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RESUMO GERAL

Considerando a possivel importancia dos compostos fendlicos a saude e a
falta de dados brasileiros, o presente trabalho foi realizado para quantificar os
flavondides miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina e luteolina em frutas e
erva-mate. Também foram determinados o acido cindmino e seu ester, acido
cafeico e acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) na erva-mate.

Uma revisdo bibliografica, abrangendo a biossintese e propriedades de
flavondides nas plantas, a importancia de flavondides em saude humana e os
dados nacionais e internacionais sobre os conteudos de flavondides em frutas e
erva-mate, é apresentada no Capitulo 1. Foram observadas variacbes na
composi¢cao devido a fatores como variedade, clima, grau de maturagcéo entre
outros, ficando demonstrada a falta de dados sobre estes compostos, em frutas e
erva-mate, mesmo no exterior.

O Capitulo 2 descreve o desenvolvimento da metodologia para a
determinagcdo dos flavondides de interesse, na forma de aglicona, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As condigbes cromatograficas foram
definidas como: coluna de fase reversa Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5um) e
fase movel de metanol e agua, acidificados com 0,3% de acido formico, em
gradiente linear. Utilizando Delineamento Estatistico de Composi¢cdo Central,

definiu-se as condi¢gdes Otimas para a hidrolise dos flavondis a forma aglicona
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para cada fruta que foram: acerola, 0,4M HCI, 90 minutos; maca, 0,5M HCI, 70
minutos; caju, 0,2M HCI, 110 minutos; figo, 0,5M HCI, 160 minutos; goiaba, 0,6M
HCI, 55 minutos; jaboticaba, 0,6M HCI, 45 minutos; laranja, 1,5M HCI, 90 minutos ;
pitanga, 0,6M HCI, 40 minutos; morango, 1,2M HCI, 120 minutos de hidrdlise.

Aplicando as condicbes estabelecidas para a analise, no Capitulo 3 estéo
apresentados os dados obtidos para acerola (2 cultivares), caju, goiaba (2
cultivares), figo, jaboticaba, manga, laranja (4 cultivares), maméo (3 cultivares) e
pitanga, analisadas em cinco diferentes periodos, utilizando amostras compostas
adquiridas em trés supermercados diferentes. Os cinco flavondides investigados
nao foram detectados em manga e mamao e as flavonas apigenina e luteolina néo
foram encontrados em nenhuma das frutas estudadas. Quercetina foi encontrada
em todas as outras frutas estudadas, variando de 3,0 mg/kg na laranja cultivar
Péra a 75 mg/kg em macéa cultivar Fuji. O kaempferol foi encontrado na acerola
(8,7 — 12 mg/kg), morango (7,0 — 8,9 mg/kg), pitanga (3,9 — 4,5 mg/kg) e caju (<LQ
— 2,7 mg/kg). A miricetina foi detectada em pitanga (31 — 37 mg/kg) e caju (20
mg/kg).

No Capitulo 4 estdo relatados os niveis de flavondides em 24 amostras de
erva-mate provenientes do Sul do Brasil e em extrato de chimarrao preparadas
destas. A extragao/hidrolise para obtengado das formas agliconas dos flavondides
foi definida por Delineamento Estatistico de Composi¢cao Central (1,2 M de HCl e
60 minutos de hidrdlise) e as condigbes para analise por CLAE foram: coluna C18
Nova Pak e fase mével metanol:agua (acidificados com 0,3% de &cido férmico),
em gradiente linear. O teor de quercetina variou de 19 a 65 ug/mL no chimarréao e

de 1090 a 3940 ug/g na erva. O kaempferol variou de 8 a 18 ug/mL no chimarrao
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e de 447 a 1000 ug/g na erva. Observou-se que o preparo do chimarrdo nao
extraiu totalmente os flavondides da erva-mate.

O Capitulo 5 apresenta os teores obtidos por CLAE do flavonol glicosidico
rutina e dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico em erva-mate e no extrato de
chimarrao correspondente de 12 amostras provenientes do Parana e Rio Grande
do Sul. O &cido cafeico livre ndo foi detectado nas amostras. O teor de rutina no
chimarrao variou de 0,04 a 0,15 mg/mL e na erva-mate de 2,37 a 8,03 mg/g. O
acido 5-cafeoilquinico variou de 0,25 a 0,49 mg/mL no chimarrao e de 13,1 a 24,7
mg/g na erva-mate. A preparagao de chimarrdo extraiu de 82 a 96 % do conteudo

de rutina e de 98 a 101% do conteudo de acido 5-cafeoilquinico da erva-mate.
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GENERAL ABSTRACT

Considering the potential importance of phenolic compounds in health and the
lack of Brazilian data, the present work was carried out to quantify the flavonoids
myricetin, quercetin, kaempferol, apigenin and luteolin in fruits and erva-mate. The
cinnamic acid and its ester, caffeic and 5-caffeoylquinic acids, were also
determined in”erva-mate”.

A review, covering the biosynthesis and properties of flavonoids in plants, the
importance of flavonoids in human health, and national and international data on the
flavonoid contents of fruits and “erva-mate”, is presented in Chapter 1. Compositional
variation was observed due to such factors as variety, climate, stage of maturity, and the
lack of data on these compounds in fruits and “erva-mate”, even in other countries, was
demonstrated.

Chapter 2 describes the development of the method for the determination of
the flavonoids of interest, in the aglycone form, by high performance liquid
chromatography (HPLC). The chromatographic conditions were defined as:
reverse phase Symmetry C18 column (2.1 x 150 mm, 3.5 ym) and mobile phase of
methanol and water, acidified with 0.3% formic acid, in linear gradient. Using
Statistical Design of Central Composition, the optimum conditions for the hydrolysis
of flavonols to their aglycones for each fruit were: acerola, 0.4M HCI, 90 minutes;
apple, 0.5M HCI, 70 minutes; cashew-apple, 0.2M HCI, 110 minutes; fig, 0.5M HCI,

160 minutes; guava, 0.6M HCI, 55 minutes; jaboticaba, 0.6M HCI, 45 minutes;
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orange, 1.5M HCL, 90 minutes; pitanga, 0.6M HCI, 40 minutes; strawberry, 1.2M
HCI, 120 minutes of hydrolysis.

Applying the conditions established for analysis, the data obtained for acerola (2
cultivars), cashew-apple, guava (2 cultivars), fig, jaboticaba, mango, orange (4 cultivars),
papaya (3 cultivars) and pitanga, analyzed at five different times, utilizing composite
samples acquired from three different supermarkets, are presented in Chapter 3. The five
flavonoids investigated were not found in mango and papaya and the flavones apigenin
and luteolin were not encountered in any of the fruits studied. Quercetin was found in all
of the other fruits studied, varying from 3.0 mg/kg in orange cultivar Péra to 75 mg/kg in
apple cultivar Fuji. Kaempferol was encountered in acerola (8.7 — 12 mg/kg), strawberry
(7.0 — 8.9 mg/kg), pitanga (3.9 — 4.5 mg/kg) and cashew-apple (<LQ — 2.7 mg/kg).
Myricetin was detected in pitanga (31 — 37 mg/kg) and cashew-apple (20 mg/kg).

In Chapter 4, the flavonoid levels in 24 samples of “erva-mate” from Southern
Brazil and in “chimarrdo” extract prepared from them are reported. The
extraction/hydrolysis for obtaining the aglycones of the flavonoids was defined by
Statistical Design of Central Composition (1.2M HCI and 60 minutes of hydrolysis)
and the HPLC chromatographic conditions were: Nova Pak C18 column and
mobile phase of methanol:water (acidified with 0.3% formic acid) in linear gradient.
The quercetin content varied from 19 to 65 pg/mL in “chimarrdo” and from 1090 to
3940 ug/g in “erva-mate”. Kaempferol varied from 8 to 18 ug/mL in “chimarrao” and
from 447 to 1000 pg/g in “erva-mate”. It was observed that the preparation of the
“‘chimarrao” did not fully extract the flavonoids of the “erva-mate”.

Chapter 5 presents the concentrations of the flavonol glycoside rutin and of

caffeic and 5-caffeoylquinic acids in “erva-mate” and the corresponding “chimarrao”
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extracts of 12 samples from Parana and Rio Grande do Sul. Free caffeic acid was
not detected in the samples. The rutin content in “chimarrdo” varied from 0.04 to
0.15 mg/mL and in the “erva-mate” from 2.37 to 8.03 mg/g. 5-Caffeoylquinic acid
varied from 0.25 to 0.49 mg/ml in “chimarrdo and from 13,1 to 24.8 mg/g in “erva-
mate”. The preparation of “chimarrao” extracted 82 to 96% of the rutin content and

from 98 to 101% of the 5-caffeoylquinic acid content of “erva-mate”.
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INTRODUCAO GERAL

Estudos epidemiolégicos relacionam a ocorréncia de doengas
degenerativas a dieta e apontam uma relagao inversa entre o consumo de frutas e
vegetais e a incidéncia destas doencgas, particularmente doengas cardiovasculares
e cancér. Os compostos fendlicos sdo considerados um dos grupos de compostos
bioativos responsaveis pelos efeitos benéficos de vegetais a saude. Embora
existam outros mecanismos, 0 modo de acdo mais citado é a atividade
antioxidante pela habilidade de sequestrar espécies ativas de oxigénio e quelar
ions metalicos.

O conhecimento do conteudo dos compostos fendlicos em alimentos, a
base de plantas, é ferramenta para o entendimento do seu papel na fisiologia da
planta e na saude humana, bem como para programas que visam o aumento do
seu consumo. Este trabalho, portanto, foi realizado para determinar a composig¢ao
de flavondides e acidos hidroxicinamicos em erva-mate, bem como flavondides em
frutas produzidas no Brasil: acerola, caju, figo, goiaba, jaboticaba, laranja, mac3,
mama&o, manga, morango e pitanga.

A erva-mate (llex paraguariensis) de origem brasileira é habitualmente
consumida na forma de chimarrdo no sul do Brasil. O pais também tem uma
diversidade de frutas. Tanto para erva-mate como para frutas brasileiras, existem

ainda poucos estudos dos compostos fendlicos.

XX



CAPITULO 1

Flavonoides em Frutas e Erva-Mate

Rosemary HOFFMANN-RIBANI

Delia RODRIGUEZ-AMAYA

Artigo a ser submetido a Revista de Nutricao Brazilian Journal of Nutrition



Flavonoéides em Frutas e Erva-Mate

Rosemary HOFFMANN-RIBANT'

Delia RODRIGUEZ-AMAY A2

RESUMO

Os flavonoides sdo compostos naturais encontrados numa variedade de alimentos de
origem vegetal. Estes compostos pertencentes a uma classe dos polifenodis, apresentam
atividade antioxidante, sendo também capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o
comportamento de muitos sistemas celulares. Eles podem conferir efeitos benéficos a
saude, reduzindo a ocorréncia de doengas cardiovasculares e cancer, podendo ainda possuir
outras atividades como antialérgica e anti-inflamatoria. O Brasil € rico em frutas tropicais,
subtropicais e de clima temperado, com produ¢ao consideravel para consumo doméstico e
exportagdo. Sao largamente apreciadas pela populagdo que as consome principalmente na
forma natural, ou na forma de sucos, doces e geléias. A determina¢do da composi¢ao dos
flavonodides de frutas brasileiras esta apenas comegando, assim a maioria das informagdes
desta revisdo relatam dados do exterior. Mesmo no exterior, os dados ainda sdo limitados.

A erva-mate, consumida principalmente na forma de chimarrdo, faz parte do habito

alimentar de grande parte da populagdo do sul do Brasil e também ¢ fonte de flavonoides.

Termos de indexacao: flavondides, frutas, erva-mate (Ilex paraguariensis)



ABSTRACT

Flavonoids are natural compounds found in a variety of foods of plant origin. These
compounds, which belong to a class of polyphenols, have antioxidant activity, and are also
capable of modulating the activity of enzymes and affect the behavior of many cellular
systems. They can confer beneficial effects on health, reducing the occurrence of
cardiovascular diseases and cancer, additionally having other activities such as anti-allergic
and anti-inflammatory properties. Brazil is rich in tropical, sub-tropical and temperate
fruits, with considerable production for domestic consumption and export. These fruits are
widely appreciated by the population, being consumed principally fresh or as juices, sweets
or marmalades. The determination of the flavonoid composition of Brazilian fruits is only
starting, thus majority of the information in this review is from abroad. But even abroad,
the data are still limited. Erva-mate, consumed mainly as “chimarrdo”, is part of the dietary

habit of a great part of the population of Southern Brazil. It is also a source of flavonoids.

Index terms: flavonoids; fruits, erva-mate (Ilex paraguariensis)
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INTRODUCAO

Os flavonoides sdo metabdlitos aromaticos secundarios sintetizados pelas plantas,

r1: 1- ~ . . .

pertencentes ao grupo dos fenolicos . Estdo presentes na maioria das frutas e vegetais

comestiveis, variando qualitativa e quantitativamente entre espécies e entre diferentes

~ , .« 4-6 - ..

partes e populagdes da mesma espécie” . Esses compostos ndo nutritivos apresentam
.. . . A e . . A . . -14
atividade antioxidante, anti-mutagénica e anti-carcinogénica em diferentes sistemas %,

Os flavondides consistem de dois anéis benzénicos (A e B), que sdo conectados por

um anel de trés carbonos contendo oxigénio (anel C) . O anel C pode ter forma ciclica

piranoica (nucleo flavonoide basico) ou ainda conter um grupo carbonila na posigao 4.

Figura 1. A- Estrutura basica dos flavonoides e B- Estrutura basica dos flavonoides com

grupo carbonila no C-4.



A variagao estrutural no anel C subdivide os flavondides em seis principais classes:
flavonois (p.ex., quercetina, kaempferol, miricetina), contendo uma hidroxila na posi¢ao 3
e carbonila na posi¢ao 4 do anel C; flavonas (p.ex., luteolina, apigenina), contendo apenas a
carbonila na posi¢cdo 4; flavandis (p.ex. catequina) contendo apenas a hidroxila no C-3,
porém sem a dupla ligacdo entre os C-2 e C-3; flavanonas contendo apenas a carbonila no
C-4, também sem a dupla ligacdo entre os C-2 e C-3; antocianidinas (p.ex., cianidina,
pelargonidina) apenas contendo a hidroxila no C-3; isoflavonas (p.ex., genisteina,
daidzeina) em que o anel B esté localizado na posi¢io C-3 do anel C (Figura 2)">'®,

Glicosilagdo, esterificagdo, amidagdo, hidroxilagdo, etc., sio mecanismos importantes
para modular a polaridade, toxicidade, solubilidade e direcionamento intracelular dos
flavonoides, estocados nos vacuolos das células das plantas. A forma conjugada contribui
para a extraordinaria variacdo na distribuicdo, propriedades e fungdes destes™ . Sao
encontrados em plantas principalmente na forma conjugada como glicosidios, pelo menos 8
monossacarideos diferentes ou combinacdes desses (di ou trissacarideos) podem ligar-se
aos diferentes grupos hidroxilas do flavonoide aglicona, resultando no grande niimero de
flavonodides conhecidos. Os agucares mais comuns incluem D-glucose e L-ramnose. Os
glicosideos sdo normalmente O-glicosideos, com a molécula de actcar ligada ao grupo

hidroxila na posi¢do C-3 ou C-7%2**!,



FLAVONOIS FLAVANOIS

Ri R2 Rs Ri R4

Quercetina OH OH OH Catequina OH H
Kaempferol = OH H OH Epicatequina OH H
FLAVONAS EGC OH OH

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

ANTOCIANIDINAS FLAVANONAS
Ro R4 Ri Ro R3
Cianidina OH H Hesperetina H OH OCH3
Malvidina OCH3 OCH3 Naringenina H H OH
Pelargonidina H H

ISOFLAVONAS
Ri R
Daid zeina H H
Gliciteina H OCH3
Genisteina OH H

Figura 2. Principais classes dos flavonéides.



Biossintese dos Flavonoéides

Os flavondides, junto com os isoprendides e alcaldides, compreendem as trés
maiores classes de produtos secundarios produzidos pelas plantas superiores, e sdo parte
essencial na adaptagdo a vida destes num ambiente adverso e inconstante. Na maioria das
espécies de plantas, o excesso de luz e alta radiagdo UV desencadeiam um aumento na
sintese ¢ acimulo de compostos nao fotossintéticos relacionados a via dos fenil
propanoides contendo o esqueleto C6-C3 (fenil propano), derivados do acido cindmico,
sintetizado do 4acido shiquimico™'™>*,

Os flavondides sdo sintetizados pela combinagdo das vias metabolicas do acido
shiquimico e da acetil-CoA carboxilase (Figura 3). A chalcona sintase ¢ a enzima que
cataliza a formagdo da chalcona intermediaria bésica C;s, da qual todos flavondides sdo
formados, pela condensacdo de trés moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-
coumaroil-CoA, (C6-C3). Além do 4-coumaroil-CoA, que é o principal substrato
fisiologico para formagao das chalconas, a chalcona sintase de algumas espécies de plantas
aceita como substratos o cafeoil-CoA ou o feruloil-CoA. O substrato éster da CoA do
acido cindmico vem da fenilalanina. A fenilalanina aménio liase canaliza o esqueleto C6-
C3 da fenilalanina via o acido trams-cinamico pelo metabolismo fenilpropanoide. A
introducdo da fun¢do hidroxi na posicdo 4 do 4cido frans-cindmico ¢ catalizada pela
cinamato 4-hidroxilase, fornecendo o 4-coumarato. O acido hidroxi-cinamico ¢é ativado
para futuras reagoes, pela formagdo de um éster da CoA (4-coumaroil-CoA), substrato
preferido pela chalcona sintase. O segundo substrato da chalcona sintase, o0 malonil-CoA, ¢
sintetizado da acetil-CoA e CO, . Através de subseqiientes hidroxilagdes e redugdes, as

. . . s 21,25-2
plantas sintetizam as diferentes classes dos flavonoides® 27,
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CARBOIDRATOS

l l

Via Shiquimica 3 Acetil - CoA
l lIV
GH
o Z i e m e LCOOH
Fenilalanina —= s —— ! f— | + 3 H
C/ . P PN ! COSC08
o & I G Malonil - CoA
\‘.:F/ Ho, & Cong G
0 i ‘E 7
4] a V
Cimamato 4-Coumarato 4-Coumarnoil-CoA
GH
= s

oH 0
2'4' 6" d-tetraludroxichalcona

Figura 3. Esquema ilustrando as etapas da biossintese para formacdo da chalcona
intermediaria basica C;s, da qual todos flavonoides sdo formados. As enzimas sdo: I-Fenil
amonia liase; II-Cinamato 4-hidroxilase; III-4-coumarato:CoA ligase; V- Acetil-CoA

carboxilase; V-Chalcona sintase.

