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Resumo Geral

O presente estudo buscou aperfeigoar e validar metodologias de andlise de 4cido
ascorbico e flavondides em geléias de frutas. A identificacdo e a quantificagdo do acido
ascorbico se deram por trés formas: (1) método colorimétrico, utilizando o reagente 2,6-
diclorofenol-indofenol, (2) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, (3) Eletroforese
Capilar. O primeiro e o segundo método foram aplicados em 10 geléias naturais. Em vista
dos resultados obtidos, o fabricante modificou a formulacdo das geléias para aumentar a
quantidade de acido ascorbico. Posteriormente, seis novas geléias foram analisadas pelo
segundo e terceiro método. Os resultados foram comparados entre si e a Eletroforese
Capilar foi considerada mais adequada. O acido ascérbico presente nas geléias variou de
“ndo detectado” a 608 mg em 100 g de amostra. A identificacdo e a quantificacdo de
flavondides se deram por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e também pela
Eletroforese Capilar. Os flavondides quantificados foram: (+)-catequina, (-)-epicatequina,
rutina, narirutina, kaempferol, miricetina e quercetina. Os métodos mostraram boa aptidao
para a andlise em questdo. A verificacdo da composi¢@o dos flavondides nas amostras exige
uma etapa extrativa complexa, com isso, o estudo englobou o aperfeicoamento dessa
extragdo visando resultados mais precisos. Os flavondides foram encontrados em
concentracdes de até 23,3 mg por kg de geléia, sendo que a amostra acerola e maracuja foi
a que apresentou menor quantidade total e a contendo acerola e rosela foi a de maior valor.
Quanto a capacidade antioxidante, os testes foram realizados utilizado o radical livre
difenilpicrazil-hidrazina (DPPH"). Entre os compostos analisados, a quercetina foi aquela
que apresentou maior capacidade antioxidante isolada. Foram realizadas combinacdes em
pares dos antioxidantes estudados e apenas a composi¢do de (+)-catequina com d4cido
ascorbico apresentou sinergismo. ReacOes antagOnicas foram verificadas para as
combinagdes, entre elas: (+)-catequina e (-)-epicatequina, (+)-catequina e rutina, (-)-
epicatequina e rutina, (-)-epicatequina e dcido ascorbico. Das amostras analisadas, aquela

que apresentou maior capacidade antioxidante foi a geléia de acerola com abacaxi.

Palavras-chave: Flavondides, Acido Ascérbico, Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia, Eletroforese Capilar, Geléia de frutas, Antioxidantes.
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Abstract

The aims of this study were improving and validate methods to analyze ascorbic
acid and flavonoids in fruit jellies. The identification and quantification of ascorbic acid
occurred in three ways: (1) a colorimetric method, using the 2,6-dichlorophenol-
indophenol, (2) a method using the High Performance Liquid Chromatography and, (3) a
method by Capillary Electrophoresis. The first and the second methods were applied in 10
natural jellies. In view of the results, the manufacturer modified the formulation of the
jellies to increase de amount of the acid ascorbic. Later, six new jellies were analyzed by
the second and the third methods. The results were compared with each other and the
Capillary Electrophoresis was considered most appropriate. The ascorbic acid in the jellies
varied between “not detected” and 608 mg per gram of sample, considering all samples.
The identification and quantification of flavonoids occurred by High Performance Liquid
Chromatography and Capillary Electrophoresis. The flavonoids quantified were: (+)-
catechin, (-)-epicatechin, rutin, narirutin, kaempferol, myricetin and quercetin. Both
methods showed good performance for this analysis. The composition verification of
flavonoids in the samples requires a complex extraction step, and then, this study included
the improvement of this extraction for more accurate results. The antioxidant capacity was
analyzed employing the free radical diphenylpicryl-hydrazyl (DPPH’). Between the
analyzed compounds, the quercetin was the one that showed the highest antioxidant
capacity. Combinations were performed in pairs of antioxidant studied and only the
composition of (+)-catechin with ascorbic acid showed synergism. Antagonistic reactions
were verified to these combinations: (+)-catechin and (-)-epicatechin, (+)-catechin and
myricetin, (+)-catechin and rutin, (-)-epicatechin and rutin, (-)-epicatechin and ascorbic
acid, kaempferol and rutin, myricetin and rutin, myricetin and ascorbic acid. Between the
samples, the acerola with pineapple was the one that showed the greatest antioxidant

capacity.

Keywords: flavonoids, ascorbic acid, high performance liquid chromatography, capillary

electrophoresis, antioxidant capacity, fruit jellies.
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INTRODUCAO GERAL

O nome “alimentos funcionais” foi usado primeiramente no Japao na década de 80 e
foi aplicado a alimentos processados que continham ingredientes capazes de conferir
beneficios a algumas fungdes bioldgicas. Atualmente este termo é empregado para produtos
que conferem beneficios para uma ou mais fungdes fisioldgicas, aumentam o bem-estar,
e/ou diminuem o risco de sofrer determinada doenca. Entre os alimentos funcionais, a
preferéncia do consumidor estd naqueles de origem natural (ndo sintético) (Herrero, Ibanez
e Cifuentes, 2005).

A familia dos antioxidantes apresenta caracteristicas que merecem grande destaque.
Esses compostos tém sido relacionados a prevencdo de diversas doengas, tais como céncer,
doencas corondrias, desordens inflamatorias, degeneragdo neuroldgica e envelhecimento.
Como exemplos de antioxidantes naturais, podem ser citados, com relevancia, os
flavonodides e o dcido ascorbico, presentes abundantemente em frutas e vegetais (Herrero,
Ibanez e Cifuentes, 2005).

Os Flavondides, além da capacidade antioxidante, podem agir em atividades
bioquimicas, fisiolégicas e farmacéuticas, incluindo, as agdes vasodilatadoras,
antiinflamatdrias, antibactericidas, imuno-estimulantes, e efeitos antialérgicos e antivirais
(Baby et al., 2007; Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005). Acido ascérbico, ou Vitamina
C, atua prevenindo doencas cardiovasculares, algumas complicagdes pré-natais, tumores
malignos, inflamagdes, catarata, Mal de Parkinson e Alzheimer, e a aceleracdo do processo
de envelhecimento celular (Sikora, Cieslik e Leszczynska, 2008). Atua ainda junto a
formacgdo de tecido conjuntivo e transporte de ions (Barata-Soares et al., 2004).

Em produtos industrializados, o uso destes antioxidantes também € visto como um
predicado importante, uma vez que sdo capazes de preservar os alimentos da degradacdo
oxidativa (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005). Dano que pode causar perda nutricional,
alteracOes na cor dos alimentos, como escurecimento de pedacos de carne vermelha e
descoloracdo de frutas e vegetais, e também alteracdes no odor e no sabor, como a rancidez
em produtos a base de gordura (Katalinic et al, 2004).

Por meio de uma pesquisa bibliografica sobre a presenca dos antioxidantes em

alimentos funcionais, foi possivel verificar que a maioria dos trabalhos encontrados estuda



antioxidantes presentes em frutas, sucos, polpas congeladas e extratos. Pouco pode ser
encontrado sobre a andlise de produtos com certo grau de processamento, como, por
exemplo, geléias de frutas. Na producdo destas geléias ocorre a maceragdo e a coc¢do da
matéria prima e estas etapas resultam em perdas nutricionais (Silva, Lopes e Valente-
Mesquita, 2006), mas ndo se sabe o quanto isso pode influenciar no resultado final.

Neste sentido desenvolver e validar métodos como, por exemplo, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Eletroforese Capilar (EC), que ndo apenas
identifiquem, mas também quantifiquem fendlicos em geléias € muito importante,

Comparando-se essas duas metodologias de um modo geral, € possivel apontar
vantagens e desvantagens de cada uma. A CLAE € uma técnica mais antiga e muito
utilizada na separagdo de compostos fenodlicos, por exemplo, e estd disponivel na maioria
dos laboratérios analiticos. Apresenta limites de detec¢c@o e quantificacdo mais baixos que a
EC, possibilitando a andlise de menores concentragdes (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005).
Ja a EC, uma técnica relativamente nova e vem ganhando muito espaco na comunidade
cientifica devido sua versatilidade, baixo consumo de reagentes, baixa geragcdo de residuos
e rapidez de andlise (Silva et al., 2007; Cancalon, 2003; Kim et al., 2002; Riaz e Chung,
20006).

Para um estudo preciso, é necessdrio que, além de um sistema separativo eficiente,
se tenha um adequado sistema extrativo, com seletividade, baixa manipulacdo de amostra,
baixa quantidade de compostos indesejdveis e alta concentracdo do analito de interesse.
Esta etapa € de grande importincia para fendlicos, principalmente quando sdo empregadas
amostras alimenticias onde existem componentes bioativos € indmeros outros compostos,
muitos ainda ndo identificados. Com todos esses problemas, aliados a alta instabilidade dos
fendlicos frente a luz, calor e oxigénio, baixas taxas de recuperagdo podem ser encontradas
quando produtos de origem natural s@o os alvos do estudo. Extremos cuidados devem entao
ser tomados para garantir a correta extracdo, desprovida de modificacdo quimica, como
oxidagdo e isomerizacdo, durante o processo extrativo (Antolovich et al., 2000).

Ainda em relagdo a extracdo dos compostos, dependendo do fendlico alvo,
diferentes métodos podem ser necessdrios. No caso do dcido ascérbico, uma rapida
homogeneizacdo € suficiente para uma eficiente extracdo e minima degradacdo (Aldrigue,

1998). No caso dos flavondides, um tempo maior de extracdo € necessdrio, uma vez que os



compostos estdo mais ligados a matriz. Cordenunsi e colaboradores (2002) usaram uma
homogeneizac¢do de duas horas para retirar os flavondides presentes em morango, ja Kosar
e colaboradores (2004) usaram apenas uma hora nesta etapa do processo para a mesma
fruta.

E importante ressaltar que apenas a detec¢io e a quantificacio destes compostos nio
sdo suficientes para mensurar o quanto um alimento ou composto € benéfico para a saude.
A capacidade antioxidante das substancias difere entre si de acordo com a estrutura
quimica, a presenca de grupos hidroxilas e de anéis aromadticos hidroxilados. Estas
estruturas sdo as responsaveis por neutralizar a acdo dos radicais livres, gerando radicais
fendlicos com ressonancia estavel (Boyce, 1999). Para se verificar o qudo antioxidante é
cada um dos compostos encontrados nos alimentos, algumas técnicas ja foram
desenvolvidas e, entre elas, destaca-se a analise utilizando o radical livre 2,2-difenil-1-
pricrilhidrazina (DPPH’) (Jiménez-Escrig et al., 2000). Ainda cabe ressaltar que a anélise
de compostos isolados também ndo € suficiente na verificacdo do potencial antioxidante de
um alimento, uma vez que tais compostos nunca estdo sozinhos e podem ter reacdes
sinérgicas ou antagbnicas entre si. Assim, a verificacdo destas interagdes também €
importante perante as andlises, e ainda, a verificacdo da capacidade antioxidante do

alimento como um todo também € relevante (Iacopini et al., 2008).
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CAPITULO 1.
ANTIOXIDANTES: CARACTERISTICAS FUNCIONAIS E
METODOLOGIAS DE QUANTIFICACAO.

Resumo

A comunidade cientifica tem associado os radicais livres ao surgimento de algumas
doencas degenerativas, como, por exemplo, cincer, doengas corondrias, desordens dermais,
envelhecimento, entre outras. Para inibir ou diminuir a formagdo de tais substancias
nocivas, existem os compostos chamados de “antioxidantes”. Mais de 8000 estruturas
destes inibidores ja sdo conhecidas, sendo que compostos fendlicos representam a maioria
delas. Ente os fendlicos, destacam-se os flavondides e a Vitamina C. Para quantificar este
tipo de substincias em alimentos, firmacos e cosméticos, diversos métodos ja foram
desenvolvidos, entre eles, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a
Eletroforese Capilar (EC). Comparando as duas técnicas, a CLAE é conhecida por
apresentar menores limites de deteccdo e quantificacdo, enquanto que a EC realiza a
separagdo em menor tempo. Os compostos antioxidantes apresentam potenciais diferentes
de acordo com sua estrutura molecular. Entre as técnicas existentes para a avaliagdo de tal
caracteristica, destaca-se aquela realizada utilizando-se o radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila. O presente trabalho realizou um estudo para verificar quais as condicdes de
andlise mais utilizadas na detec¢do e quantificacio dos flavondides e da Vitamina C e ainda

como estes compostos atuam em relagdo a atividade antioxidante.

Palavras-chave: antioxidante; flavondides; Vitamina C; Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia; Eletroforese Capilar.



ANTIOXIDANTS: FUNCTIONAL CHARACTERISTICS
AND METHODS OF QUANTIFICATION.

Abstract

The scientific community has linked free radicals to the emergence of some
degenerative diseases, such as cancer, coronary diseases, dermal disorders and aging,
among others. To inhibit or decrease the formation of these substances, there are
compounds called “antioxidants”. More than 8000 structures of these inhibitors are already
known, and the most of them are phenolic compounds. Among the phenolics, there are the
flavonoids and the Vitamin C. Several methods have been developed to quantify these
substances in foods, pharmacos and cosmetics, between these methods, there are the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and the Capillary Electrophoresis (CE).
Comparing the two techniques, HPLC is known to have lower limits of detection and
quantification, as the EC is one that performs the separation in less time. The antioxidant
compounds have different potentials according to their molecular structure. Among the
existing techniques to quantify this characteristic, the most commonly used is the reaction
with the free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl. This paper realized a study to verify the
conditions of analysis used in the detection and quantification of flavonoids and Vitamin C

and also how these compounds work in relation to antioxidant activity.

Keywords: antioxidant; flavonoid; Vitamin C; High Performance Liquid

Chromatography; Capillary Electrophoresis.



1. Radicais livres e defesas antioxidantes

Responsdveis por iniciar doengas degenerativas como cancer, doengas corondrias,
desordens dermais e envelhecimento, os radicais livres t€m ganhado grande importancia na
comunidade cientifica (Iacopini et al., 2008). Podem ser gerados, dependendo do seu sitio
ativo de formagdo, no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, e atacar proteinas,
lipideos, carboidratos, DNA entre outros. Sua origem in vivo ocorre via acdo catalitica de
enzimas durante os processos de transferéncia de elétrons no metabolismo celular e pela
exposicao a fatores exogenos (Boyce, 1999). Como exemplos destes tipos de substincias
tém-se: o oxigénio singleto (10,), o radical superéxido (Oy’), o radical hidroxila (OH") e
perdéxido de hidrogénio (H,O,) (Jung et al, 2006).

Esses radicais podem ser moléculas organicas, inorganicas e atomos com um ou
mais elétrons ndo pareados de existéncia independente. Suas configuracdes fazem deles
substancias altamente instdveis, com meia-vida curta e quimicamente muito reativas,
capazes de conferir os danos citados anteriormente as células e tecidos (Boyce, 1999). Para
inibir ou diminuir a formagao e a acdo desses compostos de tal potencial danoso as células
e tecidos, os organismos utilizam mecanismos de defesa antioxidantes enzimdticos e
enddgenos ndo enzimaticos (Mira et al., 2002). Antioxidante, num sentido lato, é “qualquer
substancia que, presente em baixas concentra¢des, quando comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz” (Kulkarni, Aradhya
e Divakar, 2004).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e as defesas antioxidantes tem sido
denominado estresse oxidativo (Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005). Esse estresse pode
causar perda nutricional e injdrias resultando em alteragdes nas cores dos alimentos, como,
por exemplo, o escurecimento de pedacos de carne vermelha e a descoloragdo de frutas e
vegetais. Além da cor, alteracdes no odor e no sabor também podem ser verificadas, como,
por exemplo, a rancidez em produtos a base de gordura, proporcionando sensacgdes
desagraddveis, na maioria dos casos (Katalinic et al, 2004). Quando a quantidade de
radicais livres continua aumentando, ou seja, as defesas antioxidantes naturais dos
alimentos ndo sdo capazes de inibir por completo os danos causados por eles, o

fornecimento de refor¢o antioxidante pode ser de grande valia (Mira et al., 2002).



Em industrias de alimentos, sozinhos ou combinados com outros compostos, a
adi¢do de antioxidantes tem o propdsito de aumentar a vida de prateleira dos produtos,
retardando a oxidacdo lipidica e evitando degradacdes durante a estocagem e
processamento (Boyce, 1999). Para serem utilizados em alimentos, ¢ importante que os
antioxidantes possuam uma atividade efetiva em baixa concentracdo, tenham
compatibilidade com o substrato da oxidacdo, nao influenciem sensorialmente no produto
(cor, odor e gosto) e ndo oferecam toxicidade para os consumidores (Hudson, 1990). A
adicdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo sintéticos € um dos
mecanismos de defesa empregados também nas industrias de cosméticos e de farmacos. E
importante ressaltar que muitas vezes os proprios medicamentos aumentam a geragdo
intracelular desses radicais (Boyce, 1999).

Além da utilizagdo de antioxidantes, algumas medidas podem ser aplicadas para
diminuir o estresse oxidativo em alimentos, como, por exemplo: (a) minimizar a acdo de
agentes exdgenos, estocando o produto em ambiente frio, com a minima quantidade de luz
possivel e, especialmente, minima radiacdo UV; (b) eliminar agentes enddgenos,
diminuindo ou retirando totalmente metais (cobre e ferro), fosfato de tiamina, pigmentos
(clorofila e heme pigmentos) ou perdxidos; (c) reduzir o oxigénio a niveis mais baixos
possiveis e manter niveis baixos também durante a estocagem, e; (d) utilizar embalagens
apropriadas e com material apropriado (Hudson, 1990).

A capacidade antioxidante dos compostos difere entre si de acordo com o potencial
de inibicdo da oxidagdo. O niimero de grupos hidroxilas e a presenga de anéis aromaticos
hidroxilados estdo diretamente relacionados com sua eficiéncia. Estes grupamentos sdo os
responsdveis por neutralizar a acdo dos radicais livres, gerando radicais fendlicos com
ressondncia estavel. A facilidade de doar o radical hidrogénio € a caracteristica responsavel

pela habilidade antioxidante (Boyce, 1999).

Os compostos antioxidantes podem ser classificados em:

. Antioxidantes primdrios: sdo geralmente compostos fendlicos que agem ligando-

se aos radicais livres, impedindo a acdo destes. Como exemplos, podem ser citados:
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flavondides, tocoferdis, butil-hidroxianisol (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e
terc-butil hidroxiquinona (TBHQ);

. Aprisionadores de oxigénio: reagem com o oxigénio, deixando-o indisponivel
para a reacdo de oxidacgdo, sd@o exemplos: dcido ascoérbico, palmitato ascorbico, dcido
eritrorbico entre outros;

. Antioxidantes secunddrios: atuam decompondo hidroperéxidos lipidicos em
compostos estdveis. Como exemplos, podem ser citados o dilauril propionato e o 4cido
tridipropionico;

. Antioxidantes enzimdticos: sdo enzimas responsdveis por retirar o oxigénio do
meio ou remover espécies oxidativas de sistemas alimentares. Como exemplos: a
glicose oxidase, o super6xido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase;

. Agentes quelantes ou seqiiestrantes: ligam-se e inibem a ac@o de ions metélicos,
responsdveis por acelerar a oxidac¢do. Exemplos: dcido citrico, aminoécidos, acido

etileno diamino tetraacético (EDTA), etc. (Hudson, 1990).

2. Compostos Fenolicos

Presentes em todas as plantas, os compostos fendlicos tém suas origens organicas
ligadas ao caminho metabdlico do dcido chiquimico e ao metabolismo de fenil
propanoidios, sendo considerados metabolitos secunddrios (Antolovich et al., 2000).
Estruturalmente, possuem em geral um anel aromdtico ligado a um ou mais grupamentos
hidroxilas e pelo menos 8000 estruturas ja sdo conhecidas (Herrero, Ibanez e Cifuentes,
2005). Sua grande importancia estd diretamente relacionada com a atividade fisiologica, a
habilidade de capturar espécies reativas de oxigénio, a habilidade de inibir a nitrosagdo e
quelar fons metdlicos, o potencial de auto-oxidacdo e a capacidade de modular certas
enzimas celulares ativas (Antolovich et al., 2000).

A respeito de suas potencialidades funcionais, ji foram relatadas atividades
anticancerigena, antiinflamatdria, antiarterogénica, antitrombdtica, imuno-moduladora, e
atividade analgésica, entre outras, além das funcOes antioxidantes (Herrero, Ibanez e
Cifuentes, 2005). Tecnologicamente, estes compostos sdo responsdveis por fornecer cor e

sabor a alimentos (Bravo et al., 2006).
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Os compostos fendlicos podem ser divididos em classes: simples fendis, dcidos
fendlicos, dcidos hidroxicinamicos, coumarinos € isocoumarinos, naftoquinonas, xantonas,

estilbenzenos, antarquinonas, flavondides e ligninas.

2.1. Flavonoides

Em 1936, o Professor Szent-Gyorgyi relatou o isolamento de uma substincia com
elevado potencial antioxidante agindo como cofator na reacdo entre a enzima peroxidase e
o d4cido ascorbico. Essa substancia foi chamada de Vitamina P e posteriormente foi
renomeada como Rutina (Yanez, Andrews e Davies, 2007). A partir de entdo, mais de 5000
compostos semelhantes ja foram descritos e ao grupo foi dado o nome de flavonéides
(Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005). Sdo compostos que podem ser absorvidos pelo corpo
humano e muitos ja foram encontrados no plasma (Kosar et al., 2004).

Os flavondides exercem um grande nimero de atividades bioquimicas, fisiolégicas
e farmacéuticas, incluindo, além das atividades antioxidantes, as acdes vasodilatadoras,
antiinflamatdrias, antibactericidas, imuno-estimulantes, e efeitos antialérgicos e antivirais
(Baby et al., 2007; Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005).

A atividade antiinflamatéria pode estar associada a capacidade de inibicdo de
algumas enzimas, como proteinaquinase C, fosfodiesterase, fosfolipase, lipoxigenase e
ciclooxigenase. Essas enzimas controlam a formacdo de mediadores bioldgicos
responsaveis pela ativagdo de células endoteliais e células especializadas envolvidas na
inflamag@o. A ac¢do contra a arteriosclerose pode acontecer pela inibi¢do da formacdo do
ateroma em muitas etapas dessa patogénese. Quanto a atividade antimicrobiana, estudos ja
comprovaram que a quercetina e hesperidina inibem a infec¢cdo e a replicagdo do herpes,
polioviros, virus da parainfluenza, ente outros (Tripoli et al., 2007).

A acdo dos flavondides contra o cancer estd ligada a efeitos antimutagénicos, pois
protegem o DNA de absorver luz ultravioleta. Eles neutralizam também radicais que
promovem mutacdes, podendo ainda atuar interagindo diretamente com agentes tumorais,
como em aberragdes cromossOmicas induzidas pela bleomicina. Durante o
desenvolvimento do céncer, os flavondides podem inibir o ciclo da glicélise, o principal

caminho metabdlico das células tumorais. Podem ainda afetar a atividade enzimatica
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envolvida na transducdo da mitogénese (quinase, fosfatase, fosfodiesterase) e regular a
proliferacao critica dessas enzimas. Por fim, estes antioxidantes naturais, ainda sdo capazes
de inibir a proliferacdao de células tumorais (Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005).

Muitos estudos demonstram que a atividade antioxidante de flavondides esta ligada
a habilidade de seqiiestrar espécies oxidativas, como o anion peroxido, radicais hidroxilas e
radicais peroxilas, além da habilidade de quelar metais. In vitro, sdo capazes de prevenir a
oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por meio da extensdo da fase lag
(Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005). Quanto a classificagdo antioxidante, flavonodides
atuam geralmente como antioxidantes primarios (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005).

Os flavonodides apresentam uma estrutura muito semelhante entre si, sendo que a
diferenca entre eles estd nos grupamentos ligantes dos anéis e a presencga, ou ndo, de duplas
ligacdes (Figura I-1 e Tabela I-1). Algumas dessas diferengas estruturais podem definir o
potencial antioxidante destes compostos: (a) a presenga de duas hidroxilas no anel B
(posi¢oes 3” e 4°), o que confere grande estabilidade ao anel através das ligacdes de
hidrogénio, e com participagdes no deslocamento de elétrons; (b) dupla ligacdo entre as
posicdes 2 e 3 do anel C, juntamente com a oxidrila na posicdo 4do mesmo anel,
responsdveis pelo deslocamento de elétrons para o anel B, e; (c) presenga de grupos

hidroxilas nas posi¢des 3 e 5.

Figura I-1. Estrutura geral dos flavonoéides.

A capacidade antioxidante também estd relacionada com a interacdo entre os
substituintes e estruturas, como por exemplo, a presenga ou ndo de glicose ligada (gliconas
e agliconas) e a presenca de hidroxilas livres ou nimero e posi¢do de hidroxilas
eventualmente esterificadas. Formas glicosiladas em geral t&ém menor atividade
antioxidante que agliconas. Esta capacidade também estd ligada a concentracdo dos

flavondides, por exemplo: o kaempferol tem sua atividade contra o fon superéxido apenas
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numa gama de concentracio entre 60 e 100 pmol L (Tripoli et al., 2007). A promogio da
oxidacdo também pode acontecer para flavondides em circunstancias particulares, como em

presencga de grande concentracdo de metais de transicao (Almares-Abarca et al., 2007).

Tabela I-1. Classifica¢do dos flavonéides segundo a estrutura molecular

Classificacao C; C, Ligacdo dupla

Flavanol -OH -H
Flavanona -0 =0
Flavanonol -OH =0
Flavona -H =0 2=3
Flavonol -OH =0 2=3
Isoflavona -anelB =0 2=3
Antocianina -OH -H 0=2;3=4

De acordo com a Tabela I-1, os flavondides podem ser divididos em diversas
classes, entre elas, destacam-se: flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas e antocianinas
(Yanez, Andrews e Davies, 2007). Dentre os flavondis, rutina (quercetina-3-rutinosidio) é
o mais encontrado em plantas diversas. Pode atuar como pigmento natural, antioxidante,
estabilizante, preservadora, absor¢do de radiacdo UV, em industrias de alimenta¢do animal
e humana, de cosméticos e de produtos farmacéuticos (Baby et al., 2007).

Dados sobre a ingestdo de flavondides na dieta sdo poucos. A ingestdo didria na
Holanda estd estimada em 23 mg por dia, sendo 48% proveniente do cha seguido pelo alho
(29%) e pela maga (7%). No Japao, a ingestdo de flavonols e flavonas foi estimada em 16,7
mg por dia para mulheres, sendo 46% proveniente do alho, e em 42,2 mg por dia de
isoflavonas, sendo 37% vindo do tofu. Na Europa, o consumo pode variar de 50 a 800 mg
didrios, sendo os flavondides provenientes de chds e vinhos principalmente. O consumo no
Brasil esta estimado em 70,5 mg didrias para mulheres, sendo que 68% s@o provenientes da

laranja, 12% de vegetais, e 2,5% do tomate (Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005).
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2.2. Vitamina C, um acido fendlico.

Acido ascérbico, ou ‘Vitamina C’, é um 4cido fendlico de grande importancia, tanto
nutricional, quanto industrial. Foi descoberto em 1937 pelo Albert Von Szent Gyorgyi, que,
com este composto, ganhou o prémio Nobel. Gyorgyi descobriu que o dcido ascorbico era
capaz de acabar com uma doeng¢a comum na época, o escorbuto, sindrome que ocorre em
humanos com dieta pobre em frutas e vegetais. Atualmente, o escorbuto ndo é mais uma
doenca de grande importincia, porém, a fama do dcido ascoérbico de fazer bem a satide ndo
mudou. Agora seus beneficios estdo ligados a sua capacidade antioxidante (Arrigoni e
Tullio, 2002).

Todas as plantas sdo capazes de sintetizar o dcido ascérbico, alguns animais também
possuem essa habilidade, porém os humanos, algumas espécies de primatas e alguns
passaros ndo se encontram entre eles (Arrigoni e Tullio, 2002). As quantidades encontradas
em frutas e vegetais dependem de grande variedade de fatores, como diferentes genotipos,
condicdes climdticas pré-colheita e procedimentos pds-colheita (Cordenunsi et al., 2002).
Virios trabalhos ja foram publicados quantificando essa vitamina em vegetais e, entre as

frutas que mais apresentam este composto, destaca-se a acerola (Tabela I-2).

Tabela I-2. Presenca de 4cido ascérbico em alimentos.

Fonte Acido ascérbico Fonte Acido ascérbico
(mg em 100 g) (mg em 100 g)
Acerola 1300 Maracuja 25
Goiaba 230 -300 Tomate 16
Kiwi 60 Abacate 15-20

Morango 60 Abacaxi 12-25

Agrido 68 - 79 Melao 10-35
Espinafre 51 Banana 10 -30

Limao 50 Cenoura 6
Laranja 50 Macga 2-10

Fonte: Adaptado de Davey e colaboradores, 2000.
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No organismo humano, a Vitamina C € absorvida pelo intestino pela acdo do
transporte dependente de sédio, sendo que também pode ocorrer, mas em menor propor¢ao,
na boca e no estdmago. A taxa de absor¢do da Vitamina C proveniente de suprimentos é
maior que 80% em adultos e, apds a absor¢do, € transportada para os tecidos € 0 excesso €
excretado na urina. Embora seja distribuida por todo o corpo, sua concentra¢do se da nas
glandulas adrenais e hipdfise, no cérebro, nos olhos, neutréfilos e linfocitos (Emadi-Konjin
et al., 2005).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (2005), a ingestao didria
recomendada (IDR) de Vitamina C para adultos € de 45 mg. Para lactentes, a IDR € de 25
mg nos seis primeiros meses € 30 mg do sétimo ao décimo primeiro més. Criancas de 1 a 6
anos, tém sua IDR estipulada em 30 mg, para criancas de 7 a 10 anos, essa taxa passa a ser
de 35 mg.

Casos envolvendo toxicidade provocada por esta vitamina sao poucos, uma vez que
se trata de um composto hidrossolivel e é regularmente excretado pelo corpo, no entanto,
doses excessivas podem estar relacionadas a cédlculos renais e, em casos mais raros, a
anemia, causada pela interferéncia na absor¢do de Vitamina B12 (Wolkoff, 2004).

Quanto aos beneficios ao organismo, o dcido ascdrbico atua prevenindo danos e
doencas, como as cardiovasculares, certas complicagdes pré-natais, tumores malignos,
inflamagdes, catarata, mal de Parkinson e Alzheimer, bem como aceleragdao do processo de
envelhecimento celular (Sikora, Cieslik e Leszczynska, 2008). Atua ainda junto a formagao
de tecido conjuntivo e transporte de ions (Barata-Soares et al., 2004).

Abaixo esti ilustrada a estrutura do acido ascérbico (acido L-ascorbico - LAA) e de
seus isomeros (Figura I-2). Entre estes, apenas o dcido d-isoascérbico (DIAA) apresenta
atividade semelhante ao L-ascorbico em relagdo a acdo antioxidante, quanto a atividade
como Vitamina C, apresenta apenas 5% (Cordenunsi et al., 2002; Herrero, Ibanez e

Cifuentes, 2005).
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Figura I-2. Estrutura do 4cido ascdrbico e seus isdmeros (Boyce, 1999).

Sua acdo antioxidante estd relacionada com o aprisionamento de peréxidos toxicos e
com a estabilizacdo de radicais livres, protegendo lipidios, proteinas e outros
biocomponentes do dano oxidativo (Zinellu et al., 2004). Quando o ferro estd presente em
grande quantidade, o dcido ascorbico pode atuar como um pro-oxidante (Almares-Abarca et
al., 2007).

O mecanismo de oxidagdo do &4cido ascérbico pode ser visto na Figura I-3. A
primeira degradacdo produz o dcido dehidroascérbico (DHAA), que possui 80% da
bioatividade do LAA (Liao et al., 2001). Essa reacdo pode ser revertida apenas por
compostos de elevado potencial redutor, como o ditiotreitol (DTT). O DHAA pode ainda
ser hidrolisado ou oxidado para o dcido 2,3-dicetoglucdnico, que niao tem qualquer

atividade vitaminica C (Gibbons et al., 2001).

HO HO
0 : 0 L OH O
O Oxidacdo O Hidrdlise
HO — - HO t’h HO\/R(U\H/CC%H
HO OH 0 0 OH O
Acido Ascérbico Acido Dehidroascérbico Acido 2,3 dicetoglucénico

Figura I-3. Mecanismo de oxidacdo do 4cido ascérbico
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3. Interacoes entre antioxidantes

Produtos de origem vegetal constituem matrizes complexas com elevado nimero de
substancias. Como enunciado anteriormente, grande quantidade destas substancias sdo
compostos fendlicos com pronunciada atividade antioxidante. lacopini e colaboradores
(2008), no entanto, verificaram baixa associa¢do entre a quantidade de fendlicos presentes
em amostras e a capacidade antioxidante do extrato das mesmas. Estes autores inferiram
que esta incoeréncia € resultante de interagdes existente entre estes tipos de compostos,
sendo algumas vezes sinérgicas e outras antagonicas.

Alonso e colaboradores (1999) demonstraram a existéncia de sinergismo entre o
acido ascorbico e a rutina e entre o acido ascérbico e o acido caféico, mas houve um
antagonismo quando se associou &cido ascorbico com quercetina, avaliando-os pela
metodologia de capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP). Saucier e Waterhouse
(1999) verificaram a agdo sinergética na mistura de (+)-catequina com dcido ascorbico e
também de (+)-catequina com SO,, empregando uma técnica de avaliacdo com mioglobina.
Iacopini e colaboradores (2008) verificaram acdes antagdnicas entre (+)-catequina e (-)-

epicatequina, quercetina e rutina, por meio do DPPH".

4. Métodos de analise

E de significativa importincia que sejam desenvolvidos métodos capazes de
determinar, simultaneamente, uma grande gama de compostos, com rapidez, custos
relativamente baixos e com resultados de qualidade (Agostini e Godoy, 1997). Seguindo
esse objetivo, diversos procedimentos ja foram otimizados para identificar e quantificar
flavondides em alimentos, incluindo Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia Gasosa (CG), Eletroforese Capilar (EC) e Eletrocromatografia Capilar
(CEC) (Molnar-Perl e Fiizfai, 2005).

Para o acido ascorbico, a situacdo ndo € diferente, estudos que utilizam CLAE e EC
sao facilmente encontradas. H4 ainda métodos convencionais, como o realizado por meio

da titulagc@o do 4cido ascérbico por 2,6-diclorofenol-indofenol, e métodos enziméticos, que
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sd0 muito caros e lentos, dificultando andlises de muitas amostras (Galiana-Balaguer et al.,
2001).

Quanto a avaliagc@o do potencial antioxidante, também existem vdarias metodologias,
sendo que, entre elas, a andlise utilizando o radical sintético 2,2-difenil-1-pricrilhidrazina
(DPPH’) é a mais empregada quando se quer determinar a capacidade de seqiiestrar radicais

livres (Iacopini et al., 2008)

4.1. Identificacdo e quantificacao por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia

Inovagdes nos equipamentos e recheios de colunas cromatogréficas estdo tornando
esta técnica cada vez mais eficiente. Este fato, aliado as descobertas sobre as acdes
benéficas que os polifendis possuem no organismo humano, fazem da CLAE um artificio
atrativo e importante instrumento na andlise de compostos fendlicos (Malovand et al., 2001;
Prado e Godoy, 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas apresentadas por este tipo de substancias
permitem que possam ser analisadas amplamente pela CLAE equipada com colunas de fase
reversa, em geral empacotadas com particulas esféricas de silica ligadas a cadeia de
octadecil (Cyg) (Castellari, Fabiani e Arfelli, 2002; Molnar-Perl e Fiizfai, 2005). Em se
tratando de sistema de deteccdo, o detector de arranjo de diodos (DAD) € o mais simples e
0 mais usado em laboratdrios de andlises de alimentos e de material biolégico. Baseado no
espectro caracteristico de cada composto fornecido pelo DAD € possivel identificar e
quantificar compostos com alto grau de certeza (Molnar-Perl e Fiizfai, 2005). Outro
detector que também € bastante empregado € o eletroquimico e pode ser usado como
técnica complementar, uma vez que mede caracteristica bem seletiva.

Em relacdo aos flavonoides, pesquisas bibliograficas demonstraram que a fase
movel utiliza, majoritariamente, eluicdes em gradiente com duas composi¢des: uma aquosa
acidificada e outra organica. Na fase aquosa, solucdes de 4cido acético s@o bastante
empregadas (Bramati et al., 2002; Carmona et al., 2007; Giirbiiz et al., 2007). Também
foram encontradas solucdes 4cidas de dcido férmico (Careri et al., 2003; Matsubara e

Rodriguez-Amaya, 2006) e de dcido fosforico (Matilla, Astola e Kumpulainen, 2000; Wang
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e Huang, 2004). Para a fase orgénica, a acetonitrila € a mais usada (Bramati et al., 2002;
Careri et al., 2003; Fang et al., 2007; Giirbiiz et al., 2007; Matilla, Astola e Kumpulainen,
2000; Wang e Huang, 2004). Essas pesquisas comprovaram também que a coluna
cromatografica mais utilizada é aquela com recheio de C;g (Careri et al., 2003; Carmona et
al., 2007; Fang et al., 2007; Giirbiiz et al., 2007; Matsubara e Rodriguez-Amaya, 2006).
Quanto ao detector, além do DAD, foram encontrados trabalhos usando o detector de
Fluorescéncia (Giirbliz et al., 2007) e detector eletroquimico (Matilla, Astola e
Kumpulainen, 2000).

Os métodos desenvolvidos por CLAE para a determinacdo dos compostos fendlicos
podem ser aplicados desde uma verificagdo quantitativa até a determinacdo de adulteragcdes
e de autenticidade. Pesquisas utilizando a CLAE em fase reversa com elui¢ao por gradiente
puderam determinar constituintes fendlicos biologicamente ativos presentes em vinhos,
entre eles o dcido galico, trans-resveratrol, quercetina e rutina (Lopez et al., 2001). Escarpa
e Gonzales (1998) utilizaram esta técnica para verificar diferencas significativas na
concentracdo de fendlicos da casca de quatro variedades de macas, sendo que as principais
distingdes estdo nas quantidades de (+)-catequina e rutina.

