os flavondides vém despertando um grande interesse devido a estudos
epidemiologicos que mostram que uma dieta rica nestes compostos esta
associada ao baixo risco de doencgas cardiovasculares (Hertog, Feskens, Hollman,
Katan e Kromhout, 1993a; Hertog et al. 1995; Hertog, Feskens e Kromhout, 1997;
Knekt, Jarvinen, Reunanen e Maatela, 1996; Yochum, Kushi, Meyer e Folsom,
1999) e algumas formas de céancer (Block, Patterson e Subar, 1992; Franke,
Cooney, Custer, Mordan e Tanaka, 1998; Knekt et al. 1997; Neuhouser, 2004).

Historicamente, os polifendis eram considerados antinutrientes, devido a
alguns efeitos adversos no metabolismo humano, exercidos principalmente pela
classe dos taninos. Recentemente, o conhecimento das propriedades
antioxidantes destes fendlicos despertou um novo interesse em relacdo aos

possiveis efeitos benéficos a saude (Bravo, 1998).

Acredita-se que as propriedades relacionadas a saude humana exercidas
pelos compostos fendlicos, destacando-se os flavondides, sao baseadas
principalmente na sua atividade antioxidante, atuando como sequestradores de
radicais livres (Prior e Cao, 2000; Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996 e 1997) e
quelantes de metais capazes de catalisar a peroxidacdo de lipideos (Silva,
Piskula, Tamamoto, Moon e Terao, 1998; Terao e Piskula, 1999). Radicais livres
produzidos no corpo podem causar danos extensos as macromoléculas (Thomas,
1995), inclusive o DNA (relevante, por exemplo, ao cancer) e lipideos (relevante,
por exemplo, as doengas cardiovasculares). Estes radicais vém sendo implicados
em mais de 100 doencgas, embora exista atualmente prova cientifica do seu
envolvimento na patogénese de apenas algumas doencgas (Kehrer, 1993; Stohs,
1995; Thomas, 1995).

Os mecanismos precisos pelos quais os flavondides exercem seus efeitos

benéficos a saude permanecem incertos. No entanto, recentes estudos especulam
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a improvavel atuacido apenas pela sua classica atividade antioxidante na
explicacdo dos efeitos celulares. Estas evidéncias baseiam-se, primariamente, em
estudos que mostram que os flavondides sdo extensamente metabolizados in vivo,
resultando em significantes alteragdes no seu potencial redox. Estudos mostram
que as formas bioativas dos flavondides nao sdo aquelas encontradas nas
plantas, como por exemplo, os glicosideos ou agliconas, mas sim metabdlitos e
formas conjugadas destes compostos, absorvidos no intestino (Day e Williamson,
2003; Donovan e Waterhouse, 2003; Spencer, Schroeter, Rechner e Rice-Evans,
2001; Spencer, Srai e Rice-Evans, 2003; Walle, Walgren, Walle, Galijatovic e
Vaidyanathan, 2003). Outro fato, € que as concentracdes de flavondides e seus
metabdlitos acumulados in vivo, por exemplo, no plasma ou em 6rgdos como o
cérebro, sdo menores que aquelas reportadas para antioxidantes como acido
ascorbico e tocoferol (Halliwell, Zhao e Whiteman, 2000). Desta forma, torna-se
improvavel que os flavondides exercam seus efeitos antioxidantes competindo
com outros compostos presentes em concentracbes bem maiores. Estas
pesquisas sugerem a atuacdo dos flavondides como mediadores, através da
interacdo com proteinas especificas, fundamentais na cascata intracelular
sinalizante (Schroeter, Boyd, Spencer, Williams, Cadenas e Rice-Evans, 2002),
podendo interagir seletivamente dentro da via sinalizante da proteina quinase
mitogénio ativada (MAPK), enzima responsavel pela transducdo do sinal
intracelular (Kobuchi, Roy, Sem, Nguyen e Packer, 1999; Kong, Yu, Chen,
Mandlekar e Primiano, 2000; Williams, Spencer, Rice-Evans, 2004).

Outros modos de acdo também tém sido atribuidos aos flavondides, como
inibicdo da proliferagdo celular (Kuntz, Wenzel e Daniel, 1999; Wenzel, Kuntz,

Brendel e Daniel, 2000) e efeitos antiestrogénicos (Miksicek, 1995).



3 — ASPECTOS ANALITICOS

Métodos espectrofotométricos e métodos utilizando cromatografia em
camada delgada eram os utilizados na identificacdo e quantificacdo de
flavondides. No entanto, o interesse em pesquisar os efeitos biolégicos destes
compostos, tornou imprescindivel que dados confiaveis do conteudo destes em
alimentos fossem adquiridos. Assim, nos ultimos 20 anos, iniciou-se o emprego de
métodos analiticos mais sensiveis e seletivos, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (Amiot, Tacchini, Aubert e Oleszek, 1995; Bilik, Cooper e
Sapers, 1984; Crozier, Lean, McDonald e Black, 1997; Ewald, Fjelkner-Modig,
Johansson, Sjoholm e Akesson, 1999; Franke, Custer, Arakaki e Murphy, 2004;
Hakkinen, Karenlampi, Heinonen, Mykkanen e Torronen, 1998; Hertog, Hollman e
Katan, 1992a; Hertog, Hollman e Venema, 1992b; Hertog, Hollman e van de Pultte,
1993b; Justesen, Knuthsen e Let, 1998; Merken e Beecher, 2000a; Merken e
Beecher, 2000b; Nuutila, Kammiovirta e Oksman-Caldentey, 2002; Price, Bacon e
Rhodes, 1997). Os métodos por CLAE utilizam quase exclusivamente colunas de

fase reversa.

Os fendis absorvem na regiao ultravioleta (UV). Duas bandas de absorgao
sao caracteristicas dos flavonoides. A banda Il, com maximo de absor¢ao em 240-
285nm, acredita-se ser resultante do anel A. Ja a banda |, com maximo de
absor¢cao em 300-550nm, presume-se resultar do anel B (Robards e Antolovich,
1997). Flavonas, flavonois e flavondis glicosilados sdo usualmente detectados em
comprimento de onda de 270nm (Brolis, Gabetta, Fuzzati, Pace, Panzeri e
Peterlongo, 1998), 365nm (Crozier et al.,, 1997) e 370nm (Ewald et al., 1999),
embora detecgdes em 280 e 350nm tém sido usadas (Cooman, Everaert e
Keukeleire, 1998). O detector de arranjo de diodos € o mais utilizado nas

publicacdes acerca de flavonoides em que se usa CLAE como técnica analitica.

Os sistemas de eluicdo sao compostos por um solvente aquoso acidificado,

como acido acético, acido perclérico, fosférico ou formico e um segundo solvente
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menos polar, como metanol ou acetonitrila, que também pode ser acidificado
(Merken e Beecher, 2000a).

A extracdo dos flavondides presentes nos alimentos €& normalmente
realizada simultaneamente com a hidrélise das formas glicosidicas a agliconas. A
hidrolise preliminar das amostras tem sido usada com a finalidade de minimizar
interferentes na cromatografia e simplificar os dados cromatograficos, uma vez
que existe uma diversidade grande de glicosideos para cada flavondide, sendo
que para muitos destes nao sao disponiveis padroes comercialmente. Os
glicosideos de um mesmo flavondide variam nos comprimentos de onda de
absorgcdo maxima (Swain, 1976), podendo ainda apresentar diferentes
absortividades, ndo sendo adequado o uso de agliconas ou apenas um tipo de

glicosideo para quantificar todos os glicosideos presentes em uma amostra.

Na etapa de extragdo e hidrolise, utiliza-se, na maioria dos casos, acido
cloridrico em metanol aquoso (Crozier et al. 1997, Hertog et al. 1992a e 1992b,
McDonald, Hughes, Burns, Lean, Matthews e Crozier, 1998) em condi¢cdes de

refluxo.

O procedimento utilizado na maioria das pesquisas € o estabelecido por
Hertog et al. (1992b), que emprega refluxo das amostras por 2 horas a 90°C com

HCI 1,2M em solugao aquosa de metanol 50%.

Hakkinen et al. (1998), utilizando uma mistura de padrées de flavondis e
acidos fendlicos, comparou o procedimento estabelecido por Hertog et al. (1992b)
com outras duas condi¢des de hidrdlise, utilizando 0,6M de HCI em metanol 50%,
com tempo de 16h a 21°C ou 35°C sob atmosfera de nitrogénio. Os melhores
resultados foram obtidos com 1,2M de HCI a 90°C e 0,6M de HCI a 35°C. Esses
dois procedimentos foram comparados para amostras de “blackcurrant” e
morango, sendo que a melhor condicdo para quercetina e miricetina em

“blackcurrant” foi a 90°C, porém, kaempferol nao foi detectado apds esta hidrélise.
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Nas amostras de morango, este procedimento também foi mais eficiente para
quercetina, porém miricetina e kaempferol ndo foram detectados. O método de
escolha foi hidrélise a 35°C por 16 horas usando 1,2M de HCI. Acido ascoérbico e
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) foram testados sendo que o primeiro foi escolhido,

ja que TBHQ interferiu na identificagao da quercetina.

Mais recentemente, Nuutila et al. (2002) compararam os métodos de Hertog
et al. (1992b) e Hakkinen et al. (1998), utilizando uma mistura de padrbes (acidos
fendlicos, flavondis, flavonas e catequinas) e também padrées separados. Os
melhores resultados, para a maioria dos compostos, foram obtidos utilizando-se
refluxo a 90°C por 2 horas (Hertog et al. 1992b) sem adicdo de antioxidante.
Porém, na auséncia de antioxidante, a miricetina era extensivamente degradada.
Acido ascérbico e TBHQ foram comparados, obtendo-se os mesmos resultados de
Hakkinen et al. (1998). Foi estabelecida a quantidade ideal de antioxidante, 2mg

para 5mL de solugdo, em amostras de cebola e espinafre.

Ribani (2006), utilizando Delineamento Estatistico de Composi¢ao Central e
Analise por Superficie de Resposta, demonstrou que as condi¢gbes otimas de
hidrolise, isto €, hidrolise completa sem degradagéo, variam de acordo com a

matriz alimenticia.
Estas variagdes demonstram a importancia da otimizagéo e validagcéo de

métodos analiticos para cada alimento analisado, devido as variagdes na natureza

da matriz e na composigéao e glicosilagao dos flavondides.
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4 — COMPOSIGAO DE FLAVONOIDES EM ALIMENTOS E FATORES QUE

AFETAM SEUS TEORES

Dados sobre a composicdo de flavondides em alimentos s&o ainda
insuficientes mesmo a nivel mundial. Esta caréncia € ainda mais acentuada no

Brasil, onde praticamente ndo temos estudos sobre estes compostos importantes.

Os flavonoides sdo encontrados em frutas, verduras, hortalicas, sementes,
flores, e seus produtos derivados, sendo importantes constituintes da dieta
humana (Middleton e Kandaswami, 1994). As fontes alimentares sdo avaliadas
principalmente em relagao a trés flavonois (miricetina, quercetina e kaempferol) e
duas flavonas (apigenina e luteolina) (Crozier et al. 1997; Hertog et al. 1992a e
1992b, 1993a, 1993b; Vries, Janssen, Hollman, Van Staveren e Katan, 1997),
sendo estes os mais amplamente distribuidos nos alimentos e portanto, os mais

investigados em estudos sobre compostos anticarcinogénicos.

Os perfis de flavondides em cada espécie vegetal sdo determinados por um
sistema intrinseco de enzimas controladas geneticamente que regulam a sintese e
distribuicdo nas plantas (Kihnau, 1976). Em adicdo aos fatores intrinsecos, o
conteudo de flavonodides é fortemente influenciado por fatores extrinsecos, como
estacao do ano, incidéncia de radiagao UV, clima, composig¢ao do solo, preparo e
processamento do alimento (Ewald et al., 1999; Hertog et al., 1992a; McDonald et
al. 1998, Trichopoulou et al., 2000).

Crozier et al. (1997) analisaram os flavonoides presentes em tomate,
cebola, alface e aipo. Quercetina foi encontrada em todas as amostras, com
excecgao de aipo, que apresentou as flavonas apigenina (nd-191ug/g) e luteolina
(nd-40ug/g). Os maiores teores de quercetina foram detectados em cebola branca
(185-634ug/g), cebola roxa (201ug/g) e alface “Lollo Rosso” var. Malibu, com
teores de 911pg/g nas folhas externas e 450ug/g nas internas. Tomates

apresentaram teores entre 2-203ug/g, dependendo da variedade.
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Franke et al. (2004) avaliaram 50 amostras, entre diferentes variedades de
frutas, hortalicas, verduras e alguns derivados destas, consumidas no Hawaii, e
verificaram que as concentracdes de quercetina nestes alimentos foram bastante
variadas, sendo o flavonol mais encontrado. Os maiores teores foram relatados
em cebola (238ug/g). Luteolina foi encontrada em maiores concentragdes em uvas
(31pg/g). Kaempferol foi constatado em maiores niveis em espinafre (90ug/g) e
miricetina em cebola roxa (59ug/g). Os teores de apigenina foram menores que o

limite de quantificagdo em todas as amostras.

Um total de 28 verduras e hortaligcas e 9 frutas foram avaliadas, quanto aos
teores de flavondides, por Hertog et al. (1992a). Os maiores teores de quercetina
foram encontrados em cebola (284-486ug/g) e couve (110ug/g). Os maiores
teores de kaempferol foram constatados em espinafre (211ug/g). As maiores
concentragcdes de quercetina, dentre as frutas analisadas, foram encontradas em
macas, que apresentaram 21-72ug/g deste flavonol, dependendo da variedade.
Miricetina foi detectada apenas em “broad beans” (26ug/g) e apigenina nao foi

encontrada nas amostras analisadas.

Ribani (2006) analisou diferentes cultivares de 9 frutas, totalizando 20
amostras alimenticias normalmente consumidas no Brasil, sendo que em todas foi
encontrada quercetina, com exce¢do de manga e mamao. A maior concentragao
foi constatada em macga (cultivar Fuji) (75ug/g). Acerola apresentou os maiores
teores de kaempferol (8,7-12ug/g). Pitanga apresentou as maiores concentragdes
de miricetina (31-37ug/g). Apigenina e luteolina ndo foram detectadas nas frutas

analisadas.

A ingestédo das flavonas apigenina e luteolina na dieta € normalmente
menor que a de flavondis, pois ocorrem em concentragdes significativas em
poucos alimentos, principalmente em temperos. As fontes mais importantes séo

pimenta vermelha (Hertog et al., 1992a) e aipo (Hertog et al., 1992b).
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Bilik et al. (1984) constataram diferencas no conteudo de quercetina e
kaempferol entre diversas variedades de cebola, variando de nd-62mg/Kg de
quercetina e nd-7mg/Kg de kaempferol. Amiot et al. (1995) estudaram peras e
notaram que a composicado de fendlicos foi mais fortemente influenciada pelo tipo

de cultivar do que pelo estadio de maturacéo.