Propriedades nas Plantas

Além de proporcionarem uma pigmentagao bonita em flores, sementes e folhas para
atrair polinizadores e disseminadores de sementes, os flavonoides também tem importantes
fungdes na sinaliza¢do entre plantas e microbios, na fertilidade de algumas espécies, na

C o x 26,28
defesa como agentes contra microbios e na prote¢do a radiagdo UV,



Os flavonodides absorvem na regido do UV ao visivel do azul ao verde, essa
absorcao de radiagdo age como um anteparo para o excesso de luz e radiacao UV, sendo
importantes na fotoprotecdo™>*. Outra fun¢io importante para os flavonoides & sua
atividade antioxidante como seqiliestrador de espécies reativas de oxigénio, relevante em
problemas de saide humana. Numerosos experimentos in vitro fornecem evidéncias,
sugerindo uma relacdo entre estrutura e fungdo na ocorréncia dessa atividade. A principal
caracteristica ¢ a presenca das ligagdes duplas conjugadas permitindo o deslocamento dos
elétrons 22, bem como o grupo orto-dihidroxi do anel B-catecol, em alguns flavonéides,
que permite uma transi¢ao redox envolvendo a formacao de radical semiquinona livre, com

~ . . 1 4
funcio antioxidante'*>>*,

Metabolismo dos Flavonoéides

Os flavonoides sdo extensivamente metabolisados para formas bioativas in vivo que
ndo sdo aquelas formas encontradas nas plantas, por exemplo, os glicosideos e, em alguns
casos, agliconas, mas os conjugados e metabolitos formados destes na absor¢o intestinal®>”
3% Isso afeta a atividade bioldgica destes compostos, sua habilidade para entrar nas células
e altera seu potencial redox. Existem agora evidéncias fortes para a extensiva ocorréncia da
fase I - deglicosilagdo extensiva e fase II - metabolismo das agliconas resultantes para as
formas glucoronideas, sulfatos ¢ O-metiladas, durante a passagem através do intestino

4 . , - ..
340 Conjugados glucoronideos e sulfatos sio formados com a maioria dos

delgado
flavonoides no intestino delgado e no figado, enquanto as formas O-metiladas sdo formadas

somente quando o flavonéide possui um anel B-catecol como a epicatequina ou quercetina.
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Os flavondides uma vez na corrente sangiiinea podem sofrer trés formas de
metabolismo intracelular : (1) conjugacdo com tidis, particularmente glutationa; (2)
metabolismo oxidativo; e (3) metabolismo relacionado com P450. O metabolismo
intracelular da quercetina, em fibroblastos dérmicos humanos tém demonstrado envolver a
formacgao de produtos de oxidacdo intracelular, a geragdo de 2’-glutationil quercetina , ¢ a
demetilagio das formas O-metiladas da quercetina®'. Os metabélitos gerados na célula,
como o 2’-glutationil quercetina, sdo de interesse uma vez que sdo capazes de proporcionar

efeitos benéficos ou toxicos nas células.

Atividade Biol6gica dos Flavonéides

O potencial dos flavonoides em reduzir a ocorréncia de doengas cardiovasculares e cancer ¢
normalmente  explicado  pelos  efeitos  biologicos como  antioxidantes™™**,
antiestrogénicos™* e inibidores da proliferagdo celular*’*®. Existem estudos porém que
relatam o efeito prooxidante destes em certas condigdes™ ', sendo ainda necessarias mais
pesquisas sobre este assunto. Além disso, os estudos t€ém sido conduzidos principalmente
com flavonodides agliconas ou glicosideos. Até muito recentemente, metabodlitos de
flavonodides raramente eram usados, principalmente porque dados sobre sua identidade
eram raros e padrdes quimicos para apenas poucos metabolitos podiam ser adquiridos
comercialmente’. Tem-se colocado ainda que os flavonoides, e seus metabdlitos in vivo,
ndo agem como os convencionais antioxidantes doadores de hidrogénio®>. As evidéncias

sugerem que os efeitos celulares dos flavonoides podem ser mediados pela sua interagdo

com proteinas especificas, fundamentais para a cascata intracelular sinalizante™. Podem
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interagir seletivamente dentro da via sinalizante de proteina kinase mitogénio ativada
(MAPK)****. Os flavonoides parecem ser capazes de proteger neurdnios contra stress
oxidativo mais eficientemente que o ascorbato, mesmo quando o ultimo foi utilizado em

concentracdes 10 vezes maiores®, o que apdia uma atividade ndo antioxidante.

Composicao de Flavonodides em Frutas Brasileiras e Erva-mate

Neste artigo de revisdo, serdo focalizados frutas brasileiras e erva-mate,
demonstrando a falta de dados sobre flavonodides destes alimentos importantes na dieta
brasileira. Em relagdo as frutas, a maior parte dos dados sdo do exterior, observando-se
variagdes na composicdo dos flavondides devido a diferentes fatores como
variedades/cultivares e partes do fruto. A composi¢ao ¢ dependente do grau de incidéncia
de luz uma vez que a formagao dos flavondides ¢ influenciada pela luz. Sdo localizados
principalmente nas folhas, flores, e nas frutas em suas partes externas, pele ou casca,
decrescendo em concentracdo até o centro destas'®*>".

Os flavonoides podem contribuir para a qualidade das frutas de varias maneiras, por
exemplo, com os atributos sensoriais como a coloragdo e sabor (p.e. gosto amargo de
algumas frutas). Em frutas como a maca, os flavonodides contribuem para a textura da
fruta. Também estdo envolvidos na formacdo de pigmentos marrons indesejaveis em

frutas frescas apos injuria ou corte como resultado da oxidagdo enzimatica dos fendlicos

. ~ . . 1,2
em quinonas que entdo polimerizam formando produtos marrons'*’.

Acerola (Malpighia punicifolia L.)
11



A acerola ou cereja das antilhas (Malpighia glabra L. ou Malpighia punicifolia L.
ou ainda Malpighia emarginata DC) ¢ originaria das Antilhas, e devido ao seu elevado teor
de vitamina C dispersou-se para outras regidoes do mundo. No Brasil, a introducao desta
frutifera ocorreu na década de 50, mas sé nos anos 80, depois de sua divulgagdo como fruta
rica em vitamina C, é que se espalhou rapidamente e de forma indiscriminada®"®*.

A principal regido brasileira produtora de acerola ¢ a Nordeste representando cerca
de 70% da producao brasileira, seguida da regido Sudeste com 15%. Dentre os principais
estados brasileiros produtores de acerola estio Pernambuco, Ceara e Sdo Paulo®. Além da
geléia a acerola pode ser consumida de varias outras formas: in natura ou em suco, licor,
xarope, sorvete, em calda e pastas. Pode ainda ser misturada a outros sucos

. .. 4
industrializados®*.

L 65

Lima et al.”, trabalhando com 15 genotipos de Pernambuco definiu o conteudo de

fenolicos totais variando de 1888 a 7370 mg/kg. Musser® relatou teor de flavonois totais
calculados em quercetina na faixa de 70 a 185mg/kg da polpa. Vendramini er al.?’,
trabalhando com acerolas do Rio de Janeiro, apenas identificaram os flavonodis quercetina e
kaempferol e determinaram o teor total de antocianinas na casca das acerolas maduras que
foi de 375 mg/kg. Os pigmentos identificados foram a pelargonidina e cianidina 3-

monoglicosilada e a malvidina 3,5-diglicosilada®’. As frutas maduras de Pernambuco,

estudadas por Musser® apresentaram antocianinas totais de 381 a 474 mg/kg.
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Caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro Anacardium occidentale L., pertencente a familia Anacardiaceae, ¢ uma
arvore originaria do Brasil, encontrada em varios paises de clima tropical.. E no litoral do
Nordeste brasileiro, onde o cajueiro encontra as melhores condi¢des ecoldgicas para seu
cultivo®®. O caju, fruto do cajueiro, tem duas partes: o fruto propriamente dito, que ¢ a
castanha, ¢ o pseudofruto ou pedunculo floral hipertrofiado, carnoso e suculento,
geralmente de excelente sabor. Sdo conhecidos cerca de vinte tipos de caju, classificados
segundo a consisténcia da polpa, o paladar, o formato e a cor da fruta, predominando as
periformes e arredondadas e as coloragdes vermelha e amarela e com matizes destas duas
cores”. A produgdo nacional concentra-se na regido nordeste, sendo produtores os estados

do Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte e Maranhao.

A parte suculenta do caju é muito apreciada em diversas formas: suco, em forma
de compota, fruta cristalizada, massa “cajuada” e passa de caju, além do suco pasteurizado,
a “cajuina”, e do suco fermentado, o “mocorord”. O suco filtrado, cozido, contendo 20% de
alcool da a “jeropiga”, consumida como vinho. Se, antes de acrescentar o alcool, o suco for
concentrado para a metade de seu volume, chega-se e uma jeropiga encorpada, usada como

vinho licoroso. O suco fermentado d4 um vinho fino®.

Segundo Wang et al.”, parte da capacidade antioxidante das frutas se deve aos
flavonodides. Abas et al.”' determinaram a atividade antioxidante do Annacardium
occidentale e concluiram ser esta fruta uma boa fonte de compostos antioxidantes. Miean
et al.” analisando frutas tropicais da Maldsia, relatou contetidos de 188 mg/kg para

miricetina e 262,5 mg/kg para quercetina em amostra desidratada de caju.
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Goiaba (Psidium guajava L.)

A goiabeira pertence a familia das Myrtaceae sendo originaria das regides tropicais
Americanas, onde ocorre desde o México até o Sul do Brasil. Atualmente, é cultivada em
todas as regides tropicais e sub-tropicais do mundo’”.

No Brasil, o cultivo em escala comercial da goiabeira ¢ praticado desde o Rio
Grande o Sul até o Maranhao, com destaque para os Estados de Sao Paulo e Pernambuco. A
goiabada ¢ o doce em massa mais servido no Brasil. Compotas, geléias, xaropes e sucos de
goiaba sdo muito apreciados’”,

Miean et al.”, trabalhando com diversas frutas, relatou o conteudo de 549,5 mg/kg

para o flavonol miricetina e de 579 mg/kg para a flavona apigenina em goiaba desidratada.

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba e Myrciaria cauliflora Berg)

Originaria do Centro-Sul do Brasil, destacam-se dentre as espécies de jaboticaba a
Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg, conhecida como Sabard, sendo comuns outras espécies
como a Myrciaria cauliflora (DC) Berg ou jaboticaba Paulista, A¢i ou Ponhema. Sao
arvores pequenas em que as flores e frutas nascem diretamente sobre o tronco principal ou
galhos mais velhos. As frutas crescem rapidamente, completando seu desenvolvimento
entre 40-60 dias® °. As frutas sio globosas, com 2-3cm de diametro, sendo vermelhas a
roxas ou mesmo pretas quando maduras. A jaboticaba além de ser consumida in natura,

também ¢ utilizada na produgéo artesanal de licores e geléias’®.
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Einbond et al”’

avaliando antocianinas antioxidantes em frutas comestiveis,
identificaram cianidina 3-O-B-glucopiranosideo em amostras de jaboticaba (Myrciaria

cauliflora).

Laranja (Citrus sinensis L. Osbeck)

Laranja da familia Rutaceae, fruta originaria da Asia, especialmente da China e do
Arquipélago Malaio, é o nome genérico dado a varias frutas que pertencem ao grupo dos
citrus. No Brasil, as variedades mais cultivadas e conhecidas de laranjas sdo: laranja-da-
baia, também conhecida como laranja-de-umbigo porque tem uma sali€éncia na parte de
baixo; laranja-da-terra, conhecida em algumas regides como laranja-cavalo e em outras
como laranja-azeda ou laranja-bigarada, tem cor amarelo-forte com tons avermelhados,
forma achatada e ndo ¢ muito grande; laranja-lima uma variedade menos acida, tem casca
fina de cor amarelo-clara, sabor suave ¢ doce ¢ polpa muito suculenta; laranja-seleta, quase
do tamanho da laranja-da-baia, ¢ bem suculenta, tem sabor adocicado, pouco acido, e casca
amarelo-clara; laranja-péra, menor que as outras variedades, tem casca fina e lisa, cor
amarelo-avermelhada e polpa suculenta, sabor adocicado, e ¢ especial para o preparo de
sucos e geléias; laranja-bardo, embora com formato parecido ao da laranja- péra, é menor e
tem cor mais clara, casca fina e lisa e a polpa muito suculenta, sendo recomendada para o
preparo de sucos. Com mais de 1 milhdo de hectares de plantas citricas em seu territorio, o
Brasil tornou-se, na década de 80, o maior produtor mundial da fruta. A maior parte da
produgdo brasileira de laranjas destina-se a industria do suco, concentrada no estado de Sao

Paulo, responsavel por 70% das laranjas e 98% do suco que o Brasil produz’.
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As flavanonas sdo os principais flavonodides presentes em citrus'’’, sendo
relativamente rara sua ocorréncia em outras plantas. S3do encontrados em maior
~ 80 .
concentragdo na casca da fruta™, que na laranja representa em torno da metade da massa da
81 . . . ~ C e
fruta” . Hesperetina e naringenina sdo as principais flavanonas presentes na polpa (Tabela

81-85

1) e casca de laranjas™ ™, sendo também encontradas em sucos comerciais obtidos pelo

esmagamento da fruta com casca®™®’

. Quercetina ¢ um flavonoide minoritario em
. 82,8889 89 . .

laranjas . Franke et al.”, também relataram a presenga da flavona luteolina (12-

18mg/kg) em polpa de laranja. Também ¢ peculiar nas frutas citricas a ocorréncia de

258182 - Além do interesse nas

flavonas polimetoxiladas (p.ex. nobiletina, sinensetina)
propriedades farmacologicas destes compostos’, a sinensetina presente na casca (Tabela 1)

pode conferir sabor amargo ao suco de laranja mesmo em concentragdo inferior a

0,1mg/L°".

Maca (Malus pumila Mill.)

A macieira, uma planta da familia das rosaceas, sub familia das pomaceas, produz a magca,
. A e . , . 2
que devido a sua exuberante aparéncia e beleza, possui o titulo de “a rainha das frutas™>"".

Fruta das regides temperadas tem duas épocas de producao no Brasil, de margo a maio e de

agosto a outubro’”. As cultivares mais produzidas sdo: gala, golden delicious e fuji, que
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Tabela 1. Conteudo de flavonodides em laranja, maga e morango segundo alguns autores.

Fruta Flavonoides Contetido (ug/g) REFERENCIA
Laranja
polpa Quercetina 8-9%%; 4-7%;
Naringenina 170- 28682; 11083;
Hesperetina 169-149%; 310%;
Luteolina 12-1 889;
casca Quercetina 360-410%%;

Naringenina 170-374%; 33-426%;
Hesperetina 149-109482; 905 - 110184;
Sinensitina 69°'; 170-196*
Nobiletina 98*!;

Magca

com casca Quercetina 2083; 25-8089; 21— 72"

Quercetina Glicosidios totais 4-10182; 54 — 9896; 26-74100;
Quercetina-3-Galactosideo 22%. 1-29100;
Quercetina-3-Rutinosideo 2 96; nd-310°;
Quercetina-3-Glicosideo 3%; 3-7100;
Quercetina-3-Xilosideo 1 196; 2-10100;
Quercetina-3-Arabinosideo 32%. 5-19100;
Quercetina-3-Ramnosideo 4196; 4-22100;
Catequina 13-51%%;
Epicatequina 54-104%; 99%
Phloridzina 20-23%; 20
Cianidina-3- Galactosideo ndgz; 5%

Morango
Quercetina 3-5109; 22-57“0;

683; 989; 8-10102;

Kaempferol 583; 689; 7-16102; 2-9109; 5-20'°
Antocianinas 120'%; 130-550""%; 800'""; 300'"

variam na textura e sabor da polpa. Muito bem adaptadas aos climas regionais brasileiros,
provém especialmente do Sul e do Sudeste do pais, onde os estado de Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Parana sdo responsaveis pela quase totalidade do volume
produzido, destacando-se Santa Catarina e Rio Grande do Sul com 99,6 % do total

produzido em 2001. Além do consumo in natura, podem ser aproveitadas industrialmente
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como suco, polpa, produtos fermentados (sidra, vinho, vinagre e bebidas destiladas),
produtos desidratados, conservas, geléias e pectina comercial®>*®.
A composicdo de flavonoides da magad ¢ caracterizada por apresentar flavonodis

em glicosidios da quercetina’®®, flavanols (catequina, epicatequina e epigalocatequina)

82,85,96,97,99,100 82,96

, dihidrochalcona (phloridzina) e antocianina (cianidina  3-

57,58,100,101 I 100

galactosideo) Price et al.™, observaram que o conteido dos flavonodis

glicosideos esta concentrado na casca das magas, representando de 63,0% a 97,1% do

flavonol nas frutas estudadas. Awad er al.’’

, também observaram que flavonoides
individuais ndo sdo igualmente distribuidos na fruta, sendo que quercetina 3-glicosideo ¢
antocianina foram encontrados quase exclusivamente na casca das magas, o teor sendo
maior em frutas nascidas no topo das arvores seguidas das frutas das partes externas das
arvores, enquanto os menores niveis foram encontrados em frutas do interior das arvores.

A Tabela 1 indica os flavondis conjugados da quercetina e os flavanois catequina e

epicatequina, como os principais flavonoides presentes na fruta.

Manga (Mangifera indica L.)

A mangueira ¢ uma planta tropical pertencente a familia Anacardiaceae , que se
desenvolve bem em condi¢des de clima subtropical. Originaria do Sul da Asia, a manga
dispersou-se por todos os continentes, sendo cultivada, atualmente, em todos os paises de
clima tropical e subtropical. O Brasil ¢ o quinto maior produtor mundial de manga, sendo
sua produgdo destinada principalmente para exportagdo. Sdo Paulo e Bahia sdo os
principais produtores brasileiros, outros estados importantes sio Minas Gerais, Ceara,

Paraiba e Piaui. Os produtos derivados da fruta verde incluem picles, chutney, concentrado,
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barra de frutas e manga em po6. A partir da fruta madura sdo produzidos o puré, seu
concentrado, suco € o néctar, etc'91% As variedades mais cultivadas sio de origem norte

americana, como Haden, Tommy Atkins e Keitt'™.

Berardini et al.'®

utilizando as cascas geradas no processamento de manga como
fonte para obtencdo de polifendis observou que a capacidade antioxidante destes foi
superior a da mangiferina e quercetina 3-O-glicosidio. Schieber et al.'® analizou amostras
de puré industrial concentrado de manga determinando cinco glicosidios de quercetina(Q) e
um de kaempferol (K). Os flavonoéis glicosidios predominantes foram Q-3-galactosidio

(22,1 mg/kg), Q-3-glicosidio (16mg/kg), e Q-3-arabinosidio (Smg/kg). A quantifica¢do da

mangiferina (4,4mg/kg) também foi avaliada por CLAE.

Morango (Fragaria ananassa Duch.)

O morangueiro, botanicamente classificado como uma hortalica da familia das
rosaceas, ¢ uma cultura tipica de climas mais amenos, ndo sendo muito tolerante a
temperaturas elevadas. No Brasil o morango tem se adaptado melhor do sul de Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul, porém existem experiéncias até mesmo no cerrado. Nas
principais regides produtoras do Brasil a colheita ¢ realizada de agosto a dezembro sendo
comercializado na primavera quando had poucas frutas a venda. Ademais, na industria ¢é

. . . 1
conhecido pelo uso fregiiente em iogurtes e sorvetes'"’

. Além de sua coloragdo ¢ sabor
. ~ . . . rqe 1
atrativos, os morangos sao fonte de carboidratos, vitamina C e compostos fendlicos .

l.70

Entre doze frutas estudadas por Wang ef al.”, o morango apresentou a maior

atividade antioxidante sendo que a vitamina C da fruta contribuiu com menos que 15%
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desta atividade. O contetido de flavondis em morango (Tabela 1) ¢ representado pela
quercetina e kaempferol. O teor de antocianina (Tabela 1) ¢ importante para avaliar a
maturidade dos frutos, sendo principal a pelargonidina 3-glicosideo e presentes como

T . , g . , 108
componentes menores a cianidina 3-glicosideo e pelargonidina 3-rutinosideo ™ .

Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A pitangueira ¢ mais uma mirtacea originaria do Brasil, de regides mais chuvosas,
desde a fronteira com as Guianas at¢ o norte da Argentina, tem sido largamente
disseminada por outras regides tropicais e subtropicais do mundo. Geralmente a pitangueira
produz duas safras por ano, uma em outubro e outra entre dezembro e janeiro,
aproximadamente trés semanas apos a floragdo. A pitanga ¢ uma baga de 1,5 a 3 cm de
diametro, apresentando oito sulcos longitudinais. Sua colorag¢do (alaranjada, vermelho-
sangue ou roxa, quase preta) torna essa fruta muito ornamental®'"’. A elevada
perecebilidade da pitanga faz com que o mercado da fruta in natura torne-se restrito aos
centros proximos as regides de plantio, e o seu comércio seja realizado apenas durante o
periodo de colheita. Sua polpa apresenta excelentes condi¢des para a industrializagdo, em
razdo do seu alto rendimento, aroma agradavel, cor atrativa e do sabor exético'>. O seu
cultivo no estado de Pernambuco vem crescendo em razdo da utilizagdo do fruto para o
preparo de polpa e suco, como também para a fabricagdo de sorvetes, refrescos, geléias,
licores e vinhos''*'"”.

Quanto aos flavondides em pitanga, atualmente apenas foram identificadas as

antocianinas cianidina 3-O-B-glucopiranosideo e delfinidina 3-O-p-glucopiranosideo’’.
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Erva-mate (Ilex paraguariensis Auguste de Saint-Hilaire)

A erva-mate ¢ uma espécie florestal arborea nativa da familia Aquifoliaceae,
encontrada principalmente no Brasil, na Argentina e no Paraguai. Sua produc¢do no Brasil
compreende os estados do Parana, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul''®. A erva-mate constitui uma das principais matérias-primas na elaboragio de
bebidas estimulantes sendo consumida de trés formas diferentes. O mate tradicional que
¢ a forma principal, em que se coloca erva-mate em um recipiente similar a um vaso,
sobre o qual se verte a4gua quente (entre 70 a 85°C) e se suga por meio de uma bomba. A
segunda forma, de uso durante os meses de verdo ou em regides quentes, ¢ similar a
anterior, porém utilizando 4gua a temperaturas que variam entre 5 ¢ 10°C (tereré). A
terceira forma de consumo ¢ uma infusio preparada de maneira similar aos chas''’.

A relevancia do carater social da atividade ervateira ¢ demonstrada pelos
indicadores das propriedades rurais envolvidas, ou seja, um total aproximado de 180.000
produtores. Além disso, essas propriedades envolvidas com a erva-mate permitem que
sejam gerados empregos para cerca de 710.000 pessoas' .

Filip et al.'”® estudaram compostos fendlicos em sete espécies Ilex da América do
Sul. Analisaram diretamente as infusdes obtidas das folhas secas e moidas por
cromatografia liquida de fase reversa determinando rutina (600mg/kg), quercetina
(31mg/kg) e kaempferol (12mg/kg) em base seca.

Matsubara'? trabalhando com erva-mate apos hidrolise da amostra para liberago
das formas agliconas dos flavondis, obteve contetidos de quercetina (2500-3300mg/kg)

comparaveis ao dos chés verde e preto, embora o kaempferol (300-600mg/kg) estivesse
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em baixos teores. Curiosamente, nenhum flavonol foi encontrado no chd mate, apesar
deste ser proveniente de mesma fonte que a erva-mate, devido provavelmente ao efeito
de processamento de torragem das folhas.

Matsubara'? utilizando cromatografia liquida e detecgdo por arranjo de diodos
ndo encontrou catequinas ¢ teaflavinas em amostras de erva-mate e cha mate. Esses
resultados sdo concordantes com os relatados por Carlson et al.'?!, que também nio

encontraram catequinas em amostra de mate.
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DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINAGCAO DE FAVONOIS E
FLAVONAS POR CLAE EM FRUTAS'

Rosemary HOFFMAN-RIBANI?, Delia B. RODRIGUEZ-AMAYA?

RESUMO

Os flavondides, que incluem os flavonois e flavonas, proporcionam efeitos
bioldgicos benéficos a saude humana. O Brasil possui uma grande variedade de
frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado que sado potencias fontes de
flavondides, sendo poucos os estudos publicados de seus conteudos. O objetivo
do presente trabalho foi otimizar as condicbes de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinar os flavondides Iluteolina, apigenina, miricetina,
quercetina e kaempferol na forma aglicona, bem como definir as melhores
condigbes para hidrolise/extracdo destes flavonodides, utilizando delineamento
estatistico de Composi¢ao Central com pontos axiais € Analise por Superficie de
Resposta. Onze frutas foram estudadas e as anadlises foram conduzidas em
cromatoégrafo a liquido com detector de arranjo de diodos. A melhor resolugao
dos flavonodides foi conseguida com a coluna de fase reversa Symmetry C18
(2,1 x 150 mm, 3,5um) e fase mével de metanol e agua acidificados com 0,3%
de acido formico em gradiente linear. As condi¢cdes 6timas para a hidrélise dos
flavondis para cada fruta foram: acerola, 0,4M HCI, 90 minutos; macga, 0,5M HCI,
70 minutos; caju, 0,2M HCI, 110 minutos; figo, 0,5M HCI, 160 minutos; goiaba,
0,6M HCI, 55 minutos; jaboticaba, 0,6M HCI, 45 minutos; laranja, 1,5M HCI, 90
minutos ; pitanga, 0,6M HCI, 40 minutos; morango, 1,2M HCI, 120 minutos de
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hidrolise. Os flavondides investigados nado foram detectados em manga e
mamao e as flavonas apigenina e luteolina ndo foram encontrados em nenhuma
das frutas estudadas.

Palavras-chave: flavondides, analise por CLAE, frutas

SUMMARY

The flavonoids, which include the flavonols and flavones, have beneficial
biological effects on human health. Brazil has a wide variety of tropical, sub-
tropical and temperate fruits which are potential sources of flavonoids, but few
studies have been published on their contents. The objective of the present work
was to optimize the conditions of high performance liquid chromatography to
determine the flavonoids luteolin, apigenin, myricetin, quercetin and kaempferol
in aglycone form, as well as to define the best conditions for hydrolysis/extraction
of these flavonoids, using statistical design of Central Composition with axial
points and Analysis of Response Surface. Eleven fruits were investigated, the
analyses being conducted in a liquid chromatograph with photodiode array
detector. The best resolution of the flavonoids was achieved with a reverse
phase Symmetry C18 column (2.1 x 150 mm, 3.5 ym) and mobile phase of
methanol and water acidified with 0.3% formic acid in a linear gradient. The
optimum conditions for the hydrolysis of the flavonols for each fruit were: acerola,
0.4M HCI, 90 minutes; apple, 0.5M HCI, 70 minutes; cashew-apple, 0.2M HCI,
110 minutes; fig, 0.5M HCI, 160 minutes; guava, 0.6M HCI, 55 minutes;

jaboticaba, 0.6M HCI, 45 minutes; orange, 1.5M HCI, 90 minutes; pitanga, 0.6M
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HCI, 40 minutes; strawberry, 1.2M HCI, 120 minutes. The flavonoids investigated
were not detected in mango and papaya and the flavones apigenin and luteolin
were not found in the fruits studied.

Keywords: flavonoids, HPLC analysis, fruits

'Manuscrito recebido em
’Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6121, 13083-862 Campinas, SP.

*A quem a correspondéncia deve ser enviada.

40



1 — INTRODUCAO

Um aumento na ingestao de frutas e vegetais tem sido correlacionado com a
reducdo do risco de doencgas crénicas como as doencgas cardiovasculares e
cancer [2, 4, 6, 8, 25, 30 31]. A atividade antioxidante dos flavondides,
encontrados na maioria das frutas e vegetais, é considerada um dos fatores que
contribuem para esta reducéo [10, 15, 18, 19, 23, 27, 28].

Os flavonodides constituem uma familia de moléculas diversas que consistem
de dois anéis aromaticos, que estdo conectados por um anel pirano. Estes
compostos podem ser agrupados em seis subgrupos principais: flavonas (p.e.
apigenina, luteolina), flavondis (p.e. quercetina, miricetina), catequinas ou
flavandis (p.e. epicatequina, galocatequina), flavanonas (p.e. naringenina,
hesperitina), antocianidinas (p.e. cianidina, pelargonidina) e isoflavonas (p.e.
genisteina, daidzeina). Das principais classes, os flavondis glicosidicos
predominam em frutas e verduras [20, 22, 32].

A determinagdo quantitativa de flavondides glicosidicos individuais é dificil
porque a maioria dos compostos de referéncia nao existe para aquisicao
comercial. Além disso, mais de 50 glicosidios diferentes para cada um dos
flavondides mais comuns ja foram descritos. A hidrolise dos glicosidios para
liberar as agliconas oferece um método mais pratico para determinagado dos
flavonoides [17].

Dependendo do tipo de agucar ligado ao flavondide, muitos parametros podem

influenciar na eficiéncia da hidrélise como a composicdo de solventes, tempo de
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extracdo, concentracdo do acido empregado, temperatura de extracdo entre
outros, podendo ocorrer degradacao ou mesmo hidrolise incompleta do glicosidio.
HERTOG, HOLLMAN & VENEMA [17] definiram em seu estudo o uso do acido
cloridrico para hidrélise dos flavonodides, bem como maior eficiéncia da extragao
dos flavondides com solugao aquosa a 50% de metanol.

A resposta de um processo é resultado da influéncia interativa dos varios
parametros sobre este, e o procedimento estatistico para otimizacdo permite levar
em consideragcao estas interagcdes [13]. A Analise por Superficie de Resposta
(ASR), originalmente descrita por BOX & WILSON [5], permite a avaliagdo dos
efeitos dos muitos fatores e suas interacbes sobre as variaveis de resposta.
Assim, ASR é uma coletanea de técnicas matematicas e estatisticas que tém sido
utiizadas com sucesso para desenvolver, melhorar e otimizar processos [24].
Utilizada com frequéncia na modelagem e otimizagdo de processos bioquimicos e
biotecnolégicos relacionados a sistemas de alimentos, a ASR também tem sido
empregada na otimizagdo de metodologias para extracdo e analise de alimentos
[7,9, 11, 21].

No Brasil ha uma grande variedade de frutas tropicais, subtropicais e de clima
temperado que sao principalmente consumidas cruas. Sendo potenciais fontes de
flavondides, estudos dos conteudos nestas, se fazem necessarios.

O objetivo deste trabalho foi definir as condigbes cromatograficas para a
determinagcdo dos flavondides Iuteolina (L), apigenina (A), miricetina (M),
quercetina (Q) e kaempferol (K) em frutas na forma aglicona, bem como definir as

melhores condi¢cdes da hidrélise/extracdo destes flavondides utilizando ASR.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Amostras

Frutas maduras e frescas foram adquiridas em trés supermercados ou jardins
de Campinas/Sao Paulo-Brasil (pelo menos 1kg de cada fruta para cada local), no
periodo entre junho e setembro de 2004. As seguintes frutas foram analisadas:
acerola (Malpighia glabra L.), mac¢a (Mallus pumila Mill), caju (Anacardium
occidentale L.), figo (Ficus carica L.), goiaba (Psidium guajava L.), jaboticaba
(Myrciaria jaboticaba Berg), manga (Mangifera indica L.), laranja (Citrus sinensis L.
Osbeck), mamao (Carica papaya L.), pitanga (Eugenia uniflora L.) e morango

(Fragaria ananassa Duch.).

2.2 - Reagentes e padroes

A agua utilizada para o preparo das amostras e fases moéveis foi purificada
em sistema Milli-Q (Millipore). O metanol e acetonitrila de grau cromatografico e
o acido acético, acido formico, acido ascorbico e acido cloridrico de grau
analitico foram adquiridos da Merck, Brasil. As fases moéveis foram filtradas em
filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45um de

didmetro.
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Os padrdes de miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina foram
adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque dos
padrdes foram preparadas pela dissolu¢cao de cada flavondide em metanol grau
cromatografico, em concentragcao de aproximadamente 500 ug/mL, conservadas
a —18°C e protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram estabilidade
superior a 2 meses em —18°C. As curvas de calibracdo foram construidas pela
injecdo em triplicata de solugbes padroes de trabalho em cinco concentragcbes
diferentes. Como a altura, forma e tempo de retengdo dos picos cromatograficos
podem ser afetados pela composigdo da solugdo de injecdo, preparou-se a
solugdo padrao de trabalho simulando as condigdes apds hidrélise das frutas.
Aliquotas da solugao estoque de cada padrao foram diluidas em 1,5mL de agua
purificada em Milli-Q com 0,08% de acido ascérbico. A esta solugao foi
adicionado 1mL de HCI 6M e o volume foi completado a 5mL com metanol

(solugao padrao de trabalho).

2.3 - Preparo das amostras

Ao contrario dos trabalhos publicados, neste estudo foi decidido que as
amostras seriam utilizadas na forma natural, sem prévia liofilizagdo. Durante o
processo de liofilizacdo pode ocorrer perda de flavondides, especialmente a
miricetina. Além disso, para o calculo dos teores obtidos de amostras
liofilizadas, € necessaria a determinagao do teor de umidade destas. Apesar de

ser uma determinacao simples, uma imprecisao nas analises de umidade, em
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torno de g/100g, pode influenciar significativamente nos conteudos de
flavondides, que estdo em torno de mg/kg.

As frutas pequenas (morango, pitanga, acerola e jaboticaba), foram misturadas
e, por quarteamento, o tamanho da amostra foi reduzido para aproximadamente
800g. As frutas maiores (maméao, manga, laranja, maca, goiaba, caju e figo), foram
cortados em quatro longitudinalmente e duas por¢des opostas de cada fruta foram
juntadas. Ap0s a retirada da parte ndo comestivel das frutas, estas foram cortadas
manualmente em pequenos pedagos (1-2cm). Cada amostra foi inicialmente
homogeneizada em multiprocessador de alimentos com 0,135% (p/p) de &cido
ascorbico como antioxidante. Foi entdo homogeneizada durante 3 minutos na
velocidade 25 em homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG

(Luzern, Suica).

2.4 - Estabelecimento das condic6es cromatograficas para CLAE

As analises por CLAE foram conduzidas em cromatografo a liquido Waters
(Milford, EUA), controlado pelo Software Millennium 32, injetor manual com alga
de volume fixo Rheodyne (modelo 7725i), e detector de arranjo de diodos modelo
996, a detecgao fixada em 370nm e espectros na faixa de 200 a 600nm.

Foi inicialmente utilizada uma coluna Nova Pak C18 (3,9 x 150 mm, 4 um) e
depois definido o uso da coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5um), ambas da

Waters.
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Para definir as condi¢des cromatograficas de separacdo dos flavonodides
agliconas, foi empregada a seguinte estratégia. Utilizando uma solugdo de
padrbes, foram inicialmente testados varios gradientes de fases mdveis aquosas
com solventes orgéanicos, metanol ou acetonitrila, acidificadas com 0,3% de
acido acético ou acido férmico. Posteriormente, extratos hidrolisados das
amostras de frutas, com ou sem adicdo de padrbes, foram injetados no
cromatégrafo sob as melhores condigbes conseguidas para os padrdes, fazendo

0s ajustes necessarios para a melhor resolugao dos picos.

2.5 - Extracao e hidrdlise dos flavonodides

Para obter a maxima eficiéncia de extracdo e hidrdlise sem promover
degradacéao, a hidrdlise dos flavondides glicosidicos a forma aglicona para cada
amostra de fruta, foi otimizada utilizando delineamento estatistico de Composicao
Central com pontos axiais [3]. Foram tomadas 15,0g de cada fruta homogeneizada
com os 0,02g de acido ascorbico ja adicionado no preparo da amostra. Dez mL de
HCI em diferentes concentragdes molares iniciais (trés niveis) e 25mL de metanol
foram adicionados. A solucdo de extracdo assim obtida consistiu de diferentes
concentragbes molares finais de HCI em solugdo aquosa a 50% em metanol (v/v),
com 0,04% de antioxidante. Apds o refluxo a 90°C durante diferentes periodos
(trés tempos), os extratos foram resfriados e o volume completado a 50mL com
metanol. Entdo cada amostra foi filtrada primeiro em peneira de 130 mesh e
depois por filtro (PTFE) MILLIPORE de 0,45um de diametro, antes da analise por

CLAE.
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2.6. Delineamento estatistico

Um delineamento estatistico de Composi¢cao Central (DCC) com pontos

axiais foi escolhido para investigar a nao linearidade dos efeitos dos fatores,

concentracido do acido e tempo de hidrélise, na eficiéncia da extracao e hidrdlise

das agliconas. Cada fator foi testado em trés niveis (Tabela 1).

TABELA 1.

Fatores e niveis testados (valores codificados estdo entre

parénteses) para o Delineamento de Composi¢cao Central com pontos axiais

Fruta Fatores (M? / min°)
Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior inferior intermediario superior superior
(-1,41) (1) (0) (+1) (+1,41)
Acerola (Eugenia 0,2M / 15min 0,3M / 40min 0,4M / 90min 0,5M/140min 0,6M/165min
uniflora)
Maga (Mallus pumila  0,3M / 10min 0,5M / 20min 0,9M / 45min 1,3M / 70min 1,5M/80min
Mill.)
Caju (Anacardium  0,1M/40min® 0,IM/40min ~ 0,2M/90min  0,3M/140min  0,3M/140min°
occidentale L.)
Figo (Ficus carica L) 0,6M/45min 0,8M / 60min 1,2M/120min 1,6M/180min 1,8M/205min
Goiaba (Psidium 0,12M/15min  0,2M /35min ~ 0,4M /90min  0,6M/140min  0,7M/165min
guajava L.)
Jaboticaba (Myrciaria 0,2M/15min® 0,2M / 15min 0,6M / 45min 1,0M / 75min 1,0M / 75min®
Jjaboticaba Berg)
Laranja (Citrus 0,2M / 15min 0,4M / 30min 1,0M / 60min 1,6M / 90min 1,8M/105min
sinensis )
Pitanga (Malpighia  0,2M/15min 0,4M / 30min 1,0M / 60min 1,6M / 90min 1,8M/105min
glabra L.)
Morango (Fragaria  0,6M/35min 0,8M / 60min 1,2M/120min 1,6M/180min 1,8M/205min

ananassa Duch.)

@Concentragdo molar do HCI

na solucdo de hidrdlise; "Tempo de hidrélise em

minutos; °Delineamento onde pontos no centro de cada lado do quadrado

substituem os pontos axiais
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Um DCC com k-fatores e trés niveis requer 2 + 2k + C experimentos, onde 2"
pontos estdo nos cantos do quadrado, representando a amplitude (o0 dominio) do
experimento. Os pontos axiais 2k estdo numa distancia codificada de +1,41 (xa)
do centro do delineamento que medem a possibilidade da nao linearidade nos
valores obtidos de agliconas em fung¢ao dos fatores. Os pontos C em replicatas no
centro do quadrado (ponto central) sdo uma estimativa do erro experimental.
Assim, considerando dois fatores e quatro replicatas do ponto central, o
planejamento envolveu 12 experimentos, que foram executados em ordem

aleatoria (Tabela 2).

TABELA 2. Condicbes experimentais do delineamento estatistico de
Composicado Central (DCC) com pontos axiais (fatores com valores

codificados)

Experimento Fatores (valores codificados) Concentracgao de flavonéis em pitanga
(seqiiéncia (mg/kg)
tedrica) Concentragao Tempo de
Molar HCI hidrélise Miricetina Quercetina Kaempferol
(min)

1 -1 -1 43,8 55,7 2,81
2 +1 -1 241 49,2 2,58
3 -1 +1 42,5 59,9 2,94
4 +1 +1 21,9 38,9 2,53
5 -1,41 0 43,9 59,3 2,08
6 +1,41 0 15,2 32,7 1,69
7 0 -1,41 45,7 59,7 3,34
8 0 +1,41 32,1 54,1 2,81
9 0 0 42,8 62,3 3,68
10 0 0 42,5 60,7 3,71
11 0 0 42,6 61,5 3,69
12 0 0 42,6 61,6 3,70

48



As primeiras 4 linhas da Tabela 2 sao suficientes para a determinagdo do
modelo linear para hidrolise/extragao, da linha 5 até a linha 8 do planejamento
estdo os pontos axiais e as 4 replicatas do experimento, que sdo os pontos

centrais, estdo da linha 9 até a linha 12.