As andlises por CLAE de éacido ascérbico geralmente verificam ndo sé esse 4cido,
mas também alguns de seus isomeros. Podem ser realizadas empregando colunas de fase-
reversa associadas a troca i0nica, colunas amino-ligadas, colunas revestidas com
aminodcidos poliméricos, ou, mais freqiientemente, colunas C;g. A detec¢do pode ser feita
por detectores eletroquimicos, fluorescentes ou por arranjo de diodos (Sdnches-Mata et al.,
2000).

Virios trabalhos que utilizam colunas C;g foram encontrados (Esteve et al., 1997;
Fontannaz, Kiling e Heudi, 2006; Gardiner et al., 2000; Gibbons et al., 2001), mas também
foram vistas andlises com coluna de NH, (Margolis e Schapira, 1997). Quanto ao par
16nico, hd predominancia no uso de brometo de alquiltrimetil amoénio (Esteve et al., 1997;
Fontannaz, Kilin¢ e Heudi, 2006; Gardner et al., 2000). Dos autores citados no presente
pardgrafo, a maioria utilizou detector de arranjo de diodos, com exce¢dao de Margolis e
Schapira (1997) que usaram detector eletroquimico. Quanto ao pH, a pesquisa encontrou

uma variagao de 4,5 a 7,8.
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4.2. Identificacao e quantificacao por Eletroforese Capilar

As similaridades quimicas dos compostos fendlicos e a complexidades de amostras
como os alimentos tornam o uso de métodos cromatograficos de alta efici€éncia necessarios
para a determinacdo qualitativa e quantitativa desses compostos. Embora esses métodos
sejam amplamente utilizados, € necessédrio o uso de solventes muitas vezes tOxicos, com
altos tempos de andlise e desenvolvimento de sistemas de gradiente extremamente
complexos para a separacao (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005).

A Eletroforese Capilar vem sendo apontada recentemente como um método bastante
satisfatorio para a determina¢do simultinea de diferentes compostos, entre eles os
polifenéis e alguns minerais. E uma técnica de separacdo relativamente nova quando
comparada a outros métodos, tais como a CG e a CLAE (Altria, 1999). Suas caracteristicas
sdo a alta eficiéncia de separacdo (acima de 10° pratos teéricos), baixo consumo de
amostras (em ordem de grandeza de nL) e reagentes (mL), tempos de andlises reduzidos e
alto grau de automacao (Gu et al., 2000; Prado, Boas e Godoy, 2002; Silva, 2003; Tavares,
Jager e Silva, 2003). Quanto a versatilidade, a EC apresenta sistemas de separacdo iguais
aos da CLAE, além de outros que a CLAE nao permite. Esta caracteristica faz com que as
duas técnicas possam ser utilizadas de forma complementar (Herrero, Ibanez e Cifuentes,
2005).

Entre os fatores que influenciam na separacdo dos compostos estdo: o tipo de
técnica de introdug¢do da amostra, o volume injetado da amostra, o tipo de amostra, a
temperatura do capilar na separacdo, a composi¢do do tampdo de corrida, a forga idnica do
mesmo, as técnicas de tratamento da superficie do capilar, o pH e a voltagem aplicados
(Gong et al., 2007; Silva et al., 2007)

A EC pode englobar diferentes mecanismos de separacdo em um Unico sistema,
com diferentes caracteristicas operacionais e diferentes principios de separagdo:
Eletroforese Capilar de Zona (CZE), Eletroforese Capilar em Gel (CGE), Cromatografia
Eletrocinética Micelar (MEKC), Eletrocromatografia Capilar (CEC), Focalizagdo
Eletrocinética Capilar (CIEF), e Isotacoforese (CITP). Todas essas modalidades diferem no

seu fundamento e no eletrdlito de base utilizado, porém todas apresentam uma
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caracteristica em comum: a separacdo € baseada na diferenca de eletromigracdo existente
entre os analitos quando um campo elétrico € aplicado (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005).

Para compostos fendlicos, as duas técnicas mais usadas sao CZE e MEKC. Na CZE,
a separacdo dos compostos é dada pela diferenca entre a mobilidade de espécies carregadas,
em eletrélitos que podem ser aquosos ou organicos, sendo que a mobilidade fica
condicionada a razdo carga/massa. Os eletrolitos podem conter aditivos, como, por
exemplo, ciclodextrinas, complexantes ou ligantes, que reagem com os analitos alterando
sua mobilidade (Silva et al., 2007). Na MEKC, ao contrario do que acontece para a CZE,
compostos neutros também podem ser analisados. E baseada na combinacio da eletroforese
com interacdes com aditivos, de modo a formar uma fase dispersa no capilar que se move
com velocidade diferente do analito. Esse aditivo forma micelas no eletrélito, dai vem seu
nome (Silva et al., 2007).

Watanabe e colaboradores (1998) realizaram uma comparagdo entre os métodos de
CLAE e MEKC na determinacdo de compostos fendlicos em cinco amostras de shochu,
uma bebida destilada alcodlica popular no Japao. Os autores chegaram a conclusdo que a
MEKC apresentava um tempo muito menor de trabalho e uma resolu¢do maior, podendo
desta forma ser utilizada como uma andlise de rotina para o controle de qualidade em
shochu, ao contrario da CLAE, que apresenta um longo tempo de processo.

Outros trabalhos, também de comparagdo das técnicas de CLAE e CZE descrevem
que ambos os métodos apresentam bons resultados para a andlise de compostos fendlicos
ndo coloridos em vinhos. Os autores relatam ainda que a CZE apresenta baixa resolugdo e
que esta pode ser uma técnica complementar a CLAE. As andlises realizadas em vinhos
portugueses apontaram que a maior vantagem da CZE em relacio a CLAE é o menor
tempo de andlise (Bronze e Boas, 1998; Bronze, Boas e Belchior, 1997).

Cao e colaboradores (2002) desenvolveram metodologia para a deteccdo de
flavondides em Ginkgo biloba L. Andlises realizadas nesta planta por CLAE apresentam
baixa resolugdo, grande tempo de separagdo, coluna com pequena vida util e resultados nao
confidveis. A utilizacdo de EC para este caso foi de grande beneficio.

Pietta (1991), citado por Cao e colaboradores (2002), comparou as metodologias de
andlise de flavondides em CLAE e EC também para Ginkgo biloba. Segundo o autor, o

sistema isocratico em CLAE ndo apresentou resultados eficientes quando comparados com
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os resultados obtidos por EC, o mesmo foi verificado quando utilizou gradiente de
reagentes, sendo que o processo apresentou menor rapidez e simplicidade. Pietta ressalta
ainda que a EC tornou-se uma importante técnica de separacdo, com rapidez, eficiéncia,
reprodutibilidade, utilizando minima quantidade de amostra, baixa quantidade de solventes
e apresentando facil remog¢do de contaminantes.

Assim como para a CLAE, pesquisa bibliografica foi realizada visando verificar as
condi¢des mais utilizadas para esta técnica quando flavondides e dcido ascérbico sdo o alvo
do estudo.

Para os flavondides, foi comprovada a informa¢do de que a maioria dos métodos
utiliza a MEKC ou a CZE. Entre os métodos de CZE, predomina o uso de tampao de
corrida composto por borato ou tetraborato (Chu et al., 2003; Fu et al., 2005; Peng, Liu e
Ye, 2006; Volpi, 2005; Wang e Huang, 2004), associacdo entre borato e fosfato também
pode ser usada (Xu et al., 2006). Para a MEKC, além do borato, tetraborato e fosfato, os
estudos utilizam um surfactante, que, em geral, € o dodecil sulfato de sédio (SDS)
(Aucamp, Hara e Apostolides, 2000; Fu et al., 2005). Alguns destes métodos também
utilizam um solvente organico como modificador, na maioria das vezes metanol (Aucamp,
Hara e Apostolides, 2000; Fu et al., 2005). Quanto ao pH de anélise, valores entre 7,0 € 9,5
foram encontrados em todos os artigos pesquisados. A temperatura do capilar durante as
andlises se manteve a 25°C para todos. O DAD novamente foi o detector mais empregado
(Aucamp, Hara e Apostolides, 2000; Fu et al., 2005; Volpi, 2005; Wang e Huang, 2004). O
detector eletroquimico também foi empregado por alguns autores para estes tipos de
andlises (Chu et al., 2003; Peng, Liu e Ye, 2006; Xu et al., 2006). A injecdo, em geral, foi
hidrodindmica (Aucamp, Hara e Apostolides, 2000; Wang e Huang, 2004) ou eletrocinética
(Chu et al., 2003; Fu et al., 2005; Peng, Liu e Ye, 2006; Xu et al., 2006).

No caso do é4cido ascorbico, Sddekd e Polonsky (2001) utilizaram a isotacoforese
para a separacdo dos dcidos L-ascorbico e D-isoascérbico, porém, a técnica de CZE € a de
mais comum uso, sendo que o tampao borato novamente foi o mais empregado (Choi e Jo,
1997; Galiana-Balaguer et al., 2001; Liao et al., 2000; Tang e Wu, 2005; Versari et al.,
2004; Zinellu et al., 2004), mas o tampao fosfato (Jin e Jiang, 2002) e tricina (Versari et al.,

2004) também sdo encontrados. Como modificadores desse tampao de corrida, t€m-se a
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acetonitrila (Galiana-Balaguer et al., 2001). A MEKC foi aplicada por Wang e Wu (2006)
com tampao borato adicionado de SDS.

O detector de arranjo de diodos foi também o mais usado (Choi e Jo, 1997; Galiana-
Balaguer et al., 2001; Liao et al., 2000; Tang e Wu, 2005; Zinellu et al., 2004), porém o
detector eletroquimico pode ser encontrado nos trabalhos de Jin e Jiang (2002). Tanto a
injecao hidrodindmica (Choi e Jo, 1997; Galiana-Balaguer et al., 2001; Liao et al., 2000;
Tang e Wu, 2005; Versari et al., 2004; Wang e Wu, 2006; Zinellu et al., 2004) quanto a
eletrocinética (Jin e Jiang, 2002), podem ser empregadas, sendo que hd predominincia da

primeira técnica. O pH do tampao variou de 8,0 a 9,5.
4.3. Quantificaciio de Acido ascérbico por DCFI

A andlise de d4cido ascérbico pode ser realizada ndo apenas por métodos
instrumentais, mas também por métodos convencionais. Uma simples titulacio com o
indicador 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI) é capaz de quantificar o acido ascorbico em
alimentos. Neste método, o acido ascérbico reduz o DCFI a uma solugdo incolor e, no
ponto final da titulacdo o excesso do indicador ndo reduzido confere a solugdo 4cida uma
coloracdo rosa, sendo este o ponto final da reagdo. E uma técnica de fécil aplicacdo e baixo
custo, principalmente quando comparada a CLAE e a EC, por exemplo.

O uso do DCFI € freqgiiente, tanto para a andlise de produtos alimenticios quanto
para produtos farmacéuticos, além de ser empregado como base de comparagdo para novas
metodologias. Esta técnica € ainda aquela indicada pela AOAC (1997) para a determinacdo
da Vitamina C em preparados e sucos de frutas.

Aratjo e colaboradores (2007) usaram esta metodologia para verificar a degradacio
da quantidade de Vitamina C presente em polpa de acerola conservada por 12 meses de
congelamento. McErlain e colaboradores (2001) aplicaram essa técnica para verificar a
perda na quantidade de &4cido ascérbico presente em vegetais apds o cozimento dos

mesmos, chegando até a 76%.
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4.4. Avaliacao do potencial antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos pode ser avaliada de diversas formas,
dentre elas, destacam-se aquelas que utilizam espécies reativas ao oxigénio e ao nitrogénio,
como, por exemplo, o radical 1,1-difenil-2-picril hidrazila (DPPH"), radicais hidroxilas
(HO"), superoxidos (O,"), radicais peroxilas (ROQ"), e hipoclorito (Firusi et al., 2005).
Entre essas técnicas, uma das mais utilizadas para avaliar compostos isolados e amostras é
baseada na complexacdo do radical livre DPPH’ (Jiménez-Escrig et al., 2000).

Quando um agente antioxidante (AH) é adicionado ao DPPH’, o elétron livre do
radical € pareado e sua coloracdo inicial purpura é perdida, passando para amarela, de
acordo com a reacdo expressa na Figura I-4. A diferenca de absorbancia gerada com a
perda de coloracdo do meio € a base da avaliagdo do potencial antioxidante por esta técnica

(Tacopini et al., 2008).

VRS \ .;{:;,.Wf,;:}.
—/ Nz \_/ H
N-N—="  Y-NO,+ AH —=  N-N
O,N &N oN
DPPH- DPPH

Figura I-4. Mecanismo de a¢do do DPPH’

Kuskoski e colaboradores (2005) analisaram por esta técnica 11 polpas de frutas:
amora, uva, acai, goiaba, morango, acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e maracuja.
Todas apresentaram potencias antioxidantes relevantes, mas a acerola foi a que obteve
maior resultado, seguida pela manga e pelo agai. Jiménez-Escrig e colaboradores (2000)
adaptaram a metodologia por DPPH’ para avaliar o potencial antioxidante de carotendides.
Entre os compostos analisados, o licopeno foi aquele que teve melhor resultados. Kulkarni
e Aradhya (2005) verificaram o perfil da capacidade antioxidante da fruta roma conforme
sua maturacao. A maior atividade foi observada quando a fruta apresentou 20 dias de idade.

Em 60 dias, 13% da capacidade havia se perdido, resultado associado a degradacdo de
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compostos fendlicos e Vitamina C. Um aumento de 10,6% foi observado na fase final (100
dias), fato associado ao actimulo de antocianinas na fruta. lacopini e colaboradores (2008)
utilizaram esta técnica para verificar a capacidade antioxidante de uvas e também de
compostos isolados. A uva Merlot foi aquela que apresentou maior capacidade. Entre os

compostos analisados, a (-)-epicatequina foi aquela que apresentou melhores resultados.

5. Geléia de Fruta, um alimento a ser explorado

Como dito anteriormente, antioxidantes naturais, como flavondides e A4cido
ascorbico, sao amplamente encontrados nas frutas e vegetais. Porém, muitas frutas nio
estdo disponiveis todo o ano, apresentando cardter sazonal, como € o caso dos morangos no

Brasil: sua plantagdo se inicia entre Mar¢co e Maio e a colheita acontece entre Junho e

(@

Novembro. Para possibilitar a venda do morango fora de sua época, na maioria dos casos,
empregada a conservacdo por baixa temperatura, resultando em perda de qualidade e
aumento de preco (Henrique e Cereda, 1999). O uso de processos tecnoldgicos também ¢é
uma alternativa para facilitar o acesso das propriedades funcionais do morango e de outras
frutas durante todo o ano, como € o caso da producao de geléias (Baker et al., 2005).

Segundo a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria (1978), por definicdo, geléia de
fruta é o produto obtido pela coc¢do de frutas inteiras ou em pedagos, polpa ou suco de
frutas, com acucar e dgua, sendo essa mistura concentrada até atingir textura gelatinosa. No
Brasil, geralmente emprega-se a fruta “in natura” e, com menor freqiiéncia, frutas
conservadas em pedagos na dgua ou calda rala, polpas e sucos (Lopes, 2007).

As geléias podem ser classificadas como simples, quando sdao preparadas por uma
unica espécie de fruta, ou mistas, quando preparadas com mais de uma espécie de frutas.
Como ingredientes obrigatdrios tem-se: (a) partes comestiveis de frutas frescas, congeladas,
desidratadas ou preservadas por outros meios, (b) sacarose, frutose, glucose, xaropes e
acucar invertido, isoladamente ou em misturas adequadas. Podem conter vinagre, suco de
limdo, mel de abelhas, bebidas alcodlicas (mdximo de 1,9% do produto final), condimentos
e especiarias. Alguns coadjuvantes tecnoldgicos também podem ser adicionados, como:
(a)pectina, (b) 4acidos citrico, tartdrico, madlico, litico e seus sais, (c) carbonatos e

bicarbonatos de potéssio e de sodio, (d) mono e diglicerideos (ANVISA, 1978).
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O processamento da geléia exige poucos equipamentos e possibilita o
aproveitamento de frutas improprias para compotas, o que as transforma em um produto de
melhor qualidade e mais sofisticado que os doces em massa (Lopes, 2007). Na Figura I-5
pode ser observado um fluxograma do processamento de geléias. Algumas das etapas
apresentadas sdo passiveis de grande degradacdo de flavondides e dcido ascérbico, como o
corte, a desintegracio, o despolpamento, a concentracdo em tacho, o aquecimento a 85°C e

também o armazenamento por longo periodo.

Recencio Adigdo de acido Aquecimento
ps e pectina até 85°C
. Concentragao Envase e
Selegdo Armazenamento
em tacho fechamento
2 r r a2
i Adicdo de
Limpeza e e
sacarose e Esterilizagdo Rotulagem
Lavagem . . ;
agucar invertido
2 i r a2
Descascamento, .
. Limpeza e
cortee Despolpamento Resfriamento
. o secagem
desintegracdo

Figura I-5 Fluxograma do processamento de geléias. Fonte: Lopes, 2007.

Em vista do processamento relativamente simples, da presenca de frutas ricas em
compostos antioxidantes, aliado a facil distribuicdo e disponibilidade no mercado, geléias
de frutas tornam-se alvos importantes de estudos. Em pesquisa bibliografica recente,
constatou-se que sdo raros os trabalhos que utilizam este tipo de alimento como base, ainda
mais raros sdo aqueles que envolvem andlises de compostos antioxidantes, como

flavonoides e acido ascorbico.
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CAPITULO 1L
OTIMIZACAO DE METODOLOGIA COLORIMETRICA
PARA A DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO
PRESENTE EM GELEIAS DE FRUTAS.

Resumo

A metodologia indicada pela AOAC (1997) para a determinacdo de Vitamina C em
sucos e preparados emprega uma titulacdo com o indicador 2,6-diclorofenol-indofenol. Esta
técnica apresenta dificuldades quando sdao analisadas amostras com intensa coloragdo.
Tendo em vista a necessidade de uma metodologia mais adequada para estas amostras,
modificacdes ao método tradicional foram feitas e a eficicia das mesmas foi comprovada.
Testes comparativos foram realizados entre a metodologia original, a modificada e um
método cromatografico. Dez diferentes geléias de frutas foram analisadas e as modificacdes
propostas foram satisfatorias, ao passo que os resultados foram mais semelhantes aos
obtidos pelo método cromatogrifico. O sistema apresentou-se linear, repetitivo (desvio
padrdo relativo de 2,50%), com alta recuperagdo (102,10%), e uma economia de 92,88% de
reagentes em relacdo a metodologia inicial. Foram encontradas concentracdes entre zero e

608 mg de 4cido ascorbico por 100 g de amostra.

Palavras chaves: dcido ascorbico, 2,6-diclorofenol-indofenol, geléias.
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OPTIMIZATION OF A COLORIMETRIC METHOD TO
DETERMINE OF ASCORBIC ACIDS IN FRUIT JELLIES.

Abstract

The AOAC (1997) standard methodology for determination of Vitamin C in juices
and preparations employs a titration with the indicator 2.6-dichloro-indophenol. This
technique presents difficulties when the analyzed samples have intense coloration.
Considering the need for a more adequate methodology to deal with these samples,
adaptations on the traditional method were performed and their efficacy was verified.
Comparative tests were performed between the standard methodology, the modified
methodology and the Chromatography method. Ten different jelly fruits were analyzed and
the proposed modifications were considered satisfactory, because these results were similar
to the chromatographic results. The system proved to be linear, repeatable (standard relative
derivation of 2.50%), with high recovery (102.10%) and an economy of 92.88% of reagents
in relation of the initial method. The concentrations were between 0 to 608 mg of ascorbic

acid per 100 g of sample.

Keywords: Ascorbic Acids, 2.6-diclorophenol-indophenol, jellies.
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1. Introducao

Em 1937, Albert Von Szent Gyorgyi, ganhou o premio Nobel pela descoberta de um
composto capaz de curar o escorbuto, uma enfermidade comum na época. Essa substancia é
hoje conhecida por &4cido ascoérbico (AA) ou Vitamina C. Apresenta caracteristicas
nutricionais importantes ligadas ao metabolismo humano, porém, atualmente, o maior
interesse por esse dcido estd voltado a sua capacidade antioxidante (Barata-Soares et al.,
2004; Neves et al., 2008). No organismo, atua capturando radicais livres téxicos e outras
espécies reativas de oxigénio, impedindo reagdes associadas a diversos danos e doengas,
como as cardiovasculares, certas complicagdes pré-natais, tumores malignos, inflamacdes,
catarata, Mal de Parkinson e Alzheimer, bem como aceleracio do processo de
envelhecimento celular (Sikora, Cieslik e Leszczynska, 2008). Casos de toxicidade
envolvendo a ingestdao de Vitamina C s@o poucos, uma vez que se trata de uma vitamina
hidrossoluvel e € regularmente excretada pelo corpo, no entanto, doses excessivas podem
estar relacionadas a célculos renais e, em casos mais raros, a anemia, causada pela
interferéncia na absor¢do de vitamina B, (Wolkoff, 2004).

Grande parte do suprimento de AA da dieta humana € proveniente de frutas e
vegetais (Barata-Soares et al., 2004; Lopez et al., 2005). O teor desta vitamina nos
alimentos pode variar bastante de acordo com o plantio, incidéncia solar, estigio de
matura¢cdo, manuseio pos-colheita, entre outros (Arrigoni e Tullio, 2002; Cordenunsi et al.,
2002; Lopez et al., 2005). Kulkarni e Aradhya (2005), em suas pesquisas, analisaram tal
varia¢do na fruta roma (Punica granatum) durante os estdgios de maturagdo e verificaram
uma diminuicdo no teor deste 4cido e de fendlicos em contraposi¢do a um aumento de
acucares totais e antocianinas.

Yamashita e colaboradores (2003) analisaram a estabilidade do AA presente em
acerola (Malpighia glabra) frente a processos industriais e verificaram que a degradacgao foi
proporcional a temperatura empregada, isto €, quanto maior a temperatura, maior a perda de
AA. A incidéncia de luz, a presenca de oxigénio e de compostos metdlicos e a atividade de
dgua alta também podem acelerar reagdes de degradacdo por oxidacdo (Gabas, Telis-
Romero e Menegalli, 2003). Além da perda nutricional, essa degradacdo € muitas vezes

responsdavel por alteracdes durante a estocagem de alimentos, limitando sua vida de
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prateleira, por meio da formacdo de compostos intermedidrios, como o furfural.
Processamentos de alimentos, para manterem a quantidade de AA, devem entdo ser
realizados de modo a evitar tais degradagdes (Al-Zubaidy e Khalil, 2007).

H4 muitos métodos que permitem a identificagdo e a quantificacdo de AA. Os
biolégicos foram os primeiros a serem desenvolvidos e inicialmente se destinavam a
determinar a quantidade necessdria desta vitamina para se prevenir o escorbuto. Como sao
métodos demorados, de alto custo e pouco repetitivos, perderam campo e sio pouco
utilizados na atualidade. Hoje os métodos quimicos sdo os mais empregados (Aldrigue,
1998; Emadi-Konjin et al., 2005).

Tillmans (1927), citado por Aldrigue (1998), foi o responsdvel por desenvolver
uma metodologia colorimétrica muito empregada pela comunidade cientifica. Trata-se de
uma titulagdo utilizando o indicador 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI). Neste
procedimento, o AA reduz o DCFI a uma solugdo incolor e, no ponto final da titulagdo, o
excesso do indicador ndo reduzido confere coloragdo rosa a solucdo éacida, o que indica o
ponto final da reacdo a olho nu, mas este também pode ser verificado eletrometricamente
ou fotometricamente. A técnica é de fécil aplicagdo e baixo custo, principalmente quando
comparada a técnicas cromatogréficas, por exemplo.

O uso do DCFI € freqiiente, tanto para a andlise de produtos alimenticios quanto
para produtos farmacéuticos e cosméticos, além de ser empregado como base de
comparacdo para novas metodologias. Esta técnica € ainda aquela indicada pela AOAC
(1997) para a determinacdo da Vitamina C em preparados e sucos de frutas.

Aldrigue (1998), em seu estudo, avaliou diversos meios para se quantificar
Vitamina C em polpa de acerola: a) método espectrofotométrico; b) método volumétrico
usando Iodato de Potéssio; ¢) método de Tillmans, e; d) Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Quando comparou em porcentagem a recuperacdo do AA, o autor
verificou que o método de Tillmans foi aquele que mais se aproximou dos dados obtidos
para CLAE, considerando-o entdo, o mais adequado entre os convencionais para a
determinacdo de AA nestas amostras.

Apesar da eficiéncia e do grande uso, o método de Tillmans apresenta dificuldades
quando sdo analisadas amostras de intensa colora¢do, como no caso de frutas, geléias, sucos

e outros. A coloracdo natural da amostra interfere na visualizacdo do ponto final (Aldrigue,
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1998; Jain, Ghaurasia e Verma, 1995). O presente trabalho visou desenvolver e quantificar
a Vitamina C presente em algumas geléias de frutas com intensa coloragdo. Modificagcdes
ao método original foram propostas e os resultados foram comparados entre si e também

com os resultados obtidos por CLAE.

2. Experimento

2.1. Reagentes

Foi utilizado dcido L-ascorbico da marca Synth e brometo de hexadecil-trimetil
amonio (citrimida) da Sigma. O radical livre 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI) foi obtido
junto a Fluka, enquanto o fosfato de sddio anidro dibdsico, acetato de sddio cristalino,
bicarbonato de sddio, acido meta-fosforico e adcido orto-fosférico foram obtidos da Merck.

O etileno diamino tetraacético sédico (EDTA) foi da marca Reagen.

2.2. Extracao das amostras

Foram utilizadas amostras de 10 geléias diferentes, cedidas pelo fornecedor Klaus J.
G. Bouillon ME, Indaiatuba - Sdo Paulo: geléias de acerola com morango (Al), laranja
(A2), rosela (A3), acerola com goiaba (A4), acerola com flor de groselha (rosela) (AS),
acerola com mand (A6), acerola com maracujd (A7), acerola (A8), acerola com banana
(A9) e goiaba com rosela (A10). Logo apds o recebimento, as amostras foram armazenadas
sob refrigeracdo em frascos de coloragdo ambar. As extracdes foram realizadas
individualmente e imediatamente antes das titulagdes, de modo a minimizar a exposi¢do a
agentes degradantes. A metodologia original foi realizada segundo o indicado pela AOAC
(967.21, 1997) com modificacdes: 0,5 g de amostras foram homogeneizadas em 50 mL de
dcido meta-fosférico 1% por 3 minutos (extrato 1). Para a andlise pelo método 2, esta
solucdo foi centrifugada por 5 minutos a 3000 g (extrato 2). Para a andlise por CLAE, a

solucdo resultante foi filtrada em poros de 45 um.
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2.3. Quantificacao por titulaciao direta (método I)

A solucgdo extraida foi titulada com DCFI (50 mg de DCFI e 20 mg de bicarbonato
de sédio em 100 mL de dgua destilada). O indicador DCFI foi padronizado com 10 mL de
uma solucdo padrdao de 100ug ml” de 4cido L-ascérbico. O ponto final da titulagdo foi
definido no momento em que a solugdo titulada apresentou coloragdo rosa, reservando-se
um periodo de 15 segundos para a confirmacdo do ponto de viragem. Para o célculo da

quantidade de AA presente na amostra foi aplicada a seguinte equacgao:

X
o= VX fx100
m

Equacao I1-1

Sendo que,
10xc¢

p
Equacao I1-2

f:

e 9 £

Onde “C” é a quantidade de AA (mg) presente em 100 g de amostra; “c” € a
concentracdo da solucdo de AA (mg mL™) usada na padronizagdo do DCFI; “p” € o volume
(mL) de indicador - DCFI utilizado na padronizacdo, reagindo com 10 mL de solucdo

z

padrdao de AA; “V” é o volume (mL) de indicador - DCFI utilizado na titulacdo do extrato

69 2%

de amostra, e; “m” é a quantidade de amostra (A) utilizada na extragao.

2.4. Quantificacao por titulaciao inversa (método II)

O extrato centrifugado da amostra (extrato 2) foi usado para titular uma solucio de
2 mL de indicador DCFI e 18 mL de dgua destilada. O ponto final da titulagdo foi definido
no momento em que a solugdo titulada apresentou colora¢do idéntica a solucdo titulante

(amostra diluida em dcido meta-fosférico e centrifugada), reservando-se um periodo de 15

40



segundos para a confirmacido do ponto de viragem. Para o cdlculo da quantidade de AA

presente na amostra foi aplicada a seguinte equagao:

c:[ijmo
VXm

Equacao I1-3

3

Onde “C” é a quantidade de AA (mg) presente em 100 g de amostra; ‘c’ é a
concentracdo de AA (mg mL™) usada na padronizacdo do DCFL; “p” é o volume (mL) de
solucdo de AA usado na padronizacdo do DCFI; “V” € o volume (mL) de extrato de

amostra utilizado durante a titulacdo, e; “m” é a quantidade de amostra utilizada na

extracdo.
2.5. Equipamento e condicoes Cromatograficas (método III)

A determinacdo por CLAE utilizou o equipamento da Hewlett-Packard série 1050
com detector de arranjo de diodos a 265 nm, com coluna Waters Spherisorb ODS-2 (250
mm x 4,6 mm). A fase mével apresentou 2,3 mmol L'de citrimida, 2,5 mmol L' de EDTA
sddico, 80 mmol L! de fosfato de sédio anidro dibdsico e 20 mmol L™ de acetato de sodio,
ajustado para pH 4,5 com 4cido orto-fosférico, e vazdo de 0,8 mL min.”. Este método foi

desenvolvido e validado no Capitulo III.
2.6. Validacao da metodologia desenvolvida

Foram realizados ensaios de linearidade, repetibilidade e recuperacdo para o método
desenvolvido visando verificar a eficiéncia do mesmo. A linearidade foi avaliada
construindo-se duas curvas analiticas: uma variando a quantidade de DCFI empregada (de 1
a 10 mL) e outra variando a concentragdo da solu¢do padriao de 4cido ascérbico analisada
(1 a 10 mg mL™"). A repetibilidade foi feita para duas concentracdes de dcido ascérbico e
também para uma amostra. As andlises foram realizadas por decaplicatas. A recuperagdo

(REC) foi verificada em dois niveis de concentracio (1 e 10 mg) e calculada de acordo com
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a Equacdo II-4, na qual, “C1” € a concentragdo jd existente do composto na matriz e “Cf” €

a quantidade analisada apds a fortificacdo e “Ca” € a concentracdo de acido ascérbico

adicionada (Equacao II-4).

c,-C
REC =C—x100

a

Equacao I1-4

3. Resultados e discussao

O estudo, inicialmente, buscava apenas verificar a quantidade de AA presente nas
amostras de geléias de frutas por meio da metodologia indicada pela AOAC (1997), porém,
durante o decorrer das andlises, houve dificuldade em se aplicar tal procedimento para
amostras de intensa coloracdo. Outro problema foi quanto a necessidade de extracdo das
amostras, uma vez que sdo solidas e a metodologia inicial foi desenvolvida para aliquotas
liquidas (sucos e preparado).

Como a Vitamina C é um composto de grande instabilidade frente a temperatura,
luz e também ao oxigé€nio, para resultados precisos, foi necessdrio que os agentes
degradantes tivessem sua acdo minimizada. Sendo assim, as amostras foram armazenadas
sob refrigeracdo (aproximadamente 4°C), em frascos-ambar bem vedados e com auséncia
de luz. A extracdo foi realizada imediatamente antes da titulacdo e as andlises se
procederam em ambiente com pouca luz.

A metodologia indicada pela AOAC (1997) prevé o uso de dcido oxdlico como
solucdo extratora, porém Aldrigue (1998), em seu estudo, verificou que esta etapa € mais
eficiente quando se utiliza o acido meta-fosférico em substitui¢do ao dcido oxdlico ou
apenas agua. O dcido meta-fosférico apresenta ainda a capacidade de precipitar proteinas e
inativar enzimas do grupo oxidase. Deste modo, no presente estudo foi empregada a
extracdo utilizando solucdo de dcido meta-fosférico 1%. Este autor também verificou que
quanto maior o tempo no qual a solucio extratora entra em contato com a amostra, menor €
a quantidade de AA detectada, este fato pode ser explicado pela alta instabilidade que a
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Vitamina apresenta. Alto tempo de agitacdo pode favorecer a extragdo da matriz, porém
favorece também sua degradacio.

Em um primeiro ensaio foi adicionando o 4cido meta-fosférico 1% a 0,5 g de
amostra e essa solucdo foi agitada manualmente, porém a amostra ndo se solubilizou
totalmente, o que impede a eficiéncia do processo. A extragdo empregando um sonicador se
mostrou mais adequada. Para evitar maiores degradacdes, um curto periodo foi proposto (3
minutos). Logo apds este processo a titulacao foi realizada.

Aydogmus e Cetin (2002) observaram que, apesar da determinacdo de AA por
DCFI ser um método freqiientemente utilizado e obter resultados rdpidos, o reagente tem
baixa estabilidade, podendo gerar resultados errdneos apds longo periodo de preparo. Deste
fato, surgiu a necessidade de se realizar uma padronizagdo do DCFI antes de seu uso. A
cada dia de trabalho uma nova padronizagdo foi realizada, evitando erros devido a tais
degradagdes. O valor obtido na padronizagdo variou significativamente de um dia para
outro, chegando a 20% de diferenca, o que evidencia a necessidade do procedimento.

Como previsto, as determinagdes de AA segundo a metodologia I apresentaram
dificuldade de visualizacdo do ponto final da reacdo, principalmente para as geléias de
intensa coloracdo rosa. A mudanca da cor natural da amostra para uma coloracdo rosada foi
por muitas vezes sutil, sendo que, conforme a cor natural é mais intensa, maior também € a
dificuldade na andlise. Um excesso de indicador DCFI foi necessario para que o ponto de
viragem pudesse ser detectado visualmente, o que gera uma titulacdo com final mascarado.
Ainda em relagdo ao ponto de viragem, a metodologia indica que a cor rosada deve
permanecer por 15 segundos devido ao tempo de reacio do DCFI com o AA. Em virias
amostras a coloracdo permanecia durante estes 15 segundos, mas, apds mais alguns
segundos, desaparecia, gerando dividas sobre o ponto final da reagao.

Outro problema na andlise utilizando a metodologia I diz respeito a amostras com
pequenas quantidades de AA. Estas utilizam um baixo volume de DCFI, chegando até a 0,3
mL, muito pouco para uma titulacdo em bureta. Esta observagcdao implica que, para um
volume maior de DCFI, € necessdrio utilizar maiores quantidades de amostras.

Tendo em vista que a mudanga de uma colorac¢do rosa para uma coloragdo incolor
poderia facilitar a visualizacdo do processo, inverteu-se a titulagdo, desenvolvendo-se a

metodologia II. Neste caso, a amostra foi colocada na bureta utilizada para a titulagdo e o
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reagente DCFI foi adicionado em um erlenmeyer, juntamente com agua. A tUnica alteracdo
referente a preparacdo da amostra em relacdo ao procedimento anterior foi a inclusdo da
centrifugagdo, apds a etapa de extragdo no sonicador, com a finalidade de se retirar maiores
sedimentos que pudessem provocar entupimento da bureta.

Neste método, o ponto final da reacdo teve sua visualizagdo significativamente
facilitada: a colora¢do da solucdo titulada (DCFI + &4gua) apresentou-se roxa, e, apds
algumas gotas de amostra (solugdo titulante), a colorag@o passou a ter um tom rosa intenso
e foi clareando a medida que se adicionava amostra. O AA contido no extrato de geléia
reduz o DCFI tornando-o incolor. No momento em que a coloragdo da solugdo titulada
apresentar a mesma coloracio da amostra titulante, ndo ha mais DCFI para ser reduzido, ou
seja, foi atingido o ponto final da andlise. Esta nova forma de visualizar o ponto final é
vantajosa, uma vez que a cor final da solugdo titulada é a mesma da titulante presente na
bureta.

Amostras com coloracdes iniciais rosa intenso continuaram apresentando
dificuldades de visualizagdo do ponto final da reacdo ao olho nu, mesmo apds estas
modificacdes, como € o caso da amostra A3, mas também sua visualizacdo do ponto final
no método I foi impraticdvel.

ApOs a verificagdo da eficiéncia do método em facilitar a visualizacdo do ponto
final da titulacdo, a linearidade do mesmo foi avaliada frente a variagdo da quantidade de
DCFI depositada no erlenmeyer, considerando uma solucdo de é&cido ascorbico de
concentracdo fixa. Na Figura II-1 € possivel observar que o sistema apresentou uma
linearidade indiscutivel, ao ponto que o coeficiente de correlacdo (R?) tem valor maior que

0,999 (Aquino et al., 2004).
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Figura II-1. Curva de linearidade obtida a partir da variagdo na quantidade de dcido ascérbico titulada com

DCFI

A quantidade de solugdo de AA necessdria para a titulacio aumentou
proporcionalmente ao aumento do volume de DCFI. Esta propor¢do estd intimamente
ligada a quantidade de 4dcido ascérbico que 1 mL de DCFI € capaz de titular. O coeficiente
angular da curva analitica obtida no teste de linearidade € justamente essa razao entre AA e
DCFI. Como conseqiiéncia, extingue-se a necessidade da constru¢do de uma curva analitica
para a quantificagdo de AA dentro da faixa testada (0,07 a 2,5 mg), sendo necessdria apenas
a padronizacdo da solu¢cdo de DCFI com uma solu¢@o conhecida de AA. Este cilculo pode
ser simplificado pela Equacdo II-3. O resultado deste tratamento de dados também permite
que a quantidade de DCFI utilizada na andlise possa ser variada com seguranga, o que
confere maior versatilidade ao sistema.