Flavondides geralmente absorvem em comprimentos de onda na regiao de
280-315nm, sendo capazes de agir como filtros de radiagdo UV nas plantas,
exercendo protecao contra danos aos tecidos fotossintéticos. Desde os primeiros
experimentos fisioldgicos, ja existiam algumas evidéncias de que os flavonodides
estavam envolvidos na protegcdo UV. No entanto, apenas nas ultimas décadas,
uma série de experimentos em diferentes laboratorios no mundo inteiro (Buchholz,
Ehmann e Wellmann, 1995; Cuadra e Harborne, 1996; Cuadra, Harborne e
Waterman, 1997; Gitz, Liu e McClure, 1998; Markham, Ryan, Bloor e Mitchell,
1998a; Markham, Tanner, Caasi-Lit, Whitecross, Nayudu e Mitchell, 1998b;
Olsson, Veit, Weissenbock e Bornman, 1998; Ormrod, Landry e Conklin, 1995;
Reuber, Bornman e Weissenbock, 1996; Schnitzler et al. 1996, Stapleton e
Walbot, 1994) forneceram evidéncias convincentes de que plantas artificialmente
sujeitas a radiacdo UV respondem por mudancas na sintese de flavondides
(Harborne e Williams, 2000).

Variagbes sazonais nos teores de flavondides em vegetais consumidos na
Holanda foram estudadas por Hertog et al. (1992a), sendo que o conteudo destes
compostos foi trés a cinco vezes maior no verao que em outras estacées do ano
em alface (30 vs 1,9ug/g de quercetina), chicéria (95 vs 15ug/g de kaempferol) e
alho-poré (56 vs 11ug/g de kaempferol). Variagdes sazonais nos teores de
quercetina também foram observadas em tomates produzidos na Inglaterra
(Crozier et al. 1997). Nestes trabalhos, porém, ndo foram apresentadas as

variagdes de temperatura durante as estagdes analisadas.

14



Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) quantificaram os flavondides presentes
em alface, pimentdo, cebola branca, cebola roxa, chicéria e rucula, vegetais
comumente consumidos no Brasil. O conteudo total de flavonoides, em vegetais
de diferentes épocas de colheita, apresentou grande variagdo, como em chicéria
(38,1 vs 17,9mg/100g), rucula (118,1 vs 40,7mg/100g) e alface lisa (4,2 vs
2,3mg/100g), os quais apresentaram niveis bem maiores de flavondides durante o
segundo semestre de 2001 quando comparados ao primeiro semestre de 2002.
Essa variac&o, no entanto, foi baixa em cebola branca (55,6 vs 48,2mg/100g). Em
alface crespa (20,8 vs 18,6mg/100g) e alface roxa (67,1 vs 67mg/100g), os
maiores teores foram encontrados no primeiro semestre de 2002, embora a
diferenca também tenha sido pequena. Por outro lado, os teores de flavondides
em cebola roxa foram bem maiores durante o primeiro semestre de 2002 em
relacdo ao segundo semestre de 2001 (99,7 vs 39,9mg/100g). Os niveis de
flavondides em pimentdes nado apresentaram uma tendéncia clara quanto a
variagao sazonal. Esses autores também ndo apresentaram as variagcbes de

temperatura durante os periodos estudados.

Gliszczynska-Swiglo, Kaluzewicz, Lemanska, Knaflewski e Tyrakowska
(2007) verificaram o efeito da radiacdo solar nos teores de flavonoides em
inflorescéncias de brécolis e concluiram que os niveis destes compostos séo

positivamente correlacionados com a radiacdo desde o plantio até a colheita.

O efeito do processamento em flavonoides ainda € pouco estudado. Ewald
et al. (1999) demonstraram que as maiores perdas de flavonodides aconteceram
durante o pré-processamento, descascamento, corte e branqueamento de
cebolas, provavelmente devido a perda das camadas mais externas das cebolas,
mais ricas nestes compostos. Também verificaram que o cozimento e fritura de
cebolas previamente branqueadas ndo afetou o conteudo de flavondides. Outros
estudos reportaram o efeito do cozimento na composicéo e conteudo de flavondis
glicosideos em cebola (Price et al., 1997), brocolis (Price, Casuscelli, Colquhoun e

Rhodes, 1998) e vagem (Ewald et al., 1999), sendo que os flavondis foram
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estaveis durante o cozimento e processo de enlatamento, mas houve perdas dos
glicosideos dos tecidos para a agua de cozimento, sendo que uma maior taxa de
quercetina glicosidica foi perdida em relacédo ao kaempferol glicosidico. Por outro
lado, Price et al. (1998) verificaram que durante o processo de cozimento de
brocolis, apenas 14-28% dos glicosideos de flavondides presentes na amostra
crua foram retidos no tecido cozido. Em cebola, Price et al. (1997) relataram que
as perdas de quercetina glicosidicas variaram de 20-25%.

O processamento minimo de frutas e hortalicas esta em franco crescimento.
Esta tendéncia é estimulada pela demanda crescente por produtos frescos, de alta
qualidade, valor nutritivo e conveniéncia para o preparo. O processamento minimo
geralmente envolve a pré-selegao e lavagem, remogéo de partes ndo comestiveis
e injuriadas, corte, aplicagdo de um agente anti-microbiano, lavagem,
centrifugacdo e embalagem. Como este processamento ndao envolve condigdes
drasticas, como o uso de alta temperatura, espera-se que os produtos
minimamente processados mantenham seu frescor e valor nutricional. No entanto,
a retirada da casca e o corte tornam as frutas e hortalicas mais pereciveis que os
produtos intactos, pois permitem a interagado de enzimas e substratos e o aumento
da exposicdo ao oxigénio, acelerando reagbes danosas como a oxidagao
enzimatica, no caso dos carotendides, que ja foram estudados em folhas
(Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2005a e 2005b; Howard e Dewi, 1996;

Howard e Hernandes-Brenes, 1998).

Dentre os estudos disponiveis sobre alimentos minimamente processados,
podemos citar a avaliagao das flavonas apigenina e luteolina em aipo até 24 horas
apods o processamento. Foi observado um aumento nos teores destes compostos
nas primeiras horas, sendo que os teores apos 24 horas de estocagem foram

iguais ou ligeiramente maiores que os iniciais (Vifia e Chaves, 2007).

Os glicosideos de quercetina em alface minimamente processada e

estocada a 5°C, foram estaveis durante 14 dias, sendo que estes niveis, em alface
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roxa, aumentaram em sete dias e diminuiram ao final de 14 dias (Ferreres, Gil,

Castarnier e Tomas-Barberan, 1997).

DuPont, Mondin, Williamson e Price (2000) avaliaram 11 variedades de
alface e chicéria e verificaram um decréscimo no conteudo de glicosideos durante
a estocagem a 1°C por sete dias em nove variedades, sendo que uma variedade

néo foi afetada significativamente e outra mostrou aumento nos teores.

Ha necessidade de mais estudos sobre os fatores que podem alterar os
teores de compostos bioativos, como os flavondides, no intuito de incrementar
suas concentracdes em alimentos frescos, bem como para que os processos de
producdo e estocagem sejam otimizados, evitando perdas desses compostos

importantes na promocéao da saude.
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RESUMO

Flavonois e flavonas sdo compostos pertencentes a classe dos flavonodides, um
dos grupos de substancias bioativas consideradas responsaveis pela diminuigao
do risco de doengas degenerativas como cancer e doengas cardiovasculares. A
importancia de conhecer os teores destes compostos em alimentos é reconhecida
mundialmente, no entanto no Brasil, os dados ainda s&o limitados. A determinacéao
de flavondides na forma glicosidica, como sao encontrados na maioria dos
vegetais, é dificil devido ao grande numero de glicosideos diferentes existentes
para cada flavondide e a dificuldade de aquisicdo de padrdes. A hidrélise dos
glicosideos para liberar as agliconas oferece um método mais pratico. Porém, as
condicdes devem ser otimizadas de tal forma que a hidrélise seja completa, sem
provocar degradagdo. O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia analitica
para determinacao de flavondis e flavonas em hortaligas. A hidrolise foi otimizada
utilizando-se Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), investigando os
efeitos da concentracdo de acido cloridrico (HCI) e do tempo de hidrélise. Esta
etapa foi realizada simultaneamente com a extragdo por metanol aquoso 50%, em
refluxo a 90°C. Foi utilizado um cromatografo a liquido Waters (modelo 2690), com
injetor manual Rheodyne, coluna Nova-Pak C18 (4um, 3,9x150mm) e detector de
arranjo de diodos (Waters 996), controlados por software Millenium 32. Os
compostos estudados foram os flavondis miricetina (M), quercetina (Q) e
kaempferol (K) e as flavonas luteolina (L) e apigenina (A). As condi¢gdes 6timas
encontradas para extracao/hidrolise para cada hortalica foram: 1,0M de HCI por 6

horas para espinafre e couve, 1,6M de HCI por 5 horas para rucula, 1,2M de HCI
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por 2 horas para alface, 1,7M de HCI por 4,3 horas para salsa e 0,8M de HCI por
2,5 horas para cebola. O melhor gradiente (CLAE) para separagao os flavonoides
destas hortaligas constituiu-se de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido
férmico) 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e voltando
a 20:80 em 20 minutos. As curvas analiticas para os flavonodides estudados
apresentaram coeficientes de correlagdo maiores que 0,99. Os limites de deteccao
obtidos através da relagao sinal-ruido, foram 0,5, 0,4, 0,5, 0,6 e 1,0 ug/mL para M,

Q, L, Ke A, respectivamente.

Palavras-chave: flavondides, analise por CLAE, hortalicas

SUMMARY

Flavonols and flavones are compounds belonging to the class of flavonoids, a
group of bioactive substances considered responsible for the reduction of the risk
of degenerative diseases such as cancer and cardiovascular diseases. The
importance of knowing the levels of these compounds in food is recognized
worldwide, but in Brazil, the data are still limited. The determination of flavondides
in the glycosidic form, as they are found in the majority of plant foods, is difficult
because of the existence of a big number of different glycosides per each flavonoid
and the difficulty in obtaining standards. Hydrolysis of the glycosides to liberate the
aglycone offers a more practical method, but degradation can occur. The objective
of this work was to optimize the analytical methodology for the determination of
flavonols and flavones in vegetables. Hydrolysis was optimized using a Central
Composite Rotational Design (CCRD), investigating the effects of HCI
concentration and time of hydrolysis. This step was carried out simultaneously with
extraction with 50% aqueous methanol, refluxing at 90°C. A Waters (model 2690)
liquid chromatograph was used, equipped with a Rheodyne injector, Nova-Pak C18
comumn (4um, 3.9x150mm), photodiode array detector, controlled by software

Millenium 32. The compounds studied were the flavonols myricetin, quercetin and
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Kaempferol and the flavones luteolin and apigenin. The optimum conditions found
for hydrolysis for each vegetable were: 1.0M HCI for 6 hours for spinach and kale,
1.6M HCI for 5 hours for roquette, 1.2M HCI for 2 hours for lettuce, 1.7M HCI for
4.3 hours for parsley, and 0.8M HCL for 2.5 hours for onion. The best gradient
(HPLC) for the separation of the flavonoides of these vegetables consisted of
methanol:water (acidified with 0.03% formic acid) 20:80, changing to 45:55 in 5
minutes , 48:52 in 17 minutes, returning to 20:80 in 20 minutes. The analytical
curves of the flavonoids studied had coefficients of correlation greater than 0.99.
The detection limits, obtained by the signal-to-noise ratio, were 0.5, 0.4, 0.5, 0.6 e

1.0 ug/mL for M, Q, L, K and A, respectively .

Keywords: flavonoids, HPLC analysis, vegetables

1 — INTRODUGAO

Flavondides sdo compostos polifendlicos amplamente distribuidos em
alimentos de origem vegetal. Divididos em grandes grupos, como as antocianinas,
isoflavonas, flavonas, flavandis, flavonodis e flavanonas, estes compostos vém
despertando um crescente interesse devido aos estudos que mostram uma
relacédo inversa entre o seu consumo e o risco de doengas degenerativas como o
cancer e doencas cardiovasculares’ # # 79 11. 1519, 25, 26, 28, 31, 32 Eota possivel
protecdo pelos flavondides é atribuida a sua acido como antioxidantes, devido a
suas propriedades como sequestradores de oxigénio singleto, quelantes de
metais, agentes redutores ou doadores de hidrogénio, sendo potentes

28 29 além de atuarem como inibidores da

21,24

sequestradores de radicais livres

proliferagao celular®® **

, € como antiestrogénicos
As fontes alimentares de flavondides sado avaliadas principalmente em
relacdo a trés flavondis, quercetina, miricetina e kaempferol, e duas flavonas,

12-14, 22, 33

apigenina e luteolina® Estes sdo também os flavondides mais

investigados em estudos sobre compostos anticarcinogénicos.
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Os métodos analiticos quantitativos empregados para flavondides séao
diversificados, embora utilize-se macigamente a cromatografia, em especial a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A eletroforese capilar € uma
técnica bastante promissora, mas os relatos ainda sdo modestos em comparagao
a CLAE.

Os métodos por CLAE para flavonoides envolvem, na maioria das analises,

colunas de fase reversa e detector de arranjo diodos®.

Em plantas, com excecao das catequinas, os flavondides ocorrem na forma
glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de agucar. A determinagao quantitativa
de flavondides na forma glicosidica é dificil devido ao grande numero de
glicosideos diferentes existentes para cada flavondide e a dificuldade de adquirir
padrdes. A hidrélise das diversas formas de glicosideos para liberar as agliconas
oferece um método mais pratico, porém, pode provocar a degragdo dos
flavondides. Glicosideos sao hidrolisados usando-se normalmente HCI em

metanol aquoso® > .

A hidrélise dos glicosideos requer concentracdes
relativamente altas de acidos minerais (1-2M), em condi¢cdes de refluxo, numa
mistura de metanol e agua (50:50, V/V)'*. E necessario, portanto, a otimizacéo das
condigbes de hidrolise para garantir a extragcdo e hidrélise eficiente dos

glicosideos, ao mesmo tempo evitando a degradagao.

No geral, a otimizagdo de processos pode ser alcangada por métodos
empiricos ou estatisticos. Os tradicionais processos que otimizam um fator de
cada vez demandam maior tempo, e podem ignorar as interagbes entre os varios
fatores, sendo que o resultado da otimizagdo pode nao explicar o real modelo de
interagdes. No entanto, as atuais respostas aos processos, resultam da influéncia
das interacbes entre as variaveis. Os processos estatisticos de otimizacao
permitem que sejam levadas em consideracdo estas interacdes'®. A Analise por

Superficie de Resposta (ASR), originalmente descrita por Box et al.®, € um dos
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métodos que permite a avaliagao dos efeitos dos muitos fatores e suas interagdes

sobre as variaveis de resposta.

O objetivo deste estudo foi estabelecer as melhores condi¢oes
cromatograficas para separacao de flavonois e flavonas de hortalicas e otimizar,
atravées de delineamento estatistico, as melhores condicbes para
extragao/hidrolise destes compostos.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Amostras

As amostras de hortalicas foram adquiridas em trés supermercados da
cidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil. Foram coletados 3 macos (hortalicas
folhosas) ou pelo menos 1kg (cebola) de cada amostra em cada supermercado,
para cada lote, totalizando 9 macgos para as hortaligas folnosas e 3Kg para cebola.
Foram determinadas as condigdes otimas de extragao/hidrolise e analise
cromatografica dos flavondides presentes em alface (Lactuca sativa), couve
(Brassica oleraceae), espinafre (Tetragonia expansa), rucula (Eruca sativa), salsa

(Petroselinum sativum) e cebola (Allium cepa).

