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RESUMO

“OTIMIZAGAO DA EXTRACAO, ESTERILIZAGAO E IDENTIFICAGCAO DE
ANTOCIANINAS OBTIDAS A PARTIR DE FRUTAS”
Aluna: Patricia Gisela Sampaio

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Antocianinas (ACYS) sao pigmentos naturais de origem vegetal -classificados
quimicamente como flavondides. O uso industrial de ACYS é restrito em fungdo de
algumas limitagcdes, como seu alto custo e sua relativa baixa estabilidade. Neste contexto,
o objetivo deste trabalho foi utilizar frutas do Brasil como fontes para extragdo de ACYS,
testando-se estratégias para estabilizagdo dos extratos e identificagdo das ACYS. Foram
obtidos extratos de ACYS, a partir de frutos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora), amora
(Morus nigra), amora preta (Rubus sp) e jambolao (Eugenia jambolana Lam), otimizando-
se condi¢cbes de extragdo com a variagao de solventes, temperatura de extragao, uso de
agitacdo e de trituragdo mecanica. Foram utilizadas cascas, frutas inteiras e descarogadas
na propor¢ao 1:3 fonte de ACYS:solvente (m/v). Os extratos com maior quantidade de
ACYS foram obtidos a partir de extragdo com etanol 94% v/v, a 55°C por 30 minutos e, em
alguns casos, com uso de trituragdo mecanica. Para aumentar a estabilidade dos extratos
de ACYS, investigaram-se processos de esterilizagdo como a tindalizagao dos extratos e o
branqueamento das frutas. Este ultimo mostrou-se mais favoravel, pois além de aumentar
a estabilidade dos extratos, que podem durar 360 dias sem aparecimento de fungos,
elevou a quantidade de ACYS extraida. Para identificacdo de ACYS foram avaliados 3
meétodos, aplicando-se como técnica de separagdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Testaram-se métodos envolvendo padrbes de ACYS; comparacgéo
relativa de tempos de retencao e espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray
e analisador quadrupolo-tempo de voo (ESI-Q-TOF-MS). A antocianina majoritaria
identificada foi a cianidina-3-glicosideo nos extratos de jabuticaba, amora e amora preta. O
método por comparacao relativa de tr € uma boa opcgao para a identificacdo de ACYS,
pois envolve procedimento simples e ndao requer o uso de padrdes, mas tem limitacdes
que foram superadas com a viabilizagdo ou confirmacgao da identificacdo de ACYS por
HPLC-ESI-Q-TOF-MS.
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ABSTRACT

“OPTIMIZATION OF EXTRACTION, STERILIZATION AND IDENTIFICATION OF
ANTHOCYANINS OBTAINED FROM FRUITS”

Author: Patricia Gisela Sampaio

Adviser: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Anthocyanins (ACYS) are natural pigments of plant origin, chemically classified as
flavonoids. The industrial use of ACYS is restricted according to some limitations, such as its
high cost and relative low stability. In this context, the objective of this study was to use
jaboticaba (Myrciaria cauliflora), mulberry (Morus nigra), blackberry (Rubus spp) and
jamboldo (Eugenia jambolana Lam), whose are common Brazilians fruits, as sources of
ACYS to test extraction conditions, extracts stabilization strategies and ACYS identification
strategies. The extraction conditions were optimized varying solvents, temperature, and using
or not the stirrer and the mechanic grinding. Peels, whole fruits and fruits without pits were
used in the proportion of 1:3 ACYS source: solvent (m/v). The extracts with the greatest
amount of ACYS were obtained from extraction with ethanol 94% v/v, 55 °C for 30 minutes
and, in some cases, using mechanical grinding. To increase the stability of the ACYS
extracts, sterilization processes such as tyndalization of the extracts and blanching of fruit
were investigated. The blanching was more favorable because it increased the stability of the
extracts, which can last for 360 days without appearance of fungi, and increased the amount
of ACYS extracted. Using the high performance liquid chromatography (HPLC) for separation,
three methods were evaluated in order to identify ACYS: the method with ACYS patterns; the
relative comparison of retention time (tr); and mass spectrometry using electrospray
ionization and quadrupole-time-of-flight mass analysis (ESI-Q-TOF-MS). The majority
anthocyanin identified in extracts of jaboticaba, mulberry and blackberry was cyanidin-3-
glycoside. The method with comparison of tr was a good option for the ACYS identification
because it is a simple procedure and does not require the use of standards, but it has
limitations that could be overcome making possible or confirming the ACYS identification
using HPLC-ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 53. Cromatograma e espectro de massas de solucéo de pasta de ACYS de extrato de
jabuticaba 10 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: N5), identificando a
cianidina-3-glicosideo. Condi¢gbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada

acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-

Figura 54. Cromatograma e espectro de massas de solucéo de pasta de ACYS de extrato de
jabuticaba 12 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: L5), identificando a
malvidina-3-galactosideo. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e deteccéo
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Figura 55. Cromatograma e espectro de massas de solucéo de pasta de ACYS de extrato de
refugo de jabuticaba 14 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: T5), identificando
a cianidina-3-glicosideo. Condi¢gdes cromatograficas: coluna C18; fase moével agua
deionizada acidificada:metanol; eluicao por gradiente; volume de inje¢ao 50 uL e deteccao
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Figura 56. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de pasta de ACYS de amora 15

g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: O4), identificando a cianidina-3-glicosideo.
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Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada acidificada:metanol;

eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 puL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS..............cccocc 91

Figura 57. Cromatograma e espectro de massas de solugédo de pasta de ACYS de amora 14
g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo:P4), identificando a cianidina-3-rutinosideo.
Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada acidificada:metanol;

eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 puL e detecgéo ESI-Q-TOF-MS..............cccoc 91

Figura 58. Cromatograma e espectro de massas de solucéo de pasta de ACYS de extrato de
amora 12 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: P4), identificando a
pelargonidina-3-glicosideo. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e deteccéo
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Figura 59. Cromatograma e espectro de massas de solugcéo de pasta de ACYS de extrato de
amora 9 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: O4), identificando a delfinidina-3-
galactosideo. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada

acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-

Figura 60. Cromatograma e espectro de massas de solugado de pasta de ACYS de amora
preta 11 g L' em metanol com 0,01 % de HAc viv (Estudo: U4), identificando a cianidina-3-
glicosideo. Condi¢gdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada

acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-

Figura 61. Cromatograma e espectro de massas de solugédo de pasta de ACYS de amora
preta 9 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a delfinidina-3-
galactosideo. Condi¢gbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada

acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-

Figura 62. Cromatograma e espectro de massas de solugdo de pasta de ACYS de amora
preta 10 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a cianidina-3-

rutinosideo. Condi¢cées cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada
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acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-

Figura 63. Espectros de massas de solugéo de pasta de ACYS de amora preta 10 g L' em
metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a pelargonidina-3-galactosideo e
seu respectivo padrao isotdpico. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada acidificada:metanol; eluicao por gradiente; volume de inje¢ao 50 uL e deteccéo
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Figura 64. Cromatograma e espectro de massa de solugdo de pasta de ACYS de jambolao
13 g L' em metanol com 0,01 % de HAc viv (Estudo: Y4), identificando a cianidina-3-
glicosideo e espectro de massas de seu respectivo padrdo isotopico. Condigdes
cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigcdo por

gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 97

Figura 65. Cromatograma e espectro de massa de solugéo de pasta de ACYS de jambolao
18 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: AB5), identificando a delfinidina-3-
rutinosideo. Condi¢ées cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada

acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-
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As atividades realizadas neste trabalho fazem parte de um projeto mais amplo de
convénio de colaboragao cientifica (processo 11-P-09209/2006 e Termo Aditivo 01, processo
11-P-09214/2006) entre a UNICAMP, através do GPQUAE' - Grupo de Pesquisas em
Quimica Analitica e Educacédo, e a empresa Anidro do Brasil Extragdes Ltda, via Grupo

CentroFlora, de Botucatu-SP.

O objeto do referido Convénio é estabelecer condigbes de cooperagao técnico-
cientifica entre a UNICAMP e a ANIDRO, considerando a necessidade de intercambio em
um conjunto de competéncias complementares para as partes e abrangendo as atividades
de disseminacao do conhecimento; prestacao de servigos; pesquisa e desenvolvimento;
formacao e treinamento de recursos humanos; absorgao e transferéncia de tecnologias
passiveis de aplicacdo comercial e industrial, através da interacéo e relacionamento entre

as partes.

Neste contexto, o sigilo dos resultados é solicitado para efeito de cumprimento da

clausula especifica do Convénio e do Termo Aditivo.
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CAPITULO 1:
INTRODUGCAO
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1.1 Antocianinas (ACYS)

A coloragao das espécies vegetais pode ser atribuida a varias classes de substancias,
denominadas de agentes cromoforos, destacando-se as porfirinas, os carotendides e os
flavondides®. ACYS sdo classificadas quimicamente como flavondides e sdo os principais
pigmentos naturais responsaveis pelas cores rosa, laranja, vermelha, violeta e azul de certos
vegetais, em frutas, pétalas de flores e em folhas®®. Elas pertencem ao grupo mais
importante de pigmentos naturais visiveis ao olho humano®’®,

O termo antocianinas (do grego anthos = flores; kianos = azul) foi proposto em 1835
por Marquat, referindo-se a pigmentos azuis, violetas e vermelhos encontrados em flores®. A
estrutura geral das ACYS é derivada do cétion flavilico (Figura 1). ACYS, assim como
antocianidinas, possuem grupo hidroxila nas posigbées 3, 5 e 7. S6 nas ACYS, em uma ou
mais destas posicdes, principalmente em 3, estdo ligados agticares®, conforme ilustra a

Figura 2, que traz exemplos de algumas ACYS comuns.

Figura 1. Estrutura do cation flavilico®.

R Antocianidina | Grupo R| Grupo R’ *
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCH3; OCHs;
Pelargonidina H H
Peonidina OCHgs; H
Petunidina OCHgs; OH

* Grupo R” = unidade glicosidica
(Se R”= H tem-se antocianidina)

Figura 2. Estrutura genérica de ACYS".



P. G. Sampaio Dissertagéo de Mestrado 6

Antocianidinas sao raramente encontradas na natureza, ocorre comumente a forma
glicosilada com aguicares que estabilizam a molécula®’® de antocianina. As unidades
glicosidicas mais frequentemente encontradas em ACYS s&o monossacarideos, como
glicose, galactose, ramnose, arabinose e xilose, e também polissacarideos, destacando-se
rutinose, soforose, sambubiose®'°.

ACYS também podem ser aciladas com acidos orgénicos unidos as unidades
glicosidicas por ligagcéao éster. Os acidos geralmente sdo acidos fendlicos aromaticos, como
p-coumarico, ferulico, cafeico e hidroxibenzdico, ou acidos organicos alifaticos, como acético,
malico, succinico e oxalico, ou ainda uma combinag&o de alguns desses acidos, porém sao
raros os relatos de ACYS aciladas em frutas'""°.

A cor de solugdes contendo ACYS ¢ influenciada pelo numero de grupos metoxilas,
glicosidicos e hidroxilas. Quanto maior a quantidade de hidroxilas e grupos glicosidicos nas
estruturas das ACYS, maior a intensidade da cor azul; a cor vermelha € acentuada pelo
maior nimero de grupos metoxilas?.

A cor pode ainda ser estabilizada e realgada por copigmentacao, resultante de
diversas interagdes'*'®. A copigmentacdo pode ser influenciada pelo pH do meio e pela
quantidade de ACYS'™. Os mecanismos mais importantes de copigmentagcdo s&o as
interagdes intermoleculares (entre ACYS e/ou entre ACYS e outros flavonoides) e as
interacdes intramoleculares entre ACYS. Auto-associacdo e complexacdo com metal sao

também podem levar a copigmentagao''’.

Fenbmenos de copigmentagcdo geram
deslocamento batocrémico, tornando as solugdes de ACYS com coloragéo tendendo ao azul
ou em um efeito hipercrdbmico, em que a intensidade da cor da solucdo das ACYS ¢é
aumentada pela copigmentacdo''°.

ACYS podem sofrer transformacdes estruturais, causadas por variagdes de pH,
acompanhadas da mudancga de coloracido das solucdes devido ao equilibrio acido-base das
diversas espécies representadas na Figura 3. Em pH entre 1-2, solugbes de ACYS
apresentam coloragcdo avermelhada intensa, caracteristica do cation flavilico e em pH em
torno de 6, tornam-se incolor, devido a estrutura carbinol. Com o aumento do pH,
anidrobases sédo formadas e a coloragéao tende ao violeta (pH entre 6,5 e 8) e ao azul (pH

entre 9 e 12). Em meio fortemente alcalino, pH 13 e 14, ha ruptura do anel heterociclico e
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formam-se chalconas, que conferem coloracdo amarela a solucdo e podem precipitar,

tornando o processo irreversivel®'®®.

R R
#;;LH _OH ,;,L . _OH
HE)H‘_L . i“‘hl‘e- "'O»C‘ k}_,‘l: = "’.[[-“'R DH D‘-‘C‘c ____.-";;.H - 0“m - L‘q—.\:\‘_ P
| ‘I @ - T“ L |.
Y 7 OAgicar H* S OAgicar
OH OH
PH 1-2 anidrggaﬁsf -vaioleta
cation flavilico,vermelho pr = !
HY || OH =P H" OH
-HO|| + HZD R r T\
___OH ) O
DHI I ) [
H':;i‘_L "‘-"-::\::\-b- - Gﬂ"n e .;:t:;w _‘_,.—'| - D-':::qb__,a-" ':'hl‘o ’”Oﬂ"n -__,‘-' n‘_bv__,.-' . R'
H l 2 ) = .th. -’l'l‘n .
~ 7 Opglicar T 7 OhAglear
OH
OH anidrobases,
pH<6 +J ] pH 9-12, azul
carbinol, incolor H OH R
R o
..’:;L . #/0 - MH| -
D 0 [ | D-‘r - O—._H -""[‘1‘&. __,J:H
0\,~ 5 WA W N R H* = o u' e R
J,h. _,;;,-L_ - OH 7S opgucar

pH 13 -14
pseudobase chalcona, amarelo

Figura 3. Possiveis mudancas estruturais das ACYS em meio aquoso em funcéo do pH®*®.

Alguns autores tém se preocupado em aproveitar essas variagdes de coloragdo em
aplicacdes didaticas para o ensino de Quimica de nivel médio e superior?®?'. Extratos de
ACYS podem ilustrar, por exemplo, discussdes sobre equilibrio quimico, indicadores de pH e
de titulagbes acido-base; de maneira mais ampla ACYS podem fomentar abordagens de
Quimica Analitica, Quimica Organica, Produtos Naturais e Classificacdo Botéanica, que
certamente enriquecem agdes pedagogicas interdisciplinares.
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1.2 Uso industrial de ACYS

Recentemente, intensificou-se o estudo de potenciais efeitos benéficos de ACYS a
saude humana, em termos de acdo antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena, contra
riscos de doengas corondrias e como protegdo contra obesidade devida & hipoglicemia'®?%%,

Também ha um crescente interesse no uso de ACYS em varios segmentos industriais,
pela sua capacidade corante?®, associado a bioatividade da ACYS®**?!, que ainda é tema
para aprofundamento de estudos. As cores de alimentos, e mesmo de alguns cosméticos e
produtos farmacéuticos, conferem valores de qualidade aos produtos que influenciam o
comportamento dos consumidores. A obtencdo de uma cor realgada e estavel com o uso de
corantes naturais, entretanto, ainda é um desafio por apresentar algumas limitagbes, como a
baixa estabilidade e facil susceptibilidade de degradacdo no caso de extratos de ACYS,
considerados de grande interesse para esse tipo de aplicagao.

O uso de corantes sintéticos vem sendo questionado devido a problemas gerais de
toxicidade e impacto ambiental dos processos de sintese que em geral sdo muito poluentes.
Somando-se a estes aspectos a publicidade continua e adversa, o resultado € um crescente
interesse pelo uso de corantes naturais, sendo que a opgéo de seu uso em substituicdo aos
corantes sintéticos representa uma forte tendéncia atual. Isto estimula o interesse pelo
desenvolvimento de pesquisas nesta tematica, com forte apelo de marketing para
consumidores que preferem os produtos naturais que tragam beneficios para a saude e o
meio ambiente. Para viabilizar a utilizagdo de corantes naturais, como as ACYS, é
necessario aplicar conhecimento quimico para adapta-las as condi¢ées de uso industrial

envolvendo questdes de processos, embalagem e distribuigao®*33,

O presente trabalho, inserido neste contexto, utilizou frutas nativas ou comuns do
Brasil, como fontes de ACYS, para a realizagao de estudos de procedimentos de extracdo de
ACYS, de esterilizacao de frutas e extratos para estabilizacdo e conseqlente aumento do

tempo de vida util dos extratos, além da identificacdo das ACYS extraidas.
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1.3 Fontes de ACYS

1.3.1 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora):

A jabuticaba ou jaboticaba ou ainda jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) € uma arvore
frutifera nativa brasileira e muito cultivada desde os tempos coloniais. A jabuticaba é
originaria da Mata Atlantica, mas pode ser encontrada na maior parte do pais, no entanto, é
mais freqiiente em Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. E uma
angiosperma e sua arvore tem de 3 a 6 m de altura, com casca que se descama em placas.
Suas folhas possuem pontuagdes esparsas e tém de 3 a 7 cm de comprimento. Suas flores
sdo aglomeradas sobre o caule e os ramos. Seus frutos possuem casca negra e polpa
branca suculenta, geralmente doce, e crescem no tronco e ramos, dando uma caracteristica

peculiar a arvore. Sdo consumidos principalmente in natura e deles se faz licor, geléia e

aguardente, de forma artesanal. Sua propagacgao é por sementes e sua frutificagao inicia-se
34-36

no final do inverno, durante a primavera até o verao

Figura 4. llustracdo da jabuticaba (Myrciaria cauliflora)® .
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1.3.2 Amora (Morus nigra):

A amora (Morus nigra) é uma fruta nativa da China e do Japao, muito cultivada na
regido sul e sudeste do Brasil. A amoreira € uma angiosperma e sua arvore tem geralmente
de 4 a 5 m de altura. Suas folhas possuem de 6 a 12 cm de comprimento e sao serreadas
em plantas adultas, com nervacgao saliente. Os frutos sao verdes quando jovens e se tornam
vermelho a preto quando amadurecem e assumem sabor adocicado e agradavel, o que, no
Brasil, ocorre na primavera. Sao consumidos in natura ou na forma de doces, geléias, licores

e xaropes. Sua propagagao é por estacas>*°.

Figura 5. llustragdo da amora (Morus nigra)®.
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1.3.3 Amora Preta (Rubus sp):

A amora preta (Rubus sp) € uma fruta de clima temperado nativa da Europa e América
do Norte, foi introduzida no Brasil em 1972, onde vem sendo cultivada com sucesso,
principalmente no Rio Grande do Sul. A amoreira € uma angiosperma e sua arvore pode
atingir até 10 m de altura, porém geralmente chega a 4 a 5 m. Suas folhas tem de 4 a7 cm
de comprimento e pélos esparsos. As flores sdo formadas na primavera e os frutos sdo do
tipo globoso, suculento, de sabor adocicado, sendo que a maturagdo, no Brasil, ocorre no
verdo. Sao consumidos in natura e na forma de geléias, polpas e sucos. Sua propagagao é

por rebentos basais, ou seja, reproducdo assexuada por brotos®*>°.

