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Palavras do Rei Salomao:

“O que ganha o homem com todo o seu esfor¢co? Tenho visto o fardo que Deus impés aos
homens. Ele fez tudo apropriado ao seu tempo. Também pds no coragdo do homem o
anseio pela eternidade; mesmo assim ele nao consegue compreender inteiramente o que
Deus fez. Descobri que ndo ha nada melhor do que ser feliz e praticar o bem enguanto se
vive. Descobri também que poder comer, beber e ser recompensado pelo seu trabalho é
um presente de Deus. Sei que tudo o que Deus faz permanecera para sempre; a isso
nada se pode acrescentar, e disso nada se pode tirar. Deus assim faz para que os
homens o temam.” (Eclesiastes 3, versos 1 a 14).

“Meu filho, se vocé aceitar as minhas palavras e guardar no coragao 0s meus
mandamentos; se der ouvidos a sabedoria e inclinar o coragdo para o discernimento; se
clamar por entendimento e por discernimento gritar bem alto; se procurar a sabedoria
como se procura a prata e busca-la como quem busca um tesouro escondido, entao vocé
entendera o que é temer ao Senhor e achara o conhecimento de Deus. Pois o Senhor &
quem da sabedoria; da sua boca procedem o conhecimento e o discernimento. Ele
reserva a sensatez para o justo; como um escudo protege quem anda com integridade,
pois guarda a vereda do justo e protege o caminho dos seus fiéis. Entdo vocé entenderd o
que é justo, direito e certo, e aprenderé os caminhos do bem. Pois a sabedoria entrara em
seu coracdo, e o conhecimento serd agradavel a sua alma. O bom senso o guardara e o

discernimento o protegera.” (Provérbios 2, versos 1 a 11)

Resumindo: “Confie no Senhor de todo o seu coragdo e ndo se apbie em seu proprio
entendimento; reconheca o Senhor em todos os seus caminhos e ele endireitara as suas
veredas. N&o seja sabio aos seus proprios olhos; Tema ao Senhor e evite o mal. Isso Ihe
dara satde ao corpo e vigor aos 0ssos.” (Provérbios 3:5-8). “O temor do Senhor éo

principio da sabedoria” (Provérbios 9:10).
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Figura 1. Esquema do equipamento de microfiltracdo (Clareto, 2007)
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RESUMO GERAL

O Brasil possui uma grande variedade de frutas e hortalicas, no entanto, dados sobre os
teores de flavonodis em alimentos ainda sdo limitados, principalmente em alimentos
cozidos e frutas provenientes da Amazoénia. Flavondis sdo os flavondides mais
largamente encontrados em vegetais, aos quais sdo atribuidos efeitos benéficos a saude,
como a prevengdo de doengas degenerativas como céncer e cardiovasculares. Este
trabalho determinou teores de flavondis em hortalicas e foi observada uma grande
variagdo entre os lotes da mesma hortalica de um mesmo restaurante e entre 0s
diferentes restaurantes. Couve refogada apresentou os maiores teores de quercetina e
kaempferol e brécolis ninja cozido os menores. Flavonois foram também determinados em
frutas ricas em carotendides como buriti, tucuma, pupunha e pitanga, provenientes do
Norte e Nordeste do Brasil. Ndo foram detectados flavonoéis em tucuma e pupunha.
Baixos teores de quercetina e kaempferol foram encontrados em buriti, fruta amazonica,
conhecida como a fonte mais rica de B-caroteno no pafs. Foram obtidos também baixos
niveis de miricetina e quercetina para polpa de pitanga congelada. A microfiltragao foi
aplicada em polpa de caju e os resultados demonstram que € possivel empregar esta

tecnologia, obtendo um suco clarificado com teores satisfatérios de flavonois e vitamina C.

Palavras-chave: flavonois, beneficios a salde, frutas, hortalicas, alimentos de

restaurantes.
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INTRODUGAO GERAL

Alimentos de origem vegetal, de maneira geral, apresentam flavonoides, os quais
possuem atividade antioxidante, quelando metais e sequestrando radicais livres,
desativam carcinégenos, inibem a expressdo de genes mutantes e a atividade de enzimas
que promovem céncer, além da habilidade de desintoxicar xenobidticos.

O Brasil dispde de uma ampla diversidade em frutas e hortalicas. Recentemente e
em pouco tempo, foram obtidos dados substanciais sobre os niveis de flavonois em frutas
e hortalicas brasileiras in natura, além de alguns dados sobre produtos processados. Os
dados, porém, sdo ainda insuficientes. Adicionalmente, mais investigagbes sobre os
fatores que influenciam nos teores de flavonéis nos alimentos sdo necessarios, inclusive o
efeito do preparo e processamento de alimentos. Para garantir a confiabilidade dos
resultados, a metodologia analitica deve ser otimizada para cada alimento.

Dessa maneira, os objetivos deste trabalho foram: a) otimizar as condicbes de
extracdo/hidrélise de flavonois para hortaligas cozidas de restaurantes e quantificar seus
teores; b) caracterizar frutas da amazénia como o buriti, tucuma e pupunha quanto aos
teores de flavondis, além de avaliar os teores em polpa de pitanga congelada; c)
quantificar os teores de flavonéis e vitamina C em polpa de caju quando empregada

tecnologia de microfiltragéo.
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CAPITULO 1

FONTES BRASILEIRAS DE FLAVONOIS



FONTES BRASILEIRAS DE FLAVONOIS

RESUMO

Os flavondides sdo compostos fendlicos sintetizados pelas plantas e normalmente
ocorrem na forma de glicosideos. Fazem parte da dieta humana sendo encontradas em
frutas, hortaligas, chas, vinhos, graos e castanhas. O interesse cientifico nos flavonéides é
devido aos efeitos benéficos a saude, principalmente em relagéo a prevengéo de céancer e
doencas cardiovasculares. Os flavonois sdo os flavondides mais largamente encontrados
em vegetais. Nos ultimos anos, teores destes compostos em alimentos brasileiros frescos
e processados foram determinados, porém, mais dados ainda sao requeridos. Além disso,
os efeitos de processamento merecem ser investigados.

Palavras-chave: flavonéis, aspectos quimicos, vegetais, efeito do processamento

SUMMARY

The flavonoids are phenolic compounds synthesized by plants and usually occur as
glycosides. They are part of the human diet being found in fruits, vegetables, tea, wine,
nuts and grains. The scientific interest on flavonoids is due to beneficial effects for health,
especially in relation to prevention of cancer and cardiovascular diseases. The flavonols
are the most widely found flavonoids in vegetables. In recent years, levels of these
compounds in fresh and processed Brazilians foods were determined, however, more data

are still required. Furthermore, the effects of processing should be investigated.

Keywords: Flavonols, chemical aspects, vegetables, effect of processing

1- INTRODUCAO

Alimentos de origem vegetal contém, além de seus micronutrientes (vitaminas e
minerais), substancias bioativas benéficas a satde, como os flavondides. Flavonoides sao
fitoquimicos produzidos por via metabdlica secundéaria em plantas e estao presentes em
frutas, hortalicas, castanhas, chas, 6leo de oliva e vinho tinto (Aherne et al., 2002).



Os flavondides sé@o formados pela combinacao de derivados sintetizados a partir
da fenilalanina (via metabodlica do acido shiquimico) e &cido acético. Inicialmente, a
fenilalanina é transformada em acido cindmico pela acdo da fenilalanina aménio liase,
enzima que liga os metabolismos primario (via do acido shiquimico) e secundario (via
fenilpropanodides). O &acido cindmico é hidrolisado a acido cumarico (C9) que é
condensado a trés unidades de malonil-CoA (C2) formando uma chalcona (C15), a partir
da qual todos os flavonéides sédo formados (Winkel-Shirley, 2001).

Sua estrutura consiste em dois anéis benzénicos (A e B) e um anel (C) que pode
ser um pirano heterociclico, ou pirona, com um grupo carbonila na posicéo 4 classificando
os flavonoides em flavonas, flavondis, isoflavonas, antocianidinas, flavandis e flavanonas.

A estrutura bésica dos flavondides pode sofrer modificagbes como glicosilacéo,
esterificacdo, amidagdo, hidroxilagdo, entre outras, que podem modular a polaridade,
toxicidade e direcionamento intracelular destes compostos e influenciar a atividade
bioldgica que é dependente da sua estrutura quimica e dos varios substituintes da
molécula.

Os flavondides ocorrem em plantas principalmente na forma de glicosideos, isto &,
ligados a moléculas de aguicares, normalmente O-glicosideos, com a molécula de agucar
ligada & hidroxila na posigdo C3 ou C7 (Hermann, 1988; DiCarlo et al., 1999; Erlund,
2004). Os acucares mais comuns sdo D-glicose e L-ramnose, porém pelo menos oito
monossacarideos diferentes ou combinacdes destes podem ligar-se aos diferentes grupos
hidroxilas do flavondide, resultando em um grande nimero de glicosideos.

Os efeitos benéficos dos flavonoéides a salde como reducdo do risco de doengas
cardiovasculares (Knekt et al., 1996; Hertog et al., 1993, 1997; Yochum et al., 1999) e
certos tipos de cancer (Knekt et al., 1997; De Stefani et al., 1999; Garcia-Closas et al.,
1999; Yang et al., 2001; Neuhouser, 2004) s&o atribuidos principalmente a sua atividade
antioxidante, de forma ainda ndo conclusiva principalmente em relagdo ao céancer
(Hollman, 2001; Kris-Etherton et al., 2002). Estes compostos agem sequestrando radicais
livres (Rice-Evans et al., 1996; Prior e Cao, 2000) e quelando metais capazes de catalisar
a peroxidacdo lipidica (Terao e Piskula, 1999). Além das propriedades antioxidantes dos
flavondides, estes podem atuar de varias maneiras: desativando carcinégenos, inibindo a
expressdo de genes mutantes e a atividade de enzimas que promovem cancer, e
desintoxicando xenobidticos (Kris-Etherton et al., 2002).

Os flavondis (Figura 1) séo os flavondides mais largamente encontrados em
alimentos e, por esse motivo, sdo os mais investigados quanto aos efeitos benéficos a



saude (Hertog et al., 1992a,b,1993; Crozier, 1997; Knekt et al., 1997; Yochum et al., 1999;
Yang et al., 2001; Neuhouser, 2004). Estudos visando determinar o perfil de flavondides e
suas concentragdes individuais nos alimentos devem ser priorizados para elucidar a
relacdo entre a quantidade de flavonodides ingerida na dieta e o efeito dos mesmos na

prevencao de doencas (Hollman et al., 1999; Neuhouser, 2004; Arts et al., 2005; Scalbert
et al., 2005).