2.2 - Reagentes e padroes

Para a preparagao das amostras e fases méveis, utilizou-se agua purificada
em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol grau cromatografico foi adquirido da
Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA) e acetonitrila da Merck do Brasil (Sao Paulo,
Brasil). Acido acético, acido férmico, acido ascérbico e &cido cloridrico de grau
analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda (S&o Paulo, Brasil). As fases moéveis
foram filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de

0,45um de didametro.
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Os padrées de miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K), luteolina (L) e
apigenina (A) foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA).
Solugdes estoque dos padrdes foram preparadas pela dissolugdo de cada
flavon6éide em metanol grau cromatografico, em concentragcdo de
aproximadamente 1000ug/mL e conservadas a —18°C protegidas da luz. As

solugdes estoque apresentaram estabilidade superior a 2 meses em —18°C.

2.3 — Equipamento e condi¢cées cromatograficas

A analise cromatografica foi realizada em um modulo de separagdo a
liguido da Waters (modelo 2690), Milford, EUA, equipado com injetor manual
Rheodyne (modelo 7725i), controlado por Software Millenium 32. Foi utilizada uma
coluna Nova-Pack C18, (4um, 3,9x150mm) e detector de arranjo de diodos

(Waters 996), sendo a detecgao fixada em 370nm.

Para a definicdo das condigdes cromatograficas, foram realizados testes
utilizando-se uma mistura de padrdes dos cinco compostos em estudo, M, Q, L, K
e A, dissolvidos em metanol, adicionado de acido cloridrico conforme
procedimento utilizado para as amostras. Neste estudo, foram testadas as
seguintes fases moveis: agua e acetonitrila, acidificadas com 0,3% de acido
férmico; agua e metanol, acidificados com 0,3% de acido acético; e agua e

metanol, acidificados com 0,3% de acido féormico.

A identificacdo dos flavonodis e flavonas foi feita por comparacdo dos
tempos de retengcdo, co-cromatografia e pelos espectros obtidos através do

detector de arranjo de diodos, utilizando-se padrodes.

A quantificagdo foi realizada por padronizacdo externa. As curvas de
calibragdao foram construidas pela injecao em triplicata de solugbes padrdes de
trabalho em cinco concentracdes diferentes, cobrindo a faixa de concentracéo

esperada nas amostras e simulando as condi¢cbes apos hidrolise das hortaligas.
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Aliquotas da solugao estoque de cada padrao foram diluidas em 1,5mL de agua
purificada em Milli-Q com acido ascorbico para obter-se 0,04% na solugdo de
injecdo. A esta solugao foi adicionado 1mL de HCI 6M e o volume foi completado a

5mL com metanol.

2.4 — Extracao e hidrélise dos flavonédides

Para se obter a maxima eficiéncia de extracdo e hidrélise sem promover
degradacao, a hidrélise de cada hortalica foi otimizada utilizando-se Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR)®.

Os macgos de cada tipo de hortalica folhosa foram divididos em duas partes
iguais ou longitudinalmente ao meio no caso de alface. Tomou-se uma metade de
cada um dos 9 macgos e misturou-se. Estes foram lavados, secos com papel
absorvente, e apds remocao das partes ndo comestiveis, cortados em porcoes
menores que foram trituradas em processador de alimentos. As cebolas foram
descascadas, quarteadas, e quartis opostos de cada unidade foram misturados e
triturados em processador de alimentos. Sub-amostras de cada amostra foram
pesadas, adicionadas de quantidade conhecida de agua (variando conforme o tipo
de amostra, em propor¢des de 1:0,5 a 1:2) e acido ascorbico e homogeneizadas
durante 3 minutos na velocidade 15 em homogeneizador do sistema Polytron
MR2100, Kinematica-AG (Luzern, Suiga). Foram tomados 7,59 desse
homogeneizado, acrescidos de 12,5mL de metanol e 5mL de HCI em diferentes
concentracbées molares iniciais. A solucido de extracao assim obtida consistiu de
diferentes concentracbes molares finais de HCI em solugdo aquosa de metanol
50% (v/v), com 0,04% de antioxidante. Esta amostra foi levada a refluxo a 90°C
durante diferentes periodos. Em seguida, os extratos foram resfriados e filtrados
em funil sinterizado com porosidade G2. O volume foi completado a 50mL com
metanol e a solugao foi colocada em ultra-som por 5 minutos. Uma aliquota média
de 2mL foi filtrada em filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) Millipore de 0,45um de

didmetro, antes da analise por CLAE.
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2.5 — Planejamento experimental e Analise de Superficie de Resposta

A otimizagao da extracao e hidrolise dos flavondis e flavonas das hortalicas
estudadas foi realizada através da Anadlise de Superficie de Resposta. Seis
DCCRs constituidos por 12 experimentos conduzidos aleatoriamente foram
utilizados para avaliacdo da concentracdo do acido e tempo de hidrdlise na
eficiéncia da extragao e hidrélise dos flavondides. A Tabela 1 apresenta os valores
estudados para cada hortalica e a Tabela 2 a matriz do planejamento com as
distintas condicbes de hidrolise para determinagdo das concentragdes de

flavondides nas hortalicas estudadas.

Tabela 1. Fatores e niveis testados (valores codificados estdo entre parénteses)

para o Delineamento Composto Central Rotacional.

Hortaliga Fatores (M? / h;min®)
Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior inferior intermediario superior superior
(-a) (-1) (0) (+1) (+a)

Alface 0,4M/35min 0,8M/1h 1,2M/2h 1,6M/3h 2M/3h25min
Cebola 0,6M/5min 0,8M/30min  1,2M/1h30min  1,6M/2h30min  1,8M/2h55min
Couve 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min

Espinafre 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min
Rucula 1,0M/2h11min 1,2M/3h 1,6M/5h 2,0M/7h 2,2M/7h49min
Salsa 0,6M/2h11min 0,8M/3h 1,2M/5h 1,6M/7h 1,8M/7h49min

aConcentragdo molar de HCI na solugado de hidrélise; "Tempo de hidrdlise.
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Tabela 2. Condigbes experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as respostas para os

flavondides analisados nas hortalicas.

Concentragao de flavonodides (ug/g)

Alface | Cebola Couve Espinafre Rucula Salsa
Ensaios ) € Xz Q Q Q K Q K Q K A
1 -1 -1 12,34 | 155,01 | 260,40 | 129,04 | 27,85 | 97,77 | 278,03 | 553,80 | 1656,39
2 -1 +1 12,24 | 374,25 | 419,38 | 229,11 | 58,21 | 201,70 | 289,56 | 570,00 | 2377,72
3 +1 -1 13,95 | 305,14 | 458,28 | 270,87 | 63,58 | 225,05 | 283,27 | 563,44 | 2603,44
4 +1 +1 11,06 | 232,22 | 175,53 | 117,78 | 58,47 | 204,29 | 281,13 | 557,53 | 2352,31
5 -1,41* 0 10,86 | 281,24 | 105,56 | 51,42 | 25,84 | 72,84 | 294,68 | 563,98 | 1722,09
6 +1,41* 0 9,06 280,77 | 269,82 | 173,73 | 62,40 | 220,25 | 301,00 | 579,72 | 2577,75
7 0 -1,41* 11,29 52,44 | 386,83 | 206,08 | 4551 | 153,87 | 262,74 | 544,89 | 1746,17
8 0 +1,41* 11,47 | 311,17 | 404,50 | 242,91 | 73,45 | 233,45 | 288,72 | 575,66 | 2393,63
9 0 0 14,50 | 372,23 | 442,11 | 258,02 | 69,73 | 249,47 | 303,46 | 592,67 | 2564,83
10 0 0 13,68 | 359,33 | 478,22 | 281,81 | 66,64 | 237,33 | 304,66 | 611,87 | 2442,34
11 0 0 14,91 | 367,80 | 491,95 | 282,90 | 67,08 | 239,85 | 300,21 | 608,05 | 2565,50
12 0 0 13,29 | 334,30 | 485,15 | 275,63 | 66,31 | 234,56 | 301,54 | 592,80 | 2462,06

Xi=concentracdo molar de HCI , X,=tempo de hidrélise, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.
*a=+2 para X, em alface e 1,5 em cebola, rdcula e salsa.




Os resultados obtidos na Tabela 2 foram analisados estatisticamente
utilizando-se o pacote STATISTICA for Windows, versao 6.0 da STATSOFT.
Verificou-se a possibilidade de ajuste de modelos codificados de segunda ordem

através da Equacéo 1.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para cada flavondide extraido
das hortaligas, verificando-se a adequacao dos modelos para obtengao e analise

das superficies de resposta.

Y=Dbgy + b1 X4 + boXs + b11X12 + boy X22 + b1oX1 X5 EQ(1)

Onde by, by, by, by, b2z € by representam os coeficientes de regresséo, X

a concentragao molar de HCI e X, o tempo de hidrélise.

2.6 — Validacao da extragao e método cromatografico

Foram construidas curvas analiticas com padrées de agliconas em cinco
concentracdes diferentes, baseadas nas faixas esperadas dos seus teores nas
amostras, sendo que cada ponto foi preparado e injetado em triplicata. A faixa
linear foi verificada para flavondis e flavonas. A avaliacdo dos limites de detecgao
do equipamento (LD) foi feita pelo método da relagao sinal-ruido 3:1, por diluigcbes
sucessivas dos padrdes, onde determinou-se a menor quantidade detectavel para
cada um deles como sendo trés vezes o valor da amplitude do ruido. O limite de

quantificacéo foi considerado como sendo trés vezes o LD* .

Para verificar a precisdo do método, valores de sete repeticdes foram
obtidos para cada hortalica e para avaliacido da exatiddo, triplicatas de
recuperacdes com adicdo de padrao em um nivel de concentragdao foram obtidas
para cada amostra, utilizando-se as condigbes otimizadas de extragao/hidrolise e

parametros cromatograficos definidos neste estudo?’. Como as condicdes de



hidrélise foram as mesmas para couve e espinafre, a recuperacdo foi avaliada

apenas em espinafre.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Condig¢bes cromatograficas

Com a fase movel agua e acetonitrila, acidificadas com 0,3% de &acido
férmico, ndo foi possivel uma boa separagdo entre os picos de quercetina e
luteolina. Conseguiu-se uma boa separagdo dos compostos em estudo, com agua
e metanol, acidificados com 0,3% de acido acético, porém os picos apresentaram
cauda. Agua e metanol, acidificados com 0,3% de acido férmico, proporcionaram
boa separacao dos compostos em estudo, sendo que os picos ndo apresentaram
cauda. Esta foi a fase moével escolhida, e extratos hidrolisados das amostras, com
e sem acréscimo de padrdes, foram injetados no cromatégrafo sob as melhores
condigdes conseguidas para os padrdes, fazendo-se os ajustes necessarios para
a melhor resolucdo dos picos. O fluxo da fase mével foi de 1mL/min e o volume de
injecao foi 20uL. O gradiente que melhor separou os flavondides das amostras de
alface, cebola, couve, espinafre, rucula e salsa foi 0 mesmo conseguido para a
separacao dos padrdes: iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com
acido férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em

20 minutos, sempre com gradiente linear.

Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas para cada extrato das
hortalicas sao apresentados na Figura 1. Os flavondides M, Q, L, K e A eluiram
nesta sequéncia nos tempos de retencdo de 10,4 minutos, 12,5 minutos, 14,0

minutos, 16,2 minutos e 16,6 minutos, respectivamente.
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3.2 — Analise dos resultados dos DCCRs utilizados na otimizagao da
extragao/hidrélise das agliconas

As amostras de alface e cebola apresentaram apenas o flavonol quercetina.
Salsa apresentou a flavona apigenina. Couve, espinafre e rucula apresentaram os

flavondis quercetina e kaempferol (Figura 1).
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Figura 1. Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas Q=quercetina,
K=kaempferol e A=apigenina, dos extratos hidrolisados de alface crespa, couve,
espinafre, cebola roxa, rucula e salsa, para coluna Nova-Pak C18, fase movel
iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido férmico),
chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos, sempre em

gradiente linear.

Na etapa de hidrdlise/extragédo, o objetivo é liberar os agucares ligados as

agliconas, para que estas sejam mais facilmente identificadas e quantificadas.
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Essa etapa deve ser eficaz na quebra das ligagdes glicosidicas, porém sem
degradar as agliconas liberadas. Assim, considera-se que se utilizarmos uma
concentragdo muito alta de acido por um longo periodo, podemos liberar
completamente as agliconas, porém acelerar sua degradac¢do. Se utilizarmos uma
concentragdo de acido baixa por curto periodo, a liberagdo das agliconas pode
nao ser completa. Desta maneira, a interacdo que pode ocorrer no efeito destas
duas variaveis, indica que as melhores condicbes devem ser alcangadas quando
utilizamos uma baixa concentracdo de acido por um periodo mais longo, ou um
tempo de hidrélise mais curto com concentracdo mais elevada de acido. Estas
diferentes condicbes dependerao dos tipos de glicosideos presentes na amostra,

bem como do tipo de matriz analisada.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressdo para as agliconas
extraidas das hortalicas analisadas. Para a elaboragao dos modelos, em fungao
das variaveis estudadas, adotou-se 5% de significancia na avaliagao estatistica

dos coeficientes de regressao obtidos.

As equacgbes codificadas com os parametros estatisticamente significativos,
os coeficientes de determinagdo (R?), F calculados e F tabelados estdo

apresentados na Tabela 4.

Pelos coeficientes de determinagdo (R?) e F calculados obtidos, observa-se
que os resultados experimentais tiveram um bom ajuste aos modelos obtidos (R?
entre 0,85 e 0,98) com excegao da extragao/hidrolise de quercetina em alface e

kaempferol em ricula, com R?de 0,74 e 0,77, respectivamente.

Assim, foi possivel gerar as nove superficies de respostas apresentadas na
Figura 2. Observa-se pelos eixos das respostas que as figuras estao apresentadas

em ordem crescente dos teores de flavonodides.
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Tabela 3. Estimativas dos coeficientes da regressdo do modelo polinomial

quadratico e significancia (p-valor), para a resposta dos teores de flavonodides

agliconas nas hortalicas analisadas.

ALFACE CEBOLA
Quercetina Quercetina
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Bo 14,20* <0,0001 359,28* <0,0001
B -0,26 0,3528 0,87 0,9500
B4 -1,01* 0,0021 -28,26 0,0898
B, -0,34 0,3273 64,08* 0,0034
B, -1,21* 0,0177 -80,90* 0,0020
B12 -0,70 0,1756 -73,04* 0,0093
COUVE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Bo 474,24* <0,0001 274,53* <0,0001
B, 23,27 0,2603 25,44 0,0476
Bi1 -134,62* 0,0007 -76,74* 0,0005
B, -12,39 0,5326 -0,14 0,9898
B, -30,02 0,2027 -20,44 0,1256
B1o -110,43* 0,0058 -63,29* 0,0047
ESPINAFRE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Bo 67,44* <0,0001 240,27 <0,0001
B 10,97* 0,0001 42,34* 0,0002
Bi1 -11,65* 0,0001 -43,99* 0,0003
B, 8,11* 0,0004 24,49* 0,0035
B, -3,92* 0,0237 -20,29* 0,0139
Biz -8,86* 0,0017 -31,17* 0,0058
RUCULA
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
Bo 302,36* <0,0001 601,17* <0,0001
B, 0,74 0,6879 2,44 0,5039
Bi1 -2,83 0,1755 -14,36* 0,0074
B, 577" 0,0189 6,73 0,1069
B, -14,45* 0,0004 -22,27* 0,0014
B1o -3,42 0,2294 -5,53 0,3125
SALSA
Apigenina
Coeficientes p-valor
Bo 2511,97* <0,0001
B 259,43 0,0005
B4 -136,23* 0,0145
B, 173,41* 0,0045
B, -190,74* 0,0051
B12 -243,11* 0,0047

*p-valor < 0,05
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Tabela 4. Equagdes que representam os teores de agliconas (Y) em fungédo da concentragdo molar de HCI (X1) e tempo

de hidrélise (X2) presentes nas hortalicas estudadas.

