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RESUMO

“Constituintes Polifendlicos e Propriedades Antioxidantes da Polpa do
Fruto da Palmeira Jucara (Euterpe edulis)”

Introducao. InUmeras pesquisas tém demonstrado a importancia para a satde de um
enorme conjunto de substancias fitoquimicas contidas nos alimentos, incluindo os
polifendis, que se destacam pelas propriedades antioxidantes e moduladoras do
metabolismo. O fruto da palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.) que possui grande
similaridade composicional e sensorial com 0 agai, tem sido apontado como uma fonte de
macronutrientes e uma das mais ricas fontes de substancias fendlicas, capaz de competir
nutricional e comercialmente com um produto que se tornou quase um simbolo brasileiro.
Objetivo. Determinar a composigao polifendlica e avaliar a capacidade antioxidante da
polpa integral do fruto da jucara. Métodos. A composi¢éo polifendlica foi determinada
mediante a técnica de fracionamento por extragédo em fase sélida (SPE) e espectrometria
de massas, nos modos MS e MS-MS. Para a atividade antioxidante in vitro foram
utilizados os métodos de radicais livres, baseados no descoramento de uma solucao
composta de radicais estaveis, acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), utilizando trés padrdes
analiticos em cada sistema. Resultados. Treze antocianinas e doze outros compostos,
entre 4cidos fendlicos e outros flavondides, foram identificados. O extrato metandlico da
polpa fresca integral, e a fragdo antocianica, apresentaram expressiva capacidade
antioxidante in vitro. Conclusao: A polpa integral do fruto da jugara mostrou ser uma rica
fonte de substancias polifendlicas, apresentando maior poder antioxidante que o ja
conhecido para o agai.

Palavras-chave: polifendis; antioxidantes; Euterpe edulis; jucara; acai
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SUMMARY

Introduction. A large number of studies have pointed out the importance for human health
of an enormous variety of phytochemicals occurring in foods because of their role as
antioxidants and metabolic signalers. The fruit of the palmtree jussara (Euterpe edulis
Mart.) shares both compositional and sensory properties with assai (Euterpe oleraceae
Mart.), and has been recently recognized as being a rich source of macronutrients and
phenolic substances. This fruit is capable of nutritionally and commercially competing with
assai, one of the Amazonian products that has become almost a symbol of Brazil.
Objective. To determine the polyphenolic composition and the antioxidant capacity of the
whole extract of the jussara fruit pulp. Methods. The polyphenolic composition was
determined by a combination of solid phase fractionation and mass spectrometry in the
MS and MS/MS modes. For the antioxidant capacity, in vitro tests were employed based
on the bleaching of colored solutions containing the stable free radicals, 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
and three different analytical standards in each system. Results. Thirteen anthocyanins
and twelve other compounds, including phenolic acids and flavonoids, were identified. The
methanolic extract of the whole, fresh pulp, and the anthocyanin fraction, exhibited
substantial in-vitro antioxidant capacities. Conclusion. The fresh jussara palmtree fruit
showed to be a rich source of polyphenols and to possess greater antioxidant capacity
than that already known for assai.

Keywords: phenolics; antioxidants; Euterpe edulis Mart.; jussara; assai
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1. INTRODUCAO






Introducgéo

A América do Sul possui uma das maiores diversidades de palmeiras do mundo,
sendo o palmito jucara Euterpe edulis Martius umas das palmeiras mais belas de toda a
flora brasileira (AMBIENTEBRASIL, s/d). E uma planta nativa da Mata Atlantica,
pertencente a familia das palmaceas, género Euterpe, do qual fazem parte 28 espécies
encontradas entre as Antilhas e a América do Sul (LORENZI, 1992).

A jucgara produz frutos globosos, roxo-escuros ou pretos, com mesocarpo fino e fibro-
carnoso, contendo uma uUnica semente. (LORENZI, 2004). Eles possuem propriedades
organolépticas e nutritivas similares as do acgai (Euterpe oleracea, Mart.) (PARADA,
2004).

O processamento do fruto da jugcara para obtencao da polpa € uma atividade nova
na regiao Sul Baiana, onde é consumido normalmente misturado com polpas de frutas
regionais ou exoéticas, de maneira similar ao uso do agai e estd sendo bastante aceito
pela populagao regional que a considera “mais doce” que o agai. (OCABRASIL, 2006;
PARADA, 2004). Testes de degustacdo mostraram que, além de ter o mesmo rendimento,
0 suco da jucara é mais saboroso do que o de acai (TOMAZELA, 2001).

No entanto, o fruto do acai é hoje de grande valor econébmico para 0s povos nativos
da regido Norte do Brasil, devido a variedade de preparagdes para 0 consumo popular
como alimento energético, e pelo aporte em pigmentos fendlicos apreciados por sua
atividade antioxidante que se associam aos efeitos benéficos a sautde humana (DEL
POZO-INSFRAN et al., 2006; COISSON, et al., 2005).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo vermelho-azul, sdo as mais
importantes fontes de compostos fendlicos em alimentos especialmente os derivados do
acido hidroxibenzoico e do acido hidroxicindmico, como as antocianinas, os flavondis, as

catequinas e os taninos, como detalhado por Degaspari & Waszczynskyj (2004).

Os fendis, especialmente os flavondides (HEIM et al., 2002) e os antocianos (HEIM
et al., 2002; MOYER et al., 2002; SCHAUSS et al., 2006b), mostram grande capacidade
de capturar radicais livres que causam o estresse oxidativo, atribuindo-lhes, por sua vez,
um efeito benéfico na prevengdo de enfermidades, tais como: cardiovasculares,

circulatérias, cancerigenas e neurolégicas (TSUDA et al., 1994; KUSKOSKI et al., 2005).
2



Introducgéo

Eles possuem atividade antiinflamatéria, antialérgica, antitromboética, antimicrobiana e
antineoplasica (ROSS et al., 2002; SANCHEZ-MORENO 2002; KUSKOSKI et al., 2005).

Os ultimos estudos sobre a composicdo em flavondides da polpa do agai e sua
atividade antioxidante, foram realizados utilizando métodos analiticos modernos como
cromatografia liquida de alta eficiéncia-arranjo de diodos (HPLC-DAD) e cromatografia
liquida-espectrometria de massas (LC-MS) (BOBBIO et al., 2000; DEL POZZO-INSFRAN
et al., 2004; GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a). As antocianinas foram
consideradas como sendo 0s principais compostos que contribuem a capacidade
antioxidante total (SCHAUSS et al., 2006b).

Entretanto, sdo escassos os estudos sobre a composicao polifendlica da polpa do
fruto da jucara e ainda pouco aprofundados. Existem dois estudos iniciais que relatam a
presenga de uma mistura das antocianinas em jugara, sendo elas a cianidina 3-
glucosideo e cianidina 3-rutinosideo (IADEROZA et al., 1992; HARBORNE et al., 1994).
Recentemente, Brito et al. (2007) conferiram na jucara a presenca daqueles pigmentos
antocianicos pelo sistema LC-MS/MS.

Portanto, com o intuito de pesquisar fontes de alimentos menos conhecidas com
possiveis propriedades antioxidantes e contribuir a preservagdo da biodiversidade da
Mata Atlantica, considerou-se de interesse estudar a polpa integral do fruto desta palmeira
presente na regido. Este trabalho teve como objetivo principal, determinar a composicao
polifendlica, mediante a técnica de fracionamento por extracao em fase sélida (SPE) e
espectrometria de massa (MS), além de avaliar o poder antioxidante in vitro, utilizando o
método de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) e ABTS (4cido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico), tanto no extrato da polpa integral fresca como nas fragdes

fitoquimicas presentes na polpa de jugara, purificadas.
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Objetivos

2.1

Objetivo Geral

Determinac¢édo da composigéo polifendlica e avaliagdo da capacidade antioxidante

da polpa integral do fruto da palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.).

2.2

A 4

Objetivos especificos:
Obtencao e fracionamento e perfil dos compostos fenoélicos da polpa do fruto da
jucara, originaria da Mata Atlantica, estado de Sao Paulo.

Estudo das propriedades antioxidantes do conjunto de fendlicos in vitro pelo
método de seqtiestro de radicais livres ABTS e DPPH.

Efeito do processamento térmico na estabilidade do total de antocianinas e fenois
da polpa fresca, pasteurizada, liofilizada e congelada.

Identificagdo dos principais componentes polifendlicos mediante o uso do
espectrdmetro de massas, nos modos MS e MS-MS.
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3.1 O palmito jucara (Euterpe edulis Martius)
3.1.1 Caracteristicas botanicas e area de ocorréncia

A palmeira jucgara é tipica da Floresta Atlantica, cujo porte adulto geralmente varia
entre 10 e 20 m de altura, com estipe de 8 a 15 cm de DAP (didmetro a altura do peito) e
apresentando no apice um agrupamento 10 a 20 folhas pinadas, segundo Reitz et al.,
(1978, Apud Conte 2004); ocupando uma vasta extensao territorial, desde o Sul da Bahia
até o Rio Grande do Sul no litoral brasileiro (PARADA, 2004). E uma palmeira de caule
Unico, delgado e alto. Recebe também os nomes de icara, palmito doce, palmiteiro,
ensarova, ripeira e sua ocorréncia esta na floresta estacional semidecidual, floresta
ombrdéfila densa, cerrado (LORENZI, 1992; LORENZI et al., 2004). No Rio Grande do Sul,
a regido entre Osério e Torres é a principal regiao de ocorréncia da Euterpe edulis
(FAVRETO, 2007).

Seu principal produto é o famoso “palmito”, consumido in natura ou em conserva,
que tem causado o desaparecimento da espécie em algumas areas, pelo sacrificio da
planta (LORENZI, 2004). O palmito foi considerado como “o melhor palmito do mundo”. O
Brasil foi 0 maior exportador mundial de palmito enquanto as matas possuiam abundancia
dessa palmeira. Hoje, a preservacdo do palmito jucara esta diretamente ligada a
manutencao da biodiversidade da Mata Atlantica, toda vez que sua semente e seu fruto
servem de alimento para mais de 200 espécies animais (TOMAZELA, 2001).

3.1.2 O fruto

A frutificacdo da E. edulis é em geral abundante nos meses de marco a junho. Um
kg de sementes contém cerca de 750 unidades, cuja germinagao ocorre entre 3 e 6
meses (LORENZI, 2004). Uma planta em condicdes favoraveis pode produzir de 216 a
528 cachos/ha e de 6 a 8 kg de frutos por ano (CK AGRICOLA, s/d).

Segundo Reitz et al. (1978, Apud Conte, 2004), a producao de uma plantacao de
jucara supera os 300.000 frutos ha/ano, servindo de alimento para a fauna (grandes
passaros e mamiferos) durante um periodo de aproximadamente seis meses ao ano. Por
outro lado, Favreto (2007) explica que em consorcio com bananeira pode produzir até
quatro toneladas anuais de frutos por hectare.

7
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A identificacdo do fruto da jucara, segundo o INSTITUTO DE PESQUISAS E
ESTUDOS FLORESTAIS (s/d), é como segue:

Figura 3.1 Palmeira de jucara com abundantes cachos de frutos.

Tipo do Fruto: Drupa

Estrutura: Carnoso
Cor do Fruto: Preto
Tamanho: 4
Deiscéncia: Nao

Periodicidade: Anual
Observacoes: O fruto € composto por um epicarpo (casca) pouco espesso e liso.

3.1.3 Processamento e consumo popular da polpa

Para produzir a polpa da jucara, basta retirar as sementes sem a necessidade de
cortar a arvore, como ocorre na extragao do palmito. A retirada da polpa nao prejudica a
germinacao das sementes, que seriam devolvidas a mata, relata Tomazela (2001). Os
frutos selecionados sdo lavados com &gua corrente e em seguida colocados em
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recipiente, enchido com agua potavel até cobrir totalmente. Deixa-se descansar até a
casca e a polpa comegarem a soltar esfregando os frutos no dedo. Com um pildo (ou
pedaco de madeira) se pressionam os frutos contra o fundo do recipiente. A polpa ird se
soltar formando um caldo grosso e as sementes comecarem a ficar claras. Passa-se o
caldo por uma peneira bem grossa para retirar as sementes e novamente o caldo é
passado por uma peneira fina para retirar a casca. Finalmente, a polpa pronta é colocada
dentro de sacos plasticos (OCABRASIL, 2006).

Na regido do Sul Baiano, o processamento do fruto da jucara para a obtencao da
polpa é uma atividade nova, a qual é utilizada normalmente misturada com polpas de
frutas regionais ou exéticas, como a graviola, cupuacu, cacau, caja, limao, banana, leite e
cereais, de maneira similar ao uso do acai. A polpa da jucara tem bastante aceitagao pela
populacdo regional que a considera “mais doce” que o acai (OCABRASIL, 2006;
PARADA, 2004).

Segundo experiéncia desenvolvida no Vale do Ribeira, estado de Sao Paulo
(PARADA, 2004), o aproveitamento dos frutos de uma plantacdo de jugara trouxe
aumento de entre 3 e 4 vezes nos rendimentos do simples corte do palmito, o que
demonstrou o grande potencial econémico da nova atividade.

Entretanto, o fruto da jucara, ao igual que o acai, € um produto altamente
perecivel. O acai tem seu tempo maximo de conservagdo de 12 horas, mesmo sob
refrigeragdo. O fator responsavel por esta alta perecibilidade é a elevada carga
microbiana, juntamente com a degradacao enzimatica, responsaveis pelas alteragbes da
cor e aparecimento do sabor azedo. Atualmente, a conservacgao da polpa de acgai é feita
pelo processo de congelamento (ALEXANDRE et al., 2004; OCABRASIL, 2006).

Embora a producado e consumo da polpa de agai encontrem-se generalizadas em
todo Brasil e, principalmente no Sul da Bahia, o que se espera nao é uma concorréncia e
sim, um caminho econdmico aberto para o produto da jugara e um forte incentivo para a
conservacao ecoldgica da Mata Atlantica.

O Ministério de Agricultura e do Abastecimento do Brasil emitiu a Normativa n°1,
de 7 de janeiro de 2000, para regular as apresentagbes comerciais da polpa do agai a

9
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seguir: POLPA DE ACAI (polpa extraida sem adicdo de agua e sem filtragdo), AGCAI
GROSSO OU ESPECIAL (polpa extraida com adicdo de agua e filtracdo, apresentando
sélidos totais acima de 14 %), ACAI MEDIO OU REGULAR (polpa extraida com adi¢do de
agua e filtragdo, apresentando sélidos totais entre 11 e 14 %) e ACAI FINO OU
POPULAR (polpa extraida com adicao de agua e filtracdo, apresentando soélidos totais
entre 8 e 11 %).

Figura 3.2. Despolpado dos frutos de acai.

3.2 Caracterizacao nutricional dos frutos do género Euterpe.

Em relagdo ao fruto do acai, suas propriedades nutricionais e valor calérico, sdo
atribuidos a composigao fisico-quimica, rico em proteinas, fibras, lipidios, minerais, etc.,
(PARADA, 2004; ALEXANDRE et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a).

Foi determinado na polpa de acai tipo médio os contetudos de 10,89+0,86;
48,24+0,12; 3,0410,24; 31,87+2,06 e 3,55+0,20 % expressos em 100 g de matéria seca,
de proteina, lipideos, cinzas, fibras e aclcar respectivamente. Além disso, este fruto
possui vitamina E e minerais como manganés, cobre, boro € cromo, e um elevado teor de
pigmentos antocianicos, detalha Alexandre et al. (2004).