E importante observar também que a Equacdo II-3 trds como incégnita o volume de
amostra utilizado na titulacdo e essa incognita estd situada no denominador da equagdo.
Assim, quando a curva analitica de volume titulado versus concentracdo de AA na amostra
¢ construida, obtém-se uma equacdo da ordem de y = a/x. Para essa equagdo, novamente
uma boa linearidade € obtida, tendo-se, como coeficiente de correlagdo, o valor de 0,99

(Figura II-2).
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Figura II-2. Variacdo do volume de amostra titulado pelo método II versus concentragdo presente de AA na

mesma amostra.

Durante o desenvolvimento da metodologia II, verificou-se que a solu¢do a ser
titulada deve apresentar um volume constante para que o método apresente repetibilidade
aceitdvel. Ao variarmos a quantidade de DCFI, mantendo-se a quantidade de dgua fixa (por
exemplo, 2 mL de DCFI com 18 mL de dgua e 5 mL de DCFI com os mesmos 18 mL de
agua), foi obtido um desvio padrio relativo de até 9% entre as replicatas de uma mesma
amostra. Quando o mesmo estudo foi realizado mantendo-se um volume fixo de solucio
titulada (2 mL de DCFI + 18 mL de dgua e 5 mL de DCFI + 15 mL de 4gua), as replicatas
de uma mesma amostra tiveram erros mais baixos.

Em andlises preliminares, amostras com baixa concentracdo de AA necessitaram de
maior quantidade de solucdo titulante (amostra extraida), dificultando em parte a
visualizacdo do ponto final da rea¢do, uma vez que a cor rosada apresentada quando ainda
ha DCFI nao reduzido na solucdo ficou extremamente diluida. Este problema pode ser
facilmente resolvido aumentando-se a concentragdo de amostra ou diminuindo-se a
quantidade de DCFI. Esta tltima opcdo € a mais facil de ser realizada ao passo que a
amostra ja foi extraida e a concentracdo apds a extragdo pode ocasionar perdas
significativas na quantidade de AA. Esta alteracdo na quantidade de DCFI usada na andlise
pode ser facilmente realizada no método II, diminuindo-se apenas os 2 mL. empregados no
erlenmeyer. Ja para o método I, seria necessdrio realizar uma diluicdo do DCFI, alterando

sua concentracdo, o que necessitaria de uma nova padronizacdo.
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Como exemplo desta situagdo, a “Al1” demonstrou ter maior quantidade de AA que
a amostra “A9”, e, para titular 2 mL de DCFI, foi necessario um volume de 6,9 mL de
extrato. A amostra “A9”, no entanto, necessitou de grande volume de extrato (17,8 mL)
(Tabela II-1). Para as amostras em questdo a quantidade de DCFI ndo precisou ser alterada,

uma vez que foi preparado um extrato de 50 mL de cada.

Tabela II-1: Concentragdes e desvios padrdes relativos (DPR) de AA, segundo as
metodologias empregadas, presentes em 100 g de amostras. Indices A* > © relativos ao

teste estatistico “t de student”.

Padrao Adaptado CLAE
Amostra Média DPR Média DPR Média DPR
(mg/100g) (%)  (mg/100g) (%)  (mg/100g) (%)

Al 192° 4 204 4 334 2
A2 3¢ 30 70 7 146 2
A3 288*° 3 1° 8 0° -
A4 203*° 1 200° 2 297° 3
A5 159° 2 193° 2 320° 1
A6 186 1 172 4 274° 2
A7 291° 2 315 2 381° 1
A8 192° 2 449° 1 608° 3
A9 77° 5 101° 1 123° 1
A10 32° 3 33P 1 161°¢ 1

Foi verificada também a resposta da metodologia frente a variacdo na quantidade de
AA. Neste caso, fixou-se a quantidade de 2 mL de DCFI e 18 mL de dgua e variou-se a
quantidade de AA em solu¢do. Como a quantidade de DCFI € constante, a quantidade de
AA titulada € a mesma, variando entdo apenas o volume utilizado para cada diluicdo. Os
resultados apresentaram um desvio padrdo relativo de 3,3%, confirmando a eficiéncia do
método em determinar vdrias quantidades de AA em amostras, ndo importando a
concentracdo das mesmas, dentro da gama de ensaios realizados (de 0,07 a 2,5 mg de AA).

O teste de repetibilidade do método foi realizado titulando-se 10 solugdes de 3 mg
mL"' de AA e outras 10 de concentragdo 10 mg mL" de AA. Os resultados apresentaram

erros de apenas 1,14% e 1,50%, respectivamente. A repetibilidade foi também avaliada
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repetindo-se por 10 vezes a extracdo e a andlise da amostra “A5”. Um desvio padrio
relativo de 2,51 % foi encontrado. A taxa de recuperagdo do sistema retornou valores entre
99 e 101%, sendo considerada adequada.

Diante dos bons resultados obtidos, as andlises das amostras de geléias de frutas
foram realizadas em triplicatas, aplicando-se os trés métodos. A média dos resultados
obtidos e o desvio padrdo relativo correspondente para cada amostra podem ser
visualizados na Tabela II-1.

Para verificar estatisticamente qual a melhor metodologia a ser empregada para as
amostras em questdo, foi realizado o Teste t de Student. Além de serem comparados entre
si, os métodos I e Il foram comparados ao método III. Por se tratar de uma técnica
instrumental validada, as andlises por CLAE podem ser consideradas mais precisas que as
realizadas por métodos de bancada que estdo sujeitos a maiores erros do operador e
instrumentacdo, além de maior susceptibilidade a agentes degradantes, uma vez que
ocorrem em um sistema aberto, com presenca de luz. Os resultados deste teste podem ser
observados na Tabela II-1.

Todos os métodos de determinagdo de Vitamina C indicaram a presenca deste
composto na amostra “A1”. O teste t verificou que os resultados obtidos no método I foram
iguais ao método II, porém, ambos os métodos se diferem do método III. Este mesmo
comportamento pode ser observado para as amostras “A4” e “A6”.

A amostra “A2” apresentou uma quantidade muito baixa de Vitamina C, tanto para
o método I como para o II, porém em quantidades diferentes entre si e também em
comparagdo com o método III. Entre os métodos que empregam o reagente DCFI, o
segundo foi aquele que mais se aproximou dos resultados obtidos pelo método
cromatografico.

No caso da amostra “A3”, pode-se verificar como a colora¢io rosa de uma amostra
interfere significativamente na eficicia do método I. O ponto final da titulacdo foi
mascarado pela colora¢do, uma vez que foi necessario grande excesso de DCFI para ser
verificado o ponto de viragem. Este fato foi minimizado no método II. O teste estatistico
indicou que todas as respostas s@o diferentes entre si, porém o método III retornou valores
ndo detectdveis para a quantidade de AA encontrada e também para a varidncia.

Observando os valores, fica claro que o método II se aproxima mais do método III do que o
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método I. Com isso, para esta amostra, o método II também foi mais eficiente que o método
L

As amostras “AS5”, “A7”, “A8”, “A9” e “Al0” apresentaram comportamentos
parecidos com o da amostra “C”, uma vez que as quantidades de dcido ascérbico diferiram
entre si, porém os valores indicados no método II foram mais proximos dos resultados do
método III do que os do método 1.

Em resumo, a partir das observagdes feitas para cada teste estatistico, pode-se inferir
que o método II trds vantagens para a maioria das amostras com intensa coloragdo
verificadas, quando comparado com o método I, uma vez que as respostas se aproximam
mais do método utilizado como padrdo de comparacdo (método III). Mas também se pode
verificar que ambos os métodos ainda ndo apresentaram resultados equivalentes ao método
1.

Outra vantagem do método II € a menor utilizacdo do reagente DCFI, ou seja, houve
uma menor geragdo de residuos em relacdo ao método I. Se compararmos a quantidade
utilizada para a determina¢do de Vitamina C em todas as amostras do presente estudo, foi
necessdrio em torno de 281 mL de solu¢do de DCFI para o método I, enquanto o método II
usou apenas 20 mL, ou seja, uma economia de aproximadamente 93% de solucdo de DCFI.

Quanto ao residuo gerado pelos testes, os extratos de amostras ndo utilizados sdo
apenas solugdes dcidas que podem ser descartadas apds neutralizacdo, assim, o residuo a
ser tratado com maior énfase consiste nas solugdes que apresentam DCFI. Para o método II
este volume €, em média, 25 ml por replicata, ja no método I, este residuo fica em torno de

55 ml. A menor producio de residuos também consiste em uma vantagem do método II.
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4. Conclusao

O método desenvolvido no presente estudo demonstrou ser confidvel e apresentou
vantagens em relacdo ao método original indicado pela AOAC (1997), quando ambos sdo
comparados ao método cromatografico. A quantidade de reagentes utilizados no método
desenvolvido diminuiu consideravelmente em relacdo ao anterior, diminuindo também a
quantidade de residuo gerado. A avaliagdo da eficiéncia da metodologia foi realizada de
modo que sua repetibilidade foi satisfatoria tanto para a amostra e quanto para solucdes de
padrdes individuais. A quantidade de Vitamina C encontrada nas geléias variou de “ndo
detectado” a 608 mg de &cido ascorbico por 100 g de amostra. De acordo com o
apresentado, pode-se afirmar que o objetivo do presente trabalho foi concluido, de modo
que a determinacdo empregando o indicador DCFI foi facilitada, permitindo que amostras
de intensa colora¢do fossem analisadas com maior precisdo, porém ainda hd problemas

quando se analisam amostras de coloragdo rosa intenso.
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CAPITULO III
IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ACIDO L-
ASCORBICO E ACIDO D-ISOASCORBICO EM GELEIAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.

Resumo:

A Vitamina C, também conhecida como d&cido ascoérbico, apresenta elevado
potencial antioxidante e importantes funcdes nutricionais. Atua auxiliando na captura de
radicais livres toxicos e outras espécies reativas de oxigénio, o que pode prevenir diversos
danos e doencas em tecidos e processos de envelhecimento. Pode ser encontrado em
diversas formas isoméricas, cada uma com diferentes potenciais antioxidantes e diferentes
atividades pré-vitamimicas C. O presente estudo desenvolveu uma metodologia por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para identificar e quantificar dois diferentes
1isdomeros do acido ascérbico: adcido L- ascorbico (LAA) e 4cido D-isoascérbico (DIAA). O
DIAA apresenta apenas 5% da atividade pro-vitaminica C que o LAA. O método
apresentado separou eficientemente esses dois isdmeros, com boa seletividade e linearidade
(r2 acima de 0,99). O teste de repetibilidade resultou em um desvio padrdo relativo abaixo
de 2%. A recuperacdo ficou entre 87 e 105%. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram
7e2l mg L para o LAA. Estes mesmos limites foram 5 e 14 mg L para o DIAA. Alguns
parametros foram estabelecidos neste estudo com a inten¢do de prevenir a degradacdo
destes compostos nas amostras. DIAA nao foi encontrado nas amostras analisadas, ja4 LAA
foi encontrado em quase todas as amostras, chegando a uma concentragdao de 608 mg em

100 g de geléia de acerola.

Palavras-chave: dcido L — ascorbico, dcido D-isoascorbico, Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia, geléia de frutas.
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IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF L-
ASCORBIC ACID AND D-ISOASCORBIC ACID IN JELLIES
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY.

Abstract:

The Vitamin C, also called ascorbic acid, has high potential anti-oxidative and
important nutritional functions. It may assist in the capture of free radicals toxic and others
species reactive of oxygen, that can prevent diverse damage and diseases in the tissues and
the process of oldness. It should be emphasized that this compound can be found in
different isomeric forms in nature, with different potential antioxidant and with different
activity pro-vitamin C. This work developed a methodology by High Performance Liquid
Chromatography to detect and quantify two isomers of ascorbic acid: L-ascorbic acid
(LAA) and D-isoascorbic acid (DIAA). The DIAA has 5% of activity pro-vitamin C of the
LAA. This method showed a good selectivity and linearity (12 above 0,99). The test of
repeatability showed relative standard deviation below 2%. The recovery rate was between
87 and 105%. The limits of detection and quantification were 7 and 21 mg/L, respectively,
for LAA. These limits were 5 and 14 mg L™, for DIAA, respectively. Some parameters
were established in this study to avoid the degradation of these compounds in the samples.
DIAA was not found in the analyzed samples. LAA was found in almost samples, with

concentrate up to 608 mg of LAA in 100 g of acerola jelly.

Keywords: L — ascorbic acid, D-isoascorbic acid, High Performance Liquid

Chromatography, jellies fruits.
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1. Introducao:

O é4cido ascorbico ficou conhecido pela sua capacidade de prevenir o escorbuto
(Barata-Soares et al., 2004), Atualmente, a ciéncia tem demonstrado maior interesse em sua
capacidade antioxidante, a qual lhe torna capaz de ajudar na captura de radicais livres
toxicos e também de algumas espécies reativas de oxigénio (Arrigoni e Tullio, 2002). Atua
prevenindo danos e doencas, como as cardiovasculares, certas complicacdes pré-natais,
tumores malignos, inflamacdes, catarata, mal de Parkinson e Alzheimer, bem como
aceleracdo do processo de envelhecimento celular (Sikora, Cieslik e Leszczynska, 2008). A
Vitamina C pode ainda atuar na formacao de tecidos conjuntivos e também no transporte de
ions (Barata-Soares et al., 2004). Casos de toxicidade envolvendo a ingestdo desta vitamina
sdo poucos. Por ser hidrossolivel, é regularmente excretada pelo corpo, mas doses
excessivas ja foram relacionadas a pedras no rim e, em casos raros, a anemia, causada pela
interferéncia na absorcao da vitamina B, (Wolkoff, 2004).

O 4cido ascérbico apresenta uma estrutura contendo 6 carbonos e algumas formas
isoméricas podem ser encontradas: dcido L — ascorbico (LAA), dcido D — ascorbico

(DAA), 4cido L — isoascérbico (LIAA) e 4cido D — isoascorbico (DIAA) (Figura III-1).

HOQ HQ
OO /u N0
HOCH _ HOCHY q
HO OH HO OH
acido L-ascorbico acido L-isoascorbico
HO HOQ
)' g N0 ONg0
HOCH; _ HOCHY .
HO OH HO OH
acido D-ascorbico acido D-isoascorbico

Figura III-1. Estruturas isoméricas do dcido ascorbico

O isdmero mais usado pelo organismo humano, e também o mais encontrado

naturalmente em frutas, € o LAA, o qual € responsdvel pelas fungdes bioldgicas (Wang et

55



al., 2000). O DIAA, também conhecido como acido eritroascérbico ou D-araboascoérbico,
apresenta propriedades antioxidantes similares ao LAA, mas mostra apenas 5% da
capacidade pré-vitaminica do mesmo (Hidiroglou, Madere e L’ Abbe, 1997; Fidler et al.,
2004; Fontannaz, Kilin¢ e Heudi, 2006). Este isdbmero nao é normalmente encontrado em
alimentos naturais, mas tem grande importancia para a tecnologia alimenticia, uma vez que
pode ser utilizado como antioxidante em bebidas, vinhos e produtos cirneos, substituindo o
LAA, gerando reducdo de custos e mantendo as mesmas qualidades antioxidativas (Sadeka
e Polonsky, 2001).

Mais de 90% do acido ascérbico presente na dieta humana € proveniente de frutas e
vegetais (Lopez et al., 2005). A quantidade encontrada em cada um deles pode variar
dependendo do plantio, incidéncia solar, etapas de maturacdo, tratamentos pds-colheita,
entre outros (Nachtigall, Granada e Zambiazi, 2002).

Em ambientes secos, o dcido ascérbico apresenta-se estdvel, mas pode perder
gradualmente sua funcdo quando exposto a luz (Aldrigue, 1998). Em solugdo, este
composto ¢ facilmente degradado, principalmente na presenca de cobre, ferro e élcali
(Davey et al., 2000). Esta instabilidade impde que os métodos de extracdo, identificagdo e
quantificacdo sejam realizados de acordo com algumas condi¢Oes ambientais controladas,
como temperatura, pH, auséncia de oxigénio, auséncia de metais e presenca de agentes
estabilizantes. (Nachtigall, Granada e Zambiazi, 2002; Davey, Bauw e Montagu, 1996;
Gabas, Telis-Romero e Menegalli, 2003).

Virios métodos ja foram desenvolvidos para determinar a quantidade de 4cido
ascorbico presente em amostras alimenticias, bioldgicas, farmac€uticas e cosméticas. Os
métodos bioldgicos foram os primeiros a serem empregados e sdo focados na determinacdo
da quantidade necessdria de 4acido ascérbico para se prevenir o escorbuto, utilizando
experimento com cobaias. Atualmente nio sdo freqiientemente usados, pois sdo demorados,
necessitam de alto custo e oferecem baixa repetibilidade (Aldrigue, 1998).

Tillmans (1927), citado por Aldrigue (1998), foi o responsédvel por desenvolver o
procedimento colorimétrico mais utilizado na atualidade. Apds aperfeicoamentos, este
método foi considerado o padrio para a determinac@o de dcido ascérbico em preparados e
sucos, de acordo com a “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 1997). Ele

utiliza uma titulacdo com o indicador 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI). O &cido ascérbico
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reduz este reagente fazendo com que perca sua coloragdo inicial azul, se tornando
levemente rosada (Aldrigue, 1998). Esta € uma técnica de fécil aplicacdo e baixo custo,
principalmente quando comparada com uma técnica cromatografica, por exemplo.

A maioria dos métodos que determinam a quantidade de 4dcido ascérbico presente
em alimentos nio € capaz de discriminar o LAA do DIAA. Este fato pode criar resultados
imprecisos quando se quer avaliar a quantidade de Vitamina C em alimentos (Aldrigue,
1998; Fontannaz, Kilin¢ e Heudi, 2006). Entre esses métodos, € de grande destaque aquele
indicado pela AOAC (1997), citado anteriormente. Hughes e Hurley (1999) verificaram
que o DCFI atua de maneira igual para os dois isOmeros.

Entre os métodos cromatogréficos, as Cromatografias em Papel e em Camada
Delgada apresentam bons resultados na separacdo desses isomeros, porém nao sio técnicas
muito utilizadas. A Cromatografia Gasosa mostra boa linearidade e alta sensibilidade, mas
envolve derivatizacdo do dcido ascérbico a trimetilsilil éter. A Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) é o método mais usado atualmente. Ela ser realizadas empregando
colunas de fase-reversa associadas a troca ionica, colunas amino-ligadas, colunas revestidas
com aminodcidos poliméricos, ou, mais freqiientemente, colunas C;s. A deteccdo pode ser
realizada por detectores eletroquimicos, fluorescentes ou por detector de arranjo de diodos
(DAD). A CLAE vem apresentando bons resultados para amostras bioldgicas,
farmacéuticas e alimenticias. E um método de alta sensibilidade, especifico e simples
(Sanches-Mata et al., 2000; Margolis e Schapira, 1997).

Pappa-Louisi e Pascalidou (1998) separaram LAA, DIAA, 4cido dehidroascérbico
(DHA) e 4cido trico (UA) por CLAE. Eles utilizaram DAD a 323 nm, fase mével contendo
ditiotreitol, tampdo fosfato, Na,EDTA, e cetiltrimetil bromato de amoénio. Fontannaz,
Kilin¢ e Heudi (2006) avaliaram a quantidade de DIAA e LAA em produtos fortificados. A
fase movel apresentou dodecilamina, acetonitrila e acetato de sodio. O pH foi ajustado para
5,4, a deteccao foi realizada em DAD (265 nm) e a coluna utilizada foi Cs.

O presente trabalho teve como objetivo validar um método de identificacdo e
quantificacio de LAA e DIAA em geléia de frutas. A repetibilidade, linearidade,

seletividade e a recuperacdao do método foram testadas.
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2. Experimento

2.1. Reagentes

Bromato de hexadecil trimetil amdnio foi adquirido da Sigma; fosfato de sédio
anidro, acetato de sédio, dcido meta-fosférico (MPA) e acido orto-fosférico foram obtidos
da Merck; Na,EDTA foi adquirido da Reagen. Os padroes LAA e DIAA foram adquiridos
da Synth. A dgua desionizada foi obtida pelo Milli-Q, Millipore.

2.2. Extracao da amostra.

Este trabalho avaliou a presenca de LAA e DIAA em 10 geléias diferentes: (A1)
acerola com morango, (A2) laranja, (A3) rosela, (A4) acerola com goiaba, (AS) acerola
com rosela, (A6) acerola com mand, (A7) acerola com maracujd, (A8) acerola, (A9) acerola
com banana e (A10) goiaba com rosela. As geléias foram adquiridas do produtor Klaus J.
G. Bouillon ME, Indaiatuba - Sdo Paulo, foram divididas em pequenas por¢des e estocadas
sobre refrigeracdo em frasco ambar imediatamente antes das andlises para evitar a
degradacdo. A metodologia extrativa foi realizada segundo o indicado pela AOAC (967.21,
1997) com modificacdes: 0,5 g de amostras foram homogeneizadas em 50 mL de 4cido
meta-fosforico 1% por 3 minutos. Esta solu¢do foi centrifugada por 5 minutos a 3000 g e

filtrada em poros de 45 um.

2.3. Equipamento e condicoes Cromatograficas.

O sistema de CLAE consistiu em um HP serie 1050 com DAD. O tratamento dos
dados foi realizado no ChromQuest. A coluna usada foi Waters Spherisorb ODS com 25
pm de didmetro (250 x 4,6 mm). A fase mdvel consistiu em 2,3 mmol L! de bromato de
hexadecil trimetil amonio, 2,5 mmol L' de Na,EDTA, 80 mmol L' de fosfato de sédio
anidro e 20 mmol L™ de acetato de sédio, ajustado para pH 4,5 com 4cido orto-fosférico. E

um método isocratico com elui¢do a 0,8 mL min.". A detecc¢do foi realizada a 265 nm.

58



2.4. Metodologia de validacao.

A seletividade do método foi avaliada usando o DAD. Foi realizada uma
comparacio entre a resposta da amostra extraida com a resposta de uma solugdo padrdo. Os
parametros de comparacdo foram os tempos de elui¢do, os espectros de absorbancia e
fortificacdo de amostras. A linearidade do sistema foi verificada utilizando concentracdes
entre 10 e 200 mg L' A repetibilidade foi avaliada submetendo-se ao sistema 10 diferentes
solucdes padrdao de dcido ascorbico em igual concentragdo, procedimento realizado para
duas concentragdes diferentes (30 e 100 mg L'l). O limite de deteccdo (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ) foram obtidos por meio da divisdo do desvio padrdo calculado no
ensaio de repetibilidade (s) e do coeficiente angular obtido na curva analitica (S), R= s/S.
Limite de detec¢do foi calculado multiplicando este coeficiente (R) por 3,3 e o limite de

quantificacao foi calculado multiplicando o R por 10 (Ribani et al., 2004).
2.5. Recuperacao

Com o objetivo de verificar o método de extracdo, foi realizado o ensaio de
recuperacdo. Quantidades conhecidas (Ca) de dcido LAA e de DIAA foram adicionadas
a uma amostra e procedeu-se a extracdo conforme descrita anteriormente. A
recuperacdo (REC) foi calculada pela diferenca entre a concentracdo ja existente do
composto na matriz (Ci) e a quantidade analisada ap6s a fortificacdo (Cf) (Equagdo
III-1). Este procedimento também foi realizado para duas concentracdes de dacido

ascorbico diferentes: 30 e 100 mg L™.

C, -
REC ==L ——x100

a

Equacao III-1
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3. Resultados e discussao.

Alguns artigos jd identificaram e quantificaram 4cido ascorbico em frutas, sucos e
outros produtos, mas poucos estudaram esse composto em geléias. O acido ascérbico, por
ser muito instdvel, pode apresentar grande degradacdo durante a fabricacdo desses
produtos. A producdo de geléia envolve maceracdo, homogeneiza¢do e concentracao a um
nivel alto de sélidos soluveis, ou até completar o tratamento térmico (pasteurizacdo) (Baker
et al., 2005).

A exposicdo a luz, a presenca de oxigénio e alta temperatura durante a andlise
qualitativa e quantitativa desse composto, ji& com niveis altos de degradacdo em
comparacdo com a fruta in natura, foi evitada tomando-se alguns cuidados: as amostras
foram mantidas a baixas temperaturas até o momento da extracdo, em frascos ambar, bem
vedados; a extracdo foi realizada rapidamente para diminuir o efeito dos agentes
degradantes; a extracdo da amostra foi realizada imediatamente antes de ser aplicada na
CLAE; a andlise por CLAE foi feita de modo a ter tempo curto de andlise.

O método de extrag@o foi desenvolvido com base no indicado pela AOAC (1997),
mas com algumas modificacdes. A primeira modificagdo foi a substituicio do solvente
acido oxalico por MPA. Aldrigue (1998), em seu estudo, verificou que o MPA apresenta
uma extragdo mais eficiente que o 4cido oxdlico e também que somente dgua. O MPA
possui a capacidade de precipitar proteinas e inativar algumas enzimas. Em vista dessas
observacdes, o presente estudo utilizou MPA numa concentragdo de 1%.

A homogeneizacdo da solucdo de geléia com solvente foi realizada primeiramente
de forma manual, mas, verificou-se que esse procedimento ndo foi suficiente para dissolver
toda a geléia. Para resolver esse impasse, a amostra foi submetida a um sonicador por 3
minutos. Apds esta etapa, a solugdo foi centrifugada e aplicada a CLAE.

A fase mével empregada foi definida de acordo com a revisdo bibliografica indicada
na (Tabela III-1). Por esta tabela, percebe-se que as fases méveis utilizadas pelos autores
citados sdo constituidas de uma solu¢do tampao adicionadas de um par i6nico. Algumas
andlises utilizaram ainda o antioxidante EDTA para evitar a oxidacdo da vitamina durante
os testes. A fase estaciondria mais utilizada foi uma coluna de C;s. Seguindo esses

preceitos, a solu¢do tamponante escolhida pelo presente estudo foi fosfato de sodio anidro
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em conjunto com acetato de sodio, adicionados do par i6nico bromato de hexadecil trimetil

amonio. A esse sistema, empregou-se também o antioxidante EDTA.

Tabela ITI-1. Métodos de separacdo de LAA e DIAA por CLAE. Uma revisdo

Analitos Amostras Extracio FE FM Detector  Referéncias
LAAe Amostras MPA 5% NH, Fosfato, dgua, Eletro- Margolis e
TIAA bioldgicas acetonitrila, quimico Schapira,
acido fosforico 1997
LAA, Frutas e MPA 1% Cis DTCA, Uuv Kalle
TIAA, vegetais Acido oxdlico 0,5%, Na,EDTA, 247 nm Andersen,
DHA pH 2,0 fosfato, acetato, 1999
pH 4,5
LAA, Amostras MPA 10% Cig Fosfato, acetato, Colori- Lykkesfeldt,
DAA, bioldgicas 2 mmol L™ de EDTA DTCA, TCAB, métrico 2000
DHA e Metanol
UA pH 5,4
LAAe Sucos Naturais Agua Cig Acido acético, DAD Furusawa,
IAA e concentrados pH 2,5 2001
LAAe Morango MPA 1% Cis Tampdo acetato DAD Cordenunsi
IAA de sddio et al., 2002
pH 4,2
LAAe Produtos Tris Cig Decilamina, DAD Fontannaz,
TIAA fortificados [2-carboxietil] acetonitrila, Kiling e
fosfato acetato, pH 5.4 Heudi, 2006

FE: fase estacionaria; FM: fase mével; MPA: acido meta-fosforico; DTAC: cloreto de n-dodeciltrimetil

amonio; TCAB: Brometo de tetraoctil amdnio. DAD: detector de arranjo de diodos.

Testes foram realizados até se obter a concentracdo de cada composto necessaria

para a separagdo dos dois isOmeros acontecerem de forma satisfatéria. Apds este

desenvolvimento, foi realizada a validagdo do método para que os dados qualitativos e
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quantitativos pudessem ter sua confianca comprovada. Nesta etapa, a geléia de acerola com
morango foi utilizada como base de estudos.

A seletividade foi o primeiro parametro verificado. Para essa avaliacdo, foi
necessdria a comparacio entre o cromatograma obtido na andlise dos compostos isolados
em solucdo e a amostra extraida. Foram observados o tempo de eluicdo e o espectro de
absorbancia. Neste estudo foram analisados dois isdmeros do &dcido ascérbico e estes
apresentam espectros de absorbancia idénticos, assim, apenas o tempo de eluicdo pdde ser
usado para distinguir a presenga de cada um dos isomeros na amostra. O espectro pdde ser
aplicado apenas para diferir os isdmeros dos outros compostos presentes no extrato. Uma
amostra fortificada também foi comparada aos cromatogramas obtidos anteriormente. Nesta
ultima andlise, apenas o aumento do sinal dos dois compostos em questdo foi observado,
quando comparados com a matriz sem fortificacdo, evidenciando e confirmando a
capacidade de separacdo e identificacdo do método. Em vista desses resultados, o sistema
pode ser considerado seletivo: capaz de verificar a presenca destes compostos na amostra
em questdo, sem que haja interferentes.

A repetibilidade do método foi avaliada em dois niveis de concentragdo: 30 e 100
mg L. Cada concentracio foi preparada 10 vezes e aplicada ao método de identificacio.
Durante os testes, uma queda progressiva do sinal emitido pelo detector foi observada, sinal
que € diretamente proporcional a quantidade de analito presente em solucdo, indicando uma
degradagcdo com o tempo. Todas as 20 aliquotas deste teste foram preparadas ao mesmo
tempo e aplicadas ao Cromatdégrafo Liquido no momento conveniente. Uma diferenca de
56% foi encontrada entre a primeira e a ultima aplicacdo de mesma concentrac¢do, sendo
solugdes diferentes, porém preparadas no mesmo tempo. Este fato comprova a necessidade
de grandes cuidados no preparo de solu¢des e amostras e a importancia de se preparar estas
solucdes imediatamente antes da aplicacdo ao método ou armazend-las de forma mais
adequada. As solucdes-mae foram entdo armazenadas em pequenas aliquotas, a baixa
temperatura, com auséncia de luz e por curto periodo. A cada andlise, uma nova pequena
aliquota foi levada a temperatura ambiente e em seguida, utilizada.

Ap6s estas precaugdes, o desvio padrao relativo do sinal do detector ficou abaixo de
2%. A separacdo dos picos pode ser observada Figura III-2. Os picos se encontram bem

separados e com uma simetria satisfatéria. O tempo de eluicdo do LAA foi de 10,58 + 0,06
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minutos, enquanto o tempo do DIAA foi de 12,32 + 0,07 minutos. Estes tempos de elui¢cdo
pode ser considerados adequados, pois ndo sdo préximos a zero e nao sao longos, o que
levaria a grandes periodos de andlise. O ensaio de repetibilidade também foi aplicado em
uma amostra de geléia e retornou uma taxa de desvio padrao relativo do sinal do detector de

5,9%, valor que pode ser considerado satisfatorio, segundo Ribani e colaboradores (2004).
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Figura III-2. Perfil cromatografico obtido através da andlise de LAA e DIAA. As condi¢des de andlise estdo

descritas no item 2.3 do presente capitulo.

A avaliacdo da linearidade do sistema foi realizada utilizando uma variag¢do de 10 a
200 mg L' na concentracio dos analitos. Os dois isdmeros apresentaram alta linearidade
para a faixa mencionada, com coeficientes de correlagdo de 0,996 para o LAA e 0,991 para
o IAA (Aquino et al.,2004) . Duas outras curvas analiticas foram construidas em dois dias
diferentes, utilizando novos padrdes diluidos e nova fase moével. O coeficiente de
correlagc@o para todas as curvas foi considerado satisfatério ao passo que ficaram acima de
0,99. Agrupando os dados das trés curvas em uma unica, os resultados de linearidade se
repetiram. Os coeficientes angulares do LAA e do IAA foram 30,01 e 33,21,
respectivamente.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados de acordo com o item 2.4.
O LAA retornou valor de 7,09 mg L' para o LD e 21,49 mg L para o LQ. O DIAA
apresentou 4,35 mg L™ parao LD e 13,18 mg L' para o LQ.
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O final da avaliagdo da metodologia mostrou um método seletivo e linear para os
dois isomeros. Os limites de detec¢do e quantificacdo foram aceitdveis para a geléia
observada.

A taxa de recuperacdo do sistema também foi avaliada. Os isOmeros foram
adicionados em concentragdes de 30 e 100 mg L". O estudo mostrou valores entre 87 e
105% de recuperacdo para ambos os isdmeros. Ribani e colaboradores (2004) descrevem
que sdo aceitdveis valores inscritos no intervalo de 70 a 120%. Aquino e colaboradores
(2004) indicam um intervalo mais restrito, de 80 a 110%. O resultado apresentando pelo
método estd de acordo com os dois autores.

A quantidade de isdmeros nas geléias foi finalmente verificada. O DIAA nio foi
encontrado em nenhuma amostra, j4 o LAA, foi encontrado em quase todas as amostras
verificadas. A Tabela III-2 apresenta os resultados desta quantifica¢do para cada uma das
amostras, bem como o desvio padrdo obtido. A amostra “A6” foi aquela que apresentou
maior desvio padrdo relativo (3,3%) e a amostra “A5” foi aquela que apresentou o desvio
padrdo relativo (0,3%). Assim sendo, todas as amostras demonstraram desvios padroes
relativos aceitdveis, uma vez que estdo abaixo dos 20% enunciados por Ribani e

colaboradores (2004).

Tabela III-2. Concentragdo de dcido ascérbico encontrada nas amostras de geléia analisadas

Amostras Vitamina C Vitamina C Vitamina C

(mg/100g) (mg/25 g) (% IDR)

Al 334£6 83,5 185
A2 146 + 3 36,5 81

A3 0 0 0

A4 297+2 743 165
AS 320+ 1 80,0 178
A6 274 £9 68,5 152
A7 381+4 95,3 212
A8 608 £ 9 152,0 338
A9 123 £1 30,75 68
A10 161 +3 40,25 89
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A amostra "A8" foi aquela que apresentou maior quantidade de Vitamina C. O LAA
nao detectado na amostra “A3”. Uma comparagdo com quantidades encontradas na
literatura para este tipo de produto nio € possivel, uma vez que dados sobre a presenca
destes compostos em geléias de frutas ndao sdo encontrados. Um paralelo foi realizado
utilizando frutas, sucos e polpas.

Aratjo e colaboradores (2007) encontraram valores entre 1068 €1836 mg de LAA
em 100 g de polpa de acerola congelada. Maia e colaboradores (2007) encontraram de 573
a 594 mg de Vitamina C em 100 mL de suco de acerola. A amostra “A6” é uma geléia que
contem apenas acerola e apresenta menor quantidade de dcido ascérbico que a polpa de
Aratjo e colaboradores e que o suco de Maia e colaboradores. Gokmen e colaboradores
(2000) verificaram esse mesmo dcido em algumas frutas, incluindo laranja, que apresentou
concentracdes de aproximadamente 43 mg em 100 g dessa fruta, ja na geléia de laranja
(“A2”), foi encontrado 146 mg em 100g de produto. A producdo de geléia requer a
execucdo de procedimentos altamente degradantes, como cocg¢do, por exemplo, € mesmo
assim essa vitamina foi encontrada.

A quantidade do composto de interesse ndo pode ser comparada com dados da
literatura para as outras amostras, pois sdo produtos originados da mistura de frutas, e a
propor¢do de cada fruta ndo € conhecida.

A ingestdo didria recomendada (IDR) para a Vitamina C no Brasil € de 45 mg para
um adulto (ANVISA, 2005). Uma por¢cdo de geléia, segundo o fabricante das mesmas,
corresponde a 25 g (uma colher), assim, seis das geléias mostraram quantidades acima da
IDR estabelecida. Um pouco mais de uma por¢do € necessaria para que as geléias “A3”,
“A9” e “Al10” também atinjam a IDR, mas menos que duas por¢des de cada ja sdo

suficientes.
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4. Conclusao

O método proposto e avaliado no presente trabalho foi capaz de identificar e
quantificar o dcido L-ascérbico e o dcido D-isoascorbico presente em amostras de geléias
de frutas. O método apresentou boa seletividade, linearidade e repetibilidade. O coeficiente
de correlag@o foi acima de 0,99 para os dois isdmeros. A repetibilidade demonstrou um
desvio padrao relativo de no maximo 2%. Finalizando, o método foi usado para identificar
e quantificar os compostos em questdao nas geléias. DIAA niao foi encontrado em nenhuma
das amostras. O LAA foi encontrado em quase todas as amostras, chegando a uma

concentracdo maxima para a geléia de acerola, com valor de 608 mg em 100 g de produto.
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CAPITULO1V.

QUANTIFICACAO DE ACIDO L - ASCORBICO EM
GELEIAS DE FRUTAS POR ELETROFORESE CAPILAR E
COMPARACAO COM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Resumo

O 4cido ascoérbico € um composto fenélico com relevante potencial antioxidante,
caracteristica que lhe confere a capacidade de prevenir algumas doencgas, tais como as
cardiovasculares, certas complicacOes pré-natais, tumores malignos, inflamacdes, catarata,
Mal de Parkinson e Alzheimer, além de retardar o processo de envelhecimento celular. A
metodologia desenvolvida no estudo que se segue identificou e quantificou o acido L-
ascorbico em seis geléias de frutas utilizando a Eletroforese Capilar, com auxilio de
padronizacdo interna usando o dcido D-isoascorbico. A validagdo do método mostrou que
este apresenta boa seletividade e linearidade. O teste de repetibilidade resultou em um
desvio padrao relativo abaixo de 4% para as amostras. A taxa de recuperacdo ficou entre 96
e 104%. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram 7,1 e 21,5 mg L para o LAA. O
acido foi encontrado em todas as amostras analisadas, chegando a uma concentracio de 525
mg em 100 g de amostra. A metodologia desenvolvida foi ainda comparada a andlise por
Cromatografia Liquida de Alta Efici€éncia. As principais diferencas entre as duas técnicas
foram quanto ao tempo de andlise, uso de reagentes e producdo de residuos, sendo que a
Eletroforese Capilar apresentou os menores valores. Todos os outros parametros se

mostraram iguais, como, por exemplo, os limites de detec¢do e quantificagao.

