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RESUMO
MENDES, Nathalia Leal. Estudo de substancias fendlicas da pele liofilizada dos frutos do
Jameldo (Syzygium Cumini (L.) Skeels). 2018. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

O jameldo (Syzygium cumini (L) Skeels) desperta interesse devido as suas propriedades
benéficas, as quais geralmente estdo ligadas a atividade antioxidante de compostos fendlicos
presentes em sua composicdo, as antocianinas e os flavonoides. O objetivo deste estudo foi
determinar o perfil das antocianinas presentes no pd da pele liofilizada do fruto do jamel&o
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjos de Diodos (CLAE-
DAD) e identificar outros flavonoides por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas-Quadrupolo- Tempo de Voo (CLUE-QTOF-EM/EM).
A partir da pele liofilizada do fruto, foram elaborados trés extratos diferentes: a fragdo de
flavonoides ndo-antécianicos, para separacdo por CLAE-DAD e indicacdo dos flavonoides
ndo-antcianicos por CLUE-EM/EM; o extrato antocianico, para o isolamento das
antocianinas com uso do cartucho de troca-catibnica e identificacdo das antocianinas
presentes por CLAE-DAD e o extrato metanolico, elaborado como comparativo ao extrato
antocianico, para determinar a contribuicdo das antocianinas em relacdo as capacidades
antioxidantes pelos métodos TEAC e ORAC. A indicacao dos flavonoides ocorreu a partir do
extrato de flavonoides ndo-ant6cianicos. O potencial antioxidante pelas técnicas de TEAC e
ORAC, e a quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi determinada nos extratos
antocianico e metandlico dos anos de 2017 e 2018. A avaliacdo da estabilidade das
antocianinas foram feitas nos mesmo extratos (antocianico e metanoélico), porém somente do
ano 2017. Os flavonoides indicados por comparacdo dos fragmentos de massa obtidos com
espectros de massas da literatura foram: miricetina-3-O-galactosideo, miricetina-3-O-
glicosideo, mirecetina-3-O-pentose, miricetina-3-O-ramnose, siringetina-3-O-galactosideo,
siringetina-3-O-glicosideo, laricitrina-3-O-glucoronideo e querceitina-3-O-hexose,. Os dois
ultimos foram indicados pela primeira vez na pele desse fruto. Identificadas as antocianinas:
delfinidina-3,5-O-diglicoideo, cianidina-3,5-O- diglicosideo, petunidina-3,5-O-diglicosideo,
malvidina-3,5-O-diglicosideo. A antocianina majoritaria foi a petunidina-3,5-O-diglicosideo.
A capacidade antioxidante por TEAC, para 0 ano de 2017 a contribuicdo de antocianinas
ambos em relacdo ao extrato metandlico foi de 18% e 5,0% para o ano de 2018. Na
capacidade antioxidante por TEAC nos extratos metandlicos, as contribuicbes das
antocianinas foram de 18% e 5% nos anos de 2017 e 2018, respectivamente. Para a andlise de
ORAC no extrato metandlico foram encontrados 29,5% para o0 ano de 2017, e 22,3% para 0
ano de 2018. Na analise comparativa de fendlicos totais nos extratos metandlico e antocianico
no ano de 2017 a contribuicdo das antocianinas foi de 9,89%. E para 0 ano de 2018 a
contribuicdo das antocianinas foi de 5,6%. A estabilidade das antocianinas totais e
monoméricas do extrato metandlico no periodo de 0 a 60 dias n&o variou significamente (dia
(0) 4,24 mg.100g™ e dia (60) 4,50 mg.100g™) e (dia (0) 3,96 mg.100g™ e dia (60) 4,34
mg.100g™), respectivamente. No extrato antocianico ocorreu uma pequena variagio apenas no
periodo de 0 a 15 dias. Para antocianinas totais (dia (0) 2,27 mg.100g™ e dia (15) 1,73
mg.100gY) , 15 e 60 dias ndo teve diferenca, 1,73 mg.100g™ e 1,69 mg.100g*,
respectivamente. Para antocianinas monoméricas, dia (0) 2,20 mg.100g™ e dia (15) 1,66
mg.100g™") e de 15 a 60 dias ndo teve diferenca (1,66 mg.100g™) e (1,62 mg.100g™),
respectivamente. O jameldo apesar de considerado um fruto ndo comercial, demonstrou ser
uma fonte importante de compostos fendlicos (antocianinas e flavonoides).

Palavras-chave: Jameldo, antocianinas, flavonoides, CLAE-DAD, CLUE-EM
vii



ABSTRACT

MENDES, Nathalia Leal. Study of phenolic substances of the freeze-dried skin of Jameléo
fruits (Syzygium Cumini (L.) Skeels). 2018. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

The jameldo (Syzygium cumini (L) Skeels) arouses interest due to its beneficial properties,
which are generally linked to the antioxidant activity of phenolic compounds present in its
composition, anthocyanins and flavonoids. The objective of this study was to determine the
anthocyanins profile in the lyophilized skin powder of the jamel&o fruit by High Performance
Liquid Chromatography with Diode Array Detector (HPLC-DAD) and to identify other
flavonoids by Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry-
Quadrupole-Time of Flight (UPLC-QTOF-MS/MS). From the freeze-dried skin of the fruit,
three different extracts were prepared: the fraction of non-anthocyanic flavonoids for
separation by HPLC-DAD and indication of non- anthocyanic flavonoids by UPLC-EM/MS,
the anthocyanin extract for the isolation of anthocyanins with the use of the cationic exchange
cartridge and identification of the anthocyanins present by HPLC-DAD and the methanolic
extract, elaborated as comparative to the anthocyanic extract, to determine the contribution of
the anthocyanins in relation to the antioxidant capacities by the TEAC methods and ORAC.
The indication of flavonoids occurred from the extract of non-antomanic flavonoids. The
antioxidant potential through the TEAC and ORAC techniques and the quantification of the
total phenolic compounds was determined in the anthocyanic and methanolic extracts of the
years 2017 and 2018. The evaluation of the stability of the anthocyanins was done in the same
extracts (anthocyanic and methanolic), but only of the year 2017. The flavonoids indicated by
comparison of the mass fragments obtained with mass spectra of the literature were:
myricetin-3-O-galactoside, myricetin-3-O-glicoside, myricetin-3-O-pentose, myricetin-3-O-
rhamnose, syringetin-3-O-galactoside, syringetin-3-O-glicoside, laricitrin-3-O-glucoronide e
quercetin-3-O-hexose. The last two were indicated for the first time on the skin of this fruit.
The identified anthocyanins were: delphinidin-3,5-O-diglycoside, cyanidin-3,5-O-diglycoside,
petunidine-3,5-O-diglycoside, malvidine-3,5-O-diglycoside. The major anthocyanin was
petunidine-3,5-O-diglycoside. In the antioxidant capacity by TEAC in the methanolic extract,
anthocyanins contributions were 18% and 5% in the years of 2017 and 2018, respectively. In
the comparative analysis of total phenolics in the methanolic and anthocyanic extracts in 2017
the anthocyanins contribution was 9.89%. And for the year 2018 the contribution of the
anthocyanins was 5.6%. The stability of the total and monomeric anthocyanins of the
methanolic extract in the period from 0 to 60 days did not change significantly (day (0) 4.24
mg.100g™ and day (60) 4.50 mg.100g™) and (day (0) 3.96 mg.100g™ and day (60) 4.34
mg.100g™), respectively. In the anthocyanic extract, a small variation occurred only in the
period of 0 to 15 days. For total anthocyanins (day (0) 2.27 mg.100g-1 and day (15) 1.73
mg.100g-1), 15 and 60 days had no difference, 1.73 mg.100g-1 and 1, 69 mg.100g-1,
respectively. For monomeric anthocyanins, day (0) 2.20 mg.100g-1 and day (15) 1.66
mg.100g-1 and from 15 to 60 days there was no difference (1.66 mg.100g-1) and (1.62
mg.100g-1), respectively. Jameldo, although considered a non-commercial fruit, has been
shown to be an important source of phenolic compounds (anthocyanins and flavonoids).

Key words: Jamel&o, anthocyanins, flavonoids, HPLC-DAD, UPLC-E
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pH — potencial hidrogenibnico

QTOF — Detectores: Quadrupolo + Tempo de Voo

rpm - rotacdes por minuto

sp — Espécie ( uma espécie no género)

TOF — Detector de massas de tempo de voo

tr - tempo de retencéo

UV - Espectro de absorcao na regido ultra violeta
UV-Vis - ultravioleta e visivel

v/v - volume por volume

W - watts

¢ — Absortividade Molar

uL - Unidade de volume: microlitros (10-6 L)

um -Unidade de medida: micrometros, 1 milionésimo de metro (10-6 m)
psi -Unidade de pressao libra for¢a por polegada quadrada
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1. INTRODUCAO

Segundo os ultimos dados do Instituto Brasileiro de Estatisticas- IBGE do ano de
2015, a expectativa de vida dos brasileiros aumentou aproximadamente 40 anos nas Gltimas
onze décadas. Em consequéncia deste aumento expressivo, ocorreu também mudanca nos
tipos de enfermidades que atingem a populacdo, como obesidade, céncer e problemas
cardiovasculares, males que estdo relacionados com os habitos alimentares adquiridos, que
estdo mais frequentes nesse século. Assim, as pessoas buscaram consumir alimentos que
proporcionam melhores qualidade de vida. E estudos sugerem que consumir alimentos que
sdo ricos em antioxidantes, podem prevenir os riscos dessas doencas.

E as frutas sdo conhecidas por serem fontes naturais de antioxidantes, como o roma,
uva, jabuticaba, morango, amora e jambo. E no laboratério de Cromatografia liquida de Alta
Eficiéncia da EMBRAPA ja se trabalhou com o fruto do jameldo, onde os trabalhos foram
executados usando as peles do fruto do jameldo, porém, a sua secagem foi por outros
métodos, como a secagem convectiva, onde surgiu a ideia de se trabalhar com as peles desse
fruto, porém a secagem seria pelo método de liofilizagdo.

Um dado importante sobre esse fruto € que ela esta inserida na Relacdo Internacional
de plantas medicinais de interesse a0 SUS- Sistema Unico de Salide, chamada de RENISUS,
onde o Ministério da Saude mantém atualmente uma listagem de 71 espécies de interesse que
possuem potencial medicinal, o jamel&o ocupa a 64° posicao, para elaboragdo de produtos de
interesse no Ministério da Saude mostrando que o interesse pelo fruto tém aumentado nos
ultimos anos.

E a atividade antioxidante j& foram estudadas anteriormente, € citada como
decorréncia da presenca de compostos fenélicos, como as antocianinas e os flavonoides. Com
0 uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE-DAD- e da Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo - CLUE-QTOF-
EM-EM- possibilita o isolamento e identificacdo desses compostos tornando seus estudos
mais eficientes, em um periodo menor de tempo, com maior tecnologia e maior sensibilidade.

O jamel&o é uma fruta que dispde de alta produtividade e potencialidade para o cultivo
no Brasil, assim com o crescente interesse por fontes potenciais de antioxidantes, que geram
beneficios a salde, faz-se necessario o estudo mais aprofundado de seus compostos que
podem gerar esses privilégios a partir de seu consumo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Determinar o perfil das antocianinas presentes no p6 da pele liofilizado do jamelao (Syzygium

cumini (L.) Skeels) por CLAE-DAD e identificar outros flavonoides por CLUE-QTOF-EM-
EM.

2.1. Objetivos especificos

Extrair flavonoides ndo-antocianicos;

Separar os flavonoides da fracdo de flavonoides ndo-antocianicos por CLAE-DAD;
Indicar os flavonoides da fracéo de flavonoides ndo-antocianicos por CLUE-EM-EM;
Isolar as antocianinas (extrato antocianico) presentes na pele do fruto de jameldo
(Syzygium cumini (L.) Skeels) com uso do cartucho de troca cationica - Oasis® MCX
Cartridge Waters;

Determinar as antocianinas por CLAE-DAD presentes extrato antocianico;

Avaliar a contribuicdo das antocianinas na capacidade antioxidante pelos métodos
ABTS e ORAC dos extratos antocianico e metandlico, das coletas dos ano de 2017 e
2018.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Jamelao

A familia Myrtaceae engloba cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos que se distribuem por todos os continentes, com excec¢do da Antartica, mas sua
predominancia é nas regides tropicais e subtropicais do mundo (BARROSO, 1991;
MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

A predominancia da maioria das espécies de Myrtaceae ocorre no Brasil produzem
frutos no geral carnosos, rico em &gua e carboidratos, e pobre em proteinas e lipideos
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997; P1ZO, 2002). A cor dos frutos quando maduros varia de
preto, vermelho, amarelo, laranja, cinza e verde, com predominio da primeira (P1Z0O, 2002).

A espécie Syzygium cumini (L.) Skeels, é uma Myrtacea de nomes populares como
jameldo, jaldo, kambol, azeitona-do-nordeste, ameixa roxa, murta, baga de freira, guapé,
jambui, azeitona-da-terra, entre muitos outros nomes, podendo ser encontrada em quase todo
o0 pais (V1ZZOTO et al, 2009). A arvore é perenifélia de copa frondosa e densa, chegam a ter
de 15 a 20 metros de altura (RUFINO, 2008) (Figura 1A). De folhas simples, coriéceas,
glabras, aromaticas, lustrosas, medindo entre 8 a 14 cm de comprimento, com a nervura
principal destacada e o peciolo de 1 a 3 cm, suas flores que sdo dominadas pelos estames de
coloracdo branca a creme que estdo dispostas em grandes quantidades em rancemos axilares
ramificados (AYYANAR e SUBASH-BABU, 2012) (Figura 1B).

Figura 1A. Arvore do Jameldo Syzygium cumini (L.) Skeel. Fonte: http: //
www.centraldojardim.com/mudas-de-jamelao-gigante-da-india-jambolao - frutifera-muda-
91747817 x IM




Figura 1B. Folhas, frutos e flores do Jameldo Syzygium cumini (L.) Skeel. Fonte: Sidney
Pacheco

Seus frutos sdo carnosos do tipo baga, elipticos, apresentando de 3,0 a 4,0 cm de
comprimento, e 2,0 cm de didmetro, de pericarpo com coloracdo roxa escura intensa, e
apresenta apenas uma semente (Figura 2). O mesocarpo € carnoso, sabor adstringente e
adocicado (MORTON, 1987; ROSS, 1999; OLIVEIRA; AKISUE, 2000; ALBERTON et al.,

2001).

i |
N 24|

zygiu Uhlnl (L)) Skeels. Fonte: driéy Pacheco

-

Figura 2. Fruto do jamefléé

A frutificacdo ocorre no periodo de janeiro a marco (LORENZI et al., 2015). Na
Figura 3, estdo representados os dados climaticos (precipitacao, temperatura e radiacdo solar)
de junho a dezembro dos anos de 2016 e 2017, abrangendo o periodo de floracdo e formacao
dos frutos da espécie (LORENZI et al., 2015).
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Figura 3. Precipitacdo total e temperatura média nos messes de floracdo do Syzygium Cumini
(L.) Skeels dos anos de 2016 e 2017. Valores sobre as barras correspondem a radiacgéo solar
média mensal, medida em W'm™. Fonte: INMET, 2018; CPTEC/INPE, 2018.