10
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Schauss et al. (2006a), realizaram uma extensa caracterizagdo quimica da polpa
de acai, incluindo a quantificacdo de acidos graxos, ester6is, aminoacidos, minerais e
outros nutrientes. Os acidos graxos polinsaturados totais, 4cidos graxos monoinsaturados
e acidos graxos saturados totais, revelando conteudos de 11,1, 60,2 e 28,7 % dos acidos
graxos totais. Foram relatados que o acido oléico (53,9 %) e o acido palmitico (26,7 %)
sd30 os acidos graxos predominantes. Além disso, foram encontrados 19 aminoécidos,

para um conteudo total de aminoacidos de 7,59 % do peso total da polpa liofilizada em p6.

Por outro lado, um estudo comparativo determinou as proximidades das
caracteristicas quimicas das polpas dos frutos da jucara e do agai (Tabela 3.1). Realizado
pelo Laboratério de Andlises de Tecidos Vegetais da Secdo de Fisiologia do Centro de
Pesquisa do Cacau — Cepec /Ceplac, 2004 (PARADA, 2004).

Tabela 3.1 Caracteristicas quimicas das polpas do acai e jucara na matéria seca.

Caracteristicas Quimicas
-~ Proteina Agucares Lipideo | Caloria
Especies PH g/kg Totais g/kg |Kcal/100g
g’kg
Acai 4,82 77,62 10,20° 130,90° | 152,93
Jucara 4,7° 67,2° 12,08? 137,80 | 155,74

Fonte: Ceplac/Cepec/Sefis, 2004

3.3 Composicao fitoquimica das polpas dos frutos do género Euterpe.

Os conhecimentos sobre a composicao fitoquimica e nutritiva do fruto da jucara
sao ainda muito limitados. Existem alguns estudos sobre os polifendis da polpa, os quais
relatam inicialmente a presenca de uma mistura das antocianinas: Cianidina 3-glucosideo
e Cianidina 3-rutinosideo, por laderoza, et al. (1992) e Harborne, et al. (1994). Em adicao,
laderoza et al. (1992) registraram comparativamente o0s seguintes conteudos de
antocianinas: 336 mg/100g de fruta para o agai e 1347 mg/100g de fruta para a jugara.

No entanto, em estudo recente em frutas tropicais, Brito et al. (2007),
quantificaram por HPLC-MS/MS as antocianinas, encontrando 290, 104, 79, 48 e 23
mg/100 g de peso fresco na jugara, guajiru, jamboldo, acerola clone 1147/1 e acerola

11
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roxinha, respectivamente. Esses autores identificaram a presenga de seis antocianinas
em jugara, sendo a cianidina 3-glucosideo e a cianidina 3-rutinosideo, como sendo os

principais compostos.

Bobbio et al. (2000) identificaram as antocianinas cianidina-3-arabinosideo e
cianidina-3-arabinosil-arabinosideo presentes na polpa do acgai. Além disso, esses autores
relataram um teor de antocianinas totais de 263 mg/100g casca.

Por outro lado, Gallori et al. (2004), também identificaram na polpa seca do acai
trés flavonas principais: homoorientina, orientina e isovitexina (Figuras 3.3 e 3.4). Além
disso, foi relatada a presencga dos principais compostos antocianicos como cianidina 3-O-
glucosideo e a cianidina 3-O-rutinosideo (SCHAUSS et al., 2006a). A quantidade total de
antocianinas foi de 0,5 mg-g™' do peso da polpa seca, e dos outros flavonéides 3,5 mg-g™',
do peso seco da polpa.

Coisson et al. (2005) confirmaram o conteldo expressivo de cianidina 3-O-
glucosideo no suco fresco de agai (transportado e armazenado a —-20 <€), em
concentragdo de mais de 1600 mg-kg™', dado obtido por analise espectrofotométrica na
regiao do UV-Vis e HPLC.

Del Pozo-Insfran et al. (2004), pesquisando também a composicao fitoquimica e a
estabilidade do pigmento do acai, contra peréxido de hidrogénio, determinaram que a
cianidina 3-glucosideo (1040 mg-L™") é a antocianina predominante. Em adic&o, outros 16
polifendis foram encontrados em concentragdes de 4 até 212 mg-L™" (Tabela 3.2).

Em estudo sobre a atividade dos polifendis em apoptose de células de leucemia
HL-60, Del Pozo-Insfran et al. (2006) determinaram a quantidade dos polifendis
predominantes em acai. Estes foram: cianidina 3-glucosideo, acido ferulico, epicatequina,
4cido p-hidroxibenzoico (1120, 250, 112, 104 mg-L™"' de polpa, respectivamente).
Resultados que concordavam com estudo prévio de Del Pozo-Insfram et al. (2004).

Catequina, pelargonidina 3-glucosideo, acido galico, protocatequina e &cido
elagico livre, estavam presentes também em até 60 mg-L™'. J& os acidos vanalico e acido
p-cumérico foram encontrados em baixas concentracdes (3,7 e 17,8 mg-L™,

12
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respectivamente). Conseqlientemente, a polpa da fruta do acgai é relatada como detentora
de teores de antocianinas totais de 1173 mg-L™" e de 960 mg-mL™" de &cidos fendlicos e
flavonéides, quantificados por HPLC, para um total de 5660 mg-L™' de fendis soluveis
totais, em equivalentes de acido gélico (DEL POZO-INSFRAN et al., 2006). Por sua vez,
Schauss et al. (2006a) encontraram um contelido total de antocianinas de 3,192 mg-g™' de

peso seco, na polpa liofilizada de acai.
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Figura 3.3 Estruturas de flavonoides encontrados na fruta da Euterpe oleracea
Mart. (GALLORI et al., 2004)
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Por outro lado Pacheco-Palencia et al. (2007) determinaram a predominancia das
antocianinas na polpa do acai cianidina-3-rutinosideo (202 + 5,8 mg-L™") e cianidina-3-
glucosideo (75 + 4,8 mg-L™"), entanto 11 polifenélicos ndo antocianos foram detectados

em concentragdes desde 1,1 até 55 mg-L™" de polpa de acai.

O-GLC
OH Cianidina-3-O-Glucosideo

O -Fut

OH Cianidina-3-O-Rutinosideo

Figura 3.4 Estruturas de antocianinas encontradas nas frutas da Euterpe oleracea Mart.
(GALLORI et al., 2004) e Euterpe edulis Mart. (BRITO et al., 2007).

3.4 Compostos fendlicos

Os antioxidantes de maior expressao provenientes da alimentagdo humana sao os
compostos fendlicos, os quais podem ser quimicamente definidos como substancias que
possuem um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas. Estas substancias podem
também apresentar outros grupos substituintes em sua estrutura, como ésteres, metil-
ésteres e glucosidios (HAN et al., 2007). Mais de 8000 variantes estruturais tém sido

14
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identificados. Essas estruturas mono, di e polifendlicas podem também formar estruturas
poliméricas, influenciando a sua solubilidadade dos polifendis.

A maioria de frutas e verduras em geral, em adi¢do aos nutrientes essenciais e a
uma serie de micronutrientes, tais como minerais, fibras e vitaminas, aportam diversos
componentes metabdlicos secundarios de natureza fendlica, denominados polifendis.
Estas estdo naturalmente presentes em frutas, sendo que alguns apresentam altas
concentragdes de determinados grupos.

Tabela 3.2 Contetudo de antocianinas e polifendis de acai.

Polifenolicos (mg_l_9°|;‘;f§:f°resca)
Cianidina 3-glucosideo 1040 + 58,2
Pelargonidina 3-glucosideo 74,4 + 290
Acido ferulico 212 +5,29
(-)-epicatequina 129 £ 3,28
Acido p-hidroxi benzoico 80,5 +2,00
Acido galico 64,5+ 1,64
Acido protocatequico 64,4 £ 1,64
(+)-catequina 60,8 + 0,98
Acido elagico 55,4 + 1,39
Acido vanilico 33,2+1,39
Acido p-cumarico 17,1 +1,23
Acido galico derivativo-1 47,3 £1,40
Acido galico derivativo-2 18,4 £ 0,89
Acido galico derivativo-3 17,3+1,25
Acido galico derivativo-4 13,3 £ 0,96
Acido galico derivativo-5 3,9+0,18
Acido elagico derivativo 19,5 + 0,40

Fonte: DEL POZO-INSFRAN et al., 2004
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Entre as frutas, principalmente as que apresentam a coloragao vermelho-azul, sdo
as mais importantes fontes de compostos fendlicos em alimentos. Especialmente os
derivados do acido hidroxibenzodico e do acido hidroxicinamico, dentre estes, se citam as
antocianinas, os flavondis, as catequinas e os taninos (hidrolisados ou condensados),
detalhado por Degaspari e Waszczynskyj (2004).

Estes compostos fendlicos apresentam diversas funcdes de defesa para as
plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente (luz, temperatura e umidade),
mas para fatores internos incluindo diferencas genéticas, nutrientes, hormonios,
contribuindo para a sua sintese (AHERNE e O'BRIEN, 2002).

Desta forma, os componentes polifendlicos sao importantes constituintes em
muitas frutas e vegetais, e suas quantificacées podem dar vital informacao relacionada a
funcdo antioxidante, qualidade do alimento, e potencial beneficio a saude, conclui Talcott
et al. (2003).

Os flavonéides sdo formados da combinagdo de derivados sintetizados da
fenilalanina (via metabdlica do acido shiquimico) e acido acético. Os padroes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente raios ultravioleta
B3, pois a formacao dos flavonoides é acelerada pela luz. O grupo dos flavondides é
também conhecido como polifendlicos e geralmente ocorre em plantas na forma de
glucosideos, sendo uma familia de substéncias responsavel pela atribuicdo do perfil
sensorial de frutas, atribuindo-lhes o corpo caracteristico (AHERNE e O'BRIEN, 2002).

A estrutura dos flavonoéides (Figuras 3,5 e 3,6) estd baseada no nucleo flavilium, o
qual consiste de trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o
sexto carbono do terceiro anel que na posi¢ao 2 carrega um anel de fenil-benzeno como
substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas
basicas das leucoantocianinas (ou proantocianinas ou catequinas) € as antocianidinas,
denominado de nucleo flavan. No caso do terceiro anel se apresentar como uma pirona
ocorre formacao das flavonas, flavonéis, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas,
recebendo a denominagéo de nucleo 4-oxo-flavondide (AHERNE e O’'BRIEN, 2002).
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Figura 3.5 Critério estrutural para um flavonéide que ndo apresenta atividade
antioxidante.

Figura 3.6 Critério estrutural para um flavonoide com alta atividade antioxidante.

Excetuando o grupo das leucoantocianinas, os demais flavonéides ocorrem em
plantas sempre acompanhadas por glicidios, recebendo a denominacado de glico-
flavonéide. Quando se apresentam isentos de glicidios, a estrutura recebe o nome de
aglicona (AHERNE e O’'BRIEN, 2002).

As antocianinas sao pigmentos hidrossollUveis, € seus espectros de cor vao do
vermelho ao azul, apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores
resultando em tons de purpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua
atrativa coloracao a estes pigmentos que se encontram dispersa nos vacuolos celulares.
Atualmente se conhecem 20 antocianinas, sendo que apenas 6 delas sdo importantes na
tecnologia de alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).
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Estas antocianinas sdo capazes de constituir formas complexas com ions
metdlicos. Possuem propriedades antioxidantes e capacidade de se aderir a

macromoléculas como as proteinas e os polissacarideos.

3.5 Propriedades fisiolégicas dos compostos fendlicos e seu impacto na
saude.
3.5.1 Estresse oxidativo

Os organismos vivos estao constantemente sujeitos a agao oxidativa do oxigénio,
sendo que diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias
antioxidantes na dieta diaria pode produzir uma acdo protetora efetiva contra estes
processos oxidativos que ocorrem no organismo. Foi descoberto que uma série de
doencgas, entre as quais cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencgas
do coracdo, podem estar ligadas aos danos causados por formas de oxigénio
extremamente reativas denominadas de “substancias reativas de oxigénio” ou ROS. Estas
substancias também estdo ligadas a processos responsaveis pelo envelhecimento do
corpo (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Por outro lado, os radicais livres também exercem efeitos benéficos quando
envolvidos na produgdo de energia, fagocitose, regulagcdo do crescimento celular,
sinalizagé@o intercelular e sintese de substancias biologicas importantes (HALLIWELL,
2007). Ou seja, a formagcdo de espécies reativas de oxigénio EROS, em niveis
fisiolbégicos, ndo é necessariamente lesiva; estas espécies, quando produzidas de forma
controlada, atuam na regulacdo da sinalizagao celular e da expressao génica (BARZILAI e
YAMAMOTO, 2004).

Porem, os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superéxido
tém um papel importante nas reagoes bioguimico-fisioldgicas do corpo humano. No
entanto, se houver producao excessiva de radicais de oxigénio durante os processos
patofisiologicos, ou devido a fatores ambientais adversos, e ndo existirem antioxidantes
disponiveis in vivo, danos profundos nos tecidos e doengas graves podem ocorrer
(MOLYNEUX, 2004; HUANG et al., 2005).
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O ion superéxido (O,7), supbe-se que dé origem a outras ROS, tais como os
radicais peroxidos de hidrogénio, peroxinitrito e hidroxila. Em conseqliéncia, a capacidade
do corpo humano para eliminar os O,~ € a primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo (SCHAUSS et al., 2006b).

As frutas e vegetais receberam especial atencdo neste campo, porque contém
quantidades elevadas de antioxidantes conhecidos como polifendis, vitamina C, vitamina
E, B-carateno ou licopeno (AMES et al., 1993).

3.5.2 Polifendis como antioxidantes

Uma diversidade de propriedades bioativas ja foi identificada em polifenéis. Devido
ao seu potencial antioxidante tanto em meio hidrofilico quanto lipofilico, o papel dos
polifendis na manutencdo da homeostase redox no organismo, reduzindo o estresse

oxidativo, € uma das a¢des mais importantes e mais citadas (HAN et al., 2007).

Os fenodis, especialmente os flavondides (HEIM et al., 2002) e os antocianos
(HEIM et al., 2002; MOYER et al., 2002; TALCOTT et al., 2003), mostram uma grande
capacidade para captar radicais livres que causam o estresse oxidativo, atribuindo-lhes,
por sua vez, um efeito benéfico na prevencdo de enfermidades tais como:
cardiovasculares, circulatérias, cancerigenas e neurolégicas (TSUDA et al.,, 1994;
KUSKOSKI et al., 2005; SINGH et al., 2008). Eles possuem atividades antiinflamatérias,
antialérgicas, antitrombética, antimicrobiana e antineoplasica (ROSS et al., 2002;
SANCHEZ-MORENO, 2002; KUSKOSKI et al., 2005).

Segundo Pietta (2000), os antioxidantes s&o substdncias que retardam a
velocidade da oxidacdo através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de
radicais livres e complexacdo de metais. Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para
serem utilizados em alimentos devem ser seguros para a salde. Alguns dos antioxidantes
sintéticos mais importantes sao hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila
(BHT), enquanto dentre os naturais destacam-se &cido ascoérbico, vitamina E e B-

caroteno.
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Os compostos fendlicos também sao potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reac¢des de oxidagao lipidica, assim como na
quelacado de metais (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Os flavondides sao a classe mais
extensamente estudada de polifendis no que diz respeito a suas atividades, antioxidante e
biolégica. Tém atividades antioxidantes poderosas in vitro, podendo limpar grande
diversidade de ROS e do RNS e das espécies de cloro (DIPLOCK et al., 1998; MIRA et
al., 2002).