EQUACAOQ Y = (ug Flavonol /g hortaliga) R? FcaL FraB

(Valores de X4 e X, codificados) (a, VR, V)
Alface  Q Y =14,20 - 1,01 X42 - 1,21 X,? 0,74 15,87 4,26
Cebola Q Y = 359,28 + 64,08 Xo — 80,90 X,? - 73,04 X1Xz 0,86 15,84 4,07
Couve Q Y = 474,24 — 134,62 X% - 110,43 X4 X> 0,85 25,38 4,26
K Y = 274,53 + 25,44 X, — 76,74 X4° — 63,29 X1 X 0,88 19,47 4,07
Espinafre Q Y = 67,44 + 10,97 X1 — 11,65X4%+ 8,11X5 - 3,92X,% - 8,86 X1 Xz 0,98 51,18 4,39
K Y =240,27 + 42,34 X4 — 43,99 X1%+ 24,49 X, — 20,29X,% - 31,17 X:Xo 0,96 34,17 4,07
Rucula Q Y = 302,36 + 5,77 Xo — 14,45 X2 0,85 25,23 4,26
K Y =601,17 — 14,36 X% — 22,27 X,? 0,77 37,13 4,26
Salsa A Y =2511,97 + 259,43 X; — 136,23 X2+ 173,41 X, — 190,74 X,>- 0,95 22,99 4,39

243,11 X4 X

R?= coeficiente de determinacdo; Fcac = (QMRegressao/ QMResiauo); Q=quercetina; K=kaempferol; A=apigenina.

a=nivel de significancia (5%); vr=graus de liberdade da regressao; v,=graus de liberdade dos residuos.
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Figura 2. Superficies de resposta na determinagdo das agliconas quercetina,
kaempferol e apigenina nas amostras analisadas.

Alface foi a hortalica com menor teor de quercetina. Espinafre, rucula,
cebola e couve apresentaram teores crescentes deste flavonol. Kaempferol foi

encontrado em espinafre, couve e rucula, sendo a rdcula, a hortalica mais rica
neste composto. Salsa apresentou altos teores de apigenina.
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Através das superficies de resposta geradas, determinou-se as faixas de
concentragdo molar de HCI e tempo de hidrdlise 6timos para cada aglicona
presente nas hortalicas analisadas. As melhores condi¢cbes de extracao/hidrdlise
foram estabelecidas, sendo: 1,2M de HCI por 2 horas para alface, 0,8M de HCI por
2,5h para cebola, 1,0M de HCI por 6 horas para couve e espinafre, 1,6M de HCI
por 5 horas para rucula e 1,7M de HCI por 4,3 horas para salsa.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos da amostra de espinafre
submetida a diferentes condi¢cdes de hidrdlise: (A) com HCI 0,15M por 6 horas,
onde ainda pode-se observar a presenga de glicosideos, indicando uma hidroélise
incompleta destes compostos a agliconas; (B) com HCI 1,0M por 6 horas,
condicdo otima obtida a partir da superficie de resposta, onde podemos verificar
que todos os glicosideos foram hidrolisados e (C) com HCI 1,0M por 10,23 horas,
condicdo na qual os compostos de interesse ja sofreram degradacgao,
apresentando menores teores. Para algumas matrizes e condi¢gbes de hidrdlise,

ocorre a presencga de picos de degradacéo.
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Figura 3. Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas Q=quercetina,
K=kaempferol, dos extratos hidrolisados de espinafre, obtidos apds diferentes
condi¢gées de hidrolise (A) com HCI 0,15M por 6 horas; (B) com HCI 1,0M por 6
horas e (C) com HCI 1,0 M por 10,23 horas, para coluna Nova-Pak C18, fase
movel iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido
férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos,

sempre em gradiente linear.

3.3 — Avaliagado da metodologia analitica

As curvas padrao passaram pela origem e apresentaram boa linearidade
nas faixas de concentracdo estabelecidas (Tabela 5). Os coeficientes de
correlacao obtidos foram superiores a 0,99. Os limites de deteccéo obtidos para
M, Q, L, K e A foram, respectivamente, 0,5; 0,4; 0,5; 0,6 e 1,0 ug/mL. A preciséo
(repetitividade) do método foi demonstrada pelos coeficientes de variacdo das
replicatas (Tabela 6), que variaram de 0,75 para cebola a 5,0 para alface. As taxas
de recuperacado para os flavonoides das diferentes hortalicas analisadas estao

apresentadas na Tabela 7, variando de 89,9% para quercetina em rucula a
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102,1% para quercetina em alface. Essas caracteristicas comprovam o excelente

desempenho do método analitico.

Tabela 5. Propriedades das curvas padrao

Flavonodide Faixa de Coeficiente de Coeficiente de

concentracdo determinagao (r2) variacao entre as

(ug/mL) triplicatas (%)
Miricetina 7 -60 0,9988 0,8
Quercetina 9,4 -84 0,9996 1,8
Luteolina 7,1-61,2 0,9990 1,5
Kaempferol 14,3 - 125,5 0,9998 1,8
Apigenina 7,1 —-60,6 0,9998 2,2

Tabela 6. Teores de flavondides nas amostras e seus respectivos coeficientes de
variacao

Concentragao Coeficiente de

AMOSTRA (Mg/9)* variacao (%)
Alface Q 70,52 + 3,55 5,00
Cebola Q299,60 + 2,24 0,75
Couve Q 265,39 + 11,47 4,32
K 337,51 £ 16,67 4,94
Espinafre Q 31,17 + 0,54 1,73
K 161,96 £ 3,92 2,42
Rucula Q 251,18 = 4,52 1,80
K 945,98 £+ 9,42 1,00
Salsa A 2143,43 + 58,04 2,71

* média de sete repeticbes, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.
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Tabela 7. Quantidades adicionadas, percentagens de recuperagao e coeficientes

de variacao (CV) das recuperacgdes dos flavondides estudados

Flavondide Quantidade Recuperagao® CV (%)
adicionada (ug/g) (%)

Alface Q27,9 102,1 0,2
Cebola Q 166,7 96,3 3,9
Espinafre Q 16,73 92,0 0,9
K77,8 91,8 1,1
Rucula Q 147,14 89,9 0,9
K 525,70 92,7 2,4
Salsa A 672,34 102,0 5,0

@ Média de trés determinagdes, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.

4 — CONCLUSOES

A melhor condicdo cromatografica para a determinagdao de flavonodis e
flavonas nas amostras estudadas, foi obtida com o uso de coluna de fase reversa
C18 Nova-Pak (4um, 3,9 x 150mm), utilizando-se como fase movel metanol e
agua, acidificados com 0,3% de acido férmico, em gradiente linear, iniciando em
20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20

minutos, com fluxo de 1mL/min e volume de injecdo de 20 pL.

A analise por superficie de resposta foi imprescindivel na otimizagdo da
extragao/hidrolise dos flavonodis e flavonas, sendo possivel estabelecer as
condicbes 6timas de concentracido molar de HCI e tempo de hidrélise para cada

hortalica.

Com base nesta otimizacdo, fica evidente que as condicbes 6timas de
hidrolise para analise de flavonoides variam e devem ser determinadas para cada

matriz estudada.
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RESUMO

Flavonoides s&o importantes constituintes da dieta humana devido aos seus
efeitos benéficos a saude, principalmente atuando contra doengas degenerativas.
Dados confiaveis dos teores destes compostos nos alimentos sdo necessarios
para apontar as fontes, estabelecer melhor a associagédo entre ingestéo e o risco
ou incidéncia de doengas e compreender seu mecanismo de agao. O objetivo
deste trabalho foi identificar e quantificar os teores de flavondis e flavonas em
hortalicas e avaliar possiveis efeitos sazonais. As analises foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna C18. Os compostos estudados
foram os flavonodis miricetina, quercetina e kaempferol e as flavonas luteolina e
apigenina. Quercetina foi o flavonoide mais distribuido nas hortaligas, sendo
encontrada em alface lisa, alface crespa, cebola nacional, cebola argentina,
couve, espinafre e rucula (faixa da concentragdo média, 6,73-423ug/g).
Kaempferol foi encontrado em couve, espinafre e rucula (faixa de concentracao
média, 145-501ug/g), e apigenina em salsa (média de 1578ug/g). Miricetina e
luteolina ndo foram encontradas nas hortaligas investigadas. Com excegédo do
kaempferol em rucula, que foi maior no inverno (diferenga nao significativa), os
teores de flavonodides tenderam a ser maiores no verao, embora a diferenga tenha
sido estatisticamente significativa apenas para quercetina de alface crespa e
couve. Além da grande variagdo encontrada nos teores de flavondides entre lotes
da mesma estagao do ano, para cada hortalica, ndo houve grande diferenca entre
as temperaturas durante o verdo (média de 30,2°C) e inverno (média de 26,3°C)
no ano de analise.

Palavras-chave: flavonoides, analise por CLAE, hortalicas
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SUMMARY

Flavonoids are important constituents of the human diet due to their beneficial
effects on health, principally their action against degenerative diseases. Reliable
data on the levels of these compounds in foods are necessary to identify sources,
establish better the association between consumption and risk or incidence of
diseases and understand their mechanism of action. The objective of this work was
to identify and quantify the flavonols and flavones of vegetables and evaluate
possible seasonal effects. The analyses were done by high performance liquid
chromatography in a C18 column. The compounds studied were the flavonols
myricetin, quercetin and kaempferol and the flavones luteolin and apigenin.
Quercetin was the most widely distributed in the vegetables, being encountered in
Boston lettuce, curly lettuce, national onion, Argentinian onion, New Zealand
spinach and rucula (range of average concentration 6,73-423ug/g). Kaempferol
was encountered in kale, New Zealand spinach and rucula (range of average
concentration 145-501ug/g) and apigenin (average of 1578ug/g) in parsley. With
the exception of kaempferol in rucula, which was significantly greater in the winter,
the flavonol contents tended to be higher in the summer, but the difference was
statistically significant only for quercetin in curly lettuce. Temperature difference
between the two seasons during the year of study was slight and variation between
lots of the same season for each vegetable was appreciable.

Keywords: flavonoids, HPLC, vegetables

1 — INTRODUGAO

Uma dieta rica em frutas, verduras e hortalicas, exerce um efeito positivo na
saude humana, contribuindo na prevengdo de um grande numero de doencgas
cronicas. Este efeito protetor tem sido atribuido a uma variedade de compostos
presentes nestes vegetais, como acido ascoérbico, carotendides, tocoferdis,
glutationa, acidos fendlicos e flavondides (Ames, Shigenaga & Hagen, 1993; Rice-
Evans & Miller, 1995).
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Estudos epidemiolégicos indicam que uma dieta rica em flavondides esta
associada ao baixo risco de doencas cardiovasculares (Hertog, Feskens, Holliman,
Katan & Kromhout, 1993; Hertog et al. 1995; Hertog, Feskens & Kromhout, 1997;
Knekt, Jarvinen, Reunanen & Maatela, 1996; Yochum, Kushi, Meyer & Folsom,
1999) e algumas formas de cancer (Block, Patterson & Subar, 1992; Franke,
Cooney, Custer, Mordan & Tanaka, 1998; Knekt et al. 1997; Neuhouser, 2004).
Desta maneira, o teor de flavondides em frutas e hortalicas tem sido objeto de

pesquisas.

Flavondides sao fenilpropandides (Cgs-C3-Cg), largamente distribuidos em
plantas onde ocorrem, predominantemente, na forma glicosilada, ou seja, ligados
a moléculas de acgucar. Estdo divididos em cinco classes principais: flavonois e
flavonas, encontrados na maioria dos alimentos vegetais; flavanonas,
concentradas principalmente em frutas citricas; antocianinas, encontradas em
algumas frutas, principalmente “berries”; e catequinas ou flavanois, que ocorrem

predominantemente em chas. (Harborne, 1994)

Flavonoides geralmente absorvem em comprimentos de onda na regido de
280-315nm, sendo capazes de agir como filtros de radiagdo UV nas plantas,
exercendo protegdo contra danos aos tecidos fotossintéticos. Assim, a luz torna-se
um dos fatores mais importantes no controle da sintese destes compostos nos
vegetais. A exposi¢do a radiagdo UV B provoca mudangas na biossintese de
flavondides (Harborne & Williams, 2000).

Variagbes sazonais nos teores de flavondides ja foram estudadas, sendo
trés a cinco vezes maiores durante o verao que em outras estacdes, como em
alface (30 vs 1,9ug/g de quercetina), escarola (95 vs 15ug/g de kaempferol) e alho
pord (56 vs 11ug/g de kaempferol)(Hertog, Hollmann & Katan, 1992).

Gliszczynska-Swiglo, Kaluzewicz, Lemanska, Knaflewski & Tyrakowska

(2007) verificaram o efeito da radiagdo solar nos teores de flavondides em
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inflorescéncias de brocolis e concluiram que estes sao positivamente

correlacionados com a radiagcédo desde o plantio até a colheita.

O conhecimento dos teores de flavondides e suas variacbes na cadeia
alimentar, pode ser uma ferramenta util nos esforcos de incrementar os niveis
destes compostos na dieta para a promogao da saude. A identificacdo de fontes
ricas em flavondides € um meio de incentivar o consumo destes na dieta,

promovendo a saude e bem-estar da populacgao.

O objetivo deste trabalho foi determinar os teores de flavondides em
hortalicas que fazem parte da dieta da populagao brasileira e verificar o efeito

sazonal nos teores destes.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Amostras

As hortalicas analisadas neste estudo foram: alface (Lactuca sativa) lisa e
crespa, couve (Brassica oleraceae), espinafre (Tetragonia expansa), rucula (Eruca

sativa), salsa (Petroselinum sativum), cebola (Allium cepa) branca e roxa.

As amostras de hortalicas foram adquiridas em trés supermercados da
cidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil. Foram coletados 3 macos (hortalicas
folhosas) ou pelo menos 1kg (cebola) de cada amostra em cada supermercado
para cada lote, totalizando 9 macgos para as hortaligas folnosas e 3Kg para cebola.
Foram analisados cinco lotes de cada hortalica em cada estagdo (verdo e
inverno). Cebola branca nacional foi analisada apenas durante o verao, pois nao
estava disponivel durante o inverno, sendo substituida pela cebola branca

argentina nesta estagéo.

As maximas temperaturas durante o inverno foram de 17,8 a 34,7°C (média
de 26,3°C), e no verao variaram de 23,5°C a 36,9°C (média de 30,2°C).
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2.2 - Reagentes e padroes

Para a preparacao dos padrées, amostras e fases moveis, utilizou-se agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol grau cromatografico foi adquirido
da Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA). Acido férmico, acido ascérbico e acido
cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda (S&o Paulo, Brasil).
As fases méveis foram filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore,

com poros de 0,45um de diametro.