A coloracdo inicial é verde, e torna-se vermelha ao longo da sua maturacédo chegando a
preta, quando o ponto de maturacdo € maximo (VIZZOTO et al., 2009). Crescem
preferencialmente em climas quentes e umidos, € uma arvore rastica (SOUSA, 2012). Os
frutos podem ser encontrados nas formas de vinhos, licores e doces além do seu consumo in
natura (VIZZOTTO; FETTER, 2009).

As propriedades medicinais do jameldo, ja estudas, em sua maior parte, Sao
relacionadas a atividade antioxidante, que é citada como decorréncia da presenca de
compostos fenolicos ja previamente identificados, como os flavonoides e antocianinas
(SEVERO et al., 2010).

O fruto do jameldo apresenta em sua polpa, em torno de 88% de agua, 0,34% de
cinzas, 0,30% de lipideos, 0,67% proteinas, 10,7% de carboidratos totais, 1% de acucares
redutores, 0,28% de fibra alimentar, 9,0° Brix e pH de 3,9 e 5,91% de acidez (&cido citrico),
segundo estudo feito por Vizzoto et al. (2009). E menciona também que o principal mineral
encontrado nesta fruta é o fésforo e a vitamina em maior abundéancia é¢ a C (V1ZZOTO et al,
2009). Na Tabela 1 segue a composicdo centesimal de nutrientes do jameldo (Syzygium
cumini (L.) Skeels), segundo a TACO, (2011).



Tabela 1. Composicdo centesimal de nutrientes do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels),
por 100 g de polpa

Constituinte Teor
Umidade (%) 87,7
Energia (kcal) 41,0
Proteina (g) 0,5
Lipideos (g) 0,1
Carboidrato (g) 10,6
Fibra Alimentar (Q) 1,8
Cinzas (g) 1,0
Célcio (mg) 3,0

Fonte: TACO, 2011
3.2. Compostos fenolicos

Os alimentos de origem vegetal sdo largamente estudados por serem fontes de energia,
proteinas, fibras, compostos fenolicos e vitamina C, das quais 0 metabolismo humano
necessita (OLIVEIRA, 2015).

Estudos feitos com o fruto do jameldo mostram elevados niveis de compostos
fendlicos, como o estudo de Aradjo (2014), onde estudou o jameldo e encontrou teores de
468,6 a 534,0 mgGAE.100™" g bs na sua polpa liofilizada em leito de jorro, e teores de
antocianinas de 491,9 a 673 mg cianidina-3-glicosideo.100™ g bs. E Rufino et al (2010), em
estudos de extratos de frutas, encontrou para o extrato de jameldo 185,0 mg GAE. 1007g e
para antocianinas encontrou 93,3 mg.100™g de matéria fresca.

As substancias fendlicas s@o encontradas também em vegetais, frutas, legumes e gréos,
e sdo consumidos no nosso dia a dia (V1ZZOTO et al. 2010). Esses compostos sdo oriundos
do metabolismo secundarios das plantas, sdo geralmente de estrutura complexa e de baixo
peso molecular, que possuem atividades bioldgicas, diferentes dos metabdlitos primarios,
estdo presentes nas plantas em baixas concentragdes. Os metabolitos secundarios sdo
essenciais para o crescimento e reproducdo das plantas (ANGELO E JORGE, 2007; NACZK
E SHAHIDI, 2004; OLIVEIRA, 2015) e apresentam func¢do: estrutural nos tecidos, protecéo,
defesa, sinalizacio, interagbes entre plantas e sensorial (TAIZ & ZEIGER, 2004; ARAUJO,
2014).

A origem biosintética dos compostos bioativos é proveniente de duas rotas,: a via do
acido chiquimico e a via de acetato-malato (malanoil CoA e acetil CoA), (Figura 4)
(SANTOS, 1999; LEE et al., 2005).
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Figura 4. Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios. Fonte: Simdes, 2007

Os metabolitos secundéarios sdo formados geralmente em condi¢des de estresse como,
ferimentos, infeccbes e excesso de radiagdo. Nos alimentos os compostos fenolicos
contribuem com o aroma, cor e adstringéncia (ANGELO e JORGE, 2007). Na Figura 5 estdo
representados alguns &cidos fendlicos, oriundo dos metabolitos secundarios, que sdo
derivados dos acidos benzoico e cindmico.
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Figura 5. Acidos fenélicos derivados dos 4cidos benzoico e cindmico. Fonte: Braga, 2016.

De acordo com Severo et al. (2009), dentre os metabolitos secundarios presentes na
natureza, os compostos fenolicos se destacam pelo seu potencial antioxidante. Sdo fontes de
compostos fendlicos as frutas citricas, como laranja e limao, uva, cereja, ameixa, tangerinas e
macga entre outras fontes. Esses compostos sdo comumente encontrados em maiores
guantidades na polpa das frutas, do que no suco delas (PIMENTEL et al, 2005). E as
concentracOes desses compostos em frutas podem variar de acordo com a espécie e variedade
(BEZERRA, 2015).

3.2.1. Quantificacao de compostos fendlicos totais

Compostos fendlicos possuem alto potencial antioxidante, tem facilidade em formar
complexos com ions metalicos e/ou causar a inativacdo de espécies reativas como os radicais
livres (GARCIA, 2016). O jameldo se destaca como antioxidante, com beneficios medicinais,
que sdo oriundos da presenca de compostos fendlicos, como a miricetina e quercitina. E as
antocianinas como a delfinidina—3-O-glicosideo, malvinidina-3-O-glicosideo e a petunidina-
3-O-glicosideo (AMERICO, 2014; FARIA et al., 2011; LIMA et al., 2007).

3.2.2. Fendlicos Totais (Folin- Ciocalteau)

O método de Folin-Ciocalteau é o método mais antigo empregado na medicdo dos
compostos fendlicos totais em uma amostra. Inicialmente foi desenvolvido por Singleton e
parceria no ano de 1965, porém somente em 1999 que esse metodo foi padronizado para uso
de fendlicos totais (TOMEI E SALVADOR, 2009). Entre os métodos colorimétricos, o
método de Folin-Ciocalteau é o mais reconhecido e largamente usado, porém esse método nao
faz distingdo entre compostos fendlicos e outros compostos redutores ou antioxidantes
formando precipitados que interferem na leitura espectrofotométrica (SCHOFIELD et al.,
2001). O método Folin-Denis foi aperfeicoado e modificado para método de Folin-Ciocalteau
(FOLIN; CIOCALTEAU, 1927). O ensaio se baseia na reducdo do reagente Folin-Ciocalteau,
onde h& formagdo de um complexo de coloracdo azul, que é quantificado fotometricamente, a
um comprimento de onda de 750 nm (GARCIA, 2016). A intensidade da coloragdo vai
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depender da quantidade e disponibilidade do composto redutores, incluindo os compostos
fendlico presente na amostra.

Estudos realizados para a avaliacdo de métodos quantitativos nas folhas de coniferas,
usando Azul da Prussia e Folin-Ciocalteau, revelaram que esse ultimo apresenta maior
sensibilidade, em termos de fendis, usando como solvente acetona 50% (DAHLGREN; YU,
2000).

3.2.3. Flavonoides

O termo flavonoide vem do latim que significa “flavus”, que significa amarelo, porém
sabe-se que os flavonoides variam de verde a azul (LOPES et al.,2000). No ano de 1930 foi
isolada uma substancia da fruta laranja que foi chamada de vitamina P, e anos mais tarde foi
identificado um flavonoide, ndo como uma vitamina. Eles representam um grupo importante e
de bastante variedade de origem vegetal e estdo largamente distribuidos no reino vegetal
(MACHADO et al, 2008). Simdes et al 2000, menciona que os flavonoides encontrados nos
frutos sdo diferentes dos encontrados nas folhas, raizes e galhos da mesma espécie.

Os compostos fendlicos de origem vegetal sdo classificados em dois grupos: 0s
flavonoides e ndo - flavonoides. Os flavonoides tem estrutura quimica de Cg-C3-Cg. Burns et
al, (2002), classificou como Cg-C; —&cido hidroxibenzoico, &cido galico e &cido elagico.
Estruturas Cg-C3 — acido caféico e p-cumarico, e estrutura Cg-C,-Cg — tras-resveratrol, cis-
resveratrol e cis- resveratrol-glucosideo.

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular e possuem um esqueleto com
15 atomos de carbono arranjados em trés anéis, chamados de A, B, C, na forma C6-C3-C6
(Figura 6), (MARCO et al, 2008; GONCALVES, 2008). Os flavonoides sdo as flavonas,
flavanonas, flavonols, flavanonols, isoflavonas, catequinas e antocianidinas e os flavondides
como a miricetina e quercitina. Porém sdo encontrados mais comumente 4 grupos em
alimentos que sdo as antocianinas, as flavononas, flavonas e catequinas que apresentam em
sua estrutura o esqueleto da Figura 7 (VOLP et al., 2008; OLIVEIRA, 2015; VIZZOTO et al.,
2010).

Figura 6. Estrutura basica de um flavonoide. Fonte: Behling et al., 2004
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Figura 7. Flavonoides mais comumente encontrados nos alimentos.

De todos os metabdlitos existentes, os flavonoides possuem a estrutura que € ideal ao
sequestro dos radicais, tornando ele o oxidante mais eficiente que as vitaminas C e E (ALVES
et al, 2007).

A producéo e concentragdo dos flavonoides sofrem influéncias ambientais como luz,
radiacdo solar, raios UV, déficit hidrico, e outros como fatores ndo naturais e tém funcédo de
protecdo das plantas contra raios e patdgenos e acdo antioxidante (SIMOES et al ,2000;
MACHADO et al, 2008). E sdo considerados compostos relativamente estaveis a oxidacao,
altas temperaturas e algumas faixas de pH. E seu grande interesse por estudos e por seus
efeitos antivirais, microbiano, antioxidante, hipolipidémico, anti-inflamatdrio dentre outros
(PELZER et al., 1998).

3.2.4. Flavonoides ndo-antocianicos

Os flavonoides chamados de ndo-antécianicos tém estruturas de Cg-Cy, Cs-C3 € Cs-Co-
Cs. Sao divididos em duas classes as flavonas e os flavondis, e os flavonéis mais comuns sdo
o kaempferol, quercitina e miricetina (BOBBIO e BOBBIO, 2003). A miricetina e quercetina
sdo majoritarias, seguida do kapferol, sorhamnetina, laricitrina (Figura 8) e siringetina
(Fernéndez, 2017).

HO ©
Figura 8. Estrutura quimica da laricitrina. Fonte: Flamini (2012)
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A miricetina € um flavonoide que caracterizado pela presenca da hidroxila na posicao
3’ (Figura 9), e estudos demostram que existe efeito hipoglicémico e hipotrigliceridémico,
tendo valor terapéutico em pacientes com diabetes (BARBOSA et al., 2006).

Figura 9. Estrutura quimica da miricetina Fonte: Barbosa et al., 2006.

A quercitina se caracteriza pela presen¢a do -OH nas posigdes 3, 5, 7, 3°, 4’ (Figura
10), é considerado o flavonoide mais abundante utilizado na dieta humana, e esta relacionada
na prevencdo de doencas como o cancer, doencas cardiovasculares, protecdo do figado
(funcdo hepética) e funcdo renal (BEHLING et al., 2004).

OH O

Figura 10. Estrutura quimica da quercitina Fonte: Simdes et al., 2013

As principais fonte de flavonoides sdo do cacau, café, chd preto, vinho e cerveja
(PIERPOINT, 1986). A miricetina e quercitina estdo presentes em diversas fontes, mas com
predominancia em vegetais e frutas (LOPES et al.,2000). E as principais fontes de miricetina,
quercitina, laricitrina e sirigenina encontrada na literatura estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Os flavonoides quercitina, miricetina, laricitrina e sirigenina e suas principais
fontes

Flavonoide Fonte

Quercitina Jameldo, cebola, couve, vagem, tomate, repolho, macg,
brécolis, pitanga, caju, acerola, rucula, morango, mirtilo e
cha (branco, preto e mate)

Miricetina Jameldo, pitanga, caju, morango, mirtilo e cha (branco preto
e mate)

Laricitrina Jamelao, vinho, uva, morango e mirtilo

Sirigentina Jamel&o, vinho, uva, morango e mirtilo

Fonte: Hertog et al,. 1993; Behling et al,.2004; Lantzouraki at al,. 2015; Tavares et al,. 2016;
Aranaz et al,. 2017.
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3.2.5. Antocianinas

A palavra antocianina é de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul escuro),
nomeado por Marquart em 1853 para se referir aos pigmentos azuis das flores (MARCO et
al., 2008). As antocianinas ficam normalmente acumuladas nos vacuolos das células
epidérmicas e sub-epidérmicas (AMERICO, 2014), mas podem ser encontradas nas raizes,
nas hastes e nas folhas (OLIVEIRA, 2011). Da familia dos flavonoides, seus pigmentos séo
hidrossoluveis, e sdo responsaveis pela maioria das cores como laranja, vermelha e azul das
frutas, flores e vegetais (MALACRIDA e MOTTA, 2006; FALCAO et al., 2003). Suas
funcbes séo de protecdo a acdo da luz, mecanismo de defesa das plantas contra insetos e além
da sua caracteristica como antioxidante natural (LOPES et al., 2007).

Sua estrutura quimica é baseada em uma estrutura de quinze carbonos, ligados a um
anel aromatico na posicdo de C, sdo heteroglicideos onde sua estrutura possui uma ou mais
moléculas de aclcar ligadas em diferentes posicdes (LOPEZ et al., 2000; OLIVEIRA, 2011).
Quando uma antocianina sofre hidrélise ocorre a liberacdo da aglicona que também séo
chamadas de antocianidinas (LIMA et al.,2006)

Segundo Francis (2000), na natureza sdo encontradas muitas antocianidinas, porém
apenas seis sdo importantes e estudadas em alimentos, que sdo as: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. E sua distribuicdo nos vegetais e frutas
ocorrem em porcentagem: 50% de cianidina, 12% para cada uma: pelargonidinas, delfinidina
e peonidina e 7% para malvinidinas e petunidinas (CASTNEDA- OVANDO et al., 2009). Na
Figura 11, estdo representadas as principais antocianidinas e seus substituintes quimicos.

R1
R>
o
HO o
X =
=
OH
OH
R R, Rs
Cianidina (Cy) OH OH H
Delfinidina (Dp) OH OH OH
Malvidina (Mv) OMe OH OMe
Pelargonidina (Pg) H OH H
Peonidina (Pn) OMe OH H
Petunidina (Pt) OMe OH OH

Figura 11. Estrutura quimica basica das antocianinas.

Jackman e Smith (1996), mencionam que as antocianinas estdo distribuidas em muitas
familias de plantas como a Ericaceae (mirtilo), Cruciferae (rabanete e o repolho roxo,),
Leguminoseae (vagem) Rosaceae (ameixa, morango, amora entre outras), Gramineae (as
sementes de cereais), Vitaceae (uva), Solanaceae (tamarindo e batata), Saxifragaceae
(groselha preta e vermelha) e as Myrtaceae (jambo, jabuticaba e jamel&o) na tabela 3, estéo
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algumas frutas e suas principais antocianinas. A cor caracteristica do fruto jameldo é atribuida
a antocianinas presentes que atraem bastante atencdo, por seus beneficios a saude
(AMERICO, 2014).