OH O
Flavonois
R; R2
Miricetina OH OH
Quercetina OH H
Kaempferol H H

Figura 1. Estrutura dos flavonéis.

2- TEORES DE FLAVONOIS EM FRUTAS /N NATURA E PROCESSADAS

Usando um método previamente otimizado e validado, Hoffmann-Ribani et al.
(2009) determinaram os teores de flavonois em frutas brasileiras in natura e processadas
(Tabela 1).

Os flavonodis investigados (miricetina, quercetina e kaempferol) n&o foram
detectados na manga cultivar Haden, Palmer e Tommy Atkins e no mamé&o cultivar
Formosa, Golden e Solo.

Quercetina foi encontrada em todas as outras frutas analisadas. O teor meédio
variou de 0,3 a 7,5mg/100g, sendo a maior concentragdo encontrada na magé cultivar
Fuji. Em morango, acerola e pitanga, os teores de kaempferol variaram de 0,4 a
1,2mg/100g, sendo maior na acerola. Somente caju e pitanga apresentaram miricetina
(2,0 a 3,7mg/100g).



Acerola apresentou quercetina como principal flavonol (concentragcbes médias de
4,1 a 5,3mg/100g), sendo menor na cultivar Longa Vida e maior na cultivar Olivier.
Kaempferol variou de 0,9 a 1,2mg/100g, sendo menor na Longa Vida e maior em acerolas
de plantas cultivadas domesticamente em quintais.

Em maga, a concentracdo média de quercetina variou de 3,7mg/100g no cultivar
Golden Delicious a 7,5mg/100g no cultivar Fuji.

Em lotes de caju analisados, adquiridos em supermercados e constituidos de
misturas de trés tipos da fruta, amarelo alongado, vermelho alongado e vermelho
redondo, a miricetina foi o flavonol majoritario (2,0mg/100g) seguido de quercetina
(1,8mg/100g). Kaempferol variou de niveis menores que o limite de quantificacdo a
0,3mg/100g.

A quercetina foi o Unico flavonol encontrado em figo, goiaba e jabuticaba sendo a
concentragao média no figo roxo de 1,3mg/100g e de 1,1mg/100g na jabuticaba. Em
goiaba, a cultivar Ogawa (vermelha) apresentou teor ligeiramente menor (1,0mg/100g)
que o tipo branca (1,2mg/100g).

Quercetina também foi o unico flavonol detectado em quatro cultivares de laranja
analisadas, mas em teores bem menores (0,3mg/100g de polpa). Pelo fato das
flavanonas hesperidina e naringenina serem os flavonéides predominantes nesta fruta
(Arabbi et al., 2004; Franke et al., 2004), os teores encontrados por Hoffman-Ribani ef al.
(2009) nao sao surpreendentes.

Dentre as frutas analisadas por Hoffmann-Ribani et al. (2009), a pitanga
apresentou o maior conteldo de miricetina (3,1 e 3,7mg/100g, respectivamente, para
lotes de supermercado e quintal) e a segunda maior concentragdo de quercetina (5,5 e
6,2mg/100g, respectivamente, para lotes de supermercado e quintal). Também
apresentou kaempferol, mas em niveis menores (0,4mg/100g para lotes de supermercado
e de quintal) do que agueles encontrados em acerola e morango.

Em morango foram observados os menores teores de quercetina e kaempferol
para o cultivar Kamarossa (0,8 e 0,7mg/100g, respectivamente) e 0s maiores para o
cultivar Oso Grande (1,1 e 0,9mg/100g, respectivamente).

Drago et al. (2008) analisaram tapereba e murici provenientes de Belém, Para,
(Tabela 1), encontrando altos teores de quercetina, 9,2+1,7mg/100g em tapereba e
5,8+0,6mg/100g em murici. Miricetina foi detectada apenas em tapereba
(0,34+0,11mg/100g). Os autores chamaram atencdo ao fato do tapereba apresentar o

maior teor de quercetina entre todas as frutas ja analisadas no Brasil, ultrapassando o



relatado para maga, fruta internacionalmente conhecida como fonte deste composto. O
teor de quercetina em murici € também maior que os de frutas comerciais, com excecédo
de pitanga e maga.

Hoffmann-Ribani et al. (2009) avaliaram suco concentrado e polpa congelada de
acerola; suco pronto para beber, suco concentrado e polpa congelada de caju; e suco
concentrado e polpa congelada de pitanga. Nestes, os autores verificaram que além das
variagbes entre marcas e entre amostras, os teores de flavondis em produtos
processados foram consideravelmente menores do que em frutas frescas, especialmente
em produtos de caju. A polpa congelada de caju apresentou teor de miricetina de trés a
seis vezes menor do que a polpa fresca; o teor de quercetina foi de trés a oito vezes
menor. Para pitanga, os teores de miricetina, quercetina e kaempferol foram de duas a
trés vezes menores em polpa congelada comparada a fruta fresca. Para acerola, foi
encontrado apenas 50% da concentragdo de quercetina em polpa congelada em relagao
a fruta fresca; o conteldo de kaempferol foi também 50% do da fruta fresca na marca C,
embora tenha sido quase igual na marca B. Os baixos teores de flavondis nos produtos
processados podem ser devidos aos baixos teores dos mesmos nas frutas usadas como
matéria-prima, remocdo da casca e degradacgao durante processamento (pasteurizagéo).
Oxidacao enzimatica poderia estar envolvida se as frutas, depois de despolpadas, fossem
armazenadas durante algum tempo antes da pasteurizagdo e/ou a pasteurizacéo nao
fosse suficiente para inativar a agdo das enzimas.

Os baixos contetidos de flavonbis em polpa congelada de acerola, caju e pitanga
indicaram degradacdo consideravel durante o tratamento térmico aplicado para
concentrar o suco, muito mais drastico do que a pasteurizagéo da polpa congelada. Os
autores esperavam teores mais altos nos concentrados pela remocéao da agua.

Comparando com dados publicados por outros autores, Hoffmann-Ribani et al.
(2009) constataram que os seus dados obtidos concordaram mais com os encontrados
em outros paises do que com os de Arabbi et al. (2004) e Cordenunsi et al. (2005), que
também analisaram frutas brasileiras. Variagdes analiticas, além de variagbes naturais,
poderiam estar envolvidas ja que estes Ultimos analisaram os flavonoides na forma de
glicosideos, embora quercetina e kaempferol agliconas tenham sido usados como
padroes externos.

Poderia ser alegado que os dados obtidos por Hoffmann-Ribani et al. (2009) foram
menores porque houve degradagdo dos flavonéis durante hidrélise, embora as condicoes
de hidrdlise tivessem sido otimizadas. Price et al. (1997) também quantificaram quercetina



na forma glicosidica usando os seis respectivos padrdes de glicosideos e as somas foram
similares ao do estudo de Hoffmann-Ribani et al. (2009).

3- TEORES DE FLAVONOIS EM HORTALIGAS /N NATURA E PROCESSADAS

Também utilizando metodologia otimizada e validada para as amostras
investigadas, Huber et al. (2009) determinaram flavonoéis em hortalicas (Tabela 2).

Uma triagem inicial de 20 vegetais foi realizada incluindo brocolis, repolho,
cenoura, chicéria comum, pepino, escarola, pimentdo verde, vagem, couve, alface,
espinafre, cebola, salsa, rlcula, abébora comum e abdbora moranga, tomate, agrido,
chuchu e cataldnia. Destes foram selecionados por serem boas fontes os seguintes
vegetais: alface lisa e crespa, couve, espinafre, ricula, salsa e cebola branca e roxa.

Cebola roxa e branca destacaram-se como fontes riquissimas de quercetina,
sendo os maiores teores encontrados na cebola roxa (Tabela 2). Entre as folhas, a couve
apresentou os maiores niveis seguida por rlcula e espinafre. As alfaces tiveram
concentragdes nitidamente mais baixas.

Huber et al. (2009) investigaram o efeito da sazonalidade, analisando cinco lotes
no inverno e cinco no verdo, para cada vegetal. Couve e alface crespa apresentaram
médias de quercetina muito mais altas no ver&o. Exceto para kaempferol em rdcula, todas
as outras hortalicas apresentaram teores também maiores no verao, porém as diferengas
néo foram estatisticamente significativas. Dois fatores foram citados para explicar a falta
de diferenca significativa na sazonalidade: variagdo substancial no contelido de
flavondides da amostra durante a mesma estacéo; e mais provavel, a pequena diferenca
na temperatura das duas estagdes durante o ano de analise. A temperatura ambiente
méaxima foi 17,8-34,7°C (média de 26,3°C) no inverno, e 23,5-36,9°C (média de 30,2°C)
no verao.

Arabbi et al. (2004) analisaram alface, cebola e ricula no segundo semestre de
2001 e primeiro semestre de 2002 (uma amostra para cada vegetal para cada periodo) e
obtiveram grande diferenca nos dois valores obtidos para cada vegetal (Tabela 2).

A variacdo sazonal no conteudo de flavonoéis foi mostrada por Hertog et al. (1992a)
quando analisaram oito vegetais, sendo os maiores niveis encontrados no verao. A
variagéo foi especialmente grande em alface (1,9 vs. 3,0mg/100g de quercetina), chicoria
(1,5 vs. 9,5mg/100g de kaempferol) e alho-poré (1,1 vs. 5,6mg/100g de kaempferol).



Embora a temperatura ndo tenha sido mencionada, uma vez que o estudo foi realizado na
Holanda, a diferenga na temperatura entre as duas estacdes deveria ser substancial.

A exemplo das frutas, a comparagdo dos dados feita por Huber et al. (2009)
demonstrou que os seus resultados concordaram mais com os obtidos por outros paises
do que com os de Arabbi et al. (2004), que também analisaram hortalicas brasileiras,
especialmente em relagdo a alface. Neste caso também, Arabbi et al. (2004)
quantificaram os flavondides como glicosideos, utilizando agliconas de quercetina e
kaempferol como padrdes. Os outros autores fizeram hidrélise.

Huber et al. (2009) também analisaram cebola e salsa desidratadas (Tabela 2). Os
resultados foram alarmantes. O teor de quercetina na cebola variou de ndo detectado a
60,3mg/100g na marca A, a 125mg/100g na marca B e 91,6mg/100g na marca C.
Comparado com os teores obtidos para cebola crua, estes resultados indicaram
consideraveis perdas durante o processamento, e a grande variagdo entre amostras da
mesma marca indicou falta de controle de qualidade.