2.7 - Analise de Superficie de Resposta

A hidrélise e extracdo podem ser otimizadas estatisticamente se o valor das
concentragbes das agliconas dos flavondides for conhecido como uma fungéo
dos fatores experimentais, gerando um modelo matematico. Um grafico dessa
funcado produz a superficie de resposta para as agliconas que € obtida aplicando
regressoes lineares multiplas para os valores obtidos das concentragbes em
Mg/g em fungao dos fatores experimentais.

A superficie de resposta pode ser representada pelo modelo matematico
como segue:

Y= bg + biX + boZ + b11X? + bpoZ? + b1pXZ Eq.(1)

Na Eq. (1), a resposta (Y) ou variavel dependente foi a concentracdo em mg/kg,
obtida para cada aglicona dos flavondides por peso de amostra de fruta. Os
valores b sdo as estimativas dos coeficientes do polinbmio, os valores X e Z
representam os valores codificados dos fatores (tempo de hidrdlise e
concentragdo do acido, respectivamente). Os termos lineares, b{X e byZ, sédo
responsaveis pelos efeitos principais, os termos quadraticos, b1 X? ¢ bxZ?,
responsaveis pelos efeitos da curvatura e pelo produto bifatorial dos termos, e

b2XZ, é responsavel pelos efeitos das interagdes. Foi realizado teste estatistico
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de F para determinar a significancia dos diferentes modelos obtidos. A analise
estatistica completa foi conduzida separadamente para a definicdo da condicao
de extracdo e hidrélise de cada tipo de fruta e cada aglicona presente nesta.
Todas as analises e testes foram conduzidos utilizando o pacote estatistico

STATISTICA for Windows, versao 6.0 da STATSOFT.

2.8 Validacao do método

A linearidade do método por cromatografia foi verificada para flavondis e
flavonas na faixa de 0,2 — 50 pg/mL. As curvas analiticas foram construidas pela
injecdo em triplicata de solugbes padroes de trabalho em cinco concentragbes
diferentes, baseadas nas faixas esperadas dos seus teores nas amostras de
frutas. Os limites de deteccado (LD) e quantificagdo (LQ), foram calculados como
a minima concentragdo correspondente a 3,3 x (SD/S) e 10 x (SD/S)
respectivamente, sendo SD o desvio padrao do branco e S a inclinacédo da curva
analitica [29]. Para comprovagao pratica dos valores calculados, estes foram
injetados nas condigdes estabelecidas para a analise por CLAE. Para verificar a
exatidao e precisdo do método, valores de sete recuperacdes foram obtidas
utilizando um nivel de concentragdo em torno de 10 ug/g de acerola para os
flavondis e 17 pg/g de acerola para as flavonas. Todas as determinagcdes nas

amostras foram conduzidas em duplicata.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Condicoes cromatograficas 6timas para CLAE

Para a coluna Nova Pak C18 (3,9X150 mm, 4 um), com volume de injecéo de
20 yL e vazao de 1mL/minuto, fases méveis de agua e acetonitrila, acidificadas
com 0,3% de acido formico, ndo separaram os picos de quercetina e luteolina,
bem como a apigenina do kaempferol, conforme também relatado por outros
autores [17]. Agua e metanol, acidificados com 0,3% de acido acético resultaram
em boa separagao dos compostos, porém, 0s picos apresentaram cauda. A
melhor separacéo de padrbes foi conseguida com a fase mével metanol e agua
acidificados com 0,3% de acido férmico, iniciando na propor¢ao de 20:80,
chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos,
sempre com gradiente linear. Utilizando estas condigdes para amostras como o
morango e a jaboticaba, ricas em antocianinas, a adigdo de padrées demonstrou

co-eluicao destes constituintes com o padrdo de miricetina. (Figura 1).
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FIGURA 1. Cromatogramas da adigdo do padréo de miricetina com constituinte

do extrato hidrolisado da amostra de morango, obtido com coluna Nova Pak
C18 (3,9X150 mm, 4 uym). A) extrato hidrolisado de morango adicionado dos
padroes. B) extrato hidrolisado de morango. M = Miricetina; CA =
Componente da Amostra; Q = Quercetina; K = Kaempferol; Lu = Luteolina;
Ap = Apigenina. Fase mével, metanol e agua acidificados com 0,3% de acido
férmico, iniciando na proporcdo de 20:80, chegando a 45:55 em cinco
minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos, sempre com gradiente

linear.

A coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5um) com volume de injegcao de

5uL e vazdo de 0,2 mL por minuto, teve desempenho muito melhor. A melhor

separagao foi obtida utilizando como fase mdével metanol e agua acidificados
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com 0,3% de acido férmico, iniciando com a proporgéo de 20:80 passando para
48:52 em 6 minutos, esta propor¢ao mantida até os 29 minutos, entdo alterada
para 28:72 em 2 minutos, permanecendo até aos 40 minutos. Finalmente aos 43
minutos foi alterada para a composicao inicial 20:80, mantida assim até aos 60
minutos para re-equilibrio da coluna antes da proxima injegdo. Cromatogramas
tipicos dos flavondides agliconas para cada extrato das frutas sdo apresentados
na Figura 2. Os flavondides miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol e
apigenina eluiram nesta seqiéncia nos tempos de retencdo de 29,0 minutos,

33,5 minutos, 35,5 minutos, 41,0 minutos e 42,0 minutos, respectivamente.

3.2 - Condicoes 6timas de extracao e hidrélise dos flavondides

A Tabela 2 apresenta as concentragdes em ug/g, obtidos para os flavondis
agliconas em pitanga para diferentes condigcbes experimentais do DCC.
Utilizando os valores codificados, foram calculadas por regressées multiplas as
estimativas dos efeitos (parametros b) do modelo matematico de regressao (Eq.
1) e foram determinados seus erros padrées. Ao nivel de 95% de confianga,
todos os parametros do modelo para extracao/hidrolise foram estatisticamente

significativos (p<0,05) em amostra de pitanga ( Tabela 3).
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FIGURA 2. Cromatogramas tipicos dos flavonéides agliconas M = miricetina,

Q = quercetina, K = kaempferol, dos extratos hidrolisados de pitanga;
goiaba; jaboticaba; figo, para coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5um).
Fase movel, metanol e agua acidificados com 0,3% de acido formico,
iniciando com a proporcgao de 20:80 passando para 48:52 em 6 minutos, esta
proporcdo mantida até os 29 minutos, entdo alterada para 28:72 em 2
minutos. Finalmente aos 43 minutos alterada para a composigao inicial

20:80, mantida assim até aos 60 minutos.
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TABELA 3. Estimativas dos coeficientes da regressdo do modelo polinomial
quadratico, erro puro e significAncia (p), para a resposta dos teores de

flavondis agliconas em pitanga

Miricetina Quercetina Kaempferol
Coefi-  Estimativa Estimativa Estimativa
ciente Coeficiente Erro p Coeficiente Erro p Coeficiente  Erro p
do Puro do Puro do Puro

polinbmio polindmio polindmio
bo 42,63 0,05 4,53E-09 61,53 0,33 3,51E-07 3,695 0,006 8,02E-09
b4 -10,12 0,04 1,2E-07 -8,14 0,24 5,37E-05 -0,148 0,004 4,45E-05
b, -2,83 0,04  5,5E-06 -1,76 0,24 0,004983 -0,085 0,004 2,29E-04
b4 -6,84 0,04 5,49E-07 -7,93 0,26 8,15E-05 -0,849 0,005 3,3E-07
b, -2,17 0,04 1,73E-05 -2,44 0,26 0,002713 -0,251 0,005 1,29E-05
b1z -0,22 0,05 0,026476 -3,62 0,33 0,001674 -0,045 0,006 4,173

p — significancia de 5%

Os calculos da analise de varidncia (ANOVA) para os resultados da regressao
sdo apresentados na Tabela 4.

Nos limites do experimento, as trés primeiras equacbes da Tabela 5
representam o modelo experimental da extracdo/hidrélise de miricetina,
quercetina e kaempferol, respectivamente, para amostra de pitanga. As
equacbes estdo em funcado das variaveis estudadas, tempo de hidrélise em
minutos (X) e concentragdo molar do HCI (Z), sendo r* o coeficiente de

determinacao destas.
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TABELA 4. Anadlise de variancia (ANOVA) para os flavondéis em amostra de

pitanga
Flavonol Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalculado F tabelado
Variagao Quadrados Liberdade Médio
Regresséo 1182,942 5 236,588 41,57 Fi6=4.3
9
Miricetina Residuo 34,144 6 5,691
Falta de 34,109 3
ajuste
Erro puro 0,035 3
Total 1217,086 11
Regresséao 1010,076 5 202,01 80,29 F5.6=4.3
9
Quercetina Residuo 15,093 6 2,516
Falta de 13,759 3
ajuste
Erro puro 1,334 3
Total 1025,169 11
Regresséao 4,865 5 0,973 28,62 F.6=4.3
9
Kaempferol Residuo 0,206 6 0,034
Falta de 0,205 3
ajuste
Erro puro 0,001 3
Total 5,071 11

Aplicando a mesma sequéncia analitica por regressdes multiplas aos dados
dos DCC, foi possivel obter um modelo matematico para cada flavonol aglicona
presente nas demais frutas estudadas, considerando os termos lineares,
quadraticos e seus produtos. Nos modelos matematicos refinados obtidos
(Tabela 5), ao nivel de 95% de confianga, todos os coeficientes foram
significativos (p<0,05). Os valores dos coeficientes de determinagao (r*) de cada
equacéao gerada variaram de 0,83 a 0,99. Estes resultados demonstraram que o
modelo quadratico seria adequado para descrever as condicbes de
extracado/hidrélise. Para verificar o quanto o modelo matematico calculado

representa os dados experimentais, foi conduzida analise de variancia
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(ANOVA). As razbdes entre o quadrado médio da regressao pelo quadrado médio
do residuo Fcal= (QMRrecressao/QMRgesipuo), variaram de 15,80 a 209,60 ( Tabela
5) para as equacgbes dos modelos de extracao/hidrélise dos flavondis nas
demais frutas. Todos valores foram superiores ao valor tabelado de F5¢=4,39
para o nivel de 95% de confianga, indicando equagdes de regressao
significativas, ou a validade do modelo experimental. A boa repetitividade do
experimento na analise de cada flavonol pode ser avaliada pelos baixos valores
dos erros puros obtidos na analise de variancia das regressdes para cada fruta,
também apresentados na Tabela 5, que variaram de 0,001 a 1,334.

Uma vez que os modelos propostos sao validos, as equacdes de regressao
permitem prever o efeito dos dois parametros estudados sobre a
extragao/hidrolise das agliconas. A relagéo entre as variaveis independentes e a
dependente é representada tridimensionalmente pela superficie de resposta
gerada pelos modelos para as agliconas dos flavondis presentes em cada
amostra, conforme Figura 3.

Constatou-se através da analise de superficie de resposta que as faixas
otimas de trabalho para determinagédo dos flavonois em pitanga foram: 0,2M a
1M de HCIl e 15 a 80 minutos de tempo de hidrélise para miricetina , 0,2M a
1,2M de HCI e 15 a 105 minutos de hidrdlise para quercetina, e 0,6M a 1,2M de
HCl e 15 a 90 minutos de hidrdlise para kaempferol, conforme Tabela 5. Estao
apresentadas também na Tabela 5 as faixas para as demais frutas estudadas,
obtidas através do mesmo procedimento utilizado para pitanga. Para pitanga
que contém os trés flavonodis, pela analise da superficie de resposta, as

condicbes de extracdo/hidrélise s&o: 0,6M/40minutos; 0,6M/60minutos

57



e1M/50minutos para miricetina, quercetina e kaempferol respectivamente.

Optou-se pela condi¢ao de 0,6M HCI por 40 minutos.

Tabela 5. Equagdes de regressdo em modelo codificado representando a
superficie de resposta dos experimentos em teores dos flavondis presentes

nas frutas estudadas

F FAIXA OTIMA
FRUTA L EQUACAO r Fcau ERRO DE TRABALHO CONDICOES
A Y = (ug Flavonol /g Fruta) PURO (MODELO) DE
' (Modelo Codificado ) HIDROLISE
o
N
(o}
L
M  Y=42,63-10,12X -2,83Z -6,84X* 0,97 41,57 0,035 15<X <80
Pitanga (Eugenia -2,172%-0,22XZ 02<Z<1
uniflora L.) Q Y=61,53-8,14X -1,76Z -7,93X? 0,98 80,29 1334 15<X<105 40X e 062
-2,44Z% -3,62XZ 0,20<2<1,2
K  Y=3,695-0,148X - 0,0852 0,96 28,62 0,001 15<X <90
+0,849X2 - 0,251Z° -0,045XZ 06<Z2<1,2
Acerola (Malpiglia ~Q Y=35,34 +0,66X -0,36Z-3,27X*> 0,83 1579 0,055 50<X<130
glabal.) —-2,10Z% +0,37XZ 025<Z2<05 90X e 04Z
K Y=15,07-0,92X-0,112-0,10X> 0,83 18,65 0,019 15<X <90
-0,872? 0,3<2<0,5
Maga (Mallus pumila Q Y= 56,64 —0,37X —6,05Z —4,57X> 0,98 82,40 0,018 30<X<80
Mill.) —4,01Z% -5,87XZ 0,30<Z<1,0 70X e 052
M Y=19,96-1,77X-0,26Z -2,61X> 0,99 209,6 0,032 90 < X <130
Caiju (Anacardium -1,022% -0,23XZ 0,15<Z<0,3
occidentaleL.) Q Y=11,55-0,80X-0,44Z-1,27X* 0,96 2590 0,062 80<X<140 110X e022Z
-0,99Z% -0,80XZ 0,15<2<0,3
K  Y=247 +0,23X -0,08Z —0,25X? 0,95 29,80 0,003 60 < X <140
—0,03Z% -0,09XZ 01<2<0,3
Figo (Ficus carical.) Q Y= 14,42 -1,86X —4,29Z —2,20X* 0,95 23,15 0,009  45<X<205
—2,062% -3,06XZ 0,60<Z<16 160X 0,52
Goiba (Psidium Q Y=10,74-0,32X-0,172-0,81X> 0,97 36,27 0,031 15<X<110
guajava L.)- -0,282% -0,60XZ 0,20<2<0,7 55X e 062
Jaboticaba (Myrciaria Q Y= 8,53 —0,39X —0,51Z —0,88X> 0,98 7560 0,018 25<X<70
Jjaboticaba Berg) -1,20Z% -0,87XZ 0,40<Z<10 45X e 062
Laranja (Citrus Q Y=3,69-0,59X -0,73Z —0,41X* 0,90 1586 0,003 60<X<105
sinensis) -0,662 0,60<Z<18 90X e 152
Q Y=7,88+0,79X —0,40Z —1,17X? 0,88 18,57 0275  90<X<200
Morango (Fragaria -0,862% -0,99XZ 0,80<Z<1,8
ananassaDuch.) K  Y=11,01-043X-1,26Z-1,42X*> 0,88 19,12 0,122 100<X<205 120X e1,2Z
—1,362% -1,94XZ 06<Z2<1,2

M = miricetina; Q = quercetina; K = kaempferol; X= tempo de hidrélise em minutos; Z= HCI Molar,
concentracdo na solugéo de hidrolise;

r’= coeficiente de determinagéo; Fecaic = (QMRgegressao/ QMResiduo)
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FIGURA 3. Superficies de resposta na determinagdo das agliconas miricetina,
quercetina e kaempferol em amostras de pitanga; e quercetina em goiaba,

figo e jaboticaba, em fungdo da concentragdo molar do HCl e tempo de

hidrélise em minutos.

As condigdes que resultaram na melhor resposta experimental em mg/kg,
(Tabela 5) para cada fruta foram: pitanga (0,6M HCI/40 minutos de hidrdlise);
acerola (0,4M HCI/90 minutos de hidrdlise); macga (0,5M HCI/70 minutos de

hidrdlise); caju (0,2M HCI/110 minutos de hidrélise); figo (0,5M HCI/160 minutos
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de hidrdlise); goiaba (0,6M HCI/55 minutos de hidrolise); jaboticaba (0,6M
HCI/45 minutos de hidrélise); laranja (1,5M HCI/90 minutos de hidrdlise); pitanga
(0,6M HCI/40 minutos de hidrélise); morango (1,2M HCI/120 minutos de

hidrolise).

3.3 Desempenho do método desenvolvido

As curvas analiticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas
faixas de concentracdo em que se encontraram as amostras, com coeficientes
de correlagao entre 0,9971 até 0,9999. A Tabela 6 mostra os dados obtidos para
cada curva analitica.

Os Limites de Detecgao (LOD ), obtidos pelos parametros da curva analitica,
foram: 0,86 mg/kg ; 0,73 mg/kg; 0,86 mg/kg; 1,03 mg/kg e 2,71 mg/kg,

respectivamente para miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina.

Tabela 6. Propriedades das curvas analiticas

Flavonodide Faixa de concentragao Coeficiente de
(ug/mL) determinacao (r?)
Miricetina 0,6 —23 0,9995
Quercetina 0,3-48 0,9999
Kaempferol 0,18 — 37 0,9997
Luteolina 1,1-26 0,9989
Apigenina 1,6 — 38 0,9971
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A média dos sete valores de recuperacao dos flavondides em percentagem
(Tabela 7) resultou em 87,1%; 94,8%; 95,4%; 96,3% e 94,8%, respectivamente,
para miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina, mostrando a
exatiddo do método. A precisdo (repetitividade) foi demonstrada pelos

coeficientes de variagao das recuperagdes, expressos na Tabela 7.

Tabela 7. Quantidades adicionadas, percentagens de recuperacédo e
coeficientes de variagdo (CV) das recuperagdes dos flavondides estudados

sobre a amostra de acerola

Flavonodide Quantidade Recuperagao? CV (%)

adicionada (mg/kg) (%)

Miricetina 9,7 87,1 24
Quercetina 10,0 94,8 2,3
Kaempferol 10,2 954 3,1

Luteolina 21,3 96,3 1,9
Apigenina 14,7 94,8 1,4

@ Média de sete determinacdes.

3.4 - Verificacao experimental

Para verificar a performance nas condigdes definidas pelas analises por
superficie de resposta, estas foram aplicadas nas amostras das frutas em
estudo, resultando nos valores expressos na Tabela 8. Os teores de quercetina
e kaempferol obtidos (Q=10 mg/kg e K=9,6 mg/kg) para amostra de morango,

sdo comparaveis aos reportados por FRANKE et al. (Q=9 mg/kg e K=6 mg/kg)
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[12], HAKKINEN & TORRONEN (Q=3 a 5 mg/kg e K=2 a 9 mg/kg) [14] e
HERTOG, HOLLMAN & KATAN (Q=7,7 a 10 mg/kg e K=7 a 16 mg/kg) [16].
Para maca, o teor de quercetina de 63 mg/kg obtido é coerente ao citado nos
trabalhos de ARABBI, GENOVESE & LAJOLO (4 a 104 mg/kg) [1], FRANKE et
al. (26 a 76mg/kg) [12] e PRICE & PROSSER (26,4 a 73,9 mg/kg) [26]. Também
para amostra de laranja o baixo teor de quercetina observado (4,3 mg/kg) &
comparavel ao relatado por FRANKE et al. (4 a 6 mg/kg) [12] e ARRABI,
GENOVESE & LAJOLO (8 a 9 mg/kg) [1].