Tabela 3. Antocianinas identificadas encontradas e suas respectivas fontes

Antocianinas Fonte

Uva, vinho, jameldo, cereja, azeitona,

Cianidina-3-glicosideo -
morango, amora, maca

Cianidina-3,5-glicosideo Uva, vinho, cereja, marmelo, figo
Peonidina -3-glicosideo Uva, vinho, cereja, jabuticaba
Malvinidina -3-glicosideo Uva, vinho,

Malvinidina -3,5-glicosideo Uva, vinho, inhame, feijdo
Cianidina-3-galactosideo Macé, cacau
Cianidina-3p-cumarilsoforosideo-5-glicosideo Repolho roxo
Perlagonodina-3-soforosideo-5-glicosideo Rabanete
Perlagonodina-3-glicosideo Morango, tamarindo
Delfinidina-3,5-diglicosideo Berinjela, feijdo, uva, roméa
Delfinidina-3-cafeoilglicideo-5-glicosideo Berinjela

Petunidina-3-glicideo Feijao, vinho, mirtilo, laranja, uva

Fonte: Malacrida e Motta (2006)

A glicose, ramnose, Xilose, galactose, arabinose e frutose sdo acuUcares mais
encontrados ligados diretamente nas antocianidinas, que ocorrem como monoglicosidios,
diglicosidios e triglicosidios (MALACRIDA e MOTTA, 2006; FRANCIS, 1989).

Segundo Brouillard (1982), a metoxilacdo, que é a substituicdo dos radicais R; e R2, é
mais ocorrente nas posigdes 3’ ¢ 5°, ¢ ocorrem menos nas posi¢ées 5’ e 7°. No caso das
antocianinas naturais, ndo se encontrara as hidroxilas nas posi¢fes 5°, 7° e 4’ substituidas ao
mesmo tempo, onde um dos grupos de hidroxila se mantem livre numas dessas posi¢Oes para
que se possa ocorrer a formacdo da estrutura quinoidal que é responsavel pela formacéo cor
das antocianinas.

As diferentes cores entre as antocianinas sdo determinadas pela substituicdo do anel B,
chamado de padrdo de glicosilacdo, bem como o grau e a natureza da esterificacdo desses
acucares com o acidos aromaticos e alifaticos, bem como a temperatura, pH, solvente
utilizado e também pela presenca de copigmentos (MAZZA, 2007; OLIVEIRA, 2011).

A alteracdo da coloracdo de uma antocianina, estd relacionada a mudanca do pH do
meio, sendo este o fator que mais afeta a cor (GOUVEA et al, 2015; BOBBIO e BOBBIO,
1995). Em diferentes valores de pH, os pigmentos apresentam formas variadas, apresentando
cores diferentes (AGUIAR, 2001). As antocianinas em pH 2, predominam na forma do cation
flavilium (vermelho intenso), com o aumento do pH, se apresenta como base anidra quinoidal
(cor azul), e com pH entre 4,5 como pseudo-base carbinol (incolores), e as chalconas
apresentam-se incolores ou levemente amarelas, Figura 12 (LOPES et al, 2007; GOUVEA et
al, 2015).
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Figura 12. Estruturas das antocianinas em equilibrio em solucdo aquosa. Fonte: Xavier
(2004).

As antocianinas sdo compostos considerados instaveis e sua maior estabilidade ocorre
sempre em meio acido (BEZERRA, 2015). Sao sensiveis a fatores como luz, pH, temperatura
e oxigénio (ARAUJO, 2014), e também sio consideradas potentes antioxidantes, até mais
eficientes que os BHA (butilhidroxianol), BHT (butilhidroxitolueno) e a-tacoferol (Mazza,
2007).

O crescente interesse dos estudos das antocianinas vem de seus possiveis usos, como
nas inddstrias cosmética, alimenticia e farmacéutica. Outro potencial uso para essas
substancias é como corante alimenticio, contudo ainda sem muitas aplicacdes, de uso restrito,
especialmente os de cores vermelhas, devido a baixa estabilidade e dificuldade de obtencao
(FAVARO, 2008; GOUVEA, 2010; SANTIAGO, 2015).

3.2.5.1. Extracao de antocianinas

A extracdo e quantificacdo das antocianinas envolvem diferentes técnicas de avaliagdo
de conteldo total ou isolado.

Para Oliveira (2011), o etanol é o solvente mais utilizado para extracdo de
antocianinas, apesar de ser menos eficiente que o metanol, porém preferido para extracdo em
matrizes alimenticias, pois o etanol evita a toxicidade que as solugbes metanolicas
apresentam.

Ja foram testadas muitas metodologias de extracdo, cujas aplicacbes dependem da
finalidade, que podem consistir de uma simples extracdo feita com solventes com graus de
polaridades diferentes, misturados na agua ou ndo, e também a utilizacdo de solugbes com
diferentes pH. Na literatura sdo observadas outras técnicas de extracdo e purificacdo de
antocianinas, tais como o Fluido Supercritico (SFE — Supercritical Fluid Extraction); Extragédo
com Liquido Pressurizado (PLE®- Pressurized Liquid Extraction); Campo Elétrico Pulsado
(PEF- Pulsed Electric Field), Cartucho de troca catiénica (Cation-exchange SPE - Oasis®
MCX) e Cromatografia liquida de alta eficiéncia - com detector de arranjos de diodos (CLAE-
DAD) (HE e GIUSTI, 2011; GOUVEA, 2015).
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O uso do Cartucho de troca catidnica - Cation-exchange SPE - Oasis® MCX- foi
anteriormente utilizado por He e Guisti (2011), onde utilizou esse método para isolar
antocianinas de frutas e vegetais como o mirtilo, rabanete, framboesa preta, morango, repolho
roxo, uva e cenoura roxa. Onde neste estudo foi criado uma metodologia inovadora de baixo
custo e gasto de reagentes para o isolamento das antocianinas.

As antocianinas apresentam absor¢cdo na regido visivel de 500 a 535 nm
(MARKAKIS, 1982). Os pesquisadores Fulek e Francis (1968), desenvolveram uma
metodologia que determina o teor de antocianinas totais em extratos brutos, contendo outros
compostos fenolicos, que estdo naturalmente presentes nas matrizes, através da medida da
absorvéancia da solu¢do no comprimento de onda especifico para as antocianinas. Assim, essa
metodologia desenvolvia por eles, com particularidades de cada extragcdo, ainda € a mais
utilizada para a determinacédo das antocianinas totais.

3.3. Liofilizacéo

O processo de liofilizacdo ou também chamado de freeze-drying € o processo de
desidratacdo, no qual & amostra a ser desidratada tém que ser previamente congelada, que a
determinadas condicdes como pressdo e temperatura, causam a sublimacdo da &gua
(ARAUJO, 2014). Por ser realizado a baixas temperaturas e com a auséncia do ar atmosférico
(v&cuo), permite que as propriedades sensoriais e quimicas praticamente ndo se alterem
(MENEZES et al., 2009). Para o sucesso desse processo, na etapa de congelamento, deve ser
rapido, pois gera cristais de menor didmetro, o que diminui o dano da membrana celular do
alimento (NETO,2008)

O processo de liofilizagdo é utilizada mais em alimentos que possuem maior valor no
mercado, como café, ervas, sucos de frutas, fermento biolégico entre outros. Esses produtos
que sdo transformados em po, sdo cada vez mais utilizados na inddstria de alimentos, por
serem mais baratos, ocupam menores espacos e apresentarem maior periodo de validade
(SANTOS et al, 2012). E um processo que ainda é considerado caro em compara¢o com a
secagem convectiva, chega a ser até oito vezes mais custosa, porém ainda é o processo mais
adequado para manter as caracteristicas originais dos produtos (ARAUJO, 2014; GAVA,
2008; RITTI, 2001).

E os frutos apresentam curto periodo de safra, e apresentam alta porcentagem de dgua
(umidade) quando in natura, que esta ligada diretamente com a sua estabilidade, composicéao
dos e qualidade. E essas caracteristicas podem afetar na hora do armazenamento, embalagem
e a sua forma de processamento. Com isso 0 processo de secagem é muito importante, onde
diminui a sua atividade de agua, ou pelo processo de evaporacdo ou sublimacdo, conseguindo
atingir melhores situacdes de conservagdo (FREITAS et al., 2013).

Bezerra (2015), encontrou para o pé liofilizado do fruto do jameldo 2,99% de
umidade, e uma atividade de agua de 0,45. E Oliveira et al (2014), encontrou para o fruto do
caja 2,05% de umidade apos liofilizacdo. E Santos et al, (2012), encontrou no po liofilizado
da fruta mangabeira 20,69% de umidade. E Menezes et al, (2008) para polpa liofilizada de
acai 4,29% de umidade.

A perde de agua dos alimentos é muito desejavel, por causarem poucas alteracdes,
como uso da técnica de criodessecacdo, que consististe na concentragdo dos nutrientes por
unidade de peso (OLIVEIRA et al., 2011).
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3.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Segundo a TUPAC (2006), “Cromatografia ¢ um método de separagdo fisico-quimico
no qual os componentes que serdo separados sao distribuidos entre duas fases, uma das quais
é estacionéria (fase estacionéria), enquanto a outra (fase movel) se move em uma direcdo
definida”.

Relatos mostram que a primeira utilizagdo de fendmenos cromatograficos tenha
ocorrido em 1877 por um historiador romano chamado de Caio Plinio Segundo, mas foi
somente no ano de 1903 por um botanico chamado Mikhail Semenovich Tswett de origem
Italiana, que se deu o mérito do nascimento da cromatografia (PACHECO et al., 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se baseia na inje¢cdo da amostra
contendo a mistura dos analitos dissolvida em um solvente liquido, através de um injetor, na
coluna cromatografica preenchida de materiais especialmente preparados (SOUZA, 2008). A
coluna cromatografica pode ser aquecida de forma controlada com temperaturas desejadas, e a
movimentacdo da amostra dentro da coluna e atraves da eluicdo de misturas de solventes de
polaridades diferentes, chamado de fase movel (ARDREY, 2003). As colunas podem ser
classificadas quanto ao seu diametro, onde as preparativas tem didmetro de 6-50 mm, as
analiticas 2-6mm as microdiametro possuem diametro menores que 2mm (CUNHA, 2013).

O fluxo é controlado através da bomba, que permite também a realizacdo de sistemas
de gradientes de solventes, onde é possivel utilizar varios solventes na mesma corrida,
permitindo alterar suas concentragdes durante ela. E a fase movel € eluida sob altas pressées.
A CLAE tem capacidade de realizar separacbes e analises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em Varios tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (VALENTE et al., 1983). De
modo geral a fase mével é composta por misturas de solventes organicos, ou solventes
organicos em agua (RIGAUD et al., 1993).

A partir dos anos de 1970, foi possivel o avanco consideravel da cromatografia liquida
de alta eficiéncia moderna, que até entdo, ndo era muito desenvolvida. Peres (2002), menciona
que o avanco ao longo do tempo foi gradual e atingiu o nivel de sofisticacdo que a CLAE
apresenta nos dias atuais, devido ao revolucionario desenvolvimento tecnoldgico da pratica
deste tipo de cromatografia (MALDANER; JARDIM, 2009).

E a técnica de separacdo mais utilizada para analise de aminoacidos, proteinas, 4cidos
nucleicos, hidrocarbonetos, hidratos de carbono, drogas, terpendides, pesticidas, antibiticos,
esteroides, entre muitas outras (SKOOG et al., 2002). Na Figura 13, esta representando de
forma esquematica o diagrama de um cromatografo liquido (SANTIAGO, 2014).
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Figura 13. Diagrama de um Cromatografo liquido. Fonte: Santiago, 2014

Essa técnica ja foi utilizada em estudos sobre o jameldo, onde estudo realizado por
Santiago et al (2016) em artigo intitulado “Characterization of jameldo (Syzygium cumini (L.)
Skeels) fruit peel powder for use as natural colorant” onde identificou Seis antocianinas por
CLAE-DAD que foram a delfinidina-3,5-diglicosilada, cianidina-3,5-diglicosilada,
delfinidina-3-glicosidea, petunidina-3,5- diglicosilada, peonidina-3,5- diglicosilada e
malvidina-3,5- diglicosilada.

Marco et al (2008), cita que o uso de ferramentas mais avancadas como da
espectrometria UV-Vis acoplada a CLAE é uma ferramenta essencial para a identificacdo das
antocianinas, onde elas podem apresentar perfis espectrais diferentes dependendo do pH na
qual elas se encontram.

3.4.1. Fase movel

Na CLAE a fase mével deve ser um liquido, e dentro do universo das substancias
liquidas puras e de suas misturas encontram-se varias possibilidades de solventes (AQUINO-
NETO, 2003). COLLINS et al, (1997) diz que o solvente escolhido deve ser de alta pureza ja
que as impurezas causam a diminuicdo da sensibilidade do detector, fluido e ndo sofrer
decomposicdo. Quando possivel o solvente da amostra é a propria fase mdvel ou um dos seus
componentes, para que ela ndo sofra precipitacdo no injetor ou na coluna, 0 que provocara
queda de resolucdo na separacdo. CIOLA (1998), completa dizendo que a viscosidade na fase
movel também influencia, pois essa viscosidade interfere no efeito de transferéncia de massa
entre as fases movel e estacionaria.

As fases movel e estacionaria podem ser classificadas em: cromatografia de fase
normal e cromatografia de fase reversa. A cromatografia em fase normal, a fase estacionaria
utilizada é polar e a fase movel é apolar, em relacdo a eluicdo, os solutos mais apolares sdo
eluidos primeiramente, enquanto que os polares sdo retidos pela fase estacionaria e sao
eluidos depois (SILVA, 2012). Na Cromatografia com fase reversa, a fase estacionaria é
apolar e a fase mdvel polar, portanto os compostos polares sdo eluidos primeiro e 0s mais
apolares eluidos posteriormente (VOGEL, 1981).

Se durante a separagdo for utilizado um Unico eluente de composi¢do constante a
eluicdo é chamada de isocratica (SKOOG et al., 2002; CECCHI, 2003). Uma fase movel
adequada é indispensavel para a CLAE, por isso é necessario examinar fatores que
determinam a sua escolha, como a sua polaridade, que determinara o seu poder de eluicao
juntamente com a polaridade da fase estacionaria e com a natureza dos componentes da
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amostra. Se a separacdo for com fase normal, o poder de eluicdo aumenta com o aumento da
polaridade da fase mdvel, se a separacéo ocorrer em fase reversa, o poder de eluicdo diminui
com o0 aumento da polaridade. Contudo outros fatores também devem ser considerados como:
0 ponto de ebuligéo, a viscosidade, a compatibilidade com o detector e a toxicidade (VOGEL,
1981; CIOLA, 1998).