Palavras-chave: dcido ascorbico, geléia, Eletroforese Capilar.
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QUANTIFICATION OF L-ASCORBIC ACID IN JELLY
FRUIT BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS AND A
COMPARISON WITH HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY.

Abstract

The ascorbic acid is a phenolic compound with significant antioxidant potential, a
characteristic that gives it the ability to prevent some diseases, such as cardiovascular, some
prenatal complications, malignant tumors, inflammations, cataracts, Parkinson and
Alzheimer, and retard the process of cellular aging. The methodology developed in this
study identified and quantified L-ascorbic acid in six fruit jellies by Capillary
Electrophoresis with internal standardization using the D-isoascorbic acid. The method
validation showed that this method has good selectivity and linearity. The repeatability test
resulted in a relative standard deviation below 4% to the samples. The recovery rate was
between 96 and 104%. The limits of detection and quantification were, respectively, 7,1
and 21,5 mg L. The acid was found in all samples, reaching a concentration of 525 mg per
100 g of sample. The methodology was also compared to analysis by High Performance
Liquid Chromatography. The main differences between the two techniques were about the
time of analysis, use of reagents and waste production. The Electrophoresis Capillary had
the lowest values. All the other parameters showed similar values, such as the limits of

detection and quantification.

Keywords: Ascorbic Acid, Jelly, Electrophoresis Capillary.
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1. Introducao

O é4cido ascorbico, também conhecido como Vitamina C, estd presente tanto na
fauna quanto na flora. Os vegetais e alguns animais sdo capazes de sintetizar este composto,
mas os humanos, algumas espécies de primatas e alguns passaros ndo se encontram entre
eles (Arrigoni e Tullio, 2002). A quantidade sintetizada estd ligada a alguns fatores, como
diferentes genétipos, condi¢des climdticas antes da colheita e tratamentos apds a colheita
(Cordenunsi et al., 2002).

Estudos demonstram que o 4cido ascorbico pode prevenir doencas cardiovasculares,
certas complicacdes pré-natais, tumores malignos, inflamagdes, catarata, mal de Parkinson
e Alzheimer, além de retardar o processo de envelhecimento celular (Sikora, Cieslik e
Leszczynska, 2008). Pode atuar ainda junto a formacao de tecido conjuntivo e transporte de
ions (Barata-Soares et al., 2004).

Existem métodos convencionais capazes de analisar dcido ascorbico em alimentos,
como, por exemplo, o método titulométrico que emprega o agente redutor 2,6-diclorofenol-
indofenol. Este método € simples e de baixo custo, mas apresenta dificuldades quando
amostras com intensa coloracdo sdo alvo de estudo. Para esses casos, a deteccdo
eletrométrica pode ser recomendada, mas ndo para alimentos, pois sdo amostras complexas
que apresentam outros compostos redutores. Existem também metodologias enzimdticas,
que sdo muito especificas para o dcido ascorbico, porém apresentam elevado custo, o que é
um problema quando se quer analisar muitas amostras (Galiana-Balaguer et al., 2001). Uma
grande desvantagem de todos esses métodos convencionais citados é o longo tempo de
execugcdo. A Vitamina C tem alta sensibilidade a luz, calor, sal, pH, fons metdlicos,
oxigénio, enzimas e outros. Estes fatores resultam em ripida degradacdo, dificultando a
quantificacao precisa do dcido em questdo (Liao et al., 2001).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ um método instrumental
capaz de detectar e quantificar o dcido ascérbico em amostras complexas, mas apresenta
certos inconvenientes, como longo tempo de condicionamento da coluna cromatogréfica,
necessidade de grande quantidade de solvente e alto custo de fase estaciondria, quando
comparada a Eletroforese Capilar (EC) (Galiana-Balaguer et al., 2001). Esta tultima técnica

¢ relativamente nova e teve uma considerdvel expansdo nos ultimos anos (Cancalon, 2003).
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Virios estudos ja foram realizados com o intuito de identificar e quantificar o &acido
ascorbico em amostras alimenticias, bioldgicas e farmacéuticas por EC (Fukushi et al.,
1997; Galiana-Balaguer et al., 2001; Versari et al., 2004; Zinellu et al., 2004; Jin e Jiang,
2002; Kim et al., 2002).

A EC apresenta alta eficiéncia de separagcdo, permite o uso de baixa quantidade de
amostras e reagentes, simples extracdes, baixo custo e uma rdpida andlise (Silva et al.,
2007; Cancalon, 2003; Kim et al., 2002; Riaz e Chung, 2006).

Capilares de silica fundida ndo revestidos sdo os mais utilizados para separar
pequenas moléculas como o 4cido ascérbico. Os capilares revestidos sdo apenas indicados
para proteger da absor¢do de compostos indesejaveis ou quando hd necessidade de um
maior controle do fluxo eletroosmético (Silva et al., 2007).

Uma das grandes vantagens da EC € sua versatilidade, uma vez que muitos métodos
de separacdo podem ser realizados com o mesmo equipamento. Entre as técnicas possiveis
de serem executadas, a Eletroforese Capilar de Zona (CZE) e a Cromatografia Capilar
eletrocinética (MEKC) sao muito utilizadas para analisar o dcido ascérbico em alimentos.
A CZE ¢ baseada na diferente mobilidade eletrocinética resultante da variacdo entre as
cargas dos fons e o tamanho das particulas mergulhadas em eletrdlitos sobre aplicagdo de
voltagem (Liao et al., 2001).

Em EC, o tempo de migracdo € usado como parimetro de comparagdo entre o
analito presente na amostra e uma solu¢do padrido, sendo os dois analisados sobre as
mesmas condi¢Oes. Alguns parametros podem interferir no tempo de migragcdo, como a
temperatura, forca idnica do tampao, pH da amostra e do tampao, matriz da amostra, e
condi¢des e histérico do interior do capilar utilizado. Assim, é comum verificar baixa
precis@o entre corridas realizadas no mesmo dia, dias consecutivos, e em laboratérios
diferentes. O uso da padronizag@o interna pode diminuir esses problemas (Riaz e Chung,
2006)

De acordo com pesquisa bibliografica realizada e apresentada parcialmente na
Tabela IV-1, a CZE ¢é a técnica mais empregada, portanto, essa foi a técnica usada neste

estudo.
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Tabela IV-1. Metodologias de andlise de 4dcido ascdrbico por EC: uma revisao.

Analitos Método Tampao pH T (°C) Det. Amostra Ref.
LAAe CZE 35 mmol L de borato, 9,3 23 DAD Sucos de Cancalon,
outros 5% Acetonitrila, 21 kV frutas 2003
LAAe CZE 200 mmol L' de borato, 9,0 25 DAD Vegetais Davey, Bauw

ascorbato 25 kV e Montagu,

1996
LAA CZE 20 mmol L de 9,2 35 DAD Vegetais Fukushi et al.,
tetraborato, 20 kV 1997
LAA CZE 400 mmol L' de borato, 8,1 25 DAD Tomate Galiana-
15 kV Balaguer et
al., 2001
LAAe CZE 50 mmol L™ de tris 8,5 30 DAD Solugdes Gong et al.,
DIAA (hidroximetol) amino- puras 2007
metano, 25 kV
LAA CZE 18 mmol L™ de 4c. 8,0 - ED Neutroéfilos Jin e Jiang,
fosférico, 120 mmol L humanos 2002
de fosfato, 100 mmol L
de EDTA, 25 kV
LAA CZE 200 mmol L' de borato, 9,0 25 DAD Espinafre Liao et al.,
25kV 2001
LAAe CZE 80 mmol L™ de 4cido 8,0 20 DAD Sucos de Tang e Wu,
acido bérico, 5 mmol L'de frutas 2005
sOrbico tetraborato, 20 kV
LAAe MEKC 50 mmol L' de tricina, 8,8 30 DAD Damasco Versari et al.,
IAA 11 kV 2004
LAA esais MEKC 10 mmol L' de borato, 9.5 25 DAD  Cosméticos Wang e Wu,
do AA 50 mmol L' de SDS, 2006
20kV
LAAe CZE 60 mmol L™ de borato, 9,0 - ED Grapefruit Wu, Guan e

fenolicos 12 kV Ye, 2007

LAAe CZE 100 mmol L' de borato, 8,0 25 DAD Plasma Zinellu et al.,
acido urico 30 kV 2004

O tampao borato, com pH entre 8,0 € 9,5, € o mais empregado, mas também sio

encontrados vdrios trabalho que utilizam o tampdo fosfato. Entre os detectores, o de mais

comum uso € o Detector de Arranjo de Diodos (DAD), mas Detector Eletroquimico

também pode ser usado. Quanto a temperatura de andlise, esta variou entre 20 e 35°C, com

predominancia de 25°C. Os resultados obtidos no presente estudo foram comparados a

aqueles apresentados no capitulo III. Amostras de geléias foram submetidas a testes

utilizando a CLAE e a EC.
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2. Experimento

2.1. Reagentes

O borato de sédio foi obtido da Ecibra. Acido orto-fosférico foi obtido da Panreac.
Bromato de hexadecil trimetil amdnio foi usado da Sigma; Fosfato de sédio anidro, acetato
de sodio e acido meta-fosforico (MPA) foram obtidos da Merck; O Na,EDTA usado foi da
marca Reagen. O dcido L-ascérbico (LAA) o dcido D-isoascérbico (DIAA) foram obtidos

junto a Synth. A dgua deionizada foi produzida pelo Milli-Q, da Millipore.

2.2. Extracao das amostras

Neste estudo foi avaliada a presenca do dcido ascérbico em 6 diferentes geléias: (J1)
acerola e morango, (J2) acerola e laranja, (J3) acerola e rosela, (J4) acerola e goiaba, (J5)
acerola e maracujd, e (J6) acerola e abacaxi. As amostras foram obtidas de Klaus J. G.
Bouillon ME, Indaiatuba - S3o Paulo. Os potes foram divididos em pequenas por¢des e
estocados sob refrigeracdo em um frasco ambar. Na extracdo, 0,5 g de geléia foram diluidas
e homogeneizadas em 50 mL de MPA (1%) por 3 minutos. Esta solucdo foi centrifugada

por 5 minutos a 3000 g, filtrada a 0,45 um e aplicada a EC e a CLAE logo em seguida.

2.3. Equipamentos e condicoes Eletroforéticas.

O experimento foi realizado em um instrumento Agilent G1600AX (Agilent
Technology, Germany) equipado com detector de arranjo de diodos (DAD). O capilar sem
revestimento de silica fundida foi obtido da Agilent Technology (Alemanha) e teve as
dimensdes que seguem: 32 cm de comprimento total, didmetro interno de 50 um. A injecdo
foi hidrodinamica no lado do anodo a 50 mbar por 5 s. Os parametros operacionais do EC
foram: deteccdo a 265 nm, capilar a 25°C e voltagem aplicada de 15 kV. O tampao
empregado foi 200 mmol L™ de borato de sédio, pH 9,0. O DIAA foi utilizado como

76



padrdo interno. A andlise e o tratamento dos dados foram realizados em um sistema HP
Chemstation acoplado a Eletroforese Capilar.

O capilar novo foi ativado e condicionado, no primeiro dia de uso, por lavagem com
pressio de 1000 mbar com solucio de NaOH 1 mol L™ durante 30 minutos, seguido de 10
minutos de dgua. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar foi condicionado por 5
minutos de NaOH 1 mol.L™, seguido de 5 minutos de 4gua e 10 minutos de eletrélito. No
final do dia foi realizada uma limpeza no capilar com lavagem por 5 minutos com NaOH 1
mol.L™" e 5 minutos de dgua. O capilar foi armazenado em dgua durante a noite. Entre as
corridas foi feita a lavagem do capilar com dgua por 0,5 min., seguido de lavagem por 1

min. com o eletrdlito de andlise, ambos a pressao de 1000 mbar.

2.4. Equipamentos e condi¢coes Cromatograficas

O sistema de CLAE consistiu em um HP serie 1050, com DAD. O tratamento dos
dados foi realizado por meio do ChromQuest. As andlises cromatograficas foram feitas em
uma coluna Waters Spherisorb ODS 25 pm (250 mm x 4,6 mm). Foram injetados 20 pl do
extrato. A Fase movel empregada foi constituida por 2,3 mmol L' de bromato de hexadecil
trimetil amonio, 2,5 mmol L' de Na,EDTA, 80 mmol L' de fosfato de sédio anidro e 20
mmol L de acetato de sodio, ajustado a pH 4,5 com 4cido orto-fosférico. O sistema usado
foi isocrédtico com elui¢do a uma taxa de 0,8 mL min.”. A absorbancia foi monitorada a 265

nm.

2.5. Validacao da metodologia Eletroforética.

A seletividade do método foi avaliada utilizando o DAD. Uma comparagdo entre a
resposta do extrato da amostra e a resposta de uma solugcdo padrdo foi realizada. Os
parametros de comparacdo foram: tempo de migracdo, espectro de absorbancia e
fortificacdo de amostra. A linearidade do sistema foi verificada pela construcdo de uma
curva analitica utilizando padronizagdo interna. Dez diferentes concentracoes, entre 8 e 100
mg L' foram aplicadas ao sistema de EC. O parimetro de avaliacdo foi o coeficiente de

correlacdo. Este coeficiente deve ser maior que 0,99. A repetibilidade foi avaliada
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aplicando-se ao sistema 10 solugdes diferentes, mas de concentragdes iguais. O limite de
detec¢do (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo com a curva
analitica. Os limites foram calculados por meio da divisdo entre o desvio padrao obtido no
teste de repetibilidade (s) e o coeficiente angular do teste de linearidade (S) (R= s/S). LD
foi calculado multiplicando esse resultado (R) por 3,3 e, o LQ foi calculado multiplicando o

R por 10 (Ribani et al., 2004).

2.6. Recuperacao

Para avaliar a metodologia extrativa, foi determinada a taxa de recupera¢do do
sistema. A recuperacdo (REC) foi calculada através da adicio de uma concentracio
conhecida da substancia de interesse (Ca) na matriz, livre ou ndo, do composto. A taxa é
calculada pela diferenca entre a concentragdo deste composto encontrado na matriz

fortificada (Cf) e na matriz sem fortificacao (Ci).

C,-C
REC =~/ ——x100

a

Equacao I'V-1
3. Resultados e discussao

O método do presente estudo foi desenvolvido a partir dos dados observados da
Tabela IV-1. De acordo com a observacdo de que o borato € o constituinte mais utilizado
neste tipo de andlise, a composi¢do do tampao de corrida foi estabelecida. Apds alguns
ensaios, chegou-se a uma concentracio adequada de 200 mmol L de borato com pH
ajustado a 5,0. Liao e colaboradores (2001) também utilizaram a mesma concentragdo de
borato e 0 mesmo pH, porém, em um capilar maior. A voltagem de trabalho também foi
diferente, uma vez que foram utilizados 15 kV, quando Liao e colaboradores usaram 30 kV.
Para a detecc¢do do 4cido ascorbico, foi utilizado o DAD com comprimento de onda a 265

nm.

78



Ap6s a verificacdo de que a metodologia era capaz de identificar e quantificar a
Vitamina C nas amostras, o processo de validacdo foi iniciado. O ensaio de repetibilidade
do sistema ndo apresentou resultados aceitdveis, com isso, foi necessdrio utilizar o recurso
da padronizagdo interna.

O 4acido D-isoascérbico (DIAA), também conhecido como 4cido eritrérbico ou
dcido D — araboascorbico, é um isomero do 4cido L — Ascérbico, com igual potencial
antioxidante, mas apenas 5% da atividade vitaminica C (Versari et al., 2004). A estrutura
do DIAA € muito similar a do LAA, sendo assim, suas caracteristicas fisicas sdo similares.
Como conseqiiéncia, o DIAA é um potencial composto para ser utilizado como padrio
interno na andlise do LAA, com a ressalva que ele ndo pode estar naturalmente presente nas
matrizes do estudo (Liao et al., 2002).

O procedimento eletroforético foi aplicado a uma solu¢do contendo os dois
isdmeros de dcido ascdrbico e verificou-se que os dois compostos apresentam tempos de
migracdo diferentes nas condi¢des em questao.

A amostra “J6” foi extraida e aplicada ao método para a avaliacdo da seletividade. O
tempo de migra¢do e o espectro de absorbincia do pico suspeito de ser o LAA foram
comparados com os dados obtidos para uma solucdo padrdo do analito em questdo. A
amostra foi também fortificada e analisada. Para ambos os testes, a seletividade do método
foi confirmada. O DIAA nao foi encontrado e nenhum interferente analitico esteve presente
em seu tempo de elui¢do, confirmando seu uso como padrdo interno. Na Figura IV-1 pode
ser verificado o eletroferograma da amostra “J6” adicionada de padrio interno. Verifica-se

a total separacdo dos picos e a boa simetria de ambos.
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Figura IV-1. Eletroferograma da amostra J6 adicionada de padrio interno. Estdo identificados os sinais do
LAA (1) e do DIAA (2). CondigGes: o tampio empregado foi 200 mmol L de tampdo borato a pH 9,0; a

deteccgdo foi feita a 265 nm, a temperatura do capilar foi mantida a 25°C, e voltagem foi selecionada a 15 kV.

Com a padronizacdo interna, o ensaio de repetibilidade foi novamente realizado e os
resultados se mostraram satisfatérios. O procedimento se deu por meio da anélise
consecutiva de 10 solucdes de concentracdo 8 mg L™ e também outras 10 de concentragio
de 100 mg L". As solugdes foram estocadas em baixa temperatura, na auséncia de luz e por
um curto periodo de tempo até o momento da andlise. O tempo de elui¢do do LAA foi de
6,34 + 0,02 minutos.; o DIAA eluiu apés 7,17 + 0,02 minutos. Estes tempos sdo baixos e
adequados para uma efetiva separacdo, uma vez que ndo sdo proximos a zero e também nao
sdo extremamente longos. O desvio padrdo relativo ficou abaixo de 0,3% para o tempo de
migracdo e 2,6% para a razdo de concentracio DIAA/LAA. Uma amostra também foi
submetida ao teste de repetibilidade e retornou um desvio padrdo relativo de 3,42%, valor
que pode ser considerado satisfatorio. Segundo Ribani e colaboradores (2004): para ser
satisfatério, o desvio padrdo relativo da amostra nao deve ultrapassar a taxa de 20% para
amostras complexas, como alimentos.

A linearidade foi testada usando concentracdes entre 8 e 100 mg L. A curva
analitica obtida, foi ajustada uma equacdo de primeiro grau, cujo coeficiente de correlacio

foi de 0,998, conferindo ao sistema a caracteristica de “linear”. Com a finalidade de avaliar
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se o sistema € reprodutivo em dias consecutivos, foi feito o ensaio de precisdo
intermedidria.

Duas outras curvas analiticas foram construidas em dois dias diferentes, utilizando
novos padrdes diluidos e nova fase mével. O coeficiente de correlagc@o para todas as curvas
foi considerado satisfatério ao passo que ficaram acima de 0,99. Agrupando os dados em
uma Unica curva, os resultados de linearidade se repetiram. O coeficiente angular e o linear
do LAA foram 0,0097 e - 0,027, respectivamente.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados utilizando como base a
curva analitica obtida pelo estudo de precisdo intermedidria, ou seja, usando o valor do
coeficiente angular apresentado no pardgrafo anterior. Este coeficiente € o mais
significativo quando comparado ao coeficiente obtido em uma tnica curva analitica, pois
estd exposto a maior quantidade de varidveis. VariacOes que podem ser resultantes de erros
no preparo de solucdes de padrdes, amostras e tampdes; variagdes no sistema de voltagem:;
variagOes no estado de equilibrio e saturacao do capilar, e, variagdes no sistema de injecao.

O Limite de detec¢do (LD) foi calculado da divisao entre o desvio padrdao obtido no
teste de repetibilidade e o coeficiente angular obtido na curva de calibragdo; essa razao foi
multiplicada por 3,3. O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado pela multiplicacdo da
mesma razio por 10. Sendo assim, tem-se: 7,1 mg L™ para o LD e 21,5 mg L™ para o LQ.

A recuperacao do método extrativo também foi avaliada e retornou valores entre 96
e 104%, porcentagens que podem ser consideradas satisfatorias, de acordo com Ribani e
colaboradores (2004), uma vez que estdo dentro do intervalo de 70-120%. Aquino e
colaboradores (2004) indicam um intervalo de porcentagens mais restrito, entre 80 e 110%,
e, também para este intervalo, a metodologia empregada pdde ser considerada adequada.

O fim da metodologia de validagao mostrou um sistema seletivo, linear e repetitivo.
Os limites de detec¢cdo e quantificacdo foram aceitdveis para as amostras analisadas; uma
boa capacidade de analisar as geléias foi observada ao passo que seis amostras foram
aplicadas ao método e a quantificacdo pode ser realizada. A amostra J5 foi aquela que
apresentou a maior quantidade de dcido ascérbico, ja a amostra J2 foi aquela que mostrou a
menor quantidade (Tabela IV-2). As amostras também foram analisadas por outra
metodologia, usando CLAE. Este procedimento foi realizado para comparar os dois

métodos.
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Tabela IV-2. Acido ascorbico presente nas amostras,
quantificacdes realizadas por EC e CLAE e comparadas

entre linhas pelo teste estatistico t de Student.

Concentracio (mg/100g)

Amostras
EC CLAE
11 235 + 04° 281 +22°
” 180 + 117 112 +08°
13 274 + 04° 246 + 16°
14 250 + 07° 268 +03*
15 525 +35° 464 + 12°
J6 456 + 08" 426 + 37°

Em estudo prévio (Capitulo III), o método por CLAE foi validado e retornou os
parametros encontrados na Tabela IV-3. Nesta tabela, estdo também presentes os

parametros da EC obtidos no estudo a que se refere este capitulo.

Tabela IV-3. Parametros de validagdo obtidos para as metodologias eletroforética e cromatografica

Parametros EC CLAE
Coeficiente Angular 0,01 28,5
Linearidade 0,997 0,996
Repetibilidade do tempo do pico 0,02% 0,06%
Repetibilidade do sinal do detector 3% 2%
Limite de detec¢do 7,08 mg L™ 7,09 mg L
Limite de quantificacio 21,49 mg L™ 21,48 mg L'
Duragdo do método 7 min 13 min

Os dois métodos apresentaram coeficientes de correlacdo maiores que 0,99, o que
indica que ambos apresentam boa qualidade de curva analitica. A repetibilidade do tempo
do pico foi melhor para o EC, mas ambos os valores foram menores que 3%, sendo
considerados aceitdveis por Ribani e colaboradores (2004). A repetibilidade do sinal do
detector demonstrou resultado contrario ao mostrado para o tempo, pois neste caso a CLAE
apresentou um menor valor que o EC, porém, novamente, os dois valores se encontram em
niveis aceitdveis. Os limites de quantifica¢do e detec¢do mostraram valores muito préximos
e podem ser considerados iguais. O dltimo parametro mostrou uma larga vantagem do EC,
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uma vez que a duracdo da andlise do 4cido ascorbico € muito maior na CLAE do que na
EC.

Na pratica, outras vantagens do EC podem ser observadas. Na CLAE, a coluna
cromatografica necessita ser estabilizada antes do procedimento. A fase mdvel deve ser
eluida por aproximadamente dois dias para que a repetibilidade do método seja satisfatoria.
Este método usa fons pareantes, e assim, € necessdrio que a estabilidade seja alcancada. O
capilar de silica fundida sem recobrimento necessita de, no maximo, 30 minutos.

O uso de reagentes também ¢ menor na EC do que para a CLAE. O método
eletroforético usou apenas tampao borato, o que pode ser facilmente descartado, apds
neutralizagdo. O residuo da CLAE contém bromo em sua composi¢do, € o programa de
tratamento de residuos da Universidade Estadual de Campinas (2001) preconiza que este
residuo deve ser segregado e tratado com procedimento especifico antes de ser descartado.

O residuo gerado pela CLAE foi estimado de acordo com as etapas realizadas: 48h
para estabilizacio da coluna a fluxo baixo de 0,2 mL min™ (576 mL); construcio da curva
de linearidade empregando dez pontos, considerando cada ponto aplicado duas vezes (240
mL); teste de teste de repetibilidade, tendo 20 andlises, sendo 10 de cada concentracio (240
mL); O que resulta em 1056 mL. Para as mesmas etapas, A EC gerou apenas 200 mL de
residuo facilmente descartado.

O teste estatistico “T de Student” foi aplicado para comparar os resultados obtidos
em cada método. Esta andlise mostrou que para quase todas as geléias, os dois métodos
apresentaram resultados similares. Apenas as amostras J1 e J2 mostraram resultados
diferentes. A amostra J5 foi aquela que apresentou maior quantidade de acido ascérbico e a
amostra J2 foi a que apresentou a menor quantidade.

Em relacdo a quantidade de Vitamina C presente nestas geléias, ndo € possivel
comparar os valores encontrados com dados da literatura, uma vez que dados sobre geléias
sdo raros, ainda mais geléias compostas por duas frutas. Um paralelo foi realizado
utilizando frutas, sucos e polpas. Aratjo e colaboradores (2007) encontraram valores entre
1068 e1836 mg de LAA em 100 g de polpa de acerola congelada. Maia e colaboradores
(2007) encontraram de 573 a 594 mg de Vitamina C em 100 mL de suco de acerola. Todas
as geléias analisadas constituem uma composi¢cdo de acerola com alguma outra fruta, entdo

era esperado que todas as amostras indicassem a presenga dessa vitamina.
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De acordo com a Tabela IV-4, depois da acerola, a fruta que contem maior
quantidade de 4cido ascdrbico € a goiaba, presente na geléia J4, porém, em escala, ela é
apenas a quarta em quantidade desse dcido considerando as geléias analisadas. Como néo
se sabe a concentracdo de cada fruta, ndo é possivel inferir muito sobre esses valores em

relacdo as frutas da composicao.

Tabela I'V-4. Presenca de 4cido ascérbico em alimentos.

Acido ascorbico

Fonte (mg em 100 g)
Acerola 1300
Goiaba 230 - 300
Morango 60
Laranja 50
Maracuja 25
Abacaxi 12-25

Fonte: Adaptado de Davey e colaboradores, 2000.

A ingestdo didria recomendada (IDR) para a Vitamina C no Brasil € de 45 mg para
um adulto (ANVISA, 2005). Uma por¢do de geléia, segundo o fabricante das mesmas,
corresponde a 25 g (uma colher). De acordo com a Tabela IV-5, todas as geléias mostraram
quantidades acima da IDR estabelecida, sendo que as amostras J5S e J6 demonstraram

quantidades acima de 250% dessa necessidade didria.

Tabela IV-5. Porcentagem da IDR de Vitamina C

apresentada pelas geléias analisadas.

Amostras Vitamina C Vitamina C %

(mg/100g) (mg/25g) IDR
J1 235 59 31
2 180 45 100
J3 274 69 152
J4 250 63 139
I5 525 131 202
J6 456 114 253
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4. Conclusao

O método proposto e avaliado no presente trabalho foi capaz de identificar e
quantificar o dcido L-ascérbico em amostras de geléias de frutas. O método apresentou boa
seletividade, linearidade, repetibilidade e recuperagcdo. O coeficiente de correlagdo foi
acima de 0,99 e a repetibilidade demonstrou um desvio padrdo relativo de no méaximo 3%.
Quando os parametros de validacdo da EC foram comparados com os parametros obtidos
por um método cromatografico anteriormente desenvolvido no capitulo III, a EC
apresentou resultados semelhantes para linearidade, repetibilidade, limite de deteccdo e de
quantificacdo, porém, utiliza tempo bem menor para as andlises, sendo duas vezes menor.
Essa vantagem possibilita que a EC seja preferida em andlises dessa vitamina em larga
escala. Outra grande vantagem da EC é o menor uso de reagentes e a menor producio de
residuos em relagdo a CLAE.

O LAA foi encontrado em todas as amostras analisadas, numa gama de
concentracdo de 180 a 525 mg em 100 g de geléia. Todos os produtos apresentaram valores

acima da IDR indicada para a Vitamina C.
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CAPITULOVV.
OTIMIZACAO DE METODOLOGIA PARA A EXTRACAO
DE FLAVONOIDES EM GELEIAS DE FRUTAS

Resumo

Flavonoides sdo compostos antioxidantes naturais encontrados em larga quantidade
em frutas e derivados. Diversos estudos utilizam solventes organicos para extrair estes
compostos em produtos alimenticios, mas nada € encontrado para geléias. Este estudo
buscou aperfeicoar esta extragdo usando diferentes técnicas e solventes. Metanol 50% foi
considerado o melhor solvente quando comparado a acetona 25% e etanol 80%. O tempo
de homogeneizacao foi testado entre 20 e 120 minutos, e a melhor extracdo ocorreu em 80
minutos. Extracdo em fase solida também foi realizada para concentrar a amostra e eliminar
compostos indesejaveis. O teste de recuperacdo para a (+)-catequina, (-)-epicatequina,
rutina, quercetina e kaempferol mostrou valores entre 68 e 83%. Amostra de morango com
acerola analisada apresentou valores de 7,6 + 0,3 mg de (+)-catequina, 5,3 + 0,2 mg de (-)-

epicatequina, 4,1 + 0,2 mg de rutina e 6,6 + 0,3 mg de quercetina para 1 kg de amostra.

Palavras-chave: flavondides, extracdo, geléia de frutas.
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OPTIMIZATION OF A METHODOLOGY TO EXTRACT
FLAVONOIDS IN FRUIT JELLIES

Abstract:

Flavonoids are natural antioxidant compounds found in a large quantity of fruits and
its products. Some studies were found about application of organic solvents to extract these
compounds in food, but nothing was found for jams. This study optimized the extraction
techniques using different solvent. Methanol 50% was considered the best solvent when
compared to 25% acetone and ethanol 80%. The time of homogenization was tested
between 20 and 120 min, and the best extraction occurred at 80 minutes. Solid phase
extraction was also performed to concentrate the sample and eliminate undesirable
compounds. The test for recovery of (+)-catechin, (-)-epicatechin, rutin, quercetin and
kaempferol showed values between 68 and 83%. Sample of strawberry with cherry
analyzed showed values of 7.6 + 0.3 mg (+)-catechin, 5.3 + 0.2 mg (-)-epicatechin, 4.1 +

0.2 mg of rutin and 6.6 + 0.3 mg of quercetin per 1 kg of sample.

Keywords: flavonoids, extraction, fruit jelly.
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1. Introducao:

Estudos epidemioldgicos apontam uma relacdo inversa entre a ingestdo de varios
alimentos naturais e a expressdo de algumas doencas. Este fato pode estar associado a
atuacdo de algumas substincias fendlicas encontradas em frutas e vegetais (Gil et al.,
2000), como, por exemplo, os flavondides (Di Carlo et al., 1999). A estes compostos ja
foram associadas atividades bioquimicas, fisioldgicas e farmacéuticas, incluindo atividades
antioxidantes, acdes vasodilatadoras, antiinflamatérias, antibactericidas, imuno-
estimulantes, e efeitos antialérgicos e antivirais (Baby et al., 2007; Hassimotto, Genovese e
Lajolo, 2005).

Devido a essa gama de caracteristicas funcionais, algumas pesquisas ji foram
realizadas com o intuito de verificar a presenca de flavonéides em frutas e vegetais. E de
significativa importincia que sejam desenvolvidos métodos capazes de determinar,
simultaneamente, uma grande gama destes compostos, com rapidez, custos relativamente
baixos e com resultados de qualidade (Agostini e Godoy, 1997). Para um estudo preciso, é
necessdrio também que se tenha um eficiente sistema extrativo, com seletividade, baixa
manipulacdo de amostra, baixa quantidade de compostos indesejdveis e alta concentragdo
do analito de interesse (Antolovich et al., 2000).

A preparacdo de amostras é uma etapa critica na andlise de compostos fendlicos,
principalmente quando sdo empregadas amostras alimenticias onde existem componentes
bioativos na matriz e analitos com diversos espectros € numerosos compostos, muitos ainda
ndo identificados. Com todos esses problemas, aliados a alta instabilidade dos flavondides
frente a luz, calor e oxigénio, quando produtos de origem natural sdo os alvos do estudo,
baixas taxas de recupera¢do podem ser encontradas. Entdo, extremos cuidados devem ser
tomados para garantir a correta extra¢do, desprovida de modificagdo quimica, como
oxidac¢do e isomerizacdo, durante o processo extrativo (Antolovich et al., 2000).

Pesquisa bibliografica foi realizada para verificar quais eram as técnicas mais
empregadas na extracdo dos flavondides em alimentos naturais e os trabalhos encontrados
estdo parcialmente descritos na Tabela V-1. Como dito anteriormente, nada € encontrado
para geléia de frutas, sendo assim, somente extra¢do em frutas e sucos estdo descritos nesta

tabela.
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Tabela V-1. Metodologias de extrag@o de flavondides, uma revisao

Solvente Extracao Etapas do procedimento Amostras Referéncia
o Maceragao, concentracio Breitfellner, Solar e
Metanol 25°C (40°C), SPE. Morango Sontag, 2002.
Metanol, dgua, dcido 0°C Homogeneizagdo, filtragdo, Moraneo Cordenunsi et al.,
acético (100:50:50) 2h concentracdo (40°C), SPE. & 2002.
Metanol: dgua (60:40), 90°C Refluxo, hidrélise, Daddkovd,
acido ascorbico e HCl 2h neutraliza¢ido, SPE Plantas Prochdzkova e
§40, S Krizek, 2001
Metanol 50% 85°C Homogeneizagdo. Frutas Hakkinen, 2000.
2h vermelhas
Metanol, dimetilsulfoxido . e - Frutas ..
(50:50) Ambiente Homogeneizacao, filtracdo oftricas Kawaii et al., 2001.
Acetona, dgua (25:75) e Ambiente Homogeneizagdo em ultra-
0,1ml de TFAC 1h som, filtragio. Morango  Kosar et al., 2004.
. Ambiente Homogeneizacdo em ultra- Liu, Li e Wang,
Borato, acetonitrila 30 minutos. som, hidr6lise, filtracdo. Ervas 2006.
Metanol: dgua (62,5:37,5), 90°C Homogenelza(iao, hlf’lrohse, Matilla, As'tola e
concentracdo (40°C), Plantas Kumpulainen,
BHA e HC1 2h . -
filtrag@o. 2000.
Ambiente Homogeneizac¢do em ultra- . Peng, Liu e Ye,
Etanol 80% 2h som, filtraco. Laranja 2006.
Metanol, dgua, dcido 0°C Homogeneizagdo, filtragdo, Maga (fruta, .
acético (100:50:50) 2h concentracdo (45°C), SPE. suco e doce) Price et al., 1999,
; Homogeneizagdo em ultra- Vendramini
Eter etilico Ambiente  som, centrifugacio, filtracio, Acerola
~ o Trugo, 2004.
concentracdo (40°C).
Etanol 100% Ambiente Homogeneizacdo, Plantas Xu et al., 2006,
30 minutos. concentracio medicinais

Pelo que se pode observar, a extracdo € normalmente realizada com a presenca de

um solvente organico, sendo que o metanol é o mais encontrado. Alguns trabalhos também

aplicam a acetona e o etanol. Diversas técnicas podem ser empregadas, entre elas, a

extracdo por solvente (SE), seguida ou ndo por extracdo em fase sélida (SPE), e, a menos

empregada, extracdo por Soxhlet. Amostras liquidas sdo geralmente centrifugadas e

filtradas antes do método analitico.

Flavonéides podem ser encontrados como agliconas e glicosideos, por esse motivo

varios autores sugerem uma hidrélise durante a extracdo com o intuito de quebrar os

glicosideos, passando-os para agliconas. A hidrolise pode ser realizada por alcali, 4cido ou
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enzimas. Esta etapa €, obviamente, omitida quando se deseja analisar todas as formas de
flavonoides (Hakkinen, 2000).

Na andlise de amostras liquidas, etapas envolvendo extracio liquido-liquido ou SPE
estdo geralmente presentes. Quando as amostras sdo sélidas, ou semi-sélidas, é necessario
grande periodo de extracdo, e para estes casos, € recomendado que medidas contra a
degradacdo sejam tomadas (Antolovich et al., 2000). H4 estudos que minimizam essas
degradagdes adicionando antioxidantes ausentes nas amostras, como, por exemplo, 4cido
acético (Rice-Evans, Miller e Papanga, 1997; Cordenunsi et al., 2002), 4cido ascérbico
(Dadéakova, Prochazkova e Krizek, 2001) e terc-butil hidroxianisol (BHA) (Matilla, Astola
e Kumpulainen, 2000). Outros estudos usam ainda baixas temperaturas durante a etapa de
homogeneizacdo (Cordenunsi et al., 2002; Price et al., 1999).

Quanto a metodologia de andlise, a Espectro-fotometria, a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e Eletroforese Capilar (EC) sdo normalmente usadas. O método
espectrofotométrico mostra dificuldades quando existem muitos interferentes na amostra,
como outros compostos fendlicos. A andlise por CLAE e EC sdo as duas técnicas mais
empregadas quando sdo analisadas amostras complexas, como alimentos (Cordenunsi et al.,
2002).

Neste trabalho, a extracdo de sete flavondides ((+)-catequina, (-)-epicatequina,
rutina, narirutina, miricetina, quercetina e kaempferol) foi aperfeicoada. Num primeiro
momento, trés solventes foram comparados. O solvente capaz de extrair a maior quantidade
destes flavondides, com baixo desvio padrdo relativo, foi escolhido. A duracdo da
homogeneiza¢do também foi verificada. Para um ultimo teste, um procedimento para
limpeza e concentracdo da amostra foi feito usando SPE. Todas as quantidades dos sete

flavonoéides foram verificadas por CLAE.
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2. Experimento

2.1. Reagentes

Acetonitrila em grau CLAE foi obtida da LabScan. O 4cido orto-fosférico usado foi
da Panreac. Metanol, etanol, acetona e dimetilsulfoxido (DMSO), todos em grau CLAE,
foram obtidos da Fisher Scientific. A dgua deionizada foi obtida do deionizador Milli-Q, da
Millipore. (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, miricetina e kaempferol foram
adquiridos da Extrasyntese. Kaempferol foi dissolvido em etanol e a miricetina foi
dissolvida em DMSO. Os outros flavondides foram dissolvidos em metanol. Solucdes de 1

g L' de cada flavonéide foram preparadas e estocadas a - 10°C, em frasco 4mbar.