Os padrées de miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol e apigenina
foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque dos
padrées foram preparadas pela dissolugéo de cada flavondide em metanol grau
cromatografico, em concentragdo de aproximadamente 1000ug/mL e foram
conservadas a —18°C, protegidas da luz. As solucdes estoque apresentaram

estabilidade superior a 2 meses nestas condigdes.
2.3 — Analise dos flavonéides

Os macgos de cada hortalica folhosa foram divididos em duas partes iguais
(alfaces foram divididas longitudinalmente ao meio). Tomou-se uma metade de
cada um dos macos e misturou-se. Retiradas as partes ndo comestiveis, estes
foram lavados, secos com papel absorvente e cortados em por¢cdées menores que
foram trituradas em processador de alimentos. As cebolas foram descascadas,
quarteadas, e quartis opostos de cada unidade foram misturados aos demais e
triturados em processador de alimentos. Por¢gdes dessas amostras foram pesadas,
adicionadas de quantidade conhecida de agua (variando conforme o tipo de
amostra, em proporgdes de 1:0,5 a 1:2) e acido ascorbico e homogeneizadas
durante 3 minutos na velocidade 15 em homogeneizador do sistema Polytron
MR2100, Kinematica-AG (Luzern, Suiga). Foram tomados 7,59 desse
homogeneizado, acrescidos de 12,5mL de metanol e 5mL de acido cloridrico

(HCI). A solucéo de extragdo assim obtida consistiu de diferentes concentragdes
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molares finais de HCI em solugéo aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de

antioxidante. Esta amostra foi levada a refluxo a 90°C.

As condi¢des de hidrélise foram 1,2M de HCI por 2 horas para alface; 0,8M
de HCI por 2,5 horas para cebola; 1,0M de HCI por 6 horas para couve e
espinafre; 1,6M de HCI por 5 horas para rucula e 1,7M de HCI por 4,3 horas para
salsa. Estas condi¢gbdes foram previamente otimizadas através de um delineamento

composto central rotacional (Capitulo 2).

Apods a hidrdlise, os extratos foram resfriados, filtrados em funil sinterizado
com porosidade G2. O volume foi completado a 50mL com metanol e a solugao foi
colocada em ultra-som por 5 minutos. Uma aliquota média de 2mL foi filtrada em
filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore de 0,45um de didmetro, antes da

analise por CLAE. As analises foram conduzidas em duplicata.

A analise cromatografica foi realizada em um modulo de separagdo a
liquido da Waters (modelo 2690) (Milford, EUA), controlado por Software Millenium
32, equipado com injetor manual Rheodyne (modelo 7725i) e detector de arranjo

de diodos (Waters 996), sendo a detecgao fixada em 370nm.

Foi utilizada uma coluna Nova-Pak C18 (4um, 3,9x150mm). O fluxo da fase
movel foi 1mL/min e o volume de injecao 20uL. A fase mével foi composta por
metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido formico), iniciando em 20:80,
chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos,

sempre com gradiente linear.

A identificacdo dos flavondis e flavonas foi feita por comparacdo dos
tempos de retencdo, obtidos de padrdes, co-cromatografia e pelos espectros

obtidos através do detector de arranjo de diodos.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa. As curvas de

calibragdo foram construidas pela injecdo em triplicata de solugdes padrbes de
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trabalho em cinco concentracbes diferentes, cobrindo a faixa de concentracao
esperada nas amostras. Para simular as condi¢gdes apds hidrélise das hortaligas,
aliquotas da solugédo estoque de cada padrdo foram diluidas em 1,5mL de agua
purificada com acido ascorbico para obter-se 0,04% na solugdo de injegcéo. A esta
solucao foi adicionado 1mL de HCI 6M e o volume foi completado a 5mL com
metanol. As curvas analiticas passaram pela origem e foram lineares nas faixas de
concentragdo estabelecidas. Os coeficientes de correlagdo obtidos foram

superiores a 0,99.
2.4 — Avaliagao do método

O método foi avaliado e validado conforme descrito no Capitulo 2, segundo
Ribani, Bottoli, Collins, Jardim e Melo (2004). Os limites de detecg&o obtidos para
miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol e apigenina foram, respectivamente,
0,5, 04; 0,5 0,6 e 1,0ug/mL. A precisdo (repetitividade) do método foi
demonstrada pelos coeficientes de variacdo das replicatas, sendo todos inferiores
a 5%. As taxas de recuperagdo para os flavonoides das diferentes hortalicas

analisadas variaram de 89,9 a 92,7%.

2.5 — Analise dos Dados

Com a finalidade de se definir se existiu ou nao diferenga significativa entre
os valores obtidos para os teores de flavonoides em hortalicas produzidas durante
o inverno e verao, realizou-se teste t, utilizando-se o programa GraphPad Prism

(versao 2.01).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o cromatograma com a separag¢ao dos cinco padrdes
dos compostos analisados, mostrando a diferenga na absortividade destes,
através das diferentes areas obtidas para cada composto, injetados na mesma

concentracao, e por isso, apresentando diferentes limites de detecgao.
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Figura 1. Cromatograma dos padrdes de flavondides M=miricetina, Q=quercetina,
L=luteolina, K=kaempferol e A=apigenina, com correspondentes espectros de
absorgao, injetados na mesma concentragcédo, para coluna Nova-Pak C18, fase
mével iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de &cido
férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos,

sempre em gradiente linear.
Os cromatogramas das amostras de alface, couve, espinafre e rucula séo

apresentados na Figura 2. A Figura 3 apresenta os cromatogramas das amostras

de cebola e salsa.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas Q=quercetina e
K=kaempferol, dos extratos hidrolisados de alface, couve, espinafre e rucula,
para coluna Nova-Pak C18, fase movel iniciando em 20:80 de metanol:agua
(acidificados com 0,3% de acido formico), chegando a 45:55 em 5 minutos,

48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos, sempre em gradiente linear.
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Figura 3. Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas Q=quercetina, e
A=apigenina, dos extratos hidrolisados de cebola e salsa, para coluna Nova-Pak
C18, fase movel iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de
acido férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20

minutos, sempre em gradiente linear.

Através da comparagdo entre os cromatogramas obtidos para os padrdes e
amostras, pode-se verificar que alface apresentou apenas o flavonol quercetina,
nao se observando a presenca de outros picos nos tempos de retencdo dos

demais compostos em estudo.

O cromatograma de cebola mostrou que, embora apresente picos proximos
aos tempos de retengcdo de miricetina e apigenina, os espectros de absorgao
correspondentes ndo foram caracteristicos destes compostos, indicando a

presenca apenas de quercetina, a exemplo da alface.

Couve, espinafre e rucula ndo apresentaram picos entre os de quercetina e
kaempferol, indicando a auséncia de luteolina. Estas amostras também néo

apresentaram picos com tempos de retengdo maiores que o kaempferol, nao
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apresentando apigenina, com excegao de rucula, que apresentou um pico préximo

ao tempo de retencao da apigenina, porém com diferente espectro de absorgao.

Salsa nao apresentou picos com tempo de retencdo menores ao da

apigenina, mostrando a auséncia dos demais compostos em estudo.

Os teores de flavondides nas hortalicas analisadas durante o verdo e
inverno estdo apresentados na Tabela 1. Quercetina foi o flavondide mais
distribuido nas hortalicas. Cebola branca nacional e argentina, apresentaram altos
teores deste flavonol, em faixas de 294-381ug/g e 295-410ug/g, respectivamente.
Estes teores de quercetina sédo ligeiramente menores que os encontrados em
cebola branca por Arabbi, Genovese & Lajolo (2004) (482-556ug/g) mas dentro da
faixa reportada por Crozier, Lean, McDonald & Black (1997) (185-634ug/g), e
semelhante aos valores obtidos por Ewald, Fjelkner-Modig, Johansson, Sjoholm &
Akesson (1999) (390-420ug/g) e Hertog et al. (1992) (284-486u9/9).

Os altos teores de quercetina encontrados na cebola roxa (390-423ug/g),
corroboram aqueles encontrados por Arabbi et al. (2004) (383-936ug/g) e Ewald et
al. (1999) (390-420ug/g), sendo maiores que os reportados por Crozier et al.(1997)
(201pg/g) e Franke, Custer, Arakaki & Murphy (2004) (77-195ug/g).

Alface lisa e alface crespa apresentaram os menores teores de flavonadides,
variando de 6,7-9,8ug/g de quercetina para alface lisa e 7,2-30,8ug/g de
quercetina para alface crespa. Hertog et al. (1992) também encontrou apenas
quercetina (1,9-30ug/g) na alface da cultivar Capitata. Franke et al. (2004)
encontrou 1-11ug/g de quercetina e ainda 1-6ug/g de kaempferol na cultivar
Iceberg. Arabbi et al. (2004) reportou 22-32ug/g de quercetina para alface lisa e
184-206ug/g para alface crespa e ainda 1-10ug/g de luteolina nestas amostras.
Luteolina e kaempferol ndo foram encontrados nas amostras de alface do

presente estudo.
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Arabbi et al. (2004) nao utilizaram hidrélise das amostras, quantificando os
flavondides na forma glicosidica, porém nao ficou claro se estes autores utilizaram
padrboes de glicosideos, os quais s&o dificeis de adquirir devido a grande
variedade de glicosideos existentes para cada flavondide, ou se a quantificagao foi
realizada utilizando padrdes de agliconas. Os demais autores citados realizaram

hidrolise utilizando HCI 1,2M por 2 horas, a exemplo do presente trabalho.

Couve apresentou altos teores de quercetina (256-399ug/g) e kaempferol
(333-339ug/g). Esses teores foram superiores aos encontrados por Hertog et al.

(1992) (110ug/g de quercetina e 211ug/g de kaempferol).

Os maiores teores de kaempferol foram encontrados em rucula (402-
501ug/g), que também contém quercetina (55-56ug/g). Arabbi et al. (2004)
também encontraram estes dois flavondis em amostras de rucula, mas em faixas
muito amplas (ndo detectado-139ug/g de quercetina e 407-1042ug/g de

kaempferol).

Salsa apresentou apenas apigenina (1521-1636ug/g), porém em alta
concentracao. Justesen e Knuthsen (2001) também avaliaram amostras de salsa e
encontraram além de apigenina (5100-6300ug/g), quantidades comparativamente

bem menores de quercetina (0-10ug/g) e luteolina (0-40ug/g).

Pode-se verificar uma tendéncia de aumento nos teores para todos os
compostos estudados durante o verdo, porém, o aumento foi significativo apenas
para quercetina em alface crespa. Uma excecdo foi o teor de kaempferol em

rucula que foi maior durante o inverno.

A falta de diferenga significativa nos teores de flavonoides entre verdo e
inverno pode ser atribuida a dois fatores. Foi constatada uma grande variagdo nos
teores dos flavondides entre lotes de cada hortalica, de uma mesma estacédo do

ano, assim mascarando a variagdo sazonal. Além disso, a pequena diferenca de
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temperatura entre verdao (média de 30,2°C) e inverno (média de 26,3°C) foi,

aparentemente, insuficiente para provocar um efeito mais pronunciado.

Tabela 1. Teores de flavondides em hortalicas analisadas durante o inverno e

verao.

Concentragao (ug/g)*
Hortalica/Estacéao Quercetina Kaempferol Apigenina
Cebola
Nacional 323 + 35a nd nd
Argentina 362 + 54a nd nd
Cebola roxa
Inverno 390 + 81a nd nd
Verao 423 + 61a nd nd
Alface lisa
Inverno 6,73 + 2,86a nd nd
Verao 9,77 + 4,18a nd nd
Alface crespa
Inverno 7,18 £ 5,16b nd nd
Verao 30,8 + 12,9a nd nd
Couve
Inverno 256 + 28b 333 + 95a nd
Verao 399 + 80a 339 + 66a nd
Espinafre
Inverno 52,8 +12,3a 145 + 30a nd
Verao 62,3 + 10,6a 170 + 16a nd
Rucula
Inverno 137 + 56a 501 + 172a nd
Verao 143 + 55a 402 £ 111a nd
Salsa
Inverno nd nd 1521 + 169a
Verao nd nd 1636 + 125a

* média de cinco lotes analisados em duplicata; nd = ndo detectado; letras
diferentes para a mesma hortalica entre teores de inverno e verao representam
diferenca significativa (p<0.05).
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4 — CONCLUSOES

Quercetina foi o flavondide mais encontrado nas hortalicas analisadas,
sendo que os maiores teores foram encontrados em cebola roxa, cebola branca e
couve. Kaempferol foi encontrado em rucula, couve e espinafre. Apigenina foi
encontrada em salsa. Miricetina e luteolina ndo foram detectadas nas hortalicas
estudadas. Os teores de flavondides tenderam a ser maiores durante o verao

(com excecgéo de kaempferol em rucula que foi maior durante o inverno).
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RESUMO

Flavonoides sdo compostos bioativos promotores da saude, prevenindo doengas
degenerativas como cancer e doengas cardiovasculares. Dados confiaveis dos
teores destes compostos nos alimentos sdo necessarios ndao somente em
alimentos in natura, mas também em alimentos processados. O objetivo deste
trabalho foi determinar flavonois e flavonas em sucos e polpas processadas de
caju, acerola e pitanga, e em amostras de cebola e salsa desidratadas. Foi
utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos.
Os compostos estudados foram os flavonois miricetina, quercetina e kaempferol e
as flavonas luteolina e apigenina. Quercetina foi encontrada em todas as amostras
processadas de caju, acerola e pitanga, estando presente em maior concentragéo
nas polpas de acerola e pitanga. Miricetina foi constatada em sucos e polpas de
caju e pitanga, sendo que a polpa de pitanga apresentou os maiores teores.
Kaempferol foi encontrado nos derivados de caju e acerola, estando em maiores
concentracdes nas polpas de acerola. Os teores dos compostos estudados foram
sempre maiores nas polpas congeladas, seguidos pelos sucos concentrados e
sucos prontos para consumo. As amostras de cebola desidratada apresentaram
quercetina. Altas concentragbes de apigenina foram constatadas em salsa
desidratada. Os teores dos alimentos processados foram notadamente menores
que os previamente obtidos dos respectivos alimentos in natura, indicando

possiveis perdas durante processamento e estocagem.

Palavras-chave: flavondides, analise por CLAE, caju, acerola, pitanga, cebola,
salsa, produtos processados
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SUMMARY

Flavonoids are bioactive compounds that promote health, preventing degenerative
diseases such as cancer and cardiovascular diseases. Reliable data on the levels
of these compounds in foods are necessary not only for raw produce, but also for
processed foods. The objective of the present work was to determine flavonols and
flavones in juices and pulps of cashew-apple, acerola and pitanga and in
dehydrated onion and parsley. High performance liquid chromatography with a
photodiode array detector was used. The compounds studied were the flavonols
myricetin, quercetin and kaempferol and the flavones luteolin and apigenin.
Quercetin was encountered in all of the processed samples of cashew-apple,
acerola and pitanga, the highest concentration being in the pulps of acerola and
pitanga. Myricetin was found in the juices and pulps of cashew-apple and pitanga,
the pitanga pulp having the highest amounts. Kaempferol was encountered in the
products of cashew-apple and acerola, with the highest concentration in the
acerola pulp. The levels of the compounds studied were always greater in the
frozen pulp, followed by the concentrated juice and the ready-to-drink juice. The
samples of dehydrated onion had quercetin, and dehydrated parsley had high
concentrations of apigenin. The levels found in the processed products were
notably lower than those previously obtained from the respective raw foods,

indicating possible losses during processing and storage.