O melhor material para se trabalhar na fase movel, a serem utilizadas na CLAE sé&o
aqueles que, em menor tempo possivel, ttm a maxima capacidade de separacao, apresentam a
melhor resolugdo na separacdo da mistura, sdo de facil introducdo na coluna, produzem
pequeno aumento de pressdo e que sejam de baixo custo e toxidez (COLLINS et al;
GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003).

3.4.2. Fase estacionaria

Na fase estaciondria as particulas sdo classificadas quanto ao seu tamanho. Sao elas: as
macroparticulas, de didmetro menor que 10um; intermediarias, maior que 3um; e
microparticulas, menor que 3um. Quanto menor for a particula, maior sera a eficiéncia da
separacgdo, o que melhora consideravelmente o processo de difusdo das moléculas da amostra
dentro e fora das particulas, porque as particulas menores reduzem a distancia de contato do
soluto com as fases estacionaria e movel, facilitando o equilibrio. Podem ser de formato
esférico, e de formato irregular, sendo que as regulares sdo mais eficientes por oferecerem um
enchimento mais uniforme e mais reprodutivel da coluna, e, por consequéncia, de sua maior
eficiéncia e sdo as de maiores custos (CECCHI, 2003; ARAUJO, 2004).

Suas propriedades fisicas, 0os enchimentos para a CLAE sdo classificados como
solidos, rigidos, semi-rigidos, particulas porosas ou peliculares, particulas esféricas ou
irregulares e particulas com diferentes diametros (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997;
CECCHI, 2003). Segundo Harris (2005), a fase estacionaria de octadecil (Cig) € a mais
utilizada na cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo representada por ODS
(octadecilsilano).

3.4.3. Detector de Arranjos de Diodos (DAD)

Esse detector é 0 mais utilizado para substancias bioativas, porque sua ampla faixa de
comprimentos de onda monitorados simultaneamente facilitam a deteccdo e identificacdo
dessas substancias (BRAGA, 2016; COLLINS et al., 2007). E amplamente utilizada, desde
gue o analito tenha grupos cromoforos, ou seja, € a parte ou conjunto de atomos de uma
molécula, responsavel por sua cor, e sdo grupos funcionais com absorcdo caracteristica na
regido do ultravioleta, absorcédo da luz na regido de 190 a 370 nm e/ou do visivel de 370 a 700
nm. O CLAE-DAD fornece informacgdes do espectro UV-Visivel de cada substancia, onde
diferentes moléculas possuem os mesmos grupos cromaforos (LIMA, 2008).

O detector DAD possui alta resolucéo espectral e além das informagdes quantitativas,
apresenta informacgdes qualitativas, permitindo assim checar a identidade do composto e a
pureza do pico no qual se tem interesse (CALDAS et al., 2011). Lancas (2003) menciona que,
os dados espectrais de cada pico cromatografico, sdo coletados na medida em que 0s
compostos eluem da coluna, podendo assim, adicionar informacdes para a identificacdo do
pico. Na figura 14, mostra o funcionamento do detector de arranjo de diodos- DAD
(CHROMACADEMY, 2017).
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Figura 14. Esquema do funcionamento de um detector de arranjos de diodos (DAD). 1)
Arranjo de diodos; 2) Grade; 3) Fenda dptica; 4) Célula de fluxo do detector; 5) Filtro de
holmio; 6) Lente acromatica; 7) Lampada UV; 8) Lampada Visivel. Fonte: Chromacademy,
2017.

3.5. Espectrometria de Massas

Os primeiros relatos existentes sobre a massa atdmica elementar datam de 1815,
qguando o fisico inglés W. Prout formulou sua teoria dos multiplos do hidrogénio, onde ele
constatou que a massa atdmica e molecular de diversos elementos e compostos eram
maultiplos do hidrogénio, que ele havia determinado como contendo 1,00 unidade de massa
(BUDZIKIEWICZ; GRIGSBY, 2005).

Espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica analitica que permite
a identificacdo da composicao quimica de um determinado composto isolado, ou de diferentes
compostos em misturas complexas, através da determinacdo de suas massas moleculares na
forma ib6nica, (carga elétrica liquida unitaria, positiva ou negativa), baseada na sua
movimentacao através de um campo elétrico ou magnético. Esta movimentacdo é determinada
pela razéo entre a massa de um determinado composto (analito) e sua carga liquida, designada
por m/z (mass to charge ratio). Conhecendo o valor de m/z de uma molécula é possivel inferir
sua ion molécula, e com isso determinar sua estrutura (VAN-BRAMER, 1998).

Portanto, uma técnica fornece informacdes precisas sobre a massa dos compostos
analisados. O espectrdmetro de massas fornece a massa obtida dos ions, e também € utilizado
na determinacdo de razdes isotopicas. Na Figura 15, esta representado esquema dos principais
componentes de um espectrometro de massas, descrito por Langas (2009).
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Figura 15. Esquema dos principais componentes de um espectrémetro de massas. Fonte:
Lancas, 2009.

As principais fungdes de um espectrometro de massas séo:
v' Fontes: parte do espectrometro responsavel pelo processo de ionizacdo das
moléculas, ou seja, transformacao de moléculas neutras em ions;
v" Analisadores de massas: parte do espectrometro responsavel pela separacao
dos ions de acordo com seu m/z, realizado através de aplicacbes de campos
elétricos e magnéticos;
v" Detectores: parte final de um espectrometro de massas, responsavel pela
deteccdo e amplificacdo dos ions.

As principais aplicagdes séo:

Identificar estruturas de biomoléculas (carboidratos, cidos nucleicos, esteroides):
Sequenciar biopolimeros como proteinas e oligossacarideos;
Realizar analises como a confirmacdo e quantificacdo de abuso de drogas;
Anadlise de poluentes ambientais;
Determinar a idade e origens de espécies em geoquimica e arqueologia;
Identificar e quantificar componentes de misturas organicas complexas.

ASANENENEN

A utilizacdo da espectrometria de massas tém se tornado ao longo dos anos
indispensavel para a caracterizacdo e identificacdo das biomoléculas, por ser um método
rapido e de alta sensibilidade. De larga aplicacdo, sendo utilizados tanto em proteinas,
peptideos, carboidratos, lipideos, produtos de metabolismo secundarios, como as antocianinas
e os flavonoides, entre muitos outros compostos.

3.5.1. Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia trabalha com pressdes entre 4000 e 6000psi,
onde em pressfes maiores a estas ocorreria um desgaste dos selos dos pistdes e bombas,
sendo assim foi necessaria a criacdo de uma nova técnica onde poderia trabalhar com pressdes
maiores sem danos ao aparelho. Entdo na primeira década do ano de 2000 a Waters®
disponibilizou o primeiro Cromatéografo a liquido onde pode-se trabalhar em altas pressdes
acima de 15000psi, chamada de CLUE- Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia,
denominada de ACQUITY®, e o uso de particulas das colunas inferiores a 2um (PACHECO,
2014). Além de se trabalhar com particulas menores que a CLAE, a CLUE proporciona ganho
na resolucdo, maior sensibilidade, tempo de retencdo, velocidade linear, e maior largura,
podendo assim, obter analises mais rapidas e com menor gasto de solvente, onde gera
economias de solventes caros e muito utilizados na cromatografia como a acetonitrila, ainda
com 0 uso de amostras menores comparado com a CLAE. O uso da miniaturizacdo também e
muito importante para a preservagdo do meio ambiente, onde a quantidade de residuos
gerados nos laboratdrios é bem menor se comparando a CLAE (NOGUEIRA et al., 2011).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido uma das ferramentas de principal
utilizacdo em compostos ndo volateis, apesar de seu uso ser de extrema exceléncia para
estudos na identificacdo e separacdo das substancias, ao longo dos anos existiu a necessidade
de outra técnica para a confirmagdo da identidade das substancias, dentre todas as técnicas
existentes, a espectrometria de massas € a mais utilizada e fazendo o uso de acoplamentos
entre elas gerou uma ferramenta com maior versatilidade e potencial quantitativo e
qualitativo.
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Com esse acoplamento do cromatografia liquida ao espetrdmetro de massas com uso
de fontes de ionizagdo apropriadas para cada amostra, surgiu técnicas que operam em
pressdes atmosféricas sdo a electrospray (ESI, “Electrospray Ionization™) ,ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI, “Atmospheric Pressure Chemical lonization™) e ioniza¢do por
fotons a pressdo atmosferica (“Atmospheric Pressure Photon Ionization”) sendo o
Electrospray e a técnica mais largamente utilizada nesse tipo de acoplamento (LANCAS,
2009).

O pioneiro esse tipo de ionizacdo foi 0 ganhador do prémio Nobel de quimica do ano
de 2002 foi 0 um nova-iorquino nascido no ano de 1917, com doutorado em quimica pela
Universidade de Yale no ano de 1940 o Professor John Bennett Fenn, pelo trabalho iniciador
no uso do electrospray como fonte de ionizacdo branda para uso na espectrometria de massas
(LANCAS, 2009).

O principio da ionizacdo por “electrospray” permite a formacdo dos ions na pressao
atmosférica. A amostra € dissolvida, geralmente em solvente ndo polares, e passa por um tubo
capilar onde é aplicada uma voltarem entre 3.000 e 5.000 V, onde as goticulas passam pelo
processo de dessolvatacdo, onde as goticulas perdem o solvente. Assim 0s ions vao para o
espectrometro de massa, que sdo induzidos pela atracdo eletrostatica. As goticulas de agua sdo
evaporadas e ocorrem inimeras “explosoes cauldmbicas™ até que apenas um jon do analito
permaneca. O “electrospray” pode ser operado em dois modos: positivo e negativo (Figura
16). O primeiro modo a goticula que sai do spray ganha uma carga, ocorrendo 0 processo
de oxidacéo, e o segundo modo a goticula perde uma carga, ocorrendo 0 processo de reducéo
(LANCAS, 2009).

Oxidagio

Elétrons

—_——
? Elétrons

Fonte de Alta
Voltagem

Figura 16. Esquema do processo de “electrospray”. Fonte: Lancas, 2009

Para a separagdo desses ions na fonte de ionizagdo é necessario analisadores de
massas, que podem ser: Quadrupolo (Q)- mais simples, desempenho para quantificagdes e
custo relativamente baixo; lon-trap (IT)- € uma variagdo do quadrupolo, tem maior
sensibilidade e custos baixos, porém tem uma baixa resolucdo de massas; e Tempo de V60
(TOF)- alto poder de resolucéo, exatiddo de massas e faixa de deteccdo (MARTINS, 2017).

Estratégias sdo empregadas para aumentar a seletividade durante a andlise, e 0 uso de
analisadores em série tém sido empregadas.
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3.6. Potencial antioxidante

O crescente interesse por estudos em alimentos que tenham como propriedade o
potencial antioxidante, contendo substancias capazes de combater os radicais livres, tém
aumentado significativamente nos Gltimos anos.

Os radicais livres ocorrem naturalmente durante acfes cataliticas de enzimas, no
metabolismo celular ou pela exposicdo a fatores exdgenos (NASCIMENTO et al, 2011). Sao
conhecidos por causarem danos oxidativos aos acidos nucleicos, lipideos e proteinas, que
podem levar a doencas como cancer doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema
imune, disfungdes cerebrais e diabetes mellitus tipo 1. A ingestdo de antioxidantes sdo capazes
de barrar a formacdo dos radicais livres, tendo um papel importantissimo na prevencédo de
doengas (GONCALVES, 2008; SOUSA et al., 2007; NASCIMENTO et al, 2011).

3.6.1. TEAC (capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox)

O TEAC, método que mede o potencial antioxidante, baseado na habilidade dos
antioxidantes na inativagdo do céation- radical ABTS™ que é formado ap06s reacio
eletroquimica, quimica ou enzimatica (Figura 17) com o persulfato de potéssio, mais
utilizado, ou diéxido de manganés (OLIVEIRA, 2011; KUSKOSKI et al, 2005). O ABTS™ é
instavel, reagindo energeticamente com um doador de &omo de hidrogénio, como o0s
fenolicos, e é convertido em um composto incolor (MATQOS, 2014).
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Figura 17. Estabilizacdo do radical ABTS™, por um antioxidante e sua formacio pelo
persulfato de potassio. Fonte: Rufino et al., 2007.

Com o ABTS™ mede-se compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica
(OLIVEIRA, 2011). A vantagem desse método ¢ a relativa simplicidade.

Os resultados sé&o expressos como valor TEAC (capacidade antioxidante total
equivalente ao Trolox), tornando assim mais facil a comparacdo dos resultados (SOUZA,
2012). O TEAC e definido como a concentracdo de Trolox que apresenta 0 mesmo
porcentual de inibicdo que uma concentracdo de 1 mmol do composto de referéncia, entao,
quanto maior o valor TEAC, mais forte € o potencial antioxidante (SOUSA; VIEIRA e
LIMA, 2011).

3.6.2. ORAC - “Oxygen Radical Absorbance Capacity”

Método que se baseia na propriedade fluorescente das proteinas B-ficoeritrina (B-PE)
e R-ficoeritrina (RPE) e essas proteinas sdo usadas como indicador fluorescente. Sdo oriundas
e isoladas de Porphyridium cruentum e algas vermelhas (ALVES et al, 2010).

O radical peroxil, gerado pela reacdo do AAPH [dicloreto de 2,2’ -azobis(2-
amidinopropano)] com oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar
um produto ndo fluorescente. A fluorescéncia pode ser medida por espectrofotometria com
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méaxima emissdo de fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm (R-PE) (GLAZER, 1988).
Devido a limitagdes da B-PE e RPE, um dos indicadores preferidos atualmente é a
fluoresceina (Figura 18).

COOH

Figura 18. Estrutura quimica da fluresceina. Fonte: Alves et al ,2010.

O ensaio determina a atividade antioxidante através da quantificacdo de uma solugédo
da molécula fluorescente, quando misturada com a amostra adicionada de radicais livres.
Quanto maior a fluorescéncia maior serd o poder antioxidante da amostra. (PRIOR et al,
2015).
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4.1. Material

4. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Matéria-prima e caracterizacao da coleta

Os frutos de jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) foram coletados de trés matrizes
no interior do patio da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) -
Agroinddstria de Alimentos, localizada em Guaratiba, Rio de Janeiro - RJ. As coletas
ocorreram em dois periodos, sendo nos messes de janeiro a mar¢o dos anos de 2017 e 2018.
Para todas as coletas buscou-se a homogeneidade de maturacdo dos frutos, onde o parametro
utilizado foi a cor da pele dos frutos.

4.1.2. Solventes e Reagentes

AN N N N N N N N NN

Acetonitrila grau HPLC, da marca Tedia® (EUA);

Etanol, GP=99,5% Tedia® (EUA);

Metanol grau HPLC, da marca Sigma-Aldrich®(EUA);
Acetato de etila da marca Tedia® (EUA);

Acetona da marca Tedia® (EUA);

Acido férmico grau HPLC da marca Tedia® (EUA);
Acido Trifluoroacético;

Hidréxido de amonio;

ABTS" 7mM; Trolox (4cido 6-hidrixi-2-5-7-8- tetrametilcromo2-carboxilico)
Hipoclorito de Sodio;

Fosfato de Sodio (75 mMol.L-1, pH 7,5);

Fluoresceina sal de Sédio (78 mMol.L-1);

AAPH (221 mMol.L-1);

Acido Galico;

Sulfato de Sodio;

Folin-Ciocalteau;

Carbonato de Sddio;

Agua ultrapura obtida do sistema Milli-Q® Gradient 10A.