2.2. Extracao da amostra.

A geléia de acerola com morango foi obtida do fabricante, separada em pequenos
frascos ambar e estocados a 4°C até o momento das andlises. Cinco métodos extrativos
foram testados. Todos os testes utilizaram aliquotas de 5 g de geléia.

(D 25 ml de metanol 50% foram adicionados a amostra e esta solu¢do foi
homogeneizada por duas horas a 3 g. Apds esta etapa, foi realizada uma centrifugacdo a
3000 g por 10 minutos. Isto foi concentrado em rotoevaporador a 40°C até perfazer 5 ml.
No final da extragdo, a aliquota foi filtrada a 0,45 pm e aplicada ao método cromatografico.

(IT) Este método € igual ao “I”, com excecdo da etapa de centrifugacdo, que foi
substituida por filtracio em funil de Buchner. Trés lavagens de 5 ml de solvente foram
feitas no funil, e apds esta etapa, a solugdo foi concentrada no rotoevaporador.

(IIT) Este método € igual ao “II”’, mas foi substituido o solvente (metanol 50%) por
acetona 25%.

(IV) Este método € igual ao “II”’, mas foi substituido o solvente (metanol 50%) por
etanol 80%.

(V) Este método € igual ao “II”, porém foi incluida a extracdo em fase sélida (SPE)

antes da filtragem a 0,45 um. A concentracdo em rotoevaporador foi feita at¢ 15 ml e o
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concentrado foi aplicado ao cartucho de SPE contendo recheio de Cig. Apds a ativagdo do
cartucho, o sistema foi lavado com &dgua deionizada e a amostra foi aplicada. Entdo, o
cartucho foi eluido com metanol 100%. Esta ultima solucdo foi concentrada no
rotoevaporador a 40°C até 2 ml e o resultante foi filtrado a 0,45 pm e aplicado a analise

cromatografica. Todas as andlises foram feitas em triplicata.

2.3. Equipamentos e condi¢coes Cromatograficas.

O sistema cromatogréfico utilizou um instrumento ThermoFinnigan Surveyor, com
injecdo automadtica (loop de 20 PL), bomba quaternaria e detector de arranjo de diodos
(DAD). O tratamento de dados foi realizado pelo ChromQuest. A coluna utilizada foi RP-
18 Lichrocart (250 mm x 4,5 mm) da Merck e a pré-coluna RP-18 Lichrosper. O método
cromatografico foi baseado no estudo desenvolvido por Matilla, Astola e Kumpulainen
(2000) com modificagdes. A fase mdvel consistiu em 1% de 4cido orto-fosférico (A) e
acetonitrila pura (B). O gradiente iniciou em 95% de “A”, num fluxo de 0,7 ml min™'. Este
gradiente foi mantido até 5 minutos. Entre 5 e 55 minutos a eluicdo passou para 50% de
“A” e esta concentracdo foi mantida por 10 minutos. Entre 65 e 67 minutos, a concentracio
retornou a 95% de “A”. A corrida terminou aos 77 minutos. A deteccdo foi realizada a 260
nm (rutina, miricetina e kaempferol), 280 nm ((+)-catequina, (-)-epicatequina e narirutina),

e 400 nm (quercetina).

2.4. Recuperacao

Para avaliar a metodologia extrativa, foi determinada a taxa de recupera¢do do
sistema. A recuperacdo (REC) foi calculada por meio da adi¢do de uma concentracdo
conhecida da substancia de interesse (Ca) na matriz, livre ou ndo, do composto. A taxa é
calculada pela diferenca entre a concentragdo deste composto encontrado na matriz

fortificada (Cf) e na matriz sem fortificacdo (Equagdo V-1).
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c, -
REC =Tx100

Equacao V-1

3. Resultados e discussao

Dando inicio ao trabalho de otimizacdo da metodologia extrativa, o primeiro
método de extracdo (I) foi definido de acordo com os artigos mostrados na (Tabela V-1).
Um dos principais pontos que influenciam na extracdo dos compostos € a eficiéncia do
solvente utilizado. Nesta tabela € possivel verificar a predominancia de trés solventes em
mistura com dgua: acetona (Kosar et al., 2004), etanol (Peng, Liu e Ye, 2006; Xu et al.,
2006) e metanol (Hakkinen, 2000; Matilla, Astola e Kumpulainen, 2000; Cordenunsi et al.,
2002; Dadakova, Prochazkova e Krizek, 2001; Price et al., 1999; Kawaii et al., 2001;
Breitfellner, Solar e Sontag, 2002). Entre estes, o metanol 50% foi o que apresentou
predominéncia, estimulando seu uso nos testes iniciais da otimizacdo da metodologia
extrativa em questao.

Os estudos observados mostram uma variagdo no tempo e temperatura de
homogeneiza¢do. Maiores temperaturas foram empregadas apenas quando houve hidrélise
entre as etapas extrativas. Neste estudo a hidrélise ndo foi focada, assim, a temperatura
ambiente foi a escolhida para o trabalho. Na mesma tabela, o tempo de homogeneizacao
variou entre meia hora e duas horas. Com o intuito de obter a maior extracdo possivel na
andlise dos flavondides, o maior tempo foi fixado na metodologia inicial, e foi
posteriormente otimizado.

Para evitar degradagdes durante a etapa extrativa, além do solvente, alguns autores
adicionam antioxidantes na etapa de homogeneizacdo. Neste estudo, a amostra contém
acerola em sua composicdo, fruta rica em 4cido ascérbico; este dcido apresenta elevado
potencial antioxidante, e entdo, a adi¢do de outro composto foi desnecessdria.

E importante observar também na Tabela V-1 que a maioria dos artigos emprega
uma etapa de concentragcdo antes do método de andlise. Este € um passo necessdrio, uma
vez que os flavondides, na maioria dos casos, estdo presentes em baixas concentracdes. O

rotoevaporador € o equipamento normalmente utilizado para realizar tal etapa. A
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temperatura de 40°C foi a predominante na Tabela V-1, mas 30°C e 45° C também foram
utilizados. No presente estudo, a temperatura foi entdo mantida a 40°C.

A relagdo entre a quantidade de amostra versus a quantidade de solvente empregada
também foi observada nos estudos contemplados nesta tabela, porém ndo relatados. A
relacdo mais freqiiente foi de 5 g de amostra por 25 ml de solvente.

Com todos esses dados, o método “I” foi estruturado e modificagdes ja comegaram
a ser realizadas antes mesmo dos flavondides serem quantificadas. A primeira modificacio
ao método inicial (I) foi feita devido a uma dificuldade encontrada na pratica: apds a
homogeneizacdo com metanol 50%, foi observada a presenca de grande quantidade de
sedimentos em suspensdo e uma etapa de limpeza se fez necessdria. Este procedimento foi
feito inicialmente por centrifuga¢do, mas as condicdes aplicadas (3000 g por 10 minutos)
nao foram suficientes para remover todos os sedimentos, o que tornava a etapa de filtragcdo
em poros de 0,45 um impraticivel. Outras condi¢des com maior tempo e maior rotagcdo
foram testadas, mas sem sucesso. Como alternativa, foi realizada uma filtracdo em funil de
Buchner, o que constituiu o método “II”. Esta modificacdo retirou maior quantidade de
sedimentos e a filtra¢do final foi possivel.

Para escolher o melhor solvente extrativo, os métodos “III” e “IV” foram aplicados
a amostra. Estas extracdes foram submetidas a andlise cromatografica e os flavondides em
questdo foram identificados e quantificados no seu segundo maximo de absorbancia. O
primeiro méaximo destes compostos geralmente ocorre perto de 200 nm, mas como para
muitos outros compostos este miximo também esté presente, a andlise fica impraticavel. O
uso do segundo maximo representa uma forma de selecionar os picos a serem verificados,
auxiliando na identificacdo dos mesmos. Na geléia em questdo, foram encontrados quatro
dos flavondides de interesse: (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina e quercetina. Para
verificar qual o melhor solvente, ndo foi considerado apropriado adicionar padrdes de
flavonodides a esta amostra, uma vez que o objetivo foi avaliar a extragdo dos compostos
ligados a matriz da amostra. Esta adicdo foi realizada posteriormente, quando a taxa de
recuperacdo foi calculada.

A quantidade dos flavonéides encontrados na extragdo pelos trés métodos (II, III e
IV) foram mensuradas e comparadas na Figura V-1. Todos os dados foram submetidos ao

teste de “T de Student” para verificar a diferenca entre os valores encontrados. Na anélise
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de quantifica¢do da (+)-catequina, (-)-epicatequina e rutina, todos os solventes mostraram
diferentes resultados segundo este teste, € o extrato metandlico mostrou-se o mais eficiente.
A extracdo da quercetina com metanol 50% apresentou a mesma eficiéncia extrativa que a
acetona 20%. O extrato etandlico mostrou menores resultados em todas as extracdes. O
desvio padrdo relativo também indica que o metanol foi o mais apropriado dos solventes

(1,60%), e o etanol (5,43%) foi aquele que apresentou novamente os piores resultados.

Extracao de Flavondides pelos diversos solventes

Quercetina 5,51
5,92

Rutina

O Etanol 96%

m Acetona 20 %

Epicatequina
OMetanol 50%

Catequina

Concentracao (mg/Kg)

Figura V-1. Comparacio entre os solventes usados na extracio de flavondides presentes na geléia de

morango e acerola. Metanol 50%, acetona 25% e etanol 80% foram testados.

Em vista do exposto, o metanol 50% foi considerado o melhor solvente, assim, ele
foi usado como base nas outras etapas de aperfeicoamento do método. O préximo teste foi
realizado para verificar o melhor tempo de homogeneizagdo. Testes foram feitos entre 20 e
120 minutos, com intervalos separados de 20 minutos (Figura V-2).

Esta variagdo no tempo demonstrou que ndao sdo necessdrios os 120 minutos
aplicados inicialmente. Em 80 minutos foi verificada uma quantidade maxima de
flavonodides extraidos. Em 120 minutos foi observada ainda uma queda na concentragdo de

(-)-epicatequina, o que pode ser resultado de sua degradacao.
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Figura V-2. Comparacio entre os tempos de homogeneizagao aplicados a geléia de morango e acerola.
Metanol 50% foi utilizado como solvente. (a) (+)-catequina, (b) (-)-epicatequina, (c) quercetina e (d) rutina

foram os flavondides encontrados na amostra.

O préximo passo foi realizado para minimizar a atuacdo de compostos interferentes
na metodologia quantitativa, como acucares, por exemplo. Com esse objetivo, uma
extracdo em fase solida foi realizada e consistiu 0 método “V”. Durante as pesquisas
bibliograficas, vérios autores utilizaram a SPE apds a etapa de homogeneizacdo e limpeza
(Rice-Evans, Miller e Papanga, 1997; Cordenunsi et al., 2002; Daddkova, Prochazkové e
Krizek, 2001; Breitfellner, Solar e Sontag, 2002). Apés a filtracdo em funil de buchner, a
solucdo extratora foi submetida a evaporagdo para retirar todo o metanol presente. O extrato
tinha 45 ml no inicio da evaporagdo, sendo 25 ml da solu¢do homogeneizada, 10 ml da
lavagem do funil de buchner e mais 10 ml de transferéncia para o baldao de evaporagao.
Como o solvente € constituido de 50% de metanol, 22,5 ml de dgua estdo presentes. Na
técnica de SPE a solucdo a ser analisada deve estar livre de metanol. Como este solvente
tem ponto de ebulicdo menor que o da dgua, entdo, a solucio sendo concentrada até 15 ml,
ficou livre de metanol, ou com baixa concentracdo do mesmo. Esta etapa foi realizada a

40°C em rotoevaporador.
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Apés a evaporacdo do metanol, a solucdo resultante foi aplicada ao cartucho de
SPE, o qual foi lavado por trés vezes com dgua deionizada, para certificar a retirada de
compostos com grande afinidade pela dgua, como agucares e outros compostos hidrofilicos.
Os flavondides apresentam maior afinidade pelo recheio do cartucho do que pela dgua,
assim, o proximo passo foi passar 100% de metanol, o que eluir os flavondides absorvidos
no cartucho. O extrato metandlico foi entdo aplicado a andlise cromatogréfica e a eficiéncia
na concentracao dos flavondides presentes nos extratos foi avaliada.

Comparando os perfis cromatograficos apresentados na Figura V-3 e na Figura V-4,
€ possivel verificar que a maioria dos compostos do inicio do perfil cromatografico da
extracdo sem o uso do SPE ndo estdo presentes quando o extrato metandlico da SPE é
analisado, mas podem ser encontrados no extrato aquoso. Pode ser verificado também que
no extrato aquoso nao ha os flavondides de interesse, estes ficam no extrato metandlico,
como previsto. Em adicdo 4 funcdo de limpeza, a técnica de SPE também pode ser usada
para concentrar os flavonoides. Este fato ajuda nas amostras que possuem baixa quantidade

destes compostos.
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Figura V-3. Perfil cromatografico obtido na extragdo da geléia de morango com acerola sem o uso da SPE.

Condig¢des cromatograficas descritas no item 2.3 do presente capitulo.
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Figura V-4. Comparagao dos perfis cromatograficos do extrato metanélico (A) e do extrato aquoso (B)

obtidos através da SPE. Condig¢des cromatograficas descritas no item 2.3 do presente capitulo.

Ap6s a definicdo do método de extragdo (V), a eficiéncia do mesmo foi avaliada
através de testes de repetibilidade e recuperag@o. A repetibilidade do método foi verificada
em dois niveis de concentracio de flavondides (3 e 10 mg L), além de ser realizado
também para a amostra em questdo. Este teste resultou pardmetros variando entre 3,51% ((-
)-epicatequina) e 5,07% (quercetina).

O parametro de recuperacio do sistema foi avaliado adicionando-se uma quantidade
conhecida de flavondides na amostra antes da extragdo a ser realizada. Esta etapa também
foi realizada para dois niveis de concentragdo. Em adi¢do aos flavonodides encontrados
previamente nesta amostra, outros foram também analisados: narirutina e kaempferol. Cada
flavonéide foi adicionado numa concentracio de 3 ¢ 10 mg L™.

A Tabela V-2 mostra que a taxa de recuperagdo calculada para cada antioxidante
estudado variou entre 68% e 83%. Ribani e colaboradores (2004) apontam que valores
aceitdveis de recuperacdo estdo entre 70 e 120%, sendo que, dependendo da complexidade
da matriz, as taxas de recuperacdo podem se encontrar entre 50 e 120%. A maioria dos
flavondides mostrou uma taxa de recuperacdo inserida no primeiro intervalo enunciado

acima, sendo que apenas o Kaempferol se encaixou no segundo intervalo.
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Tabela V-2. Taxa de recuperacdo dos

flavonédides no método de extragdo V.

Flavondide Recuperacio (%)
(+)-catequina 70,51
(-)-epicatequina 83,46
Rutina 78,46
Narirutina 73,08
Kaempferol 68,60
Quercetina 82,38

Conforme previsto pela introducdo do presente estudo, a taxa de recuperacao dos
flavonodides ndo estd muito proxima a 100%. O fato pode ser explicado pela alta degradacgao
deste tipo de composto, uma vez que a extracdo envolve filtracdo, concentra¢do e limpeza
por SPE. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente, exceto a concentracao
realizada a 40°C, e foi impossivel retirar toda a luz do local onde as andlises decorreram.
Erros analiticos e instrumentais também podem ser considerados.

O Merck Index mostra que o kaempferol apresenta baixa solubilidade em 4gua, boa
solubilidade em 4dlcool quente, éter e dlcali (The Merck Index, 1983). O método de extracio
desenvolvido demonstrou que, dentre os solventes usados, o metanol foi aquele que
apresentou melhor eficiéncia. Metanol € um dlcool, porém foi usado a temperatura
ambiente. E um dlcool téxico, volatil e rapidamente absorvido por inalagdo (Kuteifan et al.,
1998), assim, a extracdo usando dlcool quente, por um longo tempo, ndo é adequado.
Fatores analiticos também sdo desfavordveis a esse aquecimento, além de alterar a
composicdo da solugdo extratora, diminui a porcentagem de metanol e também acelera a
degradacgado dos flavonoides.

Por fim, a amostra teve seus flavondides quantificados, apresentando 7,6 + 0,3 mg
de (+)-catequina, 5,3 + 0,2 mg de (-)-epicatequina, 4,1 + 0,2 mg de rutina e 6,6 + 0,3 mg de

quercetina para 1 Kg de amostra.
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4. Conclusao

O presente trabalho visou aperfeicoar e avaliar um método de extragdao para os
flavondides (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, quercetina e kaempferol em
geléias de frutas. Entre os solventes testados, o metanol 50% foi considerado o melhor para
o que foi proposto. Este solvente foi capaz de extrair maior quantidade dos flavonéides em
questdo com menor desvio padrio relativo, considerando a mesma razio solvente/amostra.
O melhor tempo de homogeneiza¢dao ocorreu a 80 minutos. A taxa de recuperagdo foi

verificada e retornou valores entre 68 € 83%.
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CAPITULO VL
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE SEIS FLAVONOIDES
PRESENTES EM GELEIAS DE FRUTAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Resumo

Flavonéides sdo antioxidantes naturais que podem ser associados a prevencdo de
vdrias doengas, como as cardiovasculares e o cancer. Estes compostos estdo presentes em
um grande nimero de frutas, porém certas frutas nao estdo disponiveis durante todo o ano.
Uma alternativa para que os beneficios dessas frutas possam estar disponiveis por um
periodo de tempo mais longo € a industrializacdo, como por exemplo, a producdo de
geléias. No estudo que se segue, um método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
foi desenvolvido e validado com a finalidade de identificar e quantificar flavondides em
geléia de morango com acerola. Sete compostos foram analisados: (+)-catequina, (-)-
epicatequina, rutina, narirutina, miricetina, quercetina e kaempferol. A etapa de validagdo
retornou limites de deteccdo entre 0,49 e 1,34 mg L', e os limites da quantificacdo ficaram
entre 1,50 e 4,05 mg L". O ensaio de repetibilidade apresentou um desvio padrdo relativo
de 3%. As amostras analisadas apresentaram 7,10 + 0,3 mg de (+)-catequina, 5,3 + 0,2 mg
de (-)-epicatequina, 4,1 + 0,2 mg de rutina e 6,6 = 0,3 mg de quercetina por 1kg da geléia
de fruta.

Palavras-chave: flavondides; geléia de frutas; Cromatografia Liquida de Ata

Eficiéncia.
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SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF SIX
FLAVONOIDS CONTAINED IN FRUIT JELLIES BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY.

Abstract

Flavonoids are natural antioxidants that can be associated to prevention of some
diseases, such as cardiovascular and cancer. These compounds are present in a large
number of fruits, but some fruits are not available throughout all the year. An alternative to
the benefices of this fruit may be available for longer period of time is the industrialization,
such as production of jellies. A High Performance Liquid Chromatography was developed
and validated in order to identify and quantify flavonoids in strawberry and acerola jelly.
Seven flavonoids were analyzed: (+)-catechin, (-)-epicatechin, rutin, narirutin, myricetin,
quercetin and kaempferol. The validation step showed limits of detection between 0.49 and
1.34 mg L', and the limits of quantification were between 1.50 and 4.05 mgL’. The
repeatability test showed a relative standard deviation of 3%. Samples analyzed presented
7,1 £ 0.3 mg of catechin, 5,3 + 0.2 mg of epicatechin, 4,1 + 0.2 mg of rutin and 6,6 + 0,3
mg of quercetin per 1 kg of fruit jelly.

Keywords: flavonoids; fruit jelly;, High Performance Liquid Chromatography.
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1. Introducao:

Virios estudos ja publicados apontam para os beneficios que alguns alimentos
podem desempenhar na saide humana. Compostos antioxidantes, como flavondides, t€m
sido responsabilizados por tais efeitos (Di Carlo et al., 1999), como a preven¢ao de doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (Gonzéles-Barrio et al., 2004; Katalinic et al,
2004; Rice-Evans, Miller e Papanga, 1996).

Elevado nimero de flavondides podem ser encontrados em plantas, principalmente
nas formas o-glicosidicas de glicose, galactose, rhamnose, arabinose, xilose e rutinose. Nao
ha muita informagao disponivel sobre a absorcao, distribui¢do, metabolismo e excrecdo de
flavondides em humanos. Por algum tempo foi aceito que apenas agliconas estavam aptas a
passar através do trato gastrointestinal (Justesen, Knuthsen e Leth, 1998), mas estudos de
Hollman e colaboradores (1995) mostraram que glicosideos e agliconas de quercetina sdo
absorvidos em relevantes quantidades por humanos. Papanga e Rice-Evans (1997) também
argumentam que flavondides podem ser absorvidos na forma glicosilada, ao passo que
encontraram glicosideos no plasma humano.

Inseridos no grupo dos compostos fendlicos, em geral apresentam dois anéis
aromadticos ligados por uma estrutura de carbonos (Figura VI-1) (Di Carlo et al., 1999;
Peterson et al., 2006). De acordo com os substituintes desses anéis, os flavonéides podem
ser classificados como: flavandis, flavanonas, flavanondis, flavonas, flavonoldis,

isoflavonas e antocianinas (Tabela VI-1).

Figura VI-1. Estrutura bésica dos flavondides.

Flavanonas sdo encontradas nas maiorias das frutas citricas; flavonas, em frutas
citricas, ervas aromdticas e cereais; isoflavonas, em leguminosas e oleaginosas como soja;

antocianinas e suas formas glicosiladas, as antocianidinas, sdo pigmentos naturais
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encontrados em uvas; flavandis como (+)-catequina e (-)-epicatequina podem ser
encontrados em frutas e chds; e os flavondis podem ser encontrados em qualquer fruta e
vegetais (Di Carlo et al., 1999; Peterson et al., 2006; Carrdao-Panizzi et al., 1999). Nos
alimentos, os flavondides podem ser responsaveis pela coloracio natural (vermelha, laranja

e azul) (Di Carlo et al., 1999; Bobbio e Bobbio, 1989).

Tabela VI-1. Classificagdo dos flavondides segundo a

estrutura molecular

Classificacao C; Cy Ligacao dupla

Flavanol - OH -H
Flavanona -0 =0
Flavanonol -OH =0
Flavona -H =0 2=3
Flavonol -OH =0 2=3
Isoflavona -B =0 2=3
Antocianina - OH -H 0=2;3=4

Quanto a metodologia analitica, diferentes técnicas estdo disponiveis, como, por
exemplo, as técnicas espectrofotométricas e as separativas. Entre as separativas, merecem
destaque a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Eletroforese Capilar. O
método espectrofotométrico € usado para quantificar o volume total de flavonéides, mas
outros compostos podem influenciar no resultado final. A CLAE e a CE estdo aptas para
separar, detectar e quantificar diferentes flavonoides separadamente em matrizes complexas
(Cordenunsi et al., 2002). A Cromatografia Liquida de Fase Reversa (RP-LC) ¢
normalmente a modalidade empregada para a determinagdo destes compostos, usando uma
coluna de C;s. A fase mével normalmente € eluida na coluna por gradiente e em geral é
constituida de (A) uma fase aquosa com tampao acetato ou fosfato e (B) uma fase organica,
onde estd presente metanol ou acetonitrila (Di Carlo et al., 1999; Rice-Evans, Miller e
Papanga, 1996).

Detector de arranjo de diodos (DAD) € o mais usado na andlise desse tipo de
compostos por RP-LC. Como dito anteriormente, todos os flavondides apresentam um anel

aromadtico, e por essa razdo, possuem alta absor¢do da regido do UV - visivel. O primeiro
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mdximo de absor¢do ocorre entre 185 e 240 nm. Este fator € devido a presenca do anel “A”
(Figura VI-1). O segundo maximo de absorcao ocorre entre 300 e 550 nm, que € devido aos
grupamentos no anel “C”. A presenca de grupamentos metila, metoxi e hidroxila ndo
dissociados geralmente causam pequenas mudangas nos valores do comprimento de onda
maximo (Rijke et al., 2006).

A extracdo destes compostos € geralmente realizada empregando um solvente
organico, como o metanol (Hakkinen, 2000; Price et al., 1999; Matilla, Astola e
Kumpulainen, 2000), acetona (Kosar et al., 2004) ou etanol em conjunto com dgua (Peng,
Liu e Ye, 2006; Xu et al., 2006). Amostras liquidas sdo filtradas ou centrifugadas antes de
serem submetidas as metodologias analiticas (Di Carlo et al., 1999). Algumas vezes é
utilizada a hidrdlise alcalina, 4cida ou enzimatica (Hakkinen, 2000), sendo que esta
hidrolise € feita quando se deseja quebrar a ligacdo de flavondides com glicosideos ou
ésteres. Com a intengdo de preservar os flavondides durante o processo extrativo,
antioxidantes como acido acético (Cordenunsi et al., 2002; Price et al., 1999), 4cido
ascorbico (Dadakova, Prochazkova e Krizek, 2001) e 2,3-tert-butil-4-hidroxianisol (BHA)
(Matilla, Astola e Kumpulainen, 2000) podem ser aderidos a solucdo extratora.

A planta¢do de morangos no Brasil inicia entre Mar¢o e Maio e a colheita acontece
entre Junho e Novembro. O morango fora de sua época, na maioria dos casos, ¢ mantido a
baixa temperatura, o que resulta em perda de qualidade e aumento de preco (Henrique e
Cereda, 1999). Processos tecnoldgicos sdo uma alternativa para tornar o morango € outras
frutas disponiveis por todo o ano, mesmo fora da época sazonal, e a produgdo de geléias é
uma boa alternativa (Baker et al., 2005). A geléia empregada no presente trabalho foi
preparada com duas frutas: acerola e morango. Hd poucos estudos que se referem a
identifica¢do e quantificagdo de flavondides em acerola. J4 para o morango, varios artigos

foram encontrados (Tabela VI-2).
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Tabela VI-2. Flavondides encontrados em acerola e morango de acordo com a literatura

Fruta Composto Quantidade (mg por kg) Referéncia
Acerola Quercetina Identificado Vendramini e Trugo, 2004
Kaempferol Identificado
Morango Quercetina 5-532 Cordenunsi et al., 2002; Hakkinen,
Kaempferol 47 - 34 2000; Breitfellner, Solar e Sontag,
2002; Kosar et al., 2004.
(+)-catequina 44 — 49 Breitfellner, Solar e Sontag, 2002
(-)-epicatequina 24-29 Breitfellner, Solar e Sontag, 2002;
Miricetina 3,1 -36 Kosar et al., 2004

Vendramini e Trugo (2004) identificaram quercetina e kaempferol em acerola, mas
ndo quantificaram. Breitfellner, Solar e Sontag (2002) encontraram (+)-catequina (44 a 49
mg em 1 kg) e (-)-epicatequina (2,4 a 2,9 mg em 1 kg) em morango. Kaempferol e
quercetina foram verificados em concentragdes entre 4,7-34 mg e 5-53,2 mg em 1 kg de
morango, respectivamente (Cordenunsi et al., 2002; Hakkinen, 2000, Breitfellner, Solar e
Sontag, 2002; Kosar et al., 2004). Kosar e colaboradores (2004) encontraram miricetina em
morango.

O presente trabalho visou identificar e quantificar flavonéides ((+)-catequina, (-)-
epicatequina, rutina, narirutina, miricetina, quercetina, kaempferol) em geléia de acerola
com morango. Dois outros compostos também foram estudados: rutina (flavonol) e
narirutina (flavanona). Esta € a primeira vez que uma geléia de morango e acerola tem seus

flavonoides analisados.

2. Experimento

2.1. Reagentes

Acetonitrila em grau CLAE foi obtida da LabScan. O &cido orto-fosfoérico usado foi
da Panreac. Metanol, etanol, acetona e dimetilsulfoxido (DMSO), todos em grau CLAE,
foram obtidos da Fisher Scientific. A dgua deionizada foi obtida do deionizador Milli-Q, da
Millipore. (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, miricetina e kaempferol foram

adquiridos da Extrasyntese. Kaempferol foi dissolvido em etanol e a miricetina foi
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dissolvida em DMSO. Os outros flavonéides foram dissolvidos em metanol. Solugdes de 1

g L' de cada flavonéide foram preparadas e estocadas a - 10°C, em frasco Ambar.

2.2. Extracao da amostra.

As geléias de morango e acerola foram obtidas direto do fabricante. Pequenas
porcdes foram separadas e mantidas em pequenos frascos ambar, a 4°C, até 0 momento da
andlise. 25 mL de metanol 50% foram adicionados a 5 g de amostra e essa solucdo foi
homogeneizada por 80 minutos a 3 g e filtrada em funil de buchner. A soluc¢do limpida foi
concentrada em rotoevaporador (40°C) até um volume de 12 mL volume. O concentrado foi
aplicado a um cartucho de SPE C;g previamente ativado com metanol e lavado com dgua.
Apés a eluicdo da amostra através do cartucho, foi realizada a lavagem com &4gua
deionizada para eliminar agicares e outros compostos hidrossoliveis presentes. Apds, o
cartucho foi eluido com metanol 100%. A solucdo obtida foi concentrada em
rotoevaporador (40°C) até 2 mL. O extrato final foi filtrado a 0,45 pm e analisado pela

CLAE. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

2.3. Equipamentos e condi¢coes Cromatograficas.

O sistema cromatogréfico utilizou um instrumento ThermoFinnigan Surveyor, com
injecdo automdtica (loop de 20uL), bomba quaterndria e detector de arranjo de diodos
(DAD). O tratamento de dados foi realizado pelo ChromQuest. A coluna utilizada foi RP-
18 Lichrocart (250 mm x 4,5 mm) da Merck e a pré-coluna RP-18 Lichrosper. O método
cromatografico foi baseado no método desenvolvido por Matilla, Astola e Kumpulainen
(2000) com modificagdes. A fase mdvel consistiu em 1% de 4cido orto-fosférico (A) e
acetonitrila (B). O gradiente de eluicdo iniciou em 95% de “A”, num fluxo de 0,7 ml min.”.
Este gradiente foi mantido até 5 minutos. Entre 5 € 55 minutos a elui¢do passou para 50%
de “A” e esta concentracdo foi mantida por 10 minutos. Entre 65 e 67 minutos, a

concentracdo retornou a 95% de “A”. A corrida terminou aos 77 minutos. A detec¢do foi
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realizada a 260 nm (rutina, miricetina e kaempferol), 280 nm ((+)-catequina, (-)-

epicatequina e narirutina), e 400 nm (quercetina).

2.4. Metodologia de validacao.

A seletividade do método foi avaliada usando o DAD. A amostra foi também
fortificada com os compostos em questdo e analisada. A comparacdo entre o perfil
cromatografico obtido para o extrato da amostra, extrato da amostra fortificada e solucdes
com apenas padroes foi realizada. Foram observados os espectros de absorbancia de cada
composto e o tempo de eluicio dos mesmos. A linearidade do sistema foi confirmada
usando solucdes de padrdes entre 0,5 ¢ 10 mg L. As andlises foram realizadas de acordo
com as condicdes experimentais descritas anteriormente. A repetibilidade do método foi
avaliada em dois niveis de concentracdo (2 e 10 mg L), analisando 10 solucdes de cada
nivel e também 10 extratos da mesma amostra usando a metodologia de CLAE descrita. A
precis@o intermedidria foi avaliada comparando curvas analiticas feitas em trés dias
diferentes. O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados
dividindo-se o desvio padrdo obtido no teste de repetibilidade e o coeficiente angular da
curva analitica. Esta razdo foi multiplicada por 3,3 para o LD e por 10 para o LQ (Ribani et

al., 2004).

3. Resultados e discussao

Um método analitico foi otimizado com a finalidade de determinar (+)-catequina, (-
)-epicatequina, rutina, narirutina, miricetina, quercetina e kaempferol presentes em geléias
de frutas, usando CLAE acoplada ao DAD. A identificacdo dos compostos foi confirmada
comparando-se o espectro UV-visivel obtido para os picos detectados na amostra, os picos
correspondentes em solugdes padrdo com mesmo tempo de eluicio e em amostra
fortificada. A méxima sensibilidade do método é obtida quando os compostos sdo
analisados no seu comprimento de onda de maxima absor¢do. Cada grupo de flavondides

tem caracteristicas estruturais proprias, entdo, cada grupo tem sua alta sensibilidade situada

em diferente comprimento de onda. (+)-catequina e (-)-epicatequina sdo flavandis e
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possuem um grupamento OH no carbono 3 (Figura VI-1), apresentando um méximo de
absorbancia a 280 nm. Flavonéis, como rutina, quercetina, miricetina e kaempferol,
apresentam absor¢do médxima a 260 nm e sua estrutura mostra um grupamento OH no
carbono 3 e uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 (Figura VI-1). Narirutina € uma
flavanona e apresenta méximo de absorcdo a 280 nm, igual aos flavandis.

De acordo com o mencionado acima, as amostras foram verificadas em dois
comprimentos de onda distintos: 260 e 280 nm. Durante a andlise das geléias, foi necessario
empregar outro comprimento de onda devido a um composto desconhecido com igual
tempo de elui¢do da quercetina. Este flavonol apresenta outro maximo de absorbancia a 400
nm e o composto desconhecido ndao absorve nesta drea. Com isso, este comprimento de
onda (400 nm) foi também usado nas andlises que se seguem. A Figura VI-2 mostra o perfil
cromatografico obtido a 260 nm quando uma mistura dos padrdes (+)-catequina (1), (-)-
epicatequina (2), rutina (3), narirutina (5), quercetina (6) e kaempferol (7) foi analisada. O

método separou adequadamente estes flavonoides, sem coelui¢io de picos.
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Figura VI-2. Perfil cromatografico obtido da mistura dos padrdes (+)-catequina (1), (-)-epicatequina (2),
rutina (3), narirutina (4), miricetina (5), quercetina (6) e kaempferol (7). As condi¢des de andlise estdo

descritas no item 2.3. Comprimento de onda apresentado é 260 nm.

No perfil cromatografico obtido por meio da andlise do extrato da geléia de
morango com acerola (Figura VI-3) os flavondides (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina,
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quercetina e kaempferol foram detectados. Narirutina e miricetina ndo foram encontrados

nessa amostra.
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Figura VI-3. Perfil cromatogrifico obtido na anélise do extrato de gelé€ia de acerola com morango. As

condicdes de andlise estdo descritas no item 2.3. Comprimento de onda apresentado € 260 nm.

A seletividade do método foi confirmada comparando-se o espectro de absor¢do dos
compostos isolados com os compostos presentes na amostra, considerando 0 mesmo tempo
de elui¢do para ambos os perfis cromatograficos. A amostra também foi adicionada de
padroes e um aumento no sinal do detector foi observado nos picos em andlise,
confirmando a presencga destes compostos na amostra. Considerando os resultados obtidos,
o método pode ser dito seletivo: € capaz de identificar todos os compostos em questdo, sem
interferentes.

A linearidade do método também foi testada. A maioria dos flavondides apresentou
um coeficiente de correlacdo acima de 0,99 (Tabela VI-3). Para a miricetina, no entanto,
resultados ndo foram satisfatorios. Diferentes solu¢des padrdes foram analisadas, utilizando
dois lotes diferentes do mesmo padrdao. Dificuldades envolvendo a quantificacio da
miricetina por CLAE ja foram relatadas pela literatura e este fato estd ligado a sua alta
instabilidade e a presenca de outros compostos eluindo ao mesmo tempo (Justesen,

Knuthsen e Leth, 1998). Neste trabalho, somente a instabilidade foi verificada, ndo houve
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compostos coeluindo com a miricetina. Por esta razio, a miricetina ndo foi considerada no

processo de validacdo. A deteccdo € possivel, mas a quantificag¢do, nao.

Tabela VI-3. Parimetros dos modelos ajustados as curvas analiticas (y = A + Bx), coeficientes de correlagdo

e limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) para cada flavondide.

Flavonéides A B R2 LD@mgL") LQ@mgL")
(+)-catequina -7598,34 56976,7 0,99 0,89 2,70
(-)-epicatequina  16259,65 69175,19 0,99 1,34 4,05
Rutina 117494 182862.,9 0,99 0,56 1,70
Narirutina 175957 4 816570,2 0,99 0,49 1,50
Kaempferol -76326,2 3362704 0,99 0,95 2,89
Quercetina -93041,7 1831774 0,99 0,88 2,68

A repetibilidade do método foi avaliada em dois niveis de concentracdo (3 e 10 mg
L"), aplicando-se ao sistema 10 soluc¢des de igual composicdo, contendo uma mistura de
todas as substancias em questdo, também foram analisados 10 extratos da mesma amostra.

O maior desvio padrao relativo encontrado foi de 0,10% para o tempo de eluicdo e
2,70% para o sinal do detector (Tabela VI-4). Para a amostra, o desvio padrio relativo do
sinal do detector foi de 4,94% para a quercetina. O tempo de elui¢do teve desvio padrdo
relativo maximo de 0,10%, também para a quercetina (Tabela VI-5). A repetibilidade na
amostra foi avaliada segundo sua concentracdo e nao pelo sinal do detector, uma vez que a

pesagem da mesma ndo € tio repetitiva quanto o preparo de solucdes de padrdes isolados.

Tabela VI-4. Repetibilidade do método para os flavonéides em solucio.