Keywords: flavonoids, HPLC analysis, cashew-apple, acerola, pitanga, onion,

parsley, processed foods
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1 — INTRODUGAO

Flavondides sao metabdlitos secundarios das plantas e podem ser
encontrados em altas concentracbées em muitos alimentos, dentre eles algumas

bebidas, como vinhos e chas, frutas e hortalicas.

Embora sejam considerados componentes n&o nutritivos dos alimentos, o
interesse em pesquisar flavonodides deve-se aos possiveis efeitos benéficos a
saude exercidos por estes compostos, principalmente a diminuicdo do risco de
doengas degenerativas como cancer (Block, Patterson e Subar, 1992; Franke,
Cooney, Custer, Mordan e Tanaka, 1998; Knekt et al., 1997; Neuhouser, 2004) e
doengas cardiovasculares (Hertog, Feskens, Hollman, Katan e Kromhout, 1993;
Hertog et al., 1995; Hertog, Feskens e Kromhout, 1997; Knekt, Jarvinen,

Reunanen e Maatella, 1996; Yochum, Kushi, Meyer e Folsom, 1999).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de vegetais. Para obter-se um
melhor aproveitamento desta matéria-prima, permitindo o consumo a longo prazo
e em lugares distantes do local da produgao, utilizam-se métodos de conservagao
e processamento, disponibilizando produtos com maior tempo de vida util que os
frescos. No entanto, este processamento e o subsequente armazenamento podem
promover perdas de componentes importantes dos alimentos. Assim, a verificacdo
do efeito do processamento e estocagem nos teores de compostos que promovem
a saude se faz necessaria no intuito de buscar condi¢des que melhor preservem

tais compostos.

No caso especifico de flavondides, os trabalhos sobre alimentos
processados ainda sdo escassos. Portanto, este trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar os flavondides presentes em diferentes marcas de suco
pronto para o consumo, sucos concentrados e polpas congeladas de caju, acerola

e pitanga, e em amostras de cebola e salsa desidratadas. A escolha destes
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produtos processados foi baseada em pesquisas anteriores que indicaram estes

vegetais como fontes ricas em flavonodides (Ribani, 2006).

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Amostras

Foram analisados 5 lotes de cada uma das marcas dos produtos que
seguem: 3 marcas de suco pronto para consumo (A, B, C), suco concentrado (A,
D, E) e polpa congelada (F, G, H) de caju, 1 marca de suco de acerola
concentrado (E), 2 marcas de polpa congelada de acerola (F, G), 2 marcas de
suco de pitanga concentrado (E, I), 1 marca de polpa de pitanga congelada (G), 5
lotes de 3 marcas (J, L, M) de cebola desidratada e 5 lotes de 4 marcas (J, M, N,
O) de salsa desidratada em flocos. Cada lote foi composto por trés embalagens

que foram combinadas e homogeneizadas para posterior analise.

2.2 - Reagentes e padroes

Para a preparagao das amostras, padrbes e fases moveis, utilizou-se agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol grau cromatografico foi adquirido
da Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA). Acido férmico, acido ascérbico e &cido
cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda (S&o Paulo, Brasil).
As fases méveis foram filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore,

com poros de 0,45um de diametro.

Os padrées de miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina
foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque dos
padrées foram preparadas pela dissolugdo de cada flavondide em metanol grau
cromatografico, em concentracdo de aproximadamente 1000ug/mL e foram
conservadas a —18°C protegidas da luz. As solugbes estoque apresentaram

estabilidade superior a 2 meses nestas condi¢des.
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2.3 — Extracgao e hidrodlise dos flavonoéides

Cebola e salsa desidratadas. Aproximadamente 3g de salsa desidratada e 15g
de cebola desidratada foram pesados e adicionados de quantidade conhecida de
agua (1:20 e 1:4, respectivamente, para salsa e cebola) e acido ascoérbico, sendo
homogeneizadas durante 3 minutos na velocidade 15 em homogeneizador do
sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG (Luzern, Sui¢a). Desta, foram tomados
7,59, acrescidos de 12,5mL de metanol e SmL de acido cloridrico (HCI), sendo 4M
para as amostras de cebola e 8,5M para salsa. A solugdo assim obtida consistiu
de diferentes concentragdes molares finais de HCI (0,8M para cebola e 1,7M para
salsa) em solugédo aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de antioxidante. Esta
amostra foi levada a refluxo a 90°C por 2,5h para cebola e 4,3h para salsa. Estas
condicbes foram otimizadas através de um delineamento composto central
rotacional, como mostrado no Capitulo 2. Em seguida, os extratos foram
resfriados, filtrados em funil sinterizado com porosidade G2, e depois que o
volume foi completado a 50mL com metanol, colocados em ultra-som por 5
minutos. Uma aliquota média de 2mL foi filtrada em filtros politetrafluoroetileno
(PTFE) da Millipore, de 0,45um de didmetro, antes da analise por CLAE. Todas as

analises foram conduzidas em duplicata.

Polpas e sucos. Aproximadamente 15mL de suco ou 15g de polpa foram
pesados e acrescidos de acido ascérbico, 25mL de metanol e 10mL de acido
cloridrico (HCI), sendo 1M para as amostras de caju, 2M para acerola e 3M para
pitanga. A solugédo de extragdo assim obtida consistiu de concentragdes molares
finais de HCI de 0,2M para caju, 0,4M para acerola e 0,6M para pitanga, em
solugado aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de antioxidante. Esta amostra
foi levada a refluxo a 90°C por 110min para caju, 90min para acerola e 40min para
pitanga. Em seguida, os extratos foram resfriados, o volume foi completado a
50mL com metanol e as solugdes foram colocadas em ultra-som por 5 minutos.
Uma aliquota média de 2mL foi filtrada em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da
Millipore, de 0,45um de didmetro, antes da analise por CLAE. Todas as analises

foram conduzidas em duplicata.
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2.4 — Analise cromatografica

A analise cromatografica foi realizada em um moddulo de separagdo a
liguido da Waters (modelo 2690), (Milford, EUA), controlado por Software
Millenium 32, equipado com injetor manual Rheodyne (modelo 7725i), e detector

de arranjo de diodos (Waters 996), sendo a detecgao fixada em 370nm.

Para a separacdo dos flavondides presentes em cebola e salsa
desidratadas, foi utilizada uma coluna Nova-Pak C18, (4um, 3,9x150mm). O fluxo
da fase movel foi de 1TmL/min e o volume de injecdo 20uL. A fase movel foi
constituida por metanol:agua (acidificados com acido férmico), com gradiente
linear iniciando em 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e
20:80 em 20 minutos.

Para as amostras de polpas e sucos de frutas, foi utilizada uma coluna
Symmetry C18 (3,5um, 2,1x150mm), sendo que o fluxo da fase mével foi de
0,2mL/min e o volume de injegcao 5uL. O gradiente utilizado na separagao dos
flavondides foi 20:80 de metanol:agua (acidificados com acido férmico), chegando
a 52:48 em 6 minutos e mantido até 29 minutos, 72:28 aos 31 minutos até 40
minutos e 20:80 aos 43 minutos, mantido até o final da corrida, sempre em

gradiente linear.

A identificacdo dos flavondis e flavonas foi feita por comparacdo dos
tempos de retengado, co-cromatografia e pelos espectros de absorgao, utilizando-

se padroes.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa. As curvas de
calibragdo foram construidas pela injecado em triplicata de solugdes padroes de
trabalho em cinco concentragdes diferentes, cobrindo a faixa de concentragao
esperada nas amostras e simulando as condigdes apds hidrolise das amostras.
Assim, aliquotas da solucao estoque de cada padréo foram diluidas em 1,5mL de

agua purificada em Milli-Q com acido ascérbico para obter-se 0,04% na solugéo
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de injecdo. A esta solugdo foi adicionado 1mL de HCI 6M e o volume foi
completado a 5mL com metanol. As curvas padrbes tragcadas passaram pela
origem, foram lineares, cobrindo as faixas esperadas nas amostras. Os
coeficientes de correlacdo foram superiores a 0,99 e os coeficientes de variagcao
das replicatas foram inferiores a 5%, conforme recomendado por Khachik et al.
(1992).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os teores de flavondides encontrados nas amostras

processadas de caju, acerola, pitanga, cebola desidratada e salsa desidratada.

Tabela 1. Teor de flavondides em alimentos processados.

Miricetina*® Quercetina®* Kaempferol* Apigenina*

Caju

Suco Pronto

Marca A tr tr nd nd

Marca B tr-1,91 tr-1,72 nd nd
(1,62+0,32)a (1,61+0,29)a

Marca C tr-1,83 tr-1,63 nd nd
(1,74+0,11)a (1,50 £ 0,29)a

Suco Concentrado

Marca A 2,48-3,53 tr-1,67 nd nd
(3,12+0,54)a (1,50 £ 0,49)a

Marca D 2,38-3,40 1,26-1,60 nd nd
(2,84+0,38)a (1,44+0,15)a,b

Marca E 2,76-4,22 1,77-2,18 nd nd
(3,27+0,57)a (1,95%0,15)b

Polpa Congelada

Marca F 6,19-8,00 4,32-4,95 nd nd
(7,42 +0,76)a (4,67 £0,24)a

Marca G 2,43-3,76 1,49-1,86 nd nd
(3,21+0,57)b (1,701 0,15)b

Marca H 2,93-9,23 1,81-6,06 nd nd

(5,15 £ 2,87)a,b

(3,39 £ 1,92)a,b
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Tabela 1. Continuagao

Acerola

Suco Concentrado

Marca E nd 10,1-18,4 3,66-5,37 nd
(14,4 £2,94) (4,190,68)
Polpa Congelada
Marca F nd 20,7-29,2 7,21-10,2 nd
(25,4 £3,46)a (8,78 £1,22)a
Marca G nd 17,9-22,8 3,87-5,01 nd
(20,8 £2,08)b (4,431 0,41)b
Pitanga
Suco Concentrado
Marca E 7,40-15,1 16,1-21,9 tr-1,65 nd
(12,3+4,28)a (19,6 +3,11)a (1,53 +0,28)a
Marca | 15,5-20,0 21,8-28,1 tr-1,78 nd
(174+231)a (24,8+3,19)a (1,64 £0,03)a
Polpa Congelada
Marca G 10,4-19,9 20,4-29,7 tr-1,74 nd
(15,6 £ 4,81) (25,1 +4,64) (1,62+0,25)
Cebola Desidratada
Marca J nd nd-603 nd nd
Marca L nd nd-1250 nd nd
Marca M nd nd-916 nd nd
Salsa Desidratada
Marca J nd nd nd 22506-26612
(24312+1755)a
Marca M nd nd nd 21495-30523
(25113+3761)a
Marca N nd nd nd 16275-30339
(22942+5478)a
Marca O nd nd nd 14226-23881
(17746+3661)a

* faixa (média *+ desvio padrao), teores em pg/mL para sucos e ug/g para polpas, cebola e salsa
desidratadas, média de cinco lotes. Letras diferentes entre as linhas para um mesmo tipo de
amostra, indicam diferencga significativa (p<0,05) entre as marcas analisadas. Amostras de mesma
marca sao indicadas pela mesma letra. tr=tragos, nd=nao detectado, limites de detecgao: 0,5ug/mL

para miricetina, 0,4ug/mL para quercetina, 0,5ug/mL para kaempferol e 1,0ug/mL para apigenina.
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Cromatogramas tipicos das amostras analisadas sdo apresentados na

Figura 1.
0.02 Caju
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Figura 1. Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas M = miricetina, Q =
quercetina, K = kaempferol, dos extratos hidrolisados de polpa de caju, polpa de
acerola e polpa de pitanga, coluna Symmetry C18, 3,5um, 2,1x150mm, fase movel
20:80 de metanol:agua (acidificados com acido férmico), chegando a 52:48 em 6
minutos e mantido até 29 minutos, 72:28 aos 31 minutos, até 40 minutos e 20:80

aos 43 minutos, mantido até o final da corrida, sempre em gradiente linear.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas Q=quercetina e
A=apigenina, dos extratos hidrolisados de cebola e salsa desidratadas (coluna
Nova-Pak C18, 3,9x150mm, 4um, fase movel, iniciando em 20:80 de
metanol:agua (acidificados com &acido formico), chegando a 45:55 em 5 minutos,

48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos, sempre em gradiente linear).

Foram encontrados apenas flavondis (miricetina, quercetina e kaempferol)
nas amostras processadas de frutas. Quercetina foi encontrada em todas as
amostras processadas de caju, acerola e pitanga. Miricetina foi encontrada em
sucos e polpas de caju e pitanga, e kaempferol em amostras derivadas de caju e

acerola.

Os teores de miricetina e quercetina em suco de caju pronto para o
consumo foram semelhantes para as marcas B e C, sendo que apenas tragos
foram encontrados na marca A. Nao houve variagdo nestes teores para as
diferentes marcas de suco concentrado de caju. A polpa congelada da marca G
apresentou menores teores de miricetina e quercetina que a marca F, porém

equivalentes aos da marca H.
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Entre os trés produtos analisados, as polpas congeladas de caju
apresentaram os maiores teores de miricetina e quercetina. Como parte da agua
foi retirada na concentracdo dos sucos, esperava-se encontrar maiores teores de
miricetina e quercetina nestes produtos que nas polpas congeladas. Embora as
polpas sejam pasteurizadas, os resultados indicam que houve degradacao dos
flavondides no processamento térmico mais drastico e prolongado do suco

concentrado.

Os teores de miricetina nas polpas de caju foram de trés a seis vezes
menores, dependendo da marca analisada, que os encontrados por Ribani (2006)
em frutas frescas de caju (20ug/g). Os teores de quercetina foram até oito vezes
menores que os reportados pelo mesmo autor (13pg/g), indicando perdas mesmo

para a polpa congelada.

A polpa congelada de acerola da marca F apresentou maiores teores de
quercetina e kaempferol que a marca G. As polpas congeladas apresentaram
maiores teores de quercetina e kaempferol que a Unica marca de suco

concentrado, indicando degradacao no suco concentrado a exemplo do caju.

Os teores de quercetina nas polpas foram cerca de 50% daqueles
encontrados por Ribani (2006). Ja os conteudos de kaempferol foram semelhantes
aos relatados para acerola in natura, indicando uma maior retengdo deste

composto durante o processamento, em relagcéo a quercetina.

Os produtos processados de pitanga apresentaram os trés flavondis
estudados. Os teores médios dos flavondis nao diferiram entre as duas marcas
estudadas, indicando possivelmente um mesmo tipo de processamento e
variedade de pitanga utilizada, embora a variagdo entre lotes tenha sido marcante,

indicando falta de controle na producao.
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Os teores de miricetina e quercetina encontrados nos sucos concentrados
de pitanga foram equivalentes aos encontrados nas polpas congeladas, indicando
degradacgao durante a concentragdo, como nos casos de caju e acerola. Por outro
lado, os niveis dos flavondides nas polpas congeladas foram em média a metade
daqueles reportados por Ribani (2006) para os trés flavondis em pitangas frescas,

indicando perdas neste produto também.