4.1.3. Equipamentos

AN N N NN

Foram utilizados, Cromatografo a Liquido (ALLINCE 2995 Water®);
Cromatégrafo a liquido de ultra eficiéncia Acquity UPLC® acoplado a um
espectrémetro de massas de alta resolugdo Synapt® modelo G1, ionizac&o por
electrospray (ESI) e analisador do tipo quadrupolo e tempo de voo (QTDV);
Detector DAD (detector de arranjo de diodos);

Vortex (GENE 2 Scientific Industries);

Pipetas automaticas (Traspette® 100 uL, 100 pL, 5,0 mL);

Balanga analitica (Marte® AY220);

Agitador magnético (IKA® RH-KT/C);

Barra magnética;

Espectrofotémetro (SHIMADZU UV-1800);
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Ultrassom (Bransonic® 251 OR-MT);

Cartuchos (Oasis® MCX Cartridge Waters®; Sep Pack 59 Waters®);
Analisador de umidade infravermelho (Mettler LP 16 acoplado com Mettler
PM 4600 Delta Range);

Centrifuga (Hettich Zentrifugen EBA 12);

Evaporador a vacuo (Buchi 461 Water Bath, RE 21);

Moinho (IKA® A1l basic);

Liofilizador (L101 LIOTOP);

Freezer (Brastemp- Freezer flex).

AN

AN NN NN

4.2. Métodos
4.2.1. Obtencéo da pele do jamel&o

Para a obtencdo da pele do Syzygium cumini, os frutos coletados foram selecionados
manualmente, lavados em agua corrente para retirar as sujidades e frutos danificados. Depois,
o fruto foi sanitizado em solucdo de hipoclorito de sédio 10% por um periodo de
aproximadamente 10 minutos. Os frutos foram armazenados em bandejas de plastico e
mantidos sob 0 congelamento a -18°C até a utilizag&o.

4.2.2. Obtenc¢do do p6 da pele de jamelao liofilizada

Ap0s o descascamento manual, as peles obtidas foram colocadas em quatro placas de
aluminio (14,0 x 14,0 cm largura por 1,0 cm de profundidade), para melhor homogeneidade
na liofilizacdo, em seguida levadas para o freezer para congelamento a -18' C.

Apds congelamento as peles dos frutos foram submetidas ao processo de liofilizacéo
(Figura 1a) por um periodo de aproximadamente 48 horas, a temperatura de -50° C sob vacuo.
As peles do fruto liofilizadas foram moidas em moinho analitico (IKA® Al1l basic), para a
obtencéo do p6 (Figura 19).

(b)
Figura 19. a) Liofilizador L101 LIOTOP (Fonte: Sidney Pacheco - acervo EMBRAPA -
Alimentos); b) po da pele do jamelao liofilizado (Fonte: Nathalia Mendes)

4.3. Obtencéo dos extratos

Para a elaboracdo desse trabalho, foi necessario a preparagdo de trés extratos
diferentes, onde o primeiro extrato de carater de seletividade foi elaborado para a selecéo e
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indicacdo de flavonoides n&o-antbcianicos (extrato de flavonoides nédo-antdcianicos). O
segundo extrato, também de caréter seletivo, foi confeccionado a fim de isolar as antocianinas
e identifica-las (extrato antocianico), e por ultimo foi elaborado um extrato sem carater de
selecdo, onde foi utilizado dois solventes diferentes (metanol e acetona), onde esse extrato é
composto de todas as substancias apolares que esse solventes conseguiram extrair como as
antocianinas, flavonoides, alguns carotenoides entre outros (extrato metanélico). Uma vez que
0 extrato antocianico apresente somente as antocianinas isoladas, o extrato metanolico sera o
comparativo em relacdo ao extrato antocianico, serdo avaliadas suas capacidades
antioxidantes por dois métodos diferentes (ABTS e ORAC), por comparacdo saber qual foi a
contribuicdo das antocianinas em relagdo ao extrato metanolico.

4.3.1. Obtengéo do extrato de flavonoides ndo-antocianico

Para esta analise, a extracdo dos flavonoides do p6 da pele dos frutos do jameldo foi
realizada conforme a metodologia descrita por Kennedy (2002) e modificada por Martins
(2016). Neste procedimento, foi pesada 5,0g do p6 das peles liofilizadas (dos anos de 2017 e
2018) em tubo Falcon. Em seguida foram adicionados 40,0 mL de solucdo de acetona a 60%
em agua. Posteriormente foram homegeinizadas em Vortex, submetidas ao banho de
ultrassom por 30 minutos e centrifugados por 10 minutos a 6.000 rpm. Esse processo de
extracao foi repetido trés vezes, sendo todo o sobrenadante (extrato) recolhido e concentrado
no rotaevaporador a vacuo.

Apds a evaporacdo da acetona no rotaevaporador, o extrato aquoso (40,0 mL) foi
diluido em mais 60 mL de &gua (totalizando 100 mL) e adicionado de 100 mL de acetato de
etila, no sistema de solventes acetato de etila: 4gua 1:1, para a particdo liquido-liquido. O
processo de particdo liquido-liquido foi realizado com a utilizacdo de funil de separacdo, onde
se retira a parte aquosa e, a fase de acetato de etila, filtra-se com 1 de vidro e sulfato de sédio,
sendo esta fase colocada novamente no rotaevaporador a vacuo, equipado com banho de
aquecimento a 60° C, para a evaporacdo do acetato de etila, ficando somente o residuo. O
processo de parti¢do foi repetido trés vezes. Na Figura 20 esta o fluxograma de elaboracéo do
extrato de flavondides ndo-antdcianicos.

Aquosa

Acetona 60% Sobrenadantes

Liguido-L iquido

Pd das peles lifilizzdo

Acetato de etila CLAE-DAD

Figura 20: Fluxograma de elaboragéo do extrato de flavonoides ndo-antocianico.
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4.3.2. Obtencao do extrato antocianico

Para a obtengdo do extrato antocianico, utilizando a metodologia de Santiago et al.,
(2016), foram pesados em tubo de Falcon, aproximadamente 0,5 g do pé das peles de jameldo
liofilizadas, adicionada 30,0 mL de acetona 70% em &gua Milli-Q. Apés esta adicdo, a
solucéo foi homogeneizada em vortex, seguido de banho de ultrassom por 15 minutos a 45 °C
e centrifugacdo por 10 minutos a 6.000 rpm, o sobrenadante foi recolhido e transferido para
baldo de fundo chato, seguido de evaporacdo em rotaevaporador.

ApOs a evaporagdo, foi realizado particdo liquido-liqguido com acetato de etila,
conforme metodologia de Kennedy (2002) modificada por Martins (2016). O processo de
particdo foi repetido trés vezes. Com a particdo gerou-se dois extratos distintos (extrato de
acetato de etila e extrato aquoso). O extrato de acetato de etila foi desprezado, e o extrato
aquoso foi reservado para a obtencao das antocianinas.

O extrato aquoso da particdo liquido-liquido foi diluido aproximadamente 10 vezes
com agua Milli-Q e aplicado no cartucho Oasis® MCX Cartridge Waters®, seguindo a
metodologia de He e Giusti (2011), com adaptacdes. A fracdo de interesse (antocianinas), foi
eluida com agua/metanol (40:60, v/v) contendo 1% NH4OH. Fluxograma do isolamento das
antocianinas pelo cartucho de troca- cationica (Figura 21).

TFA Q,1%

Cartucho troca-catiGnica

Lavagem MeQH 0,1% TFA

CLAE-DAD

H20/MeQH (2:3 v/v)
com 1% NH40H

Sep Pack

Eluicdo —( Extrato antoddnico )

Figura 21: Fluxograma de isolamento das antocianinas com uso do cartucho Oasis® MCX
Cartridge Waters.

A fracdo obtida na coluna Oasis® MCX Cartridge Waters foi diluida
aproximadamente 10 vezes com agua Milli-Q. A fracdo diluida foi eluida em cartucho Sep
Pack 5,0 g Waters®, inicialmente condicionado com metanol acidificado com 5% de acido
formico. Apos a eluicdo, o cartucho foi lavado uma vez com 2,0 mL de agua Milli-Q.

A fracgdo retida no cartucho Sep Pack 5,0 g Waters®, foi coletada com a solugéo de
extracdo de antocianinas (metanol acidificado com 10% de Acido Formico), em quantidades
suficientes para a eluicdo total do cartucho. Todo volume eluido foi coletado e avolumado
para baldo de vidro ambar de 50,0 mL com a mesma solucdo de extracdo de antocianinas,
adicionados de 250 pL de acido férmico.

4.3.3. Obtengdo do Extrato Metandlico

Para a obtencdo do extrato metandlico, foram pesados, em tubos Falcon,
aproximadamente 0,5 g do p6 das peles liofilizadas, adicionado de 10,0 mL da solucéo de
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extracdo de antocianinas (metanol acidificado com 10% de Acido Formico) (SANTIAGO et
al., 2016). Apos a adicdo da solucdo de extragdo, ocorreu a homegeinizacdo em vortex,
seguido de banho de ultrassom por 10 minutos e centrifugacdo por 10 minutos a 6.000 rpm,
foi recolhido o sobrenadante, e no residuo foi adicionado, novamente, 10,0 mL da solugdo de
extracdo. O processo foi repetido até o total esgotamento de cor no sobrenadante, totalizando
sete vezes.

Ja com o residuo sem a presenca de cor (oitava extracdo) foi adicionada acetona 70%
em agua Milli-Q no lugar da solucdo de extracdo. O sobrenadante desta Gltima extracdo foi
armazenado em baldo de cor ambar, com capacidade de 100 mL, junto com o0s outros
sobrenadantes retirados anteriormente. O volume do baldo foi avolumado para baldo de
100mL ao final do processo com a adicdo da solucéo de extracdo. Fluxograma do processo de

elaboracdo do extrato metanolico (Figura 22).

PG da pele liofilizada MeOH com 10% AF Sobrenadantes Acetona 70%

< Extrato Metandlico )

Figura 22: Fluxograma do processo de elaboracdo de extrato metandlico.

4.4, Analises

4.4.1. Umidade do p6 da pele do fruto do jamel&o liofilizado

A determinacdo da umidade do pé da pele dos frutos do jamel&o, apo6s liofilizacao, foi
realizada pesando aproximadamente 1g de amostra em balanca infravermelho. Foram medidas
as umidades dos p6s dos anos de 2017 e 2018.

4.4.2. Separacdo da fracdo de interesse do extrato de flavonoides ndo-antocianico por
CLAE-DAD

O residuo proveniente da particdo liquido-liquido foi solubilizado em acetonitrila e
agua, na proporgdo de 2:1 (v/v), e injetado em Cromatografo a liquido de Alta Eficiéncia com
detector de Arranjos de Diodos (CLAE-DAD). A coluna utilizada foi a Purospher® STAR
RP-18 endcapped (5,0 pum), Hibart® RT (25 cm x 4.6 mm), o gradiente utilizado para a coleta
estd apresentado na Tabela 4, composta por duas fases: A: &gua com 1,0% de &cido férmico e
B: Acetonitrila. Foram realizadas sucessivas coletas da fracdo de interesse, automaticamente,
com o auxilio de valvula Rheodyne®, modelo RV500-104, com seis canais, conectada a saida
do detector (DAD), através do software Empower® a valvula foi programada para direcionar
a saida do detector para o canal 4, coletada a fragdo do intervalo de 13 a 16 minutos, feitas
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100 injecdes de 20 uL, tempo total de corrida de 35 horas de coleta. Apds as injecOes obteve-
se aproximadamente 100,0 mL de coleta.

Tabela 4. Gradiente utilizado para a coleta do extrato do p6 da pele do fruto de jameldo
(Syzygium cumini (L.) Skeels)

. . Fase A Fase B
Tempo (min) Fluxo (mLimin) Agua + 1,0% AF (%)  Acetonitrila (%)
06 1.2 95 5
08 1.2 88 12
10 1.2 88 12
12 1.2 60 40
14 1.2 60 40
16 1.2 40 60
18 1.2 40 60
18 1.2 95 5
21 1.2 95 5

Apos a coleta da fracdo com o auxilio de véalvula Rheodyne®, foi feita uma nova
particdo liquido-liquido. Para esse procedimento, primeiramente congelou-se a fracdo
coletada, e, depois de congelada, foi retirada a acetonitrila (ponto de fusdo da ACN: -45°C). O
restante da fracdo (sem a acetonitrila) foi deixado para descongelar em temperatura ambiente,
e, apbs o total descongelamento, a acetonitrila foi novamente adicionada, sendo essa mistura
agitada e retornando-se para o congelamento. Este procedimento foi realizado duas vezes.

Com esta particdo foram geradas duas fragdes distintas, uma de acetonitrila e outra da
agua proveniente da particdo. A parte da agua foi liofilizada, e a parte de acetonitrila foi
evaporada em rotaevaporador. Apds esses processos, ambas as fracbes foram solubilizadas
com solucdo de extracdo de antocianinas, armazenadas em vidro ambar e devidamente
etiquetadas para a analise no CLUE-MS/MS.

4.4.3. Indicacéo dos flavonoides ndo-antocianico do extrato de flavonoides néo-
antocianico por CLUE-MS/MS

Apbs a coleta no CLAE-DAD e posterior parti¢cdo liquido-liquido, foi analisada e
identificada os flavonoides ndo-antocianicos. Padréo utilizado foi de Cianidina da pitanga
roxa disponivel no laboratério de cromatografia liquida. O sistema utilizado foi Synapt da
marca Waters® (Milford, USA), com insercdo direta da amostra. Este sistema é composto
pelos analisadores quadrupolo ortogonal e tempo de voo (Q-TOF- Quadrople Time of Fligth)
de alta resolucdo. A fonte de ionizacdo: electrospray em modo positivo (ESI) com as
seguintes condigdes: temperatura da fonte de 120°C, gés de dissolvata¢do (N2) com fluxo de 5
L.min-1 e temperatura de 500°C, energia de capilar de 3,0 kV, energia do cone de
amostragem de 25 V e energia de colisdo de 8,0 V, o gradiente apresentado na Tabela 5.
Composta por duas fases: A: &gua com 0,1% de acido férmico e B: Acetonitrila. Na figura 23
estd representado o fluxograma de elaboracdo do extrato de flavonoides ndo- ant6cianicos
apos coleta no CLAE-DAD, para indicacdo em CLUE-EM/EM.
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Figura 23: Fluxograma do processo de elaboracao do extrato de flavonoides ndo- antocianico
para a indicagdo em CLUE-EM/EM

Tabela 5. Gradiente utilizado para a identificacdo dos flavonoides presentes no extrato de
flavonoides ndo-antocianicos do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels)

Fase A

_ . < Fase B
Tempo (min) Fluxo(mL\min) Ag‘éa *O0.I%  Acetonitrila (%)
e FA
0 0.350 90 10
05 0.350 85 15
10,5 0.350 81 19
11 0.350 80 20
19 0.350 70 30
19 0.350 90 10
22 0.350 90 10

4.4.4. Determinacao das antocianinas do extrato antocianico por CLAE-DAD

O extrato antocianico foi injetado na metodologia para a identificacdo de antocianinas
por CLAE-DAD, sendo as condi¢des analiticas: Cromatdgrafo modelo Alliance 2995
Waters®, coluna Cyg 3,51m (4,6 x 150mm), a uma temperatura de 40 C, volume de injecdo
de 20 pL, fluxo de 1,0 mL/minuto, temperatura do injetor de 15° C, tempo da corrida de 20
minutos, fase mdvel (gradiente): A: acido formico 5% em &gua; B: acetonitrila. Na Tabela 6
esta o gradiente de concentracdo e tempo utilizado para a corrida. A visualizacdo dos dados
foi obtida através do software Empower®©.