Figura 6. llustragdo da amora-preta (Rubus sp)*°.
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1.3.4 Jambolao (Eugenia jambolana Lam):

O jambolao (Eugenia jambolana Lam) ou jamelao ou ainda azeitona-doce € uma fruta
originaria da india e Sri Lanka, amplamente cultivada no Brasil como ornamental ou de
sombra, principalmente no litoral. E uma angiosperma e sua arvore (jameloeiro) possui de 15
a 20 m de altura, com tronco geralmente tortuoso. Suas folhas sao lustrosas de 8 a 14 cm de
comprimento, com a nervura principal destacada. Suas flores sdo brancas e florescem de
setembro a novembro, no Brasil. Seus frutos possuem polpa suculenta de sabor adocicado e
adstringente, contendo uma unica semente grande e sua maturagdo no Brasil ocorre em
janeiro e fevereiro. Os frutos sdo consumidos in natura e apreciados em algumas regides do

pais, principalmente no nordeste brasileiro. Sua propagacao & por sementes®*3°.

-

]

RLLs

Figura 7. llustragdo do jambol&o (Eugenia jambolana Lam)*.
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1.3.5 Outras Consideracoes:

Fatores ambientais de cultivo, com variagdes de iluminagao, irrigagcdo e adubacgao,
além de diferentes estagios de maturagao das frutas podem resultar em diferentes ACYS nas
espécies vegetais, assim como modificar as concentracbes desses corantes nesses
vegetais*'™®. E comum que as folhas novas sejam vermelhas porque tém ACYS como forma
de protecao contra oxidagao ou processos fotoquimicos15.

ACYS concentram-se nos vacUolos das células vegetais'>#44°4

e, geralmente,
quando as frutas apresentam casca removivel, como as uvas e jabuticabas, ACYS
concentram-se nos vacuolos celulares das cascas. Ja em frutas com caracteristicas
semelhantes as das amoras, ACYS encontram-se em toda a polpa***®*°. Essas diferencas
de acumulo de ACYS nas diferentes frutas, possivelmente sdo devidas a uma das fungdes
das ACYS que ¢é atrair insetos e aves para disseminagdo de sementes de frutos'', além de
proteger a planta de alguns processos oxidativos, principalmente durante os primeiros

estagios de crescimento’.

1.4 Extracao

Estudos com extratos de frutas realizados em projetos de pesquisa do GPQUAE
indicaram que a quantidade de ACYS extraida depende do solvente e da forma de extragao
empregados?’.

ACYS sdo mais soluveis em solventes polares do que as antocianidinas, devido a
presenga de unidades glicosidicas e, portanto, s&o facilmente extraidas em agua, metanol e
etanol e esta solubilidade é aumentada quando as mesmas se encontram em meio acido®'2.
O meio acido também faz com que ACYS encontrem-se predominantemente na forma de
cation flavilio, o qual apresenta coloragdo vermelha em solucdo aquosa'?. O fato do cation
flavilio ser estavel em meio acido torna indicavel a utilizacdo de solventes contendo acidos
organicos ou minerais na extracdo de ACYS de frutas, como acidos cloridrico, férmico e
acético. Entretanto, o uso de solventes acidos deve ser cauteloso, pois pode resultar em
hidrolise das ACYS'? além de comprometer aplicacdes industriais.

Apesar da toxicidade, solventes como metanol e acetona sdo muito utilizados para a

50,51
s

extracdo de ACY . Porém, para algumas aplicagdes do extrato, como, por exemplo, para

as industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia, o uso desses solventes tem restrigdes,
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ndo so pela toxicidade, como também pelo alto custo e impacto ambiental dos residuos®2.
Diante das limitagdes de uso desses solventes, a extragao deve ser realizada com etanol ou
agua, sendo que a utilizagdo da agua tem ainda como limitagdo de uso uma menor eficiéncia
de extracdo em comparagao aos outros solventes, além de uma menor durabilidade de seus
extratos?.

Outro fator que influencia na quantidade de ACYS extraida é a temperatura de
extracdo. Elevar a temperatura de extracdo facilita a liberacdo das ACYS dos vacuolos
celulares das frutas, além de aumentar a permeabilidade do solvente nas estruturas
celulares, aumentando assim a quantidade de ACYS extraida e reduzindo o tempo de
extracdo®?. No entanto, o aumento da temperatura ndo deve exceder 60 °C, pois acentua a
degradacgao posterior dos extratos obtidos ACYS, recomendando-se, assim, que a extragao

ocorra entre 25 e 55 °C20:52%4,

1.5 Estabilidade

As caracteristicas de extratos de ACYS podem ser alteradas apds algum tempo de
armazenamento, dependendo do solvente extrator e da temperatura de armazenamento®.
Outros fatores também podem influenciar a estabilidade desses extratos como a presencga de
oxigénio, enzimas, ions metalicos, agucar e o pH>®%8 O grau de hidroxilagdo exerce
importante efeito na estabilidade das ACYS, sendo que aquelas que contém mais grupos
hidroxilas em sua estrutura sdo menos estaveis. Inversamente, alto grau de metoxilagao
aumenta a estabilidade das ACYS®. Além disso, ACYS sao geralmente instaveis quando
expostas a luz ultravioleta e visivel®®.

Um dos mecanismos propostos para a degradagao das ACYS envolve a oxidagao de
compostos fendlicos a quinonas, pela agado da enzima polifenol oxidase (PPO) presente em
frutas. A enzima reage com a antocianina da fruta e/ou as quinonas sao polimerizadas,
gerando produtos castanhos que alternam as caracteristicas iniciais dos extratos*#6%°.

Nas frutas, as enzimas e seus substratos localizam-se em compartimentos celulares
diferentes. Durante a maceragao das frutas para dar inicio ao processo de extracdo de
ACYS, esses compartimentos sao destruidos e as enzimas entram em contato com os
compostos fendlicos, oxidando-os. Apds certo periodo de armazenamento, esses extratos

adquirem coloracdo fortemente castanha e turva, sendo dificil de preservar a cor inicial e a
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limpidez®', o que compromete a qualidade do extrato para aplicagdes gerais. Sendo assim,
alguns parametros de extracdo, como a trituragdo das frutas, devem ser considerados para
garantir o aumento do tempo de vida util dos extratos de ACYS, ja que quanto mais
compostos fendlicos estiverem presentes nos extratos, maior sera a possibilidade de

polimerizagdo de ACYS®.

Na tentativa de aumentar a estabilidade dos extratos de ACYS obtidos a partir de
frutas, no presente trabalho, foram investigados processos de esterilizagdo buscando
minimizar ou eliminar microrganismos envolvidos na deterioragdo dos extratos e reduzir a

acao enzimatica nesses extratos.

1.5.1 Esterilizacao

Esterilizacdo € o processo que promove a eliminagao ou a destruicdo de todas as
formas de microorganismos presentes em objetos ou materiais: virus, bactérias, fungos,
protozoarios, esporos, para um aceitavel nivel de seguranga. O processo de esterilizagao
pode ser fisico, quimico ou fisico-quimico®°"®. Algumas técnicas de esterilizacdo para
produtos alimenticios podem ser citadas, como pasteurizagao, autoclave e liofilizagcao.

Sao descritos diversos processos de pasteurizacdo, que combinam diferentes tempos
e temperaturas. A escolha do tratamento adequado a ser empregado depende das
caracteristicas do produto e do seu nivel de contaminacgao inicial. Geralmente, sao utilizadas
temperaturas entre 70 e 90 °C, em intervalos entre 15 e 60 segundos, seguindo-se de
resfriamento rapido em torno de 3 °C. Entretanto ha materiais muito sensiveis que sofrem
modificagdes irreversiveis, nestas temperaturas. A estes, pode ser aplicado um tratamento
mais brando com emprego de longos tempos®*%°7°.

Autoclave é um aparelho utilizado para esterilizacdo por exposicdo do material ao
vapor de agua (chamado calor umido) sob pressao, geralmente a 121 °C por 15 min. A acao
esterilizadora decorre da termo-coagulagdo das proteinas bacterianas, ou seja, o
aquecimento tem um efeito letal sobre os microrganismos devido a desnaturagdo e
subseqiiente coagulacdo das proteinas citoplasmaticas®’".

Liofilizacdo € uma técnica de desidratacao a frio, aplicada principalmente a alimentos,

por manter as propriedades do produto original: sabor, odor, cor e valores nutricionais e
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vitaminicos. Os alimentos sdo acondicionados em uma camara hermeticamente fechada, a
vacuo, e a temperatura pode chegar a -60 °C. Desta forma, a agua contida nos alimentos
congela e, em seguida, passa diretamente para o estado gasoso, numa etapa de
sublimagcdo. Apdés 6 a 12 horas nesta condicdo, dependendo do tipo de alimento e do
percentual de agua, a camara € aberta e o alimento encontra-se desidratado contendo
apenas cerca de 1 % de umidade, nivel extremamente reduzido que inibe a acido de

microrganismos e enzimas que normalmente degradam os compostos, como nas ACYS®7%,

Os métodos de esterilizagao por aquecimento de alimentos e produtos correlatos tém
sido aprimorados na tentativa de reduzir o dano irreversivel aos nutrientes e componentes
organolépticos, com a aplicagdo de tratamentos mais brandos, em termos do tempo de
choque térmico minimo necessario’>. Esses processos também visam fungos remanescentes
do tratamento térmico, que, além de alterar as caracteristicas organolépticas como
mudancas de cor, sabor e odor, podem formar micotoxinas’®. Para evitar estes tipos de
problemas, outros métodos térmicos e ndo térmicos de combate aos microrganismos, tém
sido sugeridos no intuito de melhorar a qualidade de sucos, por exemplo. Alguns destes
métodos térmicos sao: branqueamento, tindalizagdo e o uso de dioxido de enxofre. Como
exemplos de métodos nao térmicos podem ser citados: emissdo de pulso elétrico, altas

pressdes e radiacdo ionizante™.

Este trabalho investigou 2 métodos de esterilizagdo de extratos de frutas, envolvendo
tratamento prévio das frutas, fontes de ACYS, o branqueamento, e um processo realizado
com os extratos brutos de ACYS, a tindalizagdo. Ambos os processos de esterilizacdo,
branqueamento e tindalizagédo, foram testados para minimizar ou eliminar os fungos termo-
resistentes, que sdo microrganismos de maior relevancia envolvidos na deterioragdo dos

extratos de frutas’.

1.5.1.1 Branqueamento

O processo de branqueamento, do inglés bleaching, € um método de esterilizagao

utilizado em algumas aplicagdes e citados por alguns autores envolvendo o uso de didxido

de enxofre (SO,) como agente quimico’. No entanto, em outros artigos da literatura® 7@,
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encontra-se também o blanching, que é outro processo conhecido em portugués por
branqueamento, mas que envolve apenas o tratamento térmico das frutas, sem adicdo de
agentes quimicos como o SO..

O uso de SO, deve ser controlado, pois pode haver diminuicdo do seu efeito

esterilizante devido a outro efeito: o alvejamento irreversivel”

. A adicdo de SO, em materiais
como extratos vegetais, sucos ou outros produtos alimenticios, pode ainda produzir sabor e
aroma desagradaveis ao produto, além do SO, causar um possivel risco de reagdes
alérgicas ao homem®®.

Devido aos fatores indesejaveis do uso do SO, e principalmente pela maior
simplicidade, optou-se neste trabalho pelo processo de branqueamento que envolve apenas

o tratamento térmico das frutas.

O branqueamento difere da pasteurizacdo por envolver o tratamento térmico da
matéria-prima®®, que no caso desse trabalho seriam as frutas, enquanto que a pasteurizacéo
é um procedimento de esterilizacdo realizado no material acabado’®, que nesse trabalho
seriam os extratos de frutas.

O processo de branqueamento além de ser um método de esterilizacdo, atua também
na inibicdo da atividade enzimatica (PPO) responsavel pelo mecanismo de degradacgéo das
ACYS®. A inativagdo da PPO n3o é completa a 60 °C% (temperatura que favorece a
degradacdo de extratos de ACYSZO), por ser muito resistente ao calor, mas, em geral,
completa-se 80 °C e a redugao da atividade da PPO pode apresentar resultados ligeiramente
distintos em frutas diferentes®’.

O branqueamento também é proposto para aumentar a quantidade de ACYS extraida.
Essa outra caracteristica do branqueamento se da por um possivel desarranjo dos tecidos
das frutas, durante o tratamento térmico, que leva a um aumento da permeabilidade das
células, conduzindo a um aumento da quantidade de ACYS extraidas®’.

Todos esses fatores favoraveis do branqueamento justificaram a op¢ado desse método
para estudos de esterilizacdo, na tentativa de aumentar o tempo de vida util dos extratos de
ACYS obtidos de frutas.
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1.5.1.2 Tindalizagao

A tindalizacdo pode ser entendida como um método simplificado de esterilizacdo que
envolve um choque térmico do material a ser esterilizado e de uso industrial comum®. Esse
meétodo geralmente é aplicado para solugdes agucaradas ou que contenham gelatinaa6 e
dependendo de cada produto e do rigor térmico desejado, as temperaturas variam de 60 a 90
°C, durante alguns minutos®. A vantagem desse processo € que podem ser mantidos
praticamente todos os nutrientes e as qualidades organolépticas do produto, em proporgdes
maiores do que quando se utilizam outros tratamentos térmicos®>%4.

Na literatura consultada, encontrou-se que este processo envolve aquecimento de
maneira descontinua, isto €, periodos de repouso entre choques térmicos. Ou seja, apds o
acondicionamento dos materiais a serem submetidos ao tratamento, em recipiente fechado,
o produto é submetido ao aquecimento. As células bacterianas em forma vegetativa s&o
destruidas, porém os esporos sobrevivem. Depois do resfriamento, os esporos entram em
processo de germinagdo e depois de 24 horas a operagao é repetida. O numero de
operagoes pode variar de 3 a 12 vezes até a obtencao da esterilizagao completa83'85.

No presente trabalho, optou-se pelo procedimento envolvendo apenas um choque
térmico visando similaridade com a metodologia usual da empresa conveniada®?,

assemelhando-se a um processo de pasteurizacao.

1.6 Identificacao

A identificacdo da presenca de ACYS em extratos de frutas pode ser feita por
espectrofotometria UV-Vis. ACYS apresentam espectros de absorgao caracteristicos com
comprimentos de onda de absorcdo maxima em torno de 525 nm. Para a identificacao
individual de ACYS varias técnicas podem ser empregadas.

A analise qualitativa de ACYS individuais requer, em alguns casos, separagdo e/ou
purificagdo prévia da mistura. A purificagcdo da amostra algumas vezes € recomendada, pois
os solventes empregados na extragcdo ndo sao especificos para ACYS e podem extrair
diversos materiais, como outros compostos fendlicos. Esses compostos podem afetar a
estabilidade e a analise de ACYS""%.

A purificagcdo de extratos brutos de ACYS geralmente visa a remog&o de agucares,

acidos organicos, aminoacidos e compostos fendlicos. Alguns suportes sélidos sao usados
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para essa purificagdo, como Sephadex-LH-20 e resina XAD-16-HP® e a técnica mais
utilizada é a extragdo em fase sélida (SPE)?*%%9",
Diversas técnicas cromatograficas sdo empregadas para separar e identificar ACYS

9297 & em camada delgada (TLC)®® s3o

em extratos de frutas. Cromatografias em papel (PC)
as técnicas tradicionalmente mais utilizadas. Para a separacao de ACYS por essas técnicas
podem ser empregados diferentes sistemas de solventes como fase movel”#!. Entretanto,
como ACYS séo sujeitas a oxidagao, alguns cuidados devem ser tomados, evitando sempre
que possivel sua exposi¢cao ao ar. Neste aspecto, em PC e TLC pode haver problemas
porque as ACYS ficam expostas a intenso contato com atmosfera contendo 0,%.

A mais rapida e eficiente separacdo de misturas complexas de ACYS é feita por
HPLC®. A técnica n3o é destrutiva e, portanto, os compostos separados podem ser
coletados para analises posteriores, em escala preparativa. Além disso, HPLC pode ser
usada para separar e identificar ACYS dispensando extensa purificacdo preliminar dos
extratos®1%.

Um protocolo oficial para separacao e identificacdo de ACYS tem autoria de Durst e
Wrolstad'®, sendo baseado na técnica de HPLC com detecgdo espectrofotométrica. Nesse
protocolo, sdo utilizados padroes de ACYS e sugere-se substitui-los por sucos ou extratos de
frutas, de uvas por exemplo, para servirem como referéncia para tempos de retencdo. Além
disso, sugere-se confirmar a identificagcdo das ACYS com HPLC acoplada a espectrometria
de massa (MS), combinando assim a eficiéncia da técnica de HPLC com a seletividade e
sensibilidade do detector MS, o que permite a identificacdo de compostos individuais numa
mistura complexa'®.

Outras técnicas podem ser utilizadas para identificacao de ACYS, como a eletroforese

)% e a ressonancia magnética nuclear (NMR) %2, por exemplo.

capilar (CE
Neste trabalho, a espectrofotometria UV-Vis foi fundamental para a identificacdo da
presenca de ACYS. Ja para identificacdo individual de ACYS, foram estudados

procedimentos por HPLC com detecgdo espectrofotométrica e com detecgéo por MS'%,
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A identificacdo das ACYS pode ser util para a industria ja que, para extratos de
diferentes frutas ha diferentes ACYS, que representam uma “impressao digital” que pode
servir para atribuir a autenticidade de um extrato especifico’'”'%°.

Devido a baixa estabilidade e dificuldades inerentes para a purificagdo, a
disponibilidade de padrbes de ACYS ainda é limitada e os pregos s&do elevados, como
exemplo, padrdo de cianidina-3-glicosideo R$ 404,92/mg, malvidina 3-glicosideo
R$ 456,02/mg e peonidina-3-glicosideo R$ 1537,10/mg”. Isso dificulta a identificacdo de
ACYS por HPLC, mas nao a limita seriamente para analises qualitativas, desde que técnicas
e/ou métodos auxiliares sejam utilizados'®.

O conhecimento e adequado controle de determinados parametros relacionados aos
processos de separagao cromatograficos sdo de extrema relevancia na condugdo de um
processo de separagdo cromatografica. Alguns destes parametros sdo a composi¢ao e

vazao da fase movel, solventes da amostra e tipo de eluig&o (isocratica ou por gradiente).

1.6.1 ldentificacdo por HPLC com deteccéo espectrofotométrica

Um procedimento classico, que foi empregado neste trabalho, envolve o método de

Goiffon, Mouly e Gaydou'® ®

, que propuseram um procedimento de identificacdo de ACYS
por HPLC por comparacao de tempos de retencdo como opcao para minimizar a dificuldade
da aquisicdo e o alto custo de padroes de ACYS. Neste método, ha uma relacido empirica
entre o tempo de retencéo (t;) das ACYS presentes nos extratos de frutas com o t. da
cianidina-3-glicosideo, que esta presente em quase todas as frutas vermelhas e acaba
funcionando como referéncia para identificacdo das demais ACYS®*.

