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RESUMO

SATO, S. T. A. UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA. Estudo comparativo do efeito da
clivagem acida (escalas analitica e piloto) de proantocianidinas presentes em extratos de
matrizes vegetais da Amazonia. 2014. 84 f.: Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal
do Pard, Instituto de Tecnologia, Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Belém, 2014.

A Regido Amazonica apresenta grande fonte de plantas ricas em compostos bioativos, como
as especies Euterpe oleracea (acaizeiro), Byrsonima crassifolia (murucizeiro) e Inga edulis
(ingazeiro). A partir dessas matrizes tem-se produzido extratos purificados ricos em
compostos fendlicos, tais como os flavonoides e taninos. Sabe-se que 0s taninos, mais
especificamente os taninos condensados (proantocianidinas), sdo polimeros de compostos
fenolicos simples, e quando presentes em alimentos estdo envolvidos na sensacdo de
adstringéncia, devido a sua complexacdo com proteinas da saliva, atuando assim como um
agente antinutricional. Métodos tém sido desenvolvidos visando a despolimerizacao destes
compostos, tais como a clivagem &cida, pois além de promover a reducdo de adstringéncia,
estudos demonstraram que também contribuem para o aumentar a capacidade antioxidante e
favorecer a absorcdo destes compostos. Vale ressaltar que, com o crescente interesse em
compostos fendlicos monomeéricos, 0s testes em escala piloto, para obté-los em maior
quantidade, tornam-se necessarios. Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da
clivagem acida de proantocianidinas, em escala piloto, presentes nos extratos de matrizes
vegetais da Amazonia, avaliando a composicdo de compostos fendlicos, adstringéncia e
capacidade antioxidante. Para isso, 0s extratos purificados aquosos de cada matriz foram
caracterizados através de analises espectrofotométricas (concentracdes de polifendis totais,
flavondis e flavanais totais, antocianidinas totais, proantocianidinas e capacidade antioxidante
(DPPH)), anélise de adstringéncia e identificacdo dos principais compostos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Os extratos foram submetidos a clivagem &cida em meio reacional
com 60% EtOH, HCI 3N, a 88 °C por 165 minutos. Os extratos purificados aquosos de acai,
muruci e ingad apresentaram elevada concentracdo de polifendis totais (761,83, 493,59 e
531,55 mg EAG/g MS, respectivamente), bem como elevadas concentracGes de flavanois
totais, flavonois totais e proantocianidinas. O processo de clivagem &cida proporcionou
aumentos do teor de polifendis totais e foi eficaz para a hidrolise das proantocianidinas, a
reducdo da adstringéncia e aumento da capacidade antioxidante, além da obtencdo de
compostos da subclasse das antocianidinas para os trés extratos. A ampliacdo de escala do
processo ndo resultou em diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a clivagem realizada em
escala analitica, para todos os extratos. Além da despolimeriza¢do da proantocianidinas, o
tratamento acido proporciona a deglicosilacdo de flavonoides, como quecetinas glicosiladas
(Byrsonima crassifolia e Inga edulis), miricetinas glicosiladas (Inga edulis) e cianidinas
glicosiladas (Euterpe oleracea). Assim, a ampliacdo de escala do processo possibilitou a
obtengéo de extratos com compostos com elevada capacidade antioxidante o que permite uma
possivel utilizacdo destes extratos como agentes antioxidantes em produtos alimenticios e
farmacéuticos.

Palavras-chave: Byrsonima crassifolia, Inga edulis, Euterpe oleracea, Compostos fenolicos.



ABSTRACT

SATO, S. T. A. FEDERAL UNIVERSITY OF PARA. Comparative study of the effect of
acid cleavage (analytical and pilot scales) of proanthocyanidins present in extracts of
Amazonic plants. 2014. 84 f.: Dissertation (Masters) - Federal University of Para, 2014,
Institute of Technology, Graduate Program in Science and Food Technology, Belém, 2014.