Rice-Evans et al., (1996), Meyer et al., (1998, Apud Del Pozo-Insfran et al. 2006)
tém estudado as interagdes antagdnicas entre polifendis individuais, e concluem que a
diversidade de polifendis antioxidantes presentes em alimentos, cria uma matriz complexa
demais para fazer avaliagbes detalhadas. Além disso, a eficacia de um composto
antioxidante é dependente da polaridade do sistema testado, da natureza do radical, e do
tipo de substrato protegido pelo antioxidante.

De outro modo, a capacidade antioxidante de uma mistura ndo vem dada sé pela
soma das capacidades antioxidantes de cada um de seus componentes; também
depende do microambiente em que se encontram 0s compostos. Os compostos
interagem entre si podendo produzir efeitos sinérgicos ou inibitérios, segundo Kuskoski et
al. (2005).

Os polifenois sdo efetivos doadores de hidrogénio e seu potencial antioxidante
esta correlacionado com o nimero e a posicdo dos grupos hidroxilicos e conjugacoes,
assim como com a presenca de elétrons doadores no anel B devido a capacidade que
esse anel aromatico possui de suportar o despareamento de elétrons deslocalizados do
sistema de elétrons m (RAMIREZ-TORTOZA et al., 2001).

Em consequéncia, para que os compostos fendlicos sejam considerados
antioxidantes e possam exercer seu papel biol6gico, é necessario que, quando utilizados
em baixa concentracdo, sejam capazes de impedir, retardar e prevenir a auto-oxidacéo ou
oxidacdo, mediadas por radicais livres e que o produto formado ap6s a reacdo seja
estavel (RICE-EVANS et al., 1996).
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Com relacao, as determinacdes da atividade antioxidante dos polifendis in vitro ou
in vivo, diversas técnicas sao utilizadas. Os estudos sobre a polpa de acgai até agora, sao
feitos em sistemas isolados ou células modelo (KUSKOSKI et al.; 2005; DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; SCHAUSS et al., 2006b; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006;
PACHECO-PALENCIA et al., 2008). A avaliacdo da capacidade antioxidante total € um
dos métodos mais utilizados para um composto puro, mistura de compostos ou alimento
complexo. Para tanto, a substancia problema é desafiada por substancias cromédgenas de
natureza radical como: ABTS (&cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazila) e DMPD (dicloridrato de N,N-Dimetil-p-fenilendiamina). Ainda,
existe o sistema B-caroteno/acido linoléico, que avalia a atividade de inibicdo de radicais
livres gerados durante a peroxidagdo do acido linoléico. Considerando, que as
determinagdes da capacidade antioxidante obtidas in vitro, fornecem apenas uma idéia
aproximada das reais propriedades das substancias antioxidantes nas situagdes
complexas in vivo.

No estudo sobre a atividade antioxidante de padrbes fendlicos, determinada
através do sistema [-caroteno/acido linoléico, realizado por Duarte-Almeida et al. (2006),
a quercetina apresentou maior porcentagem de inibicdo, mesmo em menor concentracao.
Isso ocorre devido a quercetina ser um flavonol com cinco hidroxilas fendlicas reativas,
sendo que duas destas estdo ligadas ao anel B (anel que possui maior atividade
redutora). Dentre os acidos fendlicos analisados, apenas o &cido clorogénico apresentou
baixa atividade antioxidante, resultado obtido em virtude de que este acido posse poucas
hidroxilas redutoras, Tabela 3.3.

De acordo com os resultados da tabela 3.3, a atividade dos compostos fenélicos
como antioxidantes foi mais eficiente no bloqueio da formacgao de perédxidos (F1), tendo
em conta que, quanto mais proximos os valores de F1 e F2 estiverem de 1, menor sera a
atividade antioxidante. A rutina e os acidos clorogénico e elagico apresentaram baixa
atividade antioxidante, principalmente na segunda etapa da cinética de oxidacao (F2).

Entretanto, no sistema B-caroteno/acido linoléico, as amostras de morango, amora
e agai, que contém maiores concentracdes de flavondides e outros compostos fendlicos,
apresentaram atividades antioxidantes elevadas, sendo que apenas a acerola, conhecida

por ter altas concentracdes de acido ascorbico (ASSIS et al., 2001), apresentou atividade
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pré-oxidante. No método de sequestro de radicais livres, o extrato de acerola apresentou
a maior atividade antioxidante, seguido pelos extratos de amora, acai e morango
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Rosso, (2006) encontrou que a atividade anti-radical dos extratos de acerola e de
acai diminuiu a medida que o extrato bruto foi sendo purificado e, portanto, os polifendis,
flavonéides e acido ascorbico (acerola), presentes nos extratos antocianicos contribuem

para a atividade anti-radical.

A polpa de acgai, que apresentou a maior porcentagem de inibicao da oxidacao no
sistema B-caroteno/acido linoléico, teve uma atividade inferior quando comparado a
acerola e amora, empregando o método de seqliestro de radicais DPPHs. O morango
apresentou a menor atividade em ambos os métodos (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Tabela 3.3 Atividade antioxidante de compostos fendlicos determinada
através do sistema B-caroteno/acido linoléico

Padroes % | F1 F2
Acido clorogénico (900 pM) 25+3 0,64+0,04 | 0,85%0,02
Acido elagico (1.100 pyM) 34+1 0,54+0,04 | 0,78+0,02
Acido galico (1.000 puM) 4143 0,50+0,05 | 0,64+0,02
Catequina (700 uM) 3414 0,57+0,01 | 0,750,04
Quercetina (540 pM) 42+4 0,50+0,07 | 0,67+0,07
Rutina (1.600 uM) 2812 0,62+0,04 | 0,84+0,02

Fonte: DUARTE ALMEIDA et al., 2006
%Il: porcentagem de inibicdo; F1 e F2: bloqueio da formacao de peréxidos.

Por outro lado, Schauss et al. (2006b), ao estudar a capacidade antioxidante da
polpa/casca de acai liofilizado em pé, encontrou que o acai é extremamente potente em
suas propriedades antioxidantes contra ion superoxido (O,™), avaliado mediante o ensaio
de depuracdo do superdxido no ensaio da SOD, alcancando 1614 unidades/g. Isto
significa uma alta capacidade de depuracdo para o radical O,™, dado que fica bastante
distante dos resultados obtidos em diferentes estudos de frutas e vegetais. Também foi

mostrado, ter excelente atividade contra o radical peroxila (RO,’), por médio do ensaio
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baseado na prova florescente (ORAC;), atingindo o total de 1026,9 umol TE-g—'. Dado
também muito significante quando comparado com outros produtos vegetais.

As antocianinas foram consideradas como sendo os principais compostos que
contribuem a capacidade antioxidante total do acai. O fruto da Euterpe oleracea esta
sendo reconhecido pela sua alta capacidade antioxidante in vitro, Em consequéncia, seu
consumo € altamente recomendado por trazer varios beneficios para a saude (SCHAUSS
et al., 2006b).

Ainda, Del Pozo-Insfran et al. (2006), pesquisando in vitro os efeitos dos polifendis
do acai sobre a antiproliferagdo celular e inducdo de apoptose em células de leucemia
humana HL-60, encontraram que fracées polifendlicas de 0,17-10,7 umol-L™" reduzem a
proliferagao das células entre 56 e 86 %. Devido provavelmente a ativacdo da caspase-3
(apoptose). Os resultados indicaram também, a existéncia de interacbes antag6nicas
entre os diferentes fitoquimicos do acai, influindo algumas delas desfavoravelmente nas
propriedades pré-apoptoéticas e antiproliferativas das outras. Este estudo demonstrou que
o acai oferece uma rica fonte de polifendis bioativos e confira a importancia da
investigacao no sistema de alimento integro, quando avaliado o potencial benéfico para &
salde de compostos fitoquimicos individuais.

Por outro lado, muitos esfor¢os tém sido envidados para elucidar os mecanismos
envolvidos na regulagdo da transcricdo génica. Neste contexto, os polifendis tém se
mostrado como substancias promissoras. Subbaramaiah et al. (1998) utilizaram o
resveratrol em um experimento in vitro, demonstrando que este polifenol inibiu a ativacao
da proteina ativadora 1 (AP-1), um dos fatores de transcricdo que contribuem para a

sobrevivéncia e multiplicacdo de células tumorais.

Polifenois extraidos de sementes de uva (catequinas e proantocianidinas) foram
empregados em outro estudo in vitro com células cardiacas, aumentando a atividade das
enzimas superoxido dismutase, GST (glutationa S-transferase) e catalase (DU et al.,
2007)

Por estas razdes, atualmente existe grande interesse no uso dos corantes naturais
do suco do agai como ingredientes “funcionais”. Coisson et al. (2005) avaliaram o uso do
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suco do fruto do acai como um corante natural para o iogurte. Por enquanto, os
resultados obtidos mostraram que o iogurte enriquecido com suco de Euterpe (10 %,
m/m) tem caracteristicas similares a iogurtes tipicos comerciais elaborados com suco de

amora.

Del Pozo-Insfran et al. (2004) sugerem, que pela estabilidade das antocianinas, o
acai possa ser uma fonte de pigmentos antocianicos Uteis para uma variedade de

alimentos e produtos nutracéuticos.

3.6 Métodos analiticos utilizados e estado-da-arte atual.
3.6.1 Identificacao e quantificacao de polifendis.

Varios métodos para a determinacdo de compostos fendlicos ja foram
desenvolvidos e um grande numero de revisdes sobre a determinacdo de polifendis
publicados (MERKEN e BEECKER, 2000; DA COSTA et al., 2000; SKREDE et al., 2000;
LICHTENTHALER, 2004; GALLORI et al., 2004; WU e PRIOR, 2005a; WU e PRIOR,
2005b; ROSSO, 2006; PACHECO-PALENCIA et al., 2007). Essas analises podem ser
classificadas entre as que determinam o contelddo de fendis totais e aquelas que
quantificam um grupo especifico ou classe de compostos fendlicos. Os métodos Folin-
Denis e Folin-Ciocalteau sdo exemplos de métodos utilizados para a determinacéo de
fendis totais (WU et al., 2004; LICHTENTHALER, 2004; KUSKOSKI et al., 2005; SOUSA
et al., 2007;). Varias técnicas cromatograficas ja foram desenvolvidas para identificar e
quantificar compostos fendlicos especificos. No entanto, apenas polifendis passiveis de
extracdo sob condi¢des especificas podem ser estudados através dos métodos descritos
(ANTOLOVICH et al., 2000, Apud BEAL, 2006).

As analises de compostos fendlicos sao influenciadas pela sua estrutura quimica,
método de extragdo empregado, tamanho das particulas da amostra e tempo e condi¢des
de armazenamento, bem como pelo método de analise, selecdo de padrbes e presenca
de substancias interferentes, como gorduras, terpenos e clorofilas. Por essas razdes,
nenhum método de extragao é totalmente eficiente na extracao de todos os fendlicos ou
de uma classe especifica de compostos fendlicos em alimentos. A solubilidade dos
polifendis é determinada pelo tipo de solvente (polaridade) utilizado, grau de

polimerizagao dos fendlicos, interagao de fendlicos com outros constituintes do alimento e
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formacéo de complexos insoluveis. Os solventes mais freqientemente utilizados para a
extracdo de compostos fendlicos incluem metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila,
propanol, dimetilformamida e suas combinagdes (ANTOLOVICH et al., 2000, Apud BEAL,
2006).

A metodologia que mais se utiliza para fracionamento e separacdao de compostos
antioxidantes, tais como os compostos fendlicos, é a extracdo em fase sélida (SPE) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A identificagdo é geralmente feita com
detectores de massas.

A extragdo por fase soélida para o tratamento de amostras, reside no fato de que
esta técnica permite ndao s6 a extragao eficiente dos analitos, mas possibilita sua
concentracao e pré-purificacdo. A fase sélida retém com eficiéncia analitos presentes em
liquidos, gases ou fluidos supercriticos, associando enorme versatilidade a técnica. A
SPE é realizada como uma cromatografia em coluna, mas com pouco sorvente e seletiva
para o conjunto de analitos de interesse, em relagao a interferentes e matriz. (RADLER e
DA SILVA, 2003).

O estudo mais recente sobre os flavondides principais € os acidos fendlicos
presentes no acai, foi separado por LC-MS (LICHTENTHALER, 2004; GALLORI et al.,
2004; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006). Os polifendlicos foram identificados pelo tempo
de retencdo, e pela comparagdo espectroscopica ou m/z com os padrdes quimicos
auténticos. Com relacdo aos derivados polifendlicos, a sua quantificacdo se efetuou

usando as suas respectivas formas livres.

A espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray (ESI-MS/MS), é uma
boa ferramenta para a andlise de antocianinas porque nao requer derivatizacao, e a carga
positiva da antocianidina em valores baixos de pH permite a sua facil detec¢do, usando
baixas voltagens, desde que outras substancias passiveis de interferir, ndo sejam
ionizadas, segundo Giusti et al., (1999).

A ESI-MS usa baixa voltagem e pressao atmosférica e é muito versatil como
técnica de ionizacdo. As antocianinas sao positivamente carregadas em baixo pH e sdo
muito soluveis em agua e alcool, com massas moleculares na faixa de algumas centenas
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a alguns milhares de Dalton. Por exemplo, temos o caso da pelargonidina-3-glucosideo
do morango, com massa de 433 e moléculas poliaciladas, como as antocianinas aciladas
da flor de Clitoria ternatea, que tém massa 2107, segundo relato de Terahara et al., (1990,
Apud Giusti, 1999).

3.6.2 Determinacao da Atividade Antioxidante.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de forma a permitir uma réapida selecao de substancias e/ou misturas potencialmente
interessante na prevencao de doencas cronicas nao-transmissiveis (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006; THAIPONG et al., 2006).

Considerando a sua simplicidade, uma das estratégias mais aplicadas nas
medidas da capacidade antioxidante total in vitro para um composto, mistura ou alimento,
consiste em determinar a atividade do antioxidante frente a substancias cromoégenas de
natureza radical; a perda de cor ocorre de forma proporcional com a concentracao (RE et
al., 1999; MOYER et al. 2002; KUSKOSKI et al., 2005).

Os métodos mais comuns sdo os que utilizam ABTS e DPPH. Ambos apresentam
excelente estabilidade em condigbes laboratoriais, mas também mostram diferencas nas
suas capacidades. O DPPH é um radical livre que pode obter-se diretamente sem previa
preparagao, enquanto que o ABTS tem que ser gerado mediante uma reagao que pode
ser quimica (dioxido de manganés, persulfeto de potassio, ABAP), enzimatica
(peroxidase, mioglobulina) ou eletroquimica.

Com o ABTS pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica, ao passo que o DPPH s6 pode dissolver-se em meio organico e o DMPD, s6 em
meio aquoso. O radical ABTS++ tem ainda a vantagem de que seu espectro apresenta
maximos de absorbancia em 414, 654, 754 e 815 nm em meio alcodlico, enquanto que o
DPPH apresenta um pico de absorbancia em 515 nm, e o DMPD em 505 nm (KUSKOSKI
et al., 2005).