4- CONSIDERAGOES FINAIS

Recentemente e em pouco tempo, foram obtidos dados substanciais por diversos
autores sobre o conteudo de flavondis em frutas e hortaligas brasileiras. Os dados, porém,
sdo ainda insuficientes. Investigacoes adicionais sobre os fatores que influenciam nos
teores de flavondis nos alimentos sdo necessarias, inclusive o efeito do preparo e

processamento de alimentos.
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TEORES DE FLAVONOIS EM HORTALIGAS COZIDAS DE RESTAURANTES

RESUMO

As bases de dados de alimentos devem ser na forma em que estes sdo consumidos e
neste sentido informagoes a respeito de flavonoides em alimentos cozidos sao limitadas.
O objetivo deste trabalho foi otimizar as condigoes de extragdo/hidrélise e determinar os
teores de flavondis em hortalicas cozidas de restaurantes. Foi utilizada cromatografia
liquida de alta eficiéncia com coluna Nova Pak C18 (4um, 3,9x150mm) e detector de
arranjo de diodos. Miricetina néo foi detectada em nenhuma amostra. Vagem apresentou
apenas quercetina e somente kaempferol foi encontrado em chicoria crua. Foram
observadas variagdes nos teores de flavondis de cada hortalica entre amostras de um
mesmo restaurante e entre os restaurantes. Couve refogada foi a hortalica que
apresentou os maiores teores médios de quercetina (454-670pg/g) e de kaempferol (169-
207ug/g) e brécolis ninja cozido o que apresentou os menores teores, chegando até a nao
serem detectados em algumas amostras devido, provavelmente, ao uso de brdcolis
congelados industrialmente, ja com perdas por lixiviagdo e degradagao térmica. Chicoria
refogada apresentou quercetina além de kaempferol que pode ser devido a adigao de

cebola (rica em quercetina) durante o preparo da hortaliga.

Palavras-chave: flavonois, analise por CLAE, hortalicas, alimentos de restaurantes, efeito

do cozimento.

SUMMARY

Databases on food composition should be in the form of foods as eaten and in this sense
information about flavonoid contents in cooked foods is limited. The objective of the
present work is to optimize the conditions for extraction/hydrolysis and determine the
levels of flavonols in cooked vegetables from restaurants. High performance liquid
chromatography, with a Nova Pack C18 (4 um, 3.9 x 150 mm) column and a photodiode
array detector, was used. Myricetin was not detected in any of the samples. Green beans
presented only quercetin and only kaempferol was found in raw endive. Between-sample
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and between-restaurant variations were observed in each vegetable. Stir-fried kale was
the cooked vegetable with the highest concentrations of quercetin (454-670 ng/g) and
kaempferol (169-207 ug/g). Boiled broccoli Ninja had the lowest levels, probably because
commercial frozen broccoli, which could have already suffered losses due to leaching and
thermal degradation, was used as starting material for cooking. Stir-fried endive had
quercetin aside from kaempferol, which could have been due to the addition of onion (rich
in quercetin) during the preparation of the vegetable.

Keywords: flavonols, HPLC analysis, vegetables, restaurant food, cooking effects

1 -INTRODUGAO

O consumo regular de frutas e hortalicas esta associado a reducédo de doencas
como as cardiovasculares (Hertog et al., 1993, 1995, 1997; Knekt et al., 1996) e cancer
(Block et al., 1992; Franke et al., 1998; Knekt et al., 1997; Neuhouser, 2004). Compostos
bioativos presentes nestes alimentos, como, por exemplo, os flavondides, apresentam
atividade antioxidante (Rice-Evans et al.,, 1995), modulam a atividade de algumas
enzimas (Fiander & Schneider, 2000) e afetam o comportamento de sistemas celulares
(Wenzel et al., 2000), propriedades que justificariam os efeitos benéficos a saude.

Dentre os flavonbdides, os flavondis (miricetina, quercetina e kaempferol)
predominam em frutas e hortalicas e sdo os compostos alvo dos estudos (Hertog et al.,
1992a,b: Merken & Beecher, 2000). Estes compostos ocorrem na forma glicosilada e, por
essa razdo, a determinagéo quantitativa é dificultada, pois existe um grande nimero de
diferentes glicosideos para cada flavondide e também padroes destes compostos nao
estdo disponiveis para comercializacdo. Assim, a determinagéo dos flavondides atraves
da anélise das agliconas, liberadas dos glicosideos, ¢ mais préatica. Hertog et al. (1992a)
empregaram &cido cloridrico em solugdo aquosa de metanol 50% para a hidrélise e
extracdo simultanea de flavondis. Entretanto, & necessario otimizar as condigdes de
hidrélise para cada vegetal de interesse (Huber et al., 2007) para garantir uma extragao
eficiente dos glicosideos e ao mesmo tempo evitar a degradagéo das agliconas liberadas.
Essa otimizagdo pode ser feita por procedimentos estatisticos empregando analise de
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superficie de resposta (ASR), com avaliagao simultdnea das varidveis do processo e as
interacdes entre elas (Box et al., 1978).

Entre os profissionais que elaboram bancos de dados, ha um consenso que 0s
dados de composicao de alimentos devem ser em relagéo a forma em que os alimentos
sdo consumidos, pois 0 processamento de vegetais pode influenciar os teores de
flavonois (Hertog et al., 1992a; Sikora et al., 2008; Huber et al., 2009). Vegetais cozidos
podem ter variagbes em suas composi¢des causadas pelas condigbes de cozimento (por
exemplo, tempo e temperatura), mas também por diferengas na composicao do produto
cru, devido a fatores como estadio de maturagéo, cultivar, parte da planta utilizada, clima
ou efeito sazonal, praticas agricolas e manejo poés-colheita.

Hortalicas sédo produzidas o ano todo e compdem a dieta da populagéo brasileira.
A avaliacdo de alimentos preparados em restaurantes ao invés de alimentos cozidos em
domicilio € mais adequada visto que uma grande parte da populacdo se alimenta
diariamente em restaurantes; ha caréncia de informagdes sobre alimentos de
restaurantes; e permitem uma ampla amostragem e ainda representam o modo de
preparo doméstico tipico do Brasil. Portanto, o objetivo deste estudo foi estabelecer as
condicoes oOtimas de extragdo/hidrolise dos flavonodis das hortalicas estudadas e
quantificar seus teores em amostras preparadas por restaurantes.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Amostras

Para estabelecer as condicdes 6timas de extragao/hidrélise dos flavonoéis foram
analisadas as seguintes hortaligas in natura: brécolis ninja (Brassica oleracea var. italica),
brécolis (Brassica oleracea var. italica), vagem (Phaseolus vulgaris); e as seguintes
hortalicas cozidas: couve refogada (Brassica oleracea var. acephala), brocolis ninja
cozido, vagem cozida e chicéria refogada (Chicorium endivia). Amostras in natura foram
adquiridas em um varejdo de hortifruticolas de Campinas, S&o Paulo, Brasil; e as
amostras preparadas foram provenientes de restaurantes da mesma cidade.

Os alimentos preparados por restaurantes comerciais e analisados quanto aos
teores de flavonodis foram: brécolis ninja cozido, couve refogada, vagem cozida e chicoria

refogada. Foram analisados trés lotes de cada hortalica de trés restaurantes, totalizando
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36 lotes. Estes, preparados a partir de aproximadamente 4-6kg de hortaligcas cruas, foram
adquiridos em dias diferentes conforme disponibilidade nos restaurantes e constituidos de
300g de hortalica cozida por lote. Em relacdao ao brécolis, somente brocolis ninja foi
utilizado pelos restaurantes e estes eram adquiridos na forma congelada apos
branqueamento do produto por processamento industrial. Os restaurantes 1 e 3
colocavam o produto ainda congelado em agua fervente por alguns minutos, enquanto o
restaurante 2, somente imergia o produto em agua a temperatura ambiente até completo
descongelamento. As determinagdes analiticas se deram logo apos a coleta das
amostras.

2.2 - Reagentes e padrdes

Amostras, padroes e fases moveis foram preparados com agua purificada em
sistema Milli-Q (Millipore). Utilizou-se metanol grau cromatografico adquirido da
Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA). Acido férmico, 4cido ascérbico e &cido cloridrico de
grau analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda (S&o Paulo, Brasil). As fases moveis
foram filtradas em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de
0,45um de diametro.

Padroes de flavonois (quercetina (Q) e kaempferol (K)) foram adquiridos da Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solucdes estoque dos padrbes foram preparadas pela
dissolucdo de cada flavondide em metanol grau cromatogréfico em concentragédo de
aproximadamente 500ug/mL e foram conservadas a -18T protegidas da luz. As solugdes
estoque apresentaram estabilidade superior a 2 meses nestas condicoes.

2.3 - Extracao e hidrolise dos flavonois

Para a otimizacdo da extragao/hidrélise dos flavonéis de cada hortalica, um lote foi
triturado em processador doméstico de alimentos. A hortalica triturada foi pesada,
adicionada de quantidade conhecida de agua (em proporgdes de 1:1) e acido ascorbico,
homogeneizada durante 3 minutos na velocidade 15 em homogeneizador Polytron
MR2100, Kinematica-AG (Luzern, Suica). A seguir, 7,59 desse homogeneizado foi pesado
em baldo de fundo chato (125mL), acrescido de 12,5mL de metanol e SmL de acido
cloridrico (HCIl) em diferentes concentragbes molares iniciais. Assim, a solugdo de
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extracdo obtida apresentou diferentes concentragdes molares finais de HCl em solucao
aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de antioxidante. A amostra foi levada a refluxo
a 90T durante diferentes intervalos de tempo. Os e xtratos foram enté@o resfriados e
filtrados em funil de placa sinterizada com porosidade G2. O volume foi completado a
50mL com metanol e a solugéo foi colocada em ultra-som por 5 minutos. Uma aliquota
média de 2mL foi filtrada em filtro (PTFE) da Millipore de 0,22um de diametro, antes da
anélise cromatografica.

Cada lote de hortaliga proveniente dos restaurantes foi preparado conforme
descrito acima. A hidrélise das amostras foi realizada nas condicdes 6timas de tempo e
concentracéo de acido cloridrico estabelecidas no presente estudo para cada hortalica. As
andlises foram conduzidas em duplicata.