Tabela 6. Gradiente de concentracao de acetonitrila e tempo de corrida no CLAE-DAD para a
identificacdo de antocianinas do pé da pele do fruto de jamel@o liofilizado (Syzygium cumini
(L.) Skeels)

Acetonitrila (%) Tempo de Corrida (minutos)
0,0-50 0-2
50-7,0 2-10
7,0-10,0 10-15

4.5. Quantificacao dos compostos fendlicos totais (método Folin-Ciocalteau)

Na determinacdo dos compostos fendlicos totais nos extratos do pé das peles dos
frutos do jameldo liofilizados nas duas épocas de colheita, seguindo a metodologia de Georgé
et al., (2005), onde foram adicionadas de 250 uL de cada extrato (dos extrato antocianico e do
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extrato metanolico em tubos diferentes) em tubos de ensaio, seguido da adi¢édo de 1,25 mL de
solugéo de Folin-Ciocalteau 10% e deixado em repouso por 2,0 minutos na temperatura
ambiente. ApoOs o repouso, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de carbonato de sédio 7,5% e
realizou a homegeinizagdo em vortex, em seguida sendo levados para banho-maria por 15
minutos a 50° C. Apds os tubos com a solugdo foram resfriados em banho de gelo por 30
segundos, em seguida sendo levados para o espectrofotdbmetro para as leituras das
absorbancias,

Todos os procedimentos dessa analise ocorreram em triplicatas, em que para cada
triplicata uma solucdo testemunha (branco) foi confeccionada. Para a solucdo do branco,
foram pipetados 250 pL de solucdo de acetona 7% e realizado os mesmos procedimentos dos
extratos. A curva padrdo (Apéndice- Figura Al) foi obtida da pesagem de 0,01 g de acido
gélico, sendo avolumado em baldo com capacidade de 100,0 mL com adi¢do de solucdo de
acetona 7% A concentracdo de fenolicos totais foi calculada conforme a Equacéo 1.

FT=(Ces 22)-100  (Equagio 1)
Onde,

FT: concentracdo de fendlicos totais expresso em mg de acido gélico por 100 g do extrato
(mg100g™);

Ces: concentrago de 4cido galico na solugdo do extrato (mg'L™), referente ao extrato bruto;
Deg: diluicdo do extrato (L), referente ao extrato bruto;

m: massa do p6 da pele dos frutos utilizado na extracéo (g);

Os valores obtidos para a concentragdo dos fendlicos totais dos extratos nas diferentes
safras de colheita (2017 e 2018) foram submetidos ao teste t (P > 0,95).

4.6. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi medida nos dois extratos (metandlico e antocianico) das
diferentes safras de colheita (2017 e 2018) e pelo método TEAC (Capacidade antioxidante
Trolox equivalente) e pelo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). A fim de saber a
contribuicdo da capacidade antioxidante das antocianinas presentes na pele do jamelao.

4.6.1. Método TEAC- Capacidade antioxidante Trolox equivalente

A andlise da capacidade antioxidante pelo método TEAC foi realizada segundo Rufino
et al. (2007). O radical ABTS-+ foi obtido pela reacdo da solugdo estoque de ABTS 7
mMol'L™? com a solugdo persulfato de potassio 140 mMol'L™" por 18 horas protegido do
escuro. O radical ABTS-+ foi diluido com etanol até se obter uma absorbancia de 0,7 nm £
0,05 nm a 734 nm. A curva padrdo (Apéndice- Figura A2) foi obtida a partir da reacdo de
solugdes de diferentes concentragdes de padrdo de Trolox (100, 500, 1000, 1500 e 2000
HMol/L) com o radical ABTS-+. Os resultados foram expressos em pM de TroloX.q/g do po.

Para a analise da capacidade antioxidante dos extratos (Extrato antocianico e
metandlico), aliquotas de 30,0 pL dos mesmos foram adicionadas a 3,0 ml do radical ABTS-+
por 6 minutos de reacdo e, entdo, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 734 nm e
determinacéo dos valores da capacidade antioxidante. Esta analise foi realizada em triplicata.
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Os valores obtidos da capacidade antioxidante dos extratos das diferentes safras de
coleta (2017 e 2018) foram submetidos ao teste t (P > 0,95).

4.6.2. Método ORAC- “Oxygen Radical Absorbance Capacity”

A capacidade antioxidante pelo método ORAC foi realizada segundo Zulueta et al.
(2009) em fluorimetro (RCHISTO Infinit M200 TECAN®). Os extratos (Extrato antocianico
e metandlico), foram diluidos 1:50 (v/v) com tampéo fosfato de sédio (75 mMol.L-1, pH 7,4)
e foram homegeinizadas em vortex por 10 segundos. Em placa de 96 pocos de cor preta foram
adicionadas 80,0 puL das amostras nos compartimentos (triplicatas), com excecédo das trés
ultimas células, em que foram adicionados fluoresceina pura. Apds esses procedimentos as
placas com as amostras e a fluoresceina foram levadas para o fluorimetro para as leituras e
determinacdo dos valores da capacidade antioxidante. A curva de calibracdo do fluorimetro
esta representada no Apéndice (Figura A3).

Os valores encontrados para a capacidade antioxidante dos extratos do p6 das peles do
fruto de jameldo das duas épocas de colheita (2017 ¢ 2018) foram submetidos ao teste t (P >
0,95).

4.7. Estabilidade de antocianinas (método pH diferencial)

O processo de determinacdo dos valores de concentracdo de antocianinas nos extratos
do pd das peles do fruto de jameldo nas diferentes épocas ocorreu pelo método pH diferencial,
seguindo a metodologia de Giusti and Wrolstad, (2001) com adaptacBes para o presente
estudo. Em seis baldes volumétricos de cor ambar e capacidade de 10, mL, foi pesado 1,0 g
dos extratos antocianico e metanolico, do ano de coleta de 2017, para as solu¢bes do pH 1,0 e
do pH 4,5, sendo esta operacdo realizada em triplicata. Em seguida, foi realizado o ajuste do
volume do baldo volumétrico com a solugdo tampdo para os respectivos pH’s e a
homegeinizagdo em vortex por 10 segundos.

Apbs a homogenizagdo, as solugdes com o0s extratos (metandlico e antocianico), foram
deixadas em repouso por 20 minutos. Posteriormente, com o auxilio de papel filtro, as
solugdes com os extratos foram filtradas e transferidas para becker de 100 mL. Passados 30
minutos da adi¢do da solugdo tampao, no espectrofotdmetro, foram realizadas as leituras, em
dois comprimentos de onda (510 nm e 700 nm), tanto para a solu¢do com os extratos no pH
1,0, quanto no pH 4,5.

Os valores de antocianina totais foram calculados pela Equacdo 2 e pela Equacao 3,
utilizando as leituras obtidas com as amostras diluidas com pH 1,0, as antocianinas
monoméricas, foram calculadas utilizando as Equagdes 4 e 5, em que se utilizou a diferenca
entre as leituras para a solu¢do com o pH 1,0 e 0 pH 4,5.

AbS'iTmis} - [Abs,:_;m} - Abs.:?m].) (Equacéo 2)

(Abs Tyrais) - PM - FD - 1000

(Equacéo 3)

(mgl)
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AbS(fonomerica) = (Absgs 1) — Abs:?ﬂnj)PH Lo (Abssyp, — Abs:?nnj)Pde_; (Equacéo 4)

| _ (Abspanamiricay- BM - FD - 1000)

{mg-L'ljl - 5

(Equacéo 5)

Onde,

Abs: leitura de absorbancia no respectivo cumprimento de onda;
C: concentragdo de antocianinas totais (mg'L™);

PM: peso molecular da antocianina (449,2 gmol™)

FD: fator de diluicdo (10)

€: absorvidade da cianidina-3-glicosideo (26.900)

C’: concentragdo de antocianinas monoméricas (mg'L™)

Para a determinacdo da estabilidade das antocianinas nos extratos do po das peles dos
frutos do jameldo foi utilizado somente frutos colhidos na safra de 2017, onde determinou-se
diferentes épocas de avaliacdo, em que a primeira ocorreu assim que as extracdes foram
realizadas (tempo 0,0), tanto para o extrato metandlico, como para o0 antocianico. As analises
seguintes ocorreram a cada 15 dias, até completar 60 dias da extracdo. No intervalo entre cada
época de avaliacdo, os extratos foram mantidos em geladeira na temperatura aproximada entre
6° Ce 10° C.

Os dados das diferentes concentracbes nas diferentes épocas da avaliacdo da
estabilidade (0, 15, 30, 45 e 60 dias) foram submetidos a analise de variancia, e, quando
constatado diferencas significativas, ao teste de Tukey (P > 0,95).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. P6 da pele do jamel&o liofilizada: Caracterizacdo quimica do po e dos extratos

Os valores médios de umidade e pH dos extratos metandlico e antocianico foram
medidos em triplicatas e conforme mostrados na Tabela 7 e 8.

Tabela 7. Valores da umidade dos pds da pele do fruto de jamelao liofilizada (Syzygium
cumini (L.) Skeels)

Ano Umidade%
2017 2,21
2018 1,0

Tabela 8. Valores dos pH dos extratos metandlico e antocianico da pele do fruto de jameldo
liofilizada (Syzygium cumini (L.) Skeels)

-------------------- R V00 e —
Extrato 2017 2018
Metanélico 3,90 3,59
Antocianico 2,81 2,30

Ap0s o processo de secagem (liofilizacdo), que consiste da remocdo da umidade por
meio do congelamento da parte aquosa contida na fruta pela sublimagdo, com vantagens de:
reducdo do tempo das reacdes de degradacdo, preservacao das propriedades quimica e fisica
do material, ndo desnaturacdo das proteinas, vitaminas e compostos volateis, se presente, além
do encolhimento reduzido. (MARQUES, 2008). O processo de secagem diminuiu as perdas
pos-colheita e desperdicio, podendo ser armazenadas em temperatura ambiente e por longos
periodos, e quanto menor a teor de umidade (Tabela 9) maior o tempo de estocagem, desde
gue armazenadas em ambiente e locais apropriados. Sabemos que a umidade presente nos
alimentos é um fator muito importante para ser avaliado, sendo que nas frutas in natura seu
percentual de umidade pode chegar percentuais maiores que 90%. O fruto do jameldo quando
in natura tem 87,7% de umidade segundo a Tabela de composi¢do quimica dos alimentos
(TACO, 2011). Bezerra (2015) encontrou um percentual de umidade em seu pé de jameldao
liofilizado de 2,99%, e uma atividade de agua (ay) 0,45, em uma escala que variade 0 a 1. E
foram classificados como de baixa atividade de adgua, que pode ser classificada quando essa
atividade é >0,60, o que possibilita 0 minimo de crescimento microbiano e somente a
possibilidade de ocorrer reacBes quimicas e enzimaticas. Esse valor encontrado e ainda
superior ao encontrado, evidenciando que a atividade de 4&gua no pé de jamel&o pode ser ainda
mais baixa, proporcionando maior estabilidade do mesmo.

Em relacdo ao pH os resultados mostram que as antocianinas sofrem uma influéncia
direta no meio a qual se encontra, podendo assumir diferentes coloragdes. O pH dos extratos
avaliados encontram-se em meio acido, onde é favoravel para as antocianinas, que se
encontram como ions cation-flavilico.

5.2. Cromatograma da fracéo de flavonoides ndo-antocianicos por CLAE-DAD

Apos a injecdo da coleta da fracdo de flavonoides ndo-antocianicos dos anos de 2017 e

2018, foi observado dois cromatogramas distintos, a partir deles foi possivel a identificacéo
dos flavonoides.
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Observou-se que o cromatograma do po da pele do ano de 2017 apresentou um pico
entre os tempos de retencdo de aproximadamente 7 a 8 minutos, 0 que ndo acorreu para 0 ano
de 2018 (Figura 24).
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Figura 24. Cromatogramas dos po6s da pele de jameldo extraidos em Max-Plot. A) Ano de
2017 e; B) ano de 2018. A marcacdo em vermelho corresponde ao tempo de corrida que
foram coletadas.

Sabe-se que 0s metabdlitos secundarios sofrem influéncia de fatores como a
disponibilidade hidrica, temperatura e irradiacdo solar. Gobbo-Neto e Lopes (2006) relatam
que existe uma relacdo bem estabelecida entre os niveis de radiagcdo solar e a producdo de
compostos fendlicos como as antocianinas, flavonoides e taninos. Outros fatores que podem
influenciar diretamente na producdo dos metabdlitos secundarios nas plantas como 0s
nutrientes (micronutrientes e macronutrientes), altitude, poluicdo atmosférica, inducdo por
estimulos mecanicos e/ou ataque de patogenos (Figura 25).
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Figura 25. Fatores que influenciam na producdo dos metabdlitos secundarios das plantas
Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2006)

Morais (2009), avaliando a influéncia de fatores abidticos na composicao quimica de
6leos essenciais, menciona que fatores fisiolégicos como a fotossintese, abertura e
fechamento dos estdbmatos, crescimento e expansdo foliar, sdo fatores que influenciam
diretamente quando a planta sofre estresse hidrico, podendo gerar mudancas na producao dos
metabolitos. Segundo dados coletados do INMET e CPTEC/INPE, para os anos de 2016
(referente a coleta de 2017) e 2017 (referente a coleta de 2018), a variacdo da temperatura
entre 0s messes de floracdo e enchimento dos frutos, ndo houve variacdo entre 0s anos,
ficando em torno de 25°C, ocorrendo 0 mesmo para o indice de radiagdo solar entre os dois
anos (média de 190 W'm™) mas a precipitacdo do ano de 2016 foi menor (356,2 mm), que do
ano de 2017 (461,5 mm), ou seja, choveu no ano de 2016 (105,3mm) a menos que 0 ano de
2017 nos messes de janeiro a dezembro de cada ano, podendo ter influenciado na producdo
desses metabolitos (Figura 3).

Como o estudo dos flavonoides, apds se fazer uma varredura no cromatograma, foi
notado a possivel presenca de flavonoides, por isso, se concentrou e coletou-se entre 0s
tempos de 13 a 16 minutos. Para o presente estudo os cromatogramas nao sofreram variacdo
entre os dois anos avaliados, por esse motivo, somente foi injetado para a sua indicagdo o ano
de 2018, por estar mais concentrado que ano de 2017, facilitando na detec¢do dos compostos.