O radical ABTSe+ é mais indicado para ensaios de compostos ricos em pigmentos,

como é o caso dos antocianicos, por apresentar absorcdo maxima prdéxima a regiao
26



Revisé&o Bibliografica

infravermelha (734 nm) reduzindo possibilidades de interferéncias de compostos
pigmentados que absorvem na regidao do visivel o compostos resultantes de reacao
secundaria (KUSKOSKI et al., 2004).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil
elaboraram o comunicado Técnico 128, 2007, no qual descreve o método da captura do
radical ABTS para a determinacdo da atividade antioxidante total em frutas, adaptado e

modificado pelos laboratérios da Embrapa Agroindustria Tropical.

Por outro lado, Duarte-Almeida et al. (2006) destacam, além do DPPHs - 22-
difenil-1-picrilidrazila, o sistema de co-oxidacao do -caroteno/acido linoléico. Este método
avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido
linoléico. Este sistema estd fundamentado na determinagdo espectrofotométrica da
descoloracao (oxidagédo) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa

do &cido linoléico.

De forma analoga ao sistema B-caroteno/acido linoléico, o método de radicais
livres estd baseado no descoramento de uma solugdo composta por radicais estaveis
DPPHe- de cor violeta quando ha adicdo de substancias que podem ceder um atomo de
hidrogénio (HUANG e PRIOR, 2005). Entretanto, o primeiro método determina a
capacidade de um alimento, ou componente de alimento, de proteger um substrato
lipidico contra a oxidagao, enquanto que o0 método de inibicao de radicais DPPH+ baseia-
se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para outro que tem
propriedades oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Mais também Kuskoki et al. (2005) explicam que, para determinar a capacidade de
um antioxidante de reagir com radicais livres, o radical ABTS™ & um dos mais
empregados por considerar-se de elevada sensibilidade, pratico, rapido e muito estavel.
Para os autores, os resultados obtidos com o método DMPD (N,N-dimethyl-p-
phenylenediamine Dichlorohydrate), sejam eles expressos em TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) o VCEAC (Vitamin C Equivalente Antioxidant Capacity), no sao
concordantes com os obtidos mediante os ensaios da ABTS e DPPH. Os valores de
DMPD sao baixos, poucos reprodutiveis e em alguns casos incoerentes.
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Em adicdo, o método de ABTS tem importantes vantagens: apresenta varios
maximos de absor¢cdo e uma boa solubilidade, permitindo o ensaio de compostos, tanto
de natureza lipofilica como hidrofilica. O tempo de 1 minuto de reagéo, para o0 método
ABTS, pode ser suficiente para medidas de polpas de frutos, enquanto que para o método
DPPH se requer um tempo de 60 minutos, apresentando em algumas amostras
diferengas significativas nos resultados, o que pode implicar na realizacdo de estudos
adicionais (KUSKOSKI et al., 2005).
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Material e Métodos

4.1 Material
4.1.1 Fruto da Jucara (Euterpe edulis Mart.)

Os frutos no estagio maduro da jucara safra 2007, prontos para consumo, foram
obtidos da fazenda “Theobroma Agroindustria e Comércio, Ltda.” Registro CPNJ: 068-
316.579/001-, Quadro Vergueiro-Eldorado SP, Brasil, instituicdo devidamente credenciada
pelo IBAMA. Apdés os frutos serem coletados, selecionados, lavados em agua potavel,
submergidos em 4gua sanitaria e eliminado o cloro residual, os frutos foram transferidos
ao laboratorio e armazenados a —70 T até serem pro cessados e analisados. (Figuras 4.1
e 4.2).

4.1.2 Caracterizacao do fruto da jucara

Os frutos foram pesados (entre 30 e 40 unidades), sendo determinada a
porcentagem de polpa e caroco do fruto. Os frutos apresentaram peso médio de 1,60 £
0,04 g, e constituidos de 0,45 + 0,03 g de polpa e 1,15 = 0,05 g de carogo. Estas partes
representaram, respectivamente, 28 e 72 % do fruto.

Para as andlises de composicao centesimal da polpa integral fresca, os frutos
foram descongelados e imediatamente despolpados. Nessa oportunidade, verificaram-se
os valores de Brix e de pH da polpa.

4.1.3 Amostragem e preparacao

A amostragem foi feita aleatoriamente, em lotes de aproximadamente 1 kg. Os
frutos descongelados foram em seguida manualmente despolpados. Posteriormente, a
polpa foi aquecida até ~80 <C, a fim de pasteuriza- la. Em seguida, a polpa foi congelada
e liofilizada, dependendo da necessidade para cada amostra em particular. Prepararam-
se aproximadamente 320 g de polpa para cada amostra processada para as
determinagdes de antocianinas e fendis totais.

Prepararem-se as seguintes amostras de polpa integral de jugara que é a polpa
extraida sem adicao de agua e sem filtracao (MAPA, 2000): Polpa fresca (polpa a ser
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utilizada no momento), Polpa congelada, polpa pasteurizada-congelada e polpa liofilizada.
A Figura 4.2 amostra o procedimento seguido para obter as polpas integrais.

Figura 4.1. Fotografia, dos frutos congelados da jugara.

4.2 Reagentes e padroes analiticos.

Os solventes empregados para a obtencao dos extratos para antocianinas totais,
fenois totais, extracdo em fase sélida e para os métodos de atividade antioxidante foram
de grau analitico (p.a.), assim como os utilizados na caracterizacao fisico-quimica da
polpa integral fresca da jugara: Metanol (Ecibra), &cido cloridrico (Synth), cloreto de
potassio (Riedel), acetato de sédio (Merck), acetona (Synth), carbonato de sédio (Synth),
éter de petréleo (Synth), acetato de etila (Merck) e dimetilsulféxido (Nuclear).

Todos os solventes utilizados para separacao por HPLC (cromatografia liquida de

alta eficiéncia) foram de grau cromatografico: Metanol (Merck), acetonitrila (J.T. Baker),
acido o-fosférico (Fluka) e acido acético (Sigma-Aldrich).
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FRUTO MADURO

SELECAO —— Frutos inadequados

Agua 1 AVAGEM
potavel l 10

Hipoclorito Na __y ~y g ACAO

Sppm l 20"
Agua

potivel —» LAVAGII(;:'M —» Cloro livre

EMBALAGEM

CONGELADO E ARMAZENADO

l -70°C

DESCONGELADO
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¢ ¢ -17°C ¢ 70/80°C 20"
FRESCA CONGELADO PASTEURIZADO
Amostra 1 Amostra 2 ¢ 17 °C
CONGELADO
Amostra 3
LIOFILIZADO
Amostra 4

Figura 4.2. Obtengao da polpa do fruto da Jugara.
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Os reagentes ABTS (acido 2,2°-azino-bis [3-etilbenzotiazolin]-6-sulfénico, A-

1888), DPPH (2,2- Difenil-1-picrilidrazila, D-9132) e BHT (2,[6]-di-tert-butil-p-cresol) foram
fornecidos pela Sigma. Os reagentes de Folin-Ciocalteau e o persulfato de potassio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Chemie, Alemanha). Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-4cido carboxilico, 97 %) da Fluka e Acido L(+) ascérbico da Merck.

Os padrdes de flavonoides e acidos fenélicos: Acido galico, (-)- epicatequina,
(+)-catequina e o resveratrol 99% foram obtidos da Sigma. Cianidina-3-glucosideo e o
acido elagico da Fluka. Os padrbées de antocianinas 3-O-glucosideo de pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina foram adquiridos do Polyphenols

Laboratories (Sandnes, Noruega).

A agua foi purificada por um sistema Milli Q, e as amostras e os solventes filtrados
utilizando membranas filtrantes (0,22 e 0,45 um), da Millipore.

4.3 Material e equipamento analitico

Papel filtro Whatman # 1

Papel filtro quantitativo (JP40 — Faixa Branca)

Sistema Milli Q, Millipore ELGA, Reino Unido

Extragdo em fase sélida: cartucho Cig Sep-Pak Vac 20 cc (5 g), Waters
(EUA)

Desgaseificagao das fases moveis utilizadas em HPLC: banho de ultra-som
USC 700 (Unique-Brasil)

Homogeneizado: Agitador de tubos (Phoenix-Brasil)

Filtro de membrana PTFE 0,22 um

Secagem dos extratos: evaporador rotativo a vadcuo (Tecnal-Brasil),

¢ ¢ 4L 4 4

¢ ¢ 4

acoplado a um sistema de refrigeragdo (mlw-Alemanha).

A 4 Medidas potenciémetricas: pH-metro HI 9321 Microprocessor, EUA

A 4 Medidas espectrofotométricas: Espectrofotdmetro Beckman-Coulter, DU
640, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, EUA

4 Identificacdo de antocianinas, acidos fendlicos e flavondides:
Espectrémetro de Massa Q-Tof, EUA

33



Material e Métodos

44 Métodos
4.4.1 Composicao centesimal

As andlises de umidade, cinzas e nitrogénio total da polpa integral fresca da jucara
foram determinadas de acordo a AOAC (1995). Lipideos totais foram determinados pelo
método de Bligh e Dyer (1959). As determinacdes foram realizadas em triplicata.

4.4.2 Determinacao de Antocianinas Totais (AT)

Aplicou-se 0 método por diferencia de pH, desenvolvido por Giusti e Wrolstad
(2001). Neste método, os pigmentos antocidanicos sdo submetidos a transformagdes
estruturais reversiveis por uma mudanga no pH no meio resultando em uma dramatica
alteracao nos espectros de absorbancia (As formas coloridas dos oxénios predominantes
em pH 1.0 e a forma hemiacetal incolor a pH 4,5). O método do pH-diferencial é baseado
nesta reacdo, e permite a medida exata e rapida das antocianinas totais, mesmo na
presengca dos pigmentos degradados polimerizados e de outros compostos de

interferéncia.

A partir da pesquisa sobre a determinacao de antocianinas em frutas de Terci,
(2004), para este estudo foram utilizados extratos previamente preparados pela
maceragao e imersao das polpas integrais ~5 g em HCl 1% em metanol por 24 h numa
proporcao 1/5 polpa metanol (m/v), na auséncia de luz, seguindo de filtracdo com papel
de filtro quantitativo. O residuo foi novamente submetido a extragao, lavando com metanol
acidificado, até a extragcao exaustiva dos pigmentos.

Apds a extragdo das antocianinas, os extratos brutos foram combinados e
concentrados utilizando evaporador rotativo a vacuo em temperatura inferior a 40 C, até
massa constante. Isto resultou em um residuo viscoso. Em balées volumétricos de 5,0
mL, foram dissolvidos entre 58 e 70 mg do extrato seco com agua desionizada.

Utilizou-se dois sistemas tampao: cloreto de potassio de pH 1,0 (0,025 mol-L™") e
acetato de sédio pH 4,5 (0,4 ymol-L™"). Na seqtiéncia, 150 — 400 uL da solucdo estoque
dos extratos (para atingir uma absorbancia na faixa de 0,100-1,200 a ~510 nm), foram
adicionados, completando-se o volume com solucbes tampéo de pH 1,00 ou pH 4,50,
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ultrasonicando e reagindo durante 15 minutos. Em seguida, a absorbéancia foi medida no

comprimento de onda maximo de cada extrato.

Mediu-se a absorbancia frente a um branco a ~510 e 700 nm. Depois se calculou a
absorbancia final a partir da expressao:

A= (Amax vis — A700nm) pH1,0 " (Amax vis — A700 nm) pH 4,5

A concentragdo de pigmentos monomérica no extrato se expressou em cianidina-

3-glucosideo.

] AxMMxFDx 100
Antocianos monoméricos (mg /100 g) = el
X

Onde:
A = Absorbancia
MM = massa molar
FD = Fator de diluicéo

€ = Absortividade molar

A concentragdo final das antocianinas (mg/100 g) foi calculada em base a massa
de extrato e massa da amostra e o resultado foi expresso em termos de cianidina 3-

glucosideo (MM: 449,2 e €: 26900).

4.4.3 Determinacao de Fendis Totais (FT)

A quantificacao espectrométrica de compostos fendlicos é realizada por meio de
uma variedade de técnicas, todavia, que utiliza o0 método de Folin-Ciocalteau (SOUSA et
al.,, 2007). Fundamenta-se em seu carater redutor e € o mais conhecido. O reagente
consiste da mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacao 6" porém, na presenca de certos agentes
redutores como os compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5e 6 e
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cuja coloragao permite a determinagao da concentracao das substancias redutoras, que

nao necessariamente precisam ser de natureza fendlica.

A determinacao do teor de fendis totais foi feita por meio de espectrofotometria na
regiao do visivel, a 765 nm, sobre o extrato aceténico das amostras preparadas segundo
descrito por Julkunen-Tiitto (1985) e aplicado por Lichtenthéler (2005).

Aproximadamente um grama de cada amostra de polpa integral processada da
jucara foi extraido em trés etapas com acetona a 80% (v/v), durante um periodo de 20
horas. Em seguida, os extratos foram concentrados utilizando evaporador a vacuo, até um
volume final de 30 — 40 mL. Imediatamente apoés a filtracdo em papel filtro quantitativo, o
volume foi completado com agua Milli Q em balao volumétrico de 100 mL.

100 pL do extrato foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, 2 mL de
agua Milli Q e 1TmL de reagente fenol Folin-Ciocalteau. Apds serem misturados e agitados,
os regentes foram adicionados imediatamente 5 mL da solugéo de carbonato de sédio a
20% (m/v). A solugao resultante foi completada com agua Milli Q, até o volume final de 10
mL, e, 20 minutos mais tarde, foram feitas as leituras de absorbancia a 765 nm, no
espectrofotébmetro UV-Vis.

As andlises foram realizadas em duplicata para o branco e o padrao, triplicata para
cada uma das amostras. O teor de fendis totais (FT) foi determinado pela interpolagao da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo, construida com padrao de
acido galico (100 — 1300 pg/mL) e expressa como mg de EAG (equivalentes de acido
gélico).

4.4.4 Fracionamento e purificacao dos fitoquimicos

O fracionamento e purificacdo dos fitoquimicos da polpa integral da Jucara foram
baseados nas caracteristicas de solubilidade e afinidade, segundo a metodologia seguida
por Skrede et al. (2000); Del Pozo-Insfran et al. (2004) e Del Pozo-Insfran et al. (2006). O
esquema de isolamento usado para fracionar os constituintes fitoquimicos da Jugara se
ilustra brevemente na Figura 4.3.
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Primeiramente, os componentes lipofilicos foram separados desde os
componentes hidrofilicos pela adicdo de éter de petréleo e acetona (1:1, v/v).
Aproximadamente 15 g de polpa integral fresca foram misturados com 40 mL de acetona
e filtrados sobre um funil Biichner, usando papel Whatman # 1. O residuo foi re-extraido
duas vezes com 40 mL de acetona e os filirados agitados em funil de separagdo com 80
mL de éter de petréleo (Figura 4.4).

A fase superior com éter de petréleo (componentes lipofilicos) foi removida e
concentrada até secura com nitrogénio gasoso e re-suspendido no solvente adequado
para a andlise da atividade antioxidante. Os componentes hidrofilicos foram recuperados
por remocgao da acetona, sob pressao reduzida a < 40 C, depois a fragao foi diluida num
volume conhecido de agua acidificada (0,1 %HCI), e foram subseqlentemente

fracionados dos compostos polares usando cartuchos Cqg (20 cc).