Posteriormente, as hortalicas cozidas foram submetidas as condicdes étimas de
extracdo/hidrolise dos flavondis obtidas pelos delineamentos estatisticos de composicéo
central rotacional (DCCR) para hortaligas cruas e para cozidas. As amostras foram
analisadas em triplicata e os teores de flavonoéis obtidos foram avaliados estatisticamente
em nivel de 5% de significAncia (p<0,05), com excecdo de 2 amostras que foram
avaliadas em p<0,10.

2.4 - Andlise cromatografica

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatégrafo a liquido Waters
(modelo 2690) (Milford, EUA), controlado por Software Millenium 32, com bomba
quaternéria, injetor manual Rheodyne (modelo 7725i) e detector de arranjo de diodos
(Waters 996) com detecgdo fixada em 370nm. Foi utilizada uma coluna Nova-Pak c18
(4um, 3,9x150mm). O fluxo da fase mével foi de 1mL/min e o volume injetado de 20uL. A
fase movel foi constituida de metanol:dgua acidificados com 0,3% de acido formico,
iniciando em 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos, mantida até
0s 25 minutos e devolvido a 20:80 em 28 minutos, sempre com gradiente linear.

A identificacdo dos flavondis foi feita por comparagéo dos tempos de retengao com
padrbes auténticos, co-cromatografia e analise dos espectros obtidos pelo detector de
arranjo de diodos.

A quantificagéo foi feita por padronizagdo externa. As curvas de calibragéo foram

construidas num mesmo dia pela injecdo, em triplicata, de solugdes de padroes em cinco
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concentragdes diferentes, cobrindo a faixa de concentracdo esperada nas amostras. As
solugbes padrdo foram preparadas em baldes de 5mL. A quantidade de padréo
necessaria para obter a concentragdo desejada, acrescentaram-se 1,5mL de agua
purificada, adicionada de acido ascoérbico (concentracdo 0,04% na solugdo de injecéo) e
1mL de HCI 6M, completando-se o volume com metanol.

A linearidade do método de andlise foi verificada para os flavonadis. Os limites de
detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados pelo método baseado nos
parametros da curva analitica, LD =3,3x (s/S) e LQ=10x (s/ S), onde s & a estimativa
do desvio da equacgao da linha de regressao e S, o coeficiente angular da curva analitica.
A determinagdo utilizou o programa computacional Microsoft Office Excel 2003. Para
verificar a precisdo do método, valores de sete repeticdes foram obtidos para cada
hortalica. Ensaios de recuperagdo ja foram realizados anteriormente em amostras de
frutas e hortalicas (Huber et al.,, 2009; Hoffmann-Ribani et al., 2009; Drago et al., 2007),
utilizando o mesmo método de extragdo de flavondis e mesmo cromatdgrafo empregado

neste trabalho, resultando em niveis de recuperacdo em torno de 100%.
2.5 - Planejamento experimental e analise de superficie de resposta

A otimizacdo da extragdo/hidrolise dos flavondis das hortalicas analisadas foi
realizada através da Andlise de Superficie de Resposta (ASR). Um DCCR foi utilizado
para avaliagdo da concentragéo de acido e tempo de hidrélise na eficiéncia da extragao
dos flavondis. Os valores estudados estdo apresentados na Tabela 1. As Tabelas 2 e 3
mostram a matriz do planejamento com as respectivas condigbes de hidrolise e as
respostas que sdo as concentracdes de flavondis nas hortalicas estudadas. O
planejamento consistiu de 12 experimentos, sendo 4 pontos centrais e 4 pontos axiais,

executados em ordem aleatoria.
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Tabela 1 — Condi¢des utilizadas no DCCR para otimizacdo das condigbes de
hidrélise de flavondis.

Fatores (M? h;min°)

Hortalica Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior inferior  intermediario  superior superior
(-a) (-1) (0) (+1) (+a)

Brocolis  0,15M/1h46min  0,4M/3h TM/6h 1.6M/9h  1,85M/10h15min
BL‘?ﬁg'S 0,15M/1h46min  0,4M/3h 1M/6h 1.6M/9h  1,85M/10h15min
Vagem  0,15M/1h46min  0,4M/3h 1M/6h 1.6M/9h  1,85M/10h15min
Brocolis

ninja 0,15M/11min  0,4M/1h 1M/3h 1,6M/5h  1,85M/5h49min
cozido
Chicoria 4 sp41min 0,8M/1h 1.2M/3h 1.6M/5h  1,8M/5h49min
refogada

Couve 0,15M/11min  0,4M/1h 1M/3h 1,6M/5h  1,85M/5h49min
refogada

gggizg‘ 0,15M/11min  0,4M/1h 1M/3h 1,6M/5h  1,85M/5h49min

iConcentragao molar de HClI na solugdo de hidrélise; °Tempo de hidrolise.
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Os resultados obtidos nas Tabelas 2 e 3 foram analisados estatisticamente através
do pacote STATISTICA for Windows para computador, versdo 6.0 da STATSOFT.

As superficies de resposta geradas a partir dos fatores experimentais podem ser
representadas pelo modelo matematico abaixo (equagéo 1):

Y= bg +bX; + b2X2 + b11X12 + b22X22 + b12X1X2 Equa@éo (1)

Onde by, by, by, by, boo € bys representam os coeficientes de regressao, X; a
concentragdo molar de HCI e X, o tempo de hidrdlise.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Andlise dos resultados dos DCCR utilizados na otimizacdo da
extragdo/hidrélise de agliconas

Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas para cada hortalica crua séao
apresentados na Figura 1 e hortalicas cozidas estdo apresentados na Figura 2. Os
flavondis quercetina (Q) e kaempferol (K) eluiram nesta sequéncia nos tempos de

retencéo de 15 e 20 minutos, respectivamente.

26



i 1.0504
u .(|.|:,é
o.nang
0035
o .UJU":‘

5 0025
0.nz0]
0.01 5-:

[TRIRTES

0005
0000+

.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
z.00 4.00 6,00 500 10,00 1200 1400 16.00 18.00 ZO.OD ZZ.00 24.00 26.00 2Z68.00 30.00 32.00 34.00 36.00 36.00 4000 4200
Minutes

0.0058-

0n.n07-4

00064

0005

.00

.00

Al

[T

00014

n.nm—.“_J

-D.001-4

-D.002-4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 4.00 G.00 a.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00 26.00 2ZB.00 30.00 3IZ2.00 34.00 3I6.00 3I0.00 40,00 42.00
Minutes

0.0134
0.0124
0.0114
0.010§
0,005
0.0084
0.007§
0.0064

AU

0.005
0,004
0.003
0.0024

D.OU1—J
0.000

-0.001

-0.002

Figura 1.

200 4.00 6.00 8.00 10,00 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00 24.00 26,00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00

Minutes

Cromatogramas tipicos dos flavonoéis agliconas Q — quercetina, K — kaempferol,

dos extratos hidrolisados na condigdo 6tima de extragcdo para brécolis cru (A), brécolis
ninja cru (B) e vagem crua (D), usando coluna Nova-Pak C18, fase movel iniciando em
20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido férmico), chegando a 45:55 em 5

minutos,

48:52 em 17 minutos, mantido até os 25 minutos e 20:80 em 28 minutos, sempre

em gradiente linear.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos dos flavonéis agliconas Q — quercetina, K — kaempferol,
dos extratos hidrolisados na condicdo 6tima de extragdo para brécolis ninja cozido (A),
chicéria refogada (B), couve refogada (C) e vagem cozida (D), usando coluna Nova-Pak
C18, fase movel iniciando em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido
férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos, mantido até os 25
minutos e 20:80 em 28 minutos, sempre em gradiente linear.
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As Tabelas 4 e 5 apresentam o0s coeficientes de regressdo para as hortalicas
cruas e cozidas analisadas, respectivamente. As equagdes codificadas com os
coeficientes estatisticamente significativos, os coeficientes de determinacdo (R®), F
calculados e F tabelados estao apresentados na Tabela 6.

Os resultados experimentais apresentaram um bom ajuste aos modelos obtidos;
os valores de F calculados e R? obtidos foram satisfatérios, portanto, foi possivel gerar as

superficies de respostas apresentadas nas Figuras 3 e 4.

Tabela 4 — Coeficientes de regressao e significancia (p-valor) para a concentracdo de

flavonois agliconas em hortali¢cas cruas.

BROCOLIS
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
BO 112,8747 0,0000 157,9432 0,0000
B1 10,9229 0,0101 17,6061 0,0016
B11 -25,2350 0,0005 -37,5968 0,0000
B2 0,6701 0,8150 2,4110 0,4875
B22 -11,2462 0,0177 -17,5900 0,0029
B12 -19,3260 0,0040 -25,3509 0,0015
BROCOLIS NINJA
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
BO 48,5468 0,0000 43,4392 0,0000
B1 -1,6555 0,1115 -1,3911 0,1990
B11 -14,1717 0,0000 -10,3489 0,0002
B2 -4,8054 0,0025 -4,3258 0,0058
B22 -1,4920 0,2039 -1,7663 0,1752
B12 -13,3531 0,0001 -10,7834 0,0004
VAGEM
Quercetina
Coeficientes p-valor
BO 64,4540 0,0000
B1 -0,0271 0,9903
B11 -16,6003 0,0012
B2 -2,8840 0,2338
B22 -6,2628 0,0565
B12 -4,6508 0,1833

p-valor <0,05, exceto para vagem cujo p-valor<0,10.

29



Tabela 5 — Coeficientes de regressdo e significancia (p-valor) para a concentracéo de

flavonois agliconas em hortalicas cozidas.

BROCOLIS NINJA COZIDO

Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
BO 10,4666 0,0000 25,9816 0,0000
B1 3,2709 0,0035 3,2601 0,0596
B11 -2,6160 0,0158 -4,2403 0,0357
B2 3,1613 0,0041 4,4909 0,0187
B22 -1,6100 0,0864 -3,8612 0,0494
B12 -2,0038 0,0904 -3,5636 0,1233

COUVE REFOGADA

Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
BO 316,8310 0,0000 397,9641 0,0000
B1 65,5171 0,0072 100,3729 0,0040
B11 -68,1637 0,0099 -87,6041 0,0123
B2 57,7590 0,0125 82,8175 0,0097
B22 -66,9774 0,0107 -88,3938 0,0118
B12 -53,0039 0,0625 -69,0439 0,0700
VAGEM COZIDA CHICORIA REFOGADA

Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
BO 79,0626 0,0000 139,8856 0,0000
B1 9,1439 0,0148 2,5408 0,6639
B11 -13,1799 0,0047 -12,4727 0,0917
B2 10,5387 0,0080 18,1851 0,0170
B22 -10,3613 0,0140 -29,7513 0,0030
B12 -6,6418 0,1329 -25,0016 0,0191

p-valor <0,05, exceto para brécolis ninja cozido cujo p-valor<0,10.
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Figura 3. Superficies de resposta geradas na determinagdo de flavondis agliconas
quercetina e kaempferol das hortaligas cruas.