The Amazon Region presents a great source of species rich in bioactive compounds, such as
Euterpe oleracea (acgaizeiro), Byrsonima crassifolia (murucizeiro) and Inga edulis
(ingazeiro). From these matrices, purified extracts rich in phenolic content have been
produced containing compounds such as flavonoids and tannins. It is known that tannins,
more specifically condensed tannins (proanthocyanidins) are polymers of simple phenolic
compounds, and when present in foods, are involved in the sensation of astringency due to its
complexation with saliva protein, thus acting as an anti-nutrition agent. Methods have been
developed aiming the depolymerization of these compounds, such as acid cleavage, because
apart from promoting the reduction of astringency, studies have shown that they also
contribute to increased antioxidant capacity and to promote the absorption of these
compounds. It is noteworthy that, with the growing interest in monomeric phenolic
compounds, tests on a pilot scale, to produce them in larger quantities, are necessary.
Therefore, the aim of this study was to verify the effects of the acid cleavage of
proanthocyanidins, on a pilot scale, present in the extracts of Amazonic plants, thus
evaluating the phenolic content, the astringent and antioxidant capacity. In order to achieve
that, the purified aqueous extracts of each plant were characterized by spectrophotometric
analysis (total phenolic content, total flavonols and total flavanols, total anthocyanidins,
proanthocyanidins and antioxidant capacity (DPPH)), astringency analysis and identification
of the main compounds by on High Pressure Liquid Chromatography. Subsequently the
samples underwent an acid cleavage with a reaction medium of 60% Ethanol, HCI 3N, in a
temperature of 88 °C for 165 minutes. The purified aqueous extracts of muruci, inga and acai
showed a high concentration of polyphenols (761.83, 493.59 and 531.55 mg GAE/g MS,
respectively), as well as high concentrations of total flavanols, total flavonols, and
proanthocyanidins. The process of acid cleavage promoted an increase in the content of total
polyphenols and was effective in hydrolyzing the proanthocyanidins, in reducing the
astringency, in increasing the antioxidant capacity as well as in obtaining subclass of
compounds of anthocyanins for the three extracts. The scaling-up process resulted in no
significant difference (p>0.05) regarding the cleavage held in analytical scale, for all extracts.
Besides the depolymerization of proanthocyanidins, the acid treatment provides the
deglycosylation of flavonoids as glycosylated quercetins (Byrsonima crassifolia and Inga
edulis), glycosylated miricetins (Inga edulis) and glycosylated cianidins (Euterpe oleracea).
Thus, the increase in scale of the process made possible the production of extracts rich in
compounds with high antioxidant capacity which provided good indication to the possible use
of these extracts as antioxidants agents in food and pharmaceutical products.

Key-words: Byrsonima crassifolia, Inga edulis, Euterpe oleracea, Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Estudos vém demonstrando uma relacdo direta entre a atividade antioxidante e o
contetido de substancias fendlicas em plantas (VELIOGLU et al.,1998; SOUZA et al., 2008).

No Brasil, mais especificamente na Regido Amazonica existe uma grande variedade
de alimentos exoticos e plantas medicinais, que apresentam atividade antioxidante
consideravel, cuja caracterizacdo pode tornar-se potencialmente interessante na contribuicédo
para o desenvolvimento sustentavel na Amazonia (SOUZA et al., 2008). Dentre essas
matrizes vegetais, encontram-se os frutos de acai (Euterpe oleracea) (ROGEZ, 2000), as
folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis (SILVA et al., 2007b; SOUZA et al., 2007;
SOUZA et al., 2008). Dentre as principais utilidades dessas matrizes vegetais, pode-se
destacar a possivel insercdo em formulac@es de alimentos como forma de preservacao contra
a oxidacgéo ou fontes de corantes naturais; suplementos que busquem a prevencéo de doencas
crbnicas ndo transmissiveis; e cosméticos, visando novas fontes para a implementacdo de
fotoprotetores.

Os compostos fenolicos sdo metabodlitos secundarios muito difundidos no reino
vegetal, apresentando-se como um grupo quimico unificado, mas que tém uma imensa
variedade de estruturas moleculares. Os taninos constituem-se em uma classe dentre esses
compostos, sintetizados através da condensacdo de compostos fendlicos simples. Eles sdo
geralmente divididos em taninos hidrolisaveis e taninos condensados (HASLAM, 1980).

Os taninos condensados, também denominados de proantocianidinas, dependendo do
grau de polimerizacdo, podem ser dimeros, oligdmeros e polimeros de flavondis. Deve-se aos
taninos a percepc¢do da adstringéncia sentida em alguns alimentos em funcdo da capacidade
das proantocianidinas se ligarem as proteinas da saliva. Essa caracteristica ndo se torna
indesejavel apenas com relacdo aos aspectos sensoriais, mas por interferirem também na
qualidade nutricional e funcional dos alimentos, pois ao se complexarem com essas proteinas,
assumem um papel de agente antinutricional importante, dificultando também a absorcéo de
carboidratos e de outros nutrientes. Vale ressaltar ainda que a absor¢do dos compostos
fenolicos ¢é dificultada a medida que se aumenta o seu grau de polimerizacdo (RASMUSSEN
et al., 2005).

Diante disso, torna-se essencial a aplicacdo de processos que promovam a
despolimerizacdo das proantocianidinas, tal como a clivagem acida, pois esse processo ja

demonstrou ser eficiente para a reducdo de adstringéncia e aumento da capacidade
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antioxidante em extratos vegetais ricos em taninos, bem como eficaz para a obtencdo de
mondmeros de compostos fendlicos (TOLOSA, 2011).