Em todas amostras estudadas nao foram detectadas as flavonas apigenina e

luteolina.
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Tabela 8. Conteudo de flavondis em frutas analisadas segundo as condi¢des

estabelecidas neste estudo.

Concentragao (mg/kg)

Fruta Miricetina Quercetina Kaempferol
Acerola (Eugenia unifloraL.)
De jardins (variedade nao nd 410 110
definida)
Maca (Mallus pumila Mill.)
Fuji (vermelha, com casca) nd 63 £ 1 <LQ
Caju  (Anacardium occidentale
L.)
De supermercado (variedade 23+ 1 13+ 1 2,7+0,5

nao definida)
Figo (Ficus carica L.)

Roxo nd 130 nd
Goiaba (Psidium guajava L.)
Ogawa (vermelho) nd 11 +£1 nd

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba
Berg) de supermercado

(variedade nao definida) nd 8,7+28 nd
Laranja (Citrus sinensis)
Selecta nd 4,3+0,7 nd
Pitanga (Malpighia glabra L.)
De supermercado (variedade 42 + 2 67 £ 2 41+1,0

nao definida)
Morango (Fragaria ananassa
Duch.)
Oso Grande nd 100 9,6 +£0,7

@ Média + desvio padrao (mg/kg de fruta natural), analise em duplicata

LQ= Limite de quantificagdo: miricetina=2,6mg/kg; quercetina=2,3mg/kg;
kaempferol=2,6mg/kg
nd= nao detectado / LOD = Limite de Detecgdo: miricetina=0,86mg/kg;

quercetina=0,73mg/kg; kaempferol=0,86mg/kg
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4 - CONCLUSOES

As melhores condigcbes cromatograficas para analise dos flavondides
agliconas em frutas foram: coluna de fase reversa Symmetry C-18 (2,1 x 150
mm, 3,5 um), volume de injecdo de 5 pL; fase moével de metanol e agua
acidificados com 0,3% de acido férmico, em gradiente linear e vazao de 0,2 mL
por minuto. A alta correlacdo dos modelos definidos pela analise de superficie
de resposta demonstrou que o modelo polinomial de segunda ordem deve ser
usado para otimizagdo das condigdes de extracdo e hidrolise dos flavondides
em amostras de frutas. As condi¢cdes estabelecidas de extragcdo e hidrolise
foram diferentes para cada amostra e permitiram uma rapida e confiavel
quantificacdo dos flavondis miricetina, quercetina e kaempferol nas frutas

estudadas.
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Abstract

Flavonols (myricetin, quercetin, kaempferol) and flavones (luteolin and apigenin) were
determined in tropical and sub-tropical fruits. Ripe fruits of acerola (2 cultivars), cashew-
apple, guava (2 cultivars), fig, jaboticaba, mango (3 cultivars), oranges (4 cultivars),
papaya (3 cultivars), and pitanga were sampled at different times from July 2004 to
January 2005. Apple (3 cultivars) and strawberry (3 cultivars) were also sampled and
analyzed for comparison. The flavonoids were determined as aglycones by HPLC-DAD.
The optimum condition for hydrolysis for each fruit was established using Central
Composite Experimental Design (CCD). The five flavonoids investigated were not
detected in mango and papaya. Quercetin was found in all the other fruits investigated,
varying from 3.0 mg/kg in orange cultivar Péra to 74.7 mg/kg in apple cultivar Fuji.

Kaempferol was encountered in strawberry (7.0 — 8.9 mg/kg), acerola (8.7 — 12.2 mg/kg),
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pitanga (3.9 — 4.5 mg/kg) and cashew apple (<LQ — 2.7 mg/kg). Myricetin was detected
only in pitanga (31.5 — 36.8 mg/kg) and cashew-apple (19.9 mg/kg). Luteolin and
apigenin were not detected in any of the fruits. Among the fruits analyzed, the best
sources of flavonoids are pitanga and cashew apple, containing the three flavonols, and
acerola with quercetin and kaempferol.

KEYWORDS: flavonols, flavones, HPLC determination, fruits
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INTRODUCTION

Numerous articles have been published on the possible health benefits of flavonoids.
Antioxidant (1, 2), anti-inflammatory (3) and antimutagenic (4) properties have been
attributed to these compounds. Epidemiological studies have shown a correlation
between increased consumption of flavonoids and reduced risk of cardiovascular diseases
(5 - 8) and certain types of cancer (9-11), but the evidence is still not conclusive (12) as
such association was not observed in other studies (13, 14).

Reliable analytical data are needed to identify food sources of flavonoids and study
their role against diseases. The flavonoid composition of fruits has been reported (15 -
18), but more data are needed. Marked compositional variability has been observed due
to varietal or cultivar differences, season, climate, degree of ripeness, processing, and
storage of the fruits (19, 20), but analytical uncertanity appears to be also involved.

Except the flavanols, flavonoids are usually found in plants as glycosides. Quantitative
determination of individual glycosides is difficult because several glycosides can occur
for each flavonoid, each has a characteristic spectrum different from that of the aglycone,
and standards are not commercially available for most of these compounds (21). Reports
on food flavonoids levels generally determine the aglycones after hydrolysis of food
extracts in order to reduce the complexity of the analysis. However, methodological
differences, particularly the conditions of hydrolysis, can result in different flavonoid
levels (16, 21, 22).

Brazil is rich in tropical and subtropical fruits, which are frequently consumed fresh. The

objective of this study was to determine three major flavonols (myricetin, quercetin and
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kaempferol) and two major flavones (luteolin and apigenin) in these fruits, after optimizing

the extraction/hydrolysis procedure.

MATERIAL AND METHODS

Fruits. Ripe fresh fruits were sampled and analyzed at five different times from July
2004 to January 2005, harvest time for most of the fruits in Brazil. At each sampling date,
samples of each fruit (1 kg or a minimum of 3 units) were purchased from three
supermarkets or gardens in Campinas, Sdo Paulo. A composite sample was prepared for
analysis as described below. The following fruits were analyzed: acerola (Malpighia glabra
L.) cultivars Olivier and Longa Vida and garden lots of undefined variety; apple (Malus
pumila Mill) cultivars Fuji, Gala, and Golden; cashew apple (Anacardium occidentale L.)
supermarket lots of undefined variety; fig (Ficus carica L.) purple type; guava (Psidium
guajava L.) white and red cultivar Ogawa; jaboticaba (Myrciaria jaboticaba Berg)
supermarket lots of undefined variety; mango (Mangifera indica L.) cultivars Haden,
Palmer, and Tommy Atkins; oranges (Citrus sinensis) cultivars Bahia, Selecta, Lima, and
Péra; papaya (Carica papaya L.) cultivars Formosa, Golden, and Solo; pitanga (Eugenia
uniflora L.) supermarket and garden lots of undefined varieties; strawberry (Fragaria
ananassa Duch) cultivars Oso Grande, Sweet Charlie, and Kamarossa.

Chemicals. The standards of myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and apigenin
were purchased from Sigma Chemicals Co. (St. Louis, USA). Water was purified with a
Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, USA). Methanol (HPLC-grade) was

purchased from Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, USA). Reagent grade formic acid
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and ascorbic acid were from Merck (Frankfurt, Germany) and Labsynth Ltda. (Diadema,
Brazil) respectively.

Sample preparation. To preserve the labile analytes during storage of samples prior to
analysis, studies on the flavonoid content of food frequently use lyophilized samples. In
this work, samples were analyzed immediately after collection. Aside from the need of a
freeze dryer, lyophilization can cause rupture of cell walls and increase the porosity of the
samples, thus promoting oxidative losses of flavonoids, especially myricetin. Additionally,
to calculate the flavonoid concentrations in the food, it is necessary to measure the moisture
content, and despite being a simple analysis, the moisture content (which is in percentage)
is not too accurate and the error could be carried on to and magnified in the flavonoid
content (which is at the low mg/kg level).

For each composite sample small fruits (acerola, jaboticaba, strawberry and pitanga)
taken from the three sampling sites were mixed, quartered to reduce the size of the sample
to approximately 800g, homogenized first in a food processor with 0.135 % w/w ascorbic
acid as antioxidant, then homogenized at speed 25 during 3 min in a Polytron homogenizer
(Polytron System MR2100, Kinematica-AG, Switzerland). For the bigger fruits, the
unedible parts of the fruits taken from the three sampling sites were removed, the fruits
were cut longitudinally into quarters, opposite section were combined, sliced (1-2cm) by
hand and homogeneized as described for the small fruits.

HPLC analysis. This analysis was performed on a Waters System, equipped with a
Rheodyne injection valve with a 5 puL fixed loop, a quaternary pump (Waters model 600),
and a UV-Visible photodiode array detector (Waters model 996), controlled by a Millenium

workstation (version 32). A Symmetry C-18 (2.1 x 150 mm, 3.5 pm) Waters columm was
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used, the mobile phase consisted of methanol and water, both acidified with 0.3% formic
acid and the flow rate being 0.2 mL per min. A multilinear gradient was applied from 20:80
to 48:52 in 6 min, this proportion being maintained until 29 min, and then changed to 28:72
in 2 min, this proportion being maintained until 40 min. Finally, the mobile phase was
bought back to the initial proportion of 20:80 in 3 min, maintaining this proportion until 60
min, for column reequilibration before subsequent injection. Analytes were monitored from
200-600 nm and detection at 370 nm were used for quantification. Samples were injected in
duplicate, and the flavonoids were quantified by external standardization.

Standards. Stock solutions were prepared by dissolving the flavonoids in HPLC grade
methanol to a concentration of approximately 500 pg/mL, stored at —18°C, and protected
from light, when in use. Standard stock solutions were found to be stable for over 2 months
at -18°C. To match the standard and sample solutions, the standard working solution was
prepared as follows: standard stock solutions were diluted in 1.5 mL Milli-Q water to
which 0.08% ascorbic acid was added. One mL of 6M HCI was added and the solution was
made up to 5 mL with methanol.

Flavonoid extraction and hydrolysis. To insure efficient extraction while avoiding
sample degradation, the factors acid concentration and time for the hydrolysis of the
flavonoid glycosides to the aglycones were optimized using a Central Composite
Experimental Design (CCD) with axial points (23). Each factor was tested at three levels ,
where four points were in the corners of the square of the experimental design, four axial
points were at a codified distance of +1.41 (za) from the center of the design, and four
replicates points in the center of the square. This involved 12 experiments, which were
performed in random order. By applying multiple regression analysis on the CDD data, it

was possible to obtain a refined mathematical model for each flavonoid, with all
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coefficients significant ( p < 0.05 ). Statistical F tests were performed to determine
significances of the different models obtained. The three-dimensional plot of these
mathematical models formed the response surface for each aglycone, allowing that
optimum ranges of hydrolysis conditions be obtained. All statistical analysis and tests were
carried out using the statistical package STATISTICA for Windows, version 6.0 from
STATSOFT.

For this optimization, a 15 g subsample was taken and 10 mL HCI at different initial
molar concentration (three levels) and 25 mL methanol were added. The extraction solution
thus obtained consisted of different final HCl concentration in 50% aqueous methanol
(v/v), and 0.04% antioxidant. After refluxing at 90°C during different periods (three
periods), the extracts was allowed to cool and the volume subsequently made up to 50 mL
with methanol. The sample was passed through a 130 mesh sieve and filtered through a
0.45 um polytetrafluoroethylene (PTFE) filter (Millipore Ltd., Bedford, USA) prior to
HPLC analysis.

Validation of the HPLC method. The linearity of the HPLC method was checked for flavonols
and flavones in the 0.2 — 50 pg/mL range. Calibration was performed by injecting the standard
working solution in triplicates at five different concentrations for each flavonoid work solution,
based on the expected flavonoid content ranges in the samples.

The limits of detection (LOD), calculated as the minimal concentration corresponding to
3.3x(SD/S), SD being the standard deviation of the blank and S the slope of the standard curve (24).
The calculated values were confirmed with actual analytical values under the chromatographic
conditions established. The accuracy of the method, was verified in recovery tests, using acerola
samples spiked with 10 pg/g of flavonol standards and 17 pg/g of flavone standards, the test being

done seven times for each flavonoid.
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RESULTS AND DISCUSSION

Optimum conditions for extraction/hydrolysis. In the final refined mathematical model
obtained for each flavonoid aglycone, the statistical F test demonstrated the goodness of fit
of the calculated model to the experimental data. The extraction and hydrolysis showed a
dependence on the factors acid concentration and hydrolysis time, which could be
represented by the response surface. The three-dimensional plots of the modelled response
surface for some fruits are shown in Figure 1.

Based on these data, the optimum conditions for each fruit were: acerola, 0.4M HCI for
90 min; apple, 0.5M HCI for 70 min; cashew apple, 0.2M HCI for 110 min; fig, 0.5M HCI
for 160 min; guava, 0.6M HCI for 55 min; jaboticaba, 0.6M HCI for 45 min; oranges, 1.5M
HCI for 90 min; pitanga, 0.6M HCI for 40 min; strawberry, 1.2M for 120 min.

HPLC/DAD method Performance. All standard curves passed through the origin, were
linear in the concentration ranges expected in the samples, with coefficients determination
0f 0.9971 to 0.9999. Table 1 presents the standard curve data. The LOD, defined with the
standard curve parameters, were 0.86 pg/g; 0.73 ug/g; 0.86 pg/g; 1.03 pg/g and 2.71 ug/g,
respectively, for myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and apigenin.

The recoveries mean of the flavonoids in percentages (Table 2) were 87.1%; 94.8%;
95.4%; 96.3% and 94.8%, respectively, for myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and

apigenin. The Coefficients of Variation (CV) showed good repeatability (Table 2).
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Figure 1. Response surface of the extraction and hydrolysis of quercetin in fruits as a
function of (X)= real hydrolysis time in minutes and (Z)= HCI molar concentration in

hydrolysis solution; the (Y)= regression equations in real model, and the optimum model

work range for acerola, apple and cashew apple.
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Table 1. Standard Curve Characteristics

flavonoid concentration range coefficient of determination
(ng/mL) (1)
myricetin 0.6 -23 0.9995
quercetin 0.3 48 0.9999
kaempferol 0.18 -37 0.9997
luteolin 1.1-26 0.9989
apigenin 1.6 —38 0.9971

Table 2. Added Amounts, Recoveries (%) and Coefficients of Variation (CV) of Acerola

Samples Spiked with Flavonoids.

flavonoids added contend in mean recovery a (%) CV (%)

ng/g of fruit

myricetin 9.7 87.1 2.4
quercetin 10.0 94.8 2.3
kaempferol 10.2 95.4 3.1
luteolin 21.3 96.3 1.9
apigenin 14.7 94.8 1.4

* Mean of the recovery determinations.

Flavonol and flavone levels in the fruits. Typical chromatograms of the flavonols of
some fruits are shown in Figure 2. Quercetin was found in all fruits, the highest
concentrations being found in apple cultivar Fuji and pitanga, with mean values of 75 and
62-55 mg/kg, respectively. Kaempferol ranged from below the limit of detection (LOD) for

most fruits to about 12 mg/kg in acerola (garden lot). Myricetin was not detected in the
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fruits, except pitanga and cashew apple with about 31-37 and 20 mg/kg, respectively
(Table 3). The flavones luteolin and apigenin were not detected in all the fruits analyzed.
Quercetin was the main flavonol in acerola. Its concentration ranged from 23 to 92 mg/kg
fresh weight, being lowest in the cultivar “Longa Vida” (41 + 11 mg/kg) and highest in the
cultivar “Olivier” (53 + 2.4 mg/kg). Kaempferol varied from 6.4 to 16 mg/kg, being also
lowest in “Longa Vida” (8.7 + 2.9 mg/kg) and highest in the garden lots ( 12 + 3.5 mg/kg).
The kaempferol contents in acerola fruits were the highest among those analyzed in this

study.
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Figure 2. HPLC chromatograms of the flavonoids aglycons of acerola, apple and cashew
apple. Descriptions of the chromatographic conditions are in text.

M = myricetin, Q = quercetin, K = kaempferol
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Table 3. Flavonol Content of Brazilian fruits

concentration (mg/kg fresh weight) *

fruit n myricetin quercetin kaempferol
acerola (Malpighia glabra Linn.)
garden lots (undefined variety) 6 nd 35-92 7.8-16
(50 +1.3) (12 3.3)
cultivar Longa Vida 5 nd 23-54 6.4-12
41+£11) (8.7+2.9)
cultivar Olivier 3 nd 50-55 82-11
(53+£2.4) (9.6 £ 1.4)
apple (Mallus pumila Mill.)
cultivar Fuji (red, with skin) 5 nd 63 - 86 <LQ
(75+£11)
cultivar Golden Delicious (green, 5 nd 28 -42 nd
with skin) (37+6)
cultivar Gala (red, with skin) 5 nd 40 - 80 <LQ
(56 £ 16)
cashew-apple (Anacardium occidentale L.)
supermarket lots (undefined 5 13-28 10-19 <LQ-2,7
variety) (20+5.3) (13£3.5)
fig (Ficus carica L.)
purple type 5 nd 83-19 nd
(13+£3.9)
guava (Psidium guajava L.)-
cultivar Ogawa (red) 7 nd 84-11 nd
(9.7+£0.9)
white type (white) 5 nd 10-12 nd
(12+0.8)
jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg)
supermarket lots (undefined 8 nd 8.7-13 nd
variety) (11 +1.6)
orange (Citrus sinensis)
cultivar Péra 5 nd 23-41 nd
(3.0+£0.9)
cultivar Bahia 5 nd 29-48 nd
(3.8+0.8)
cultivar Lima 5 nd 2.6-4.1 nd
(3.2+0.6)
Cultivar Selecta 4 nd 24-43 nd
(3.2+0.8)
pitanga (Eugenia uniflora L.)
garden lots(undefined variety) 3 33-42 56-73 3.8-44
(37+4.1) (62+9.2) (3.9+£0.3)
supermarket lots (undefined 4 27 -36 51-67 3.1-58
variety) (31+4.5) (55+£10) “4.5+1.1)
strawberry (Fragaria ananassa Duch.)
cultivar Kamarossa 3 nd 7.2-8.8 56-79
(7.8+£0.9) (7.0+£1.2)
cultivar Oso Grande 5 nd 8.6 -14 55-13
(11+£2.2) (8.9+£2.5)
cultivar Sweet Charlie 2 nd 7.3-10 6.2-9.8
(8.8+2.1) (7.9£2.6)

* range (mean + standard deviation)

n= number of composite samples analyzed in duplicate

LQ= Limit of Quantitation: myricetina=2.6mg/kg; quercetin=2.3mg/kg; kaempferol=2.6mg/kg

nd= not detected; LOD = Limit Of Detection: myricetina=0.86mg/kg; quercetin=0.73mg/kg;
kaempferol=0.86mg/kg
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The “Golden Delicious” apple cultivar had lower quercetin content (37 + 6 mg/kg),
compared to the apples “Gala” (56 + 16 mg/kg) and “Fuji” (75 + 11 mg/kg). In general, the
apple quercetin levels (28 to 86 mg/kg) obtained in the present study compare well with
findings reported earlier by Arabi et al., (25), Franke et al. (16), Price et al., (26) and Hertog
et al. (17) ranging from 4 to 104 mg/kg, 25 to 80 mg/kg, 26.4 to 75.9 mg/kg and 21 to 72

mg/kg, respectively (Table 4).