5.3. Indicacéo dos flavonoides ndo-antocianico por CLUE-EM/EM

A separacdo e a indicagdo dos flavonoides ndo-antdcianicos presentes na fragdo néo-
antocianica isolada por CLAE-DAD, foi realizada por CLUE-EM, como 0 mostra a Figura
26, na figura esta apresentada somente o cromatograma do ano de 2018. Os cromatograma
abaixo mostra as injecdo de 2017 e 2018, onde ambas apresentaram a mesmo perfil
cromatografico.
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Figura 26. Cromatograma da fracéo isolada de flavonoides ndo-antocianicos por CLUE-EM

A indicacdo dos flavonoides ndo-antocianicos isolados por CLAE-DAD, foi realizada
por espectrometria de massas, que registrou os ions moleculares correspondentes a cada
flavonoide. Foram indicados 8 flavonoides ndo-antocianicos, com o auxilio dos fragmentos
gerados da andlise da espectometria de massas e da literatura (artigos), onde foram indicados
por esses metodos pela falta de padroes no laboratorio para a identificagdo e confirmacéo

delas, como mostra a Tabela 9.

Tabela 9. Flavonoides encontrados no extrato da pele do fruto de jameldo liofilizado

(Syzygium cumini (L.) Skeels)

Picos TrMin) Flavonoides M/Z fon base
1 5.27 Miricetina 3-O- 481.1459 310.0648
galactosideo
2 5.49 Miricetina 3-O- 481.1378 310.0714
glicosideo
3 6.56 Mirecitina-3-O-pentose 451.0495 319.0093
4 7.04 Mirecitina-3-O-ramnose 465.0755 319.0235
5 7.84 Laricitrina-3-O- 509.1031 333.0616
glucoronideo
6 8.72 Quercitina- 3-O-hexose 465.1248 303.0657
7 10.33 Sirigetina-3-O- 509.0764 347.0378
galactosideo
8 10,56 Sirigetina-3-O- 509.0930 347.0447
glicosideo
100- -
8
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1
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Figura 27. Cromatograma dos ion totais da fragdo com selegéo dos ions m/z 319. NUmeros
sobre os picos correspondem aos picos da Tabela 9.
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O espectro de massas obtido EM do flavonoide pico 1 aparesenta ion moleclar de m/z
481.1459 referente miricetina 3-O-galactosideo e m/z de 481.1378 (pico 2) referente a
miricetina 3-O-glicosideo tiveram fragmentacdo similar, gerando um ion m/z base de 319,
correspondente a massa molar da antocianidina miricetina, divergindo apenas nos tempos de
retencdo na corrida (Tr= 5,27 e 5,49, respectivamente) (Figuras 18 e 19). O mesmo se aplica
para as outras duas miricetinas: miricetina-3-O-pentose de m/z 451.0495 (Tg-= 6,56, Pico 3) e
mirecitina-3-O-ramnose de m/z 465.0755 (Tr= 7,04, Pico 4). O flavonoide laricitrina-3-O-
glucoronideo de m/z de 509.1031 (Tg= 7,84, Pico 5), teve uma fragmentacéo gerando ion m/z
base 333 referente a sua antocianidina. A quercitina- 3-O-hexose de m/z de 465.1248 (Tr-
8,72, Pico 6) teve uma fragmentacdo gerando ion m/z base de 303 referente a sua
antocianidina quercitina. Por Gltima, a sirigetina-3-O-galactosideo de m/z de 509.0764 (Tr=
10,33, Pico 7) e a sirigetina-3-O-glicosideo de m/z de 509.0930 (Tr= 10,56, Pico 8), tiveram
uma fragmentacg&o similar gerando um ion m/z base de 347, correspondente a massa molar da
antocianidina siringetina, diferenciando apenas nos tempos de retencdo na corrida (Figuras 27,
28A e 28B).
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Figura 28A. Espectros de massas dos flavonoides presentes do po da pele liofilizada de S.
cumini.
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Figura 28B. Espectros de massas dos flavonoides presentes do pé da pele liofilizada de S.
cumini.
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Tavares et al. (2016), em estudo sobre os compostos fenolicos presentes no S. cumini
encontrou os flavonoides: miricetina 3-O-galactosideo, miricetina 3-O-glicosideo, mirecitina-
3-O-pentose, mirecitina-3-O-ramnose, sirigetina-3-O-galactosideo, sirigetina-3-O-glicosideo.
E outros trés flavonoides: miricetina 3-O- glucoronideo, laricitrina-3-O- galactosideo e
laricitrina-3-O- glicosideo. E Faria et al. (2011), em estudo sobre 0 mesmo fruto encontrou
compostos ndo-antocianicos, a dihidromiricetina-diglicosidea, metil-dihidromiricetina-
diglicosidea, dimetil- dihidromiricetina-diglicosidea, miricetin-3-O-glucosideo, miricetina-3-
O- pentosidea, miricetina-3-O- ranmosidea e miricetina-acetil- ranmosidea.

E em outras frutas como o de Lantzouraki et al. (2015), avaliando o contetudo de
fendlicos totais em vinho de uva e roma, encontrou a laricitrina-3-O-glucosideo, miricetin-3-
O-galactosideo, miricetin-3-O-glucosideo, mirecitina-3-O-ramnose, sirigetina-3-O-glicosideo
e laricitrina-3-O-glicosideo.E Aranaz et al. (2017), encontrou em morangos e mirtilo a
miricetina 3-O-glicosideo, laricitrina-3-O-glucosidica, sirigetina-3-O-glicosideo. E Castillo-
Mufoz et al. (2007), estudou o perfil dos flavonoides em uvas vermelhas e encontrou a
miricetina 3-O-glucoronideo, miricetina 3-O-glicosideo, quercitina- 3-O- glucoronideo,
quercitina- 3-O- glicosideo, laricitrina-3-O- glicosideo, sirigetina-3-O-glicosideo e laricitrina-
3-0-galactosideo.

Foi observado que na literatura dos oito flavonoides indicados nédo foi relatado dois
flavonoide ndo-antocianicos, a laricitrina-3-O-glucoronideo e quercitina- 3-O-hexose (Figura
24B).

5.4. ldentificacdo das antocianinas por CLAE-DAD

As antocianinas sdo substancias bioativas com caracteristica marcante como a
capacidade antioxidante, e foi possivel a identificacdo de quatro das seis antocianinas mais
comumente encontradas em fruto, sendo utilizada a técnica de CLAE-DAD que permitiu sua
confirmacéo e identificacdo das antocianinas isoladas.

O cromatograma da analise realizada por CLAE-DAD do pé liofilizado da pele dos
frutos do jameldo, apresentou quatro picos majoritarios. As substancias foram identificadas
por comparacgdo de seus tempos de retencdo e pelos espectros UV-Vis (520 nm), a partir da
injecdo de padrdes isolados no laboratdrio de cromatografia liquida, onde ja tinha ocorrido
sua prévia identificacdo de trabalhos anteriores executados no laboratério de cromatografia.

Das seis antocianinas comumente encontradas no fruto do jameldo, segundo a
literatura (SANTIAGO et al, 2016), neste trabalho, foram identificadas quatro antocianinas na
pele dos frutos de jamel&o liofilizada: delfinidina-3,5-O- diglicosilada (Tgr = 2,8, Pico 1);
cianidina-3,5-O- diglicosilada (Tr =3,9, Pico 2); petunidina-3,5-O- diglicosilada (Tr =4,6,
Pico 3); malvidina-3,5-O- diglicosilada (Tr= 6,9, Pico 4), sendo a petunidina-3,5-O-
diglicosilada a antocianina de majoritaria. O cromatograma da analise e 0s espectros estdo
representados na Figura 29.
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Figura 29. Cromatograma das antocianinas do extrato de p6 da pele do fruto de jameldo
liofilizado extraidos a 520nm. Picos identificados. Pico 1: Delfinidina-3,5-O - diglicosilada;
Pico 2- Cianidina-3,5-O- diglicosilada; Pico 3- Petunidina-3,5-O- diglicosilada; Pico 4-
Malvidina-3,5-O- diglicosilada. AU: Unidade de absorvancia.

Os resultados obtidos comprovam a eficiéncia da metodologia utilizada para
isolamento das antocianinas da pele dos frutos do jameldo, pelo método de separacdo em
cartucho Oasis® MCX Cartridge Waters (troca-catibnica). Esse cartucho combina dois
diferentes mecanismos, a troca catinica e adsorcdo da fase reversa (onde a fase estacionaria é
mais apolar e a fase mével mais polar). Seu material consiste de um copolimero de
divinilbenzénico-vinilpirrolidona, onde um &tomo de hidrogénio do anel benzénico é
substituido por um grupo sulfénico. A interacdo hidrofobica ocorre pelo grupo dinilbenzénico
e as antocianinas ficam retidas devido a forte interacdo entre o anel benzénico e o anel das
antocianinas (cation-flavinium), as antocianinas por serem cations podem ficar retidas na fase
estacionaria. Para a eluicdo e necessério a adicdo do hidroxido de aménio (NH;OH), (Figura
30) que neutraliza o céation- flavilico formando uma base quinoidal possibilitando a sua
eluicdo. Esse método de separacdo em cartucho, foi otimizado para a obtencdo de maior
seletividade e sensibilidade para extracdo de compostos com grupos de troca-catidbnica como
as antocianinas, no trabalho citado foi isolada antocianinas de frutas e verduras como groselha
preta com eficiéncia de isolamento de 99,7% , mirtilo (99,9%), rabanetes (85,6%), framboesas
pretas (97,4%), morangos (94,2%), repolho roxo (99,4%), uva (93,8%) e cenoura roxa
(99,2%) onde comprovou a eficiéncia desse cartucho comparados com outra metodologia (Cig
otimizada) (HE e GIUSTI, 2011).
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Figura 30. Esquema da estrutura quimica do sorbente MCX e a molécula de antocianina em
diferentes pH. Fonte: He e Giusti, (2011).

O perfil das antocianinas do jamel&o j& foi descrito em trabalhos anteriores como o de
Santiago et al (2016), em um trabalho onde objetivou-se a caracterizacdo do fruto do jamel&o,
identificou seis antocianinas presentes na pele do fruto liofilizado: delfiinidina-3,5-O-
diglucosideo, cianidina-3,5-O-diglucosideo, delfinidina-3-O-glucosideo, petunidina-3,5-O-
diglucosideo, peonidina-3,5-O-diglucosideo e a malvidina-3,5-O-diglucosideo. Brito et al
(2017), em trabalho onde avalia as alteracdes de cor das antocianinas em diferentes pH,
menciona que as principais antocianinas encontradas no fruto do jameldo séo: delfinidina -
3,5-0O-diglicosideo, petunidina-3,5-O-diglicosideo, malvidina-3,5-O-diglicosideo, cianidina-
3,5-O-diglicosideo e peonidina-3,5- diglicosideo. E Faria et al (2011), onde seu principal
estudo foi a identificacdo dos compostos bioativos do jameldo, encontrou delfinidina -3,5-
diglucosideo, cianidina-3,5-diglucosideo, petunidina-3,5-O-diglucosideo, peonidina-3,5-O -
diglucosideo, delfinidina -3- O-glicosideo, malvidina-3,5-O-diglucosideo, delfinidina-acetil-
diglucosideo, cianidina-3-O- glicosidea, petunidina-3-O-glicosidea e malvidina-3-O-
glicosidea.

5.5. Potencial antioxidante pelos métodos TEAC (Capacidade antioxidante Trolox
equivalente) e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Entre os ensaios espectrofotométricos mais utilizados, destacam-se 0s que usam 0
sequestro do radical livres, como o TEAC, método considerado de media facilidade de
execucdo, e com uma boa correlagdo com outras metodologias que avaliam a atividade
antioxidante (SOUZA,; VIEIRA; LIMA, 2011; AMERICO, 2014).

Foi avaliado o potencial antioxidante do extrato antocianico e no extrato metandlico da
pele da fruta jamel&o, a fim de saber a contribuigcdo que as antocianinas exercem na atividade
antioxidante total em relagdo ao extrato metandlico.

Os valores sdo dados nas duas metodologias pelo Trolox, que apresenta o percentual
de inibicdo de concentracdo 1 mmol de composto de referéncia, sou seja, quanto maior 0s
valores, mais forte e a seu potencial antioxidante (SOUSA; VIEIRA e LIMA, 2011)
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Existem diversas metodologia de determinacdo do potencial antioxidante, onde essas
metodologias podendo ter interferentes e sdo usadas para diferentes fundamentos, por isso,
atualmente recomenda-se 0 uso de pelo menos duas técnicas diferentes para mostrar melhor o
potencial antioxidante total de uma amostra (GONCALVES, 2008). Por isso optou-se por
medir o potencial antioxidante por captura do radical ABTS (TEAC), e pelo método das
propriedades fluorescentes da proteina ORAC. Os resultados encontrados das andlises de
TEAC e ORAC nos extratos metandlico e antocianico encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Médias dos valores de capacidade antioxidantes encontradas no p6 da pele do
jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) pelos métodos TEAC (Capacidade antioxidante Trolox
equivalente) e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

TEAC (uMol Troloxg™) ORAC (uMol Troloxg™)

Extrato 2017 DP 2018 DP 2017  DP 2018  DP

Metanolico 178,78 b 8,37 739,30a 47,19 49991b 13,60 759,33a 1841
Antocianico 32,17a 0,47 36,89a 16,12 147,51a 8,73 169,56a 10,68

Médias seguidas pela mesma letra na linha e nos diferentes métodos ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P > 0,95). DP: desvio padréo.

Para a capacidade antioxidante medida por TEAC, para o extrato metanolico do ano de
2018 foi encontrado 739,30 pMol Trolox g™ que foi mais que quatro vezes maior que para o
extrato do ano de 2017 (178,78 pMol Trolox'g™®, e Souza (2012), explica que a atividade de
sequestro de radicais livres é diferenciada entre frutos diferentes, e também entre extratos do
mesmo fruto, devido a grande quantidade de compostos presentes no fruto. E como foram
safras diferentes, sendo a primeira safra do pé sendo confeccionada um ano antes do que o pé
de 2018, também pode-se explicar essas diferencas, para o p6 de 2017 pode ter a degradagéo
de algumas substancias que influenciaram na capacidade antioxidante. Para a confirmacéo
dessa teoria, é necessario que se faca uma andlise quimica do extrato metandlico, para saber
quais possiveis substancias influenciaram e/ou degradaram.

Para 0 extrato antocidnico, ndo ocorreu 0 mesmo padrdo que para O extrato
metanélico. Para ambos os anos, para o ano de 2017 foi encontrado 32,17 uMol Troloxg™ e
para 2018 foi de 36,89 uMol Troloxg™, as capacidades antioxidantes n&o tiveram diferencas
significativas, a influéncia do tempo de um safra para outra ndo mostrou degradacdo das
antocianinas, uma vez que no extrato somente contém antocianinas que foram isoladas.