A identificacdo de ACYS por HPLC com detecgcao espectrofotométrica foi estimulada
com o desenvolvimento do arranjo de diodos (DAD), pois com ele & possivel obter os
espectros eletrénicos de cada substancia’®'%. No entanto, a necessidade de informacées
estruturais que permitam identificar os componentes da amostra analisada levou ao
desenvolvimento de técnicas hifenadas mais modernas, como o acoplamento de HPLC com
MS e com NMR''971% Atyalmente, as técnicas hifenadas ou acopladas representam

importantes ferramentas para os estudos de matrizes naturais, pois apesar de se tratarem de

A http://www.sigmaaldrich.com/Area_of Interest/The_Americas/Brazil.html, acessado em 13/02/2008.
B Apenas por questdo de simplificagdo da redagao, a partir deste ponto este método sera citado como Método
de Goiffon.
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misturas complexas, a hifenagao dispensa um pré-tratamento elaborado da amostra para a

caracterizagdo quimica do material em estudo'®.

1.6.2 Identificacado por HPLC com deteccdo MS

Para analises de extratos vegetais, os instrumentos de HPLC acoplados a MS, em sua
maioria, utilizam ionizagdo por eletrospray (ESI), por se tratar de uma ionizagdo branda e,
geralmente, sdo observados moléculas protonadas do tipo [M + H]*"%"'* No entanto, como
ACYS tem uma carga positiva natural, tem-se a representacdo como [M]*, por se tratar de
um cation'">.

Para a obtencdo de fragmentos de massas dos compostos, dois analisadores de

112,115,116

massas podem ser acoplados com uma célula de colisdo entre eles , sendo que este

procedimento € conhecido como espectrometria de massas em sequéncia (MS/MS). No

|114

primeiro analisador, ocorre a selegdo do ion de interesse (ion principal ™), que é entdo

introduzido na célula de colisdo com um gas inerte (argbnio ou nitrogénio, por exemplo)

"4 Finalmente, os

levando a sua fragmentagcdo com a formagdo de ions secundarios
fragmentos sao analisados no segundo analisador de massas. O quadrupolo-tempo de véo
(Q-TOF) é um exemplo de analisador acoplado empregado no estudo de amostras
naturais'®""".

No quadrupolo (Q), os ions se movem oscilando entre 4 barras paralelas. As
oscilagdes dos ions durante a trajetoria pelo quadrupolo sdo devidas a aplicagao, em um dos
pares de barras, de uma voltagem de corrente continua e, em outro, de corrente alternada
(ou de radiofrequéncia). Variam-se as voltagens, de maneira a se realizar uma varredura em
toda a faixa de raz&o massa carga (m/z) desejada. Assim somente ions com determinadas
razdes m/z conseguem passar pelo quadrupolo em trajetéria estavel, enquanto os outros
jons sdo desviados da trajetdria central®'*118:119,

No analisador por tempo de véo (TOF), os ions sdo submetidos a uma diferenca de
potencial e levados, com alta energia cinética, por um tubo. Assim, o analisador TOF faz uso
do tempo em que ions de diferentes m/z levam para cruzar o sistema de separagao de ions.
Como energia cinética € dada pela relagao direta entre a massa e o quadrado da velocidade,

jons mais leves terdo um tempo de véo mais rapido do que os pesados’ 118120,
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Q-TOF permite ainda determinar o céation [M]", sem necessariamente causar sua
fragmentac&o. Nesse caso, o analisador quadrupolo acaba funcionando como um “filtro” de
massas, no qual ions dentro de uma determinada faixa de razdes m/z sdo selecionados para,

em seguida, serem determinados pelo analisador TOF.

O presente trabalho utilizou um equipamento HPLC-ESI-Q-TOF-MS, ilustrado na
Figura 8, para identificar ACYS presentes nos extratos de frutas. A aplicagcdo de HPLC-ESI-
Q-TOF-MS, apesar do alto custo do equipamento, faz com que as analises tornem-se
rapidas e, gracas a alta resolugdo, permite obter resultados de caracterizagdo mais
confiaveis que HPLC, por exemplo, além de reduzir residuos e reagentes.

Lentes de
transferéncia
|

| ' I I
) ‘ * H Pusher*  Detector
V\;I/ = || B [_]— I ”I [

_T mi 'T'EfJ— ‘ I

|
Fonte de Analisador Cé
ionizacao: Lentes élula de
ionizacao: uadrupolo lule
ES? focalizadoras 9 P colisdo
Q I
Reflectron** =

TOF

Figura 8. Principais componentes do equipamento de ESI-Q-TOF-MS. *Pusher: lentes de aceleragéo,

direcionamento e lentes do tubo voo; ** Reflectron: reflete os ions para o detector. Q indica o

analisador quadrupolo e TOF o analisador por tempo de voo'?".
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CAPITULO 2:
OBJETIVOS
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O desenvolvimento deste trabalho teve os seguintes objetivos:

- Otimizar o processo de extracdo de ACYS a partir das frutas estudadas, visando
maximizar a quantidade de ACYS extraida a partir de procedimentos com possibilidade de

implementacdo em escala industrial.

- Investigar a eficiéncia de processos de esterilizagdo como branqueamento e

tindalizacdo para aumentar a estabilidade desses extratos com altos teores de ACYS.

- Desenvolver um procedimento simplificado para identificacao de ACYS extraidas de
frutas, aplicando-se HPLC, com e sem o uso de padrbes de ACYS para comparagédo, e

espectrometria de massas (ESI-Q-TOF-MS), incluindo-se testes de tratamento de amostra.
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CAPITULO 3:
PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Consideragoes Gerais

Os processos de extragao, esterilizacao e identificacdo de ACYS foram realizados
com jabuticaba (Myrciaria cauliflora), amora (Morus nigra), amora preta (Rubus sp) e
jambolao (Eugenia jambolana Lam). Essas espécies vegetais foram escolhidas por serem
nativas ou comuns do Brasil. Todas as frutas foram fornecidas pelo Grupo Centroflora,
obtidas junto a fornecedores credenciados e a identificagdo das espécies foi realizada pela
empresa conveniada. Como o presente trabalho envolveu o uso de frutas adquiridas no
comércio nacional, houve questdes de limitacdo de matéria-prima para os experimentos em
funcao da sazonalidade da frutificagcdo de cada espécie.

Para estudos com frutas frescas, utilizaram-se apenas jabuticaba e amora, das quais
imediatamente apds seu recebimento, eram retiradas por¢des para trabalho, sendo o
restante acondicionado em frascos plasticos para 700 g e congeladas a -11°C para
armazenamento. Para os demais estudos, as frutas eram recebidas e refrigeradas a ~6 °C e
depois transferidas para frascos de 700 g e congeladas a -11 °C para armazenamento. Para
usar as frutas congeladas, procedia-se ao descongelamento da fragdo a ser utilizada,
deixando-a em repouso a temperatura ambiente por cerca de 24 h antes do uso.

Visando obter extratos mais concentrados e com maior estabilidade, investigaram-se
procedimentos de extracdo de ACYS das frutas e de esterilizagdo dos extratos e frutas.
Como tentativa de facilitar o acompanhamento da leitura, para descrever as diversas
condi¢gdes das frutas, variaveis de extracao e esterilizagao estudadas foi elaborada a Figura
9 que indica procedimentos envolvidos que sao detalhados a seguir. Todos os
procedimentos de extracao e esterilizacao foram realizados em triplicata.

Para os estudos de extragao e estabilidade, relacionou-se a quantidade de ACYS, nos
extratos recém obtidos e durante o periodo de monitoramento, valores de absorbancia (A) no
comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax) de cada extrato. Para extratos aquosos
Amax = 524 nm, para extratos alcodlicos Amax = 538 nm.

Foram obtidos espectros no UV-Vis dos extratos ou de solugdes obtidas pela diluicao
dos extratos, quando necessario, usando os respectivos solventes extratores como branco.

Para otimizacdo de um procedimento simplificado de identificacdo de ACYS foram

avaliados 3 métodos de analise envolvendo HPLC e MS, descritos a partir da pagina 36.
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CONDIGOES DE EXTRAGAO:
1. Agua, 55°C, 30 minutos
2. Etanol 99,5 % v/v, 25°C, 24 horas
3. Etanol 99,5 % v/v acidificado, 25°C, 24 horas
4. Etanol 94 % v/v, 55°C, 30 minutos, sem agitador magnético
5. Etanol 94 % v/v, 55°C, 30 minutos, com agitador magnético
6. Etanol 94 % vlv, 25°C, 24 horas

Figura 9. Fluxograma com identificagao do estudo para as condi¢des de extracido e de esterilizagao.
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3.2 Reagentes, Materiais e Equipamentos

3.2.1 Reagentes

- Padrdes de ACYS (Sigma-Aldrich):
Cloreto de pelargonidina, cloreto de malvidina-3-glicosideo com pureza > 90,0 %,

cloreto de pelargonidina-3-glicosideo com pureza > 93,0 %, cloreto de cianidina-3-

galactosideo com pureza > 90,0 %, cloreto de cianidina-3-glicosideo com pureza > 95,0 %,

cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo com pureza > 90,0 %, cloreto de cianidina-3-rutinosideo

com pureza > 98,0 %, cloreto de peonidina-3-glicosideo com pureza > 98,0 %;

- Acido acético glacial 99,7 % v/v (Synth);
- Acido cloridrico 36,5-38,0 % v/v (Synth);
- Acido férmico 85,0 % v/v (Synth);

- Etanol 99,5 % v/v (Synth);

- Metanol grau HPLC (Tedia);

- Acetonitrila 99,9 % v/v (Merck);

- Agua destilada (destilador de vidro);

- Agua deionizada (Millipore).

3.2.2 Materiais:

- Vidraria de uso comum em laboratério, devidamente calibrada quando necessario;
- Papel de filtro qualitativo - Qualy 14 um;

- Cartucho C18 para SPE - Varian, 500 mg, 3 mL, 50/PK;

- Filtros de membrana Millipore 0,45 um;

3.2.3 Equipamentos:

- Capela laboratorial com vaz&o 0,6 m s™ com abertura de 28 cm®;
- Geladeira GE TMNF-E;

- Liquidificador Walita Beta HL3252;

© Valores obtidos com Anemémetro LT Lutron, modelo AM-4202 em avaliagao da Comissao de Seguranga do
Instituto de Quimica, conforme relatério apresentado no ANEXO 1.
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- Banho termostatizado Refrigerated Bath ESRB-11 Techne;

- Banho termostatizado RCS LAUDA;

- Centrifuga FANEM Excelsa Il Modelo 206 BL;

- Balanga Shimadzu AX200;

- Balanga Mettler Toledo AX205 Delta Range;

- Espectrofotdmetro Biotech Pharmacia Ultrospech 2000;

- Cromatoégrafo Shimadzu Prominece com coluna C18 (Varian, Microsorb MV — 25 cm x 4,6
didmetro interno) e detector com arranjo de diodos SPD-M20A,;

- Cromatografo Waters Alliance 2695 com coluna C18 (Waters, XTerra® — 15 cm x 2,1
didametro interno) e detector MS;

- Espectrémetro de massas Micromass tipo quadrupolo-tempo de v6o Q-Tof Micro.

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1 Estudos de Métodos de Extracao de ACYS

Para otimizagcdo da extragcao de ACYS, foram realizadas extracdes variando-se
solventes, temperatura de extragédo, uso de agitagdo e de trituragdo mecanica, utilizando-
se cascas, frutas inteiras e descarogcadas, mantendo-se a propor¢cdo 1:3 fonte de
ACYS:solvente (m/v)?.

Os primeiros estudos de extragdo de ACYS envolveram as frutas frescas e
congeladas de jabuticaba e amora, conforme esquematizado na Tabela 1. Nos testes com
amoras, utilizou-se a fruta inteira macerada manualmente, com o auxilio de uma bagueta,
enquanto que para a jabuticaba foram testadas extragdes utilizando-se a fruta inteira

macerada e somente casca da fruta macerada, removida manualmente.
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Tabela 1. Condigbes de extragdo de ACYS de frutas”.

Identificacdo do estudo™ Solvente Temperatura Tempo
A1; D1; F1; H1; K1; O1 Agua 55+ 1°C 30 minutos
A2; D2; F2; H2; K2; 02 Etanol 99,5 % v/v 25+1°C 24 horas
A3; D3; F3; H3; K3; O3 Etanol 99,5 % v/v acidificado™ 25+1°C 24 horas

* proporgao 1:3 fruta/solvente (m:v)20 ** de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, pagina 30

** adigdo de &cido acético 1 % v/v, na proporgéo 85:15 v/v

Realizou-se o estudo de outros métodos de extragcdo de ACYS apenas de frutas
congeladas de jabuticaba, refugo de jabuticaba®, amora preta e jamboldo, a partir de
condicOes testadas em atividades no grupo.

Esse estudo com diversos métodos envolveu a extracdo de ACYS com a imerséao
das frutas maceradas manualmente, com auxilio de um pistilo, em etanol 94 % v/v e
mantidas a 55 + 1 °C, por 30 minutos em banho termostatizado com agua destilada,
mantendo-se a proporc¢do 1:3 fonte de ACYS/solvente (m/v)?°. Testou-se também o efeito
de trituragdo mecanica das fontes de ACYS, com liquidificador doméstico, e o0 uso de
agitacdo mecanica, com agitador com barra magnética, durante o processo de extragao.

Para jabuticaba e refugo, utilizaram-se apenas as cascas, enquanto que para a
amora utilizou-se a fruta inteira. Os testes com jambolao foram realizados apés a retirada
manual do caro¢co da fruta e envolveram todas as condicbes de extracdo, além da

extracdo a 25 °C por 24 horas, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Representacao das condigées de estudo para otimizagao da extracdo de ACYS.

Identificagao do estudo* Fonte de ACYS
K4; K5; M4; M5 Casca de jabuticaba
Q4; Q5; S4; S5 Casca de refugo de jabuticaba
U4; U5; W4; W5 Amora Preta — fruta inteira
Y4; Y5; Y6; AA4; AA5; AAG Jambolao sem carogo

* de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, pagina 30

P Considera-se como refugo de jabuticaba as frutas ndo comercializaveis para consumo humano devido a
algum tipo de deterioragdo. A partir deste ponto, que este material sera citado no texto simplesmente como
refugo.
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Todos os processos eram concluidos com a filtracdo simples dos extratos em papel
de filtro qualitativo. A extragdo em cada condi¢cao de estudo foi realizada em triplicata. Os
extratos obtidos foram armazenados em frascos ambar e sob refrigeracdo a 8 °C para
monitoramento da estabilidade.

3.3.2 Estudos de Esterilizagao

Os métodos de esterilizagdo foram aplicados em alguns casos as frutas (processo
prévio de branqueamento) e em outros momentos aos extratos brutos obtidos

(tindalizagao).

» 3.3.2.1 Branqueamento

Os primeiros estudos envolveram as frutas frescas e congeladas de jabuticaba (fruta
inteira e s6 casca) e amora (fruta inteira), as quais inicialmente, foram lavadas em agua
corrente para serem branqueadas. Apds o processo de branqueamento, seguiram-se 0s

primeiros testes de procedimentos de extracdo, de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Condigbes de extragdo de ACYS de frutas branqueadas”.

Identificagao do estudo*** Solvente Temperatura Tempo
B1; C1; E1; G1; I1; J1; L1; P1 Agua 55+1°C 30 minutos
B2; C2; E2; G2; 12; J2; L2; P2 Etanol 99,5 % v/v 25+1°C 24 horas
B3; C3; E3; G3; 13; J3; L3; P3 Etanol 99,5 % v/v acidificado™ 25+1°C 24 horas

* proporgéo 1:3 fruta/solvente (m:v)20 ** adicdo de acido acético 1 % v/v, na proporgéo 85:15 v/v

*** de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, pagina 30

Nos estudos seguintes, utilizaram-se apenas frutas congeladas para o
branqueamento, nas condicdes de estudo descritas na Tabela 4, mantendo-se a etapa
posterior de extracdo em etanol 94 % v/v, com as variaveis ja descritas anteriormente e

apresentadas no Fluxograma (Figura 9, pagina 30).
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Tabela 4. Condicbes das frutas usadas para branqueamento.

Identificagao do estudo* Fruta Condicgao
L4; L5; N4; N5 Jabuticaba Somente casca
R4; R5; T4; T5 Refugo de jabuticaba Somente casca
V4; V5; X4; X5 Amora Preta Fruta inteira
Z4; Z5; Z6; AB4; AB5; AB6 Jambolao Fruta inteira sem caroco

* de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, pagina 30

O branqueamento envolveu a imersao das frutas, contidas em sacos de polietileno,
em agua termostatizada a 90 = 1°C, por 2 minutos. Imediatamente em seguida, as frutas
eram transferidas para outro banho termostatizado, com agua a 40 + 1°C, por 15 minutos®°.
Em seguida, os diferentes métodos de extragdo ja mencionados eram realizados e os

extratos mantidos sob refrigeracédo a 8 °C para estudos de estabilidade.

» 3.3.2.2 Tindalizacéo

Outro método de esterilizacao testado, a tindalizacéo, foi aplicado aos extratos de
jambolao, obtidos com frutas descarogadas manualmente, ndo branqueadas, imersas em
etanol 94 % (v/v) na proporgao 1:3 fruta:etanol (m/v), a 55 °C por 30 minutos, com
agitagdo mecanica (agitador magnético). Para obtengdo dos extratos, utilizaram-se
distintamente: frutas sem trituracido, frutas maceradas manualmente com auxilio de um
pistilo e, também, frutas trituradas mecanicamente. Estes extratos foram obtidos nos

estudos Y5 e AAS, do fluxograma (Figura 9, pagina 30).

A tindalizagdo envolveu a imersdao de ~ 80 mL dos extratos, contidos em
erlenmeyers de 250 mL, em banho de agua termostatizado a 95 £ 1 °C, por 3 minutos.
Imediatamente em seguida, os extratos eram transferidos para outro banho termostatizado
a 25 £ 1 °C, onde permaneciam por 15 minutos para depois serem armazenados sob

refrigeracdo a 8 °C para estudos de estabilidade®'.
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3.3.3 Estudos de Estabilidade dos Extratos de ACYS

Todos os extratos obtidos, ou seja, aqueles que nao passaram por qualquer
tratamento de esterilizagdo, assim como extratos de frutas branqueadas e extratos
tindalizados tiveram suas estabilidades avaliadas. Para tanto, estes extratos foram
monitorados, sob refrigeragcdo a 8 °C, com medidas espectrofotométricas e observagdes
sobre o0 aparecimento de fungos e alteragdes visuais do extrato. A periodicidade da avaliagéo
inicial era de 15 dias e apés 60 dias, 0 monitoramento passava a ser mensal. Em algumas
condicbes esse monitoramento foi interrompido em 30 dias, enquanto outros duraram até
360 dias. Todas as medidas eram realizadas em triplicata.

Quando houve o aparecimento de fungos, as solugdes foram centrifugadas, 3000 rpm
por 3 minutos. Aliquotas do sobrenadante eram separadas para obtencdo dos espectros
eletrbnicos. Esta era a ultima manipulagdo do extrato cujo monitoramento era ent&o

interrompido, sendo o extrato descartado.

3.3.4 Estudos de identificacdo de ACYS

Para garantir homogeneidade da amostra contendo ACYS extraidas e minimizar a
influéncia de solventes no procedimento de identificacdo de ACYS, foram obtidas “pastas de
ACYS”, denominagdo dada ao produto pastoso obtido a partir da eliminagao parcial do
solvente dos extratos'?®. Para este procedimento de secagem, imediatamente apds a
extracdo de ACYS, massas conhecidas dos extratos eram adicionadas em placas de Petri e
mantidas sob fluxo de ar a temperatura ambiente, em capela, até massa constante
(~24 horas). Em seguida, as ACYS mantidas nas placas de Petri eram refrigeradas e

armazenadas a -11 °C para uso posterior nos testes de identificagao.