Os cartuchos C,g foram previamente acondicionados, para imediatamente aplicar
os componentes hidrofilicos. As etapas envolvidas neste primeiro fracionamento na SPE
foram as seguintes:

»  Ativagao do sorvente pela passagem de 50 mL de metanol (0,1% HCI) para
condicionar a superficie do sélido, e o solvente de ativagédo foi removido com
50 mL de agua (0,1 %HCI), liquido de composi¢ao similar a amostra;

»  aplicaram-se 15 mL do extrato hidrofilico re-suspendido em agua 0,1 %HCI
ficando os analitos retidos na parte superior do sorvente (etapa de sorcéo ou
retencéo);

»  logo se aplicarem 45 mL de agua com 0,1 %HCI para remover os interferentes
e parte da matriz (etapa de lavagem); onde sédo removidos os acglcares e
acidos organicos;

»  finalmente a eluigao dos analitos do sorvente foi feita com 15 mL de metanol
(0,1 %HCI), coletando o eluato (componentes polifendlicos), para a
concentragdo e posterior fracionamento. O metanol foi removido da fragao
polifendlica usando evaporador rotatério e pressao reduzida < 40 €.
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Apobs a fracao polifendlica ser re-suspendida em solugao aquosa 0,1 %HCI, se
procedeu ao segundo fracionamento, usando um nov cartucho Cig, que incluiu as

seguintes etapas:

> Ativagdo do sorvente pela passagem de 50 mL de acetato de etila e 50 de
metanol (0,1 %HCI);

> remocao dos solventes de ativagdo com 50 mL de agua (0,1 %HCI);

»  aplicagdo de 15 mL do extrato polifendlico onde os analitos ficaram retidos na
parte superior da coluna do sorvente (Figura 4.5);

> aplicacao de 45 mL de agua 0,1 %HCI para remover os interferentes e parte
da matriz (etapa de lavagem); com o qual foram removidos os aglcares e
acidos organicos residuais;

»  finalmente, a primeira eluicao foi feita com 15 mL de acetato de etila para
remover a fragdo dos acidos fendlicos e flavonodides do sorvente, e uma
segunda eluicdo com 15 mL de metanol (0,1 %HCI) para remover as
antocianinas. Cada uma destas fragdes foi concentrada sob vacuo a <40C
até evaporar todo o solvente. A seguir, foram re-suspendidas em metanol e
armazenadas a —17 C até andlise.

As fracdes de interesse obtidas a partir da polpa integral de jugara sédo as
seguintes: fracdo 1, de polpa inteira; fracdo 2, de compostos lipofilicos; fracdo 3, de
compostos polifendlicos; fragdo 4, de acidos fendlicos e flavondides e, fracdo 5 de
antocianinas. Fragbes que foram submetidos a avaliacao de atividade antioxidante e
cromatografia tal como se indica na Figura 4,3.

A acetona foi usada também por outros pesquisadores para extrair diretamente
antocianinas de diversas fontes vegetais. Na comparacao com o metanol acidificado, esta
técnica para a extracdo de antocianinas das frutas vermelhas permite uma extracao
eficiente e mais reprodutivel, evita problemas com pectinas, e permite uma temperatura
muito mais baixa para a concentragdo da amostra (Costa et al. 2000).
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POLPA DE JUCARA s> DHPPH e ABTS
Eter de petrdleo/acetona

EXTRACAO
______________ |
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, LIPOFILICOS ¢ A
Eterde  Clorofila e Carotenéides . |
Petréleo EVAPORACAQ --------- .
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Figura 4.3. Fluxograma de separagdo para fracionar e purificar os fitoquimicos
presentes na polpa da jucara.
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Acetona

POLIFENOIS

ACIDOS FENOLICOS E
FLAVONOIDES

Figura 4.5. Fracionamento e purificagao dos polifendis presentes na polpa da jugara.
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4.4.5 Avaliacao da Atividade Antioxidante
4.4.5.1 Método ABTS

Segundo a metodologia desenvolvida por Re et al. (1999), descrita por Kuskoski et
al. (2004), o radical ABTS™ se obtém mediante a reacdo de ABTS com persulfeto de
potassio. Para este ensaio se aplicou o procedimento seguido por Arnao et al. (2001) com
as modificacdes feitas por Thaipong et al. (2006).

Se prepararem a solucdes estoque de ABTS (7,4 mmol-L™") e persulfeto de
potassio (2,6 mmol-L™") agua destilada. O radical ABTS™* se obteve pela reacdo de ABTS
e persulfeto de potassio, misturando em partes iguais e armazenado a temperatura de
bancada (+25 °C) num prazo de 12 h ao abrigo da luz. Formado o radical ABTS™, este foi
diluido misturando 1 mL da solugdo ABTS™ com metanol (~35 mL), até obter um valor de
absorbancia 1,1 (+0,01) unidades a 734 nm, usando o espectrofotbmetro. A solucdo
fresca de ABTS™ foi preparada para cada ensaio.

Para a obtencdo do extrato metandlico da polpa integral fresca se misturou 1 g de
polpa com 25 mL de metanol. A mistura foi colocada a 4  por 12 h e centrifugada a
19118 g por 15 min. O sobrenadante foi recuperado e armazenado a —17 . As outras
amostras foram obtidas do processo de fracionamento e purificacdo dos fitoquimicos por
SPE, as quais foram re-suspendidas com metanol.

Os maximos de absorgao do radical ABTS™ dissolvido em metanol se observam
claramente na Figura 4.6, que nao coincidem com os maximos de absor¢do do extrato
metandlico da polpa integral fresca. Isto confirma alguns relatos na literatura quando
usado 734 nm como comprimento de onda para fazer as leituras, pois a partir de 720 nm,
a absorbancia da amostra comeca a ser nula.

Num volume de 2.850 pyL da diluicdo do radical ABTS™ assim gerado, foi
determinada a absorbancia inicial (734 nm a 25 °C), para depois reagir com150 pL da
fracdo da polpa. Transcorrido 6 minuto, uma leitura posterior (A734) serviu para fazer o
seguimento da diferencas de absorbancias. A absorbancia final foi lida depois de 2 h de
reacdo na auséncia de luz. Utilizou-se o alcool metilico, como branco, para calibrar o
espectrofotémetro.
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Para a determinacdo da atividade antioxidante total, as amostras foram
preparadas em trés diluicdes diferentes como minimo em triplicata (Comunicado Técnico
128, 2007 do MAPA). As curvas-padrao foram realizadas nas faixas lineares, o
antioxidante sintético de referéncia Trolox, se ensaiaram em uma concentragéo de entre
50 e 700 pymol-L™" em metanol, nas mesmas condicées. Procedeu-se da mesma maneira
com o &cido ascorbico (50-600 umol-L™') e com o BHT (100-340 pmol-L™"). Os resultados
foram expressos em TEAC (atividade antioxidante em equivalentes de Trolox), VCEAC
(atividade antioxidante em equivalentes de vitamina C) e BHTEAC (atividade antioxidante
em equivalentes de BHT).

4.4.5.2 Método de seqiiestro de radicais livres DPPH*

Método desenvolvido por Brand-Williams et al. (1995), baseia-se na transferéncia
de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. Determinados pela redugao
da absorbancia medida a 515 nm do radical DPPH’, por antioxidantes. Com modificagdes,
o método descrito por Kim et al. (2002) e aplicado por Kuskoski at al. (2005), foi ajustado
para polpas de frutos, na medi¢do da absorbancia do radical DPPH" 100 umol-L™" (3,9 mL)
dissolvido em metanol 80%, para o comprimento de onda de 517 nm.

Para o preparo do extrato metandlico da polpa integral fresca se misturou ~1 g de
polpa com 20 mL de metanol 80%. A mistura foi colocada a 4 € por 12 h e centrifugada a
19.118 g por 15 min. O extrato foi filtrado usando Whatman # 1. O residuo foi re-extraido
com ~20 mL de metanol ao 80% e os filtrados foram misturados em um baldo volumétrico
de 50 mL, o volume foi completado com metanol ao 80%. As outras amostras foram
obtidas do processo de fracionamento e purificagdo dos fitoquimicos por SPE, as quais
foram re-suspendidas com metanol 80 %.

Ao DPPH dissolvido em metanol 80%, se agregou 100 uL da amostra ou padrdo. A
mistura se homogeneizou cuidadosamente e se colocou no escuro durante 60 minutos a
temperatura ambiente (£25 °C). As medidas de absorbancia a 517 nm se realizaram antes
de agregar a amostra (Ao) e passados 60 minutos (Ay). Utilizou-se o metanol 80%, como
branco, para calibrar o espectrofotdmetro.

A concentracdo de DPPH’ no meio da reacdo se calculou a partir das curvas de

calibracdo obtida por regresséo linear, tanto dos padrées como das amostras. Os
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resultados foram expressos em TEAC, o seja, atividade equivalente ao Trolox (umol-g™
de amostra peso fresco). Os padroes foram ensaiados nas mesmas condicoes,
antioxidante sintético de referéncia Trolox a uma concentragdo de 100 -1500 pmol-L™",
acido ascorbico (100 - 800 pymol-L™") e com o BHT (100 - 900 pymol-L™"). Os resultados
foram expressos em TEAC (atividade antioxidante em equivalentes de Trolox), VCEAC
(atividade antioxidante em equivalentes de vitamina C) e BHTEAC (atividade antioxidante

equivalente ao BHT).

2.000

Abs

0.000

Figura 4.6. Superposicdo dos espectros do radical ABTS™ e a fragdo fendlica dissolvida

em metanol.

4.4.6 Analise de resveratrol

Aproximadamente 1 g de polpa integral fresca de jucara foi extraida com 20 mL de

metanol. Apés o extrato fora centrifugado a 16.654 g a 4°C por 5 min, o sobrenadante foi
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usado para a andlise cromatografica de resveratrol, segundo as condi¢des analiticas
descrita por Shauss et al, (2006a).

A analise foi realizada por crotamatégrafia liquida (HP 1100), equipado com
bomba Varian 9012, detector UV-Vis Varian 9050, coluna Varian Cyg (4,6 mm x 250 mm,
5um) e monitorada pelo software Star Chromatography Workstation Varian (versao 4,5). A
Eluicao foi seguida usando fase movel A (agua/acetonitrila/acido acético; 89:9:2, viv/v) e
fase moével B (Acetonitrila/agua; 80:20, v/v). A detecgao foi monitorada a 280 nm a uma
vazao de 1,0 mL/min a temperatura ambiente. A fase mével seguiu o gradiente 0%B, 0 —
10 min, 0 - 40% B, 10 - 25 min; 40 - 100%B, 25-32 min; 100% B, 32 — 35 min.

4.4.7 Analise da mistura de antocianinas e outros flavonéides por MS

Para a identificagao das substancias fendlicas na fracao antocianica e na fragao de
acidos fendlicos e flavondides foi usado, o espectrdmetro de Massa hibrido (quadrupélo +
tempo de vbo) Q-Tof, com ionizagao por eletrospray (ESI). Ele utiliza um analisador de
massa de alta performance, do tipo quadrupdlo, incorporado a um dispositivo de pré-filtro
para protecdo do analisador principal contra depdsitos contaminantes, e um
espectrdmetro de massas, do tipo tempo de vbo ortogonal (ToF). Uma célula de colisdo
do tipo hexapdlo, entre os dois analisadores, foi usada para induzir fragmentacao que
ajudou nas investigagbes estruturais.

Os ions emergentes do segundo analisador foram detectados pelo detector do tipo
placa de microcanais (MCP) e pelo sistema de contagem de ions (TDC). Um computador
tipo PC que controla o espectrdmetro, recebe e processa os dados através do software
Mass Lynx NT ®.

As duas fragbes obtidas da SPE (antocianica e de acidos fendlicos e flavondides)
foram diluidas em metanol (grau HPLC) 50%. Para melhorar a operagdao no modo positivo
foi adicionada 1% de acido férmico na solucéo da fragao antocianica, Ambas as amostras
purificadas foram injetadas diretamente no espectrdmetro de massa segundo a
metodologia aplicada por Giusti et al. (1999) e Hassimotto et al. (2007).
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As condigbes do sistema utilizadas no espectrometro de Massa se relatam na
Tabela 4.1. Quando o ion molecular da substancia for detectado, seu espectro de MS?2 foi
obtido, usando uma energia relativa de colisdo de 10 — 60 eV.

4.4.8 Analise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas e cromatograficas foram apresentados
como média e estimativa do desvio padrdo. Os dados obtidos pelas andlises de
antocianinas totais e fenois totais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
monovariada e teste de Tukey, para andlise das diferencas entre as médias. Para as
andlises estatisticas, utilizou-se o programa computacional Microsoft Excel. Os
valores de p< 0,05 foram considerados significativos.

Tabela 4.1 Condigdes analiticas do ESI-MS para as fragdes antocianica (ES+) e de
acidos fendlicos e flavonéides (ES-) presentes na polpa integral da jucara

Fonte (ES+) (ES-)
Capilar 2000 V 2000 V
Cone da amostra 25V 30V
Cone de extragao 0,5V 3V
Temperatura de desolvatacao 250V 300 C
Temperatura da fonte 100 C 100 €
Vazao da seringa 5 pL/min 20 yL/min
Energia do ion 30V o0V
Energia de coliséo 10,0V 50V
Fluxo do gas

Cone 0 100 L/h
Desolvatacao 200 L/h 300 L/h
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Resultados e Discussao

5.1  Caracterizacao da matéria-prima

No laboratério, foi possivel estimar que 1 kg de fruto de jugara in natura rende
aproximadamente até 280 g de polpa integral fresca, ou 28 %, seguindo o procedimento

de despolpado manual.

A polpa integral fresca da jugara mostrou de 2,35 a 2,45 Brix de solidos soluveis,
mantendo o pH entre 4,90 e 4,91. Estas variacbes de pH e Brix sdo pequenas e
provavelmente devidas ao fato de os frutos estarem no mesmo estagio de maturacao,
além de apresentar uniformidade na cor, tal como foi relatado por LORENZI (2004). Esta
caracteristica foi observada para todos os cachos coletados na fazenda, de onde foram
extraidos os 10 kg de amostra.

5.1.1 Composicao centesimal

Os dados de composicao centesimal da polpa integral fresca de jugara (Euterpe
edulis) estao apresentados na Tabela 5.1. De um modo geral, estes valores estao
préximos dos encontrados em outros estudos da polpa de jugara e de seu congénere, 0
acai (Euterpe oleraceae).

Em particular, o teor elevado de lipideos (44,5 % + 2,2) da polpa de jucara se
destaca em relagao aos demais nutrientes. O teor de proteinas foi de 8,5 % + 0,3 em base
seca, ou seja, ligeiramente superior aos resultados divulgados pelo laboratério
Ceplac/Cepec/Sefis (2004), que relataram 6,72 % de proteinas para a polpa de jucara e
7,76 %, para a de acai.

Quanto ao acai, os dados sobre composicdo podem variar, de autor para autor.
Embora Alexandre (2004), tenha relatado conteudos de proteina e lipideos de 10,69 % +
0,66 e 48,24 % + 0,12, respectivamente, para a polpa de acai tipo médio. Schauss et al.
(2006a) encontraram no acai valores inferiores de lipideos e proteinas, 32,5 % e 8,1 %
em peso seco, respectivamente.
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5.2 Antocianinas e fendis totais

Considerando que os solventes de extracdo utilizados representam um fator
decisivo na quantificagdo de antocianinas e de polifendis totais, é importante ressaltar que
os valores expostos na Tabela 5.2 foram obtidos mediante extracdo metandlica para as
antocianinas totais, segundo o procedimento de Terci (2004), e extrato cetbnico para
fenois totais, seguindo o procedido por Lichtenthaler (2004).