Ha um interesse crescente por compostos fendlicos monomeéricos. Dessa forma, a
ampliacdo de escala do processo de clivagem 4&cida em extratos vegetais, visando
proporcionar a obtengdo desses compostos em maior quantidade, € indiscutivelmente muito
atraente, tanto do ponto de vista comercial, quanto pelo fato de também poder contribuir
significativamente para o uso sustentavel da biodiversidade das regides a serem exploradas,
através da agregacdo de valor, transformando essas fontes de espécies vegetais amazonicas
potencialmente mais Uteis.

O conhecimento dos compostos fendlicos presentes nas matrizes vegetais a serem
estudadas é de fundamental importancia, principalmente ap6s o processamento, a fim de se
verificar o impacto deste processo sobre estas moléculas. Portanto, para a identificacdo e
quantificacdo dos compostos fenolicos presentes em matrizes vegetais tem se utilizado
frequentemente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplado ao Detector de
Arranjo de Diodos (DAD) e ao Espectrometro de Massas (LUO et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do processo de clivagem &cida em proantocianidinas presentes em
extratos de matrizes vegetais da Amazonia (Byrsonima crassifolia, Euterpe oleracea e Inga
edulis) realizada em escala de bancada e escala piloto sobre a composicdo de compostos

fendlicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os extratos purificados aquosos de Byrsonima crassifolia, Euterpe oleracea

e Inga edulis;

¢ Avaliar o efeito da clivagem &cida em proantocianidinas presentes nos extratos sobre o
teor de polifendis totais, a reducdo da adstringéncia e a capacidade antioxidante, antes e

apos ampliacdo da escala do processo;

e Auvaliar o impacto da clivagem é&cida em escala analitica e escala piloto sobre a

composicdo de flavonoides;

e Identificar os principais compostos antes e apds a clivagem 4&cida através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)-DAD.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos constituem um dos mais numerosos e amplamente
distribuidos grupos de produtos naturais no reino vegetal, podendo ser encontrados em
sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores (FELDMANN, 2001; TSAO, 2010).

Esses compostos sdo metabolitos secundarios dos vegetais, essenciais para 0 seu
crescimento, defesa e reproducéo, sendo sintetizados durante o seu desenvolvimento normal;
se formam em resposta as condices de estresse como exposicdo as radiacdes UV, atuando
como agente antipatogénico nas infeccbes, ferimentos, defesa contra o ataque de pragas e
ainda, dentre outras funcdes, contribuem com a pigmentacdo dos vegetais (SHAHIDI,
NACZK, 1995, NACZK; SHAHIDI, 2004; GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).

Nos ultimos anos, os compostos fendlicos tem sido de grande interesse para indUstria
alimentar (BARROS et al., 2011), sendo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa de alimentos (PELEG et al., 1998; NACZK; SHAHIDI, 2004).

Muitos trabalhos vém descrevendo o papel dos compostos fendlicos como
antioxidantes, tanto para manter a qualidade dos alimentos de forma a prevenir ou retardar a
deterioracdo, mantendo dessa forma o valor nutricional de alimentos e de produtos
alimenticios, quanto para proteger os tecidos do corpo do dano oxidativo (VAN RUTH;
SHAKER; MORRISSEY, 2001; MERTENS-TALCOTT et al., 2008; OOMAH; SITTER,
2009).

Em animais e humanos tem-se observado que os compostos fendlicos sdo capazes de
reagir com radicais livres, formando radicais estaveis (GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).
Um conjunto substancial de evidéncias a respeito dos radicais livres tem sido desenvolvido,
apontando que esses radicais apresentam importante funcdo em muitas reacGes celulares
fundamentais e sugerindo que o estresse oxidativo, que consiste no desequilibrio
homeostatico entre oxidantes e antioxidantes no organismo ocasionado por uma carga
hiperfisiologica de substancias reativas do oxigénio (ROS), pode ser importante na
fisiopatologia de doencas comuns, incluindo aterosclerose, insuficiéncia renal cronica e
diabetes mellitus (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

As formas mais comuns de substancias reativas do oxigénio (ROS) incluem radical

superdxido, peroxido de hidrogénio, radicais livres hidroxila, oxigénio singlet e 6xido nitrico,
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que tém significativamente maior atividades bioldgicas in vivo e in vitro. Eles podem
conduzir diretamente & mutacdo no DNA, a alteracdo da expressdo génica, modificacdo da
transducdo de sinal celular, apoptose celular, peroxidacéo lipidica e a degradacéo da proteina
(NORDBERG; ARNER, 2001).