» 3.3.4.1 Ajustes de condicdes de solubilizagdo das pastas de ACYS

Foram realizados testes para otimizar as condicdes de solubilizacdo das pastas de
ACYS para aplicagdo dos procedimentos de identificagdo por HPLC'?.
Avaliou-se o efeito de diferentes solventes para a dissolugdo da pasta de ACYS de

amora preta que garantisse uma melhor resolugdo do cromatograma. Partindo-se de 0,0600
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a 0,1000 g da pasta, foram testados como solventes: agua destilada, etanol 94 % (v/v) e
metanol. Avaliou-se também a acidulagao desses 3 solventes com adigdo de 10 uL de HCI 5
% (v/v)*® e a contribuicdo da purificacdo por extracdo em fase solida (SPE)**?*%. Neste
ultimo caso, foi utilizado cartucho C18, condicionado com 10 mL metanol e 10 mL agua
deionizada e eluido com HCI 0,01 % em metanol e adi¢ao final de 300 pL de HCI 0,1 %. Os
cromatogramas foram obtidos nas seguintes condigdes apods filtragdo em membranas com
porosidade de 0,45 um:

» fase mével = agua deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/iv/iy 104120

» vazado da fase moével = 1,0 mL min™' com eluicdo isocratica e em fase reversa,
= volume de injegao = 20 uL,

= deteccdo em 525 nm,

= tempo de eluigdo = 50 min.

Apods o ajuste de solubilizagao das pastas de ACYS, prosseguiram-se aos estudos de
identificacdo de ACYS individuais, aplicando-se HPLC como técnica de separacédo. Foram
testados 3 métodos envolvendo comparacgao relativa de tempos de retengado, padrées de

ACYS e espectrometria de massas (MS).

> 3.3.4.2 Método de Goiffon

Realizou-se o estudo de identificagcao das ACYS dos extratos de frutas por HPLC, pelo
método de Goiffon'®, com o procedimento descrito na sequéncia: massas de pastas de
ACYS variando de 0,0600 a 0,1000 g foram solubilizadas em metanol com adi¢cado de 10 uL
de HCI 5 % (v/v), para um volume final de 5 mL de solugdo. Os cromatogramas foram obtidos
nas mesmas condi¢des descritas na pagina 37.

Para a identificacdo de ACYS, foram utilizados os extratos obtidos a partir da imersao
das frutas em etanol 94 % v/v, na proporgao 1:3 m/v, a 55 °C por 30 minutos.

De jabuticaba e refugo de jabuticaba, foram estudados extratos obtidos em 2
condigdes diferentes de extragcdo: com trituragdo mecanica (liquidificador doméstico) das
cascas apos o branqueamento ou sem trituracédo. Estes extratos foram obtidos nos estudos
L5, N5, R5 e T5, do fluxograma (Figura 9, pagina 30).
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Também foram identificadas ACYS de extratos de amora e amora preta obtidos a
partir de 2 condigbes de extracédo a fim de se verificar algum eventual efeito do processo na
composicao do extrato. A variavel estudada foi extragcdo de ACYS de frutas branqueadas e
nao branqueadas, de acordo com os estudos O4, P4, U4 e V4, do fluxograma (Figura 9,
pagina 30).

Procedeu-se a identificagdo de ACYS em extratos de jamboldo obtidos em 8

condi¢cdes de extracao, descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Condi¢des de extracdo de ACYS de jambolao.

Identificagdao do estudo* Jambolao
Y4;Y5; AA4; AAS Nao Branqueado
Z4; Z5; AB4; AB5 Branqueado

* de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, pagina 30

> 3.3.4.3 Testes com Padroes de ACYS

Para obter o tempo de retengao caracteristico de algumas ACYS provaveis de serem
encontradas em extratos de frutas, de acordo com outros estudos prévios GPQUAE",
foram utilizados 8 padrbes. Preparava-se a solugéo a partir de ~ 0,00030 g do padrao de
ACYS, adicionava-se 10 uL de HCI 5 % (v/v) e completava-se o volume final de 5,00 mL
com metanol. Os cromatogramas foram obtidos nas mesmas condigbes descritas na

pagina 37.
> 3.3.4.4 Identificacdo de ACYS por HPLC-ESI-Q-TOF-MS

Diante de problemas com os resultados obtidos a partir da aplicagdo do Método de
Goiffon*® e a limitagdo de padrées de ACYS disponiveis, optou-se pelo desenvolvimento de
um estudo com HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Inicialmente, foram otimizadas condigbes de separagdo cromatografica de uma
mistura dos 8 padrbes de ACYS em coluna C18 de 15 cm de comprimento, utilizando-se

como fase moével agua deionizada acidificada com acido férmico (90:10 v/v) e metanol. Os
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cromatogramas foram obtidos nas seguintes condigdes apos filtragdo em membranas com

porosidade de 0,45 um:

» vazdo da fase movel = 0,250 mL min™' com eluicdo por gradiente e em fase reversa,

volume de injegcdo = 50 pL,

deteccgao por MS,

tempo de eluicdo = 45 min.
O gradiente de elui¢cao otimizado e os respectivos tempos em cada estagio de eluicéo

sao descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Gradiente de eluicdo e tempo.

Tempo (minutos) Acido férmico (% vi/v) Metanol (% v/v)
0,00 90 10
5,00 90 10
25,00 70 30
35,00 70 30
40,00 90 10
45,00 90 10

Para a aquisicdo dos cromatogramas e dos respectivos espectros de massas das
ACYS dos extratos de frutas, foram dissolvidos de 0,0400 a 0,1200 g das pastas de ACYS
em metanol para volume final de 5 mL, na presenga de 6,9 uL de acido acético (HAc). As
solugdes obtidas eram filtradas em membranas com porosidade de 0,45 um antes da injecéo
no cromatégrafo.

Trabalhou-se com ionizagdo por eletrospray (ESI) com analisador quadrupolo-tempo
de véo (Q-TOF), em condigbes de tunning otimizadas para ionizagao por eletrospray ion

pOSitiVOsO' 102,124

com o seguinte ajuste:

= resolucado = 5000,

= voltagem de capilaridade = 2,8 KV,

= voltagem do cone da amostra =60V,

= temperatura da fonte = 100°C,

= temperatura de dessolvatagao do gas (Nitrogénio)= 350°C com fluxo de 55 L/h,

= energia de colisdo = 5,0 eV e energia do ion = 1,0 eV.
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CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO
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Inicialmente, a presenca de ACYS foi identificada pelos perfis tipicos dos espectros
eletrbnicos dos extratos obtidos com as frutas estudadas. A Figura 10 apresenta os
espectros desses extratos obtidos em meio alcodlico, nas condigdes K4, Q4, 02, U4 e Y4 do
fluxograma (Figura 9, pagina 30). Nesta figura, pode-se observar o tipico comprimento de
onda de absor¢do maxima (An.x) das solugdes alcodlicas de ACYS em ~ 530 nm, que serve
para identificar a presenca de ACYS nos extratos. No ultravioleta, as absorcdes sao

relacionadas com outros compostos presentes nos extratos, como acidos fendlicos e

taninos®1%°,
1,2
1 — Jabuticaba (K4)
1,0—‘\2\ — Refugo (Q4)
. . Amora (02)
9 0,8\ — Amora Preta (U4)
© IR | — Jamboldo (Y4)
S 0,649 \\\
%) AN
2 -4
0,4 -
0,2-
0,0 : : - . —T
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 10. Espectros de extratos de ACYS de frutas obtidos em etanol 99,5 % v/v (amora) e 94 %
v/v (demais frutas) na proporcdo 1:3 fruta/solvente (m/v)?°. O branco utilizado para cada espectro
foi o respectivo solvente extrator.

Para discutir os resultados em termos comparativos da adequacao das condi¢cdes de
extracdo e para os monitoramentos da estabilidade dos extratos, relacionou-se a
quantidade de ACYS extraida com valores de absorbancia no comprimento de onda de
absorgdo maxima (Amax) de cada extrato: para extratos aquosos Amax = 524 nm, para
extratos alcodlicos Amax = 538 nm®?°, conforme exemplificado na Figura 11. Nessa figura
estdo representados os espectros dos extratos foram obtidos a partir de massas iguais de
jabuticaba, na proporgédo de 1:3 fruta:solvente (m/v), e imersdo em etanol e em agua a
25 °C por 24 horas, variando-se apenas o solvente utilizado, para verificar seu efeito na
quantidade de ACYS extraida.
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Figura 11. Espectro tipico de extrato de ACYS de jabuticaba obtido a partir da extragéo a 25 °C
por 24 horas na proporgdo 1:3 fruta/solvente (m/v)®, sendo em meio aquoso, Amsx = 524 nm, e
meio alcodlico Amsx = 538 nm. O branco utilizado para cada espectro foi o respectivo solvente
extrator.

Para comparacdes das diferentes condicdes de extracdo dos extratos, realizaram-se
testes estatisticos, como o teste t-pareado e o teste F'?*'?" com 95 % de confianga. Uma
breve descricdo desses testes estatisticos, incluindo as expressdes matematicas envolvidas,

encontra-se no Anexo 2.

4.1 Estudos de Métodos de Extracao de ACYS

Os testes de procedimentos de extracdo de ACYS das frutas foram executados
visando aplicabilidade em escala industrial, por isso estudaram-se processos simplificados,

de relativo baixo custo e baixa toxicidade de reagentes.

Para facilitar o acompanhamento dos resultados das diversas condi¢gdes de extracao
das diferentes fontes de ACYS, optou-se em relacionar a identificacdo do estudo, de acordo
com o fluxograma da Figura 9, nas Tabelas 7 a 10, no momento da exposi¢cao dos valores.

Estes codigos também aparecem nos textos da discussao.



P. G. Sampaio Dissertagdo de Mestrado 45

4.1.1 Estudos iniciais de Extracao de ACYS

Os resultados indicaram que a maior quantidade de ACYS extraida de jabuticaba
fresca e congelada e amora congelada foi alcangada utilizando-se etanol 99,5 % v/v como
solvente extrator. No caso de extratos de amora fresca, a quantidade de ACYS extraidas néo
diferiu estatisticamente nos 3 solventes utilizados, conforme pode ser verificado com os
dados da Tabela 7.

Tabela 7. Valores de absorbancia (A) em A4 dos diferentes extratos.

., 0,
Fonte de ACYS Agua Etanol 99,5 % viy | -tanol 99,5 % viv
acidificado
0,192 £ 0,003 | 0,21+0,05 {21+£0,3|16+0,8| 1,8+0,2 | 1,23+0,04
Jabuticaba Fresca (A1) (D1) (A2) (D2) (A3) (D3)
. 0,36 +£0,02 | 0,26+0,02 {1,7£0,2/09+0,1| 1,58+0,08 | 1,2+0,3
Jabuticaba Congelada (H1) (K1) (H2) (K2) (H3) (K3)
1,46 £ 0,01 1,51£0,1 1,4+£0,1
Amora Fresca (F1) (F2) (F3)
Amora Conaelada 1,16 £ 0,06 1,44 + 0,06 1,00 £ 0,06
9 (O1) (02) (03)

* adigcéo de acido acético 1 % v/v, na proporgéo 85:15 v/v

Para jabuticaba fresca e congelada, a extragcdo com etanol 99,5 % v/v forneceu
extratos com cerca de 85 % mais ACYS em comparagdo com o solvente aquoso. Ja em
comparagao aos extratos com etanol acidificado, a quantidade foi 14 % maior. Para amora
congelada, a extragdo em etanol produziu extratos com 19 % mais ACYS em comparagao
com o solvente aquoso e 30 % com o etanol acidificado.

Para extratos de jabuticaba fresca e congelada, com os 3 solventes, a maior
quantidade de ACYS extraida foi observada quando se utilizou apenas a casca da fruta. A
extragdo com fruta inteira reduziu de 24 a 47 % de ACYS extraidas, dependendo do
solvente, em comparacido aos extratos correspondentes obtidos somente com as cascas.
Isso possivelmente ocorreu porque, em jabuticabas, ACYS concentram-se nas cascas.

Comparando-se a extragdo de frutas frescas e congeladas, verificou-se uma menor
quantidade de ACYS extraida a partir de frutas congeladas, independente do solvente
extrator. A quantidade de ACYS extraida de amora congelada foi 5 % inferior com meios

alcodlicos e cerca de 25 % em meio aquoso, em comparagdo com os extratos de frutas
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frescas. Com jabuticaba, a redugdo na quantidade de ACYS extraida foi menor se utilizar
apenas casca em meio alcoolico acidificado, apenas 2 %.

4.1.2 Outros Estudos de Extracao de ACYS

A partir dos primeiros resultados, optou-se pela continuidade dos estudos utilizando-se
somente cascas de jabuticaba. Além disso, outros estudos em andamento paralelo no
GPQUAE'?2 mostraram que, dentre os solventes alcodlicos ja mencionados e a utilizagao de
etanol 94 % v/v, nao ha diferencga estatistica com nivel de confiangca de 95 % com relagao a
quantidade de ACYS extraida. Sendo assim, optou-se em prosseguir os estudos de extragéo
com etanol 94 % v/v em fungao de custo mais baixo que torna o processo mais interessante
para aplicacdo em escala industrial.

Neste contexto, visando obter extratos com maior quantidade de ACYS, a partir de um
processo de extragdo mais rapido, outros testes foram realizados, utilizando-se etanol 94 %
v/v durante 30 minutos, a 55 °C. Além disso, testou-se o efeito de trituragdo mecéanica das
frutas e verificou-se a influéncia de agitagdo, durante a extragdo, para garantir uma maior
homogeneidade do sistema extrator. Estas condi¢gbes foram escolhidas a partir de testes em

desenvolvimento no GPQUAE".

> 4.1.2.1 Jabuticaba e Refugo de Jabuticaba (Estudos: K4; K5; M4; M5;
Q4; Q5; S4; S5)
A trituragcdo mecanica das cascas e a extragdo com agitagdo magnética aumentaram a

quantidade de ACYS extraida, comparando-se com os extratos de frutas sem maceracao e

sem agitacao (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de absorbancia (A) em Ays = 539 nm para extratos alcodlicos de jabuticaba e

refugo.
Fruta A A A A
_ 0,47 + 0,03 | 0,46 + 0,08 | 0,53 + 0,04 | 0,59 + 0,02
Jabuticaba (K4) (K5) (M4) (M5)
Refudo 0,45 +0,05 | 0,64 +0,07 | 0,80 + 0,06 | 0,82 + 0,06
9 (Q4) (Q5) (S4) (S5)
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Vale ressaltar a importédncia do monitoramento dos extratos de frutas trituradas para
verificar se a modificacdo das estruturas celulares pela trituracdo aumenta a atividade
enzimatica, o que aceleraria 0 processo de degradagdo dos extratos em comparagao aos
extratos de frutas sem maceracdo. Esse efeito ndo foi detectado apdés 120 dias de
monitoramento dos extratos de ACYS de jabuticaba e apds 30 dias para o refugo de
jabuticaba, pois ndo se observaram diferengas significativas com nivel de confianga de 95 %,

nos valores de absor¢gao maxima apresentados na Tabela 8.

> 4.1.2.2 Amora Preta (Estudos: U4; U5; W4; W5)

A trituragdo da fruta, seguida da extragdo sem agitacdo magnética, aumentou a

quantidade de ACYS extraida, como mostra a Tabela 9.

Tabela 9. Valores de absorbancia (A) em Ans= 539 nm para extratos de amora preta.

Fruta A A A A
0,90+0,09 | 1,24+0,06 | 1,84 +£0,03 | 1,78 +0,03
Amora Preta (U4) (U5) (W4) (W5)

> 4.1.2.3 Jambolao (Estudos: Y4; Y5; Y6; AA4; AA5; AAG)

Jamboldo gerou extratos mais concentrados em ACYS sob aquecimento a 55°C por
30 minutos em comparagao com extracio a 25 °C por 24 horas, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10. Valores de absorbancia (A) em A,s= 539 nm para extratos de jambolao.

Fruta A A A A A A

_10,52+0,08 | 0,55+0,04 | 0,71+0,04 | 0,74+0,05|1,28+0,04 | 1,30 £ 0,06
Jambolao (Y6) (AAB) (Y4) (Y5) (AA4) (AA5)

A extracao de frutas maceradas manualmente, com auxilio de pistilo, a 25 °C por 24
horas (Y6) produziu extratos com 27 % menos ACYS em comparagao com extragdo a 55 °C
por 30 minutos (Y4 e Y5). Essa diferenca foi de — 57 % em comparagdo com os extratos
obtidos com frutas trituradas mecanicamente e aquecidos a 55 °C por 30 minutos (AA4 e
AA5). Ja nas melhores condi¢cdes de extracgao, trituragdo mecanica das frutas seguida de

extracdo a 55 °C por 30 minutos (AA4 e AAS), foram obtidos extratos com cerca de 45 %
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mais ACYS em comparagcdo com os extratos obtidos nas mesmas condi¢cdes de extragao,
porém com frutas maceradas (Y4 e Y95).

4.2 Estudos de Esterilizagao e Estabilidade dos Extratos de ACYS

Para os estudos da estabilidade dos extratos de ACYS, realizou-se a inspegao visual
dos mesmos para verificagdo do aparecimento de fungos e modificagbes na coloragéo
destes extratos, além da obtencao periddica de seus espectros eletrbnicos.

Como mencionado no item 3.1, para os estudos de estabilidade, relacionou-se a
quantidade de ACYS com valores de absorbancia (A) no comprimento de onda de absorgéo
maxima (Amax) de cada extrato. As possiveis redugdes na quantidade de ACYS nos extratos,
durante o periodo de monitoramento, foram justificadas como sendo perda por degradacgéo
das ACYS.

Para obtencao de extratos mais duraveis, investigaram-se os efeitos de 2 processos
de esterilizagdo, ambos baseados em choques térmicos, sendo um realizado nas frutas

antes das extragdes, branqueamento, e o outro nos extratos, tindalizagao.

Assim como nos estudos de extracdo de ACYS, juntamente com os resultados obtidos
dos estudos de estabilidade estido relacionados a identificacdo dos estudos, de acordo com o

fluxograma da Figura 9 da pagina 30.

4.2.1 Branqueamento

O método do branqueamento é um procedimento de pré-tratamento, ou seja, € uma
esterilizacdo realizada nas frutas antes de serem utilizadas na extragao, como tentativa de
minimizar ou eliminar os microrganismos envolvidos na deterioragéo de seus extratos’®. Além
disso, este é uma alternativa para inibir a atividade enzimatica da PPO responsavel pelo
mecanismo de degradacdo das ACYS e ainda pode aumentar a quantidade de ACYS
extraida®.

O processo de branqueamento aplicado neste trabalho envolve um tratamento térmico
das frutas, sem adicdo de agentes quimicos como SO,, seguindo indicagbes de alguns

artigos da literatura consultada®>*,
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Um dos mecanismos de degradacéo das ACYS é proposto como sendo causado pela
oxidagdo de compostos fendlicos a quinonas pela agéo da enzima polifenol oxidase (PPO)
presente nas frutas. A enzima atua nas reagdes de ACYS e/ou na polimerizagao de
quinonas, produzindo compostos de cor marrom, que modificam, portanto, as caracteristicas
iniciais dos extratos®23°3¢41,

Nas frutas intactas, as enzimas e seus substratos estdo em compartimentos celulares
diferentes. Durante a maceragao das frutas para dar inicio ao processo de extracdo de
ACYS, esses compartimentos sao destruidos e as enzimas entram em contato com os
compostos fendlicos, oxidando-os. Apds certo periodo de armazenamento, esses extratos
tornam-se turvos e com coloracdo castanho escuro, dificultando a manutengao da cor inicial
e da Iimpidez35, 0 que compromete a qualidade do extrato para aplicagdes gerais.