Através das superficies geradas foram estabelecidas as condigbes oOtimas de
concentracdo molar de acido e tempo de hidrélise para determinagdo dos flavonois
agliconas das hortaligas. As melhores respostas experimentais para hortalica in natura

foram: 1,4M de HCI por 2 horas para brécolis ninja; 1,2M de HCI por 6 horas para brdcolis;
e 1M de HCI por 6 horas para vagem.
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As melhores respostas experimentais para cada hortalica cozida foram: 1,6M de
HCI por 3 horas para brécolis ninja cozido; 0,6M de HCI por 4,5 horas para chicoria
refogada; 1,5M de HCI por 3 horas para couve refogada e 1,3M de HCI por 4 horas para

vagem cozida.
3.2 - Avaliagdo da metodologia analitica

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade nas faixas de concentragao
utilizadas para Q (0,32 a 62ug/mL) e K (0,38 a 18,09ug/mL). O coeficiente de
determinagdo (R?) obtido foi 0,9990 para ambos os flavonodis; e, os limites de detecgao
foram 1,0 e 0,8ug/mL, respectivamente, para Q e K. A precisao (repetitividade) do método
foi demonstrada pelos coeficientes de variagdo das replicatas (Tabela 7). Essas

caracteristicas comprovam o bom desempenho do método analitico.

Tabela 7. Teores de flavondis nas amostras e seus respectivos coeficientes de variagao

Concentragao Coeficiente de
Amostra 5
(ng/g)” variacao (%)
Q32+1 4
Brocolis ninja cru
K23 +1 3
Q193 +10 5
Brocolis comum cru
K158 £ 8 5
Vagem crua Q342 5
Q31 HE 2
Brocolis ninja cozido
K18 +1 3
Chicoria refogada K53+3 5
Q168 +6 4
Couve refogada
K381 +18 5
Vagem cozida Q60 %1 2

*média de sete repetigdes, Q — quercetina, K —kaempferol; tr. —tragos.

3.3 — Comparagao entre as condigbes 6timas de extragao/hidrélise de flavondis de

hortalicas cruas e cozidas
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A otimizagao das condigdes de extragao/hidrélise para cada alimento é uma tarefa
demorada e trabalhosa mas necessaria como foi demonstrado por Huber et al. (2009) e
Hoffmann-Ribani et al. (2009). Estes autores, porém utilizaram as condi¢bes otimizadas
para hortalicas e frutas cruas para os respectivos produtos processados. Como o
tratamento térmico amolece o tecido vegetal, pode ser alegado que as condi¢cdes 6timas
para os alimentos crus podem ser muito drasticas para os processados e isso poderia ser
o responsavel, pelo menos em parte, dos baixos teores de flavondis em produtos
processados. Portanto, os niveis de flavondis de hortalicas cozidas foram determinados
por analises realizadas sob condigbes 6timas para as hortaligas cruas e cozidas (Tabela
8). A condigao 6tima de 1M de HCI por 6 horas para couve crua foi estabelecida por
Huber et al. (2009).

Tabela 8. Comparagao entre extracao/hidrolise de flavonéis de hortalicas cozidas quando
submetidas as condigbes oOtimas estabelecidas pelo DCCR para hortalicas cruas e

cozidas.
Brocolis ninja cozido

Condic&o de hidrélise Quercetina (pg/g)* Kaempferol (pug/g)*
1,4M/2horas™* 31+1a 15+1a
1,3M/4horas*** 31+1a 17+1b

Couve refogada

Quercetina (pg/g)* Kaempferol (pg/g)*

1M/6horas™* 168+2a 383%7a
1,5M/3horas*** 167+6a 378%11a

Vagem cozida

Quercetina (ug/g)*

1M/6horas™* 50+2a
1,3M/4horas™** 50+1a

*média + desvio padrdo, média de triplicatas; **condi¢do otima para o vegetal cru; ***condi¢do
otima para o vegetal cozido. Para cada tipo de amostra em cada condicdo de hidrélise, letras

diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

Nao houve diferenga significativa nos teores de quercetina e kaempferol de
hortalicas cozidas quando submetidas as duas condigbes de extragao/hidrolise dos
flavondis, com excecdo somente de kaempferol em brdcolis ninja cozido, cujos teores
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foram maiores na condicdo dtima estabelecida para a amostra cozida. Mesmo para este
caso a diferenga € minima, a significancia estatistica foi decorrente da 6tima repetibilidade
com desvio de apenas 1ug/g. Portanto, a otimizagdo das condigcdes de extracao/hidrélise
do alimento cru pode servir também para o alimento cozido ou processado. Estes
resultados indicam que o amolecimento do tecido vegetal facilitando a liberacdo dos
glicosideos de flavondis da matriz alimenticia, ndo é o fator limitante na eficiéncia da
extrag&o/hidrolise mas sim, a liberacdo da aglicona do glicosideo. Adicionalmente, pode
ser notado nas condigbes 6timas que uma maior concentracdo de acido é compensada
por um tempo menor de hidrélise.

3.4 - Teores de flavondis em alimentos de restaurantes

Os teores de flavonodis encontrados nas amostras preparadas por restaurantes
estao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Teor de flavondis em alimentos preparados por restaurantes da cidade de

Campinas-SP.

Amostra

Quercetina (pg/g)*

Kaempferol (ug/g)*

Brécolis ninja cozido

Restaurante 1 n.d. n.d.—14
Restaurante 2 nd.—16 n.d.—18
Restaurante 3 nd.—16 n.d.—20
Chicéria refogada
99 —-130
Restaurante 1 n.d.
(117 £16)
16 —53 51—-82
Restaurante 2
(37 £19) (62 = 18)
n.d.—32 19—-44
Restaurante 3
(15 £15) (32 £12)
Couve refogado
401 — 558 156 — 208
Restaurante 1
(454 + 90) (189 £ 29)
607 — 763 194 — 222
Restaurante 2
(670 + 82) (207 £ 14)
395 — 562 155—-196
Restaurante 3
(470 + 85) (169 £ 23)
Vagem cozida
(17 —69)
Restaurante 1 n.d.
(40 % 26)
17 - 27
Restaurante 2 n.d.
(22 £ 5)
36 —41
Restaurante 3 n.d.
(39 £2)

*faixa (média + desvio padrao), média de trés lotes. n.d.= ndo detectado; Limite de Deteccao (LD):
1,0pg/mL para quercetina; 0,8pg/mL para kaempferol.

Miricetina ndo foi detectada em nenhuma das amostras e kaempferol nao foi

encontrado em vagem (Tabela 9).

£ 1)



Grandes variacbes nos teores de flavondis podem ser notadas, tanto entre
amostras do mesmo vegetal compradas do mesmo restaurante como entre amostras do
mesmo vegetal de restaurantes diferentes. Isso pode ser explicado pela variacdo natural
na composicdo da matéria-prima, ou mesmo, por condicées de temperatura e tempo de
cozimento, exposicao ao ar pelo corte, entre outras.

Os maiores teores médios de quercetina e kaempferol foram constatados em
couve refogada (454-670ug/g e 169-207ug/g, respectivamente) (Tabela 9). Chicéria
refogada apresentou a segunda maior concentragcdo de kaempferol (32-117ug/g). J&4 em
brécolis ninja cozido, quercetina e kaempferol apresentaram os menores teores (n.d.-
16pg/g e n.d.-20pg/g, respectivamente). Em pelo menos um de cada trés lotes analisados
de brécolis ninja cozido para um mesmo restaurante, os flavondéis ndo foram detectados
(Tabela 9).

Os baixos teores encontrados em brocolis ninja cozidos provavelmente se devem
ao fato destes vegetais passarem por um pré-preparo (brangueamento e congelamento),
causando perdas por lixiviagdo e degradagdo térmica, antes de serem fervidos pelos
restaurantes. Na amostra cozida analisada na comparacao das condigbes 6timas (Tabela
8), proveniente de outro restaurante, os teores aproximaram-se dos de brocolis cru
(Tabela 7). Neste caso, brécolis ninja foi adquirido ainda in natura e em seguida, cozido
no restaurante.

Price et al. (1998) analisaram o efeito do processamento no teor de flavonéis em
brocolis e verificaram que apenas 14-28% dos glicosideos ficaram retidos no tecido
cozido do brécolis, o remanescente passou para a 4gua de cozimento com uma pequena
perda atribuida a formagao das respectivas agliconas.

A Tabela 7 demonstra que o brécolis comum cru tem teores muito maiores de
quercetina e kaempferol que o brécolis ninja. Em termos de flavonois, portanto, o brécolis
comum seria uma matéria-prima melhor que o brécolis ninja.

Embora a chicéria crua ndo possua quercetina, esta foi detectada no vegetal
refogado dos restaurantes 2 e 3. E possivel que esta tenha sido proveniente da cebola
adicionada como tempero, durante o preparo da hortaliga. De acordo com Huber et al.
(2009), a cebola é uma fonte rica deste flavonol, contendo 323+£35ug/g. Por outro lado, o
maior teor de kaempferol foi encontrado nas amostras do restaurante 1 (99-130ug/g) e os
menores, do restaurante 3 (19-44ug/g).

Em média, os teores de quercetina em vagem obtidos de amostras do restaurante

3 sdo similares aos do restaurante 1, porém, verifica-se que os teores dos lotes do
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restaurante 3 ndo variaram tanto quanto os do restaurante 1. Ewald et al (1999)
encontraram kaempferol, além de quercetina, em vagem. Ndo encontraram diferencgas

nos teores destes flavonodis sob diversos tratamentos térmicos empregados.