Os fendis totais foram quantificados mediante a equacao da curva padrao do acido
gélico obtido nas mesmas condicdes analiticas que as amostras, A = 0,0012C + 0,26 ; R?
= 0,9956 (Figura 5.1); onde A é a absorbancia e C, a concentracdo de acido galico em
ug/mL. Os conteldos totais de antocianinas e de fendis se mostram na Tabela 5.2, estes
sd0 expressos em base Umida como em base seca para facilitar a comparacao com os
resultados de outras pesquisas.

Em geral, a polpa integral da jucara apresenta altos teores de antocianinas totais e
fendis total, quando comparados a dados de outras espécies descritos na literatura
(IADEROZA et al., 1992; BOBBIO et al., 2000; SKREDE et al., 2000; MOYER et al.,
2002; LICHTENTHALER, 2004; TERCI, 2004; ROSSO, 2006; PANTELIDIS et al., 2007;
SOUSA et al., 2007; BRITO et al. 2007).

As quantidades de antocianinas totais nas diferentes polpas integrais variaram de
1,03 % (polpa integral liofilizada) a 2,98 % (polpa integral fresca), em peso seco. As
polpas fresca e congelada apresentaram o maior conteudo de antocianinas, no entanto,
as polpas, pasteurizada e liofilizada, o menor (Tabela 5.2).

Com relacao aos teores totais de compostos fendlicos, verificou-se variagcao de
2,83 % (polpa integral pasteurizada) a 5,97 % (polpa integral fresca), em peso seco. Estes
resultados sdo promissoérios para a jucara quando considerarmos que para ser
considerada boa fonte de compostos fendlicos, um produto alimenticio deve conter de
1,15 a 3,61 % destes fitoquimicos (Cantos et al., 2002).
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Tabela 5.1 Caracterizagao fisico-quimica da polpa integral de jucara (MEDIA + S, n=3)

Analise’ Composicao da polpa do
fruto da jucara
Umidade % 68,8 +0,2
Proteina'® % 8,5+0,3
Lipideos' % 445 +22
Cinzas' % 2,3+0,2
pH 4,90 £ 0,01
Brix 2,4 £0,05
"em g/100g de matéria seca
N x 6,25
Reta padrao de acido galico
1,80 - y =0,0012x + 0,026
160 - Re = 0,9956
1,40 -
S 1,20 -
& 1,00 -
Ko
S 0,80 -
3
S 0,60 -
0,40
0,20 |
0,00 : : : : ‘
0 300 600 900 1200 1500

Hg/mL

Figura 5.1. Reta de calibracdo para a determinacao de compostos fendlicos totais.

Na Figura 5.2 se mostra o conteudo de antocianinas totais e fendis totais das

diferentes polpas integrais, sendo estes significativamente diferentes. Entretanto, os

contelidos continuam sendo altos quando comparados com os resultados de outros frutos

avaliados com os mesmos métodos. Os contetdos de antocianinas totais, por exemplo,
relatados para amora, uva e acai, foram de 41,8 £ 1,8; 30,9 + 0,1; 22,8 £ 0,8 mg/100g de

polpa fresca comercial, respectivamente (KUSKOSKI et al.,, 2005). Por outro lado,
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laderoza et al. (1992) relataram comparativamente os conteldos de antocianinas para o
acai e jucara, encontrando 336 mg/100g e 1347 mg/100g de fruta, respectivamente.

Terci (2004) determinou as antocianinas de amora, jaboticaba, jambolao e uva,
pelo método de Fuleki e Francis (do pH diferencial), relatando os seguintes valores: 291,
314, 386 e 227 mg/100g, respectivamente. Evidencia-se que a jucara é
consideravelmente mais rica do que o jambolao, que foi o produto mais rico da lista.

Tabela 5.2 Concentracdo de fendis totais e antocianinas totais em polpas integrais
processadas de jucara (média + S, n=3)

Polpa integral Fendis Totais Antocianinas Totais
g/100g/EAG g/100g

Fresca 1,86 + 0,02 5,97 £0,07* 0,93 £ 0,02 2,98 £ 0,05”

Congelada 1,09 + 0,01 3,27 £0,03" 0,90 £ 0,02 2,58 £ 0,06”

Pasteurizada 1,06 £ 0,01 2,83 +0,02* 0,57 + 0,01 1,53 £ 0,02*

Liofilizada 3,55 +£ 0,04 3,66 = 0,06* 0,99 £ 0,03 1,03 £ 0,03*

EAG = Equivalente de acido galico
* Resultados expressados em matéria seca

Brito et al. (2007), em trabalho recente sobre jugara e outras frutas tropicais
(guajiru, jambolao, acerola-clone 1147/1 e acerola roxinha) quantificaram as antocianinas
utilizando método cromatografico de analise com detector MS/MS. Esses autores
relataram que a polpa de jugara contém apenas 290 mg/100 g de peso fresco, ou 2.956
em base seca, o qual esta de acordo com o nosso achado de 2.980 mg/100 g de polpa
fresca, em base seca. Os dados de laderoza et al. (1992) para jucara estao entao abaixo
do esperado, provavelmente por subestimacdo devida a técnica de cromatografia em
papel por eles utilizada e quica por perdas ocasionadas durante 0 manuseio.

Em relacdo aos fendis totais de agai, existem também diversos trabalhos,
mostrando que os teores dessa espécie sdo geralmente inferiores aos obtidos no
presente trabalho com jugara, como mostram os conteuddos de fendis totais relatados por
Kuskoski et al. (2005) para amora, uva e acgai que foram: 118,9 +2,1;117,1 +0,6; 136,8 +
0,4 mg/100g polpa fresca comercial, respectivamente. Entretanto, Rosso (2006)
determinou fendis totais que foram préximos aos de jugara, 3.300 e 3.783 mg EAG/ 100 g
em acerola e acai respectivamente.
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Outros pesquisadores relatam conteldos para o agai que nao permitem
comparagao com os dados do presente trabalho. Lichtenthaler (2004), por exemplo, relata
um valor de 463 mg/L de antocianina total e 4.600 mg/L de fendis totais em agai grosso.
Por sua vez, Del Pozo-Insfran et al. (2006) relataram conteludos também de dificil
comparagdo com os dados desta dissertacdo, de 1.173 mg/L de antocianinas e 5.660
mg/L de fendis totais, também quantificados por HPLC.

7000

[ Antocianinas Totais O Fenois Totais

6000

5000 -

4000 h

3000 - —

Antocianinas Totais
mg/100 polpa seca
Fenois Totais
mg EAG/100g polpa seca

2000 - ¢
d

O,

Fresca Congelada Pasteurizada Liofilizada
Polpa integral de Jucara

Figura 5.2. Contelido de Antocianinas Totais e Fendis Totais na polpa integral de jucara
submetida a diferentes tratamentos. Letras iguais indicam a auséncia de diferenca
significativa, com 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Na presente pesquisa, foi realizada a comparacdo entre as polpas integrais,
observando-se que em termos de antocianinas e fenois totais, a polpa fresca é de 1,6 a
3,2 vezes, mais rica, do que a polpa liofilizada. Esse resultado indica que, mesmo quando
0 manuseio da polpa nao envolve processamento térmico propriamente dito, a exposicao
do produto ao oxigénio do ar pode se tornar importante fator na retencdo do poder

antioxidante.
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A visivel diferenca na coloragdo entre estas polpas integrais reflete ja perda dos
compostos fendlicos, entre elas as antocianinas que sao responsaveis pela cor da polpa e
do fruto. O escurecimento e a diminuicdo da cor vermelha podem ser atribuidos a
oxidacao e degradacao térmica das antocianinas e os fendis, efeito similar também foi
observado por Alexandre (2004) quando a polpa de agai foi pasteurizada.

Por outro lado, Skrede et al. (2000) observaram perdas expressivas de
antocianinas e polifendis ocorridas em uva-do-mato (blueberries) quando foram
processadas em sucos e concentrados. A instabilidade dos componentes estaria sujeita a
severidade da operacao, principalmente a trituracdo e despectinizacao, operacbes que
supostamente ativam a polifenoloxidase.

As antocianinas sao moléculas relativamente instaveis, e suas cores sao
dependentes do pH, temperatura, luz e da presenga de metais, detalham STRACK et al.
(1993, Apud Costa et al., 2000). E sabido que eventual interagdo entre o acido ascérbico
em vias de oxidacao e as antocianinas pode resultar na destruicao destas ultimas (ELBE
e SCHWARTZ, 1996).

Possivelmente sdo aqueles fatores expostos que originardo a queda dos
conteldos de antocianinas e fenéis, ressaltando que as antocianinas tiveram uma queda
constante até liofilizado. Isto devido provavelmente &s condigbes do tratamento inicial
(despolpado, pasteurizado e resfriado). Um congelado imediato a —17 T nao foi suficiente
para inibir aqueles efeitos indesejaveis.

5.3 Distribuicao porcentual das fracoes da polpa integral fresca da jucara

Durante os dois fracionamentos das fases de extracdo em fase sélida, as
antocianinas foram sorvidas fortemente na fase estacionaria (Cis, octadesilsilano
grupamento ativo principal), isto atribuida as hidroxilas ndo substituidas (Costa et al.,
2000). Desta forma, primeiramente foram eluidas as substancias mais polares que as
antocianinas, tais como 0s agucares e 0s acidos organicos e depois em um segundo
fracionamento, os acidos fendlicos e outros flavonodides; finalmente foram obtidos os

pigmentos antocianicos tal como se observa na Figura 4,5. Procedimentos que foram
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desenvolvidas e adaptadas inicialmente por Ordasz-Galindo et al., (1999) e Skrede et al.
(2000). Cada um dos eluentes foi monitorado por espectrofometria entre 200 a 600 nm
para conferir a pureza das fracoes.

As antocianinas sao sollveis em solventes polares, e sdo extraidas geralmente
dos materiais da planta com metanol que contem quantidades pequenas de &cido
cloridrico ou férmico. O éacido abaixa o pH da solugdo e impede a degradacdo dos
pigmentos ndo acilados da antocianina. No entanto, as quantidades pequenas de &cido
podem causar a hidrélise parcial ou total da parte acilada das antocianinas. Revilla et al.,
(1998, Apud Costa, 2000) demonstraram que os solventes que contém até 0,12 mol/L do
acido cloridrico causam hidrélises parcial da antocianina acilada. Para o processo de SPE
da polpa integral de jucara se utilizou metanol e 4gua, acidificada com &cido cloridrico ao
0,1% (0,012 mol/L).

Na Tabela 5.3 se observa o resultado obtido do processo de fracionamento e
purificacdo da polpa integral fresca de jucara detalhado no fluxograma da Figura 4,3. Das
fragcdes fendlicas purificadas obtidas finalmente, o extrato antocianico representa uma
quantidade maior (3,5 % * 0,6 do total da polpa fresca), entanto a fracdo dos acidos
fendlicos e flavondides um 0,6 % = 0,2. Um valor significativo também resulta a
quantidade do extrato lipofilico (3,2 % + 0,9).

5.4 Atividade antioxidante
5.4.1 Caracteristicas analiticas das curvas dos padroes

Ao se determinar atividade antioxidante usando o método de captura dos radicais

livres ABTS'+ e DPPH para, as diferentes fracdes obtidas pelo processo de fracionamento
e purificacdo dos fendlicos presentes na polpa integral fresca da jugara, para isso foram
avaliados inicialmente os padrdes analiticos (Trolox, BHT e vitamina C), até estabelecer
as respectivas faixas lineares das curvas analiticas (Figuras 5.3 e 5.4).

Quando o radical DPPH é reduzido, a cor do croméforo muda de purpura para
amarelo transparente com decréscimo da absorbancia. Para o radical ABTS, a cor do
produto da reacdo muda de verde-azul para incolor.
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Tabela 5.3 Distribuicdo percentual das fragGes da polpa integral fresca da jucara
(MEDIA £ S, n=7)

Fracao Porcentagem
Extrato lipofilico 3,2+0,9
Extrato hidrofilico 21,0+£7,0
Extrato fendlico 50+£2,0
Extrato de &cidos fendlicos e flavondides 0,6 £0,2
Extrato antocianico 3,5+0,6

Observam-se nestas figuras diferencas nas respostas dos padrdes nos dois
diferentes sistemas para determinar a atividade antioxidante, obtendo-se linhas com
inclinacoes e faixas de linearidade quase idénticas no método de DPPH, enquanto que,
as inclinagcbes e as faixas de linearidade diferentes, pelo método do ABTS foram
diferentes entre os padroes. No caso do sistema ABTS, a vitamina C e o BHT tém a
mesma inclinacdo (0,0018), enquanto que o Trolox mostra menor inclinacéo,

consequientemente menor poder antioxidante (Figura 5.4).

Para os dados plotados na Figura 5.3, e utilizando as condigbes de linearidade das

curvas, podemos dizer que para uma mesma concentracdo do padrao analitico, o Trolox

tem maior capacidade de capturar radicais livres DPPH expressa pela menor absorbancia
obtida, porém, mostrando maior atividade antioxidante que a vitamina C e, esta por sua
vez, maior atividade que o BHT.

Na Figura 5.4, pode ser visto que ocorre uma inversdo da capacidade do Trolox,
com relacao a do BHT. Tais diferencas podem ser resultado da forma diferente em que os
padrdes e, provavelmente as espécies antioxidantes presentes na matriz dos alimentos,
interagem com as espécies radicais.

5.4.2 Caracteristicas analiticas das curvas das fracoes

Para determinar a distribuicdo dos componentes antioxidantes na polpa integral da
jucara, o fracionamento dos fitoquimicos foi baseado nas caracteristicas de solubilidade e
afinidade.
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Figura 5.3 Curvas-padrao de Trolox, BHT e vitamina C para a determinacao da atividade
antioxidante frente ao radical DPPH
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Figura 5.4 Curvas-padréo de Trolox, BHT e vitamina C para a determinacado da atividade

antioxidante frente ao radical ABTS.+
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A efeitos de uma maior aproximagdo na determinagdo das equivaléncias da
atividade antioxidante, foi construida também curvas das diferentes fragbes da polpa
integral de jugara (Figuras 5.5 e 5.6). Pela andlise das inclinagbes se podem observar em

ambos os métodos, que a captura dos radicais livres (DPPH' e ABTS.+) acontece em
velocidades distintas. Essencialmente, todas as fragdes conseguem diminuir a
absorbancia inicial do radical livre, porém cada fracao aparentemente possui substancias
com competéncias diferentes de atuar na antioxidagao.

As substancias presentes no extrato hidrofilico demonstraram possuir maior

afinidade sequestradora dos radicais livres DPPH. e ABTS.+ do que aquelas presentes no
extrato lipofilico (Figuras 5.5 e 5.6). Isto foi constatado quando o extrato hidrofilico foi
fracionado, separando-se a fracao contendo os polifendis e as antocianinas (dos agucares
e acidos orgéanicos; Material e Métodos, Figura 4.3). Uma vez separadas as antocianinas
dos demais compostos fendlicos e outros flavonéides, encontrou-se que a maior atividade
residia com as antocianinas, de forma semelhante aquela expressa na fragcdo mae dos
polifendis, na qual as antocianinas se encontravam misturadas com os &cidos fendlicos e

demais flavondides (fracdo denominada de “polifendlicos”).

Pode se disser que, embora os dois estagios de fracionamento tenham resultado
na purificacdo parcial das substancias antioxidantes, o poder ou capacidade funcional das
substancias nao parece ter sido alterado, o qual poderia significar que nao existe efeito
sinérgico, nem antagbnico entre os diferentes componentes com caracteristicas
antioxidantes da polpa do fruto de jugara.