Table 4. Comparison of Quercetin and Kaempferol Levels in Apple, Strawberries and

Orange, Reported in Different Studie

concentration range (mg/kg)

fruits references quercetin kaempferol

apple

3 cultivars  present study 28 — 86 nd - < 2.7

3 cultivars  Arabbi et al. (25) 4-104 nd

2 cultivars  Franke et al. (16) 25-80 0.1

4 cultivars  Price et al. (26) 26.4-173.9 nd

6 cultivars  Hertog et al. (17) 21-72 nd
orange (pulp)

3 cultivars  present study 2.3-4.8 nd

2 cultivars  Franke et al. (16) 4-6 nd

2 cultivars  Arabbi et al. (25) 8-9 nd
strawberry

3 cultivars  present study 72 - 14 55 - 13

3 samples Hertog et al. (17) 7.7 - 10 7.0 - 16

4 samples Justenssen et al. (31) 6 5

2 cultivars ~ Hékkinen et al. (30) 7 5-8

9 cultivars ~ Hékkinen et al.(32) 3 -5 2 -9

1 variety Franke et al. (16) 9 6
3 Varieties  Cordenunsi et al. (29) 39 - 53 13 - 21

nd = not detected
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Unlike the other fruits, cashew apple had myricetin (19.9 + 5.5 mg/kg) as the major
flavonol followed closely by quercetin (13.4 + 3.5 mg/kg). Kaempferol ranged from below
the LQ to 2.7 mg/kg. The cashew-apple lots analyzed in the present study were purchased
at local supermarkets and were mixtures of 3 types, elongated yellow, elongated red and
round red, which botanically are not considered established cultivars.

Only quercetin was found in fig, guava, and jaboticaba with similar concentration
ranges. The purple fig had 8.3 to 19 mg/kg quercetin. The red guava “Ogawa” had slightly
lower quercetin concentration (9.7 + 0.9 mg/kg) compared to the white type (12 + 0.8
mg/kg). The anthocyanin-rich jaboticaba had 11 + 1.6 mg/kg quercetin. Miean et al. (18),
reported myricetin and apigenin contents of 549.5 and 579.0 mg/kg dry weight,
respectively, in guava.

Quercetin was also the only flavonol detected in the four cultivars of oranges analyzed
but at much lower levels (about 3 mg/kg of pulp). This is not surprising since the
flavanones hesperidin and narirutin are the predominant flavonoids in orange pulp (16, 25),
orange juice (27) and peel (28).

Among the fruits investigated in the present study, pitanga had the highest myricetin
content (31 + 4.5 and 37 + 4.1 mg/kg, respectively, for the supermarket and garden lots). It
also presented the highest quercetin concentration (55 +10 and 62 + 9.2 mg/kg,
respectively, for the supermarket and garden lots). This fruit also had kaempferol but at
levels (3.9 + 0.3 and 4.5 + 1.1 mg/kg, respectively, for the supermarket and garden lots)
lower than those of acerola and strawberry.

In strawberry, the lowest quercetin and kaempferol values were observed in the cultivar

“Kamarossa” (7.8 + 0.9 and 7.0 + 1.2 mg/kg, respectively) and the highest in the cultivar
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“Oso Grande” (11 + 2.2 and 8.9 + 2.5 mg/kg, respectively). In general, our findings with
strawberry compare well with those reported in earlier studies (Table 4). In the present
study quercetin concentrations were higher than those of kaempferol, similar to the pattern
found by several authors (16, 29, 30, 31), although Cordenunsi et al, (29) obtained much
higher values than our results and those of the other authors. On the other hand, Hertog et
al. (17) and Hikkinen et al. (32), reported kaempferol as the main flavonol in strawberries,
although the ranges of Hertog et al.(17) are close to ours. The concentrations found by
Héakkinen et al. (32) are lower.

Conclusions. Among the Brazilian fruits analyzed, the best sources of flavonoids are
pitanga and cashew apple, containing the three flavonols, and acerola, containing quercetin

and kaempferol.

LITERATURE CITED

(1) Afanas’ev, 1.B.; Dorozhko, A.I; Brodskii, A.V.; Kostyuk, V.A.; Potapovitch, A.L
Chelating and free radical scavenging mechanisms of inhibitory action of rutin and

quercetin in lipid oxidation, Biochem. Pharmacol. 1989, 38, 1763-1769.

(2) Vinson, J.A.; Dabbagh, Y.A.; Serry M.M.; Jang, J. Plant flavonoids, especially tea
flavonols, are powerful antioxidants using an in vitro oxidation model for heart

disease. J. Agr. Food Chem. 1995, 43, 2800-2802.

3) Middleton, E. Kandaswani, C. Effects of flavonoids on immune and inflammatory

cell function. Biochem Pharmacol. 1992, 43, 1167-1179.
86



“4)

)

(6)

(7

®)

)

Namiki, M. Antioxidant / antimutagens in food. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1990, 29,

273-300.

Hertog, M.G.L.; Feskens, E.J.M.; Hollmann, P.C.H.; Katan, M.B.; Kromhout, D.
Dietary antioxidant flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen

Elderly Study. Lancet 1993, 342,1007-11.

Yochum. L.; Kushi, L.H.; Meyer, K.; Folson, A.R. Dietary flavonoid intake and risk
of cardiovascular disease in postmenopausal women. Am. J. Epidemiol. 1999, 149,

943-949.

Keli, S.0.; Hertog, M.G.; Feskens, E.J.; Kromhout, D. Dietary
flavonoids,antioxidant vitamins, and incidence of stroke: the Zutphen study. Arch.

Int. Med. 1996, 156, 637-642.

Geleijnse,J.M.; Launer,L.J.; Van der Kuip,D.A.; Hofman, A.; Witteman, J.C.
Inverse Association of tea and flavonoid intakes with incident myocardial

infarction: the Rotterdam study. Am. J. Clin. Nutr. 2002, 75, 880-886.

Knekt, P.; Jarvinen R.; Seppanen, R.; Hellovaara, M; Teppo, L.; Pukkala, E.;
Aromaa, A. Dietary flavonoids and risk of lung cancer and other malignant

neoplasms. Am. J. Epidemiol. 1997, 146, 223-30.

87



(10)

(In

(12)

(13)

(14)

(15)

De Stefani, E.; Boffetta, P.; Deneo-Pellegrini, H.; Mendilaharsu, M.; Carzoglio,
J.C.; Dietary antioxidants and lung cancer risk: a case-control study in Uruguay.

Nutr. Cancer 1999, 34, 100-10.

Garcia-Closas, R.; Gonzalez, C. A.; Agudo, A.; Riboli, E. Intake of specific
carotenoids and flavonoids and the risk of gastric cancer in Spain. Cancer Causes

Control. 1999, 10, 71-75.

Hollman, P.C.H. Evidences for health benefits of plant phenols: Local or

systemic effects? J. Sci. Food Agric. 2001, 81, 842-852.

Goldbohm, R.A.; van den Brandt, P.A.; Hertog, M.G.L.; Brants, H.A.M.; van
Poppel, G. Flavonoid intake and risk of cancer: a prospective cohort study. Am. J.

Epidemiol. 1995, 141, S61.

Hertog, M.G.L.; Kromhout, D.; Aravanis, C.; Blackburn, H.; Buzina, R.; Fidanza,
F.; Gianpaoli, S.; Jansen, A.; Menotti, A.; Nedeljkovic, S. Flavonoid intake and
long-term risk of coronary heart disease and cancer in the Seven Countries Study.

Arch. Inter. Med. 1995, 155, 381-86.

Sakakibara, H.; Honda, Y.; Nakagawa, S.; Ashida, H.; Kanazawa, K.
Simultaneous determination of all polyphenols in vegetables, fruits, and teas. J.

Agric. Food Chem. 2003, 51, 571-581.

88



(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

€2y

Franke, A.A.; Custer, L.J.; Arakaki, C.; Murphy, S.P. Vitamin C and Flavonoid
levels of fruits and vegetables consumed in Hawai’i. J. Agric. Food Chem. 2004,

17, 1-35.

Hertog, M.G.L.; Hollman, P.C.H.; Katan, M.B. Content of potentially
anticarcinogenic flavonoids of 28 vegetables and 9 fruits commonly consumed in

the Netherlands. J. Agric. Food Chem. 1992, 40, 2379-83.

Miean, K. H.; Mohamed, S.; Flavonoid (Myricetin, Quercetin, Kaempferol,
Luteolin, and Apigenin) content of edible tropical plants. J. Agric. Food Chem.

2001, 49, 3106-112.

Aherne, S.A.; O’Brien, N.M.; Dietary flavonols: Chemistry, food content, and

metabolism. Nutr. 2002, 18, 75-81.

Robards, K.; Antolovich, M. Analytical chemistry of fruit bioflavonoids. The

Analyst. 1997, 122, 11R-34R.

Hertog, M.G.L.; Hollman, P.C.H.; Venema, D.P. Optimization of a quantitative
HPLC determination of potentially anticarcinogenic flavonoids in vegetables and

fruits. J. Agric. Food Chem. 1992, 40, 1591-1598.

&9



(22)

(23)

24)

(25)

(26)

27

Merken, H.M.; Merken, C.D.; Beecher, G.R. Kinetics method for the quantitation of
anthocyanidins, flavonols, and flavones in foods. J. Agric. Food Chem. 2001, 49,

2727-32.

Barros Neto, B.; Scarminio, 1.S.; Bruns, R.E. Planejamento e otimizacdo de

experimentos. Campinas, SP:Editora da UNICAMP, 1995. 299p.

Shabir, G.A Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization. J. Chromatogr.

A 2003, 987, 57-66.

Arabbi, P.R.; Genovese, M.IL.; Lajolo, F.M. Flavonoids in vegetable foods
commonly consumed in Brazil and estimated ingestion by the Brazilian population.

J. Agric Food Chem. 2004, 52, 1124-1131.

Price, K.R.; Prosser, T.; Richetin, A.M.F.; Rhodes, M.J.C. A comparison of the
flavonol content and composition in dessert, cooking and cider-making apples;

distribution within the fruit and effect of juicing. Food Chemistry 1999, 66, 489-94.

Careri, M.; Elviri, L.; Mangia, A.; Musci, M. Spectrophotometric and coulometric

detection in the high-performance liquid chromatography of flavonoids and

90



(28)

(29)

(30)

€2))

(32)

optimization of sample treatment for the determination of quercetin in orange juice.

J. Chromatogr. A 2000, 881, 449-60.

Manthey, J.A.; Grohmann, K.Concentrations of hesperidin and other orange peel

flavonoids in citrus processing byproducts. J. Agric. Food Chem. 1996, 40, 811-14.

Cordenunsi, B.R.; Genovese, M.I.; Nascimento, J.R.O.; Hassimotto, N.M.; Santos,
R.J.; Lajolo, F.M. Effects of the temperature on the chemical composition and

antioxidant activity of three strawberry cultivars. Food Chem. 2005, 91, 113-21.

Hiakkinen, S.; Kirenlampi, S.; Heinonen, M.; Mykkénen, H. M.; Torronen, R.
Content of the flavonols quercetin, myricetin, and kaempferol in 25 edible berries.

J. Agric. Food Chem. 1999, 47, 2274 —79.

Justessen, U.; Knuthsen, P.; Leth, T. Quantitative analysis of flavonols, flavones,
and flavanones in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid
chromatography with photo-diode array and mass spectrometric detection. J.

Chromatogr. A 1998, 799, 101-10.

Hiakkinen, S.; Torronen, R. Content of flavonols and selected phenolics acids in
strawberries and Vaccinium species: influence of cultivar, cultivation site and

technique. Food Research Inter. 2000, 33, 517-524.

91



92



CAPITULO 4

Determinacao de flavonois e flavonas em

erva-mate e chimarrao.

R. Hoffmann-Ribani, D. Rodriguez-Amaya

Artigo a ser traduzido e submetido a Revista Journal of Food Composition and Analysis

93
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Resumo

Foram analisadas 24 amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) provenientes do Sul
do Brasil e os extratos simulando a bebida chimarrdo preparados destas, quanto ao
conteudo de flavondis miricetina, quercetina e kaempferol, e as flavonas luteolina e
apigenina. Empregou-se andlise de superficie de resposta para definir as condi¢des Otimas
de hidrdlise/extracdo para obtencdo dos flavondides na forma aglicona. Para quantificagao,
usou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e coluna
C18. A fase moével foi metanol:agua (acidificados com 0,3% de 4acido foérmico) em
gradiente linear. Os teores de quercetina variaram de 19 a 65 pg/mL no chimarrdo e de
1090 a 3940 pg/g na erva-mate. Os teores de kaempferol variaram de 8 a 18 pg/mL no
chimarrao e de 447 a 1000 pg/g na erva-mate. Observou-se que a erva-mate contém teores
de flavondis superiores em 13,3% para quercetina (ug/g) e 15,0% para kaempferol (ug/g),
quando comparado ao chimarrdo, indicando que o extrato elaborado ndo extrai totalmente
os flavondis da erva-mate. As amostras dos ervais nativos contiveram menores teores de
quercetina que as dos ervais plantados.

Palavras-chave: Flavondides; Erva-mate (Ilex paraguariensis L.); Analise por CLAE
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1. Introducao

O mais distribuido e diverso dos grupos fendlicos ¢ o dos flavonoides, que tem o
esqueleto Cs-Cs-Cg, cujas classes sdo diferenciadas no grau de insaturagdo e oxidacdo do
anel intermediario. As principais classes de flavondides sdo: flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas (ou flavandis), antocianidinas, isoflavonas. S3o constituintes
importantes da dieta humana e comumente encontrados em vegetais como legumes, cereais
e frutas e seus produtos derivados e também em chd, cidra, 6leo e vinho, (Erlund et al.,
2004; Maiani et al, 1997; Ross et al.,, 2002). Os flavondides contribuem com as
caracteristicas sensoriais como cor, sabor ¢ adstringéncia de alimentos (Ross et al., 2002;
Robards et al., 1997).

Existem agora evidéncias convincentes que o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e cancer estd associado a espécies reativas que iniciam reagdes que
causam danos a moléculas organicas de importancia bioldgica no organismo e, além disso,
que os efeitos podem ser amenizados por constituintes da dieta (Block et al., 1992;
Cheeseman et al., 1993; Hertog, et al., 1993; Keli et al., 1996; Knekt et al., 1996; Rimm et
al., 1996 ). Os flavondides, bem como os carotendides e outros metabolitos secundarios,
tem demonstrado agir como antioxidantes e acredita-se que contribuam com os efeitos
benéficos dos vegetais e frutas a satide (Wilms et al., 2005; DiSilvestro, 2001; Schieber et
al, 2001; Fremont, et al., 1998; Ness, et al., 1997).

Além dos fatores intrinsecos como enzimas geneticamente controladas, os conteudos de
flavonodides nas plantas sao fortemente influenciados por fatores extrinsecos como estacao,
clima, grau de amadurecimento, preparacao do alimento, e processamento.

Exceto para catequinas, os flavonodides ocorrem como derivados glicosidicos nas

plantas, (Aherne et al, 2002, Hertog et al, 1992b e 1992a ; Crozier et al, 1997). A
95



glicosilagdo aumenta a polaridade da molécula, que ¢ necessaria para estocagem nos
vacuolos das células das plantas (Harborne 1999; Edreva, 2005).

A hidrdlise dos glicosidios para agliconas oferece um método pratico para determinagao
dos flavonodides, (Hertog et al, 1992a; Rommel et al., 1993), sendo empregada pela maioria
dos estudos de niveis de flavondides em alimentos (Franke et al, 2004; Hertog et al, 1992b;
Matsubara et al., 2001). Hertog et al. (1992a) observaram maior eficiéncia na extragdo dos
flavonoides agliconas com solucio aquosa a 50% de metanol.

A erva-mate (Ilex paraguariensis) consumida na forma de chimarrdo no sul do Brasil,
segundo estudos de amostras comercializadas em Campinas, S3o Paulo, ¢ fonte de
flavonois quercetina e kaempferol ( Matsubara, 2001).

Este estudo teve por objetivo determinar os teores dos flavonodis miricetina (M),
quercetina (Q) e kaempferol (K), ¢ as flavonas luteolina (Lu) e apigenina (Ap), apos
otimizagdo do procedimento em amostras de chimarrdo preparadas de erva-mate
provenientes do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Para verificar se o contetido
de flavonoides ¢ totalmente transferido ao chimarrido, foram analisadas também as amostras

de erva-mate.

2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes e Solugoes.

O metanol e acetonitrila de grau cromatografico da JT Baker (Phillipsburg, USA) e o
acido acético, acido foérmico, acido ascorbico e acido cloridrico de grau analitico foram

adquiridos da Labsynth Ltda. (Diadema, Brasil). A dgua utilizada para o preparo das fases
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moveis foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore). As fases moveis foram filtradas em
filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45um de diametro.

Os padroes de M, Q, K, Lu e Ap foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
EUA). Solugdes estoque dos padroes foram preparadas pela dissolucdo de cada flavondide
em metanol grau cromatografico, em concentragdo de aproximadamente 500 pg/mL,
conservadas a —18°C e protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram estabilidade
superior a 2 meses em —18°C. A solugdo de trabalho para cada padrio foi preparada
simulando as condi¢des apo6s hidrolise das amostras. Aliquotas da solu¢do foram diluidas
em 1,5mL de agua purificada em Milli-Q com 0,08% de acido ascorbico. A esta solugdo foi

adicionado 1mL de HCI 6M e o volume foi completado a SmL com metanol.

2.2. Amostras.

Vinte e quatro amostras de erva-mate (llex paraguariensis) foram obtidas dos estados
da Regido Sul do Brasil, fornecidas diretamente pelos produtores, sendo quatorze amostras
do estado do Parana, trés amostras de Santa Catarina e sete amostras do Rio Grande do
Sul. Cada amostra foi composta de trés a cinco embalagens de 700 a 1000g de erva moida
a granel. Para composicdo de cada amostra analitica as embalagens foram misturadas,

homogeneizadas, quarteadas, sub-amostras foram retiradas e pesadas.

2.3 Preparacdo dos extratos de chimarrdo.

Para simular a bebida chimarrdo foi preparado um extrato seguindo metodologia

validada por Duarte et al. (2000). Para cada amostra, 5g em duplicata foram pesadas em
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baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua a 70°C. A infusdo foi

agitada por 3 minutos e filtrada sob vacuo.

2.4. Extrag¢do da erva-mate.

Amostra de 2 g de cada erva-mate foi macerada com 100mL de solu¢do H,O:MeOH
(1:1) e deixado por uma noite com agitacdo mecanica, a temperatura ambiente.
Seguiram-se trés extragdes com 25mL da solucdo hidro-metandlica a 50% sob refluxo
por 30 minutos, juntando todos extratos em baldo volumétrico, o volume completado a

200mL com a solucao hidro-metandlica.

2.5. Andlise por CLAE.

Foi empregado um cromatografo a liquido Waters, controlado pelo Software
Millennium 32, com detector de arranjo de diodos (DAD) modelo 996, injetor manual com
alca de volume fixo de 20uL. Rheodyne, e coluna Nova Pak C18 (3,9 X 150 mm, 4 um) da
Waters. A deteccao foi fixada em 370nm e os espectros obtidos na faixa de 200 a 600nm.
Cada hidrolisado foi filtrado em filtro PTFE da Millipore, de 0,45um de didmetro, antes da
andlise por CLAE.

Para definir as condigdes cromatograficas que permitiram a separagao dos flavonoides
agliconas, foi empregada a seguinte estratégia. Utilizando a solu¢do padrdo de trabalho,
foram inicialmente testados varios gradientes de fases moveis aquosas com solventes
organicos, metanol ou acetonitrila, acidificadas com 0,3% de acido acético ou acido
formico. Posteriormente, extratos hidrolisados das amostras de chimarrdo, com ou sem
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adicdo de padrdes, foram injetados no cromatdgrafo, inicialmente sob as melhores
condi¢des conseguidas para os padroes. Estas condicdes foram modificadas até se
conseguir a melhor separagao dos flavonodides constituintes do chimarrao.