Flavonéide Tempo Area
Media (s) Desvio (%) Media (mAu) Desvio (%)

(+)-catequina 18,77 0,09 443093,30 2,70
(-)-epicatequina 22,43 0,10 671859,80 1,59
Rutina 28,86 0,05 1871052,30 1,36
Narirutina 30,37 0,01 7868088,00 0,22
Quercetina 39,21 0,03 1572098.,50 2,29
Kaempferol 44,61 0,03 3203616,30 0,67
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Tabela VI-5. Repetibilidade do método e desvio padrio relativo (DPR) para os flavonédides presentes na

amostra de geléia de morango com acerola

. Tempo Concentracio
Flavonodide
Media (s) DPR (%) Media (mg/100ml) DPR (%)
(+)-catequina 18,78 0,06 7,15 4,89
(-)-epicatequina 22,43 0,10 5,26 3,94
Rutina 28,86 0,05 4,11 4,67
Quercetina 39,21 0,03 6,65 4,94

Para verificar a precisdo intermedidria, solu¢des de padrdes foram preparadas e
analisadas em trés dias diferentes. Nova fase mével também foi preparada em cada dia. Os
coeficientes de correlacdo (r?) obtidos para as curvas analiticas foram sempre préximos a
0,99. Assumindo todos os pontos obtidos nos 3 dias que se seguiram, modelos também
foram ajustados as curvas analiticas e os coeficientes resultantes estdo descritos na Tabela
VI-3. Considerando cada dia como um modelo diferente, os parametros obtidos foram
comparados e um desvio padrdo relativo de no maximo 4,37% foi encontrado, indicando
uma satisfatéria precisio intermedidria.

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram obtidos por meio da curva analitica
construida no estudo de precisdo intermedidria e o desvio padrdo calculado no ensaio de
repetibilidade. A narirutina apresentou o menor LD e o menor LQ. Os maiores valores
foram encontrados para a (-)-epicatequina (Tabela VI-3).

A exatiddo do método foi avaliada por meio do teste de recuperacdo. Quantidades
de 3 ¢ 10 ug ml"' de cada flavonéide foram adicionadas & matriz antes da extracdo. Uma
comparagdo entre a matriz fortificada e a sem fortificacdo também foi feita. Os resultados

podem ser observados na Tabela VI-6.
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Tabela VI-6. Ensaio de recuperagdo dos flavondides

Flavonoide Recuperacio (%)
(+)-catequina 70,51
(-)-epicatequina 83,46
Rutina 78,46
Narirutina 73,08
Kaempferol 68,60
Quercetina 82,38

Valores entre 69% e 83% podem ser verificados. Ribani e colaboradores (2004)
postulam que sdo aceitdveis valores entre 70 e 120%, mas, conforme a complexidade da
matriz, a recupera¢do pode se encontrar entre 50 e 120%. A maioria dos flavonodides
englobados no presente estudo mostrou uma recuperacdo dentro do primeiro intervalo
citado pelos autores. O kaempferol foi o unico que nio se encontrou no primeiro intervalo,
mas estd englobado pelo segundo.

O método usado para analisar os flavondides na geléia de fruta provou ser seletivo,
linear, preciso e apresentou limites de deteccdo e quantificagdo aceitdveis para o trabalho
proposto. A recuperacdo também pode ser considerada satisfatoria.

Durante a producdo de geléias de frutas, diferentes operagdes, como trituragdo,
homogeneizagdo, concentracdo até o nivel de s6lidos soliveis aceitdveis e tratamentos de
calor, como pasteurizacdo, sdo realizados (Baker et al., 2005). Degrada¢des de compostos,
como flavondides, podem ocorrer nestas etapas. O calor, a maceracdo, a longa exposi¢do ao
oxigénio e reagdes enzimdticas causam perdas nutricionais.

As concentragdes de flavondides presentes na geléia de morango com acerola
foram: 7,15 £ 0,3 mg de (+)-catequina, 5,26 + 0,2 mg de (-)-epicatequina, 4,11 + 0,2 mg de
rutina e 6,65 + 0,3 mg de quercetina em 1 kg de amostra. O kaempferol, apesar de
detectado visualmente, apresentou valores abaixo dos limites de detec¢do e quantificacdo
calculados. Os resultados deste trabalho demonstraram que, apesar das condicdes de
processamento necessdrias para a fabricacdo de geléia, flavondides ainda podem ser
encontrados no produto final. As concentragdes de (+)-catequina, (-)-epicatequina e
quercetina nas geléias sdo menores do que as relatadas na literatura para o morango. De
acordo com a Tabela VI-2, alguns autores relataram também a presenca de kaempferol e
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miricetina no morango, mas estes compostos ndo foram detectados. A diferenca pode ser
resultado de variacdes entre espécies, condicdes climdticas, localizagdes geograficas, uso
de pesticidas, maturacdo das frutas e degradacdo durante o processo de fabricacdo e
estocagem das geléias (Mezadri et al., 2008).

Os resultados mostram que flavondides presentes em frutas podem estar disponiveis
ao consumidor fora do periodo de sazonalidade por meio de processos industriais, como

ocorrem no preparo de geléias de frutas.

4. Conclusao

O método proposto neste trabalho pode ser usado para quantificar (+)-catequina, (-)-
epicatequina, rutina, narirutina, quercetina e kaempferol em geléias de frutas. O método foi
seletivo, linear e preciso. Os coeficientes de correlagdo obtidos para concentragdes entre 0,5
e 10 mg L' foram acima de 0,99 para a maioria dos flavondides, com excecdao da
miricetina. A repetibilidade do método, expressa em desvio padrio relativo, foi de 3%
quando solugdes padrdes foram analisadas, ja para as amostras, esse desvio maximo foi de
4,9%. Os resultados obtidos para cada flavondide na geléia estudada mostrou que este € um
tipo de alimento que pode ser usado para obter os flavondides presentes em frutas fora do
seu periodo sazonal. O método analitico ndo foi eficiente para quantificar a miricetina

presente em geléias de frutas.
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CAPITULO VIL
OTIMIZACAO DE METODOLOGIA PARA A SEPARACAO
DE COMPOSTOS FENOLICOS EM ALIMENTOS E
BEBIDAS POR ELETROFORESE CAPILAR

Resumo

O presente estudo desenvolveu um método de identificacdo e quantificacdo de 16
compostos simultaneamente em geléias de frutas e vinhos utilizando a Eletroforese Capilar.
Os compostos separados foram os flavondides narirutina, (-)-epicatequina, (+)-catequina,
rutina, kaempferol, miricetina, quercetina e morina, além dos fendlicos niao flavonéides
trans-resveratrol, dcido cindmico, acido ferrilico, dcido p-coumérico, 4cido vanilico, dcido
caféico, dcido gdlico e 4cido 3,4-dihidroxibenzdico. As etapas de otimizac¢do envolveram a
escolha da concentracdo do tampao (entre 50, 100, 150, 175 e 200 mmol L'l), da voltagem
aplicada (10, 20 e 30 kV), do tamanho do capilar (50 pm de didmetro por 37, 48 € 68 cm de
comprimento total), do pH (entre 8,8 € 9,6) e do tempo de injecdo. Foi também verificado o
efeito do solvente da matriz no sistema, sendo testadas as misturas de metanol/dgua e
etanol/ dgua. A melhor separacdo ocorreu com 175 mmol L™ de 4cido bérico, 68 cm de
tamanho de capilar, 30 kV de voltagem, pH 9,0, injecdo hidrodinamica de 50 mbar por 30 s
seguida de inversdo da voltagem para -20 kV por 5 s. Quanto ao solvente, as misturas de
metanol:dgua (30:70) e etanol:dgua (10:90) apresentaram perfis semelhantes, boa

estabilidade, repetibilidade e precisdo.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Eletroforese Capilar, otimizagdo, geléia de

frutas, vinhos.
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OPTIMIZATION METHODOLOGY FOR THE
SEPARATION OF PHENOLIC COMPOUNDS IN FOODS
AND BEVERAGES BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS

Abstract

This study developed a method to identify and quantify 16 compounds
simultaneously in fruit jellies and wines using Capillary Electrophoresis. The compounds
separated were the flavonoids narirutin, (-)-epicatechin, (+)-catechin, rutin, kaempferol,
myricetin, quercetin and morin, besides the phenolic non-flavonoids trans-resveratrol,
cinnamic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, vanillic acid, caffeic acid, gallic acid and 3,4-
dihydroxybenzoic acid. The steps of optimizing involved the choice of buffer concentration
(between 50, 100, 150, 175 and 200 mmol L'l), the applied voltage (10, 20 and 30 kV), the
size of the capillary (50 um diameter by 37, 48 and 68 cm total length), pH (between 8.8
and 9.6) and the injection time. The effect of the solvent in the matrix system was also
verified by testing mixtures of methanol/water and ethanol/water. The best separation
occurred with 175 mmol L-1 of boric acid, capillary with 68 cm, 30 kV, pH 9.0,
hydrodynamic injection at 50 mbar for 30 s and then reversing voltage to -20 kV for 5 s.
The solvent mixtures of methanol: water (30:70) and ethanol: water (10:90) showed similar

profiles, with good stability, repeatability and accuracy.

Keywords: Phenolic compound, Capillary Electrophoresis, optimization, fruit jelly,

wine.
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1. Introducao

Nos ultimos anos, o interesse pelo consumo de produtos naturais vem crescendo.
Este fato estd relacionado com indicios dos efeitos benéficos na saide humana que tais
alimentos podem resultar, como, por exemplo, a prevencao de doengas corondrias (Bravo et
al., 2006; Frazier, 2001), alguns tipos de cancer e processos inflamatérios (Jac, Polasek e
Pospisilova, 2006). Estes efeitos podem estar associados a compostos fendlicos, facilmente
encontrados em frutas, vegetais e alguns produtos derivados, como vinhos, chas e geléias.
Do ponto de vista tecnoldgico, estes compostos contribuem para a qualidade sensorial do
alimento e possuem efeito em sua cor, amargura, adstringéncia e sabor (Kanitsar et al.,
2001; Minussi et al., 2003).

A distribuicdo e a quantidade de fendlicos encontradas em cada alimento estdo
suscetiveis a diferencas entre espécies, cultivares, grau de amadurecimento, condi¢des
ambientais de crescimento, colheita e estocagem, além de possiveis processamentos
(Kanitsar et al., 2001; Minussi et al., 2003).

Quanto as caracteristicas estruturais, as substincias fendlicas podem ser
classificadas em dois grandes grupos: flavondides e ndo flavonodides (Fang et al., 2007;
Facco, 2006). O primeiro grupo é o mais encontrado em alimentos e normalmente
apresenta maior potencial antioxidante entre os compostos fendlicos. Quercetina,
kaempferol, miricetina, (+)-catequina e (-)-epicatequina sdo exemplos de flavondides.
Acido glico, 4cido caféico, dcido p-coumdrico e frans-resveratrol sio exemplos do grupo
“nao flavonodides” (Facco, 2006).

Muitos métodos ja foram desenvolvidos para caracterizar estes compostos em
alimentos, farmacos e cosméticos, como, por exemplo, a Cromatografia em Papel, a
Cromatografia em Camada Delgada e a Cromatografia em Coluna Aberta. Técnicas que
despendem grande tempo e ndo sdo particularmente vantajosos para quantificacdo de
grande nimero de amostras. A Cromatografia Gasosa é uma técnica rapida, eficiente e
precisa, mas geralmente requer uma etapa de derivatizacdo. A Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e a Eletroforese Capilar (EC) estdo aptas para realizar esse tipo de
andlise com alta sensibilidade e com curto tempo de preparacdo de amostras (Kanitsar et
al., 2001).
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A EC € uma técnica de separa¢do de compostos que demonstra grande versatilidade
e pode ser implementada para analisar compostos catidnicos e anidnicos, assim como
compostos neutros € moléculas com seletividade hidrofébica (Fonseca et al., 2001). Os
recentes avancos em EC proporcionaram um método de separagdo rdpido, econdmico e
com elevada eficiéncia de separacdo que pode resolver problemas com interferentes
presentes na matriz comumente encontrados na andlise por CLAE (Frazier, 2001; Fung e
Tung, 2001). Por outro lado, esta técnica apresenta alguns problemas como baixa
sensibilidade e reprodutibilidade, quando comparada com CLAE (Jac, Polasek e
Pospisilova, 2006).

A Eletroforese Capilar de Zona (CZE) e a Cromatografia Eletrocinética Micelar
(MEKC) sdo as mais utilizadas para identificar e quantificar fen6licos em diversas matrizes
(Jac, Polasek e Pospisilova, 2006). Estudos realizados por Pasourek e colaboradores (2000),
empregaram a CZE para separar 10 compostos fendlicos em vinho. Kanitsar e
colaboradores (2001) utilizaram o mesmo recurso para separar 15 compostos fenolicos em
frutas citricas. J4 Fonseca e colaboradores (2001) aplicaram a MEKC para separar 9
compostos fendlicos em ervas.

O presente estudo desenvolveu e avaliou uma metodologia de separacdo de 16
compostos fendlicos empregando a técnica de CZE. Para verificar a versatilidade da técnica
frente a diferentes matrizes, foram analisadas amostras de geléia, vinho branco, tinto e rose.

Nenhum estudo foi encontrado sobre fendlicos em geléias de frutas, apenas dados
sobre fendlicos em frutas e sucos sdo encontrados. Em morangos, sdo encontrados
quercetina, kaempferol, (+)-catequina e (-)-epicatequina (Cordenunsi et al., 2002;
Breitfellner, Solar e Sontag, 2002). Em acerola, estudos indicam a presencga de quercetina e
kaempferol apenas (Vendramini e Trugo, 2004). Alguns estudos quantificaram &cido
gdlico, acido caféico, 4cido p-coumdrico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, trans-resveratrol,
quercetina e kaempferol em vinhos tintos Italianos e Brasileiros (Facco, 2006; Pazourek et
al., 2000). Miricetina, quercetina e kaempferol foram encontrados em vinhos chineses

(Fang et al., 2007).
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2. Experimento

2.1. Reagentes

O padrao de narirutina foi obtido da Extrasynthese, enquanto que os padrdes de
trans-resveratrol, (-)-epicatequina, (+)-catequina, rutina, dcido cinamico, dcido ferrulico,
kaempferol, 4cido p-coumdrico, dcido vanilico, miricetina, quercetina, morina, 4cido
caféico, 4cido gdlico e dcido 3,4-dihidroxibenzéico foram obtidos da Sigma-Aldrich.
Também foram utilizados metanol e etanol grau CLAE da J. T. Baker, dimetilsulf6xido da
Amresco, dcido bérico da Ecibra e NaOH da Nuclear. A dgua empregada nos experimentos
foi purificada usando sistema Milli-Q (Millipore Corporation). Todas as solu¢des foram
filtradas em filtros de 0,45 pm e sonicadas por 5 minutos antes da injecao.

As solugdes estoque dos padrdoes foram preparadas em metanol e etanol, com
excecdo da miricetina, solubilizada em dimetilsulféxido. Estas solu¢des foram armazenadas
a —18°C e protegidas da luz. As solugdes trabalho foram preparadas em metanol:agua

(30:70) e etanol:4dgua (10:90), em concentragdes que variaram de 0,05 a 20 mg L™".

2.2. Extracao das amostras

O método proposto foi aplicado em cinco amostras diferentes, incluindo geléia de
frutas, vinhos tinto, rose e branco. Cada tipo de amostra necessitou de diferente extragdo. A
amostra de geléia de acerola com laranja foi extraida com metanol: dgua (1:1) por 80
minutos. Este extrato levado ao rotoevaporador até chegar a concentracio de 12 ml e depois
foi submetido a uma limpeza em coluna C;g de extracdo em fase sélida (SPE). O extrato
organico final foi evaporado e ressuspendido em metanol:4dgua (30:70), filtrado, sonicado e
injetado na Eletroforese Capilar.

As amostras de vinho tinto foram diluidas 1:1 em etanol:adgua (10:90), filtradas em
filtros de 0,45 pm, sonicadas por 5 minutos para remocdo de bolhas de ar e injetadas no

equipamento de Eletroforese Capilar. Os vinhos rose e branco foram analisados sem
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dilui¢do. Para facilitar a identificacdo e confirmacdo dos analitos, uma aliquota de cada

amostra foi fortificada com padrio de 2,0 mg L™ contendo os 16 analitos.

2.3. Equipamento e condicoes Eletroforéticas.

Foi utilizado um equipamento Agilent G1600AX (Agilent Technologies, Germany),
série DE016032210, equipado com detector de arranjo de diodos (UV-Visivel), injetor
automadtico e sistema de controle de temperatura ajustado em 25°C. Os capilares testados
foram de silica fundida com 75 pm de didmetro por 72 cm de comprimento total e 50 pm
por 37, 48 e 68 cm de comprimento total (Agilent Technologies). A deteccao foi realizada a
217 nm. A andlise e o tratamento dos dados foram realizados em um sistema HP
Chemstation acoplado a Eletroforese Capilar.

Os capilares novos foram ativados e condicionados, no primeiro dia de uso, por
lavagem com pressdo de 1 000 mbar com solu¢do de NaOH 1 mol L™ durante 30 minutos,
seguido de 10 minutos de dgua. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar foi
condicionado com 5 minutos de NaOH 1 mol.L™", seguido de 5 minutos de dgua e 10
minutos de eletrélito. No final do dia foi realizada uma limpeza no capilar com lavagem por
5 minutos com NaOH 1 mol.L™ e 5 minutos de dgua. O capilar foi armazenado em dgua
durante a noite.

Na otimizac¢do da metodologia, foram utilizadas solugdes de dcido bdrico variando
de 50 a 200 mmol L_l, baseando-se nos estudos realizados por Kanitsar e colaboradores
(2001). O pH de todos os eletrolitos foi ajustado inicialmente em 9,0, com auxilio de uma
solucio de NaOH 0,1 mol L. As voltagens aplicadas variaram de 10 a 30 kV.
Inicialmente, foi utilizado um capilar de 68 cm de comprimento total, em temperatura
constante de 25°C e injecdo hidrodindmica de 50 mbar por 5 s. Os padroes foram
solubilizados em metanol:dgua (50:50 e 30:70) e etanol:dgua (10:90). Apds estas etapas de
otimizacdo, foi verificado o melhor pH de andlise, variando o mesmo de 8,8 a 9,6.
Diferentes comprimentos de capilar também foram testados (de 37 a 68 cm), mantendo-se o
mesmo diametro (50 um). Os ensaios de injecdo englobaram as modalidades hidrodinamica
e eletrocinética. No modo hidrodinamico, as amostras foram injetadas a 50 mbar por 5, 10,

20 e 30 segundos. Na inje¢do eletrocinética, avaliou-se a aplicagdo de voltagem nos niveis
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de 10, 20 e 30 kV, por 5 e 10 segundos. Foram testados ainda alguns sistemas de
condicionamento do capilar e limpeza entre as corridas. O parametro avaliado foi o
coeficiente de variacdo dos tempos de migracdo entre 15 corridas consecutivas. As
condicdes estudadas envolveram limpeza utilizando eletrdlito de corrida, 4gua purificada e

NaOH 1 mol L',

2.4. Metodologia de Validacao

A seletividade do método foi avaliada usando um detector de arranjo de diodos. A
amostra foi também fortificada com os compostos em questdo e analisada. A comparacio
entre o perfil cromatografico obtido para o extrato da amostra, extrato da amostra
fortificada e solugdes com apenas padrdes foi realizada. Foram observados os espectros de
absorbancia de cada composto e o tempo de eluicio dos mesmos. A linearidade do sistema
foi confirmada usando solu¢des de padrdes entre 0,30 ¢ 15 mg L. A repetibilidade do
método foi avaliada em dois niveis de concentracio, analisando 10 solu¢des de cada nivel e
também 10 extratos da mesma amostra usando a metodologia de CLAE descrita. A precisao
intermedidria foi avaliada comparando curvas analiticas feitas em trés dias diferentes. O
limite de detec¢ao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados dividindo-se o
desvio padrao obtido no teste de repetibilidade e o coeficiente angular da curva analitica.

Esta razao foi multiplicada por 3,3 para o LD e por 10 para o LQ (Ribani et al., 2004).

3. Resultados e discussao

O estudo que se segue teve inicio na metodologia utilizada por Kanitsar e
colaboradores (2001). Estes autores empregaram a Eletroforese Capilar para avaliar
compostos fendlicos em frutas citricas utilizando tampdo borato a 100 mmol L, com pH
9,5 e injecdo hidrodindmica. Foram separados pelo método: hesperidina, naringenina,
trans-resveratrol, (-)-epicatequina, (+)-catequina, vanilina, hidroxibenzaldeido, &cido
sinapico, dcido ferrtlico, dcido p-coumdrico, dcido vanilico, 4cido caféico, entre outros. As

condicdes propostas por Kanitsar e colaboradores (2001) foram aplicadas aos analitos de
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interesse do presente estudo, mas ndo resultaram em uma separagdo satisfatéria. Em vista
desse fato, variagcdes no método foram propostas.
A primeira modificacio foi a alteracdo da concentracdo do eletrolito de andlise.
Foram testadas inicialmente concentracdes de 50, 100 e 200 mmol L'l, com voltagens de
10, 20 e 30 kV e pH fixo em 9,0. O capilar utilizado nesses ensaios iniciais teve
comprimento de 65 mm e didmetro de 50 pm. O eletrélito de 50 mmol L' ndo foi
suficiente para separar por completo a (-)-epicatequina (3) da (+)-catequina (4) e a
miricetina (11) da quercetina (12). Houve ainda a coluicdo total do 4cido ferrilico (7)
com o kaempferol (8). A concentracio de 100 mmol L™ foi capaz de separar a miricetina
da quercetina, mas as outras coelui¢des da concentragdo anterior continuaram a ocorrer,
sendo que houve melhora na separacdo entre o ferrilico e o Kaempferol. Aumentando a
forca do eletrdlito para 200 mmol L™, verificou-se a separacio total de quase todos os
fendlicos, com excecdo da (-)-epicatequina e da (+)-catequina, ¢ uma corrida de 22
minutos foi obtida. Uma concentracio intermedidria foi testada (175 mmol L_l) e um
menor tempo de andlise foi observado (19 minutos) com igual potencial de separagdo.
Além do menor tempo, podem-se observar picos mais finos e mais definidos que para a
concentracio de 200 mmol L™ (

Figura VII-1).

A separagdo da (+)-catequina e da (-)-epicatequina é uma etapa dificil de ser
realizada. Vdrios trabalhos que analisam estes dois compostos relatam sua coelui¢do
parcial, assim como aconteceu no presente estudo, mas mesmo com a coeluicdo, as
quantidades destes flavonodides foram determinadas nas amostras (Cao et al., 2002; Chu et
al., 2003; Kanitsar et al., 2001).

Ap6s a definicdo da concentracdo do eletrolito, variou-se o pH da solugdo. Foram
testados valores de 8,0 a 9,2 (Figura VII-2). No pH 8,0 a narirutina e o trans-resveratrol
apresentaram coeluicdo total de seus picos € 0 mesmo aconteceu para a quercetina e a
morina. Aumentando-se o pH para 8,4, o kaempferol alterou sua posic¢ao, ficando com um
tempo de migracdo maior que o da rutina. Observa-se também que neste pH o 4cido
cindmico se apresentou em coelui¢do com o dcido p-coumdrico, porém, a quercetina e a

morina encontram-se separadas.
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Figura VII-1. Separacdo de 16 compostos fendlicos em diferentes concentragdes de dcido borico, em pH 9,0,
capilar de 50 pm x 68 cm, 25°C, 30 kV e detec¢do a 217 nm. Foram analisados seguintes fendlicos: narirutina
(1), trans-resveratrol (2), (-)-epicatequina (3), (+)-catequina (4), rutina (5), dcido cinamico (6), dcido ferrdlico
(7), kaempferol (8), dcido p-coumadrico (9), dcido vanilico (10), miricetina (11), quercetina (12), morina (13),
acido caféico (14), acido galico (15) e 4cido 3,4-dihidroxibenzdico (16). Todos os compostos estavam em

concentragio de 20 mg L™
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Figura VII-2. Comportamento dos fenélicos em estudo de acordo com a variacdo de pH entre 8,0 € 9,2.
Foram analisados seguintes fenélicos: narirutina (1), trans-resveratrol (2), (-)-epicatequina (3), (+)-catequina
(4), rutina (5), 4cido cinamico (6), 4cido ferrulico (7), kaempferol (8), dcido p-coumarico (9), dcido vanilico

(10), miricetina (11), quercetina (12), morina (13), 4cido caféico (14), dcido galico (15) e 4cido 3,4-

dihidroxibenzéico (16).

No pH 8,8, o kaempferol ficou com tempo maior de migra¢do que o acido cindmico
e teve seu tempo de migracdo idéntico ao acido ferrtlico. Essa juncdo foi resolvida
alterando o pH do eletrdlito para 9,0. Neste pH, todos os compostos podem ser
identificados e quantificados isoladamente. Os testes se prosseguiram até o pH 9,2, no qual
ocorre a juncdo entre os picos da quercetina e da miricetina. Conforme os resultados, o pH
9,0 foi o escolhido para os ensaios subseqiientes. Na Figura VII-2, estdo ilustrados os

comportamentos de todos os fendlicos frente as mudancas de pH. Observado essa mesma
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figura, verifica-se também um aumento do tempo de anédlise, resultante da adicdo de NaOH
ao sistema.

A condig¢do de 175 mmol L_l, pH =9,0, 30 kV e 25°C foi entdo testada em capilares
de diferentes comprimentos (37 e 48 cm) e igual diametro (50,0 pm). Para todos eles, ndo
foi observada melhora na separacdo dos 16 analitos em questdo, embora o tempo de corrida
fosse menor, assim, as etapas subseqiientes, mantiveram o comprimento de 68 cm.

Para maior diversificacio do método desenvolvido no presente trabalho, foram
testados alguns solventes para a solubilizacdo de padroes e amostras. O uso de
metanol:dgua se iniciou com concentracdo de 50:50, porém a andlise eletroforética
apresentou grandes instabilidades, gerando quedas de corrente e baixa repetibilidade. Na
concentracdo de 30:70 a andlise foi possivel, com boa estabilidade do sistema e boa
repetibilidade. Também foi testada a mistura etanol:dgua a 10:90. Esta concentragdo foi
definida para avaliar a possibilidade da andlise de vinhos utilizando as mesmas condic¢des
de andlise. Os perfis de separacdo foram semelhantes, a tnica diferenga entre ambos foi o
tempo de corrida, que resultou em 1 minuto maior quando foi empregada a mistura de
metanol:4dgua.

Com a finalidade de se melhorar a detectabilidade da metodologia, alguns testes
foram realizados. Inicialmente o capilar de 50 pm x 68 cm foi substituido por um de 75 pm
x 72 cm, aumentando o caminho Optico e, conseqiientemente, a intensidade do sinal
analitico. Houve uma melhora no sinal, porém a eficiéncia da separagado ficou prejudicada.
O passo seguinte foi o estudo do aumento da quantidade de inje¢ao no capilar de 50 pm.

A 1injecdo eletrocinética apresentou melhor resolugdo para os flavondides, mas nao
foi muito eficiente para os dcidos fendlicos. A inje¢do hidrodinamica de 50 mbar por 5 s
(Figura VII-3 A) foi substituida por uma inje¢do de mesma pressao, porém com um tempo
de 30 s (Figura VII-3 B). Nesta condi¢do, o sinal do detector foi maximizado e os espectros
de absor¢do dos compostos puderam ser melhor visualizados, facilitando a identificacio e a
quantificacdo dos compostos. Porém, a desvantagem de um tempo longo de injecdo foi o
alargamento de banda, o que resultou na coelui¢do do 4cido ferrulico com o kaempferol.
Com a finalidade de diminuir essa interferéncia, foi aplicada uma voltagem inversa no
sistema (—20 kV durante 5 s) antes de se proceder a voltagem da corrida (+30 kV). Esse

procedimento concentrou os compostos na entrada do capilar e foi suficiente para reduzir o
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alargamento de banda e solucionar a separacdo dos dois picos (Figura VII-3 C). O uso de
voltagem negativa foi testado de 5 a 30 s, sendo que o melhor tempo foi 5 s. Para a
confirmac¢do dos resultados, uma solu¢do contendo apenas 1 mg L' foi aplicada a
metodologia e, mesmo nesta baixa concentracdo, os compostos puderam ser identificados
(Figura VII-3 D). Os testes de inje¢do de volume maior de amostra foram realizados nos
dois solventes (metanol:dgua e etanol:dgua). Em ambos os casos foram observados

resultados semelhantes.
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Figura VII-3. Ensaios de injecdo realizados: (A) solugdo com 20 mg L' de cada fendlico, injetada a 50 mbar

por 5 s; (B) solugdo com 20 mg L™ de cada fendlico, injetada a 50 mbar por 30 s; (C) solugdo com 20 mg L™

de cada fendlico, injetada a 50 mbar por 30 s seguida de voltagem inversa a —20 kV por 5 s; (D) solugdo com
1 mg L™ de cada fenélico, injetada a 50 mbar por 30 s seguida de voltagem inversa a —20 kV por 5 s.
Condig¢des de analise: tampao borato a 175 mmol L'l, pH 9.0, 30kV, 25°C, capilar de 50 pym x 68 cm,

detecg¢do a 217 nm.

Ap6s a definicdo do sistema, foi verificada uma baixa repetibilidade e, para

solucionar esse impasse, foram realizados testes para aprimorar a limpeza e
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condicionamento do capilar entre as corridas. Quando as amostras eram injetadas por 5 s a
50 mbar, bons resultados foram obtidos para o seguinte procedimento: (a) no inicio do dia,
lavagem por 5 minutos de NaOH 1 mol L™, 5 minutos de dgua e 10 minutos de eletrdlito,
todas com pressdo de 1 000 mbar; (b) entre as corridas, lavagem de 0,5 minutos de
eletrélito. Sob esse condicionamento, os tempos de migra¢do exibiram coeficientes de
variagcdo entre 0,2 e 0,9% (n = 15). Apds as 15 corridas, este coeficiente de variagdo se
tornou insatisfatorio e foi realizada a troca dos frascos de eletrélito. Com a troca, os tempos
de migracdo voltaram a ter valores proximos aos do inicio dos testes, o que infere que a
alteracdo dos coeficientes de variacdo estd relacionada as modificagdes no eletrdlito durante
o procedimento. Com isso, foi estabelecido um maximo de 15 corridas para cada frasco de
tampao.

Quando o tempo de inje¢do foi aumentado para 30 s, o condicionamento anterior se
tornou insatisfatdrio, fato que pode estar relacionado com a injecdo de maior volume de
amostra. Esse maior volume pode interferir na estabilidade de cargas da camada de ions
ligados a periferia do capilar. Para solucionar esse problema, foi eliminado o
condicionamento no inicio do dia e foi aumentado o condicionamento entre corridas. Testes
consecutivos variando a composicdo e o tempo de lavagem foram realizados e chegou-se a
uma condi¢do 6tima: lavagem por 1 minutos com NaOH 1 mol L_l, 0,5 minutos de espera,
seguido de 1 minutos de dgua purificada, 1 minutos de eletrélito, 0,5 minutos de espera e
novamente 1 minutos de eletrdlito. Esta etapa resultou em um condicionamento de 5
minutos entre cada corrida. Apesar do tempo de condicionamento demasiadamente longo,
coeficientes de 0,15 a 1,3% nos tempos de migracdo (n = 15) foram encontrados. Apds as
15 corridas foi realizada a troca dos eletrdlitos observando-se novamente 0 mesmo
resultado do inicio dos testes.

Com as modificagdes realizadas, a repetibilidade do sistema foi avaliada. Foram
realizados testes em duas concentracdes diferentes (3 ¢ 10 mg L'). Os maiores valores de
repetibilidade ocorreram para a maior concentragdo e estdo descritos na Tabela VII-1. Em
relacdo ao tempo de migracdo, o 4cido 3,4 dihidroxibenzdico foi aquele que apresentou
menor desvio padrao relativo e o dcido vanilico foi o que apresentou o maior valor para o
mesmo parametro. Quanto ao desvio padrdo relativo da 4rea, a narirutina apresentou o

menor desvio padrdo relativo e o maior desvio ficou novamente com o 4cido vanilico.
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Tabela VII-1. Média e desvio padrio relativo (DPR) para os fenélicos em metanol:agua (30:50)

Fenolico Tempo Area
Media (s) DPR (%) Media (mAu) DPR (%)

Narirutina (1) 5,33 0,77 12,93 0,95
Trans-resveratrol (2) 5,52 1,46 17,71 2,76
(-)-epicatequina (3) 6,88 0,89 44 .4 2,95
(+)-catequina (4) 7,05 0,94 60,34 2,14
Rutina (5) 7,54 0,44 40,83 1,58
Ac. Cinamico (6) 8,51 0,48 53,04 2,43
Ac. Ferriilico (7) 9,02 1,63 41,9 1,22
Kaempferol (8) 9,15 1,76 46,14 2,54
Ac. p-coumarico (9) 9,78 1,74 48,88 1,16
Ac. Vanilico (10) 10,1 1,86 56,87 3,33
Miricetina (11) 10,66 1,05 65,31 1,84
Quercetina (12) 10,95 1,04 65,8 2,75
Morina (13) 11,77 1,69 50,88 2,54
Ac. caféico (14) 14,24 0,6 95,95 2,14
Ac. gilico (15) 15,4 0,34 141,44 2,39
Ac. 3,4-dihidroxibenzéico (16) 17,53 0,28 156,63 2,88

A curva analitica foi construida utilizando solugdes com concentragdes entre 0,30 e
15 mg L. Todas apresentaram linearidade aceitdvel, ao passo que os coeficientes de
correlagdo ficaram acima de 0,99. (Tabela VII-2). Os limites de detec¢do calculados
ficaram entre 0,26 e 1,51 mg L', Os limites de quantifica¢do variaram entre 0,78 e 3,71 mg
L". A precisio intermedidria foi verificada construindo-se a curva analitica por mais duas
vezes, em dias diferentes.

Para todas essas curvas, o coeficiente de correlacdo também ficou acima de 0,99.
Ao se reunir os dados dos 3 dias consecutivos em uma Unica curva analitica, novamente
obteve-se valores acima de 0,99 e os parametros obtidos estdo descritos na Tabela VII-2.
Os parametros apresentados por essa curva que reune todos os dados da precisdo
intermedidria foi a usada para o célculo dos limites de deteccdo de quantificacdo, uma vez

que representa em maior escala os erros referentes a instabilidade do sistema como um

todo. As faixas de linearidade foram obtidas de acordo com a curva analitica construida,
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ndo levando em conta os limites de detec¢do e quantificacio estipulados, uma vez que ndo é
fruto da observacdo dos picos, e sim, de cdlculos provenientes do coeficiente angular da

curva e dos desvios padrdes do teste de repetibilidade.

Tabela VII-2. Parametros dos modelos ajustados as curvas analiticas (y = A + Bx),

coeficientes de correlacdo e limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para cada fendlico.

Fendlicos Faixa de A B R? LD LQ
linearidade
Narirutina (1) 0,3-15,0 0,14 1,57 0993 026 0,78
Trans-resveratrol (2) 0,3-15,0 -0,50 239 0991 0,67 2,05
(-)-epicatequina (3) 0,5-15,0 0,45 2,86 0990 1,51 4,58
(+)-catequina (4) 0,5-15,0 0,73 352 0993 1,21 3,67
Rutina (5) 0,3-15,0 0,61 2,03 0,998 1,05 3,18
Ac. Cinamico (6) 0,3-15,0 0,50 5,65 0,995 0,75 228
Ac. Ferriilico (7) 0,3-15,0 0,08 367 0995 046 1,39
Kaempferol (8) 0,3-15,0 0,45 510 0993 0,76 2,30
Ac. p-coumdrico (9) 0,3-15,0 -0,28 4,99 0,991 0,37 1,14
Ac. Vanilico (10) 0,3-15,0 0,02 5,11 0,994 1,22 371
Miricetina (11) 0,3-15,0 -2,91 6,65 0,991 0,60 1,81
Quercetina (12) 0,3-15,0 0,05 6,21 0994 096 291
Morina (13) 0,3-15,0 0,23 494 0996 0,86 2,62
Ac. caféico (14) 0,3-15,0 -0,25 9,86 0995 0,69 2,08
Ac. gilico (15) 0,3-15,0 0,79 13,03 0,995 0,86 2,59

Ac. 3,4-dihidroxibenzéico (16) 0,3-15,0 1,89 15,16 0,996 0,98 298

Toda a etapa de validagdo também foi realizada utilizando os padrdes em
etanol:dgua (10:90) com a inten¢do de diversificar o método e permitir 0 uso em mais tipos
de amostras. Os menores limites foram obtidos para a miricetina, com 0,44 para o LD e
1,34 para o LQ, ja trans-resveratrol foi o composto que obteve os maiores limites, sendo
1,23 para o LD e 3,74 para o LQ. O ensaio de linearidade retornou coeficientes de
correlacio (R?) entre 0,993 para a morina e 0,999 para o dcido gilico. Quanto ao ensaio de
repetibilidade, o desvio padrao relativo nao excedeu 6,90%.

Por fim, a seletividade do método foi confirmada comparando-se o espectro de
absorcdo dos compostos isolados com os compostos presentes nas amostras de geléia e
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vinho. As amostras também foram adicionadas de padrdes e um aumento no sinal do
detector foi observado nos picos em andlise, confirmando a presenca destes compostos na
amostra. O método pode ser dito, entdo, seletivo: € capaz de identificar todos os compostos
em questdo, sem interferentes, nas amostras propostas.

A recuperacdo dos analitos frente a extracdo da geléia também foi verificada
(Tabela VII-3). Ribani e colaboradores (2004) descrevem que sdo aceitdveis taxas entre 70
e 120%, mas, conforme a complexidade da matriz, a recuperacdo pode se encontrar entre
50 e 120%. A maioria dos fendlicos ficou inserida dentro do primeiro intervalo citado pelos
autores. O kaempferol ndo se encontra no primeiro intervalo, mas estd englobado pelo

segundo.