4 - CONCLUSAO

As condigOes otimizadas para as hortalicas cruas podem ser utilizadas para as
hortalicas cozidas. Miricetina ndo foi detectada em nenhuma das amostras. Vagem cozida
apresentou somente quercetina. Os teores de flavondis em hortaligas de restaurantes
variaram muito entre os lotes do mesmo restaurante e entre os diferentes restaurantes.
Couve refogada apresentou os maiores teores de quercetina e kaempferol e brécolis ninja

cozido 0s menores.
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FLAVONOIS DE FRUTAS RICAS EM
CAROTENOIDES DO NORTE E
NORDESTE DO BRASIL
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FLAVONOIS DE FRUTAS RICAS EM CAROTENOIDES
DO NORTE E NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

Flavondis séo substancias importantes da dieta humana tendo acgéo preventiva contra
doencas degenerativas. O Brasil possui uma diversidade de frutas tropicais, com
destaque atualmente para as da regido amazonica, fontes potenciais de flavonéides, mas
ainda pouco estudadas quanto aos teores desses compostos. O objetivo deste trabalho
foi determinar flavondis em buriti, pupunha e tucuma, frutas provenientes da Regido Norte
e polpa de pitanga congelada do Nordeste do Brasil. Um delineamento estatistico de
composicao central rotacional e analise de superficie de resposta foram realizados para
otimizar as condicdes de extragdo/hidrélise dos flavondis de buriti. A andlise utilizou
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. Nao foram
detectados flavondis nas amostras de tucuma e pupunha, baixos teores de quercetina e
kaempferol foram obtidos em buriti e niveis de miricetina e quercetina mais baixos que os

relatados pela literatura foram encontrados em polpa de pitanga congelada.

Palavras-chave: flavondis, anélise por CLAE, frutas.

SUMMARY

Flavonols are important substances in the human diet, having preventive action against
degenerative diseases. Brazil has a diversity of tropical fruits, the current attention being
directed towards those of the Amazonian region, which are potential sources of flavonoids,
but there are few studies on the levels of these compounds. The objective of this wok was
to determine the flavonols in caroteoid-rich buriti pupunha and tucuma of the northern
region and frozen pitanga pulp of the northeastern region. Central composite rotational
design and response surface analysis were used to optimize the conditions for
extraction/hydrolysis for buriti. High performance liquid chromatography with a photodiode
array detector was used for the analysis. Flavonols were not detected in pupunha and
tucuma, low levels of quercetin and kaempferol were found in buriti, and lower levels of
myricetin and quercetin (with no kaempferol) than previously reported were encountered in

frozen pitanga.

Keywords: flavonols, HPLC analysis, tropical fruits
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1 -INTRODUGCAO

O consumo de frutas e hortaligas esta associado ao baixo risco a doengas como
cancer e cardiovasculares (Knekt et al., 1997; Neuhouser, 2004; Hertog et al., 1993; 1995;
1997; Knekt et al., 1996; Yochum et al, 1999). Frutas sdo ricas fontes de flavondis,
compostos fendlicos sintetizados pelas plantas com atividade antioxidante (Castellucio et
al., 1995; Rice-Evans et al., 1995; DiSilvestro, 2001), entre outras agdes.

O Nordeste do Brasil se destaca na producéo de frutas, sendo que grande parte e
exportada. Frutas de palmeiras da regido amazoénica como buriti, tucuma e pupunha séo
mais conhecidas pela populacdo local, sendo comercializadas em pequena escala e
consumidas na forma de sorvetes, cremes e doces. Buriti e tucuma s&o frutas ricas em
carotenoides precursores de vitamina A (Rodriguez-Amaya et al., 2007). S&o também
fontes promissoras de oOleo vegetal com altos valores nutricionais (Franga & Meireles,
1997), porém, estudos caracterizando essas frutas quanto a flavondides ndo foram
relatados na literatura.

Drago et al. (2007) investigaram tapereba e murici, frutas provenientes de Belém,
Para (Amazénia). Taperebéd se destacou pelo contelldo de quercetina, muito maior do que
o citado para maca e pitanga, frutas brasileiras com os maiores teores ja relatados para
esse flavonol. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o teor de flavonéis em frutas
amazobnicas como o buriti, tucuma e pupunha; e em polpa congelada de pitanga

proveniente do nordeste do Brasil.
2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 - Amostras

Amostras de buriti (Mauritia flexuosa), pupunha (Bactris gasipaes) e tucuma
(Astrocaryum aculeatum), provenientes de 3 locais diferentes da Regido Norte do Brasil
nas quantidade totais de 6,5kg, 8kg e 7kg, respectivamente; e polpa congelada de
pitanga, de trés marcas comerciais provenientes do Nordeste do Brasil, num total de
800g, adquiridas para andlises dos alimentos que compdem a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TACO), foram analisadas quanto ao teor de flavondis.

Buriti e tucuma foram descascadas, a polpa foi retirada e homogeneizada. Uma
parte da pupunha foi analisada crua, sendo descascada, quarteada, separando-se as
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metades opostas e trituradas em processador de alimentos; a outra parte foi cozida por
uma hora em &gua e sal, forma como é consumida. Apds o resfriamento, as pupunhas
cozidas foram descascadas, quarteadas e trituradas. Polpa congelada de pitanga foi
descongelada e homogeneizada.

2.2 - Reagentes e padroes

A agua utilizada para o preparo das amostras e a fase mdvel foi purificada em
sistema Milli-Q (Millipore). O metanol de grau cromatografico foi adquirido da JT Baker
(Phillipsburg, USA), acido férmico, &acido ascérbico e acido cloridrico de grau analitico
foram adquiridos da Labsynth Ltda (S&o Paulo, Brasil). As fases méveis foram filtradas em
filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45pum de diametro.

Os padroes de miricetina (M), quercetina (Q) e kaempferol (K) foram adquiridos da
Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugbes estoque dos padrdes foram preparadas
pela dissolugdo de cada flavonol em metanol grau cromatografico, em concentragdo de
aproximadamente 1000ug/mL e conservadas a —18°C protegidas da luz. As solucbes

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

2.3 - Determinagao de flavonéis

Flavondis foram determinados segundo metodologia descrita por Hoffmann-Ribani
& Rodriguez-Amaya (2008), empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com parametros ja otimizados para pitanga. Buriti, tucuma e pupunha séo frutas muito
similares (sdo cocos, fibrosas e muito oleosas). Dessa forma, um teste inicial em condigcdo
1,2M de écido cloridrico (HCI) por 2 horas em refluxo a 90°C foi efetuado nas frutas para
verificar presenca dos flavondis a serem estudados. A partir dos resultados obtidos
decidiu-se fazer uma otimizacdo de extragcdo/hidrélise dos flavondis para a amostra de
buriti, através de delineamento experimental de composigéo central rotacional e analise
de superficie de resposta, e empregar a condicdo ¢tima resultante para analisar as
amostras de pupunha e tucuma, pois no teste inicial verificou-se auséncia de flavonoéis
nestas frutas.

Para a otimizacdao de extragdo/hidrélise dos flavondis em buriti, 7,5g foram
pesados, adicionados de 0,01g de &acido ascérbico, em baldo de fundo chato (125mL),
acrescidos de 12,5mL de metanol e 5mL de &cido cloridrico (HCI) em diferentes
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concentragbes molares iniciais. Assim, a solugdo de extragcdo obtida apresentou
diferentes concentragdes molares finais de HCl em solugdo aquosa de metanol 50% (v/v),
com 0,04% de antioxidante. A amostra foi levada a refluxo a 90C durante diferentes
tempos. Os extratos foram entéo resfriados e filtrados em funil de fundo sinterizado com
porosidade G2. O volume foi completado a 50mL com metanol e a solugéo foi colocada
em ultra-som por 5 minutos. A amostra foi filtrada em filtro (PTFE) da Millipore de 0,22um
de diametro, antes de ser submetida a CLAE. As analises foram conduzidas em triplicata.

Para a polpa congelada de pitanga, em balao de fundo chato pesou-se 15g de
amostra, adiciounou-se 25mL de metanol e 10mL de HCI que foram levados a refluxo a
90T por tempo pré estabelecido para extragdo/hidré lise dos flavonéis (agliconas). Acido
ascorbico (0,04%) foi adicionado, minimizando a degradagdo da amostra. O extrato
hidrolisado foi resfriado, filtrado em peneira de 130 mesh e o volume completado para
50mL com metanol. A amostra foi filtrada em filtro PTFE de 0,22um de diametro antes de
ser submetida a CLAE.

As analises foram conduzidas em cromatografo a liquido Waters com injetor
manual Rheodyne, com volume de “loop” fixo de 10uL, bomba quaternéria e detector de
arranjo de diodos. Foi utilizada uma coluna Symmetry C18 (2,1 x 150mm, 3,5um) de fase
reversa (Waters). A fase movel constituiu-se de metanol e agua acidificados com 0,3% de
4cido formico em gradiente linear iniciando com a propor¢cdo de 20:80 passando para
52:48 em 6 minutos, mantida até os 29 minutos e alterada para 72:28 em 2 minutos,
permanecendo até os 40 minutos, alterada aos 43 minutos para 20:80 e mantida até os
60 minutos. O fluxo foi de 0,2ul/min. Os analitos foram monitorados em 200-600nm, a
deteccao fixada em 370nm.

A identificacdo dos flavondis foi feita por comparagdo dos tempos de retengao
obtidos dos padrdes, co-cromatografia e andlise dos espectros obtidos do detector do
sistema.

A quantificacéo foi feita por padronizagao externa. As curvas de calibragao foram
construidas pela injegdo de 10pL em ftriplicata de solugbes de padrées em cinco
concentragoes diferentes, cobrindo a faixa de concentragdo esperada nas amostras. As
solugdes de padrdes foram preparadas em baldo de 5mL com 1,5mL de agua purificada
com adigao de 4cido ascérbico para obter 0,04% na solugéo de inje¢@o, 1mL de HCI 6M e

o volume completado com metanol.

2.4 - Planejamento Experimental e Anélise de Superficie de Resposta
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A otimizagdo da extracao/hidrolise dos flavonois das frutas analisadas foi feita
através da Andlise de Superficie de Resposta (ASR). Um delineamento estatistico de
composigao central rotacional (DCCR) foi utilizado para avaliagdo da concentracdo de
acido e tempo de hidrélise na eficiéncia da extragdo dos flavondis. Os valores estudados
estdo apresentados na Tabela 1. A Tabela 2 mostra a matriz do planejamento com as
respectivas condi¢es de hidrdlise e as respostas que sdo as concentragbes de flavonois
nas amostras estudadas. O planejamento consistiu de 12 experimentos, sendo 4 pontos
centrais e 4 pontos axiais, executados em ordem aleatoria.

Tabela 1 — Valores utilizados no DCCR para otimizagdo das condigées de hidrdlise de

flavonais.
Fatores (M*min°)
Amostra Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior inferior intermediario superior superior
(-a) (1) (0) (+1) (+a)
Buriti 0,2M/35min  0,4M/60min  1M/120min  1,6M/180min  1,8M/205min

“Concentracdo molar de HCI na solugdo de hidrélise; “Tempo de hidrélise.
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Tabela 2 — Matriz do delineamento experimental e resposta quanto a concentragdo de
quercetina em buriti.