Foram encontrados resultados inferiores na literatura para esse fruto, onde estudos
foram feitos com a pele ou polpa, como estudo feito por Américo (2014), em polpa de
jameldo onde encontrou 18,48 pM.Trolox.g™?. E Kuskoski et al (2006), avaliando frutos
tropicais silvestres e polpas de frutas congeladas e encontrou para o extrato de jameldo em
etanol 13,3+1,9 pM.Trolox.g™* em 30 minutos e 20,1+1,1 pMTrolox g em 60 minutos. E em
extrato metanélico encontrou valores de 15,0+3,1 e 21,0+2,4 puM.Trolox.g™ em 30 e 60
minutos respectivamente. E valores parecidos ao extrato antocianico como Rufino et al
(2010), que ap6s analise encontrou 29,7+0,3 uM.Trolox.g™ e valores semelhantes ao extrato
metanolico porém somente da safra 2017, foi estudo de Sa (2008), onde encontrou em pele e
polpa de jameldo 262,13+8,02 uM.Trolox.g’. E estudos feitos com outros frutos foi
encontrado valores semelhantes para 0 ano de 2017 tanta para o extrato metandélico quanto
para 0 antocianico. Onde Soares et al (2008), avaliando dois tipos de uvas encontrou valores
médios de TEAC entre 89,22 e 157,31 pMTrolox “g. Para 0 ano de 2018 do extrato
metanolico ndo foi encontrado valores parecidos, somente inferiores como os citados.

Para o ensaio do potencial antioxidante por ORAC os resultados foram parecidos aos
encontrados para o estudo em TEAC, para o extrato metanolico ano de 2018 foi encontrado
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759,33 uMol Trolox'g™ sendo quase duas vezes maior ao encontrado para o ano de 2017 do
mesmo extrato (499,91 pMol Troloxg™?), sendo a mesma explicagdo feita para TEAC sobre
essa possiveis diferencas entre lotes. Para o extrato antocianico também obtivermos o mesmo
padrdo, onde ndo tivemos diferencas significativas entre os anos, encontrado 147,51 uMol
Trolox'g™ e 169,56 uMol Trolox'g™ para o ano de 2017 e 2018 respectivamente

Resultado superior encontrado por Sa (2008), em ambos anos e extratos, por essa
metodologia de anélise, encontrando 1384,5+57,27 uM.Trolox.g™* em ensaio com feito com o
jameldo. E resultados inferiores com outro fruto como Thaipong et al (2006), onde encontrou
valores de 85,54 uM.Trolox.g™ para o potencial antioxidante em extratos de goiaba.

No geral o potencial antioxidante do extrato metanolico de 2017 foi inferior ao ano de
2018 da mesma metodologia de extracdo. E para o extrato antocianico todos os resultados
foram semelhantes entre métodos, para os dois anos avaliados. Assim pode-se concluir que
nos ensaios a maior variacdo foi observada nos extratos metandlico, onde a quantidade de
substancias presentes no extrato € maior, e no extrato antocianico onde somente existem as
antocianinas que foram isoladas, eles se mantiveram proporcionalmente nos métodos de
TEAC e ORAC, ndo tendo diferencas significativas entre lotes.

Avaliando as metodologias empregadas, podemos contatar que tanto para o extrato
metandlico como o antocianico a metodologia de ORAC obteve melhores resultados que a
analise de TEAC, lembrando que ambos sdo métodos de inibicdo onde a amostra é colocada
em sistema que gera radicais livres, e sua inibicdo da acdo desses radicais é quantificada (SA,
2008). Isso se explica, porgue a andlise feita por ORAC ¢é considerada mais especifica para as
antocianinas, € a Unica metodologia que combina tempo de inibicdo e seu grau de inibicdo na
amostra (HUANG et al., 2002).

Na figura 31, mostra graficamente a contribuigdo das antocianinas em relagdo ao
extrato metanolico medidas pelos métodos de ABTS e ORAC, onde, para 0 ano de 2017 pelo
método de ABTS a contribui¢do das antocianinas foi respectivamente 18% em comparagao 0s
extrato metanolico, e para o ano de 2018 de 5%. E para o potencial antioxidante medido por
ORAUC, a contribuicdo das antocianinas para o potencial antioxidante para o ano de 2017 foi
de 29,5% e para 2018 de 22,3% em comparacdo ao extrato metandlico. Portanto as
antocianinas obtiveram uma variacdo entre 5% a 29,5% de contribuicdo, mostrando que as
antocianinas obtiveram nesse estudo uma participacdo relevante no potencial antioxidante
total no fruto do jameldo.
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Figura 31. Gréafico correspondentes aos potencias antioxidantes pelos métodos de ABTS e
ORAC dos extratos metandlico e antocianico do pd liofilizado da pele de jameldo (Syzygium
cumini (L.) Skeels) do ano de 2017.

5.6. Quantificacao dos Fenolicos totais pelo método Folin-Ciocalteau

A quantificacdo dos fenolicos totais engloba todo o contetdo dos compostos existentes
pertencentes a subclasses de compostos redutores presente na amostra. A quantificacdo destes
compostos foi determinada pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, o acido
galico foi usado como padrdo. O reagente consiste em uma mistura dos &cidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidacdo, em presenca de agentes redutores, como os fendlicos, forma-se o molibdénio azul e
tungsténio azul. A leitura foi realizada a 740 nm em espectrofotdmetro (SOUSA et al.; 2007,
NEVES et al.; 2009). Os resultados encontrados para fendlicos totais para os extratos
antocianico e metandlico dos anos de 2017 e 2018 encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Médias dos valores de fendlicos totais encontradas no p6 da pele do jameldo
liofilizada (Syzygium cumini (L.) Skeels)

Fendlicos Totais (MgEAG'100g™)

Extrato

2017 DP 2018 DP
Metanolico 4740,32 b 268,89 8351,87 a 136,64
Antocianico 469,18 a 27,64 482,47 a 9,82

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste t de Student (P >
0,95). DP: desvio padréo.

Considerando os resultados encontrados, podemos avaliar que os fendlicos totais
também obtiveram 0 mesmo padrdo aos resultados encontrados em TEAC e ORAC, onde 0
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ano de 2018 foi superior ao ano de 2017 no extrato metanolico, e para o extrato antocianico 0s
extratos ndo obtiveram diferencas entre anos.

Foi encontrado para o extrato metandlico do ano de 2018 (8351,87 mgEAG'100g™), e
para 0 ano de 2017 do mesmo extrato quase duas vezes menor (4740,32 mgEAG100g™). E
para 0 extrato antocianico foi encontrado para o ano de 2017 (469,18 mgEAG'100g™), e
482,47 mgEAG100g™ para 2018, ndo tendo diferencas entre anos. Foi encontrado na
literatura resultados abaixo ao encontrado. Malta et al. (2017), avaliando extratos de frutas, e
seu poder redutor, encontrou 268,5 mg.EAG.100g™ g para o extrato de jameldo e Luzia e
Jorge (2009) encontraram valores de 130,56 mg.EAG.100g™ em extratos de sementes da
mesma fruta. E Faria et al. (2011), encontrou 148.3 + 32.4 mg.EAG.100g™ no extrato de
jameldo utilizando a mesma metodologia de analise.

Os altos valores encontrados nas respectivas analises para os dois extratos dos dois
lotes diferentes, pode ser justificado pelo meio no qual ocorreram suas extracdes (metanol).
Para todos os resultados encontrados na literatura, todos foram extraidos em uma solugéo de
etanol em diferentes proporc¢oes, ja na metodologia desse trabalho os extratos avaliados foram
extraidos com metanol com 10% de &cido férmico (solucéo de extracdo). Faria et al. (2010),
cita que o etanol é menos eficiente na extracdo dos compostos fendlicos do que o metanol,
justificando os altos valores encontrados com os da literatura aqui citados.

Podemos entdo com esses resultados, avaliar a contribuicdo das antocianinas isoladas
(extrato antocianico), em relacdo ao extrato metanolico, que para o lote de 2017 as
antocianinas obtiveram uma contribuicdo de 9,89% em comparacdo ao extrato metanolico, e
para 0 ano de 2018 uma contribuicdo de 5,6%, como mostrado na Figura 32. Essas diferencas
nas contribuicdes entre os anos de 2017 e 2018, é pela quantidade de substancias que foram
extraidas no extrato metandlico, como ja citado acima.

Fenolicos Totais 2017 Fenodlicos Totais 2018

9,89% 5,6%

m Metanolico = Antocidnico m Metandlico m Antocidnico

Figura 32. Graficos correspondentes a contribuicdo das antocianinas em porcentagem do total
de fenodlicos dos anos de 2017 e 2018 da pele do jameldo liofilizada (Syzygium cumini (L.)
Skeels), em relacdo ao extrato metanolico.

5.7. Antocianinas Totais e Monomericas pelo método do pH diferencial - Estabilidade
Os valores médios encontrados em ambos 0s extratos das pele de jamel&o liofilizado

pelo método do pH diferencial encontra-se na Tabela 12. Foram avaliados nos tempos de 0,
15, 30, 45 e 60 em dias.
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Tabela 12. Resultados estabilidade das antocianinas pelo método do pH diferencial

--- Antocianinas Totais (mg100g™) --- - Antocianinas Monoméricas (mg100g™) -

Tempo Extrato Extrato Extrato Extrato DP
metanolico antocianico metanolico antocianico

0 4,24 a 0,11 2,27 a 0,12 3,96 a 0,16 2,20 a 0,12

15 4,34 a 0,17 1,73 b 0,06 4,32 a 0,48 1,66 b 0,08

30 4,46 a 0,70 1,60b 0,04 4,11 a 0,70 153b 0,03

45 4,71 a 0,17 1,61b 0,03 4,52 a 0,17 1,54 b 0,04

60 4,50 a 0,16 1,69b 0,24 4,34 a 0,18 1,62b 0,26

DP: Desvio Padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
ao teste de Tukey (P > 0,95).

As médias dos resultados encontrados no extrato metanolico para antocianinas totais
como para as monoméricas ndo teve diferenca significativa no periodo de anélise de 0 a 60
dias. Para o extrato metanolico as antocianinas presentes foram “protegidas”, onde o extrato
metandlico é compostos de todas as substancias presentes nas peles do fruto que foram
extraidas.

Lopes et al. (2007), diz que a presenca de flavonoides ndo- antocianicos podem
proteger as antocianinas contra a degradacdo, podendo assim, ter contribuido para que as
antocianinas ndo tenha sofrido um processo de polimerizacdo/degradacdo nesse periodo de
analise de até 60 dias. Onde os dois extratos tanto o metandlico quanto o antocianico foram
mantidos em geladeira por todo periodo de analise nas mesmas condi¢des. Marco et al (2008)
fala que caso haja necessidade de armazenamento, o extrato deve ser mantido em local escuro
e, preferencialmente, a baixas temperaturas. O que pode ter contribuido para a estabilidade, j&
que a geladeira fornece essas condigdes.

O que esta de acordo com estudo feito por Sousa (2012), onde avaliou antocianinas
monomeéricas em licores de jameldo, em varios periodos de maturacdo da fruta, notou-se que
as antocianinas diminuiram de forma significativa somente ap6s 90 dias para todas as
formulag@es, caindo de 66,80 + 2,87 dia zero (0), para 37,70 £3,05 em 90 dias. E Santiago et
al (2016), também avaliando a estabilidade das antocianinas nos peles do fruto do jamel&o,
onde observou que somente ap0ds esse periodo de analise que ocorreu uma degradacdo das
antocianinas de 878.56 + 31.43 dia zero (0) para 690.50 + 31.74 mg.100g™ no dia noventa
(90).

Markakis (1982), em seu livro intitulado “Anthocyanins as Food Colors” diz que as
antocianinas sdo mais estaveis em solucfes acidas do que em neutras e alcalinas, visto que o
extrato encontra-se em meio &cido (Tabela 9), podendo ter colaborado para sua estabilidade.

Para resultados de antocianinas totais do extrato antocidnico, observa-se uma
degradacdo de 2,27+0,12 mg.100g™ para 1,73+0,06 mg.100g™ no periodo de 0 a 15 dias,
ocorrendo 0 mesmo para as antocianinas monoméricas (2,20+0,12 mg.100g™ para 1,66+0,08
mg.100g™), e ap6s esse periodo ele se manteve estavel até os 60 dias para ambos 0s extratos.
Maeda et al (2007), fala das antocianinas, que sdo compostos termossensiveis e sdo
rapidamente degradadas, como fatores de aquecimento, processamento e armazenamento,
justificando assim o comportamento observado no trabalho. Como ja mencionado os extratos
foram mantidos em geladeira por todo o periodo de analise, 0 que pode ter favorecido a
estabilidade no periodo 15 a 60 dias.

Foi observado ainda que os resultados de antocianinas totais e monoméricas
encontradas nos dois extratos foram abaixo das encontradas na literatura com a mesmo fruto.
Essas diferencas podem ser atribuidas pela metodologia de extracdo utilizada para obtencao
das antocianinas (solugédo de extragdo). Alguns estudos mostram que o solvente mais utilizado
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é o etanol, como no trabalho realizado por Brito et al. (2017), no fruto jamel&o, onde avaliou a
eficiéncia de seis solucdes a base de etanol para extrair antocianinas e encontrou indices de
antocianinas totais 296 mg.100g™. E Borges (2011), encontrou valores de antocianinas em
extratos etanélicos (80%v/v), de residuo de jameldo 487,7 mg.100g™ no extrato, e Américo
(2014), encontrou 93,56 mg.100g™ de antocianinas totais em polpa de jameldo com o0 mesmo
solvente.

Na Figura 33, nota-se a estabilidade de ambos as extrac6es, que ndo sofreram grandes
variagBes para as antocianinas totais e monomeéricas. Esse teste de estabilidade foi realizado a
fim de confirmar se ao longo das analises, se elas sofreriam alguma
degradacéo/polimerizagéo.

Figura 33. Grafico correspondentes a estabilidade das antocianinas dos extratos metanolico e
antocianico do po6 liofilizado da pele de jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) do ano de
2017.

0 15 30 45 60

—— Metanolico Totais Antocianico T otais Metanolico Monomeéricas Antocianico Monoméricas
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6. CONCLUSAO

A indicacdo de oito flavonoides ndo-antocianicos foi possivel com o auxilio da
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial
(CLUE-EM-EM) sendo dois deles ainda desconhecidos para o fruto do jameldo (laricitrina-3-
O-glucoronideo e quercitina- 3-O-hexose).

A identificagdo de quatro antocianinas das seis mais comuns encontradas nos
alimentos.

O isolamento das antocianinas da pele do fruto liofilizado feito pelo cartucho de troca
catidnica - Oasis® MCX Cartridge Waters foi realizado com eficiéncia esperada, pela
primeira vez relatada para esse fruto.

As antocianinas tém uma participacdo consideravel na capacidade antioxidante do
fruto, tendo variacGes de 5% a 29,5%.

Portanto, o S. cumini mostrou ser uma fonte rica de compostos fendlicos, que tém
grande potencial de cultivo no pais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Para futuros trabalhos deixo algumas sugestoes.

Fazer a injecéo de padrfes dos flavonoides ndo-antocianicos indicados nesse trabalho
para a sua confirmacéo.

Fazer o analise quimica do extrato metandlico, para saber quais substancias que
influenciaram na capacidade total dos compostos e de fenolicos totais em comparacao
ao extrato antocianico.

Fazer a avaliagdo do pH diferencial ndo somente do ano de 2017, mas também do ano
de coleta de 2018.
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