Sabe-se que, por ser muito resistente ao calor, a inativacdo da PPO nao é completa a
60 °C*? (temperatura que favorece a degradacdo de extratos de ACYS?®), mas, em geral,
completa-se a 80 °C. Por essa razao, o tempo em que as frutas permaneceram em contato
com agua em temperatura elevada foi de apenas 2 minutos, para minimizar eventual perda
de ACYS e, dessa maneira, os extratos ndo perderiam suas caracteristicas iniciais.

A redugao da atividade da PPO pode apresentar resultados ligeiramente distintos em
frutas diferentes. Isso se deve ao fato de que enzimas PPO de diferentes frutas podem
apresentar diferengcas nas temperaturas otimas de reacdo e na resisténcia a inativacao
térmica. O tamanho das frutas também deve ser considerado para diferenciar a reducéo da
atividade das PPO*.

O branqueamento, além de ser um método de esterilizagdo e de inativacido da PPO,
também é proposto para aumentar a quantidade de ACYS extraidas por um possivel
desarranjo dos tecidos das frutas, que leva a um aumento da permeabilidade das células,

conduzindo a um aumento da quantidade de ACYS extraidas®.

4.2.1.1 Estudos iniciais do Branqueamento

> 4.2.1.1.1 Amora Fresca (Estudos: G1; G2; G3)

Com esta fonte de ACYS, notou-se que o processo de branqueamento nao contribuiu

para modificar a quantidade de ACYS extraida com qualquer um dos 3 solventes testados.
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Com relagdo ao aumento da estabilidade do extrato em meio aquoso, ndo se notou
efeito favoravel do branqueamento (G1), tendo sido observado o surgimento de fungos e
perda das caracteristicas visuais dos extratos de fruta branqueada ou ndo, em 18 dias.

Nos extratos alcodlicos nao acidificados (G2) com 360 dias de armazenamento notou-
se um efeito favoravel do branqueamento ja que apresentaram uma perda por degradagéo
de 8 % na quantidade de ACYS em comparacao a 13 % de perda nos extratos obtidos nas
mesmas condi¢cdes sem frutas branqueadas. Ja para os extratos alcodlicos acidificados (G3),
a adicao de acido parece ter um efeito favoravel para o aumento da durabilidade dos extratos
se comparado aos extratos nao acidificados, pois com 360 dias de armazenamento, néo
houve alteragbes visuais nem redugcao na quantidade de ACYS. No entanto, ndo € possivel
concluir sobre o efeito do branqueamento no caso dos extratos alcodlicos acidificados, pois a
durabilidade e as caracteristicas em 360 dias de armazenamento foram analogas para
extratos de frutas branqueadas ou n&o (Estudos F3 e G3), conforme indicam os dados da
Tabela 11.

Tabela 11. Valores de absorbancia (A) em Ay = 524 nm para extratos aquosos e em
Amax= 538 nm para extratos alcodlicos de amora fresca.

0 1,46 £ 0,01 1,3+20,1 1,5+ 0,1 1,4 +0,1 1,4 +0,1 1,24 £ 0,08
3607 | 1,4+0,1 1,3+0,2 1,320,2 1,29 + 0,08 1,4+0,2 1,2+ 0,1

* valores apods extragdo ** apds 18 dias de armazenamento para extratos aquosos e 360 dias alcodlicos

> 4.2.1.1.2 Amora Congelada (Estudos: P1; P2; P3)

Com amora congelada, o processo de branqueamento pareceu ser eficiente para
aumentar em 3 % a quantidade de ACYS extraida em meio alcodlico. Usando meio alcodlico
acidificado, a quantidade de ACYS extraida foi 13 % maior em relagdo aos extratos de fruta

nao branqueada. A Tabela 12 traz os resultados dos testes realizados.
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Tabela 12. Valores de absorbancia (A) em Ayax = 524 nm para extratos aquosos e em A, = 538 nm
para extratos alcoolicos de amora congelada.

Dias | A (O1) A (P1) A (02) A (P2) A (03) A (P3)
0" |116+0,06| 0,93+0,07 |1,44+0,06| 1,48+0,05|1,00+0,06 | 1,15+0,06
300" 0,527 0,60 + 0,04 0,6 +0,4 0,7+0,3 0,7+0,2 0,8+0,1

*k%k

** valores apoés extragéo apos 177 dias de armazenamento para extratos aquosos e 360 dias alcodlicos

Com relacdo ao aumento da estabilidade do extrato aquoso, ndo se notou efeito
favoravel do branqueamento (P1), tendo sido observado o surgimento de fungos e perda na
quantidade de ACYS 55 % nos extratos de fruta ndo branqueada e 35 % de fruta
branqueada, em 177 dias. Porém, a estabilidade foi aumentada comparando-se com extratos
de amoras frescas (18 dias de armazenamento), o que sugere efeitos favoraveis do
branqueamento para evitar a degradacao de ACYS, principalmente por acdo de fungos, em
extratos de amora congelada.

A estabilidade dos extratos alcodlicos (P2) foi monitorada por 300 dias sem que se
observasse aparecimento de fungos, o que indica que provavelmente o processo de
branqueamento teve efeito favoravel na estabilidade desses extratos. A perda por
degradacgao das ACYS, nos extratos de fruta branqueada ou néo, foi cerca de 55 % em meio
alcodlico nédo acidulado contra a perda de cerca de 30 % nos extratos em meio alcodlico
acidificado. Com relagao aos extratos alcodlicos acidificados, ha uma menor perda de ACYS,
ja que, dentro de certo limite de concentracéo, o meio acido estabiliza os extratos de frutas ja

que evita a oxidacao das ACYS que ocorre em meio alcalino™.

> 4.2.1.1.3 Jabuticaba Fresca (Estudos: B1;B2; B3; C1; C2; C3; E1; E2; E3)

4.2.1.1.3.1 Extracdo em agua destilada (Estudos: B1; C1; E1)

Nos extratos aquosos de jabuticaba fresca inteira branqueada (B1 e C1), a quantidade
de ACYS extraidas foi 4 vezes maior e mantiveram suas caracteristicas sem aparecimento
de fungos por 60 dias, com cerca de 40 % de perda na quantidade de ACYS, enquanto que
os extratos aquosos de jabuticaba ndo branqueada foram degradados em apenas 18 dias.

Branqueando somente a casca da jabuticaba (E1) e realizando-se extragdo em meio
aquoso, obteve-se extrato com maior quantidade de ACYS extraida, com valores de
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absorbancia 2 vezes maior com relagdo aos extratos em mesmas condi¢cdes de jabuticaba
inteira branqueada. Observou-se também um aumento na estabilidade dos extratos da casca
da jabuticaba branqueada, pois somente apds 200 dias houve aparecimento de fungos, com
perda de 59 % na quantidade de ACYS. Isto indica que o processo de branqueamento das
cascas de jabuticaba favoreceu a eliminagdo ou minimizagcdo dos microorganismos
responsaveis pela deterioracdo dos extratos de ACYS.

A figura 12 ilustra os resultados obtidos com extratos aquosos de jabuticaba discutidos

acima.
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Figura 12. Valores de absorbancia em Aysx = 524 nm para extratos aquosos de jabuticaba fresca do
dia de extragdo das ACYS (=) e apos 18 dias para extratos de fruta ndo branqueada (A1 e D1), 60
dias para extratos de fruta inteira branqueada (B1 e C1) e apds 200 dias para extratos de casca
branqueada (E1) (m).

4.2.1.1.3.2 Extracdo em etanol 99,5 % v/v (Estudos: B2; C2; E2)

Os extratos alcodlicos ndo acidificados de jabuticaba fresca inteira branqueada
também apresentaram maior quantidade de ACYS extraidas em comparagao aos extratos de
fruta ndo branqueada, sendo 7 % maior com uso exclusivo de cascas (B2) e 23 % maior em
comparagao com as extragdes realizadas a partir de casca+polpa (C2).

Todos os extratos de jabuticaba fresca em meio alcodlico ndo acidificado foram
monitorados até 350 dias apos a extragdo. Com relagdo a perda na quantidade de ACYS,



P. G. Sampaio Dissertacdo de Mestrado 53

neste periodo de 350 dias, extratos de jabuticaba inteira branqueada e n&o branqueada, foi
cerca de 20 %, indicando que o branqueamento nao favorece a estabilidade desses extratos.
Os extratos alcodlicos nado acidificados de casca de jabuticaba branqueada nao
apresentaram maior quantidade de ACYS extraidas, no entanto, a degradagao das ACYS ao
longo de 350 dias foi significativamente menor que aquela observada para extratos obtidos
com a fruta inteira, 6 % e 20 % respectivamente.
A figura 13 ilustra os resultados obtidos com extratos alcodlicos de jabuticaba

discutidos acima.
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Figura 13. Valores de absorbancia em A, = 539 nm para extratos alcodlicos ndo acidificados de
jabuticaba fresca do dia de extragdo das ACYS (=) e apos 350 dias de armazenamento (m).

4.2.1.1.3.3 Extracdo em etanol:acido acético 1 % 85:15 v/v (Estudos: B3; C3; E3)

Os extratos alcodlicos acidificados de jabuticaba fresca inteira branqueada e somente
casca branqueada apresentaram maior quantidade de ACYS extraidas em comparagiao aos
extratos de fruta ndo branqueada. O aumento na quantidade de ACYS extraidas foi de 69 %,
quando se utilizou somente casca branqueada (E3) em relagdo ao uso de fruta inteira

branqueada para extragao (B3 e C3), como mostra a Figura 14.
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Todos os extratos de jabuticaba fresca em meio alcodlico acidificado permaneceram
em monitoramento por 350 dias. Nesse periodo, todos os extratos alcodlicos acidificados
apresentaram perda na quantidade de ACYS, como mostra a Figura 14. Os extratos de fruta
sem branqueamento apresentaram 11 % de perda de ACYS por degradacéo ao usar apenas
a casca para extragado (D3) e de 36 % ao usar a fruta inteira (A3). Ja nos extratos de fruta
inteira branqueada, essa perda foi cerca de 9 % para extragbes usando fruta inteira (C3) e
apenas casca (B3). Nos extratos de casca de jabuticaba fresca branqueada (E3) houve uma

reducao de 18 % na quantidade de ACYS.
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Figura 14. Valores de absorbancia em A,:x = 539 nm para extratos alcodlicos acidificados de
jabuticaba fresca do dia de extragdo das ACYS (=) e apos 350 dias de armazenamento (m).

> 4.2.1.1.4 Jabuticaba Congelada (Estudos: I1;12; 13, J1; J2; J3; L1; L2; L3)

4.2.1.1.4.1 Extracdo em agua destilada (Estudos: I1; J1; L1)

Os extratos aquosos de jabuticaba congelada inteira branqueada, apresentaram maior
quantidade de ACYS extraidas, com valores de absorbancia 2 vezes maior que nos extratos
de fruta ndo branqueada. Branquear exclusivamente as cascas (L1) mostrou-se uma opgao
adequada para aumentar a quantidade de ACYS extraida, pois gerou extratos com

absorbancia 50 % maior que os extratos de jabuticaba congelada inteira branqueada.
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Com relagédo a estabilidade dos extratos aquosos de jabuticaba inteira branqueada,
houve aparecimento de fungos com mais de 177 dias de armazenamento e notou-se perda
de 44 % na quantidade de ACYS, quando se utilizou apenas casca para extragao (I11) e ao
usar a fruta inteira para extragao (J1), a estabilidade foi de apenas 87 dias, com uma perda
na quantidade de ACYS de 23 %. No caso de extratos de apenas casca branqueada (L1),
houve um aumento na estabilidade, com aparecimento de fungos somente apds cerca
de 210 dias, observando-se uma perda de 52 % na quantidade de ACYS extraida.
Ja os extratos de fruta ndo branqueada sofreram acédo de fungos em apenas 19 dias e com
perda na quantidade de ACYS de 23 % ao usar somente a casca na extragao (K1) e de 35 %
ao usar a fruta inteira (H1).

A figura 15 ilustra os resultados obtidos discutidos acima que indicam que, assim
como para os extratos de jabuticaba fresca, a esterilizagdo por branqueamento,
principalmente realizado somente nas cascas de jabuticabas, pode ser uma alternativa de

aumentar o tempo de vida util desses extratos.
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Figura 15. Valores de absorbancia em An,s = 524 nm para extratos aquosos de jabuticaba congelada
do dia de extragdo das ACYS (=) e apds 19 dias para extratos de fruta ndo branqueada (H1 e K1), 87
dias para extratos de fruta inteira branqueada usada para extracao (J1), 177 dias para extratos de
fruta inteira branqueada e apenas casca para extracao (I11) e apés 210 dias para extratos de casca
branqueada (L1) (m).
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4.2.1.1.4.2 Extracdo em etanol 99,5 % v/v (Estudos: 12; J2; L2)

A Figura 16 apresenta valores de absorbancia em Amzx dos extratos alcodlicos nao
acidificados de jabuticaba congelada. Pode ser verificado que nao houve variagcdo na
quantidade de ACYS extraidas em comparagao aos extratos de fruta ndo branqueada.
Porém, os extratos obtidos de apenas casca branqueada (L2) mostraram maior quantidade
de ACYS extraida. Esse aumento foi 2 vezes maior em relagdo ao extrato de fruta inteira
branqueada.

Todos os extratos permaneceram sob monitoramento, apds 300 dias de obtencao. A
perda de ACYS por degradacdo neste periodo para extrato de casca de jabuticaba
congelada inteira branqueada (I1) foi de 27 % contra 12 % nos extratos de casca de fruta ndo
branqueada (K1), inesperadamente. Esse comportamento pode ser devido ao rompimento de
estruturas celulares devido as modificagdes dos tecidos nos processos de congelamento e
descongelamento, levando a liberagdo de compostos e enzimas que entram em contato com
ACYS e favorecem sua degradagao, sendo que esses compostos ndo seriam eliminados
com o branqueamento. Quando se usa somente a casca, mesmo sem branquear, ndo se
expdem as ACYS ao contato com esses compostos e a degradagao pode ser minimizada.

Extratos de casca+ polpa de jabuticaba apresentaram perda de cerca de 35 % tanto
para os extratos de fruta branqueada e ndo branqueada (J1 e H1). Nos extratos de apenas
casca branqueada (L1), a perda na quantidade de ACYS, nesse periodo de 300 dias foi de

25 %, como pode ser observado a partir da Figura 16.
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Figura 16. Valores de absorbancia em A.s = 539 nm para extratos alcodlicos ndo acidificados de
jabuticaba congelada do dia de extragdo das ACYS (=) e apds 300 dias de armazenamento (m).

4.2.1.1.4.3 Extracdo em etanol:acido acético 1 % 85:15 v/v (Estudos: I3; J3; L3)

Extratos em meio alcodlico acidificado, quando obtidos de apenas casca branqueada
(L3) tiveram um aumento de 42 % a mais na quantidade de ACYS extraida com relagdo a
fruta inteira branqueada usando s6 a casca para extragao (13). Esse aumento foi de 71 %,
comparando-se com o extrato de fruta inteira branqueada usando casca+polpa para extracao
(J3), como ilustra a Figura 17.

Os extratos alcodlicos acidificados de jabuticaba congelada inteira branqueada
permaneceram em monitoramento por 300 dias. Neste periodo de armazenamento, os
extratos de fruta ndo branqueada apresentaram reducido na quantidade de ACYS, sendo de
24 % para extratos utilizando-se somente casca (K3) e de 37 % utilizando-se a fruta inteira
(H3). Ja os extratos de fruta branqueada apresentaram 21 % de perda na quantidade de
ACYS nos extratos de casca (I3) e de 24 % nos obtidos da fruta inteira (J3). Apds 300 dias,
os extratos obtidos de casca branqueada (L3) apresentaram perda de 11 % na quantidade

de ACYS inicialmente extraidas. A Figura 17 traz dados relacionados com esses resultados.
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Absorbancia em Amax

K3 H3 13 J3 L3

Solvente extrator e branqueamento

Figura 17. Valores de absorbancia em A,: = 539 nm para extratos alcodlicos acidificados de
jabuticaba congelada do dia de extracdo das ACYS (=) e ap6s 300 dias de armazenamento (m).

Comparando-se extratos de Jabuticaba Fresca e Congelada

Em meio aquoso, nos extratos de jabuticaba fresca e congelada ndo branqueada (A1,
D1, H1, K1), houve aparecimento de fungos em 18 dias. Os extratos aquosos de cascas
frescas (E1) ou congeladas branqueadas (L1) mantiveram-se estaveis por mais de 200 dias.
Para os extratos em meios alcoolicos de frutas branqueadas (B2, B3, C2, C3, E2, E3, 12, I3,
J2, J3, L2, L3) e ndo branqueadas (A2, A3, D2, D3, H2, H3, K2, K3), as estabilidades
permaneceram sob monitoramento por 300, utilizando-se frutas congeladas, e por 350 dias

com frutas frescas, sem surgimento de fungos.

4.2.1.2 Outros estudos do Branqueamento
Realizou-se o branqueamento das frutas para as novas condi¢cdes de extragcdo em

etanol 94 % v/v, a 55 °C por 30 minutos.
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4.2.1.2.1 Jabuticaba e Refugo (Estudos: L4; L5; N4; N5; R4; R5; T4; T5)

A quantidade de ACYS extraidas a partir de frutas branqueadas, nas diferentes

condigdes de extragao, é estimada a partir da absorbancia em Anax, (dados na Tabela 13).

Tabela 13. Valores de absorbancia (A) em Ayax = 539 nm para extratos de jabuticaba branqueada e
refugo branqueado.

Fruta A A A A
] 0,50 +0,02 | 0,67 £0,02 | 0,70 £0,04 | 0,73 £0,05
Jabuticaba (L4) (L5) (N4) (N5)
Refugo | 0060+0,05 | 0,77+0,07 | 0,8+0,1 | 1,00 0,04
9 (R4) (R5) (T4) (T5)

Para extratos de jabuticaba branqueada, a trituragcdo mecénica seguida de agitagéo
(N5) garantiu a maior quantidade de ACYS extraida. Comparando-se com os melhores
resultados de extragdo com fruta ndo branqueada (trituragdo mecanica e agitacéo: M5: 0,59
t+ 0,02, para jabuticaba e S5: 0,82 + 0,06 para refugo, conforme Tabela 8, pagina 46),
branquear parece ser uma boa opc¢ao para aumentar a quantidade de ACYS extraida, exceto
quando se usa simples imersio da fruta ndo macerada.

Os extratos de casca de jabuticaba ndo branqueada e branqueada permaneceram em
monitoramento por 160 dias. Neste periodo de armazenamento, os extratos de fruta ndo
branqueada ndo apresentaram redug¢ao na quantidade de ACYS, exceto na condicdo K4 com
reducédo de 4 %. Para extratos de casca branqueada de jabuticaba, houve uma perda por
degradacao de 4% nas condigdes L4 e N5, de 3% na condicdo N4 e de 16% na L5. Mesmo
com essa redugdo na quantidade de ACYS nos extratos de frutas branqueadas, a
concentracao de ACYS ainda foi maior em relagédo aos extratos de frutas ndo branqueadas, o
qgue pode ser constatado a partir dos dados da Tabela 14.

Tabela 14. Valores de absorbancia (A) em Ayax = 538 nm para extratos de jabuticaba.