Concentracdo de
flavonois (pg/g)

Ensaios X4 Xo Q
1 -1 -1 4,72
2 1 4 8,50
3 -1 +1 5.00
4 +1 +1 9.96
5 -1,41 0 335
6 +1,41 0 8.21
7 0 -1,41 6.05
8 0 +1,41 7.24
9 0 0 7,14
10 0 0 763
11 0 0 7,61
12 0 0 7.60

X; —concentragcdo molar de HCI; X, —tempo

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Analise dos resultados dos DCCR utilizado na otimizagdo da

extracdo/hidrélise das agliconas

A seguir sdo apresentados os cromatogramas das amostras analisadas (Figura 1 e
2). Miricetina, quercetina e kaempferol eluiram na sequéncia 31, 37 e 47 minutos,

respectivamente.
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Figura 1. Cromatogramas dos extratos hidrolisados de buriti (A), tucuma (B), pupunha
crua (C) e pupunha cozida (D). Q = Quercetina, K = Kaempferol. Coluna Symmetry C18
(3,5um, 2,1x150mm), fase movel 20:80 de metanol:agua (acidificados com acido férmico),
chegando a 52:48 em 6 minutos e mantido até 29 minutos, 72:28 aos 31 minutos, até 40
minutos e 20:80 aos 43 minutos, sempre em gradiente linear.
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Figura 2. Cromatograma do extrato hidrolisado de polpa congelada de pitanga (E). M =
Miricetina, Q = Quercetina. Coluna Symmetry C18 (3,5um, 2,1x150mm), fase movel 20:80
de metanol:dgua (acidificados com &cido férmico), chegando a 52:48 em 6 minutos e
mantido até 29 minutos, 72:28 aos 31 minutos, até 40 minutos e 20:80 aos 43 minutos,
sempre em gradiente linear.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressdo e a Tabela 4 apresenta a
equagao do modelo refinado com coeficientes estatisticamente significativos, o coeficiente

de determinacao, F calculado e F tabelado para buriti.

Tabela 3 — Coeficientes de regresséo e significancia (p-valor) para a concentragdo de

flavonol aglicona.

Buriti
Quercetina
Coeficientes p-valor
BO 7,4960 0,0000
B1 1,9251 0,0000
B11 -0,6355 0,0344
B2 0,4553 0,0717
B22 -0,2061 0,4107
B12 0,2398 0,4472

p-valor <0,10.

Tabela 4 — Equacédo que representa o teor de flavonol aglicona (quercetina) do buriti em

relacdo a concentragdo de HCI e ao tempo de hidrdlise.

Fruta Equacéo (ug flavonol/g fruta) R Feac (@ E’IE{ABVr)
Buriti Y=733+1,92 X,—-0,59 X2+ 0,45 X, 0,93 34,66 4,07

RZ = coeficiente de determinacao; F calc — (QM regressao/QM residuo); Q — quercetina; K —
kaempferol; X1 — concentragdo de HCI; X2 —tempo de hidrolise; Y —teor de flavonol aglicona.
a - Nivel de significancia (10%); VR —graus de liberdade da regressao; Vr —graus de liberdade dos

residuos.
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Um bom ajuste ao modelo obtido foi determinado pelos resultados experimentais;

o valor de F calculado e R? obtidos foram satisfatérios e permitiram gerar a superficie de
resposta mostrada na Figura 3.

s URRRIRND

Figura 3. Superficie de resposta gerada na determinagéo de quercetina de buriti.

A melhor resposta para a condigdo de concentragdo molar de &acido e tempo de
hidrolise para extragéo de quercetina de buriti foi 1,8M de HCI por 160 minutos.

3.2 - Avaliagdo da metodologia analitica

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade nas faixas de concentragéo
estabelecidas para miricetina (0,13 a 9,18 pg/mL), quercetina (0,13 a 10,92pg/mL) e
kaempferol (0,13 a 4,5ug/mL). Os coeficientes de determinagéo obtidos foram 0,9970,
0,9990 e 0,9920; e, os limites de detecgdo foram 0,3, 0,2 e 0,5ug/mL, respectivamente
para M, Q e K. A precisdo (repetitividade) do método para buriti foi verificada pelo
coeficiente de variagdo das replicatas obtido. Essas caracteristicas comprovam o bom
desempenho do método analitico. Ensaios de recuperagdo ja foram realizados
anteriormente em amostras de frutas (Hoffmann-Ribani et al., 2009; Drago et al., 2007),
utilizando o mesmo método de extragdo de flavondis e mesmo cromatografo empregado
neste trabalho, resultando em niveis de recuperagao em torno de 100%.

3.3 — Teores de flavondis em frutas
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Os teores de flavonodis das amostras analisadas estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Teores de flavonéis nas amostras analisadas.

Amostra Miricetina (pg/g) Quercetina (pg/g) Kaempferol (pg/g)
Buriti n.d. 11£1 tr.

Pupunha n.d. n.d. n.d.

Tucuma n.d. n.d. n.d.

Polpa congelada de
12+1 15%1 n.d.

Pitanga

*faixa (média + desvio padrdo), teores em pg/g, média de triplicatas. n.d. = ndo detectado; tr. =
tragos (teores <LQ). LD: 0,3pug/mL para miricetina, 0,2 pg/mL para quercetina e 0,5pg/mL para
kaempferol.

Ao contrario do relatado por Drago et al. (2007) quanto ao teor de flavondis em
frutas amazénicas, os baixos niveis obtidos no presente trabalho foram decepcionantes.

Os flavondis ndo foram detectados em tucumad e pupunha. Miricetina foi
encontrada somente em pitanga e kaempferol foi detectado apenas em buriti. Quercetina
foi encontrada em ambas as frutas.

Em buriti foram obtidos teores médios de 11+1ug/g para quercetina e tragos de
kaempferol. Buriti é considerado a maior fonte de B—caroteno, apresentando 364pg/g,
além de 82ug/g de a-caroteno (Godoy & Rodriguez-Amaya, 1995). Tucuméa e pupunha
também sdo fontes de carotendides, apresentando 99ug/g e 22pg/g de p—caroteno e
2,5ug/g e 3,2ug/g de a-caroteno, respectivamente (Rodriguez-Amaya, 1999; Marinho &
Castro, 2002).

A polpa de pitanga congelada analisada apresentou 12+1ug/g de miricetina e
15+1ug/g de quercetina. Hoffmann-Ribani et al. (2009) analisaram pitanga in natura e
polpa de pitanga congelada. Os autores relataram teores médios de 42+2ug/g de
miricetina, 67+2ug/g de quercetina e 4,1+1ug/g de kaempferol em pitanga fresca e
16+5ug/g para miricetina, 25+5ug/g para quercetina e 2+0ug/g para kaempferol em polpa
de pitanga congelada e chamaram a atengdo a grande perda de flavonbis no
processamento. O presente estudo apresentou teores ainda menores que 0S encontrados
pelos autores citados.

Cabe lembrar que Hoffmann-Ribani et al. (2009) ndo encontraram flavonois em

frutas carotenogénicas como manga cultivar Haden, Palmer e Tommy Atkins e mamao
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cultivar Formosa, Golden e Solo. O estudo de frutas do Norte e Nordeste deve ser
continuado especialmente nestas frutas, nas quais os flavondis sdo nitidamente mais
baixos ou inexistentes, para se ter um perfil mais claro de compostos bioativos de frutas
tropicais.

4- CONCLUSAO

Flavondis ndo foram detectados em tucuma e pupunha. Buriti apresentou baixos
teores de quercetina e kaempferol. Baixas concentragdes de miricetina e quercetina foram
também constatadas na polpa de pitanga congelada.
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COMPORTAMENTO DE FLAVONOIS
DURANTE MICROFILTRACAO DE
POLPA DE CAJU
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COMPORTAMENTO DE FLAVONOIS DURANTE MICROFILTRAGAO DE

POLPA DE CAJU

RESUMO

Microfiltracdo é uma tecnologia recente, usada como opgao de clarificagéo do suco e para
esterilizagdo a frio, ao invés de processamento térmico. Flavondis s@o substancias
bioativas com efeitos benéficos a salde humana, mas podem ser perdidas durante
processamento e estocagem de alimentos. No presente trabalho, a polpa de caju foi
submetida a microfiltracdo, com e sem tratamento enzimatico prévio, e as concentragoes
de flavondis e acido ascorbico foram determinadas na polpa inicial, no permeado e no
retentado. Os resultados mostraram que é possivel obter suco clarificado através deste
processamento a frio, com boas retencées de compostos bioativos. Houve menor redugao
nos teores de flavondis e acido ascérbico quando empregou-se o tratamento enzimatico

na polpa de caju.
Palavras-chave: flavondis, vitamina C, polpa de fruta, microfiltragéo.
SUMMARY

Microfiltration is a recent technology that is used as an option for clarifying juices and for
cold sterilization, instead of thermal processing. Flavonols are bioactive substances with
beneficial effects on human health, but can be lost during processing and storage of foods.
In this work cashew-apple pulp were submitted to microfiltration, with or without previous
enzymatic treatment, and the flavonol and ascorbic acid concentrations were determined
in the initial pulp, the permeate and the retentate. The results showed that it is possible to
obtain clarified juice with this nonthermal process, with good retention of the bioactive
compounds. Greater levels of flavonols and ascorbic acid were found in the permeate

when enzymatic treatment was carried out in cashew-apple.

Key-words: flavonols, vitamin C, fruit pulp, microfiltration.
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1 - INTRODUGAO

O caju é uma fruta muito apreciada no pais e se destaca como uma das suas
principais culturas, produzido principalmente no Nordeste. O caju é fonte de vitamina C (3
a 5 vezes mais vitamina C que a laranja) (Paiva et al., 2000) e flavondis (Hoffmann-Ribani
et al., 2009).

Os efeitos benéficos dos flavonéis & saude sdo atribuidos a sua atividade
antioxidante, seqiiestrando radicais livres e quelando metais (Rice-Evans et al., 1996;
Prior & Cao, 2000). Ainda podem atuar de vérias maneiras: desativando carcinégenos,
inibindo a expressao de genes mutantes e a atividade de enzimas que promovem cancer,
e desintoxicando xenobiéticos (Kris-Etherton et al., 2002). A vitamina C também & um
antioxidante que atua seqiiestrando radicais livres e quelando metais. Ela estimula a
sintese de colageno, fortalece o sistema imunolégico, neutraliza substancias
carcinbgenas e atua na desintoxicagdo do organismo por algumas drogas
quimioterépicas, entre outras fungdes (Calvino & Levine, 2001).