A quantificagdo foi por padronizacao externa e a identificagdo pelo conjunto de dados

de tempo de retengdo, adicao de padrdes e espectro de absor¢ao obtido pelo DAD.

2.6. Otimizagdo da extragdo e hidrdlise dos flavondides por andlise estatistica.

Para obter a maxima eficiéncia da hidrolise sem promover degradacao, as condigdes
para esta etapa foram otimizadas utilizando Delineamento Estatistico de Composi¢ao
Central (DCC), (Barros Neto et al., 1995). Foram avaliados os fatores concentracdo do
acido e tempo de hidrélise em trés niveis (Tabela 1). Um DCC com k-fatores e trés niveis
requer X+ 2k +C experimentos, assim, considerando dois fatores e quatro replicatas do
ponto central (C), o planejamento envolveu 12 experimentos. O planejamento experimental
com os valores codificados, que foram executados em ordem aleatéria, ¢ apresentado na
Tabela 1. A resposta Y ou varidvel dependente foi a concentragao das agliconas quercetina
e kaempferol na amostra de chimarrao.

Para execucao do experimento, foram tomados 15mL de chimarrdo, adicionados de
0,02g de acido ascoérbico como antioxidante, 10mL de HCI em diferentes concentracdes
molares iniciais (trés niveis) e 25mL de metanol. A solucdo de extragdo assim obtida
consistiu de diferentes concentragdes molares finais de HCl em solug¢ao aquosa a 50% em

metanol (v/v), com 0,04% de antioxidante. Apés o refluxo a 90°C durante diferentes
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periodos (trés tempos), os extratos foram resfriados € o volume completado a S0mL com

metanol.

Tabela 1

Condigdes experimentais do Delineamento Estatistico de Composi¢do Central (DCC)

Fatores (valores codificados estdio  Y=Concentracao de flavonodis

Experimento entre parénteses) obtidos no chimarrao (ng/g)
(seqiliéncia Concentracdo Tempo de

teorica) molar HCI hidrélise(min)  Quercetina Kaempferol

1 0,8M (-1) 30 (-1) 1049,0 458,1

2 1,6M (+1) 30 (-1) 1200,4 569,3

3 0,8M (-1) 90 (+1) 1415,2 662,6

4 1,6M (+1) 90 (+1) 1202,0 549,9

5 0,8M (-1) 60 (0) 1227,8 528,2

6 1,6M (+1) 60 (0) 1253,7 555,2

7 1,2M (0) 30 (-1) 1299,7 555,3

8 1,2M (0) 90 (+1) 1426,7 658,7

9 1,2M (0) 60 (0) 1452,5 681,9

10 1,2M (0) 60 (0) 1457,5 692,8

11 1,2M (0) 60 (0) 1455,0 680,9

12 1,2M (0) 60 (0) 1451,1 698,0

A hidrdlise e extragdo podem ser otimizadas estatisticamente se o valor das
concentragdes das agliconas dos flavondides for conhecido como uma func¢do dos fatores
experimentais, gerando um modelo matematico. Um grafico dessa funcdo produz a
superficie de resposta para as agliconas que ¢ obtida aplicando regressoes lineares multiplas

para os teores das agliconas (ng/g), em fungdo dos fatores experimentais. Foi realizado
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teste estatistico de F para determinar a significancia dos diferentes modelos obtidos. A
analise estatistica completa foi conduzida separadamente para a definicdo da condi¢ao de
extracdo e hidrolise de cada tipo de aglicona presente no chimarrdao. Todas as andlises e
testes foram conduzidos utilizando o pacote estatistico Statistica for Windows, versao 6.0

da STATSOFT.

2.7. Validagao do método.

A linearidade do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do
fixada em 370nm em detector de arranjo de diodos foi verificada além de duas ordens de
grandeza para flavondis e flavonas na faixa de 1 — 40 pg/mL. As curvas analiticas foram
construidas pela injecdo em triplicata de solu¢des padrdoes de trabalho em cinco
concentragdes diferentes, baseadas na faixa esperada dos seus teores no chimarrdo e
extrato.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ), foram calculados como a minima
concentragdo correspondente a 3,3x(SD/S) e 10x(SD/S) respectivamente, sendo SD o
desvio padrdo do coeficiente linear e S a inclina¢do da curva de calibra¢ao (Shabir, 2003).
Para verificar a exatiddo e precisdo do método, valores de sete recuperagdes foram
estudadas para um nivel de concentracdo, sendo de aproximadamente 420 pg/g de erva para
os flavonois e 850 pg/g de erva para as flavonas na hidrolise. Todas as determinagdes

foram conduzidas em duplicata.
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3. Resultados e discussao

3.1. Condig¢oes cromatogrdficas otimas

Utilizando a estratégia proposta foi definida a melhor condi¢do cromatografica para
separagdo dos flavonoides agliconas do chimarrdo apds extragao/hidrolise. Inicialmente
para a mistura de padroes, a fase movel composta de dgua e acetonitrila, acidificadas com
0,3% de 4cido férmico, ndo separaram os picos de quercetina e luteolina , bem como a
apigenina do kaempferol, conforme também relatado por outros autores (Hertog et al.,
1992a). Agua e metanol, acidificados com 0,3% de 4cido acético resultaram em boa
separacdo dos compostos porém os picos apresentaram cauda. A melhor separa¢do dos
padrodes foi conseguida com a fase movel metanol e dgua acidificados com 0,3% de acido
férmico, iniciando na propor¢ao de 20:80, chegando a 45:55 em cinco minutos, 48:52 em
17 minutos e 20:80 em 20 minutos, sempre com gradiente linear. Para o chimarrdo, porém,
a adicdo de padrdes verificou a co-elui¢do com componentes do chimarrdo, inclusive com
espectros de absor¢do mostrando a presenca de misturas dos compostos. A separagdo da M
e Q dos componentes da erva foi conseguida iniciando com a composi¢ao da fase mével em
20:80 (MeOH:H,0), ambos com 0,3% acido férmico, passando para 38:62 em 1 minuto e
permanecendo até aos 6 minutos, passando para propor¢do 40:60, aos 7 minutos. Para
separar a Ap do ultimo componente da amostra foi preciso patamar isocratico de pelo

menos 10 minutos antes da elui¢do destes , Figura 1.
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Figura 1

Cromatogramas tipicos dos flavondides no A) chimarrdo e B) chimarrdo adicionado de
padrdes. M= miricetina, Q= quercetina, K= kaempferol, Lu=luteolina e Ap=apigenina. Fase
moével, metanol e 4gua acidificados com 0,3% de acido férmico, iniciando com 20:80,
chegando em 38:62 em 1 minuto, durante 5 minutos € aos 7minutos passando para 40:60,
até os 25 minutos, voltando para 20:80 em 5 minutos para re-equilibrio da coluna, sempre

com gradiente linear. Coluna: Nova Pak C18 (3,9 X 150 mm, 4um) da Waters

3.2. Condigoes otimas de extrag¢do e hidrdlise dos flavondides

A Tabela 1 apresenta as concentragcdes em png/g (Y), obtidas para os flavondis agliconas

em chimarrdo para diferentes condig¢des experimentais do DCC.
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Utilizando os valores codificados, foram calculadas por regressdes multiplas as
estimativas dos efeitos (paradmetros b) do modelo matematico de regressao (Eq. 1) e foram
determinados seus erros padroes.

Y = b+ b X + byZ + b X2+ bnZ? + bnXZ Eq.(1)

Ao nivel de 95% de confiancga, todos os parametros do modelo refinado para extragdo e
hidrolise das agliconas foram estatisticamente significativos (p<0,05), (Tabela 2).

Os célculos da andlise de variancia (ANOVA) para os resultados da regressdo sdo
apresentados na Tabela 3. As relagdes entre o quadrado médio da regressao pelo quadrado
médio do residuo foram 47,1 e 15,4 para os modelos da quercetina e kaempferol,
respectivamente. Estes valores sdo muito superiores aos valores de Fss) = 4,39 e Fu7) =
4,12 para o nivel de 95% de confianga, para quercetina ¢ kaempferol, respectivamente,
indicando equagdes de regressdo validas para utilizagdo do modelo quadratico. Os valores
dos residuos apresentados na Tabela 3, foram baixos quando comparados com os
respectivos valores de regressdo, e os baixos valores dos erros puros, que mostram a
magnitude do erro experimental.

As Equagdes 2 e 3 representam o modelo experimental codificado para extragdo e
hidrolise da quercetina e kaempferol, respectivamente em fun¢do das variaveis estudadas,

onde X = concentragdo molar de HCI na solucao de hidrdlise, e Z= tempo de hidrélise em

minutos.
Y (ug/g) = 1442,898-5,98702X -82,475787Z -179,944X> -57,42857> -91,1374XZ Eq(2)
Y (ug/g) = 671,7971 + 48,08482Z, -96,8557X "> -31,582Z> -55,9553X Z Eq (3)
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Tabela 2

Estimativa dos efeitos da regressao do modelo polinomial quadratico, erro puro e

significancia (p), dos teores de flavonois agliconas em chimarrao

Coeficientes  Quercetina Kaempferol
Estimativa Estimativa
dos Erro p dos Erro p
Coeficientes  Puro Coeficientes  Puro
do do
polinémio polinémio
b 1442,9 1,3 1,5E-09 671,8 3,8 4,1E-07
b -5,9 1,1 1,3E-03 - - -
b, 82,5 1,1 5,9E-06 48,1 3,4 7,0E-05
b1 -179,9 1,7 1,9E-06 -969 5,1 3,0E-05
ba -57,4 1,7 5,9E-05 -31,6 5,1 8,6E-04
bz 9,0E-
-91,1 1,4 8,1E-06 -55,9 4,2 05
p — significancia de 5%
Tabela 3
Analise de varidncia (ANOVA) para os flavono6is em chimarrao
Flavonol Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Fealculado F tabelado
varia¢ao quadrados liberdade médio
Regressdao  201954,5 5 40390,9 47,1 F(s.6=4,39
Residuo 5148,9 6 858,15
Quercetina Falta de 5125,1 3
ajuste
Erro puro 23,8 3
Total 207103,4 11
Regressao 63650,0 4 15912,5 15,4 Fu7=4,12
Residuo 7244,6 7 1034,9
Kaempferol Falta de 7034.4 4
ajuste
Erro puro 210,2 3
Total 70894,6 11
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A relacdo entre as variaveis independentes e a dependente ¢ representada

tridimensionalmente pela superficie de resposta gerada pelos modelos das equagdes para as

agliconas dos flavonois, conforme Figura 2.

g@;\\\\a@&m
E\%'\Q‘&E\ﬁ\i‘\?ﬁ\\

Figura 2

Superficies de resposta para determinagdo das agliconas quercetina e kaempferol em

amostras de chimarrdo, em funcdo da concentracdo molar do HCI, e tempo de hidrdlise em

minutos.

Analisando estas superficies dentro dos limites do experimento executado, observa-se
as faixas 6timas de trabalho para determinacdo dos flavonois no chimarrdo. Para quercetina
a faixa compreende valores de 0,9M a 1,3M de HCl e 60 a 90 minutos de tempo de
hidrélise, para o kaempferol compreende valores de 0,7M a 1,3M de HCl e 60 a 90 minutos
de hidrdlise. Os ensaios no ponto central (0), ou seja, concentracdao de 1,2 molar de HCl e

60 minutos de hidrélise, foram as condigdes Otimas que resultaram nos maiores teores das

agliconas estudadas no chimarrao.
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3.3. Desempenho do método analitico.

As curvas analiticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas faixas de
concentracdo em que se encontraram as amostras, com coeficientes de determinacao entre

0,9998 até 1,0000. A Tabela 4 mostra os dados obtidos de cada curva.

Tabela 4

Propriedades das curvas analiticas

Flavonoide Faixa de concentracao Coeficiente de
(ng/mL) determinagdo
Miricetina 3-40 0,9998
Quercetina 3-40 0,9999
Kaempferol 1-21 0,9999
Luteolina 2,5-32 1,0000
Apigenina 2,5-31 0,9999

Os Limites de Deteccdo obtidos pelo método da curva analitica resultaram nos
valores de 83 pg/g ; 14 pg/g ; 40 pg/g ; 25 pg/g e 18 pg/g, respectivamente, para
miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina.

As médias dos sete valores de recuperacdo dos flavondides em percentagem (Tabela
5) foram 89,7%; 94,4%; 99,0%; 98,6% e 97,9%, respectivamente, para miricetina,
quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina. A precisdo (repetitividade) foi

demonstrada pelos Coeficientes de Variacdo das recuperagdes, expressos na Tabela 5.
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Tabela 5
Valores adicionados, recuperacdo em percentagem e Coeficientes de Variacao (CV) das

recuperagoes dos flavonodides estudados sobre amostra de chimarrao

Flavonoide Conteudo Recuperagio® CV (%)
adicionado em média em (%)
pg/g de erva

Miricetina 498,3 89,7 1,7
Quercetina 445,0 94,4 2,1
Kaempferol 441,7 99,0 2,2
Luteolina 885,0 98,6 2.4
Apigenina 851,7 97,9 1,8

* Média de sete determinacdes.

3.4. Teores de flavonoides em chimarrdo e erva-mate

Em todas amostras analisadas ndo foram detectados o flavonol miricetina, e as flavonas
luteolina e apigenina. A Tabela 6 apresenta os teores de quercetina e kaempferol em
chimarrdo e erva-mate. Observou-se que a quercetina nas amostras de ervais nativos
resultou em menores teores do flavonol quando comparado as correspondentes amostras de
ervais plantados.

Os teores de quercetina variaram de 19 pg/mL a 65 ug/mL para chimarrdao e de 1090
ug/g a 3940 ng/g na erva-mate. Os contetidos de kaempferol variaram de 8 pg/mL a 18
pug/mL para chimarrdao e de 447 ng/g a 1000 pg/g para erva-mate. Considerando somente
as amostras de chimarrdo do Parana as faixas foram 20 - 65 pg/mL para quercetina e 9 - 14

ug/mL para kaempferol. Os valores correspondentes para as amostras de chimarrao do Rio
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Grande do Sul foram 19 - 64 pg/mL e 8 - 18 pg/mL. Considerando as variagdes naturais de
amostras de alimentos e bebidas, estas faixas sdo equivalentes. As trés amostras de Santa
Catarina encaixaram nesta faixa.

Comparando-se os valores obtidos no trabalho com os da literatura (Tabela 7), os
presentes valores sdo comparaveis aos relatados por Matsubara, (2001). Filip et al. (2001)
analisaram a amostra diretamente sem hidrolise, quantificando apenas as formas agliconas
livres na infusdo, portanto os teores s30 muito mais baixos.

Para verificar a eficiéncia da passagem dos flavonoéis da erva-mate para o chimarrao, o
conteudo do flavonol foi calculado em teores de pg/g da erva utilizada para a infusdo e
relacionada ao teor em pg/g da erva. A percentagem (razdo entre o teor do flavonol obtido
do chimarrdo e da erva-mate, multiplicado por 100), variou de 74,2% a 95,5% (média de
86,7%) para a quercetina e de 68,2% a 99,5% (média de 85,0%) para o kaempferol,
indicando que a preparacdo de bebida por chimarrdo ndo extrai totalmente o contetido de

flavonois da erva-mate.
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Tabela 6

Contetdos (ng/g) de quercetina e kaempferol em chimarrao e erva-mate

Quercetina Kaempferol
Erva- Erva-

Chimarrao Chimarrao mate Chimarrao Chimarrao mate

Amostras (ng/mL) (ng/g folhas) (ng/g) (ng/mL) (ug/g folhas) (ng/g)

IN-PR 20 1000 1250 9 468 470
1P-PR 60 3000 3300 13 638 650
2N-PR 39 1950 2380 9 469 481
2P-PR 45 2230 2510 11 526 580
3N-PR 22 1080 1230 11 547 578
3P-PR 37 1830 2000 10 509 602
4-PR 49 2460 3150 12 583 805
5-PR 55 2750 3320 14 709 822
6-PR 65 3270 3940 13 642 830
7-PR 48 2420 2690 14 723 802
8-PR 46 2320 3120 10 500 682
9-PR 28 1410 1860 13 642 890
10-PR 47 2350 2530 11 554 653
11-PR 52 2580 2840 12 608 700
12-RS 37 1830 2080 10 489 631
13-RS 45 2240 2580 11 559 820
14-RS 59 2930 3290 11 539 617
15-RS 64 3180 3330 8 404 542
16N-RS 19 972 1090 9 446 613
16P-RS 35 1770 1920 18 913 1000
17-RS 64 3200 3650 8 402 447
18-SC 31 1550 1640 11 535 555
19-SC 30 1500 1640 11 528 587
20-SC 29 1430 1670 10 507 597

N= erva nativa; P= erva plantada; PR= Parana; SC= Santa Catarina; RS= Rio Grande do Sul
Limite de detecgdo: miricetina= 83 pg/g ; quercetina= 14 ng/g ; kaempferol= 40 pg/g ; luteolina= 25 pg/g e

apigenina= 18 pg/g
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Tabela 7

Comparagdo dos niveis de flavonodis em infusoes de erva-mate (llex paraguariensis)

Preparacdo das Amostras Faixa de Concentracao (ug/g folha)
Referéncia (Illex paraguariensis) Quercetina Kaempferol
Presente Estudo Chimarrao (com hidrolise) 972 a 3270 402 a913
(n=24)
Filip et al, 2001 Infusdo (sem hidrolise) 31+ 9 12 +3
(n=1)
Matsubara et al, Infusdo (com hidrolise) 2000 a 3300 400 a 600
2001 (n=3)

n= numero de amostras analisadas
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Resumo

Compostos fenolicos sdo encontrados em chds e sao extremamente diversos incluindo
flavonodides e os acidos hidroxicindmicos. Muitos compostos fendlicos ( p.ex. ésteres
cafeicos, quercetina), influenciam nas propriedades sensoriais dos alimentos, bem como
demonstram atividades fisioloégicas benéficas a satide do homem. No sul do Brasil,
consome-se o chimarrdo, preparado da erva-mate (Ilex paraguariensis), que ¢ fonte destes
compostos fenolicos. O objetivo deste trabalho foi determinar o flavonol glicosidico rutina
e os dacidos hidroxicindmicos, acido cafeico e 5-CQA (4&cido S5-cafeoilquinico) em
chimarrao preparado de 12 amostras de erva-mate provenientes do Parana e Rio Grande do
Sul. Para verificar se estes compostos sdo totalmente transferidos ao chimarrdo, foram
analisadas também as amostras de erva-mate. O chimarrao foi obtido da infusdo a partir de
5g de erva-mate em 250mL de dgua a 70°C. Um extrato hidro-metandlico da erva-mate foi
obtido por maceracdo de 2,5g das amostras em 100mL solu¢do H,O:MeOH (1:1) por uma
noite com agitacdo, seguida de trés extracdes com solugdo hidro-metandlica 50% sob
refluxo por 30minutos. Usou-se cromatografo liquido, com injetor Rheodyne, coluna

Symmetry C18, 3,5um (2,1x150mm) e detector de arranjo de diodos. Utilizou-se fase
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moével metanol:agua (acidificados com 0,45% de acido foérmico) sempre em gradiente
linear. Acido cafeico livre ndo foi detectado nas amostras. Nas ervas, os teores de rutina
variaram de 0,04 a 0,15 mg/mL no chimarrao e de 2,37 até 8,03 mg/g na erva-mate. O 5-
CQA variou de 0,25 a 0,49 mg/mL no chimarrdao e de 13,1 a 24,7 mg/g na erva. A
preparacdo de bebida por chimarrdo extraiu de 82,0 a 96,3 % da rutina e quase a

totalidade do 5-CQA da erva.