Em conseqliéncia, a fragao resultante da primeira purificagéo (polifendlicos) e a
resultante da segunda purificacdo (antocianinas) apresentaram, maior atividade anti-

radical frente ao ABTS.+e ao DPPH.do que o respectivo extrato bruto (metandlico mae) e
o residuo extraido com acetato de etila (4cidos fendlicos e outros flavonoides). Esta
andlise sugere que a fracdo das antocianinas contribui particularmente e mais
efetivamente para a acdo sequestradora de radicais livres.

Em quanto a pequena capacidade antioxidante do extrato lipofilico, esta pode ser
devida a presencga de carotendides encontradas no agai (p-caroteno, luteina e a-caroteno)

(DE ROSSO et al., 2005) e possivelmente outras substancias como os tocoferdis.
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Figura 5.5 Curvas do extrato bruto metandlico (integral), fracdo lipofilica, fracdo
polifendlica, fragdo de acidos fendlicos e flavondides, e fracdo antocianica da polpa
integral da jugara para quantificar a atividade antioxidante equivalentes pelo método de

captura do radical DPPH .

5.4.3 Determinacao da atividade antioxidante

Na Tabela 5.4 se apresentam os valores das atividades antioxidante do extrato
metandlico da polpa integral da jucara (fresca) e das diferentes fracbes obtidas pelo
processo de EFS. Os dados conservaram a mesma ordem de prelacdo quando sao
expressas as atividades antioxidantes, em relacdo aos respectivos padrdes analiticos
(Trolox-BHT-VC equivalente/g de polpa fresca), tanto pelo método DPPH como pelo
ABTS. Isto sugere que as condigbes experimentais utilizadas em ambos os métodos
foram coerentemente ajustadas, inclusive ou fator tempo de reagao; 60 min para DPPH e
120 min para ABTS.
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Figura 5.6 Curvas do extrato bruto metandlico (integral), fragdo lipofilica, fracao
polifendlica, fragdo de é&cidos fendlicos e flavonéides, e fracdo antocidnica da polpa
integral da jugara para quantificar a atividade antioxidante equivalentes pelo método de

captura do radical ABTS'+

A avaliacao do extrato fresco e suas fracbes mostraram (Figuras 5.7 e 5.8), que as
fracoes polifendlica e antocianica eram as de maior poder antioxidante. A fragcao lipofilica
demonstrou baixa atividade antioxidante (1.0 pymol Trolox-BHT-VC equivalente/g de

polpa fresca).

Nao existem dados na literatura sobre a atividade antioxidante da polpa da jucara.
Kuskosky et al. (2005) trabalharam com preparacdées comerciais de polpa de agai,
obviamente diluidas, obtendo valores de TEAC e VCEAC (em DPPH) de 8,3 umol/g e
108,5 mg/100g, respectivamente, o que corresponde a uma atividade da polpa da jucara
como sendo ao menos 8 vezes maior do que a do acai, pelo TEAC e 12,7 vezes pelo
VCEAC. Embora nao tenhamos efetuado comparagao laboratorial entre as duas polpas
para determinar os possiveis fatores de diluicio, supbe-se que nao se possa fazer
diluicdo maior do que 10X da polpa e terminar com um produto sensorialmente aceitavel.
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Duarte-Almeida et al. (2006) também determinaram a atividade antioxidante da
polpa de agai, encontrando o valor de 23 umol BHT equivalentes/g de polpa de acgai (em
DPPH), confirmando, portanto, que o poder antioxidante da polpa da jucara é
aproximadamente 4X superior ao do acgai.

Entre as fragOes ensaiadas pelo sistema ABTS, a fracdo antocidnica apresentara
atividade antioxidante mais de 100 vezes superior a atividade do Trolox.

Tabela 5.4 Determinagéo da atividade antioxidante das fragdes da polpa integral da
jucara mediante os métodos de DPPH e ABTS

- DPPH ABTS

Fracdes b . a b .
TEAC? BHTEAC® VCEAC TEAC BHTEAC® VCEAC

Integral 67,5 94,8 78,4 106,8 48,7 64,8

Antocianica 28,2 42 1 34,2 70,3 30,8 40,1

Polifendlica 27,5 39,8 32,6 64,4 24.6 29,7

Ac. Fendl. e Flav. 1,9 2,6 2.1 49 2,0 2.4

Lipofilica 0,2 0,3 0,2 1,0 0,5 0,6

# TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TE/g polpa fresca)
B BHTEAC: atividade antioxidante equivalente ao BHT (umol BHTE/g polpa fresca
C VCEAC: atividade antioxidante equivalente & vitamina (umol VCE/g polpa fresca
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Figura 5.7 Atividade antioxidante do extrato bruto da polpa integral fresca (metandlico) e
das fragbes lipofilica, polifendlica, antocianica e dos acidos fendlicos e flavonoides frente

ao método de sequiestro de radicais DPPH.
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Figura 5.8 Atividade antioxidante do extrato bruto da polpa integral fresca (metandlico) e
das fracgoes lipofilica, polifendlica, antocianica e dos acidos fendlicos e flavonoides frente

ao método de sequiestro de radicais ABTS.+

As fracbes ricas em antocianos sdo as que apresentam maior capacidade
antioxidante. As antocianinas apresentam estrutura quimica adequada para atuar como
antioxidante, pois podem doar hidrogénios ou elétrons aos radicais livres. A maior
atividade antioxidante esta correlacionada com a presenga de grupos hidroxilicos nas
posicdes 3’ e 4 do anel B, os quais conferem uma elevada estabilidade aos radicais
formados (CAO et al., 1997).

O potencial antioxidante individual dos compostos presentes em um extrato nem
sempre corresponde a capacidade antioxidante total do extrato, uma vez que pode
ocorrer efeito sinérgico entre as diversas substincias e, como conseqiiéncia, a
capacidade antioxidante final pode ser maior do que a soma das contribuicbes dos
diferentes componentes do extrato (JIA et al., 1998; SAUCIER e WATERHOUSE, 1999).
Isto também foi constatado quando se comparou a atividade antioxidante das fragdes com
a AAT da polpa integral fresca da jucara (Figuras 5.7 e 5.8).

As propriedades bioldgicas das antocianinas tém sido atribuidas principalmente a
sua funcao antioxidante, e a outras caracteristicas das moléculas individuais (WANG et
al., 1997; SATUE-GARCIA et al., 1997). Os mecanismos da funcdo antioxidante das
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antocianinas ndo estdao bem estabelecidos, embora haja indicios do envolvimento reagdes
de doacédo de hidrogénio e quelagdo de metais e proteinas ligadas (SATUE-GARCIA et
al., 1997). Deve ser levada em consideracao a possibilidade de que cada componente
fendlico pode contribuir de forma e proporgcao diferente e que os compostos interagem
entre si, podendo produzir-se efeitos sinérgicos ou antagdnicos.

5.5 Identificacao de resveratrol por HPLC

A determinacao de resveratrol em vinhos vem sendo estudada mais intensamente
nos ultimos anos. O isdmero trans-resveratrol tem reconhecido atividades bioldgicas, e
algumas delas sao de uso terapéutico, tais como acdo antiinflamatéria, inibicao da enzima
lipoxigenase e agao anticarcinogénica in vitro (SAUTTER et al., 2005). O resveratrol foi
encontrado inicialmente na casca de uva e relatado como portador de propriedades
quimiopreventivas contra o cancer (JANG et al., 1997; ULRICH et al., 2005).

Schauss et al. (2006b), relataram a presenca de trans-resveratrol no agai, embora
em baixa concentracdo (1,1 pg/g de polpa liofilizada). Os proprios autores fizeram a
ressalva de que a quantidade fosse provavelmente baixa demais para mostrar efeito
quimiopreventivo. No extrato bruto de jucara, seguindo as mesmas condigbes analiticas
de Schauss et al. (2006b), ndo foi possivel observar a presenga de resveratrol. Entretanto,
na analise qualitativa pelo espectrdmetro de massas, foi identificado o sinal especifico do
resveratrol na fragado dos acidos fendlicos e flavonoéides (Anexo 7).

5.6 Identificacdo de antocianinas e outros flavonéides por MS-MS?

Utilizando a espectrometria de massas para identificar as antocianinas de jucara,
apenas um trabalho foi encontrado na literatura (Brito et al., 2007), sendo que ndo houve
qualquer mengao dos flavondides e demais fendlicos. Os Anexos 6 e 7 mostram os
espectros de massas das fragdes de antocianinas e fendlicos mais flavonéides. Para as
antocianinas, os fragmentos produzidos no eletrospray foram identificados na faixa de
massa/carga de 200 a 800 (Anexo 6), enquanto que para os &cidos fendlicos e
flavonodides, os fragmentos se localizaram na faixa de 110 a 500 m/z (Anexo 7).
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Na Tabela 5.5 se encontram as antocianinas identificadas pelo ion molecular e
pela fragmentacdo MS/MS. Os principais sinais do espectro foram o da cianidina-3-
rutinosideo (m/z 595) (Figura 5,9) e cianidina-3-O-glucosideo (m/z 449) (Figura 5,10). A
fragmentacdo subsequente (MS/MS; Figura 5,9) do ion-fragmento principal (m/z 595)
rendeu dois ions: um em m/z 449 (cianidina-3-glucosideo), que resultou da perda de uma
parte do ramnosideo, e outro de m/z 287 (cianidina), que resultou da perda de um residuo
de glicose (HASSIMOTO et al., 2007). Esses compostos coincidem com aqueles
relatados por Brito et al. (2007). Trabalhos anteriores (laderosa et al., 1992; Harborne,
1994), embora também relatem estes dois compostos, sdo imprecisos quanto a
metodologia utilizada ou foram resultados obtidos por técnicas antiquadas (Harborne et
al., 1994).

A Tabela 5.5 resume os treze derivados de cianidinas, delfinidinas, petunidinas,
pelargonidinas e peonidinas e malvidina, que foram identificados pela técnica de
ionizagao, ou seja, os compostos identificados pelos ions moleculares e seus respectivos
fragmentos identificados pela relagdo massa-carga (m/z) (GIUSTI et al., 1999; WU et al.,
2004b; WU e PRIOR, 2005; GALLORI et al., 2004; HASSIMOTO et al., 2007; SCHAUSS
et al. 20067, BRITO et al., 2007).

Dos demais sinais do espectro-massa se obtiveram os valores m/z que, apés
serem submetidos as correspondentes analises massa-massa e verificando as férmulas
moleculares para obterem-se os perfis isotépicos e possibilitando a identificagdo dos
pigmentos listados na Tabela 5.5.

Além dos critérios acima, foi levado em conta também o perfil isotépico gerado
pelo software para cada férmula, chegando-se a comprovacao da identidade, segundo os
fragmentos manualmente reconhecidos no espectro MS. Para tanto, foi considerada
apenas a relagdo massa-carga do isétopo principal, gerando-se assim a Tabela 5.7. E
pertinente ressaltar que em dita tabela, a comparacao dos ions experimentais dos dois
ultimos compostos (petunidina-3-glucosideo e malvidina-3-glucosideo) com o perfil tedrico
produziu erros além do limite aceitavel de 10 ppm, ficando, portanto dentro de um grau de

incerteza.
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Com relagao ao espectro da fracdo de acidos fendlicos e flavondides (Anexo 6),
seguiu-se um procedimento analogo ao descrito acima para as antocianinas, exceto que o
equipamento foi ajustado no modo negativo [M] -, como foi descrito na secao
experimental. Entre acidos fendlicos e flavondides, foram identificados 12 compostos na
polpa de jugara comparados com os fragmentos (m/z) obtidos em outras pesquisas
(GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al. 2006a), além de trés compostos nao conhecidos,
como registrado na Tabela 5.6. Foi visto que os compostos desconhecidos em jugara m/z
391 e 413, também foram detectados em acai por Schauss et al. (2006a).

Na Tabela 5.8, onde se identificam os ions, dos onze compostos propostos, pode
se afirmar que quatro deles estao presentes e sao: acido protocatecuico, apigenina-6-C-
glucosideo, (+)-catequina x-H,O e resveratrol, tendo em vista a magnitude do erro.

Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito da
protecado contra os riscos de muitos processos patoldgicos, os resultados descritos neste
trabalho estimulam a continuidade dos estudos para quantificar a presenca daquelas
sustancias fendlicas utilizando cromatografia liquida.
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Figura 5.9 Espectro massa-massa do ion molecular m/z 595 (cianidina-3-O-rutinosideo)
da fracdo antociénica da polpa de jugara
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Figura 5.10 Espectro massa-massa do ion molecular m/z 449 (cianidina-3-O-glicosideo)

da fracdo antocianica da polpa de jucara
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Tabela 5.5 |dentificacdo de compostos na fragdo antocianica de jucara

Colisao MS/MS

Antocianina [M+H]+

eV (m/z)
Cianidina 3-sambubiosideo-5-ramnosideo 727 30 581/433/287
Delfinidina 3-rutinosideo 611 30 465/303
Peonidina 3-rutinosideo 609 20 463/301
Cianidina 3-O-rutinosideo 595 20 449/287
Pelargonidina 3-rutinosideo 579 10 433/271
Malvidina 3-galactosideo 493 20 331
Petunidina 3-glucosideo 479 20 317
Delfinidina 3-glucosideo 465 10 303
Peonidina 3-glucosideo 463 10 301
Cianidina 3-O-glucosideo 449 10 287
Cianidina 3-ramnosideo 433 20 287
Pelargonidina 3-glicosideo 433 20 271
Cianidina 3-arabinosideo 419 20 287
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Tabela 5.6 |dentificacdo de compostos na fragdo de acidos fendlicos e flavonéides da

jucara
: , , colisao MS/MS
Acidos fendlicos/Flavondides [M]
eV (m/z)

Acido elagico 301 25 165
Acido galico 169 15 125/97
Acido ferulico 193 20 178/134
Acido vanilico 167 15 152/108
Acido protocateqiico 153 15 109
Miricetina 317 20 179/151
Quercetina 301 25 165
Luteolina 285 20 175/151/133
Isovitexin/Apigenina-6-C-glucosideo 432 15 271/151
Taxifolin deoxyhexose 449 15 269/151
Catequina 289 15 245/205/179
Resveratrol 227 20 185/143
Desconhecido 391 15 289/221/143
Desconhecido 413 15 369/311/125
Desconhecido 353 20 317191
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Tabela 5.7 Identificacdo de ions e suas respectivas relagdes m/z para as antocianinas da
jucara

Composto Férmula m/z isétopo
(m/z exp).
(erro, ppm)

Cianidina 3-O- C21H2104Cl 449,1084
glucosideo 449,1096
(-2,67)
Cianidina 3-O- C27H31045Cl 595,1663
rutinosideo 595,1661
(0,34)
Cianidina-3-sambubiosideo  CpsH29015(CF3COOH) 581,1506
581,1512
(-1,03)
Cianidina-3-rhamnoside C21H21049 433,1135
433,1132
(0,69)
Peonidina-3-glucosideo CooH»3044Cl 463,124
463,1201
(8,42)
Petunidina-3-glucosideo Ca2H2304Cl 479,119
479,2787
(-333,32)
Malvidina-3-glucosideo Ca3H25042Cl 493,1346
493,2381
(-209,88)

'm/z do isétopo
m/z experimental
Serror entre m/z do isotopico e experimental (ppm)

67



Resultados e Discussao

Tabela 5.8 Identificacdo de ions e suas respectivas relagdes m/z para os acidos fendlicos
e flavondides da jucgara

Composto Férmula m/z isétopo’
m/z exp.?