Dias | A(K4) | A(K5) | A(L4) | A(L5) | AM4) | A(M5) | A(N4) | A(N5)

0,47 £ 0,03

0,46 + 0,08

0,50 + 0,02

0,67 £ 0,02

0,53 + 0,04

0,59 + 0,02

0,70 £ 0,04

0,73 +0,05

160"

0,45+ 0,04

0,46 £ 0,07

0,48 + 0,01

0,56 + 0,03

0,563 + 0,07

0,59 + 0,06

0,68 + 0,07

0,7+01

* valores ap6s extracdo ** apos 160 dias de armazenamento
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Para extratos de cascas de refugo de jabuticaba n&o branqueada e branqueada os
dados obtidos sdo de 60 dias de monitoramento. A redugcdo na quantidade de ACYS nos
extratos de frutas branqueadas (R4: 27 %, R5: 23 %, T4: 21 % e T5: 29 %) também foi maior
se comparado a redugao nos extratos de frutas nao branqueadas (Q4: 16 %, Q5: 38 %, S4:
13 % e S5: 27 %). Assim como para os extratos de jabuticaba, a quantidade de ACYS em
extratos de casca de refugo branqueada ainda é maior em relagédo aos extratos de frutas ndo
branqueadas, mesmo tendo apresentado maior perda de ACYS. A Tabela 15 traz os

resultados dos estudos realizados.

Tabela 15. Valores de absorbancia (A) em Ayax = 538 nm para extratos de refugo.

Dias | A(Q4) | A(Q5) | A(R4) | A(R5) | A(S4) | A(S5) | A(T4) | A(T5)
0' |0,45 +0,05(0,64 + 0,07/0,60 + 0,05/0,77 + 0,07/0,80 + 0,06(0,82 + 0,06| 0,8 +0,1 1,00 + 0,04
60" |0,38 +0,03| 0,4+ 0,1 |0,44 +0,02/0,59 + 0,05 0,7+0,1 | 0,6 +0,1 |0,63 + 0,06(0,71 + 0,05

* valores apos extragao ** apds 60 dias de armazenamento

4.2.1.2.2 Amora Preta (Estudos: V4; V5; X4; X5)

A extracdo sem agitacdo de amora preta macerada (V4), aumentou a quantidade de
ACYS extraida, como mostra a Tabela 16. O uso de frutas branqueadas aumentou a
quantidade de ACYS extraidas em todas as diferentes condi¢des de extragcdo quando
comparado as mesmas condicdes de extragcao de frutas ndo branqueadas, como ilustram os

dados das Tabelas 9 (pagina 47) e 16.

Tabela 16. Valores de absorbancia (A) em Ays = 539 nm para extratos de amora preta branqueada.

Fruta A A A A
2,57 +0,08 1,84 £+ 0,08 | 2,015+0,005 (2,115 + 0,009
Amora Preta (V4) (V5) (X4) (X5)

Os extratos de amora preta ndo branqueada e branqueada permaneceram em
monitoramento por 70 dias. Neste periodo de armazenamento, os extratos ndo apresentaram
reducdo na quantidade de ACYS, exceto na condigcdo V4 com reducdo de apenas 2 %.
Nesse periodo ndo se notou um efeito favoravel do branqueamento para aumentar a

estabilidade dos extratos, mas a quantidade de ACYS extraida foi maior quando se fez uso
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desse processo de esterilizacdo das frutas em comparacdo a extracdo de frutas néao
branqueadas. A Tabela 17 traz os resultados dos estudos realizados.

Tabela 17. Valores de absorbancia (A) em Ans = 538 nm para extratos de amora preta.

Dias | A(U4) | A(U5) | A(V4) | A(V5) | A(W4) | A(W5) | A(X4) | A(X5)
0" (0,90 +0,09|1,24 + 0,06|2,57 + 0,08/1,84 + 0,08|1,84 + 0,03[1,78 + 0,03[2,015 £ 0,005/2,115 + 0,009

70" 10,45 + 0,04/0,46 + 0,07|0,48 + 0,01|0,56 + 0,03|0,53 + 0,07|0,59 + 0,06|2,01 + 0,03|2,11 + 0,04
* valores ap6s extragcao ** apos 70 dias de armazenamento

4.2.1.2.3 Jambolao (Estudos: Z4; Z5; Z6; AB4; AB5; ABG)

Extratos mais concentrados de ACYS de jamboldo branqueado ou ndo foram obtidos
mediante aquecimento a 55 °C por 30 minutos em comparagdo com extracado por imersao

das frutas a 25 °C por 24 horas, como mostra a Tabela 18.

Tabela 18. Valores de absorbancia (A) em Ayax= 538 nm para extratos de jambolao branqueado.

Fruta A A A A A A
Jambolio |0-50 *0,02/0,60 +0,04[0,73 +0,06 0,83 + 0,08] 0,963 = 0,009 | 1,03 + 0,03
(26) (AB6) (Z4) (25) (AB4) (AB5)

A melhor condigédo de extrag&o foi aquecimento a 55 °C por 30 minutos, com agitacéo
da fruta branqueada triturada (AB5), apresentada na Tabela 18. Assim foram obtidos extratos
com 19 % mais ACYS em comparagdo com extratos obtidos com frutas nao trituradas
mantidas sem agitagao (Z4) e 29 % a mais em relagéo aos extratos de frutas ndo trituradas
mantida sob agitagéo (Z5). Ja em comparagéo aos extratos de frutas branqueadas trituradas
mantidas sem agitagéo (AB4), o aumento foi de 7 %.

A estabilidade de todos os extratos de frutas branqueadas foi monitorada por 150 dias
e em nenhuma condigdo houve o aparecimento de fungos, assim como para todas as
condicdes de extracao a partir de frutas ndo branqueadas. Observou-se que os extratos de
frutas branqueadas (Z6 e AB6) e ndo branqueadas (Y6 e AAG) submetidas a extragdo a
25 °C por 24 horas nao apresentaram reducido na quantidade de ACYS extraida apds esse
periodo de 150 dias de armazenamento (Tabela 19). Extratos de frutas branqueadas

aquecidas a 55 °C, por 30 minutos (Z4, Z5, AB4, AB5) tiveram uma perda por degradacgéo
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em torno de 10 %, analogamente ao observado com extratos das frutas ndo branqueadas
(Y4, Y5, AA4), exceto para a condicdo AAS, no qual a redugao na quantidade de ACYS de

26 %. A Tabela 20 traz os resultados dos testes realizados.

Tabela 19. Valores de absorbancia (A) em Ansx = 538 nm para extratos de jambolao.

Dias A (Y6) A (Z6) A (AA6) A (AB6)
0 0,52 + 0,08 0,50 + 0,02 0,55+ 0,04 0,60 + 0,04
150" 0,52 + 0,06 0,5+0,1 0,55 + 0,08 0,60 + 0,04

* valores ap6s extracdo ** apos 150 dias de armazenamento

Tabela 20. Valores de absorbancia (A) em Ansx = 538 nm para extratos de jambolao.

Dias | A(Y4) A (Y5) A (Z4) A (Z5) A(AA4) | A(AA5) | A(AB4) | A (ABS5)
0 [0,71+0,04|0,74 +0,05|0,73 + 0,06 | 0,83 + 0,08 | 1,28 + 0,04 | 1,30 + 0,06 |0,963 + 0,009| 1,03 + 0,03
150" | 0,63+ 0,04 | 0,65+ 0,05 |0,67 +0,03|0,73+0,09 | 1,15+ 0,04 | 0,96+ 0,07 | 0,9+0,1 | 0,91 +0,02

* valores ap6s extracdo ** apos 150 dias de armazenamento

4.2.2 Tindalizacéo (Estudos: Y5; AA5)

A tindalizagdo € uma proposta de simplificagcdo do processo de esterilizagao eficiente
para extratos de frutas®®’®, de uso comum em processos industriais que envolvem extratos
vegetais de fontes diversas®®.

Os extratos tindalizados tiveram sua estabilidade avaliada em termos de verificagao da
durabilidade, mediante o monitoramento da absorbancia maxima dos extratos durante cerca

de 150 dias. Os resultados obtidos nesse periodo encontram-se na Tabela 21.

Tabela 21. Valores de absorbancia (A) em Ay:x= 538 nm para extratos tindalizados de jamboléo.

Extratos tindalizados
A Y5 AA5 Z5 AB5
Y5 AA5
A 0,74+0,05 | 1,30+0,06 | 0,83+0,08 | 1,03+0,03 1,2+0,1 1,17 £ 0,07
As 0,66 +£0,07 | 1,03+£0,03 | 0,73+£0,09 | 0,91+0,02 | 0,92+0,05 | 1,10£0,08

A;: Absorbancia inicial dos extratos; As: Absorbancia dos extratos apds 150 dias.
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Apos 150 dias de armazenamento, os extratos tindalizados n&o apresentaram
aparecimento de fungos, porém houve redugdo na quantidade de ACYS extraida de 23 %
nos extratos de frutas maceradas (extratos tindalizados Y5) e de apenas 6 % nos extratos de
frutas trituradas (extratos tindalizados AA5), como mostra a Tabela 21.

Os extratos tindalizados de frutas sem trituracdo (extratos tindalizados Y5)
apresentaram maior redugao na quantidade de ACYS (23 %) comparando-se com extratos
sem esterilizagdo obtidos nas mesmas condicbes (11 %) e com extratos de frutas
branqueadas, condi¢cdo Z5 (12 %). Ja nos extratos tindalizados de frutas trituradas (extratos
tindalizados AA5), a redugao foi menor (6 %), comparativamente (extratos sem esterilizagdo
obtidos nas mesmas condi¢cdes: AAS: reducéo de 21 %; e extratos de frutas branqueadas na
condigao AB5: reducao de 12 %).

4.3 Estudos de Identificagcao de ACYS

4.3.1 Ajustes de condigdes de solubilizagcao das pastas de ACYS

Para verificar a validade de uso do método de Goiffon'® para identificar ACYS
individuais de extratos de frutas por HPLC, em comparagédo com o uso de padrdes (de dificil
acesso e alto custo) na analise cromatografica, realizaram-se estudos de solubilizagdo das
pastas de ACYS em busca da melhor resolugdo dos picos referentes as ACYS presentes
nesses extratos vegetais. Os cromatogramas estdo apresentados nas Figuras de 18 a 21F.

E Todos os cromatogramas apresentam picos sobrepostos, pois a detecgdo da corrida cromatografica foi
realizada em dois comprimentos de onda diferentes.
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Figura 18. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 32 g L™, em &gua com 0,1 % v/v de
HCI, sem purificagcdo. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 19. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 12 g L™, em etanol com 0,1 % de HCI
vlv, sem purificagdo. Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 20. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 24 g L™, em &gua, apds purificacdo com
SPE detalhada na pagina 37. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecao 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 21. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 24 g L', em metanol com 0,1 % de HCI
vlv, sem purificagdo. Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua

deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.

Comparando-se os cromatogramas das Figuras 18 a 21, notou-se resolugao
adequada dos picos obtidos a partir da injecédo direta de solugbes das pastas de ACYS em
metanol com 0,1% de HCI v/v, sem necessidade de purificagdo. Pode-se considerar que o

metanol apresenta ligagdes de hidrogénio menos extensivas que a agua, o que deve permitir
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interagdes mais efetivas do metanol com ACYS, favorecendo sua solvatagdo. O meio acido,
com concentracédo final 0,1 % v/v de HCI, contribui para garantir a predominancia do cation
flavilico'®, sem levar a hidrélise acida que prejudicaria os resultados.

A purificagdo do extrato por SPE foi eficiente, como indica a Figura 20, mas
cromatogramas com resolugdo semelhantes foram obtidos a partir da injecdo direta das

solugdes de pastas de ACYS em metanol com HCI sem purificacdo’®

(Figura 21). Essa
verificacdo confirma o que é proposto no protocolo de identificacdo das ACYS'®, que
dispensa a purificacdo prévia por SPE para a maioria dos casos. Entretanto, para amostras
com pigmentos degradados ou polimerizados devido a problemas na extragdo ou longos
periodos de armazenamento, a melhor resolugdo cromatografica requer a purificagdo por
SPE'®. Além disso, materiais que contém ACYS aciladas (por exemplo, uvas), onde acidos
organicos sao ligados as unidades glicosidicas das ACYS por ligagdo éster, e amostras
altamente complexas podem também ser beneficiadas pela purificacdo por SPE com C18'%.
Este ndo foi o caso dos extratos das frutas estudadas, conforme literatura
COI’]SU|tad820'50‘88’103’124’128.

Com as condicdes otimizadas de solubilizacdo das pastas de ACYS, em metanol com

0,01 % de HCI, foi possivel obter cromatogramas para aplicar o método de Goiffon'*,

4.3.2 Método de Goiffon

Como descrito anteriormente, o Método de Goiffon'* relaciona o tempo de retengao
das ACYS dos cromatogramas dos extratos das frutas com o tempo de retencdo da
cianidina-3-glicosideo (quanto presente), mediante o calculo de o, que se relaciona com o
fator de separacao dos diferentes compostos. A partir dos tempos de retengao obtidos nos
cromatogramas apresentados nas Figuras 22 a 37, fez-se a relagdo empirica entre o tempo
de retencado (tg) das ACYS presentes nesses extratos de frutas com o tg da cianidina-3-
glicosideo, presente em todos os extratos, como propde o método de Goiffon'™, de acordo

com a equagao 1:
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o= tr Equacao 1

tR(cianidina—3—g|icos ideo)

onde: tr’ = tr — 1o, tr = tempo de retengcdo do composto, t; = tempo de retengcdo de um composto nao

retido.

A comparagado de Ocaculado COM COiabelado PElIOS autores permite identificar a ACYS
presente. As Figuras 22 a 37 trazem os cromatogramas obtidos a partir dos diferentes
extratos de frutas (nas melhores condigbes de extragdo). As Tabelas 22 a 26 apresentam os
valores de Ocaiculado © Oliabelado, alémM das médias dos valores da area (%) dos picos
correspondentes para identificacao das ACYS. Vale salientar que, de acordo com a literatura

pesquisada, picos com valores de area inferiores a 1 % n3o sdo considerados'%%1%.

4.3.2.1 Jabuticaba (Estudos: L5; N5)

Foram utilizadas ACYS de extratos de jabuticaba obtidos em 2 condigbes de extragéo:
frutas sem trituragdo mecanica (L5) e com trituragdo mecanica (N5), para verificar se
diferentes ACYS seriam extraidas. As Figuras 22 e 23 ilustram os cromatogramas obtidos
cujos dados foram usados para montar a Tabela 22 que traz a identificacdo das ACYS pelo

Método de Goiffon.
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Figura 22. Cromatograma da pasta de ACYS de jabuticaba 17 g L', em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificagdo (Estudo: L5). Condi¢gdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido formico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.



P. G. Sampaio Dissertagéo de Mestrado 68

o
Pk
L]
1l
357

zmne

1 ’ ' . ' 1 ' ' { { I { ¥ ' - B —_

20 H 30

mim
Figura 23. Cromatograma da pasta de ACYS de jabuticaba 16 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificagdo (Estudo: N5). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e detecgcdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.

Tabela 22. ACYS de extratos de jabuticaba.

Antocianina Oltabelado | Olcalculado | A1 (%) L5 | Az (%) N5

Cianidina-3-sambubiose-5-glicosideo| 0,37 |0,33 +0,01 — 3,5+0,2

Cianidina-3-glicosideo 1,00 1,00 90+3 |499+0,3
Malvidina-3-galactosideo 2,79 |2,71+0,02 - -

A, e A,: areas médias dos picos dos extratos de frutas sem e com trituragdo mecéanica (L5 e N5), respectivamente
* ACYS apenas em extratos com trituragdo mecanica (N5); “ Area inferior a 1 %, porém presente em todos os extratos

A trituracdo mecanica das cascas de jabuticaba provavelmente causou alteragdes nas
células das frutas e consequentemente um maior numero de compostos pode ter sido
extraido, aumentando a possibilidade de rea¢des que inclusive podem levar as outras ACYS.

A literatura consultada aponta que as ACYS mais comuns em extratos de frutas com
caracteristicas préximas as da jabuticaba (como a elderberry e black currant) sao as ACYS

de cianidinas'%104.128

. Isso pode ser verificado nos extratos analisados, pois os dados da
Tabela 22, indicam que, independentemente das condi¢cdes de extracio, as cianidinas foram

identificadas com picos de maior area.



P. G. Sampaio Dissertagéo de Mestrado 69

4.3.2.2 Refugo de Jabuticaba (Estudos: R5; T5)

Analogamente aos extratos de jabuticaba, os extratos de refugo de jabuticaba obtidos
em 2 condigdes diferentes foram comparados (R5 e T5). As Figuras 24 e 25 ilustram os
cromatogramas obtidos cujos dados serviram para montar a Tabela 23 que traz a
identificacdo de cianidina3-glicosideo como unica ACYS presente, de acordo com o Método
de Goiffon. Possivelmente, caracteristicas de envelhecimento das cascas ja deterioradas

promoveram reagdes com outros compostos que degradaram outras ACYS.
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Figura 24. Cromatograma da pasta de ACYS de refugo de jabuticaba 14 g L', em metanol com 0,01

% de HCI v/v, sem purificagdo (Estudo: R5). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel

agua deionizada:acetonitrila:acido formico 81:9:10 v/v/v; volume de injecao 20 uL e detecgcdo em 525

nm. Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 25. Cromatograma da pasta de ACYS de refugo de jabuticaba 18 g L™, em metanol com 0,01
% de HCI v/v, sem purificagao (Estudo: T5). Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase mével agua
deionizada:acetonitrila:acido formico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Tabela 23. ACYS de extratos de refugo.

Antocianina Oltabelado | Olcalculado A1 (%) RS A2 (%) TS5
Cianidina-3-glicosideo | 1,00 1,00 91+1 79+13

A, e A,: areas médias dos picos dos extratos de frutas sem e com trituragdo mecanica (R5 e T5), respectivamente

4.3.2.3 Amora (Estudos: O4; P4)

Nos extratos de amora, identificaram-se ACYS em extratos obtidos a partir de 2
condigbes diferentes de extracdo: frutas n&o branqueadas (O4) e branqueadas (P4). As
Figuras 26 e 27 apresentam os cromatogramas cujos dados foram usados para montar a

Tabela 24 que traz a identificacdo das ACYS pelo Método de Goiffon.
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Figura 26. Cromatograma da pasta de ACYS de amora 16 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI v/v,
sem purificacdo (Estudo: O4). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e detecgdo em 525 nm.
Eluigao isocratica e em fase reversa.
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Figura 27. Cromatograma da pasta de ACYS de amora 12 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI v/v,

sem

purificagdo (Estudo: P4). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua

deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.

Eluigéo isocratica e em fase reversa.

Tabela 24. ACYS de extratos de amora.