Tabela VII-3. Recuperacgdo dos fendlicos em geléia de fruta

Fenolicos Recuperacdo Fendlicos Recuperagdo
Narirutina (1) 81,19 Ac. p-coumadrico (9) 84,72
Trans-resveratrol (2) 83,94 Ac. Vanilico (10) 107,2
(-)-epicatequina (3) 98,24 Miricetina (11) 88,93
(+)-catequina (4) 80,41 Quercetina (12) 101,91
Rutina (5) 98,09 Morina (13) 80,12
Ac. Cinamico (6) 79,84 Ac. caféico (14) 85,65
Ac. Ferrilico (7) 102,4 Ac. gilico (15) -
Kaempferol (8) 64,39 Ac. 3,4-dihidroxibenzéico (16) 80,4

O 4cido gélico, ndo teve recuperagdo alguma por esta extragdo. Por ser um
composto altamente polar, este dcido ndo foi adsorvido pelo recheio de C;g da SPE. Estudos
de Chen, Zuo e Deng (2001) e de Amakura e colaboradores (2000) também obtiveram
baixos valores de recuperagdo para o gélico quando utilizaram técnica semelhante.

O eletroferograma da amostra de geléia de acerola com morango estd na Figura
VII-4. Esta geléia apresentou (+)-catequina (7,1 + 0,3 mg/kg), (-)-epicatequina (5,3 + 0,2
mg/kg), quercetina (6,8 £0,1 mg/kg), rutina (4,1 + 0,2 mg/kg), dcido cindmico (4,4 + 0,2
mg/kg), 4cido ferrulico (2,5 £ 0,1 mg/kg), adcido p-coumdrico (9,7 + 0,1 mg/kg) e 4cido
caféico (3,9 + 0,1 mg/kg). Estao presentes também o kaempferol, a miricetina e o dcido 3,4-

dihidroxido, porém em quantidades abaixo do limite de quantificacao.
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Figura VII-4. Eletroferograma da anélise de amostra de geléia de acerola com morango. Condicdes

de andlise idénticas a Figura VII-3 “C”.

Na Figura VII-5 estdo discriminados os perfis eletroforéticos das amostras de vinho

tinto, branco e rose. Percebe-se que existe um maior nimero de compostos na amostra de

vinho tinto do que na de vinho branco ou rose.

Vinho tinto

8 mi

Vinhe brance

18 18

Vinho Rosé

[ 8

18 18

Figura VII-5. Eletroferograma da anélise de amostras de vinho tinto, ros¢ e branco

. Condicdes de andlise
idénticas a Figura VII-3 “C”.
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4. Conclusoes

O método eletroforético otimizado no presente estudo foi capaz de separar 16
compostos fendlicos em amostras de geléia e vinho. Os compostos separados foram os
flavondides narirutina, (-)-epicatequina, (+)-catequina, rutina, kaempferol, miricetina,
quercetina e morina; e os fendlicos nao flavondides trans-resveratrol, 4cido cindmico, 4cido
ferrulico, 4cido p-coumdrico, 4cido vanilico, dcido caféico, dcido gédlico e 4cido 3.4-
dihidroxibenzéico. A condicdo 6tima de separacio foi de 175 mmol L™ de 4dcido bérico em
pH 9,0, temperatura de 25°C, capilar de 50 pm x 68 cm, inje¢do hidrodindmica de 50 mbar
por 30 s, seguida de inversdao da voltagem para —20 kV durante 5 s antes da corrida
eletroforética com +30 kV. A separacdo dos compostos ocorreu em 19 minutos.

A validacdo da metodologia permitiu classificar o sistema como seletivo, linear e
repetitivo para todos os compostos, utilizando tanto o metanol/dgua 30:70 quanto o
etanol/dgua 10:90 como solvente. Os limites de deteccdo e quantificacio ficaram dentro de
valores aceitdveis para as amostras analisadas. Foram aplicadas a Eletroforese Capilar
amostras de geléia e vinhos, sendo que a recuperagcdao foi satisfatéria para 15 dos 16
flav4ondides verificados, apenas o dcido galico ndo teve qualquer recuperagdo para a geléia
de fruta extraida. Nas outras metodologias extrativas, houve boa recuperacdo para todos os

compostos.
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CAPITULO VIIL.

QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES EM GELEIAS DE
FRUTAS, UMA COMPARACAO ENTRE ELETROFORESE
CAPILAR E CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA.

Resumo

Flavonoides sdo compostos fendlicos com elevada capacidade antioxidante e
presentes abundantemente em produtos de origem vegetal. Apresentam inimeras atividades
bioquimicas, fisiolégicas e farmacéuticas, tais como acdes vasodilatadoras,
antiinflamatorias, antibactericidas, imuno-estimulantes, e ainda efeitos antialérgicos e
antivirais. O ensaio que se segue buscou comparar a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e a Eletroforese Capilar (EC) quanto a eficiéncia na separagcdo e
quantificacdo de sete flavondides presentes em geléias de frutas: (+)-catequina, (-)-
epicatequina, kaempferol, miricetina, narirutina, quercetina e rutina. Os dois métodos foram
submetidos a procedimentos de validacdo e ambos se mostraram aptos para quantificar seis
dos sete flavondides propostos, sendo que apenas a EC foi capaz de quantificar a
miricetina. As duas técnicas apresentam seletividade, linearidade, repetibilidade e taxas de
recuperacdo aceitdveis. Os menores limites de deteccdo e quantificagdo foram encontrados
para a CLAE, porém a EC foi mais rdpida e teve menor consumo de reagentes e geracio de

residuos. Quanto a andlise de amostras, as duas técnicas apresentaram resultados

equivalentes.

Palavras-chave: Flavondides, Eletroforese Capilar, Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia, geléias de frutas
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QUANTIFICATION OF FLAVONOIDS IN JELLIES FRUIT,
A COMPARISON OF CAPILLARY ELECTROPHORESIS
AND HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY.

Abstract

Flavonoids are phenolic compounds with high antioxidant capacity and abundantly
present in natural products. They have numerous bioquimical, physiological and
pharmaceutical activities, such as vasodilatatory, anti-inflammatory, antibacterial, immune-
stimulating actions, and also the anti-allergic and the antiviral effects. This study aimed to
compare the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Capillary
Electrophoresis (CE) on the efficiency of separation and quantification of seven flavonoids
presents in fruit jellies: (+)-catechin, (-)-epicatechin, kaempferol, myricetin, narirutin,
quercetin and rutin. The two methods were subjected to a validation procedure and both are
able to quantify six of seven flavonoids proposed. Only the CE was able to quantify the
myricetin. The two techniques showed acceptable selectivity, linearity, repeatability and
recovery rates. The lower limits of detection and quantification were found in HPLC, but
the EC was faster, it had lower reagent consumption and less waste. About the samples

analysis, the two techniques showed similar results.

Keywords: Flavonoids, Capillary Electrophoresis, High Performance Liquid
Chromatography, fruit jellies.
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1. Introducao

Em 1936, o Professor Szent-Gyorgyi reportou o isolamento de uma substancia com
elevado potencial antioxidante agindo como cofator na reacdo entre a enzima peroxidase e
o d4cido ascorbico. Essa substancia foi chamada de Vitamina P e posteriormente foi
renomeada como Rutina (Yanez, Andrews e Davies, 2007). A partir de entdao, mais de 5000
compostos ja foram descritos (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005). Sdo compostos presentes
abundantemente no reino vegetal e pesquisas indicam que podem ser absorvidos pelo corpo
humano, uma vez que ja foram encontrados no plasma (Kosar et al., 2004). Em relacdo aos
beneficios ao organismo, um grande nimero de atividades bioquimicas, fisioldgicas e
farmacéuticas, incluindo, além das atividades antioxidantes, ja foram reportadas, entre
estas, as acodes vasodilatadoras, antiinflamatdrias, antibactericidas, imuno-estimulantes, e
efeitos antialérgicos e antivirais (Baby et al., 2007; Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005).

Para a industria alimenticia, sdo de fundamental importincia na conservacdo dos
alimentos, uma vez que sdo capazes de preservar produtos pereciveis contra degradacdes
oxidativas. Os processos tecnolégicos empregados nesse tipo de industria podem resultar
em perdas na cor, sabor e composi¢do nutricional. Para barrar tal dano, se os antioxidantes
naturalmente presentes ndo sao suficientes, outros antioxidantes podem ser adicionados em
conjunto com a utilizacdo de determinados tipos de embalagens, com vicuo, atmosfera
inerte e auséncia de luz (Herrero, Ibanez e Cifuentes, 2005).

Viérios métodos separativos ja foram desenvolvidos para caracterizar estes
compostos em alimentos, fadrmacos e cosméticos, como, por exemplo, a Cromatografia em
Papel, a Cromatografia em Camada Delgada e a Cromatografia em Coluna Aberta, mas
estes procedimentos despendem grande tempo e ndo sdo particularmente vantajosos para
quantificacio de grande nimero de amostras. A Cromatografia Gasosa é uma técnica
rdpida, eficiente e precisa, mas geralmente requer uma etapa de derivatizacdo. A
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Eletroforese Capilar (EC) sdo as
mais aptas para realizar esse tipo de andlise com alta sensibilidade e com curto tempo de
preparacao de amostras (Kanitsar et al., 2001).

As caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelos flavondides permitem que

possam ser analisados amplamente pela CLAE equipada com colunas de fase reversa, em
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geral empacotadas com particulas esféricas de silica ligadas a cadeia de octadecil (Cig)
(Castellari, Fabiani e Arfelli., 2002; Molnar-Perl e Fiizfai, 2005). Em relacdo a fase mével,
pesquisas bibliograficas demonstraram, majoritariamente, o uso de eluicdes em gradiente
de duas composi¢des: uma aquosa acidificada e outra organica. Na fase aquosa, solugdes de
acido acético sdo bastante usadas (Bramati et al., 2002; Carmona et al., 2007; Giirbiiz et al.,
2007). Também foram encontradas solucdes dcidas de dcido férmico (Careri et al., 2003;
Matsubara e Rodriguez-Amaya, 2006) e de acido fosférico (Wang e Huang, 2004; Matilla,
Astola e Kumpulainen, 2000). Para a fase orgénica, a acetonitrila € a mais usada (Bramati
et al., 2002; Careri et al., 2003; Giirbiiz et al., 2007; Matilla, Astola e Kumpulainen, 2000;
Wang e Huang, 2004; Fang et al., 2007).

Os métodos desenvolvidos por CLAE para a determinag¢do dos compostos fendlicos
podem ser aplicados desde uma agdo quantitativa até a verificagdo de adulteracdes e
confirmag¢do de autenticidade. Lopez e colaboradores (2001) utilizaram a CLAE para
quantificar fendlicos biologicamente ativos presentes em vinhos, entre eles o dcido galico,
trans-resveratrol, quercetina e rutina. Escarpa e Gonzales (1998) aplicaram a CLAE para
verificar diferencas significativas na concentracdo de fenodlicos da casca de quatro
variedades de macds, sendo encontrados em grande quantidade principalmente a (+)-
catequina e a rutina. Seus resultados podem ser empregados na identificacdo de variedades
de macas.

A Eletroforese Capilar (EC) representa, em geral, métodos rdpidos, econdmicos e
com elevada eficiéncia de separacdo para os flavondides, o que pode resolver problemas
com interferentes presentes na matriz comumente encontrados nas andlises por CLAE
(Frazier, 2001; Fung e Tung, 2001). Por outro lado, esta técnica apresenta algumas
desvantagens como baixa sensibilidade e reprodutibilidade, quando comparada com CLAE
(Jac, Polasek e Pospisilova, 2006). A Eletroforese Capilar de Zona (CZE) e a
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC) sdo as variantes mais utilizadas quando
flavondides sdo verificados (Jac, Polasek e Pospisilova, 2006).

Estudos empregando a anélise de flavonédides por EC em alimentos ja foram usados
para quantificar rutina e quercetina em folhas de amora coletadas em diferentes épocas
(Yan, Wang e Lu, 2004), em plantas medicinais (Xu et al., 2006), em cascas e sucos de
grapefruit (Wu, Guan e Ye, 2007), em uvas (Wang e Huang, 2004), em prépolis (Volpi,

147



2004) e outras matrizes. Peng, Liu e Ye (2006) utilizaram a EC para verificar diferencas
existentes entre Frucus aurantii, uma planta medicinal chinesa, plantadas em diversas
regides daquele pais e os resultados puderam ser usados como forma de identificacdao
geografica (Peng, Liu e Ye, 2006). Além destas aplicacdes quantitativas, outras
mensuragdes podem ser feitas com a EC, a exemplo disso pode ser citado o trabalho de
Herrero-Martinez e colaboradores (2005) que utilizaram a técnica para calcular a constante
de dissociagdo de flavonodides.

Em se tratando de sistema de deteccdo, o detector de arranjo de diodos € o mais
simples e o mais usado em laboratérios de andlises de alimentos e de matéria bioldgica,
tanto para CLAE quanto para a EC. Baseado no espectro caracteristico de cada composto
fornecido por este tipo de detector é possivel identificar e quantificar compostos com alto
grau de certeza (Molnér-Perl e Fiizfai, 2005).

Em relacdo as amostras, flavondides estio amplamente presentes no reino vegetal,
porém nenhum trabalho foi encontrado sobre a quantificagdo em geléias de frutas, apenas
existem dados em frutas e sucos foram localizados.

O presente trabalho teve como objetivo comparar duas metodologias anteriormente
desenvolvidas para a andlise de sete flavondides em geléias de frutas. Foram comparados os
parametros de linearidade, seletividade, repetibilidade no dia e entre dias, os limites de
deteccdo e quantificagdo, e também a quantificagdo de seis amostras de geléias de frutas.
Os flavonéides estudados foram: (+)-catequina, (-)-epicatequina, kaempferol, miricetina,

narirutina, quercetina e rutina.

2. Experimento

2.1. Reagentes

A narirutina foi obtida da Extrasynthese, enquanto que (-)-epicatequina, (+)-
catequina, rutina, kaempferol, miricetina e quercetina, foram obtidos da Sigma-Aldrich e da
Extrasyntese. Também foram utilizados metanol e etanol grau CLAE da J. T. Baker e da
Fisher Scientific, dimetilsulféxido da Amresco, acido borico da Ecibra e NaOH da Nuclear.

A acetonitrila foi obtida junto a LabScan e o acido orto-fosforico foi usado da Panreac. A
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dgua empregada nos experimentos foi purificada usando sistema Milli-Q (Millipore
Corporation). As solugdes estoque dos padrdes foram preparadas em metanol, com excec¢ao
da miricetina, solubilizada em dimetilsulf6xido e do kaempferol, solubilizado em etanol.

Estas solugdes foram armazenadas a —10°C e protegidas da luz.

2.2. Extracao das amostras

O método proposto foi aplicado em seis amostras diferentes: (J1) acerola e
morango, (J2) acerola e laranja, (J3) acerola e rosela, (J4) acerola e goiaba, (J5) acerola e
maracujd, e (J6) acerola e abacaxi. As geléias foram extraidas com metanol: dgua (1:1) por
80 minutos em agitador mecanico. Este extrato foi filtrado e levado ao rotoevaporador até
chegar a concentragdo de 12 ml e depois foi submetido a uma limpeza em coluna C;s de
extracdo em fase s6lida (SPE). O extrato organico final foi evaporado e ressuspendido em
metanol:dgua e filtrado em poros de 0,45um. Para injecdo na CLAE, a relacdo metanol:

dgua no extrato final foi de 50:50, ja na EC, essa relacao foi de 30:70.

2.3. Equipamento e condicdes Eletroforéticas.

Foi utilizado um equipamento Agilent G1600AX (Agilent Technologies, Germany),
série DE016032210, equipado com detector de arranjo de diodos (UV-Visivel), injetor
automadtico e sistema de controle de temperatura ajustado em 25°C. O capilar de silica
fundida teve 50 pm de didmetro e 68 cm de comprimento total (Agilent Technologies). A
deteccdo foi realizada a 217 nm. A andlise e o tratamento dos dados foram realizados em
um sistema HP Chemstation acoplado a Eletroforese. O capilar foi condicionado entre as
corridas com fluxo de 1 minutos NaOH 1 mol L‘l, seguido de 0,5 minutos espera, 1
minutos de dgua purificada, 1 minutos de eletr6lito, mais 0,5 minutos de espera e
novamente 1 minutos de eletrélito. O eletrélito de andlise apresentou 175 mmol L™ de
borato de sddio, ajustado a pH 9,0 com auxilio de uma solu¢do de NaOH 0,1 mol L !, Foi
aplicada ao sistema uma voltagem de 30 kV e 25°C. A inje¢do hidrodinamica foi realizada

com 50 mbar por 5 s., seguida por voltagem inversa de -20kV por 5 s.
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2.4. Equipamento e condicoes Cromatograficas.

O sistema cromatogréfico utilizou um instrumento ThermoFinnigan Surveyor, com
injecdo automdtica (loop de 20upL), bomba quaterndria e detector de arranjo de diodos
(DAD). O tratamento de dados foi realizado pelo ChromQuest. A coluna utilizada foi RP-
18 Lichrocart (250 mm x 4,5 mm) da Merck e a pré-coluna RP-18 Lichrosper. O método
cromatografico foi baseado no método desenvolvido por Matilla, Astola e Kumpulainen
(2000) com modificagdes. A fase modvel consistiu em 1% de 4cido orto-fosférico (A) e
acetonitrila (B). O gradiente de eluicdo iniciou em 95% de “A”, num fluxo de 0,7 ml min.”.
Este gradiente foi mantido até 5 minutos. Entre 5 e 55 minutos a elui¢do passou para 50%
de “A” e esta concentracdo foi mantida por 10 minutos. Entre 65 e 67 minutos, a
concentracdo retornou a 95% de “A”. A corrida terminou aos 77 minutos. A deteccio foi

realizada a 260 nm (rutina, miricetina e kaempferol), 280 nm ((+)-catequina, (-)-

epicatequina e narirutina), e 400 nm (quercetina).

2.5. Metodologia de Validacao

As seletividades dos métodos foram avaliadas usando o DAD. A amostra foi
também fortificada com os compostos em questdo e analisada. Comparagdes entre o perfil
cromatografico e eletroforético obtidos para os extratos das amostras, extratos das amostras
fortificadas e solu¢des com apenas padroes foram realizadas. Foram observados os
espectros de absorbancia de cada composto e o tempo de eluicdo e de migracdo dos
mesmos. As linearidades dos sistemas foram confirmadas usando solu¢des de padrdes entre
0,30 ¢ 15 mg L. A repetibilidade dos métodos foi avaliada em dois niveis de concentrago
(10 e 3 mg L'l), analisando 10 solucdes de cada nivel e também 10 extratos de amostra. A
precisdo intermedidria foi avaliada comparando curvas analiticas feitas em trés dias
diferentes. O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados
dividindo-se o desvio padrdo obtido no teste de repetibilidade e o coeficiente angular da
curva analitica. Esta razao foi multiplicada por 3,3 para o LD e por 10 para o LQ (Ribani et

al., 2004).
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3. Resultados e discussao

No inicio do trabalho, foi realizada uma pesquisa bibliogrifica para verificar os
flavondides ja encontrados em amostras semelhantes aquelas englobadas no presente
estudo. Dados sobre geléias de frutas sdo raros, e, mais raros ainda para geléias que
apresentam mais de uma fruta em sua composi¢cdo. Com isso, foram pesquisados os
compostos presentes em cada uma das frutas presentes nas seis geléias. Dados sobre
flavondides em goiaba e rosela ndo foram encontrados. A quercetina e o kaempferol sdo
aqueles que estdo presentes em 3 das 4 frutas pesquisadas. A rutina € um composto
facilmente encontrado em plantas diversas, sendo muito usado como pigmento natural,
antioxidante, estabilizante e preservante, em industrias de alimentacdo animal e humana, de
cosméticos e de produtos farmacéuticos (Baby et al., 2007). (+)-catequina, (-)-epicatequina,
miricetina e narirutina também foram indicadas na Tabela VIII-1. Estes sete flavonodides
foram entdo utilizados como base no desenvolvimento das metodologias separativas

empregadas: CLAE e EC.

Tabela VIII-1. Flavonéides presentes em frutas, uma revisao.

Fruta Composto Quantidade (mg/100g) Referéncias
Quercetina 0,27 - 5,32 [171[2][3]
Kaempferol 0,23-2,18 [1]1 (2] [3][4]
Morango (+)-Catequina 4,4-49 [3]
(-)-Epicatequina 24 -29 [3]
Miricetina 0,31 - 3,60 (4]
Acerola Quercetina identificado [5]
Kaempferol identificado [5]
Narirutina 7,1 -4,8 [6]
Laranja Hesperidina 0,25-7,6 [6]117]
Naringenina 0-1,73 [7]
Maracuja Rutina Identificado [8]

[1] Cordenunsi et al., 2002; [2] Hakkinen et al., 1999; [3] Breitfellner, Solar e Sontag, 2002; [4] Kosar et al.,
2004; [5] Vendramini e Trugo, 2004; [6] Klimczak et al., 2007; [7] Peterson et al., 2006. [8] Moraes, Vilegas
e Lancas, 1997.
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Na fase inicial do estudo de comparagdo proposto, os métodos foram submetidos
aos procedimentos de validag¢do. Cabe ressaltar que houve diferenca no preparo dos analitos
e das amostras devido a necessidades dos sistemas separativos, sendo que a principal delas
estd na dissolu¢do dos analitos. Na CLAE os compostos e as amostras foram dissolvidos
numa solu¢do contendo metanol/agua 50:50 antes da injecdo. Esta concentracdo foi
impraticidvel na Eletroforese Capilar, ao passo que tamanha quantidade de metanol
desestabiliza o sistema, gerando erros na repetibilidade e problemas operacionais. Na EC
essa relagdo foi, entdo, de 30:70.

A primeira etapa da validacdo foi verificar a seletividade dos métodos. Para ambos,
os resultados foram satisfatérios. Os espectros de absorcdo puderam ser visualizados
usando padrdes isolados e também amostras livres e fortificadas. Os espectros obtidos pela
CLAE sao mais definidos do que os obtidos pela EC. Esse fato é explicado pela quantidade
de amostra injetada: na EC, as amostras sdo aplicadas no sistema na ordem de nanolitros,
ao passo que na CLAE, sio na ordem de microlitros. A célula de deteccio da CLAE
também ¢é maior que a da EC. Este € um problema quando sd@o mensuradas pequenas
quantidades.

A linearidade para os dois métodos pdde ser considerada satisfatoria, ao passo que
as curvas analiticas tiveram coeficiente de correlagdo acima de 0,99 para intervalos entre
0,5a10 mg L. Na CLAE os coeficientes variaram de 0,993 a 0,999; na EC, ficaram entre
0,990 e 0,998. Verificando os nimeros com rigorosidade, € indicio que a CLAE apresenta
melhor linearidade, porém, do ponto de vista pritico, ambas as técnicas se adéquam ao
requisito descrito acima.

A tnica excecdo ao teste de linearidade foi a miricetina. Na CLAE, este flavondide
apresentou grande instabilidade, com coeficiente de correlacdo abaixo do requerido, o
mesmo ndo aconteceu na EC, cujo coeficiente de correlagcdo foi de 0,991. Devido a esse
resultado, a miricetina foi excluida das demais etapas de comparacdo, uma vez que sua
quantificacdo sé foi possivel pela EC, constituindo uma vantagem desta técnica em
detrimento da outra.

Quanto a repetibilidade, foram comparadas as taxas calculadas tanto para o tempo

de elui¢do quanto para o sinal do detector. Conforme pode ser visto na Tabela VIII-2, os
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desvios padrdes relativos do tempo da EC s@o maiores que os da CLAE, porém sdo valores

aceitaveis, variando de 0,77 a 1,76%. Para CLAE, esses valores ficaram entre 0,03 € 0,1%.

Tabela VIII-2.Comparagdo entre a repetibilidade dos tempos da CLAE e da EC
na andlise de seis flavondides, estdo descritos as médias e os desvios padrdes

relativos (DPR)

Flavondide Tempo CLAE Tempo EC
Media (s) DPR (%)  Media (s) DPR (%)

(+)-catequina 18,77 0,09 7,05 0,94
(-)-epicatequina 22,43 0,10 6,88 0,89
Kaempferol 44,61 0,03 9,15 1,76
Narirutina 30,37 0,01 5,33 0,77
Quercetina 39,21 0,03 10,95 1,04
Rutina 28,86 0,05 7,54 0,44

Quanto a repetibilidade do sinal do detector, novamente os desvios padrdes relativos
da CLAE foram menores, mas a diferenca, para esse caso, € menos significativa. Os
desvios padrdes relativos do sinal do detector da CLAE variaram de 0,67% a 2,70%,
enquanto para a EC, a variacdo foi de 0,95% a 2,95% (Tabela VIII-3).

Tabela VIII-3. Comparagéo entre os desvios padrdes relativos (DPR) do
sinal do detector da CLAE e da EC.

Flavondide Sinal CLAE Sinal EC
Media (s) DPR (%) Media(s) DPR (%)

(+)-catequina 443093,30 2,70 60,34 2,14
(-)-epicatequina 671859,80 1,59 44,40 2,95
Kaempferol 3203616,30 0,67 46,14 2,54
Narirutina 7868088,00 0,22 12,93 0,95
Quercetina 1572098,50 2,29 65,80 2,75
Rutina 1871052,30 1,36 40,83 1,58

Um dos principais problemas apontados para a EC s@o seus altos limites de detec¢do

e quantificacdo. Quando comparados a metodologia cromatogrifica usada no presente
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estudo (Tabela VIII-4), realmente os limites da EC foram maiores para quase todos os
flavonodides, com excecdo da narirutina e do kaempferol, mas essa superioridade nao é

exorbitante, sendo minima para a quercetina, por exemplo.

Tabela VIII-4. Comparagao entre os limites de detec¢do e quantificagdo da CLAE e da EC.

[ CLAE Tempo EC
LD (mgL") LQ(mgL") LD@mgL") LQmgL"

(+)-catequina 0,89 2,70 1,21 3,67
(-)-epicatequina 1,34 4,05 1,51 4,58
Kaempferol 0,95 2,89 0,96 2,91
Narirutina 0,49 1,50 0,26 0,78
Quercetina 0,88 2,68 0,76 2,30
Rutina 0,56 1,70 1,05 3,18

A recuperacdo dos analitos frente a extragdo da geléia também foi verificada. Para
quase todos os analitos, a recuperacdo foi maior utilizando EC (Tabela VIII-5). Este fato
pode estar associado ao menor tempo de andlise que a EC despende. Apenas o kaempferol
apresentou menor recuperagdo para EC do que para CLAE. Ribani e colaboradores (2004)
descrevem que sdo aceitdveis taxas de recuperacdo entre 70 e 120%, mas, conforme a
complexidade da matriz, a recuperacdo pode se encontrar entre 50 e 120%. A maioria dos
fendlicos ficou inserida dentro do primeiro intervalo citado pelos autores. O kaempferol

ndo se encontra no primeiro intervalo, mas estd englobado pelo segundo.

Tabela VIII-5. Comparagdo entre a recuperagao

dos flavonéides entre CLAE e EC

Recuperacio (%)

Flavondide
CLAE EC
(+)-catequina 70,51 80,41

(-)-epicatequina 83,46 98,24

Kaempferol 68,60 64,39

Narirutina 73,08 81,19
Quercetina 82,38 101,91
Rutina 78,46 98,09
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Outro parametro de comparagdo entre metodologias € a sensibilidade do sistema.
Para a avaliacdo deste quesito, é necessario verificar o coeficiente angular das curvas
analiticas: quanto maior o coeficiente angular, maior a sensibilidade. Olhando para os
dados contidos na Tabela VIII-6, ndo hd ddvidas de que a sensibilidade da CLAE € muito
maior que a da EC. O coeficiente angular da rutina na CLAE, por exemplo é mais de 900

000 vezes maior do que o coeficiente angular desse composto na EC.

Tabela VIII-6. Comparacdo entre a sensibilidade da

CLAE e da EC na presente andlise de flavondides.

Coeficiente angular

Flavondide

CLAE EC
(+)-catequina 56976,70 3,52
(-)-epicatequina 69175,19 2,86

Kaempferol 336270,40 5,1
Narirutina 816570,20 1,57
Quercetina 183177,40 6,21
Rutina 182862,9 2,03

Apesar de mais sensivel que a EC, a CLAE leva grande desvantagem quando o
tempo de analise é comparado. Na metodologia empregada, as andlises por CLAE utilizam
corridas de 77 minutos, ja a EC realiza o mesmo trabalho com corridas de 12 minutos. Em
quantificacdes de larga escala, essa vantagem € muito importante, uma vez que € capaz de
diminuir o tempo de andlise em 84%.

Outra desvantagem da CLAE de extrema importincia € quanto a geragdo de
residuos. Com um fluxo de 0,7 ml min.'l, a andlise em triplicada de uma amostra utiliza
161,7 ml de fase mével contendo compostos organicos, que, quando em residuo, precisam
ser segregados e tratados por técnicas especificas. Ja a andlise por EC gera menos de 1 ml
de residuos para a triplicata, sendo que este pode ser facilmente neutralizado e descartado.

Seis amostras de geléias de frutas foram submetidas as duas metodologias
analiticas, utilizando a mesma extracdo. As quantidades encontradas para cada flavonoide
estdo descritas na Tabela VIII-7 e na Tabela VIII-8. Todos os compostos analisados estdo

presentes em pelo menos uma das amostras. Alguns deles estdo em quantidades abaixo do
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limite de quantificacdo, assim, estes puderam apenas ser identificados. Como dito
anteriormente, a miricetina nao teve linearidade satisfatéria quando analisada por CLAE,
assim, apenas foi possivel sua quantificacao por EC.

Para aqueles compostos que puderam ser quantificados, foi realizado o teste
estatistico “T de Student” com a finalidade de se verificar possiveis diferencas entre os
resultados e todos eles apresentaram-se idénticos, ndo havendo diferenca entre as
metodologias empregadas. A amostra de acerola com maracujd (J5) foi aquela que
apresentou a menor quantidade total dos flavondides quantificados, enquanto que a amostra

de acerola com rosela (J3) foi a que apresentou a maior quantidade.

Tabela VIII-7. Quantidades de flavondides e respectivos desvios padrdes encontrados nas amostras J1, J2

e J3 analisadas por CLAE e EC. Valores expressos em mg por kg de amostra

Flavonoéides J1 J2 J3

CLAE EC CLAE EC CLAE EC
(+)-Catequina 7,1+0,2 7,1+0,2 Pres. Pres. 7,8+0,1 7,9+0,2
(-)-Epicatequina 5,2+0,2 5,3%0,2 Pres. Pres. 9,3+0,1 9,2+0,3
Kaempferol Pres. Pres. 5,8+0,2 5,7+0,1 1,48+0,1 1,52+0,1

Narirutina Aus. Aus. 14,1+0,3 14,1+0,3 Aus. Aus.
Miricetina Pres. Pres. Pres. Pres. Pres. 7,42+0,1
Quercetina 6,7+0,3 6,8+0,1 2,5+0,4 2,440,3 20,4+0,5 21,3+0,6
Rutina 4,1+0,1 4,1+0,2 3,6+0,2 3,6+0,1 11,9+0,4 12,1+0,3
Total 23,2+0,8 23,3+0,8 26,1x1,0 25,8409 50,85+1,1 59,4+1,6

Tabela VIII-8. Quantidades de flavondides e respectivos desvios padrdes encontrados nas amostras J4, J5 e

J6 analisadas por CLAE e EC. Valores expressos em mg por kg de amostra.

FlavonGides  —Gpip 5 EC CLAE 5 EC CLAE ¥ EC
(+)-Catequina 1,6£0,1 1,7£0,1 4,4+0,1 4,3+0,1 5,940,2 5,8+0,3
(-)-Epicatequina 3,6+0,1 3,6+0,1 Pres. Pres. 1,5+0,1 1,4+0,1
Kaempferol Pres. Pres. Pres. Pres. Pres. Pres.
Narirutina Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus.
Miricetina Pres. Pres. Pres. Pres. Pres. Pres.
Quercetina 4,5+0,3 4,5+0,4 5,140,1 5,140,1 2,540,1 2,6+0,1
Rutina 6,9+0,1 6,9+0,3 4,5+0,1 4,6+0,1 7,6+0,1 7,5+0,1
Total 16,6+0,5 16,7+0,8 14,1+0,4  13,9+0,2 17,6+0,5 17,3+0,5
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4. Conclusoes

Pelos resultados obtidos, pode-se inferir que ambas as metodologias estdo aptas a
detectar e quantificar os flavondides em questdo nas geléias de frutas analisadas. Durante a
validacdo das duas técnicas, a CLAE apresentou melhores resultados na seletividade,
repetibilidade, limites de deteccdo e quantificacdo e sensibilidade do sistema. A EC leva
vantagem frente a recuperacdo, tempo de andlise e gastos de reagentes, producdo de
residuos e, além disso, apenas a EC foi capaz de quantificar a miricetina. Tanto a EC
quanto a CLAE demonstraram linearidade dentro da faixa considerada aceitdvel. Para
amostras com quantidades de flavondides abaixo dos limites de quantificacdo da EC e
acima dos mesmos limites da CLAE, é de grande valia o uso desta técnica cromatografica.
Porém, para amostras com quantidades acima dos limites de quantificacdo da EC, esta € a
técnica pode ser recomendada. Ainda como vantagem da EC, apenas esta metodologia foi
capaz de fornecer seguran¢a na identificacdo e quantificacio da miricetina. Quanto as
amostras, foram encontrados flavondides em concentragdes até 21,3 mg por kg de geléia. A
amostra de geléia de acerola com maracujé foi aquela que apresentou a menor quantidade
total dos flavonéides quantificados, enquanto que a amostra de geléia de acerola com rosela

fol a que apresentou a maior quantidade.
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CAPITULO IX.
INTERACAO ANTIOXIDANTE ENTRE COMPOSTOS
FENOLICOS BASEADO NO SEQUESTRO DE RADICAIS
LIVRES.

Resumo

Compostos fendlicos, naturalmente presentes no reino vegetal, sdo conhecidos por
possuirem elevada capacidade antioxidante, o que lhes confere, quando ingeridos, a
habilidade de prevenir doencas degenerativas, como o cancer, por exemplo. Esta
capacidade pode ser influenciada por indmeros fatores, como a estrutura quimica dos
compostos e a presenca de outras substancias no meio. E importante ressaltar que o
potencial antioxidante de compostos isolados ndo necessariamente indica sua real
capacidade antioxidante no extrato em que se encontra, uma vez que interagdes sinérgicas
ou antagdnicas podem ocorrer entre substancias. Em vista desta informacao, o estudo que
se segue verificou a interacdo resultante da combinacdo de sete fendlicos, dois a dois,
quanto a capacidade de seqiiestrar radicais livres, utilizando o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe). Foram estudados os fenodlicos: (+)-catequina, (-)-epicatequina,
kaempferol, miricetina, quercetina, rutina e Vitamina C. Em um primeiro momento, a
capacidade antioxidante foi analisada de forma isolada para cada uma das substancias e a
quercetina foi aquela com maior potencial, jd o kaempferol foi o que apresentou o pior
resultado. No estudo das combinagdes dois a dois, apenas a unido de (+)-catequina com
Vitamina C resultou numa interagdo sinérgica, com uma elevacdo de 20% em relagdo a
atividade esperada. A combinacdo de miricetina e rutina foi aquela que resultou em maior
interacdo antagdnica, chegando a 79% da atividade esperada. A quercetina foi a tnica das

substancias estudadas que ndo apresentou qualquer interacdo com os compostos analisados.

Palavras-chave: antioxidantes, interacdo sinérgica e antagonica, 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil.
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ANTIOXIDANT INTERACTION BETWEEN PHENOLIC
COMPOUNDS BASED IN THE CAPACITY OF
SCAVENGING FREE RADICAL

Abstract

Phenolic compounds, naturally presents in the plant kingdom, are known to possess
high antioxidant capacity, what give them the ability to prevent some degenerative diseases,
such as cancer. This capacity can be affected by many factors, such as chemical structure of
the compound and the presence of other substances. It is important to know that the
antioxidant potential of compounds isolated does not necessarily indicate their real
antioxidant capacity in the extract because synergistic or antagonistic interactions occur
between substances. In this context, this information, this work examined the interaction of
a combination of seven phenolic compounds, two by two, for their ability to scavenging
free radicals, using the radical 2,2-diphenil-pycrolhydrazyl (DPPHe). The phenolic studied
were: (+)-catechin, (-)-epicatechin, kaempferol, myricetin, quercetin, rutin and Vitamin C.
At first, the antioxidant capacity was analyzed in isolation for each substance and quercetin
was the one with the greatest potential since the kaempferol presented the worst result. In
the combination study two by two, only the union of (+)-catechin with Vitamin resulted in
a synergic interaction with a increase of 20% compared to expected activity. The
combination of myricetin and rutin was the one that result in the greatest antagonistic
interaction, reaching 79% of the expected activity. The quercetin was the one of the studied

substances that did not show any interaction with the others compounds analyzed.

Keywords: antioxidants, synergistic and antagonistic interaction, 2,2-diphenil-

pycrolhydrazyl.
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1. Introducao

Existem evidencias de que frutas e vegetais sdo capazes de ajudar na prevencdo de
inimeras doengas causadas por radicais livres devido a presenca de substancias intituladas
antioxidantes. Entre essas doencas, destacam-se as degenerativas, as corondrias, as
inflamagdes, artrites, alergias, doengas virais, o declinio do sistema imunoldgico e o
aparecimento de disfuncdo cerebral e de catarata (Baby et al., 2007; Hassimotto, Genovese
e Lajolo, 2005; Butera et al., 2002). Do ponto de vista tecnoldgico, os antioxidantes sdo de
fundamental importancia na conservacdo dos alimentos, uma vez que sdo capazes de
preservar produtos pereciveis contra degradacdes oxidativas.