(erro, ppm)®

Acido elagico C14HeOs 301,0348
300,9984

(120,92)
Acido galico (HO)3CgH-CO2H 169,0137
168,9975

(95,85)

Acido ferulico C1oH1004 193,0501
193,0556

(-28,49)
Acido vanilico CgHsO4 167,0344
167,0372

(-16,76)
Protocatechuic acid/3,4-Dihydroxybenzoic C-/HeO4 153,0188
acid 153,0199

(-7,19)
Miricetina C15H1¢0s 317,0298
317,0522

(-70,66)
Quercetina Cy5H41007 301,0348
301,0003

(114,60)
Luteolina C15H1006 285,0399
285,0602

(-71,22)
Isovitexin/Apigenina-6-C-glucosideo C21H20010 431,0978
431,0965

(3,02)
(+)-Catequina hidratada Ci5H140¢ - xH-0 289,0712
289,0734

(-7,61)
Resveratrol Cy4H1204 227,0708
227,0722

(-6,17)

"m/z do isétopo
®m/z experimental
Serror entre m/z do isotopico e experimental (ppm)

68



6. CONCLUSOES






Conclusoes

Pelos resultados obtidos nesta pesquisa, chega-se as seguintes conclusdes:

Os conteldos de antocianinas e fendis totais da polpa de jugara sdo elevados,
encontrando-se em concentragdes superiores aos do agai, o que significa que esse fruto

€ uma fonte excepcionalmente rica em compostos polifendlicos.

A atividade antioxidante da polpa fresca, determinada in vitro por dois métodos,
utilizando trés padrbes analiticos em cada um dos métodos, foi também superior a do

acal.

Pela inclinagdo das curvas das atividades individuais das fracoes foi possivel
observar que as fragcdes sao mais ativas do que as misturas. Porém, o fracionamento do
extrato bruto mostrou que a somatdria do poder individual das trés fracbes estudadas
(uma lipofilica, uma antocianica, e outra de acidos fendlicos e flavondides) néo alcangou o
poder antioxidante do estrato metandlico bruto da polpa fresca. As causas dessa
diferenca podem ser diversas, incluindo perdas na extragdo-separacéo, oxidacao durante
0 processo e possivel efeito sinérgico entre todas elas.

O tratamento térmico, mesmo sendo de desidratacdo por liofilizagdo de um
produto rico em compostos fendlicos, resultou em perdas destes compostos,
principalmente das antocianinas. E provavel que, tanto o tratamento térmico como a
exposicdo ao calor e a substituicdo do meio liquido pelo ar, aumente a exposi¢cdo ao
oxigénio, assim como a velocidade de reagao.

Treze antocianinas foram identificadas por espectrometria de massa-massa na

fracao antocianica, que corresponde a 3,54% da polpa integral fresca de jucgara.
Quinze compostos presentes na fragdo de flavonoides ndo-antocianica (que perfaz

0,63% da polpa integral fresca) foram identificados por espectrometria de massas, e
incluiam o resveratrol e outros.
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ANEXO 1. DETERMINAGAO DA COMPOSIGAO CENTESIMAL

DETERMINAGCAO DA UMIDADE DE POLPAS INTEGRAIS DA JUCARA

Polpas |Amostra/Triplicata : Umidade Media + S,
Pi(g) Pf(9) (%) n=3

1 2,0962 0,6491 69,03

Fresca 2 2,0970 0,6574 68,65 68,8 +0,2
3 2,0824 0,6510 68,74
1 1,0094 0,3331 67,00

Congelada 2 1,0083 0,3424 66,04 65.1+2.4
3 1,0042 0,3776 62,40
1 1,0124 0,3812 62,35

Pasteurizada 2 1,0013 0,3789 62,16 62,5+04
3 1,0464 0,3884 62,88
1 0,5090 0,4927 3,20

Liofilizada 2 0,5022 04865 | 3,13 | 35:06
3 0,5140 0,4923 4,22

DETERMINAGAO DE CINZA DA POLPA INTEGRAL FRESCA DA JUCARA

o Umidade Cinzas Média = S
Triplicata . ’
P Pi(g) Pt(9) (%) (9) (Yobu) (Yobs) n=3

1 2,0165 0,8074 | 59,96 0,0163 0,81 2,05
2 2,0319 0,7801 61,61 0,0187 0,92 2,34 23+02
3 2,0260 0,8063 | 60,20 0,0196 0,97 2,45

DETERMINAGAO DE PROTEINA BRUTA DA POLPA INTEGRAL FRESCA DA

JUCARA
. Umidade Proteina média £ S,
Triplicata 50T Pr(g) [ (%) |Pam ()] (%bu) | (%bs) | n=3
1 20962 | 0,6491 | 69,03 | 02040 | 2,75 | 8,82
2.0970 | 0,6574 | 68,65 | 0,2070 | 2,54 | 8,14 8,503
3 20824 | 0,6510 | 68,74 | 0,2050 | 2,67 | 8,56
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DETERMINAGAO DE LIPIDEOS DA POLPA INTEGRAL FRESCA DA JUCARA

Triplicata

Umidade

Lipideos

Média = S,
n=3

Pi (9)

Pi(9) | (%)

Pam (g)

ST (9)

(9)

(% bu)

(% bs)

1,5201

0,5027

66,93

1,6327

0,5496

0,0156

14,19

42,15

1,5294

0,5137

66,41

1,5043

0,5064

0,0153

15,11

44,87

445+22

1,5250

0,5236

65,67

1,6047

0,5402

0,0169

15,64

46,46

LEITURAS NO pH-METRO DA POLPA INTEGRAL FRESCA DA JUCARA

Triplicata pH Média DP Média £ S, n=3
1 4,90
2 4,90 49 0,01 4,90 £ 0,01
3 4,91

LEITURAS DO BRIX DA POLPA INTEGRAL FRESCA DA JUCAR A

Triplicata °Brix Média DP Média £ S, n=3
1 2,40
2 2,45 2.4 0,05 2,4+0,05
3 2,35
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ANEXO 2. DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

ANTOCIANINAS TOTAIS DA POLPA INTEGRAL FRESCA DE JUCARA

(mg/100g polpa seca)

Amostra Extrato Solugao Estoque y pH1 y pH4,5 AT Média S
(9) {;‘9")' A'Rg;;’a mgmL | uL | D [TPata oo 1 z00 | stz | 700 | AP | bu | ks n=3
1 1,0441 | 0,0366 | 0,2275|0,0598 | 0,8398 | 934,7 | 2996,5
5,0030 | 1166,4 | 58,30 11,66 150 | 33,3 2 1,0552 | 0,0424 |0,2553|0,0615|0,8190 | 911,5 | 2922,3 | 2977,8 +49
3 1,0500 | 0,0420 | 0,2248 | 0,0617 | 0,8449 | 940,4 | 3014,7
Fator ; 8,35
FD ; Fator de dilui¢do
Y ; comprimento de onda
ANTOCIANINAS TOTAIS DA POLPA INTEGRAL CONGELADA DE JUCARA
(mg/100g polpa seca)
Amostra Extrato Solugéo Estoque y pH1 Yy pH4,5 AT Média S
@ | Total | Amostra | | FDoTreleata o a0 | s13 | 700 | AP | bu | bs n=3
(mg) (mg)
1 1,2333 | 0,0059 |0,1875|0,0098 | 1,0497 | 922,3 | 2646,1
2 1,2089 | 0,0059 [0,21910,0153|0,9992 | 877,9 | 2518,8
5,0086 | 2862,9 67,9 13,6 400,0 | 125 . 512 700 512 | 700 25844 + 63,7
1,2146 | 0,0061 [0,1987|0,0170 1,0268\902,1 | 25884
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ANTOCIANINAS TOTAIS DA POLPA INTEGRAL PASTEURIZADA DE JUCARA
(mg/100g polpa seca)

Amostra

Extrato

Solugao Estoque

y pH1

y pH4,5

AT

Total Amostra FD [Triplicata Abs Media +§
(9) mg/mL uL 513 700 513 700 bu bs n=3
(mg) (mg)
1 10,8373 | 0,0152 | 0.1929]0,0211] 0,6503 | 582,2 | 1550,9
2 | 0,8245 | 0,0148 |0,2007 [0,0269 | 0,6359 | 569,3 | 1516,6
50030 | 25985 | 69,2 138 | 3500 | 14,3 : o1 T 100 T 512 T 700 15300 + 17,9
0,8258 | 0,0133 | 0,1967]0,0236 | 0,6394 [ 572,4 | 1525,0
ANTOCIANINAS TOTAIS DA POLPA INTEGRAL LIOFILIZADA DE JUCARA
(mg/100g polpa seca)
Amostra Extrato Solugao Estoque y pH1 y pH4,5 AT Média % S
@ | Totel |Amostral ooy | FD(Trilicatal o ga0 | s13 | 700 | AP | bu | ks n=3
(mg) (mg)
1 | 0,6947 | 0,0515 | 0.2125 | 0,0576 | 0.4883 | 964.6 | 999.8
514 | 700 | 514 | 700
30023 1299201 702 1 140 | 3000 | 6.7 o aat 70,0502 102132 0,0589 | 05086 | 1004.7 | 10414 000 + 268
3 10,7004 | 0,0362 [0,2092[0,0577 [0,5127 | 1012,8 | 1049,8
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(mg EAG/100g polpa seca)

ANEXO 3. DETERMINAGCAO DE FENOIS TOTAIS

FENOIS TOTAIS DAS POLPAS INTEGRAIS DE JUCARA

Amostra | Solugdo Estoque |_ . FT ddia
Polpas § d Triplicatal Abs Medl_a S
(9) mg/mL uL ug/mL | bu bs n=3
1 04799 | 3783 | 1873,6 | 6006,7
Fresca 2,0188 20,19 100 2 04803 | 3786 | 18753 | 6012,0 | 99714 +657
3 0,4715 | 371,3 | 1839,0 | 5895,6
1 0,2977 | 226/4 | 1100,8 | 3297,2
Congelada | 2,0568 20,57 100 2 02967 | 2256 | 1096,8 | 32851 | 3271,7+34.2
3 0,2924 | 222,0 | 1079,3 | 32329
1 0,2795 | 211,3 | 1054,0 | 28078
Pasteurizada| 2,0043 20,04 100 2 02827 | 2139 | 1067,3 | 2843,3 | 28344+234
3 0,2835 | 214,6 | 1070,6 | 2852,1
1 0,4632 | 364,3 | 3577,5 | 3699,7
Liofilizada | 1,0184 10,18 100 2 04537 | 3564 | 3499,8 | 3619,3 | 3659,5% 56,9
3 0,4616 | 363,0 | 3564,4 | 3686,2
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ANEXO 4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - DPPH

POLPA/EXTRATO PADROES
TROLOX BHT VITC
=-0,0006C+0,9089 | A=-0,0006C+1,0462 | A=-0,0006C+0,9665
pumol Abs pumol Abs pumol Abs
Fresca A=-0,00004C+0,9037| 700 0,4889 800 0,5662 700 0,5465
mg/l 10370 8437,5 8930
. 67,50 94,81 78,39
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Lipofilica A=-0,00001C+1,0738 58490 50760 52730
mg/|
Extrato Total g 0,269
Amostra g 15,6852
, 0,21 0,27 0,23
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Hidrofilica A=-0,0006C+0,8538 608,17 47933 512,17
mg/|
Extrato Total g 0,3744
Amostra g 15,6852
, 27,47 39,84 32,62
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Fendlica A=-0,0002C+1,0177 2644.00 225750 2356,00
mg/|
Extrato Total g 0,0651
Amostra g 9,0408
. 1,91 2,55 2,14
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Antocianica A=-0,0004C+0,8197 827,00 633.75 683,00
mg/|
Extrato Total g 0,3016
Amostra g 9,0408
, 28,24 42,11 34,19
ATT (umol equivalente/g polpa fresca

C= Concentragao
A= Absorbancia (Abs)
ATT = Atividade antioxidante Total
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - ABTS

POLPA/EXTRATO PADROES
TROLOX BHT VITC
=-0,0011C+1,0128 |A=-0,0018C+0,8544 |A=-0,0018C+1,0596
pumol Abs pumol Abs pumol Abs

Fresca A=-0,0001C+0,9308[ 500 0,4628 300 0,3144 500 0,1596
mg/| 4680 6164 7712

, 106,84 48,67 64,83
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Lipofilica A=-0,00006C+0,977 8570 11043,33 13623,33
mg/|
Extrato Total g 0,269
IAmostra g 15,6852

, 1,00 0,47 0,63
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Hidrofilica A=-0,0014C+0,7224 185,43 291,43 402,00
mg/|
Extrato Total g 0,3744
[Amostra g 15,6852

, 64,36 24,57 29,69
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Fendlica A=-0,0004C+0,7542 728,50 1099.50 1486.50
mg/|
Extrato Total g 0,0651
IAmostra g 9,0408

. 4,94 1,96 2,42
ATT (umol equivalente/g polpa fresca
Antocianica A=-0,0017C+0,866 237,18 324,47 415,53
mg/|
Extrato Total g 0,3016
lAmostra g 9,0408

, 70,33 30,84 40,14
ATT (umol equivalente/g polpa fresca

87



Anexos

88



Referéncias Bibliogrdficas

YB323 19-Jun-2008 11:50:17

JUCARA 2008_06_19_002 5 (0.093) Cm (2:54) TOF MS ES+

100+ 595.1661 8.18e3

241.0714
o\ﬂ,
197.0798 449.1096
595.3785
551.3604
507.3318 596.1693
639.3983
419.2666 683.4444
397.2443 727.4567
173.0802 242.0786 N
) 243.0501 h 771:5120
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MS da fracao antocianica da jucara
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ANEXO 6

YB323 20-Jun-2008 15:52:55
JUCARA NEG MS 2008_06_20 001 22 (0.408) Cn (Cen,5, 80.00, Ar); Sm (SG, 2x4.00); Sb (15,40.00 ); Cm (2:54) TOF MS ES-
n 449.1009 6.42e4
153.0192 450.1070
427.1567
125.0244 301.0190
169.0038
1 112.5860 | 137 0244 255.2272 289.0666 465.0998
109.0297 253.2129 325.1718 339.1950
193.0478 341.1144 413.1422 491.1162
| \ Ll | ‘ \ L e i ‘ 4921187
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MS da fracao dos acidos fendlicos e flavonoides da jucara
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YB323 20-Jun-2008 11:43:06
RESVERATROL MSMS 159 (2.945) Cn (Cen,5, 80.00, Ar); Sm (SG, 2x4.00); Sb (15,40.00 ); Cm (59:159) TOF MSMS 227.00ES-
185.0733 3.14e4
100+
1 frag. do padrao de resveratrol
143.0594
1 227.0854
]
| 183.0929
159.0917 186.0758
141.0798 144.0633 157.0763 160.0958 162.0851 225.0705 Foo.0m8
o.L133.0365 ‘ 1s6.0801. | | 1O 168.0702.170.0512 180-0686 ﬂ | 197.0784.199.0870 2090787 5150617 5140007 228.7780
188.0365 | S e e SN IS0 e e ety 8
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Espectro massa-massa do ion molecular m/z 227 (RESVERATROL) da fragao de acidos fendlicos e flavonoides da polpa da

jucara
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Anexos
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Espectro massa-massa do ion molecular m/z 289 (CATEQUINA) da fragdo de acidos fendlicos e flavondides da polpa de
jucara
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