Comparando-se as trés frutas estudadas no presente trabalho, os maiores
teores de miricetina foram encontrados em polpa e suco concentrado de pitanga,
chegando a ser de duas a cinco vezes maiores que os encontrados nas polpas de

caju.

O suco concentrado de pitanga apresentou cerca de 10 vezes mais
quercetina que o suco concentrado de caju e quase o dobro do teor do suco
concentrado de acerola. Os teores de quercetina foram semelhantes nas polpas

de acerola e pitanga, sendo maiores que os encontrados nas polpas de caju.

Por outro lado, o suco concentrado de acerola apresentou até quatro vezes
mais kaempferol que o suco concentrado de pitanga. A polpa de acerola teve

teores até oito vezes maiores de kaempferol que a polpa de pitanga.

As amostras de cebola desidratada apresentaram a quercetina como unico
flavonol. Houve grande variagdo nos teores deste composto. Alguns lotes
analisados das trés marcas nao apresentaram teores detectaveis, enquanto outros
apresentaram valores de 603ug/g (marca J), 1250ug/g (marca L) e 916ug/g
(marca M). Isso indica o uso de diferentes cultivares de cebola como matéria-
prima e diferenca nas condigdes de processamento e estocagem. O estadio de

maturagao da matéria-prima pode ser outro fator.

Salsa desidratada apresentou altos teores da flavona apigenina. Nao houve

diferenca significativa entre as quatro marcas analisadas. Embora este tempero
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seja utilizado em pequenas quantidades em sopas, carnes, entre outros, € uma
importante fonte de apigenina na dieta, pois esta flavona é raramente encontrada
em outros alimentos. Os teores encontrados neste estudo foram 11 a 16 vezes
maiores que os reportados nas amostras de salsa in natura (Capitulo 3 desta
tese), devido a retirada de agua durante a desidratagdo, indicando,

provavelmente, poucas perdas durante este processo.

O resultado deste estudo indica perda de flavondides durante o
processamento e estocagem de alimentos. Isso deve ser confirmado, monitorando
os teores desde a matéria-prima até os produtos finais e durante a estocagem,
apontando os fatores que promovem ou inibem a degradagdo. Obviamente, ha
necessidade de estudos de elucidacdo dos mecanismos de degradacdo de
flavondides, quase inexistentes no momento. Resultados de tais estudos podem
auxiliar na otimizagao das condi¢cdes de processamento e estocagem para melhor

retencao de flavondides.
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LISIA S. HUBER, DELIA B. RODRIGUEZ-AMAYA', CLAIRE I. G. L. SARANTOPOULOS

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
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RESUMO

O processamento minimo de hortaligas vem crescendo estimulado pela crescente
demanda por produtos de alta qualidade, nutritivos, frescos e praticos ao uso. Os
efeitos desta nova tendéncia de comercializacdo nas substancias bioativas,
promotoras da saude, deve ser investigado. Neste trabalho, foi estudado o
comportamento dos flavondis em couve, espinafre e rucula minimamente
processados durante a estocagem em atmosfera modificada sob diferentes
condicdes de temperatura e luz, cobrindo o periodo de vida util desses alimentos,
o qual foi determinado através da avaliacdo da qualidade sensorial. Quercetina e
kaempferol em couve foram estaveis durante a estocagem por 15 dias a 1°C sem
luz. A 11°C sem luz, quercetina foi estavel durante 10 dias, aumentando
ligeiramento no 8° dia. Kaempferol diminuiu no 5° dia, aumentou no 8° dia,
diminuindo novamente no 10° dia. Apds cinco dias a 11°C com luz, os niveis foram
significativamente maiores que os teores iniciais. Em espinafre estocado a 1°C
sem luz, quercetina diminuiu no 4° dia, aumentou no 7° dia, permanecendo em
niveis maiores que o inicial até o 10° dia, decrescendo no 15° dia a teor
equivalente ao inicial. Kaempferol diminuiu no 2° dia, aumentou no 7° dia e
diminuiu novamente no 15° dia. A 9°C sem luz, quercetina diminuiu no 2° dia,
aumentou no 4° dia, permanecendo em niveis bem maiores que o inicial até o 15°
dia. Kaempferol também diminuiu no 2° dia e aumentou no 4°, porém decresceu

gradualmente a teor equivalente ao inicial em 15 dias. A 9°C com luz, os flavonois
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aumentaram do 1° ao 2° dia, diminuindo no 7°. Em rucula a 1°C sem luz, os
flavondis permaneceram estaveis até o 8° dia, aumentando no 12° dia. A 9°C,
quercetina e kaempferol aumentaram durante cinco dias de estocagem sem luz e
trés dias com luz. Os resultados demonstram que nao ocorreram perdas
pronunciadas nos teores de quercetina e kaempferol durante a estocagem em
atmosfera modificada nas trés folhas minimamente processadas, podendo

inclusive aumentar os teores em certos periodos de armazenamento.

Palavras-chave: flavondis, hortalicas, processamento minimo

SUMMARY

Minimal processing of vegetables is expanding, stimulated by the increased
demand for high quality, nutritive, fresh and convenient-to-use products. The
effects of this new commercialization trend on bioactive substances, which
promote health, have to be investigated. In the present work, the behavior of
flavonoids in minimally processed kale, New Zealand spinach and roquette during
modified atmosphere storage, under different conditions of temperature and light
exposure, covering the shelf life of these foods as determined by sensory
evaluation, was investigated. In kale, quercetin and kaempferol were stable during
storage for 15 days at 1°C in the absence of light. At 11°C in the dark, quercetin
was stable during 10 days, increasing slightly on the 8" day. Kaempferol
decreased up to the 5™ day but increased on the 8" day, decreasing again on the
10™ day. After 5 days at 11°C under light, the flavonol levels were significantly
higher than those of the initial values. In New Zealand spinach stored at 1°C
without light, quercetin decreased on the 4" day and increased on the 7™ day,
remaining at levels higher than the initial value up to the 10™day, but decreasing to
the initial value on the 15" day. Kaempferol decreased on the 2™ day, but
increased up to the 7™ day, decreasing again on 15" day. In samples stored at 9°C
in the dark, quercetin decreased on the 2nd day, but increased on the 4th day,
remaining at levels much higher than the initial value up to the 15" day.

Kaempferol also decreased on the 2" day and increased on the 4, but thereafter

90



decreased gradually to a value equivalent to the initial level in 15 days. At 9°C
under light, the flavonols presented increasing values from the 1% to the 2" day,
subsequently decreasing on the 7" day. In roquette stored at 1°C in the absence of
light, both flavonols remained stable up to the 8" day, increasing on the 12" day.
At 9°C, both flavonols increased during storage, as observed for 5 days in the dark
and for 3 days under light. The results showed no pronounced loss of quercetin
and kaempferol during modified atmosphere storage of the three minimally
processed leafy vegetables, the levels even increasing at certain periods of

storage.

Keywords: flavonols, leafy vegetables, minimal processing

1 - INTRODUGAO

O consumo freqliente de frutas e hortalicas esta associado ao baixo risco
de cancer (Block, Patterson e Subar, 1992; Franke, Cooney, Custer, Mordan e
Tanaka, 1998; Knekt et al. 1997; Neuhouser, 2004) e doengas cardiovasculares
(Hertog, Feskens, Hollman, Katan e Kromhout, 1993; Hertog et al. 1995; Hertog,
Feskens e Kromhout, 1997; Knekt, Jarvinen, Reunanen e Maatela, 1996; Yochum,
Kushi, Meyer e Folsom, 1999). Esta prote¢cdo tem sido atribuida a fitoquimicos
presentes nestes alimentos, como por exemplo, os flavondides. Os flavondides
pertencem a classe dos polifendis, apresentam atividade antioxidante (DiSilvestro,
2001; Castellucio et al, 1995; Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley e Pridham,
1995), sendo também capazes de modular a atividade de algumas enzimas
(Fiander e Schneider, 2000; Makela, Poutanen, Kostian, Lehtimaki e Salo, 1995) e
afetar o comportamento de muitos sistemas celulares (Kuntz, Wenzel e Daniel,
1999; Wenzel, Kuntz, Brendel e Daniel, 2000).

Os produtos minimamente processados, conhecidos como fresh cut, tém se
destacado no mercado, seguindo a tendéncia mundial de consumo de alimentos

saudaveis, frescos e de alta qualidade. O processamento minimo de hortalicas
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inclui operagbes de selegdo, lavagem, classificagdo, fatiamento, sanitizacéo,
centrifugacdo, embalagem e refrigeracéo, realizadas de modo a obter-se um

produto fresco que necessite de um minimo de preparo para consumo.

O estilo de vida moderno da populagdo, que diminui o tempo disponivel
para o preparo das refeicdes, 0 aumento do poder aquisitivo e conscientizagao do
consumidor em relagdo a saude, sao fatores que contribuem para aumentar de
forma significativa a demanda por alimentos minimamente processados (Baldwin,

Nisperos-Carriedo e Baker, 1995).

No entanto, os cortes e 0 aumento da superficie respiratéria dos alimentos
minimamente processados, aumentam a atividade de algumas enzimas do
metabolismo vegetal, tais como catalase, peroxidase e polifenol oxidase (Bolin e
Huxsoll, 1991), podendo diminuir a qualidade e o tempo de vida dos produtos
(Wiley, 1994; Moretti, Marouelli e Silva, 2002). Essas enzimas causam O
aparecimento de odores (off flavors), escurecimento do vegetal, lignificacdo da

parede celular (Brecht, 1995).

Buscando minimizar as perdas sensoriais e nutricionais, bem como o
crescimento microbiano, utilizam-se atualmente medidas como a estocagem dos
alimentos minimamente processados em baixas temperaturas, assim como 0 uso
de embalagens com atmosfera modificada e revestimentos comestiveis (Gurbuz
Gunes e Chang Lee, 1997; Zagory e Kader, 1988).

Este trabalho teve como objetivo determinar o comportamento dos flavonois

de couve, espinafre e rucula minimamente processados durante a estocagem em

atmosfera modificada.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Reagentes e padroes

Para a preparacao das amostras, padroes e fases moveis, utilizou-se agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol grau cromatografico foi adquirido
da Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA). Acido férmico, acido ascérbico e &cido
cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda (Sao Paulo, Brasil).
As fases moveis foram filtradas em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) da

Millipore, com poros de 0,45um de diametro.

Os padrées de quercetina e kaempferol foram adquiridos da Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque dos padrbes foram preparadas
pela dissolucdo de cada flavondide em metanol grau cromatografico, em
concentragdo de aproximadamente 1000ug/mL, e conservadas a -18°C
protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram estabilidade superior a 2

meses em —18°C.
2.2 — Processamento minimo

Foram adquiridas amostras comerciais de couve, espinafre e rucula,
minimamente processados, de uma empresa de processamento minimo localizada
na cidade de Sao Roque, SP. As amostras foram processadas e imediatamente
transportadas (acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel) ao
Centro de Tecnologia de Embalagens, no Instituto de Tecnologia de Alimentos, em

Campinas, SP, onde foram armazenadas para analise.

Durante o processamento minimo, folhas de couve, espinafre e rucula
passaram por um processo de pré-limpeza, retirada do excesso de talos e selecéo
pela aparéncia e integridade. Couve e rucula foram lavadas com agua clorada a
aproximadamente 6°C; espinafre foi lavado com sab&o para vegetais. As folhas de

couve foram cortadas em tiras de 2mm. Seguiu-se de sanitizagdo por imersao em
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solugdo de hipoclorito (couve) ou acido peracético (espinafre e rucula), novo
enxagie em agua e centrifugagcdo a baixa velocidade de rotagdo. Apds a
sanitizacdo com acido peracético, as folhas de rucula foram imersas em solugao
de acido citrico. Estas etapas foram realizadas em sala refrigerada em torno de
15°C. Porgbes de aproximadamente 150g de couve foram colocadas em bandejas
de poliestireno expandido e envoltas com fiime esticavel de PVC (cloreto de
polivinila). Porgdes de espinafre e rucula (150g e 200g) foram colocadas em
embalagens flexiveis termosseladas. O material da embalagem foi composto por
um filme multicamada a base de polipropileno bi-orientado (BOPP) e polietileno de
baixa densidade (PEBD). Foi injetado nitrogénio nas embalagens contendo
espinafre para gerar uma atmosfera modificada de baixo teor de oxigénio e
conferir protegcdo mecanica ao produto, devido ao estufamento da embalagem.
Nas embalagens contendo rucula, foi injetado ar também para conferir protegcéo

mecanica e para evitar anaerobiose durante a estocagem.

2.3 — Armazenamento

O armazenamento das embalagens foi feito a uma temperatura média de
1°C na auséncia de luz, e a uma temperatura média de 9°C (para espinafre e
racula) ou 11°C (para couve), na auséncia e presenca de luz. As amostras
armazenadas na presenca de luz ficaram em prateleiras especiais com duas
lampadas em cada nivel de estocagem, com comprimento igual ao da prateleira,

de marca Osram, modelo 30W/765, luz do dia.

2.4 - Avaliacao da qualidade sensorial

A qualidade sensorial das amostras foi determinada através das analises da
aparéncia geral do produto (para rucula), qualidade geral das folhas, murchamento
e deterioragao (para couve, rucula e espinafre), descoloragao e odor (para couve e

espinafre).
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As alteragdes na qualidade sensorial foram avaliadas por um grupo de 10
provadores nao-treinados (para couve e rucula) e 14 provadores nao-treinados
(para espinafre). O odor indesejavel foi avaliado por trés provadores. Todos os
atributos foram avaliados em uma escala estruturada de cinco pontos. Os pontos
das escalas para qualidade geral e aparéncia geral (rucula) e qualidade visual
(couve e espinafre) foram: 1 - Péssima, 2 - Ruim, 3 - Regular, 4 - Boa, 5 -
Excelente. Os pontos das escalas de murchamento e deteriorag&o (rucula) foram:
1 — Muito intenso(a), 2 — Intenso(a), 3 - Moderado(a), 4 - Leve e 5 - Ausente. Os
pontos das escalas de descoloragdo, murchamento, deterioragdo e odor (couve e
espinafre) foram: 1 - Ausente, 2 - Leve, 3 - Moderado(a), 4 - Intenso(a) e 5 - Muito
intenso(a). Para cada provador foi apresentada uma embalagem do produto, de
cada tratamento. Considerou-se a nota trés como limite de aceitabilidade do

produto para cada atributo de qualidade avaliado.

2.5 — Determinacgao de flavonoéis

A analise dos flavondis foi realizada enquanto a qualidade sensorial das
hortalicas analisadas presentavam-se dentro dos limites de aceitabilidade. Assim,
as amostras de couve armazenadas a 1°C na auséncia de luz foram analisadas
aos 1, 3, 5, 8, 10, 12 e 15 dias; as armazenadas a 11°C na auséncia de luz, aos 1,
3, 5, 8 e 10 dias e na presenca de luz, aos 1, 3 e 5 dias. As amostras de espinafre
armazenadas a 1°C e 9°C na auséncia de luz foram analisadas aos 1,2,4,7, 10 e
15 dias; as armazenadas a 9°C na presenca de luz, aos 1, 2, 4 e 7 dias. As
amostras de rucula armazenadas a 1°C na auséncia de luz foram analisadas aos
2, 3, 5, 8 e 12 dias; as armazenadas a 9°C na auséncia de luz, aos 2, 3 e 5 e na

presenca de luz, aos 2 e 3 dias.