Antocianina Oltabelado | Olealculado Aq (%) O4 A, (%) P4
Delfinidina-3-galactosideo 0,46 |0,49+0,02 — 5,2+0,3"
Cianidina-3-glicosideo 1,00 1,00 58 +10 48,0+0,9
Cianidina-3-rutinosideo™” 1,29 |1,29+0,01| 129+0,9 | 11,3+£0,9
Pelargonidina-3-galactosideo™ | 1,29 |1,29+0,01| 129+0,9 | 11,3+£0,9
Pelargonidina-3-glicosideo 1,66 (1,79+0,01| 1,7+x0/4 1,3£0,2
Pelargonidina-3-arabinosideo | 2,27 [2,40+0,01|0,23 +0,04™|0,16 +0,01™

A, e A,: areas médias dos picos dos extratos de frutas ndo branqueadas e branqueadas (04 e P4), respectivamente
* ACYS apenas em extratos de frutas branqueadas (P4); ™ Area inferior a 1%, porém presente em todos os extratos

“*ACYS com mesmo Ouabelado

Nos cromatogramas dos extratos de frutas branqueadas (P4), observou-se apenas um

pico, provavelmente referente a delfinidina-3-galactosideo. Pode-se cogitar que a exposi¢ao

das frutas a alta temperatura, ainda que por curto periodo na etapa o branqueamento tenha

favorecido reagdes entre outros os compostos presentes na fruta, podendo levar a formacao

de outras ACYS.
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ACYS mais comuns em amora, segundo a literatura, s&o os glicosideos de

cianidinas1°'1°4'128

, € 0s resultados obtidos sugerem coeréncia na identificacdo das 2
principais ACYS nos extratos, conforme indicada pela Tabela 24.

Segundo o Método de Goiffon, 2 ACYS diferentes seriam identificadas com o0 mesmo
valor de Oiabelado = 1,29. Isto gerou a necessidade de confirmacgao de sua identidade por outro
método ou técnica, apontando um aspecto problematico deste método. Neste trabalho a
confirmagédo dessa identificagcado foi realizada por HPLC-ESI-Q-TOF-MS, cujo resultado é

discutido na pagina 76.

4.3.2.3 Amora Preta (Estudos: U4; V4)

ACYS de extratos de amora preta foram obtidas a partir das 2 condi¢cdes diferentes de
extracdo, assim como para a amora, tendo sido utilizadas, frutas ndo branqueadas e
branqueadas (U4 e V4). As Figuras 28 e 29 ilustram os cromatogramas obtidos dos extratos
cujos dados foram usados para montar a Tabela 25 que traz a identificagcdo das ACYS pelo
Método de Goiffon.
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Figura 28. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 12 g L™, em metanol com 0,01 % de
HCI v/v, sem purificacdo (Estudo: U4). Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 29. Cromatograma da pasta de ACYS de amora preta 16 g L™, em metanol com 0,01 % de
HCI v/v, sem purificagdo (Estudo: V4). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.

Tabela 25. ACYS de extratos de amora preta.

Antocianina ou Antocianidina | oiapeiado Olcalculado A4 (%) U4 | A; (%) V4

Delfinidina-3-galactosideo 0,46 | 0,47+0,01 |[19,1£0,4| 16+£10

Cianidina-3-glicosideo 1,00 1,00 46 +£1 48 £ 13
Cianidina-3-rutinosideo™ 1,29 |1,277+0,003| 7,9+0,7 | 7,8+0,6
Pelargonidina-3-galactosideo™ | 1,29 (1,277 +0,003| 7,9+0,7 | 7,8 +0,6
Cianidina™* 4,45 | 458+0,04 | 1,9+0,7 |26+0,8

A, e A,: areas médias dos picos dos extratos de frutas ndo branqueadas e branqueadas (U4 e V4), respectivamente.
“ACYS com mesmo Cipeindo:  Produto da hidrélise da ACYS

Da mesma forma que para a amora, as principais ACYS em amora preta, segundo a

10104128 5 que esta de acordo com os resultados

literatura sédo glicosideos de cianidinas
apresentados na Tabela 25. Encontrou-se a mesma dificuldade para identificar as ACYS dos
extratos de amora, ja que 2 ACYS podem ter o mesmo valor de Ouapelado- A CcONfirmacao dessa

identificagao foi realizada por HPLC-ESI-Q-TOF-MS, cujo resultado € discutido na pagina 94.
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4.3.2.4 Jambolao (Estudos: Y4; Y5; Z4; Z5; AA4; AAS; AB4; AB5)

Foram identificadas ACYS de extratos de jamboldo, obtidos em 8 condigbes de
extragdo e as Figuras de 30 a 37 ilustram os cromatogramas obtidos dos extratos. Com
esses dados foi montada a Tabela 26 que traz a identificacdo das ACYS pelo Método de
Goiffon. Em todos os extratos de jamboldao foram identificadas as mesmas ACYS,

independente das condi¢cdes de extracao.
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Figura 30. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 16 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificacdo (Estudo: Y4). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.

Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 31. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 15 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificacdo (Estudo: Y5). Condi¢cdes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua

deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 32. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 19 g L, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificagdo (Estudo: AA4). Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 33. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 13 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificagdo (Estudo: AAS5). Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de inje¢cao 20 pL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 34. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 14 g L, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificacdo (Estudo: Z4). Condicbes cromatograficas: coluna C18; fase moével agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 35. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 15 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI
vlv, sem purificagdo (Estudo: Z5). Condi¢gdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de inje¢cao 20 puL e detecgdo em 525 nm.
Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Figura 36. Cromatograma da pasta de ACYS de jamboldo 15 g L, em metanol com 0,01 % de HCI
viv, sem purificacdo (Estudo: AB4). Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase médvel agua
deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.
Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 37. Cromatograma da pasta de ACYS de jambolo 20 g L™, em metanol com 0,01 % de HCI

vlv, sem purificagdo (Estudo: ABS5). Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua

deionizada:acetonitrila:acido formico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm.

Eluigéo isocratica e em fase reversa.
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Tabela 26. ACYS de extratos de jambolao.

Antocianina Ottabelado | Olcalculado Aq (%) Az (%)
Y4, Y5, AA4, AA5 Z4, 25, AB4, AB5
Delfinidina-3-rutinosideo” 0,71 | 0,74+0,01 0,9+0,4 0,9+0,4
Cianidina-3-galactosideo” 0,77 |0,74+0,01 09+04 0,9+04
Cianidina-3-glicosideo 1,00 1,00 23+4 315

A, e A;,: areas médias dos picos dos extratos de frutas ndo branqueadas (Y4, Y5, AA4, AA5) e
branqueadas (Z4, Z5, AB4, AB5), respectivamente
*ACYS com mesmo Clgacuiages POrEM COM 2 POSSIVEIS Ciapelado

Em 2 trabalhos da literatura*'4?

sobre identificagdo de ACYS em jamboldo da mesma
espécie (Eugenia jambolana Lam), foram encontradas diferentes ACYS. Em um dos
estudos*’ foram encontradas: delfinidina-3-gentibiosideo, petunidina-3-gentibiosideo e
malvidina-3-laminaribiosideo. Em outro trabalho*?, encontrou-se apenas cianidina-3-
glicosideo presente em seus extratos. Isso pode ocorrer devido a diferengas de culturas,
origens geograficas e condigdbes ambientais, como solo, luz e temperatura, que podem
modificar o conjunto de ACYS presentes na fruta.

Outra dificuldade na aplicacdo do método de Goiffon para identificar ACYS dos
extratos de jambolao foi concluir qual ACYS estaria presente nesses extratos a partir do valor
de Ocaiculado = 0,74, j@ que ndo se encontra este valor tabelado, que é intermediario entre

O4abelado COM valores de 0,71 e 0,77, atribuidos a 2 ACYS diferentes.

4.3.3 Testes com Padroes de ACYS

Para obter os tempos de retencao caracteristicos de algumas ACYS, foram obtidos
cromatogramas de solugdes de 8 padrbes comerciais, conforme descrito em 3.3.4.3. Esses
cromatogramas estado apresentados nas Figuras de 38 a 45 e os respectivos valores de tr

sdo listados na Tabela 27.




P. G. Sampaio Dissertacdo de Mestrado 79

IZ _-l'._ = — e
2
-4

1R

75

5.0

s Ex

0.0 2.5 50 7.5 10D 12.5 15.0 178
mim

Figura 38. Cromatograma de solucéo de cloreto de pelargonidina, em metanol com 0,01 % de HCI
v/v. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido féormico
81:9:10 v/v/v; volume de injecao 20 pL e deteccdo em 525 nm. Eluicdo isocratica e em fase reversa.
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Figura 39. Cromatograma de solucdo de cloreto de malvidina-3-glicosideo, em metanol com 0,01 %
de HCI v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injegdo 20 uL e detecgdo em 525 nm. Eluigéo isocratica e em fase
reversa.
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Figura 40. Cromatograma de solugéo de cloreto de pelargonidina-3-glicosideo, em metanol com 0,01
% de HCI v/v. Condi¢bes cromatogréficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injegdo 20 uL e deteccdo em 525 nm. Eluigcéo isocratica e em fase
reversa.
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Figura 41. Cromatograma de solucao de cloreto de cianidina-3-galactosideo, em metanol com 0,01 %
de HCI v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injegéo 20 uL e detecgao em 525 nm. Eluigéo isocratica e em fase
reversa.
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Figura 42. Cromatograma de solucdo de cloreto de cianidina-3-glicosideo, em metanol com 0,01 %
de HCI v/v. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injegdo 20 pL e detecgdo em 525 nm. Eluigdo isocratica e em fase

reversa.
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Figura 43. Cromatograma de solucao de cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo, em metanol com 0,01
% de HCI v/v. Condigbes cromatogréficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecdo 20 uL e deteccdo em 525 nm. Eluigcéo isocratica e em fase

reversa.
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Figura 44. Cromatograma de solucdo de cloreto de cianidina-3-rutinosideo, em metanol com 0,01 %
de HCI v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injecéo 20 uL e deteccdo em 525 nm. Eluicéo isocratica e em fase

reversa.
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Figura 45. Cromatograma de solugdo de cloreto de peonidina-3-glicosideo, em metanol com 0,01 %
de HCI v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada:acetonitrila:acido
férmico 81:9:10 v/v/v; volume de injegéo 20 uL e detecgdo em 525 nm. Eluigéo isocratica e em fase

reversa.
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Tabela 27. Tempo de retencao (tr) dos padroes de ACYS.

Padrao tr (minutos)
Cloreto de pelargonidina 5,340
Cloreto de Malvidina-3-glicosideo 32,941
Cloreto de Pelargonidina-3-glicosideo 15,493
Cloreto de Cianidina-3-galactosideo 8,006
Cloreto de Cianidina-3-glicosideo 9,968
Cloreto de Cianidina-3,5-diglicosideo 5,456
Cloreto de Cianidina-3-rutinosideo 12,600
Cloreto de Peonidina-3-glicosideo 22,448

Esses valores de tg foram comparados com os tgr de ACYS dos cromatogramas das
solugbes das pastas de ACYS (Figuras de 22 a 37). Em todos os extratos estudados,
identificou-se a presenca de cianidina-3-glicosideo, com o tempo de retengao caracteristico
do seu padrao (9,968 min). Em extrato de jambolao foi identificada cianidina-3-galactosideo,

com tgr confirmado pela injegao do padréo (tgr = 8,006 min).

4.3.4 ldentificacdo de ACYS por HPLC-ESI-Q-TOF- MS

Diante das dificuldades encontradas no Método de Goiffon'® optou-se pela
identificacdo das ACYS nos extratos por HPLC-ESI-Q-TOF-Mg°0:103:113.124.129

Realizou-se um estudo de composicao da fase mével e de um método com eluicéo por
gradiente, visando otimizar a separagédo e posterior identificagcdo das diferentes ACYS nos
extratos. Isso foi necessario, pois o procedimento aplicado para a realizacdo do HPLC para o
Método de Goiffon foi realizado em coluna cromatografica diferente da disponivel para
HPLC-ESI-Q-TOF-MS. Além disso, ndo se recomenda a adicdo de HCI na amostra para
injecdo no espectrometro de massas, como foi realizado para HPLC com detecgcdo
espectrofotométrica, devido a possivel danos ao equipamento. Optou-se, por esse motivo,
pela utilizagao de acido acético, por ser um acido mais fraco.

Esse estudo inicial foi realizado com a injecdo da mistura dos 8 padrdes disponiveis
visando encontrar os tr € 0s espectros de massas dessas ACYS, com os picos de razao
massa/carga (m/z) correspondentes. Nas Figuras 46 a 52, sdo apresentados os
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cromatogramas e espectros de massas de cada padrdo, obtidos sequencialmente. Com os
valores de tgr € m/z conhecidos dessas ACYS é possivel confirmar a presenca dessas ACYS

correspondentes nos extratos. Esses dados estdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28. Dados experimentais de tempo de retencéo e razdo m/z dos padrdes de ACYSF.

Padrao® tr (minutos) Razido m/z
Cianidina-3,5-diglicosideo 16,98 611,1567
Cianidina-3-galactosideo 21,04 449,1068

Cianidina-3-glicosideo 22,67 449,1078
Pelargonidina-3-glicosideo 24,52 433,1335
Cianidina-3-rutinosideo 24,74 595,1687
Peonidina-3-glicosideo 26,74 463,1224
Malvidina-3-glicosideo 27,63 493,1373
Pelargonidina 29,42 271,2490

* As formulas estruturais encontram-se nas Figuras 46 a 52
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Figura 46. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo
em metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatogréficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 uL e detecgdo ESI-Q-
TOF-MS.

F Embora tenham sido usados cloretos de antocianinas, considerados como contra-ions, ndo se detectaram
seus picos correspondentes ja que foi selecionada faixa de razdo m/z superior, observando-se assim, as razdes
m/z dos cations, correspondente a ACYS
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Figura 47. Cromatograma e espectro de massas de solugao de cloreto de cianidina-3-glicosideo e de
cloreto de cianidina-3-galactosideo em metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatograficas:
coluna C18; fase movel agua deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de

injecao 50 pL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 48. Cromatograma e espectro de massas de solugao de cloreto de pelargonidina-3-glicosideo
em metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatogréficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 pL e deteccdo ESI-Q-
TOF-MS.
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Figura 49. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de cloreto de cianidina-3-rutinosideo em
metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase moével agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecdo 50 pL e deteccdo ESI-Q-
TOF-MS.
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Figura 50. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de cloreto de peonidina-3-glicosideo em
metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase moével agua
deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injegdo 50 pL e detecgdo ESI-Q-
TOF-MS.
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Figura 51. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de cloreto de malvidina-3-glicosideo em
metanol com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase modvel agua
deionizada acidificada:metanol; eluigdo por gradiente; volume de injecao 50 uL e detecgdo ESI-Q-
TOF-MS.
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Figura 52. Cromatograma e espectro de massas de solugao de cloreto de pelargonidina em metanol
com 0,01 % de HAc v/v. Condigbes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada
acidificada:metanol; eluigéo por gradiente; volume de injecéo 50 pL e deteccao ESI-Q-TOF-MS.

Para a identificacdo de ACYS dos extratos de frutas, utilizou-se MS para encontrar a
razao m/z do cation sem fragmentagdo. Apds passar pelo quadrupolo, os ions moleculares
direcionaram-se ao analisador por tempo de v6o para entdo serem detectados. O quadrupolo
serviu na selecao de uma faixa de razdo m/z e, desta forma, nos espectros de massas picos

de maiores intensidades sio referentes as ACYS.
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Foram obtidos cromatogramas e espectros de massas para extratos de cada fruta nas
diferentes condigbes de extracdo. Pela semelhanga dos cromatogramas e espectros de
massas das diferentes condicbes de extracdo de cada fruta, serdo apresentados apenas
cromatogramas e espectros de massas dos extratos obtidos em uma das condigdes de
extracdo para a mesma fruta.

Os espectros de massas apresentam um pico de maior intensidade correspondente a
m/z da espécie molecular que contém isétopos mais abundantes. Existem também picos de
baixas intensidades correspondentes as espécies moleculares que contém isétopos menos
abundantes'™. Este conjunto de espécies da origem ao “padrao isotdpico”, calculado a partir
de consideragbes das abundancias relativas dos isétopos dos elementos presentes nas
moléculas em estudo.

As Figuras 53 a 65 mostram os cromatogramas e os espectros de massas obtidos

para solugdes de 8 a 24 g mL™ das pastas de ACYS das diversas frutas estudadas.

4.3.4.1 Jabuticaba (Estudos: L5; N5)

Foram utilizadas pastas de ACYS de jabuticaba de extratos obtidos em 2 condi¢des de
extragdo: frutas com maceragéo (L5) e com trituragdo mecéanica (N5). Nas Figuras 53 e 54
sao apresentados os cromatogramas para comparagao de tg € 0s espectros de massas para
identificacdo das ACYS.
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Figura 53. Cromatograma e espectro de massas de solugdo de pasta de ACYS de extrato de
jabuticaba 10 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: N5), identificando a cianidina-3-
glicosideo. Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol;
eluicdo por gradiente; volume de injegéo 50 uL e detecgédo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 54. Cromatograma e espectro de massas de solugdo de pasta de ACYS de extrato de
jabuticaba 12 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: L5), identificando a malvidina-3-
galactosideo. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada
acidificada:metanol; eluigao por gradiente; volume de injegéo 50 uL e detecgao ESI-Q-TOF-MS.

O tempo de retencdo e o espectro de massas da ACYS maijoritaria dos extratos de
jabuticaba, cianidina-3-glicosideo (Tabela 29), coincidem com os valores do respectivo
padrao (Tabela 28). Além disso, confirma sua presenga ja detectada pelo Método de
Goiffon'™. A presenca da malvidina-3-galactosideo foi detectada, cujo padrdo nao estava

disponivel também foi indicada pelo Método de Goiffon'%.

Tabela 29. ACYS de extratos de jabuticaba identificadas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Antocianina tr (minutos) | Razdo m/z
Cianidina-3-glicosideo 22,25 449,1015
Malvidina-3-galactosideo 31,44 493,1491

Cianidina-3-sambubiose-5-glicosideo identificada pelo Método de Goiffon nos extratos
obtidos de frutas trituradas nao teve sua presenga confirmada por HPLC-ESI-Q-TOF-MS,
pois nao foi possivel detectar durante toda a corrida cromatografica, nenhum pico com razéo
m/z em torno de 742, correspondente a essa ACYS.

4.3.4.2 Refugo de Jabuticaba (Estudos: R5; T5)

Analogamente a extratos de jabuticaba, extratos de refugo de jabuticaba obtidos em 2

condigdes diferentes de extragdo foram comparados: a partir de frutas maceradas (R5) e a
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partir de frutas submetidas a trituragdo mecénica (R5). Na Figura 55, apresentam-se o
cromatograma para comparagdo de tg e 0s espectros de massas para identificagcdo das
ACYS.
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Figura 55. Cromatograma e espectro de massas de solugao de pasta de ACYS de extrato de refugo
de jabuticaba 14 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: T5), identificando a cianidina-3-
glicosideo. Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol;
eluicdo por gradiente; volume de injegéo 50 uL e detecgédo ESI-Q-TOF-MS.

Assim como pelo Método de Goiffon'®, a tnica ACYS identificada foi a cianidina-3-
glicosideo (Tabela 30), o que reforga a hipotese de que durante o amadurecimento da fruta
algumas reagdes, como de oxidagao e reagdes com outros compostos presentes na propria
fruta, podem ocorrer e mudar a composi¢cao do extrato obtido, podendo assim variar a

antocianina identificada nos extratos dessas frutas.