Palavras-chave: Rutina; Acido 5-cafeoilquinico; Acido cafeico; Erva-mate (Ilex

paraguariensis); Chimarrao
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1. Introducao

Compostos fendlicos sdo constituintes bioativos de chas e estdo relacionados com as
propriedades sensoriais destes (Graham et al., 1992; Hara et al., 1995; Harbowy et
al.,1997). Formam uma das principais classes de metabdticos secundarios das plantas com
uma grande variacdo de estruturas e fungdes. Sdo definidos pela origem metabolica
(Robards et al., 1999 e 1997; Aherne et al., 2002), sendo substincias derivadas da rota
shiquimica e do metabolismo fenilpropanodide. A classificagdo dos principais grupos ¢
baseada no tipo ¢ numero de conjugados ao fenol. O mais distribuido e diverso dos grupos
fenolicos ¢ o dos flavonoides, construido sobre o esqueleto flavona (Cs-C3-Cg), no qual a
ponte de trés carbonos entre os grupos fenil normalmente é ciclisado com oxigénio
(Robards et al., 1999). As classes de flavondides sdo diferenciadas no grau de insaturagao,
hidroxilagdo, e oxidacdo do segmento de trés carbonos. As principais classes de flavonoides
incluem: flavondis, flavonas, flavononas, catequinas (ou flavandis), antocianidinas,
isoflavonas. Sao normalmente encontrados na forma glicosidica em frutas, verduras e chas
(Crozier et al.,1997; Filip et al., 2001; Yao et al., 2004; Arabbi et al., 2004).

Os acidos cinamicos sdo uma série dos dacidos trans-fenil-3-propendicos (Cs-Cs),
diferindo nas substitui¢des do anel fendlico. Os mais comuns sdo o acido cafeico (acido
3,4-dihidroxicinamico), fertlico (acido 3-metoxi, 4-hidroxicinamico), e p-coumarico (acido
4-hidroxicinamico) (Rice-Evans et al., 1996). Raramente encontrados como acidos livres na
natureza, estdo normalmente conjugados ao acido quinico, malico ou tartarico, ou com
glicosidios ou lipidios, entre outros (Clifford et al., 2000). O conjugado mais conhecido é o
acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), as vezes referido como acido clorogénico (CGA), termo
que segundo IUPAC deve ser utilizado apenas para se referir a familia de ésteres formados

entre acidos trans-cinamicos e o acido quinico. Esses compostos ocorrem naturalmente
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distribuidos no reino vegetal e em seus produtos, alimentos e bebidas (De Maria et al.,
1999; Trugo et al., 1984; Awad et al., 2001; Clifford et al., 1999). Dados publicados por
Clifford et al. (1999) apontam o 5-CQA, 3-CQA e 3,5-diCQA como as principais formas
encontradas em folhas de mate.

A acdo antioxidante dos fendlicos nos chés ¢ vista como benéfica para o organismo
humano, onde s3o oxidados em preferéncia a outros constituintes do alimento ou
componentes celulares e tecidos (Wiseman et al., 1997; Dreosti, L.LE., 2000; Toit et al.,
2001). Filip et al. (2000) correlacionaram a atividade antioxidante da infusdo de erva-mate
com o conteudo de rutina, quercetina , kaempferol e derivados cafeoilicos desta.

llex paraguariensis St. Hilaire (erva-mate), cresce naturalmente ou ¢ cultivada na
Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. A parte aérea da planta é preparada em forma de
infusdo, para consumo, de trés formas diferentes: o mate tradicional, que ¢ a forma
principal, onde se coloca erva-mate em um recipiente similar a um vaso, sobre o qual se
verte 4gua quente (entre 70 a 85°C) e se suga por meio de uma bomba. A segunda forma, de
uso durante os meses de verdo ou em regides quentes, ¢ similar a anterior, porém utilizando
4gua a temperaturas que variam entre 5 e 10°C (tereré). A terceira forma de consumo ¢ uma
infusdo preparada de maneira similar aos chas (Ramallo et al., 1998). Dentre os estados
brasileiros consumidores, destacam-se os da regido Sul. Verifica-se que do total de erva-
mate processada no Brasil, aproximadamente 80% ¢é consumido no mercado interno, o
restante sendo exportado para o Uruguai, Chile, Alemanha e Estados Unidos.

A relevancia do carater social da atividade ervateira ¢ demonstrada pelos indicadores
das propriedades rurais envolvidas, ou seja, um total aproximado de 180.000 produtores.

Além disso, essas propriedades envolvidas com a erva-mate permitem que sejam gerados
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empregos para cerca de 710.000 pessoas, segundo Camara Setorial da Cadeia Produtiva da
Erva-mate do Parana (Maccari et al., 2001).

Neste trabalho foram determinados os contetidos do flavonol glicosidico rutina, acido
cafeico e seu conjugado 5-CQA, utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foram analisadas 12 amostras de erva-mate provenientes dos estados do Parana e
Rio Grande do Sul, na forma de chimarrdo. Para verificar se o contetdo de rutina, acido
cafeico e 5-CQA ¢ totalmente transferido ao chimarrao, também foram analisadas as ervas-

mate.

2. Materiais e métodos

2.1. Padroes e reagentes.

O metanol e acetonitrila de grau cromatografico da JT Baker (Phillipsburg, USA), o
acido formico, acido ascorbico e acido cloridrico de grau analitico, foram adquiridos da
Labsynth Ltda. (Diadema, Brasil). A 4gua utilizada para o preparo das fases moveis foi
purificada em sistema Milli-Q (Millipore). As fases moveis foram filtradas em filtros
politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45um de didmetro.

Os padrdes de rutina, acido cafeico e o 5-CQA foram adquiridos da Sigma Chemicals
Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque dos padrdes foram preparadas pela dissolugdo de
cada padrio em metanol grau cromatografico, em concentragdo de aproximadamente
1000pg/mL, conservadas a —18°C e protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram
estabilidade superior a 2 meses em —18°C. Como a altura, forma e tempo de retencao dos

picos cromatograficos podem ser afetados pela composicdo da solugdo de injecdo, foi
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preparada uma solucao padrao de trabalho simulando as condigdes das amostras. Aliquotas
da solucdo estoque de cada padrao foram diluidas em 2,5mL de adgua purificada em Milli-Q
com 0,04% de acido ascorbico. Esta solucdo foi completada a SmL com metanol (solucao

padrao de trabalho).

2.2. Amostras.

Doze amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) foram obtidas dos estados da regido
sul do Brasil, fornecidas diretamente pelos produtores, sendo seis amostras do estado do
Parana e seis amostras do Rio Grande do Sul . Cada amostra foi composta de trés a cinco
embalagens de 700 a 1000g de erva a granel. Para composicdo de cada amostra, as
embalagens foram misturadas, homogeneizadas, quarteadas e sub-amostras foram retiradas

para analise.

2.3. Preparacdo das amostras.

O extrato produzido em laboratorio simulando a bebida chimarrdo, foi obtido segundo
procedimento de Duarte et al. (2000). Para cada amostra, 5g em duplicata foram pesadas
em baldao volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua a 70°C. A infusdo foi
agitada por 3 minutos e filtrada sob vacuo.

O extrato aquoso com 50% de metanol foi obtido por maceracao de 2g das amostras em
100mL de solugdo H,O:MeOH (1:1) por uma noite com agitagdo mecanica, a temperatura

ambiente. Seguiu-se entdo trés extragdes com 25mL da solugdo hidro-metandlica a 50%
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sob refluxo por 30 minutos, juntou-se todos os extratos em baldo volumétrico e completou-

se 0 volume a 200mL com a solucao hidro-metanolica.

2.4. Andlise cromatogrdfica.

Utilizou-se sistema de cromatografia a liquida da Waters equipado com injetor manual
Rheodyne, com alga de volume fixo de SulL, bomba quaternéria e detector UV-Vis de
arranjo de diodos (Waters modelo 996), controlado pelo Software Millennium 32. Uma
coluna Symmetry C-18 (2,1 x 150 mm, 3,5 pum) da Waters foi utilizada com metanol:agua,
ambos acidificados com 0,45% de acido formico, como fase movel, num fluxo de
0,2mL/min. Foi aplicado um gradiente linear inicial de 20:80 alterado para 30:70 em 1
minuto, esta propor¢do mantido até os 3 minutos, alterada para 45:55 aos 4 minutos, assim
permanecendo até aos 13 minutos, alterada para 100:0 até os 18 minutos, mantida até aos
20 minutos, voltando para 20:80 até os 25 minutos, assim permanecendo até o final de 50
minutos de corrida cromatografica. A deteccdo foi fixada em 370 nm para rutina, em 325

nm para o acido cafeico e 5-CQA e os espectros adquiridos na faixa de 200 a 600 nm.

2.5. Validacdo do método.

A linearidade do método por CLAE foi verificada além de duas ordens de grandeza
para rutina, acido cafeico e 5-CQA na faixa de 1 — 190 pg/mL. As curvas analiticas foram
construidas pela injecdo em triplicata de solu¢des padrdoes de trabalho em cinco
concentragdes diferentes, baseadas na faixa dos seus teores esperados no chimarrdo e erva-

mate.
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Os limites de deteccdo (LD) e quantificagao (LQ), foram calculados como a minima
concentracdo correspondente a 3,3x(SD/S) e 10x(SD/S) respectivamente, sendo SD o
desvio padrdo do coeficiente linear e S a inclinagdo da curva de calibragcao (Shabir, 2003).
Para verificar a exatidao e precisdo do método, valores de sete recuperagdes foram
estudadas utilizando niveis de concentragdo em torno de 14 mg/g de erva para a rutina,
2,7mg/g de erva para o acido cafeico e 17 mg/g de erva para o 5-CQA no chimarrao. Todas

determinagdes nas amostras foram conduzidas em duplicata.

3. Resultados e discussao

3.1. Validacdo do método cromatogrdfico.

As curvas analiticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas faixas de

concentragdo em que se encontraram as amostras, com coeficientes de determinacdo entre

0,9979 até 0,9999. A Tabela 1 mostra os dados obtidos de cada curva.

Tabela 1

Propriedades das curvas analiticas

Faixa de concentracao

Composto (ug/mL) Coeficiente de
determinagdo
Rutina 4-198 0,9999
Acido cafeico 1-215 0,9979
5-CQA 2,7-135 0,9997

125



Os Limites de Deteccao foram 0,48 mg/g, 0,12 mg/g e 0,71 mg/g respectivamente para
rutina, acido cafeico e 5-CQA.

A média dos sete valores de recuperacao dos flavondides em percentagem (Tabela 2)
foi 98,9%; 99,6% e 99,5%, respectivamente, para rutina, acido cafeico ¢ 5-CQA. A
precisdo (repetitividade) foi verificada pelo coeficiente de variacdo das recuperagdes,

expressos na Tabela 2.

Tabela 2
Valores adicionados, recuperacdes em percentagens e Coeficientes de Variagdo (CV) das

recuperacdes dos flavondides com amostra de chimarrao.

Contetido Recuperagio *

Composto adicionado em média em (%) CV (%)

mg/g de erva

Rutina 14,37 98.9 1,4
Acido cafeico 2,72 99,6 2,2
5-CQA 17,12 99,5 2,1

* Média de sete determinagdes

3.2. Contetido de rutina, dcido cafeico e SCQA em amostras de chimarrdo e erva-mate.

O cromatograma tipico para rutina e SCQA em amostra de chimarrdo de erva-mate ¢
apresentado na Figura 1.

Os teores da rutina e 5-CQA nas amostras analisadas de chimarrao e erva-mate, estao
apresentados na Tabela 3. Em todas as amostras analisadas ndo foi detectado o 4acido

cafeico livre. Isso concorda com a observacgdo de Clifford et al. (2000), de que raramente
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ocorre na natureza o acido cafeico livre. Porém, Mazzafera (1997) analisando infusdo nao
hidrolisada de erva-mate, relatou teores de acido cafeico na faixa de 0,31 a 0,38 mg/mL,
Filip et al. (2001) também relataram um teor de 0,23 mg/g de folha de acido cafeico para

infusdo de Ilex paraguariensis da Argentina.
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Figura 1. Cromatogramas tipicos de compostos fendlicos em chimarrdo. A) Rutina,
detectada em 370nm (tr = 28,5minutos), B) 5-CQA, detectado em 325nm (tr =
10,5minutos). Fase movel: metanol:dgua (ambos com 0,45% de acido formico) em
gradiente linear inicial de 20:80 alterado para 30:70 em 1 minuto, esta propor¢cao mantido
até os 3 minutos, alterada para 45:55 aos 4 minutos assim permanecendo até aos 13
minutos, alterada para 100:0 até os 18 minutos, mantida at¢ 20 minutos, voltando para
20:80 até os 25 minutos, assim permanecendo até os 50 minutos de corrida cromatografica.

Coluna: Symmetry C-18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um) da Waters.
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A variagdo no conteudo de 5-CQA no chimarrao foi de 0,25 mg/mL a 0,49 mg/mL e na
erva-mate foi de 13,1 mg/g a 24,7 mg/g . Considerando somente as amostras de chimarrao
do Parana, a faixa para 5-CQA foi de 0,26 — 0,49 mg/mL, semelhante a faixa para as do Rio

Grande do Sul de 0,25 — 0,33 mg/mL.

Tabela 3

Conteudos de rutina e 5-CQA em amostras de chimarrdo e erva-mate.

5-CQA Rutina

Amostras Chimarrao Chimarrdo  Erva-mate  Chimarrdo Chimarrdo  Erva-mate

(mg/mL) (mg/gfolha)  (mg/g) (mg/mL)  (mg/gfolha)  (mg/g)

1-PR 0,26 13,0 13,1 0,05 2,50 2,61
2-PR 0,31 15,3 15,2 0,12 6,10 6,94
3-PR 0,49 243 24,6 0,10 5,20 6,37
4-PR 0,49 243 24,7 0,11 5,70 6,81
5-PR 0,40 19,8 19,8 0,15 7,50 8,03
6-PR 0,37 18,3 18,2 0,10 5,00 5,69
7-RS 0,25 12,7 13,1 0,09 4,70 5,28
8-RS 0,29 14,4 14,6 0,12 6,00 6,83
9-RS 0,27 13,3 13,5 0,13 6,50 6,79
10-RS 0,33 16,5 16,8 0,04 2,20 2,37
11-RS 0,27 13,7 13,8 0,07 3,70 3,90
12-RS 0,28 13,9 14,0 0,13 6,50 7,47

PR = Parana; RS = Rio Grande do Sul.

Os valores obtidos de 5-CQA no presente trabalho, quando comparados aos da
literatura (Tabela 4), sdo concordantes aos relatados por Clifford et al.(1990) e Filip et al.

(2001), em mg/g folha, bem como aos expressos em mg/mL por Mazzafera (1997).
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Tabela 4

Comparagao dos niveis de 5-CQA em infusdes de erva-mate

Referéncia Preparo da amostra ~ 5-CQA (mg/mL) 5-CQA(mg/g folha)
Presente estudo Chimarrao (n=12) 0,25-0,49 13,0-243
Clifford et al., 1990 Infusdo (n=5) 5,7-20,2
Mazzafera, (1997) Chimarrao (n=3) 0,42 - 0,54
Filip et al., 2001, Infusdo (n=1) 28+3,0

n= numero de amostras analisadas

Os teores de rutina variaram de 0,04 mg/mL a 0,15 mg/mL para chimarrao e de 2,37
mg/g a 8,03 mg/g para erva-mate. No chimarrao das amostras do Parand, a faixa de rutina
foi de 0,05 — 0,15 mg/mL, semelhante as amostras do Rio Grande do Sul, com faixa de 0,04
—0,13 mg/mL.

Ricco et al. (1995), somente citaram a presen¢a de rutina em erva-mate. Os conteudos
de rutina em chimarrdo neste estudo foram superiores ao relatado por Filip et al. (2001)
que constataram um teor de 0,60 + 0,05 mg/g de folha, na infusdo de amostra proveniente
da Argentina.

Para verificar a eficiéncia da passagem dos compostos fendlicos da erva-mate para o
chimarrdo, o teor destes foi calculado em mg/g da erva utilizada para a infusdo e
relacionado ao teor em mg/g da erva. A percentagem (razao entre o teor dos compostos
fenolicos obtidos do chimarrao e do da erva-mate, multiplicado por 100), variou de 98,4% a

100,6% (média de 99,1%) para o 5-CQA e de 82,0% a 96,3% (média de 89,7%) para a
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rutina, indicando que a preparacdo do chimarrao pode extrair todo o contetido do 5-CQA da

erva-mate, porém, ndo extrai totalmente o contetido de rutina desta.
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CONCLUSOES GERAIS

. Para analise dos flavondides em frutas por CLAE a melhor resolugao foi
conseguida com coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 uym) e fase mével

de metanol e agua acidificados com 0,3% de acido féormico em gradiente linear.

. O delineamento estatistico de Composicao Central e a Analise por Superficie
de Resposta auxiliaram na definicdo da concentracido do acido cloridrico e
tempo de hidrdlise para obtengao dos flavondides nas suas formas agliconas,

que foram diferentes para cada tipo de fruta estudada.

. Quercetina foi encontrada em todas as frutas analisadas, com excec¢ao de
manga € mamao, sendo a maior concentracdo encontrada em macga cultivar
Fuji e pitanga. Kaempferol foi encontrado em acerola, morango, pitanga, caju e

maca. A miricetina so foi detectada em caju e pitanga.

. As flavonas luteolina e apigenina nao foram detectadas em nenhuma das

frutas.

. Entre as frutas brasileiras analisadas, as melhores fontes de flavonodis foram
pitanga e caju, contendo os trés flavondis, e acerola, contendo quercetina e

kaempferol.
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6. Para analise dos flavondides em chimarrdo e erva-mate por CLAE a melhor
resolucao foi conseguida com coluna Nova Pak C18 (3,9 x 150 mm, 4 ym) da
Waters e fase mével de metanol e agua acidificados com 0,3% de acido

férmico em gradiente linear.

7. Com auxilio do delineamento estatistico de Composicdo Central e a Analise
por Superficie de Resposta foi definida a concentragao de 1,2M de HCI e 60
minutos de hidrolise como as condigbes oOtimas de extracdo e hidrdlise de

flavondides em chimarréo.

8. As amostras de chimarrao apresentaram conteudos de quercetina até 8 vezes

superiores aos conteudos de kaempferol.

9. As faixas obtidas de quercetina e kaempferol foram equivalentes para as

amostras de chimarrdo do Parana, Santa Catariana e Rio Grande do Sul.

10.Em todas amostras de chimarrdo e erva-mate analisadas, nao foram

detectados o flavonol miricetina e as flavonas luteolina e apigenina.

11.A preparagao de bebida por chimarrdo nao extrai totalmente os flavondis da

erva-mate em po.
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12.Para analise dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico (5-CQA) e da rutina em
chimarrdo e erva-mate por CLAE, a melhor resolugdo foi conseguida com
coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 ym) da Waters e fase moével de

metanol e 4gua acidificados com 0,4% de acido férmico em gradiente linear.

13.As amostras de chimarrao e erva-mate provenientes do Parana e Rio Grande
do Sul apresentaram faixas semelhantes para o conteudo de 5-CQA, e
concordantes com a literatura. Em todas amostras nao foi detectado o acido

cafeico.

14.0Os teores de rutina em chimarrao neste estudo foram até 10 vezes superiores

os relatados em literatura. As faixas de variacao de rutina foram equivalentes

entre amostras provenientes do Parana e Rio Grande do Sul.

15. A preparagao de bebida por chimarrao pode extrair totalmente o 5-CQA e boa

parte da rutina da erva-mate.
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