O processamento de sucos de frutas usando microfiltracdo como meio de
clarificacdo e conservagdo remove microrganismos a frio resultando num produto
microbiologicamente estavel (Girard & Fukumoto, 2000). Vem sendo proposto como
alternativa a tratamentos térmicos que acarretam alteragdes nas propriedades sensoriais
e nutricionais dos alimentos. A técnica emprega membrana filtrante: o que permeia a
membrana é o clarificado e o que fica retido, o retentado.

Varios trabalhos j& investigaram a aplicacdo de microfiltragdo em suco de caju
(Campos et al., 2002; Castro, 2005; Cianci et al., 2005; Castro et al., 2007). A avaliagao
do produto tem sido realizada através de anélises fisico-quimicas como pH, acidez
titulavel, sélidos soltveis, cor, teor de polpa, teor de taninos, turbidez, viscosidade, além
de analises microbiolégicas e variaveis do processo como fluxo de permeado, fator de
concentracdo volumétrica e pressdo transmembrana. Estes autores determinaram
vitamina C, mas nenhum estudo guantificou flavonoides.

O efeito do tratamento enzimatico da polpa de caju antes da microfiltracao foi
avaliado por Campos et al. (2002), Castro (2005), Cianci et al. (2005), Castro et al. (2007).
A acdo da enzima reduz a viscosidade e o teor de polpa (Ushikubo et al., 2007) pela
quebra de moléculas de pectina e oulras substancias como amido, celulose e
hemicelulose que causam fenémeno da polarizagédo da concentragao e formacdo da

camada gel durante o processo de passagem pela membrana (Chiang & Yu, 1987).
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O objetivo deste trabalho foi determinar os teores de flavonodis e vitamina C em
polpa de caju microfiltrada, visando obter um clarificado com altos teores destes
compostos.

2 - MATERIAL E METODOS

Inicialmente pensou-se em incluir polpas de frutas ricas em carotendides na
avaliagao dos efeitos da microfiltragdo. Em estudos preliminares com acerola e melancia
foi observado que a maior parte dos carotendides ficava no retentado. A microfiltragao,
portanto, nao atingiria o objetivo de obter sucos clarificados com altos teores de
carotendides. O caju foi escolhido por ser uma boa fonte de vitamina C e de flavonéis.

Frutas frescas de caju foram adquiridas no CEASA — Campinas — SP. As frutas
foram selecionadas e lavadas em &gua corrente. Em seguida foram despolpadas em
despolpadeira comercial e submetidas, ou ndo, ao tratamento enzimatico para entao
serem microfiltradas a 40C em equipamento Tia micr opilote (Techniques Industrielles
Appliquées, Franca) operando com membrana tubular ceramica de 0,2um de didmetro de
poro (Figura 1). As condicdes de operagao foram: area total de permeagdo-0,02m?; fator
de concentracdo volumétrica—2; pressdo transmembrana-1,5bar. Para o tratamento
enzimatico, 250ppm de enzima Peelzym (Novozymes) foi adicionada a polpa de caju,
seguida de agitagdo manual durante 1 hora a 40T para reducéo da viscosidade. A polpa
sem tratamento enzimatico foi somente ajustada a temperatura de 40T. A enzima
Peelzym é produzida por linhagem selecionada de Aspergillus aculeatus e consiste numa
mistura de enzimas pectinoliticas sendo a beta-glucanase a principal. Ela também contém
pequenas quantidades de xilanases, hemicelulases e celulase. A polpa de alimentagéo, o
clarificado e o retentado foram analisados em relacéo aos teores de flavonois e vitamina
C.
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Figura 1. Esquema do equipamento de microfiltragio (Clareto, 2007)

2.1 - Determinacéao de flavonéis e vitamina C

Flavondis foram determinados segundo a metodologia de Hoffmann-Ribani (2006),
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com pardmetros ja otimizados
para caju e acerola. Foi utilizada uma coluna Symmetry C18 (3,5pm, 2,1x150mm), o fluxo
da fase movel foi de 0,2mL/min e o volume de injegdo 10uL. A fase mével em gradiente
linear consistiu de proporcdo 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido
formico), chegando a 52:48 em 6 minutos e mantido até 29 minutos, 72:28 aos 31 minutos
até 40 minutos e 20:80 aos 43 minutos, mantido até o final da corrida. A quantificagéo foi
realizada por padronizacdo externa com inje¢do de solugbes padrbes em cinco
concentragoes diferentes, em triplicata, cobrindo a faixa de concentragdo esperada das
amostras para construgdo das curvas de calibragdo. Para cada ponto da curva de
calibracdo, a solugdo padrdo foi diluida em 1,5mL de &gua purificada em Milli-Q com
acido ascérbico (0,04%), 1mL de HCI 6M e o volume completado a 5SmL com metanol. Os
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coeficientes de determinacdo foram superiores a 0,99 e os coeficientes de variagdo das
replicatas inferiores a 5%.

Para a determinagéo do teor de vitamina C foi utilizado o método padrao da AOAC
(1984) modificado por Benassi & Antunes (1988). A andlise foi realizada por titulacdo da
amostra, adicionada de acido oxdlico 2%, com 2,6 dicloroindofenol. O célculo da
concentracao de vitamina C foi realizado através da titulagdo de solugdo referéncia de
acido ascorbico (1mg/mL).

Os resultados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (p<0.05),
com comparacdo das médias (Teste de Tukey) em programa GraphPad Prism (versdo
2.01).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de flavondis e vitamina C encontrados nas amostras de caju analisadas
estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de flavonois (ug/g) e vitamina C (mg/100g) em polpa, clarificado e

retentado de caju®

Amostra Miricetina Quercetina Vitamina C
Com tratamentc enzimatico
Polpa inicial 1,98%0,01b 1,24+0,03b 143+0,02a
Clarificado 1,91£0,04b 1,27+0,02b,a 14040,01b
(-3,5%) (+2,4%) (-2,1%)
Ristantads 2,12+0,06a 1,40+0,06a 139+0,00b
(+7,1%) (+12,9%) (-2,8%)
Sem tratamento enzimatico
Polpa inicial 1,92+0,13b 1,59+0,02b 154+0,01a
Clarificado 1,72+0,08¢c 1,34+0,04c 147+0,02b
(-10,4%) (-15,7%) (-4,5%)
2,10+0,09a 1,68£0,02a 146+0,01b
Retentado (+9,4%) (-5,7%) (-5,2%)

“médiatdesvio padrao de analises em triplicata. Para cada tipo de amostra em cada
tratamento, letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05). As
porcentagens em relacdo a polpa inicial estdo entre parénteses. Limite de detecgao:

0,5ug/mL para miricetina e 0,4ug/mL para gquercetina.
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No presente trabalho encontraram-se flavondis em concentragdes menores do que
as relatadas por Hoffmann-Ribani et al. (2009) para caju.

No tratamento enzimatico da polpa, os teores de miricetina e quercetina no
clarificado n&o diferiram significativamente ao da polpa inicial. Sem o tratamento
enzimatico da polpa houve diferencas significativas entre a polpa original, clarificado e
retentado. Foram encontrados teores reduzidos em 10,4% de miricetina e 15,7% de
quercetina no clarificado em relag&o aos teores da polpa inicial.

Teores maiores de flavondis foram encontrados no retentado. Vale lembrar,
porém, que no processamento térmico de sucos de frutas, uma boa parte dos flavonois
fica com a polpa descartada, contribuindo para a perda durante o processamento além da
degradacdo. Hoffmann-Ribani et al. (2009) encontraram teores de flavondis muito
variaveis em 3 marcas comerciais de suco de caju termicamente processados, variando
de tracos a 2ug/g de miricetina e quercetina.

Os teores de vitamina C foram significativamente menores no permeado e
retentado em comparagdo com as polpas originais, com ou sem tratamento enzimatico.
Castro (2005) nao encontrou diferenga significativa para vitamina C quando realizadas
analises no clarificado de caju com e sem tratamento enzimatico da polpa. J& Campos et
al. (2002) e Cianci et al. (2005) verificaram redugao no teor de vitamina C no clarificado de
polpa de caju tratada enzimaticamente e microfiltrada. Perdas podem ser justificadas pela
interagcdo dos componentes da polpa com a membrana, resultado do entupimento da
membrana, e pela incorporacdo de oxigénio a polpa durante a microfiltragdo. Sistemas
industriais podem minimizar esse efeito quando comparado ao realizado em bancada,
com grande exposi¢ao ao ar.

Cajuina, uma bebida muito consumida no nordeste do pais, € elaborada a partir do
suco de caju clarificado (ndo apresenta sélidos soluveis em suspenséo) e esterilizada a
100°C por 50 minutos. Lima et al. (2007) encontraram perdas de 15% e 55% no teor de
vitamina C ap6s a clarificag@o e apds tratamento térmico, respectivamente, em relagao ao
suco integral de caju, demostrando que o tratamento térmico resulta na degradagao da

vitamica C.
4 — CONCLUSAO

Os resultados demonstram que é possivel empregar uma tecnologia de
esterilizacdo a frio e obter um clarificado de caju preservando flavondis e vitamina C em
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relacdo a fruta in natura. Os teores encontrados para estes compostos foram melhores na
polpa com tratamento enzimatico prévio por apresentarem a menor retencdo pela
membrana.
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CONCLUSOES GERAIS

1. As condicOes 6timas de extragdo/hidrélise de flavonois devem ser estabelecidas para
cada alimentos, mas as condigdes para hortalicas cruas podem ser utilizadas para as
hortalicas cozidas.

2. Houve grande variacdo nos teores de flavonois em lotes da mesma hortalicas de um
mesmo restaurante e entre os diferentes restaurantes.

3. Entre as hortalicas analisadas (brécolis ninja cozido, chicéria refogada, couve refogada
e vagem cozida), couve refogada apresentou os maiores teores de quercetina e
kaempferol e brécolis ninja cozido, os menores.

4. Flavonois ndo foram detectados em tucuma e pupunha e buriti apresentou baixos
teores de quercetina e tragos de kaempferol.

5. Polpa de pitanga congelada fabricada no Nordeste apresentou baixas concentragoes
de miricetina e quercetina.

6. A microfiltracdo é uma tecnologia de esterilizagédo a frio e pode ser utilizada para obter
um suco clarificado de caju com teores satisfatérios de flavonéis e vitamina C. Os teores
de flavonois foram melhores na polpa tratada enzimaticamente por apresentar menor

retencéo pela membrana.
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