Tabela 30. ACYS de extratos de refugo identificadas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Antocianina tr (minutos) | Razdo m/z
Cianidina-3-glicosideo 22,43 449,1033

4.3.4.3 Amora (Estudos: O4; P4)

Foram utilizadas pastas de ACYS de amora obtidos em 2 condi¢des diferentes de
extragdo: extratos de frutas ndo branqueadas (O4) e de frutas branqueadas (P4). Nas
Figuras de 56 a 59 estdo apresentados os cromatogramas para comparagao de tg e 0s

espectros de massas para identificagcdo das ACYS.
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Figura 56. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de pasta de ACYS de amora 15gL™" em
metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo O4), identificando a cianidina-3-glicosideo. Condigbes
cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigdo por gradiente;

volume de injegao 50 uL e detecgéo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 57. Cromatograma e espectro de massas de solugéo de pasta de ACYS de amora 14 gL' em
metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: P4), identificando a cianidina-3-rutinosideo. Condigbes
cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada acidificada:metanol; eluigdo por gradiente;

volume de injegao 50 uL e detecgédo ESI-Q-TOF-MS.
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Flgura 58. Cromatograma e espectro de massas de solucao de pasta de ACYS de extrato de amora
12 g L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: P4), identificando a pelargonidina-3-glicosideo.
Condig¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigao por
gradiente; volume de injegcao 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 59. Cromatograma e espectro de massas de solugédo de pasta de ACYS de extrato de amora
9 g L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: O4), identificando a delfinidina-3-galactosideo.
Condig¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigao por
gradiente; volume de injegcao 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.

Pelos 2 métodos de HPLC utilizados, Método de Goiffon e HPLC-ESI-Q-TOF-MS,
identificou-se a cianidina-3-glicosideo como a ACYS majoritaria e presente em todos os
extratos de amora. O tempo de retengao e a m/z encontrados por HPLC-ESI-Q-TOF-MS
estdo apresentados na Tabela 31.

Pelo Método de Goiffon'®, observou-se apenas um pico nos cromatogramas dos

extratos de frutas branqueadas, identificado como delfinidina-3-galactosideo. No entanto, por
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HPLC-ESI-Q-TOF-MS, essa ACYS também foi identificada nos extratos de frutas néo
branqueadas, conforme indica a Figura 59 e Tabela 31. Possivelmente isto tenha sido devido
a maior sensibilidade na detecgcdo por MS do que a espectrofotométrica, do Método de
Goiffon.

Uma dificuldade encontrada ao aplicar o Método de Goiffon foi 2 ACYS diferentes
identificadas com mesmo valor de Oiapelado = 1,29. Para tentar identificar a ACYS
correspondente, optou-se por MS. No mesmo tempo de retencdo, cerca de 24 minutos,
foram encontrados 2 picos distintos com razbées m/z de ~ 595 e ~ 433, podendo ser
referentes a cianidina-3-rutinosideo e pelargonidina-3-galactosideo, respectivamente
(Figuras 57 e 58). Essas ACYS com mesmo valor de Oiapelado €ram provaveis pelo Método de
Goiffon e buscou-se identifica-las por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Pelargonidina-3-galactosideo apresenta a mesma razdo m/z da pelargonidina-3-
glicosideo, cujo padrdo apresentou tr ~ 24. Como nao houve disponibilidade de padrao de
pelargonidina-3-galactosideo restaram duvidas sobre sua identificagdo. Assim, o pico de tgr
do cromatograma da Figura 58 pode ser atribuido a pelargonidina-3-galactosideo (sugerida
pelo Método de Goiffon) ou possivelmente pelargonidina-3-glicosideo, pela proximidade de
tr.

Com relagédo a pelargonidina-3-arabinosideo, identificada pelo Método de Goiffon'%
com area inferior a 1%, ndo houve confirmagédo por HPLC-ESI-Q-TOF-MS, pois nao foi
detectado pico com m/z em 403, que corresponderia a essa ACYS. Isso justificaria a
sugestdo do meétodo de Goiffon para desconsiderar areas inferiores a 1% como atribuidas as
ACYS.

Tabela 31. ACYS de extratos de amora identificadas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Antocianina tr (minutos) | Razao m/z
Delfinidina-3-galactosideo 27,91 495,1049
Cianidina-3-glicosideo 22,51 449,0969
Cianidina-3-rutinosideo 24,61 595,1628

Pelargonidina-3-galactosideo” 24,61 433,1105
Pelargonidina-3-glicosideo 24,66 433,1105

*ACYS nao confirmada
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4.3.4.4 Amora Preta (Estudos: U4; V4)
ACYS de extratos de amora preta foram obtidos a partir das 2 condi¢cdes diferentes de

extracdo, assim como para a amora, tendo sido utilizadas frutas ndo branqueadas e
branqueadas (respectivamente U4 e V4). As Figuras de 60 a 63 apresentam os
cromatogramas para comparagao de tgr e 0s espectros de massas para identificagdo das
ACYS.
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Figura 60. Cromatograma e espectro de massas de solugédo de pasta de ACYS de amora preta 11 g
L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: U4), identificando a cianidina-3-glicosideo.
Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada acidificada:metanol; eluicdo por
gradiente; volume de inje¢do 50 pL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 61. Cromatograma e espectro de massas de solugao de pasta de ACYS de amora preta 9 g
L' em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a delfinidina-3-galactosideo.
Condig¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigao por
gradiente; volume de inje¢do 50 pL e detec¢do ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 62. Cromatograma e espectro de massas de solugao de pasta de ACYS de amora preta 10 g
L™ em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a cianidina-3-rutinosideo.
Condig¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigao por
gradiente; volume de injegcao 50 uL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.
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Figura 63. Espectros de massas de solugéo de pasta de ACYS de amora preta 10 g L™ em metanol
com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: V4), identificando a pelargonidina-3-galactosideo e seu respectivo
padrao isotopico. Condi¢des cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada
acidificada:metanol; eluigao por gradiente; volume de injegéo 50 uL e detecgao ESI-Q-TOF-MS.

Cianidina-3-glicosideo foi encontrada como ACYS majoritaria presente em todos os
extratos de amora preta (Figura 60 e Tabela 32). O pico de segunda maior area identificado
pelo Método de Goiffon'®, em todos os extratos, foi referente & delfinidina-3-galactosideo,
que foi confirmada por HPLC-ESI-Q-TOF-MS, pela razdo m/z de ~ 465 correspondente
(Figura 61 e Tabela 32).
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Analogo ao observado nos extratos de amora, ao empregar o Método de Goiffon'®
para a identificagdo das ACYS nos extratos de amora preta, observaram-se 2 ACYS
diferentes com mesmo valor de Oiapelado = 1,29, referentes a cianidina-3-rutinosideo e
pelargonidina-3-galactosideo. No entanto, nesses extratos, no tempo de retengao de 24
minutos, observou-se apenas um pico, cuja razdo m/z foi de ~ 595, correspondente a
cianidina-3-rutinosideo (Figura 62 e Tabela 32). Neste caso, portanto, a possibilidade da
presenca de 2 ACYS com mesmo valor de oapelado pOde ser descartada.

A identificacdo de pelargonidina-3-galactosideo sugerida pelo método de Goiffon n&o
se confirmou, como mostra a Figura 63, pois ndo ha correspondéncia da razdo m/z em torno
de 433, detectada por MS, com o seu correspondente padrao isotépico.

A presencga da cianidina hidrolisada, ou seja, ACYS sem a unidade glicosidica que é
uma antocianidina, foi identificada pelo Método de Goiffon'®, mas nao foi confirmada por
HPLC-ESI-Q-TOF-MS, ja que n&o observado pico com m/z correspondente (270). Isso
possivelmente ocorreu devido ao uso de um acido mais fraco (HAc) para HPLC-ESI-Q-TOF-
MS em comparacdo com o acido utilizado para HPLC com detecgao espectrofotométrica

(HCI). A adi¢ao de um acido fraco nédo favoreceu a hidrélise da ACYS.

Tabela 32. ACYS de extratos de amora preta identificadas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

Antocianina tr (minutos) | Razao m/z
Delfinidina-3-galactosideo 27,90 465,1026
Cianidina-3-glicosideo 22,35 449,0971
Cianidina-3-rutinosideo 24,67 595,1671

4.3.4.5 Jambolao (Estudos: Y4; Y5; Z4; Z5; AA4; AAS5; AB4; AB5)

Foram identificadas ACYS de extratos de jamboldo obtidos em 8 condi¢gbes de
extragdo, conforme a identificacdo do estudo (Y4; Y5; Z4; Z5; AA4; AA5; AB4; ABS). As
Figuras 64 e 65 ilustram os cromatogramas para comparagdo de tg € 0s espectros de

massas para identificacido das ACYS presentes em todos os extratos.
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Figura 64. Cromatograma e espectro de massa de solugdo de pasta de ACYS de jamboléo 13 g L™
em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: Y4), identificando a cianidina-3-glicosideo e espectro de
massas do seu respectivo padrao isotopico. Condigdes cromatograficas: coluna C18; fase movel
agua deionizada acidificada:metanol; eluicdo por gradiente; volume de injecéo 50 uL e detecgao ESI-

Q-TOF-MS.
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Figura 65. Cromatograma e espectro de massa de solucdo de pasta de ACYS de jamboldo 18 g L™
em metanol com 0,01 % de HAc v/v (Estudo: AB5), identificando a delfinidina-3-rutinosideo.
Condig¢des cromatograficas: coluna C18; fase mdvel agua deionizada acidificada:metanol; eluigéo por

gradiente; volume de inje¢do 50 puL e detecgdo ESI-Q-TOF-MS.
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Para usar o Método de Goiffon'™, é necessario que a cianidina-3-glicosideo esteja
presente para que se possa fazer a relagdo empirica entre os tempos de retencao de todas
as ACYS presentes nos extratos. Considerou-se, entdo, que a cianidina-3-glicosideo seria o
pico nos cromatogramas com tg mais préximo ao tg caracteristico da mesma. No entanto, ndo
foi possivel confirmar sua identidade na detecgao por MS, ja que ndo ha semelhanga com o
padrao isotopico correspondente ao da cianidina-3-glicosideo (Figura 64). Além disso, o ion
molecular com m/z= 449, supostamente correspondente a cianidina-3-glicosideo, apresentou
tr = 29 minutos, sendo que para o padrao tg ~ 22 minutos), como indica a Figura 64.

Pode-se concluir que a cianidina-3-glicosideo n&o foi confirmada por HPLC-ESI-Q-
TOF-MS em extratos de jambol&o. Assim, o Método de Goiffon ndo deveria ter sido aplicado,
a nao ser que um padrao de cianidina-3-glicosideo tivesse sido adicionado a amostra ou
entdo esta tivesse sido enriquecida com um extrato de fruta que contenha essa ACYS%.

Outra dificuldade encontrada na aplicagdo do método de Goiffon para identificacdo de
ACYS dos extratos de jamboléo foi concluir qual ACYS estaria presente nesses extratos a
partir do valor de Ocaiculado = 0,74, ja que este € um valor intermediario a valores de Ouapelado
iguais a 0,71 e 0,77, atribuidos a 2 ACYS diferentes. Utilizando-se da técnica de HPLC-ESI-
Q-TOF-MS, a ACYS detectada nos extratos de jamboldo com Ocaiculado = @ 0,74 ndo pode ser
atribuida a ACYS com de 0igpeiado = 0,77, pois ndo ha igualdade de tgr nem semelhanga nos
espectro de massas.

Analisando-se os espectros de massas da Figura 65, observam-se picos com razao
m/z de ~ 611 que poderiam ser atribuidos a delfinidina-3-rutinosideo, cujo valor de Ouapelado =
0,71. No entanto, a auséncia do padrao impediu a confirmagcao desta hipotese, ja que ha
semelhanga entre razdo m/z e tr de cianidina-3,5-diglicosideo e a ACYS da amostra de
extrato de jamboldo. Nesse caso, seria necessario realizar uma fragmentacdo da ACYS
separada da amostra, como por exemplo MS/MS e, finalmente, confirmar sua identidade,

mas isso nao pode ser feito neste trabalho por limitacbes de ordem pratica.
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Tabela 33. ACYS de extratos de jambolao identificadas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS.

tr (minutos)

Antocianina Razao m/z
Y4, Y5, AAd, AAS Z4, 725, AB4, AB5
Delfinidina-3-rutinosideo” 15,51 611,1617
Cianidina-3,5-diglicosideo” 15,51 611

*ACYS possiveis com mesmo valor de razdo m/z
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CAPITULO 5:
CONCLUSOES
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Os resultados apontaram ajuste otimizado de condigbes para extracdo, com
compromisso entre a quantidade de ACYS extraida e a estabilidade do extrato, descrito na

sequéncia, para cada fruta individualmente, de acordo com os estudos realizados.

Para a jabuticaba (Myrciaria cauliflora), a melhor condigédo, nos testes iniciais, parece
ser branquear apenas a casca da fruta fresca e extracdo em meio alcodlico acidificado
(etanol 99,5 % v/v com adicdo de HAc 1 %, na proporcéo 85:15 v/v). Esta também é a melhor

condigao para obtengao do extrato da fruta congelada.

Para a amora (Morus nigra): nos testes iniciais, os melhores resultados foram obtidos
com extragdo da fruta fresca, sem branquear, em meio alcodlico (etanol 99,5 % v/v) sem
acidificar. Para amora congelada: extracdo de fruta branqueada e solvente alcodlico
acidificado (etanol 99,5 % v/v com adigdo de HAc 1 % v/v, na proporgao 85:15 v/v). Para
todos os extratos de amora congelada, a quantidade de ACYS extraida foi menor que nos

extratos da fruta fresca.

A partir dos outros testes de extragdo de ACYS para as frutas congeladas (jabuticaba,
refugo de jabuticaba, amora preta e jamboldo) foi possivel obter extratos com maior
quantidade de ACYS extraida em um menor tempo de extracdo e com o uso de alcool mais
diluido (etanol 94 % v/v), sem adigao de acido, o que torna o método economicamente mais
atraente em comparagdo com o procedimento otimizado nos estudos iniciais de extracao.
Essa melhor condigao envolveu também o uso do branqueamento para todas as frutas. A
condicdo da fruta para o melhor resultado do branqueamento envolveu somente cascas de

jabuticaba e refugo, fruta inteira para a amora preta e jambolao descarogado.

Como meétodo de esterilizacdo, o branqueamento parece ser mais favoravel que a
tindalizacdo para todas as frutas, pois além de contribuir para aumentar a estabilidade dos

extratos, aumentou a quantidade de ACYS extraida.

Nos estudos de identificacdo de ACYS nos diferentes extratos de frutas empregando-
se HLPC, verificou-se a adequacao de solubilizar pastas de ACYS em metanol com 0,01%
v/v de HCI, dispensando-se a necessidade de purificar a amostra como tratamento da

amostra antes da injecdo no cromatografo.
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Por HPLC com detecgao espectrofotométrica, foi possivel identificar ACYS pelo
meétodo de Goiffon, tendo a cianidina-3-glicosideo como ACYS majoritaria dos extratos de
frutas, exceto nos extratos de jambolao.

A aplicagdo do método de Goiffon representou algumas indefinigdes na identificagcao
de ACYS que possuiam mesmo Okapelado, ja que atribui o mesmo valor para ACYS diferentes
ou ainda quando 0 Ocaiculado tinha um valor intermediario aos valores de Oiapelado. 1St0 apontou
a necessidade de aplicagao de outra técnica ou método para confirmar a identificacao das
ACYS, o que neste trabalho foi realizado utilizando-se HPLC-ESI-TOF-MS.

As ACYS identificadas e confirmadas pelos diferentes métodos foram:

« Jabuticaba: cianidina-3-glicosideo e malvidina-3-galactosideo;

» Refugo de jabuticaba: cianidina-3-glicosideo;

* Amora: cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-galactosideo, cianidina-3-rutinosideo e
pelargonidina-3-glicosideo;

« Amora Preta: cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-galactosideo e cianidina-3-

rutinosideo.

Nos extratos de jamboldo, a presenca de delfinidina-3-rutinosideo foi sugerida pelo
Método de Goifon, mas néao foi possivel confirma-la devido a falta do padrao para HPLC-ESI-

TOF-MS, indicando ser recomendavel aplicar outra estratégia como por exemplo MS/MS.

Com relagado a composicao dos extratos, ndo parece ocorrer modificagdo das ACYS
extraidas em diferentes condigcbes de extracdo. Embora em alguns métodos analiticos
tenham mostrado essa possibilidade, que nao foi confirmada por uma técnica mais sensivel,

o que reforca a necessidade de cautela na escolha do método analitico.
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CAPITULO 6:
TRATAMENTO DE RESIDUOS
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram descartados
e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissao de seguranca do Q-
UNICAMP.

As solugcbes acidas ou basicas sem ions toxicos foram descartadas na pia apos

neutralizacao.

Residuos contendo metanol foram armazenados em frascos adequados e

encaminhados a Comissao de Seguranga para tratamento por incineragao.

Residuos contendo acetonitrila foram armazenados em recipientes adequados e
encaminhados para a Comissao de Seguranca do IQ-UNICAMP para tratamento seguindo-

se as recomendacoes descritas nas referéncias:

v" Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratories, Committee of
Hazardous Substances in the Laboratory, National Academy Press:
Washington, 1983.

v' Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, International

Technical Information Institute: Tokyo,1982.



P. G. Sampaio Dissertagéo de Mestrado 109

CAPITULO 7:
PERSPECTIVAS
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Como a identificagcdo de ACYS em extratos de frutas € de interesse para processos de
producao industrial, € viavel elaborar um protocolo para aplicagdo em analises de rotina para
controle da qualidade dos extratos com procedimento simples e validado, envolvendo
analises cromatograficas com deteccdo UV-Vis, minimizando a necessidade de uso de

padroes.

As dificuldades de identificacdo de ACYS individuais por HPLC, tanto por deteccao
espectrofotométrica quanto por MS podem vir a ser superadas com a aplicacdo de
procedimentos de HPLC acoplado a MS/MS. Uma outra opcédo seria a utilizacdo dos
espectros UV-Vis dos picos dos cromatogramas em métodos quimiomeétricos para identificar

ACYS.

Tendo em vista a necessidade de minimizar perdas de ACYS em todas as etapas do
processamento industrial (extragcdo, filtracdo, secagem) € importante desenvolver uma
sistematica para balanco de massas, visando subsidiar a aplicacdo dos processos de

extracdo em escala industrial.
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ANEXO 1: Avaliagao de Vazao da Capela pela Comissao de Seguranga do Instituto de
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ANEXO 2: Testes estatisticos utilizados para as analises dos dados.
Teste t-pareado:

O teste t-pareado tem a finalidade de comparar a exatidao entre resultados de dois

métodos diferentes, utilizando-se a equagdo A'%'.

t= (X;Xz?n Equagéo A
sl —+—
n,n,
onde: X 1e X, sdo as médias das determinacgdes de cada método,

s é a estimativa do desvio padrao,
Ny € ny € o numero de determinagdes de cada método a partir das quais foi

obtida a média X .

O intervalo de confianga utilizado foi de 95 % e o grau de liberdade foi 0 numero de
determinacdes de cada método. Com esses dois parametros encontra-se o valor de fapelado-
Se o valor de faiculado fOr menor que o valor de tapelado Significa que os resultados nao

s3o estatisticamente diferentes, a 95 % de confianca'?".

Teste F:

O Teste F tem a finalidade de comparar a precisdo de resultados, utilizando-se a

equacdo B'?"122,

F=— Equacéo B

onde: Sx € Sy sdo os valores de variancia obtidos pelos dois métodos, sendo que, por
convencao, o valor de variancia maior € colocado no numerador.

O intervalo de confianga utilizado foi de 95 % e com esse parametro encontra-se o
Valor de Fcr|t|co
Se o valor de Fcacuiado for menor que o valor de Fiico Significa que os resultados néo

s30 estatisticamente diferentes, a 95 % de confianga'?''%2.
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