Além dos antioxidantes naturais, existem os antioxidantes sintéticos e o butil-
hidroxi-anisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o propil galato (PG) e o terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) sdo os mais utilizados na industria alimenticia. Entretanto, estudos
epidemioldgicos tém demonstrado a possibilidade de estes antioxidantes apresentarem
efeito carcinogénico em experimento com animais, o que estimula ainda mais o uso dos
antioxidantes naturais em detrimento destes. O BHA mostrou induzir hiperplasia
gastrointestinal em roedores por um mecanismo desconhecido, mas em humanos, a
relevancia dessa observacgdo ainda ndo estd clara. O TBHQ promove a diminuicdo do nivel
de hemoglobina e causa a hiperplasia de células basais, ndo sendo permitido seu uso no
Canadd e na Comunidade Econdmica Européia. No Brasil o uso desses antioxidantes é
limitado a um méximo de uso em 200 mg kg para o BHA ¢ TBHQ e 100mg g para o
BHT (Ramalho e Jorge, 2006).

Os compostos fendlicos e as vitaminas constituem os grupos de antioxidantes
naturais com maior incidéncia em frutas. Os humanos ndo possuem a capacidade de
produzir tais substancias em seu organismo, assim, o consumo de tais alimentos e seus
derivados pode ser decisivo no controle de algumas doencas (Lim, Lim e Tee, 2007).

Dentre os compostos fendlicos, merecem destaque os flavonéides, cuja atividade
antioxidante pode estar ligada a habilidade de seqiiestrar espécies oxidativas, como o anion
perdxido, radicais hidroxilas e radicais peroxilas, além da habilidade de quelar metais. In
vitro, sdo capazes de prevenir a oxidag¢do de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por

meio da extensdo da fase lag (Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2005).
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Das vitaminas que apresentam elevada func¢do benéfica ao organismo, a Vitamina C
¢ uma das mais importantes. Sua acdo estd relacionada com o aprisionamento de peréxidos
toxicos e com a estabilizacdo de radicais livres, protegendo lipidios, proteinas e outros
biocomponentes do dano oxidativo (Zinellu et al., 2004).

Virios métodos ja foram propostos para avaliar a capacidade antioxidante em
vegetais e compostos puros, como, por exemplo, o FRAP (Poder antioxidante de reducio
do ferro), o ORAC (Capacidade de absorc¢do do radical oxigénio) e o ABTS (2,2’ azinobis
(3-etil-benzotiazolino-6-acido sulfonico) sal diamdnio), no entanto, os métodos que
aplicam reagdes com o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH’) sdo as mais
freqiientemente empregadas (Jiménez-Escrig et al, 2000; Ozcelik, Lee e Min., 2003;
Scherer & Godoy, 2009). A atuacdo desse radical pode ser simplificada por meio da Figura
IX-1.

DPPH: DFPH

Figura IX-1. Mecanismo de a¢do do DPPH'".

Quando um agente antioxidante (AH) ¢ adicionado ao DPPH’, o elétron livre do
radical é pareado com o hidrogénio do antioxidante. No inicio da reacdo, o DPPH’
apresenta uma coloracdo purpura e apds a complexacdo, essa tonalidade é perdida,
passando para amarela. A diferenga de absorbancia gerada com a perda de coloracdo do
meio € a base da avaliacio do potencial antioxidante por esta técnica (Iacopini et al., 2008).
Os compostos antioxidantes podem apresentar mais de um hidrogénio disponivel para tal
reacdo, resultando na seguinte proporcionalidade: quanto maior o nimero de hidrogénios
livres no meio, maior € a atividade antioxidante do composto (Iacopini et al., 2008; Pinelo
et al. 2004).

E importante ressaltar que o potencial antioxidante de compostos isolados nio

necessariamente indica a capacidade antioxidante do extrato em que se encontra, uma vez
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que interacdes sinérgicas ou antagdnicas podem ocorrer entre diferentes substincias
(Tacopini et al., 2008; Leong e Shi, 2002). Iacopini e colaboradores (2008) avaliaram a
atividade antioxidante de extratos de uva utilizando o DPPH e verificaram que ela ndo
depende apenas da quantidade de fendlicos totais presentes na matriz. Os compostos do
extrato podem agir em sinergismo, antagonismo ou independentemente, afetando a
capacidade antioxidante total do extrato. Segundo os resultados obtidos por estes autores,
associagdes entre (+)-catequina, (-)-epicatequina, quercetina, rutina e trans-resveratrol, em
qualquer combinagdo, apresentam relacdes antagdnicas.

O presente trabalho avaliou a capacidade de seqiiestro de radicais livres de sete
compostos fendlicos: (+)-catequina, (-)-epicatequina, kaempferol, miricetina, quercetina,
rutina e Vitamina C. Apds esta etapa, estes antioxidantes foram combinados dois a dois e
novamente a capacidade foi avaliada, visando verificar a existéncia de reacOes sinérgicas

ou antagonicas.

2. Experimento

2.1. Reagentes

Foram utilizados padrdoes de flavondides (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina,
kaempferol, miricetina e quercetina da Sigma-Aldrich. O 4cido ascorbico foi obtido da
Synth. Os compostos foram diluidos em metanol da J.T. Baker, com excecdao do
kaempferol, que foi diluido em etanol, também da J.T. Baker. Foram preparadas solu¢des
iniciais de 1 g L e estocadas 2 -4°C. No momento das andlises, os compostos foram
diluidos em metanol:dgua (1:1) até a concentracdo desejada. O DPPHe usado foi obtido

junto a Sigma-Aldrich.

2.2. Avaliacao do seqiiestro de radicais livres.

O reagente DPPHe foi preparado, conforme descrito por Scherer e Godoy (2009),

numa concentracdo de 0,1x10'3 mol L em metanol. 3,9 mL desta solu¢do foi adicionado
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de 0,1 mL de cada composto antioxidante em 7 diferentes concentra¢des e incubado por 90
min. em local ausente de luz. Apds este periodo, a absorbancia foi medida a 517 nm. A
determinacio do potencial de inibicdo do DPPHe foi obtido por meio da Equacgdo IX-1, na
qual "Abso" € a absorbancia do branco (0,1 mL de metanol substituindo a amostra) e

"Absi" € a absorbancia da solu¢do reativa contendo a amostra.

_ [Abs, - Abs,]

bs,

1% x100

Equacao IX-1

Depois de obter a curva de 1% versus concentracdo de amostra dentro do tubo com
DPPH, utilizou-se a equacdo do modelo gerado para encontrar o IC50, ou seja, a
concentracdo necessdria de amostra para neutralizar 50% dos radicais livres de DPPH
presentes no tubo. Com esse valor calcula-se o AAI (indice de atividade antioxidante), que
€ o parametro utilizado para classificar uma amostra em relacdo ao seu potencial
antioxidante (Equacdo IX-2). Os ensaios foram realizados em triplicata. (Scherer e Godoy,

2009).

_ concentragdodeDPPH " final(tg.mL™)

AAl -
IC, (ug.mL ™)

Equacao IX-2

2.3. Avaliacao das interacoes entre os antioxidantes perante o

seqiiestro de radicais livres.

Para tal andlise, os compostos foram combinados dois a dois, numa concentragcdo
proxima ao IC20 de cada, ou seja, a concentragdo necessdria de amostra para neutralizar
20% dos radicais livres de DPPH presentes no tubo. O 1% da combinacio foi comparado

com a soma do 1% de cada composto isolado. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3. Resultados e discussao

Para a avaliacdo do potencial antioxidante dos compostos em questdo, foi necessaria
a constru¢do de curvas analiticas de inibicdo do radical livre versus a concentracdo dos
antioxidantes. Foram utilizadas concentracdes abrangendo potenciais de inibi¢do entre 20 e
80%. Um modelo matemadtico foi ajustado a cada curva, permitindo-se calcular o IC50 de
cada um dos flavonodides alvos do estudo e também da Vitamina C. Como exemplo de

estudo, na Figura IX-2 € apresentada a curva analitica ajustada para o potencial de inibi¢do

do DPPH’ pela quercetina.

o]

y=19,89x + 2,26

-~

=]
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s
%
o 50 .
=
o 40
A

= -
= an -
= ou -
= e

20 -

'y
10
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.5 1 15 2 25 35

Figura IX-2. Modelo analitico ajustado a porcentagem de inibicdo do DPPH frente a variagdo de

concentragdo de quercetina.

Os resultados obtidos podem ser verificados na Tabela IX-1. Nesta tabela, observa-
se que todos os modelos apresentaram ajustes lineares aceitdveis, ao passo que 0S
coeficientes de correlacdo (R?) ficaram acima de 0,99. Nesta mesma tabela, estdo
discriminados os indices AAI calculados. De acordo com o proposto por Scherer e Godoy
(2009), todos os compostos analisados constituem antioxidantes de elevado potencial, uma

vez que apresentam AAI acima de 2,0. Também constam calculados os valores de IC50 e

de IC20.
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Tabela IX-1. Modelos ajustados a variacdo de concentracdo dos compostos frente a inibicdo do DPPH. Estao
discriminados os coeficientes angulares (a), os coeficientes lineares (b), os coeficientes de correlagdo (12) e os

indices IC50, IC20 e AAI

Composto a b r IC50 1C20 AAI
(+)-catequina 15,28 7,63 0,992 2,77 0,80 13,86
(-)-epicatequina 17,70 0,74 0,992 2,78 1,08 13,81
Kaempferol 6,33 4,32 0,992 7,21 2,47 5,32
Miricetina 13,50 1,36 0,992 3,60 1,38 10,66
Quercetina 19,89 2,26 0,996 2,40 0,89 16,01
Rutina 8,76 2,21 0,999 5,45 2,02 7,04
Vitamina C 9,71 -1,81 0,990 5,33 2,24 7,22

O mecanismo de captura de radicais livres pelos compostos fendlicos ainda nao foi
completamente explicado, mas sabe-se que a estrutura quimica é muito importante para
esse caso, sendo que os grupamentos OH s@o os centros reativos. Para os flavondides, os
grupos o-dihidroxi no anel B, a presenca de dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 (catecol),
em conjun¢do com a oxidrila na posi¢c@o 4 do anel C, grupos hidroxila nos carbonos 3 e 5 e
a oxidrila no carbono 4 nos anéis A e C, estdo associados a acdo antioxidante. Para os
dcidos fendlicos, a atividade aumenta com o nimero de hidroxilas e metoxilas (Lopéz et al.,
2003).

Entre os flavondides, a quercetina foi aquela que necessitou de menor quantidade
em massa para inibir 50% do DPPH’, com isso, pode ser considerado o composto com
maior capacidade antioxidante entre os estudados. Este flavondide apresenta, em sua
estrutura, duas hidroxilas ligadas ao anel B, uma hidroxila ligada ao anel C e uma oxidrila
ligada também ao anel C. Apds a quercetina, o segundo composto com maior capacidade
antioxidante € a (+)-catequina, sendo logo seguida pela (-)-epicatequina. Esses dois
flavondides sdao isOmeros, o que justifica apresentarem capacidades oxidativas bem
proximas. Possuem, em sua estrutura, o grupamento catecol (duas hidroxilas ligadas ao anel
B) e uma hidroxila no anel C.

Quando a quercetina é comparada com a rutina, cuja diferenga estrutural consiste na
presenca de um glicosideo no lugar da hidroxila do anel C, percebe-se uma sensivel

diminuicdo do potencial antioxidante. O Kaempferol também possui estrutura semelhante a

quercetina, apresentando apenas uma hidroxila a menos, no carbono 4 do anel B, o que
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desestrutura o grupamento catecol e confere redu¢do na atividade antioxidante. A
Miricetina também se assemelha a estrutura da quercetina, tendo trés hidroxilas no anel B,
porém apresentou menor capacidade antioxidante, ficando com a quarta posi¢do quando é
feito um ranqueamento, este fato pode estar associado a sua alta instabilidade. Por fim, a
Vitamina C, com quatro hidroxilas e uma oxidrila constitui 0 composto com o0 quinto maior
potencial de inibi¢do do DPPH’ entre os estudados.

A avaliacdo do potencial antioxidante em combinacdes de compostos dois a dois foi
realizada de maneira pontual e os resultados podem ser verificados na Tabela IX-2. Nesta
tabela, estdo discriminados o potencial de inibicio de DPPH" observado na combinagio
(OI%), a soma dos potenciais individuais dos compostos na concentracdo adicionada na
combinagdo (potencial esperado, EI%) e a andlise sobre o tipo de interagdo resultante. Para
verificar se 0 Ol% e o El% foram estatisticamente diferentes, o teste estatistico “T de

Student” foi aplicado.

Tabela IX-2. Comparacdo entre o 1% observado (OI%) e o 1% esperado (EI%) na combinacdo dois
a dois dos compostos (+)-catequina (CAT.), (-)-epicatequina (EPI.), kaempferol (KAE.), miricetina
(MIR.), quercetina (QUE.), rutina (RUT.) e a Vitamina C (VITC.).

Analito O1% El% Interacdo Analito Ol% El% Interacio
CAT. + EPI 28,55 31,04 - KAE. + MIR. 31,74 32,58 =
CAT.+KAE. 2641 27,88 = KAE.+ QUE. 30,82 30,11 =
CAT.+MIR. 33,56 38,10 - KAE. + RUT. 29,70 35,22 -
CAT.+QUE. 3420 35,64 = KAE. + VITC. 38,58 38,13 =
CAT.+RUT. 36,92 40,75 - MIR. + QUE. 41,55 40,33 =
CAT. + VITC. 5148 43,66 + MIR. + RUT. 35,99 4544 -
EPI. + KAE. 26,76 25,52 = MIR. + VITC. 41,55 48,35 -
EPI. + MIR. 34,68 35,73 = QUE. +RUT. 39,68 4298 =
EPI. + QUE. 31,84 33,28 = QUE. + VITC. 45,19 45,89 =
EPI. + RUT. 33,09 38,39 - RUT. + VITC. 49,47 51,00 =

EPI. + VITC. 36,28 41,29 -

(-) Interacdo antagonicas; (=) ndo houve interagdo; (+) interacdo sinérgica

170



Conforme o estudo aponta, algumas das interacdes foram antagbnicas, como, por
exemplo, a associacdes entre (+)-catequina e a rutina, mas apenas uma interacao obteve
resultado sinérgico: (+)-catequina com Vitamina C. O sinergismo entre esses dois
compostos elevou em 17,91% a capacidade antioxidante dos compostos isolados. O maior
antagonismo se deu para o par miricetina e rutina, com um percentual de diferenca de
20,80% e o menor antagonismo ocorreu entre (+)-catequina e (-)-epicatequina, com 8,02%.
Nao ocorreram interacdes em 12 das 21 combinagdes estudadas.

Iacopini e colaboradores (2008) também verificaram reacdo antagbnica entre (+)-
catequina e quercetina, porém, encontraram reacao antagonica entre quercetina e rutina, o
que ndo aconteceu no presente estudo para as concentragdes utilizadas.

Os isomeros geométricos (+)-catequina e (-)-epicatequina nio apresentaram oS
mesmos resultados de interagdo quando associados a miricetina e a Vitamina C. A (+)-
catequina reagiu antagonicamente com a miricetina, enquanto que a (-)-epicatequina nao
teve interacdo com este composto. Para a Vitamina C, houve reacio sinérgica com a (+)-
catequina, mas antagbnica com a (-)-epicatequina, necessitando de maiores estudos para
elucidar a influéncia da isomeria na capacidade de seqiiestro de radicais livres.

A quercetina foi o tnico composto que ndo demonstrou interagdo com nenhum dos
outros fendlicos testados, ja a rutina, reagiu antagonicamente com quase todos, com

exce¢do da quercetina e da Vitamina C.
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4. Conclusoes

O presente estudo verificou a habilidade de sete compostos fendlicos em
seqliestrarem radicais livres: (+)-catequina, (-)-epicatequina, kaempferol, miricetina,
quercetina, rutina e Vitamina C. Dentre estes compostos, a quercetina foi o que apresentou
maior habilidade, ja o kaempferol foi o que apresentou menor. Foram realizadas também
andlises de combinacdes destes compostos dois a dois e o estudo comprovou que a
habilidade de seqiiestro de radicais ndo estd apenas relacionada com a estrutura quimica de
cada composto isoladamente, uma vez que a presenca de outros compostos pode interferir
positivamente ou negativamente. Verificou-se ainda que isomeros, como a (+)-catequina e
a (-)-epicatequina, podem ter comportamentos diferentes frente ao meio antioxidante,
indicando a influéncia da isomeria geométrica neste quesito. Vdrias reacdes antagdnicas
foram verificadas, mas apenas uma reacdo sinérgica foi descoberta nas concentracdes

estudadas, ocorrendo entre a (+)-catequina e o dcido ascorbico.
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CAPITULO X.
CAPACIDADE SEQUESTRANTE DE RADICAIS LIVRES DE
SEIS GELEIAS DE FRUTAS.

Resumo

O aumento do consumo de produtos de origem vegetal estd associado a descobertas
sobre os efeitos benéficos conferidos por eles ao organismo humano. Os compostos
fendlicos sdo os possiveis responsdveis por tais beneficios, como, por exemplo, prevengao
de cancer, doencas corondrias e processos antiinflamatoérios. O presente trabalho avaliou a
atividade antioxidante de seis geléias de frutas através do estudo da capacidade de
seqiiestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Inicialmente, um teste de
repetibilidade foi realizado encontrando-se desvio padrdo relativo de 5,9%. A geléia de
acerola com abacaxi foi a que apresentou maior capacidade, ja a geléia de acerola com
laranja foi aquela com capacidade menor. Os fendlicos totais foram quantificados,
utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Nesta etapa, a amostra de acerola com abacaxi foi
novamente a que apresentou melhores resultados e a geléia de acerola com rosela ficou com
o menor valor. Comparando-se os ensaios realizados, ndo foi encontrada correlacio linear

entre a capacidade de seqiiestro de radicais livres e a quantidade de fendlicos totais.

Palavras-chave: capacidade antioxidante, fendlicos, geléia de frutas
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THE FREE RADICAL SCAVENGING CAPACITY OF SIX
FRUIT JELLIES.

Abstract

The increased consumption of plants products is associated with the benefics effects
conferred by then in the human body. Phenolic compounds are possibly responsible for
these effects, such as prevention of cancer, heart diseases and inflammatory process. This
work evaluated the antioxidant capacity of six fruit jellies through the study of scavenging
capacity of the free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Initially, a repeatability
test was performed and was obtained a standard deviation of 5.9%. The jelly of cherry and
pineapple showed the high capacity and the jelly of cherry and orange showed the lowest
capacity. The total phenolic was quantified using the Folin-Ciocalteau reagent. In this step,
the sample of cherry and pineapple showed again the best results and the sample of cherry
and roselle showed the lowest value. Comparing the results, a non linear correlation was

found between the scavenging capacity and the quantification of total phenolic compounds.

Keywords: antioxidant capacity, phenolic, fruit jellies.
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1. Introducao

Virios alimentos de origem vegetal ji foram indicados como benfeitores ao
organismo humano, em conseqiiéncia, o interesse pelo seu consumo vem crescendo.
Estes efeitos podem estar associados a compostos fendlicos, facilmente encontrados em
frutas, vegetais e alguns produtos derivados, como vinhos, chds e geléias. Uma das
caracteristicas mais importantes destes fendlicos é a capacidade antioxidante.
Berthollet, citado por Ramalho e Jorge (2006), foi o primeiro a registrar o retardamento
das reagdes oxidativas por certos compostos.

Tais alimentos podem resultar, por exemplo, na preven¢do de doencgas
corondrias (Bravo et al., 2006; Frazier, 2001), alguns tipos de cancer e processos
inflamatérios (Jac, Polasek e Pospisilova, 2006). Além dos beneficios para a satde,
estes compostos contribuem para a qualidade sensorial do alimento, atuando na cor,
amargor, adstringéncia e sabor do alimento (Kanitsar et al., 2001; Minussi et al., 2003),
além de contribuirem na conservacdo dos produtos pereciveis. A efici€éncia dos
antioxidantes naturalmente presentes nos alimentos depende de sua estrutura, da
concentracdo e também da presenca de outras substancias. Por sua vez, a distribuicio e
a quantidade destes fendlicos estdo susceptiveis a diferencas entre espécies, cultivares,
grau de amadurecimento, condi¢des ambientais de crescimento, colheita e estocagem,
além de possiveis processamentos degradativos, como por exemplo aquecimento e
macera¢do, comuns na inddstria alimenticia (Kanitsar et al., 2001; Minussi et al., 2003;
Oliveira et al, 2009). Para auxiliar a barrar tal degradacdo outros antioxidantes podem
ser adicionados ao produto em conjunto com a utilizacdo de determinados tipos de
embalagens, com vicuo, atmosfera inerte e auséncia de luz (Herrero, Ibanez e
Cifuentes, 2005).

Devido a grande diversidade quimica, especialmente em compostos fendlicos,
varios métodos vém sendo utilizados para determinar a capacidade antioxidante em
compostos puros e amostras. Uns determinam a capacidade de seqiiestro de espécies
reativas, outros focam a capacidade em inibir a peroxidacdo lipidica, e hd ainda outros,
como aqueles que medem a capacidade de quelar metais Como se ndo bastasse tal

diversidade de métodos, ndo existe um procedimento metodolégico universal e a
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comparacdo entre tais métodos ndo pode ser realizada por valores absolutos (Oliveira et
al., 2009). Muitos desses métodos sdo complexos e longos e os resultados obtidos
dependem do substrato usado e da propriedade hidrofilica ou lipofilica dos
antioxidantes testados (Bandoniene 2002).

Como exemplo de metodologias de avaliacdo da capacidade antioxidante tem-
se: 0 FRAP (poder antioxidante de reducdo do ferro), o ORAC (capacidade de absorc¢do
do radical oxigénio) e o ABTS (2,2’ azinobis (3-etil-benzotiazolino-6-4cido sulfénico)
sal diamonio). Entretanto, os métodos que aplicam reacdes com o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH’) sdo os mais freqiientemente utilizados. (Jiménez-Escrig et al,
2000; Ozcelik, Lee e Min., 2003; Scherer & Godoy, 2009).

O presente estudo buscou avaliar a capacidade antioxidante baseada na
habilidade dos compostos de seqiiestrarem radicais livres. Foram analisadas seis
amostras de geléias de frutas com acerola em sua composicao, fruta rica em compostos
fendlicos e Vitamina C. Foi realizada também a quantificagdo de fendlicos totais nas

mesmas.

2. Experimento

2.1. Reagentes

Foi utilizado metanol da J.T. Baker. O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e o 4cido
gdlico foram obtidos junto a Sigma. O reagente Folin-Ciocalteau foi comprado da QEEL.
O DPPH foi preparado numa concentracio de 0,1x10” mol L™ em metanol.

2.2. Extracao das amostras

O método proposto foi aplicado em seis amostras diferentes: (J1) acerola e

morango, (J2) acerola e laranja, (J3) acerola e rosela, (J4) acerola e goiaba, (J5) acerola e

maracujd, e (J6) acerola e abacaxi. Aliquotas de 2,5 g de cada geléia foram extraidas com
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25 ml de metanol: dgua (1:1) por 80 minutos em agitador mecanico. O extrato foi filtrado e

suspendido em 50 mL antes de ser aplicado as metodologias.

2.3. Avaliacao do seqiiestro de radicais livres.

O volume de 3,9 mL da solu¢do de DPPHe foi adicionado de 0,1 mL de cada extrato
de amostra em 7 diferentes concentragdes e incubado por 90 min. em local ausente de luz.
Ap6s este periodo, a absorbancia foi medida a 517 nm. A determinacdo do potencial de
inibicdo do DPPHe foi obtido através da Equacdo IX-1, na qual "Abso" € a absorbéncia do
branco (0,1 mL de metanol substituindo a amostra) e "Absi" € a absorbancia da solug¢do

reativa contendo a amostra.

1% = [Abs0 —Absi] %100
Abs,

Equacao X-1

Depois de obter a curva de 1% versus concentragdo de amostra dentro do tubo com
DPPH, utilizou-se a equacdo do modelo gerado para encontrar o IC50, ou seja, a
concentracdo necessdria de amostra para neutralizar 50% dos radicais livres de DPPH
presentes no tubo. Com esse valor calculou-se o AAI (indice de atividade antioxidante),
que € o parametro utilizado para classificar uma amostra em relagdo ao seu potencial
antioxidante (Equacdo IX-2). Os ensaios foram realizados em triplicata. (Scherer e Godoy,
2009).

_ concentracdodeDPPH " final(tg.mL™")
IC,,(Hg.mL™)

AAl

Equacao X-2

Para verificar a repetibilidade do método, uma das amostras foi analisada em trés

dias diferentes, sendo realizados ensaios em triplicata em cada um dos trés dias.
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2.4. Quantificacao de fenolicos totais

Foram adicionados 0,5 ml de extrato da amostra a 2,5 ml de reagente Folin-
Ciocalteau a concentracdo de 10%. Esta mistura foi agitada e depois de cinco minutos foi
adicionado 2 ml de um solucdo de 7,5% de Na,COs;. Apds duas horas, a absorbancia foi
medida a 740 nm em espectrofotdmetro. A quantificacdo foi realizada por meio da curva de
calibracao de acido gélico. O teor de fendlicos totais foi expresso em equivalentes de dcido

gdlico por grama de amostra (EAG mg g-1).

3. Resultados e discussao

Virios artigos utilizam o DPPH para verificar a capacidade de seqiiestro de radicais
livres em matrizes vegetais, como frutas, sucos e vinhos, porém ndo foi encontrado na
literatura nenhuma andlise de geléias de frutas. Para avaliar se o método apresenta
resultados repetitivos e com certa confianca para as amostras em questdo, foram realizados
testes de repetibilidade. Em um primeiro momento, a amostra J1 foi extraida em triplicata e
submetida a andlise. Ap6s a construcdo das curvas de calibragdo, o IC50 foi calculado e um
desvio padrio relativo de 3,9% foi encontrado. Seguindo com essa inten¢do, ©O
procedimento foi repetido por trés dias diferentes, obtendo-se nove curvas de calibracdo, e
por conseqiiéncia, nove valores para o IC50. O desvio padrdo relativo encontrado foi de
5,9%.

Apés a verificacdio da equivaléncia de respostas frente a extracdo e andlise
antioxidante, todas as amostras foram submetidas ao ensaio e tiveram seu IC50 calculado.

Observando a Tabela X-1, percebe-se que a amostra com menor 1C50 foi a J6, ja a
amostra J2 foi a que apresentou o maior valor. Pela defini¢do, este pardmetro representa a
quantidade de amostra necessdria para inibir em 50% a atividade oxidante do DPPH, com
isso, a amostra que apresenta menor valor de IC50 € também aquela que necessita de menor
massa para inibi¢cdo, ou seja, € a com maior potencial antioxidante. Em relacdo ao desvio

padrao relativo, o maior valor foi de 3,9% para as amostras J4 E J5.
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Tabela X-1. Valores do IC50 (mg L'l), desvio padrio relativo (DPR) (%) e

AAI obtidos para as amostras.

Amostra ICS50 DPR (%) AAI
1 1109 2,1 0,034
J2 2946 2,1 0,013
J3 1237 1,2 0,031
J4 1065 39 0,036
J5 869 39 0,044
J6 785 2,5 0,049

Nao foi possivel fazer uma comparagdo entre os resultados obtidos para essas
geléias com dados da literatura, pois, como dito anteriormente, ndo se encontram dados
relativos a andlises antioxidantes e de fendlicos totais em geléias de frutas, ainda mais
geléias que contenham mais de uma fruta. Para efeito de comparag@o, um paralelo foi entdo
realizado entre as amostras em questdo e as frutas que apresentam em sua composi¢ao.

O indice AAI sugerido por Scherer e Godoy (2009) foi estipulado para compostos
puros, mas foi aplicado a essas amostras com a intencdo de auxiliar na comparacdo. Para
esses autores, valores abaixo de 0,5% representam compostos de baixa capacidade
antioxidante, mas ndo hd defini¢do para amostras alimenticias.

Lim, Lim e Tee (2006) verificaram a capacidade antioxidante de diversas frutas,
entre elas, goiaba e laranja. Neste trabalho, os autores forneceram o IC50 e a concentracdo
de DPPH usada, assim, pdde-se calcular o AAL. A goiaba apresentou um AAl de 0,014 e a
laranja apresentou 0,004. A amostra J4 contém goiaba em sua composi¢do e a J2 tem
laranja. Os AAI de ambas as geléias foram maiores que os das frutas de Lim, Lim e Tee
(2006), fato pode estar associado a concentragdo das frutas no produto e também a presenca
de acerola, que possui elevada capacidade antioxidante.

A quantidade de fendlicos totais também foi verificada para as amostras (Tabela
X-2). A geléia J6 foi aquela que apresentou maior quantidade de fendlicos e a J4 foi a que

apresentou a menor quantidade.
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Tabela X-2. Quantidade de fendlicos totais (EAG mg g™)

e desvio padrio relativo (DPR) (%) encontrados nas

geléias.
Amostra FEN DPR
n 2,84 3,2
12 1,20 2,8
J3 1,17 5,1
J4 2,4 1,2
J5 3,05 2,1
Jo 3,46 2,6

Hassimoto, Genovese e Lajolo (2005) quantificaram os fendlicos totais em
diversas frutas e vegetais, entre os quais estd a goiaba. A polpa da fruta apresentou 1,24
EAG mg g, o que é aproximadamente metade do encontrado para a geléia J4 (acerola
com goiaba). Uma polpa de acerola congelada também teve seus fendlicos
quantificados por estes autores, resultando em 8,6 EAG mg g'. Mezadri e
colaboradores (2008) também verificaram fendlicos em polpa de acerola e
quantificaram valores entre 6,4 ¢ 7,5 EAG mg g'l. Conforme os dados, a acerola contém
grande quantidade de fendlicos totais, o que pode justificar os bons resultados das
geléias, apesar de todo o processo tecnoldgico necessario para sua produgao.

Os dados obtidos nos ensaios de capacidade de seqiiestro de radicais livres e
quantificagdio dos fenélicos totais foram comparados entre si. E importante ressaltar que
o valor de IC50 € inversamente proporcional a capacidade antioxidante, ou seja, quanto

maior o IC50, menor € a capacidade, assim, a Figura X-1 tem seu sentido invertido.
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Figura X-1. Comparacdo entre a quantidade de fendlicos totais e a capacidade de seqiiestrar radicais

livres.

A amostra J6 € aquela que apresentou maior quantidade de fendlicos e também
aquela que apresentou maior capacidade antioxidante. Percebe-se, no entanto,
discrepancia entre as amostras J2 e J3, o que leva a uma baixa correlacdo entre as duas
caracteristicas analisadas.

Alguns artigos indicam alta correlagdo entre a atividade antioxidante e a
quantidade de fendlicos presentes, ja4 outros ndo encontraram qualquer relacdo entre
esses dados (lacopini et al., 2008). Kuskoski e colaboradores (2006) e Liu e
colaboradores (2002) encontraram correlagdo entre a quantidade de fendlicos totais e a
capacidade antioxidante de diferentes frutas, mas Mezadri e colaboradores (2008),
Hassimoto, Genovese e Lajolo (2005) ndo encontraram qualquer correlagdo. Isto pode
ser explicado pela diferente composi¢do de cada extrato e também pela variacdo na
resposta de cada fendlico ao método do Folin-Ciocalteu. E ainda, o resultado absoluto
da capacidade antioxidante varia de acordo com o método utilizado (Hassimoto,
Genovese e Lajolo, 2005). Outro motivo para tal falta de correlacdo entre estes dados é
a presenca de interagdes sinérgicas ou antagbnicas entre antioxidantes, conforme

demonstrado no capitulo XI. Segundo Lim, Lim e Tee (2006), o DPPH pode também
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sofrer reacdes reversiveis com certos compostos, como o eugenol e seus derivados e

pode também reagir de maneira mais lenta com algumas moléculas.

4. Conclusao

Entre as geléias, a amostra que contém acerola e abacaxi (J6) em sua
composi¢do, foi aquela com maior capacidade antioxidante, enquanto a geléia de
laranja com acerola (J2) foi a que apresentou a menor capacidade. Quanto a quantidade
de fendlicos totais, novamente a geléia J6 foi aquela com maior valor, enquanto a J3
(acerola com rosela) foi a que menos fendlicos apresentou. Comparando-se 0s ensaios
realizados, ndo houve correlacdo linear entre a capacidade de seqiiestrar radicais livres e

a quantidade de compostos fendlicos presentes nas geléias analisadas.
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Conclusao geral

O estudo realizado foi capaz de quantificar o dcido ascorbico em geléias de frutas
por quatro métodos diferentes. O primeiro método utilizado foi o indicado pela AOAC para
a andlise de sucos e preparados. Este método sofreu modificagdes dando origem ao segundo
método, mais confidvel e vantajoso em relacdo ao primeiro aplicado. Foi facilitada a
visualizacdo do ponto final da reacdo e houve uma economia significativa no uso de
reagentes e producdo de residuos. Dez geléias foram analisadas nesta etapa do trabalho e a
quantidade de Vitamina C variou de zero a 608 mg de 4cido ascorbico por 100 g de
amostra. Devido aos resultados obtidos, o fabricante modificou a formulagdo das geléias
dando origem a seis novos produtos, que tiveram a quantidade de dcido ascorbico analisada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Eletroforese Capilar (EC).

A metodologia de CLAE foi desenvolvida e validada para a andlise de dcido L-
ascorbico e o dcido D-isoascorbico nas geléias de frutas, porém o DIAA ndo foi encontrado
em nenhuma das amostras. A EC também teve uma metodologia desenvolvida e validada.
Neste caso foi identificado e quantificado o dcido L-ascorbico nas amostras com o auxilio
de padronizacdo interna usando o dcido D-isoascorbico, ja que o estudo anterior mostrou
que este ndo estava presente. O LAA foi encontrado em todas as geléias, numa gama de
concentracdo de 180 a 525 mg por 100 g de geléia. Todos os produtos apresentaram valores
acima da Ingestao didria recomendada.

Quando os parametros de validacdo da EC foram comparados aos da CLAE, a EC
apresentou resultados semelhantes para linearidade, repetibilidade, limite de deteccdo e de
quantificacdo, porém, utiliza tempo bem menor para as andlises, sendo duas vezes menor.
Essa vantagem possibilita que a EC seja preferida em andlises dessa vitamina em larga
escala. Outra grande vantagem da EC é o menor uso de reagentes e a menor producio de
residuos em relagdo a CLAE.

Para os flavonoides, também foram desenvolvidos e validados métodos utilizando a
CLAE e a EC, mas antes foi necessdria uma etapa de otimizacdo extrativa. Os flavonéides
(+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, quercetina e kaempferol tiveram a melhor

extragdo utilizando o metanol 50% como solvente e homogeneizagdo por 80 minutos. Foi
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empregada a técnica de SPE para limpeza e concentragdo das amostras. As taxas de
recuperacgdo ficaram entre 68 e 83%.

Ambas os métodos instrumentais foram capazes de identificar e quantificar (+)-
catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, quercetina e kaempferol nas amostras, porém
apenas a EC foi eficiente na quantificacio de miricetina, sendo possivel apenas sua
identificagdo na CLAE. Em adi¢@o aos flavondides, a metodologia por EC também estudou
os fendlicos trans-resveratrol, dcido cindmico, dcido ferrilico, dcido p-coumdrico, 4cido
vanilico, dcido caféico, dcido galico e 4cido 3,4-dihidroxibenzdico.

Comparando se as duas técnicas de andlise dos flavondides iniciais, a CLAE foi a
que apresentou melhores resultados na seletividade, repetibilidade, limites de deteccdo e
quantificacdo e sensibilidade do sistema. A EC leva vantagem frente a recuperacio, tempo
de andlise e gastos de reagentes, producdo de residuos e, além disso, apenas a EC foi capaz
de quantificar a miricetina. Para amostras com quantidades de flavondides abaixo dos
limites de quantificagdo da EC e acima dos mesmos limites da CLAE, é de grande valia o
uso desta técnica cromatografica. Porém, para amostras com quantidades acima dos limites
de quantificacio da EC, esta € a técnica recomendada. Quanto as amostras, foram
encontrados flavondides em concentracdes de até 21,3 mg por kg de geléia.

A proxima etapa do estudo foi feita para verificar a capacidade dos compostos
estudados em seqiiestrar de radicais livres. A quercetina foi aquela que apresentou maior
habilidade, ja o kaempferol foi o que apresentou menor. Foram realizadas também anélises
de combinagdes destes compostos dois a dois e o estudo comprovou que a habilidade de
seqiiestro de radicais ndo estd apenas relacionada com a estrutura quimica de cada
composto isoladamente, uma vez que a presenca de outros compostos pode interferir
positivamente ou negativamente. Verificou-se ainda que isomeros, como a (+)-catequina e
a (-)-epicatequina, podem ter comportamentos diferentes frete ao meio antioxidante,
indicando a influéncia da isomeria geométrica neste quesito. Vdrias reacdes antagdnicas
foram verificadas, mas apenas uma reacdo sinérgica foi descoberta nas concentracdes

estudadas, ocorrendo entre a (+)-catequina e o dcido ascorbico.
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A andlise antioxidante também foi realizada para as geléias de frutas e a que contém
acerola e abacaxi (J6) em sua composi¢do foi aquela com maior capacidade antioxidante,
enquanto a geléia de laranja com acerola (J2) foi a que apresentou a menor capacidade.
Comparou-se os resultados obtidos com a quantidade de fendlicos totais e ndo houve
correlacdo linear entre a capacidade de seqiiestrar radicais livres e a quantidade de

compostos fendlicos presentes nas geléias analisadas.
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Anexo

As Figuras — Anexo I e II demonstram a andlise de dcido ascérbico realizada no
Capitulo II. E possivel verificar a melhora na facilidade de visualizacdo do ponto final da

reacao obtida pela otimizagdao do método.

Figura - Anexo 1. Visualizagdo do ponto final da reacdo quando foi aplicado o método indicado

pela AOAC para quantificagio de dcido ascérbico.

Figura - Anexo 2. Visualiza¢do do ponto final da reagcdo quando foi aplicado o método

otimizado no estudo.
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Figura - Anexo 3. Comparagdo entre a solucio final titulada e a amostra presente na bureta. A

coloracdo é muito préxima, servindo como parametro do final da reac@o.
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