Trés embalagens foram misturadas para cada analise, sendo que uma sub-
amostra foi retirada e triturada em processador de alimentos. Aliquotas dessa sub-
amostra foram pesadas, adicionadas de quantidade conhecida de agua (conforme

o tipo de amostra, variando de 1:1 para couve e espinafre a 1:2 para rucula) e
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acido ascorbico e homogeneizadas durante 3 minutos na velocidade 15 em
homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG (Luzern, Suiga).
Foram tomados 7,5g desse homogeneizado, acrescidos de 12,5mL de metanol e
5mL de acido cloridrico (HCI), sendo 5M para couve e espinafre e 8M para rucula.
A solucao de extracao assim obtida consistiu de diferentes concentragdes molares
finais de HCI (1M para couve e espinafre e 1,6M para rucula) em solugdo aquosa
de metanol 50% (v/v), com 0,04% de antioxidante. Esta solugdo foi levada a
refluxo a 90°C por 6 horas para couve e espinafre e 5 horas para rucula. Estas
condicbes foram previamente otimizadas através de um delineamento composto
central rotacional, como mostrado no Capitulo 2. Em seguida, os extratos foram
resfriados e filtrados em funil sinterizado de porosidade G2. O volume foi
completado a 50mL com metanol e as solugdes foram colocadas em ultra-som por
5 minutos. Uma aliquota média de 2mL foi filtrada em filtro de politetrafluoroetileno
(PTFE) da Millipore de 0,45um de didmetro, antes da analise por CLAE. As

analises foram conduzidas em triplicata.

A anadlise cromatografica foi realizada em um moddulo de separagcédo a
liquido da Waters (modelo 2690) (Milford, EUA), controlado por Software Millenium
32 e equipado com injetor manual Rheodyne (modelo 7725i), e detector de arranjo

de diodos (Waters 996), sendo a detecgao fixada em 370nm.

Foi utilizada coluna Nova-Pak C18 (4um, 3,9x150mm). O fluxo da fase
movel foi 1mL/min e o volume de injecao 20uL. A fase movel foi metanol:agua
(acidificados com acido formico) em gradiente comegando com 20:80, chegando a

45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos.
A identificacdo dos flavonois foi feita utilizando-se tempos de retencéo,

co-cromatografia e espectros obtidos através do detector de arranjo de diodos,

em comparacgao com padroes.
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A quantificagcdo foi realizada por padronizacdo externa. As curvas de
calibragdao foram construidas pela injecdo em triplicata de solugbes padrbes de
trabalho em cinco concentragcdes diferentes, simulando as condigcbes apos
hidrélise das hortalicas, sendo que aliquotas da solucédo estoque de cada padrao
foram diluidas em 1,5mL de agua purificada Milli-Q com acido ascoérbico para
obter-se 0,04% na solugao de injecao. A esta solugao foi adicionado 1mL de HCI
5M e o volume foi completado a 5mL com metanol. As curvas padrdes passaram
pela origem e foram lineares nas faixas de concentracdo estabelecidas. Os

coeficientes de correlagao obtidos foram superiores a 0,99.
2.6 — Analise dos Dados

Com a finalidade de se definir se existiu ou ndo diferenga significativa
entre os valores obtidos para os teores de flavondides avaliados em hortali¢cas
analisadas durante a estocagem, realizou-se analise de variancia (p<0.05),
sendo que as médias foram comparadas através do Teste de Tukey, utilizando-

se o programa GraphPad Prism (versao 2.01).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Comportamento de flavondis em couve minimamente processada

A Figura 1 apresenta os graficos obtidos para os parédmetros de qualidade

sensorial avaliados em couve minimamente processada.
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Figura 1. Qualidade sensorial de couve minimamente processada, durante

estocagem em diferentes condigbes de luz e temperatura. (A) qualidade geral das

(E)

Odor indesejavel
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folhas; (B) descoloragao; (C) murchamento; (D) deterioragéo e (E) odor.

dias. Durante este periodo, os atributos murchamento e deterioracdo continuaram

Pela qualidade visual e desenvolvimento de odor indesejavel, o tempo de

98

vida util para as amostras estocadas a 1°C na auséncia de luz foi estimado em 15

dentro da faixa aceitavel. Para as amostras estocadas a 11°C na auséncia de luz,




a vida util foi de seis dias, também pelos atributos de qualidade visual e
descoloragao. A couve estocada a 11°C na presenca de luz atingiu o limite de
aceitabilidade para odor indesejavel e qualidade visual ja no 3° dia, sendo este

considerado o tempo de vida util para essas amostras.

A vida util das amostras de couve foi, portanto, reduzida mais da metade
pelo aumento da temperatura de 1°C para 11°C e pela metade pela exposicéo a
luz a 11°C.

A Figura 2 mostra os teores de flavondis durante a estocagem de couve

minimamente processada.
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Figura 2. Teores de (A) quercetina e (B) kaempferol em couve minimamente
processada durante estocagem a 1°C na auséncia de luz e 11°C na auséncia e

presenca de luz.

Os flavondis quercetina e kaempferol, encontrados nas amostras de couve,
foram estaveis durante os 15 dias de estocagem a 1°C na auséncia de luz, com o
kaempferol aumentando ligeiramente no 15° dia. A 11°C na auséncia de luz, a
quercetina teve um ligeiro aumento no 8° dia de armazenamento, porém, voltou ao
nivel inicial em 10 dias. Kaempferol diminuiu até o 5° dia, aumentou no 8° dia e

diminuiu novamente no 10° dia. Os niveis de quercetina e kaempferol nas
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amostras estocadas a 11°C com luz, foram equivalentes no 1° e 2° dias, porém

em cinco dias, estes foram estatisticamente maiores que os iniciais.

3.2 — Comportamento de flavonois em espinafre minimamente processado

Na Figura 3 sao apresentados os resultados referentes a analise sensorial

de espinafre minimamente processado.

A vida util para espinafre estocado a 1°C e 9°C, na auséncia de luz, foi
aproximadamente 13 e nove dias, respectivamente. Para essas amostras, a vida
util foi determinada pela qualidade visual, que atingiu o limite de aceitabilidade
neste periodo. Murchamento e deterioragcédo (“ensopamento”) alcangaram o limite
de aceitabilidade em 15 dias, porém a descoloracdo e odor permaneceram
aceitaveis até 15 dias. O espinafre estocado a 9°C com luz, nao atingiu o limite de

aceitabilidade em sete dias de analise.
A elevacdo da temperatura também reduziu a vida de prateleira do

espinafre, mas em menor extensdo que na couve. Infelizmente, por falta de

amostras, o efeito da luz ndo pode ser avaliado.
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Figura 3. Qualidade sensorial de espinafre minimamente processado, durante
estocagem em diferentes condigdes de luz e temperatura. (A) qualidade geral das

folhas; (B) descoloragao; (C) murchamento; (D) deterioragéo e (E) odor.
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A Figura 4 apresenta os dados obtidos dos teores de flavondides em espinafre

minimamente processado.
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Figura 4. Teores de (A) quercetina e (B) kaempferol em espinafre minimamente
processado durante estocagem a 1°C na auséncia de luz e 9°C na auséncia e

presenca de luz.

Nas amostras a 1°C sem luz, quercetina diminuiu no 4° dia, aumentou no 7°
dia, permanecendo com teores maiores que os iniciais até o 10° dia, diminuiu em 15
dias, a niveis equivalentes aos do 1° dia. Kaempferol diminuiu no 2° dia, mas
aumentou até o 7° dia, diminuindo novamente no 15° dia. A 9°C sem luz, a
quercetina diminuiu no 2° dia, porém aumentou no 4°, permanecendo em niveis bem
maiores que o iniciail até o 15° dia. Kaempferol também diminuiu no 2° dia e
aumentou no 4° dia, diminuindo gradualmente a um valor equivalente ao inicial em
15 dias. A 9°C com luz, os flavonodis apresentaram teores crescentes do 1° ao 4° dia,
porém diminuiram no 7° dia. Nao houve uma tendéncia clara quanto ao efeito da

elevacao da temperatura de 1°C a 9°C e a presencga de luz.
3.3 — Comportamento de flavondis em rucula minimamente processada

A Figura 5 apresenta os resultados da avaliagédo dos atributos sensoriais de

racula minimamente processada.

Em 12 dias de analise, os atributos de qualidade analisados para as amostras

a 1°C e 9°C sem luz, permaneceram aceitaveis, ndo sendo possivel estimar a vida
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util dessas. Pela aparéncia geral do produto, a rucula estocada a 9°C na presencga de

luz, teve a vida util estimada em trés dias.
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Figura 5. Qualidade sensorial de rucula minimamente processada, durante
estocagem em diferentes condigbes de luz e temperatura. (A) aparéncia geral do

produto; (B) qualidade geral das folhas; (C) murchamento e (D) deterioragéo.

A Figura 6 apresenta os teores de flavondis durante a estocagem de rucula

minimamente processada.
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Figura 6. Teores de (A) quercetina e (B) kaempferol em ridcula minimamente
processada durante estocagem a 1°C na auséncia de luz e 9°C na auséncia e

presenca de luz.

As amostras estocadas a 1°C na auséncia de luz apresentaram teores de
quercetina e kaempferol estaveis até o 8° dia. Aos 12 dias, os niveis destes
compostos aumentaram. Quercetina e kaempferol, em amostras armazenadas a 9°C
sem luz, aumentaram em cinco dias de estocagem. Este perfil foi o0 mesmo
observado nas amostras a 9°C com luz, porém para trés dias de estocagem. Com
excegao do teor de kaempferol no 3° dia, a elevagédo da temperatura de estocagem,
de 1°C para 9°C, aumentou os teores de quercetina e kaempferol. Nao foi observado

efeito da luz durante o curto tempo de estocagem.

Os resultados demonstram que a perda de flavondis nao constitui um
problema sério na estocagem de folhas minimamente processadas, podendo

inclusive ocorrer aumentos dos teores em certos periodos de armazenamento.

Gil, Ferreres e Tomas-Barberan (1999) estudaram o efeito da estocagem e
processamento nos teores de flavondides em espinafre minimamente processado e
verificaram que o conteudo total destes compostos permaneceu estavel apds sete

dias de estocagem a 10°C em embalagens contendo ar ou atmosfera modificada.
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Neste caso, cabe esclarecer que o espinafre consumido no Brasil (Tetragonia

expansa) nao € o mesmo consumido nos paises da Europa (Spinacea oleracea).

Vifia e Chaves (2007) avaliaram o conteudo de fendlicos totais e as flavonas
apigenina e luteolina em aipo mininamente processado, de zero a 24 horas apos o
processamento, e estocadas a 0, 10 e 20°C em bandejas cobertas com filme de
PVC. Os teores de apigenina e luteolina aumentaram entre duas e seis horas apos o
processamento, dependendo da temperatura de estocagem. No entanto, esses
teores apdés 24 horas foram comparaveis ou ligeiramente maiores que 0s niveis
iniciais. O efeito da temperatura foi verificado nos fendlicos totais, sendo que a 0°C,
os teores foram constantes e a 10°C e 20°C houve tendéncia de aumento nas
primeiras horas, seguindo com niveis equivalentes aos iniciais até 24h. Os autores
concluiram que a temperatura de 0°C pode ter atuado na inibicdo da resposta dos

fendlicos ao processamento.

Ferreres, Gil, Castafier e Tomas-Barberan (1997) verificaram que os
glicosideos de quercetina em alfaces minimamente processadas e estocadas a 5°C
em embalagens plasticas perfuradas e mantidas em pequenas salas com ar
umidificado, foram estaveis durante 14 dias em alface branca e verde. Em alface
vermelha, onde os niveis sdo mais elevados, houve aumento em sete dias e

decréscimo até o final do periodo, 14 dias.

Nove entre 11 variedades de alface e chicdria in natura, mantidas intactas,
avaliadas por DuPont, Mondin, Williamson e Price (2000) mostraram decréscimo no
conteudo de flavondides glicosilados durante estocagem a 1°C por sete dias; uma

variedade nao foi significativamente afetada e outra mostrou um aumento nos teores.

A elevacdo da temperatura e exposi¢cao a luz pode ter dois efeitos com
consequéncias opostas nos teores de flavondides. Pode aumentar a biossintese dos
flavondides ou pode acelerar a sua degradacdao. Os niveis destes compostos,

portanto, refletiriam o efeito que estaria prevalecendo.
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No caso de vegetais minimamente processados, como ndo houve tratamento
térmico, as enzimas biossintéticas poderiam estar ainda atuando. Por outro lado, o
corte das folhas poderiam ter destruido a compartimentalizacdo de enzimas-
substratos, pelo rompimento da parede celular. Assim, enzimas degradativas seriam
liberadas, e poderiam agora agir sobre os flavonoides, provocando a sua
degradacgdo. Desta maneira, o resultado dos processos de biossintese e degradagao
(aumento ou diminuigao) nos teores de flavondides depende do processo que estara

atuando mais intensamente.

A biossintese seria favorecida quanto mais preservada a integridade celular. A
destruicdo da estrutura celular promoveria a degradacédo enzimatica. Neste trabalho,
as folhas de couve foram cortadas em tiras, enquanto as de espinafre e rucula foram
deixadas inteiras. Portanto, o aumento nos teores de flavondides foi mais

pronunciado nas duas ultimas folhas.

Outra possivel razao para o aumento dos teores de flavondides seria
decorrente das mudancgas nos teores de agua no vegetal durante a estocagem. Essa
hipotese foi avaliada nas amostras de couve e verificou-se que os teores de umidade
foram constantes até o final do experimento, ndo interferindo nas concentragcdes dos

flavonoides.
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CONCLUSOES GERAIS

1. As melhores condi¢des para hidrolise dos flavondides variam entre as hortalicas e
podem ser estabelecidas eficientemente por Delineamento Estatistico de

Composicao Central e Analise por Superficie de Resposta.

2. Quercetina foi encontrada nas amostras de alface lisa, alface crespa, cebola
nacional, argentina e roxa, couve, espinafre e rucula, sendo que kaempferol foi
encontrado nas trés ultimas. Apigenina s6é foi detectada em salsa, em alta

concentracao.

3. Dentre as amostras alimenticias analisadas, a melhor fonte de quercetina foi

cebola roxa e de kaempferol foi rucula.

4. Os teores de flavondides nas hortalicas avaliadas em diferentes épocas do ano

tenderam a ser maiores no verao que no inverno.

5. Miricetina e luteolina ndo foram detectadas em nenhuma das amostras de

hortalicas analisadas.

6. Os teores de flavondis foram maiores nas polpas de frutas que nos sucos
concentrados, sendo que 0s sucos prontos para o consumo apresentaram os
menores teores, para as trés frutas (caju, acerola e pitanga) analisadas. Cebola

desidratada apresentou grande variagao nos teores de quercetina.
7. Os teores encontrados nos alimentos processados foram menores que o0s

previamente obtidos em amostras in natura, indicando perda durante processamento

e estocagem.
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8. A qualidade sensorial de couve, espinafre e rucula minimamente processadas foi
negativamente influenciada pelo aumento da temperatura de estocagem de 1°C para
9°C (ou 11°C) e pela presencga de luz.

9. A perda de flavondides nao constitui um problema sério na estocagem de folhas

minimamente processadas.
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