Devido a sua alta capacidade antioxidante e pela sua habilidade de neutralizar radicais
livres, os compostos fendlicos sdo uma importante e diversificada categoria de fitoquimicos
(LI FU etal., 2011). Esse poder de neutralizacdo das estruturas radicalares tem sido atribuido
a sua estrutura quimica que compreende em pelo menos um anel aromatico, tendo um ou mais
substituintes hidroxilicos. Essas estruturas englobam desde moléculas simples até moléculas
com alto grau de polimerizacdo, estando presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998; GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo sintetizados primariamente através da via
pentose fosfato (VPF), e vias chiquimato e fenilpropanoide (Figura 1). A VVPF fornece como
precursor a eritrose-4-fosfato para via do chiquimato. A via chiquimato converte estes
acucares fosfatos em aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina, que se torna o precursor
para a via fenilpropanoide, onde esta via é responsavel pela sintese de uma grande variedade
de metabdlitos secundarios, tais como ligninas, salicilatos, cumarinas, amidas
hidroxicinamicas, fitoalexinas, pigmentos e os flavonoides (RANDHIR; LIN; SHETTY,
2004).

Assim, com a desaminacdo da fenilalanina, catalisada pela enzima fenilalanina
amonialiase (PAL), se obtém o acido cindmico (SHAHIDI; NACZK, 2006), e a partir das
reacOes posteriores as catalisadas pela PAL sdo originadas as demais classes de compostos
fenolicos (TAIZ, ZEIGER, 2004). A condensacdo do fenilpropanoide com trés moléculas de
malonil-CoA origina a chalcona. Este composto sofre uma série de reacfes de hidroxilacéo,
metilagdo, dimerizacdo e glicosilagdo que resultam nas diferentes classes de flavonoides
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

A atividade da PAL € aumentada por fatores ambientais, tais como baixos niveis de
nutrientes, luz (pelo seu efeito no citocromo) e infecgéo por fungos (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Bem como a primeira enzima da via chiquimato (3 — desoxi-arabino-heptulosonato - DHAP)
é induzida por diversos estresses, como injdria e infeccdo por patégenos, confirmando a

importancia dessa rota metabdlica na producdo de metabolitos secundarios (SODEK, 2004).
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Figura 1 — Via de sintese dos compostos fenolicos.
Fonte: Adaptado de Randhir, Lin e Shetty (2004) e Shahidi e Naczk (2006).
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Existe uma grande diversidade de compostos fendlicos, e isso deve-se a variedade de
estruturas encontradas tanto a nivel dos esqueletos carbonados quanto dos grupos funcionais,
permitindo que esses compostos sejam categorizados em classes de moléculas semelhantes
(Tabela 1).

Tabela 1 — Diferentes classes de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce

Acidos hidroxibenzoéicos Ce—Cy
Acetofenol, &cidos fenilacéticos Ce—C>
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides Cg—Cs
Nafitoquinonas Cs—C.
Xantonas Ce—C1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce—C2——Cs
Flavonoides, isoflavonoides Cs—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce—Cs)2
Biflavonoides (Ce—C3—Co)2
Ligninas (Ce—Cs)n
Taninos condensados (Ce—C3—Cop)n

Fonte: BALASUNDRAM et al. (2006)

3.1.1 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos que possuem o peso molecular variando de 500 a
23.900 Daltons (SERRANO et al., 2009, SALMINEM; KARONEN, 2011). Confere em
muitos frutos e vegetais de forma geral a sensacdo de adstringéncia ocasionada pela
precipitacdo de glucoproteinas salivares, resultando na perda do poder lubrificante; tornando-
se importante na funcdo de defesa e protecdo dos vegetais, por impedirem o ataque de
herbivoros as partes das plantas, além da caracteristica antimicrobiana comprovada, onde
atuam contra ataques de microrganismos patogénicos (MONTEIRO et al., 2005). Segundo a
estrutura quimica, sdo classificados em taninos hidrolisaveis e taninos condensados
(proantocianidinas) (OSZMIANSKI et al., 2007).
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Nesse trabalho serdo enfatizados os taninos condensados, pois trata-se do objeto de

estudo; porém uma breve explanagdo sobre os taninos hidrolisaveis sera realizada.

3.1.1.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo formados através da via do chiquimato, onde 0s grupos
hidroxila do agucar, que consistem em um poliol central, geralmente beta-D-Glicose, ou outro
poliol, s&o esterificados com écidos fendlicos (acido galico e acido elagico) (FERRAO, 2003;
MONTEIRO et al., 2005).

De acordo com o tipo de acido fenodlico constituinte, os taninos hidrolisaveis podem
ser ainda galotaninos ou elagitaninos (Figura 2). Nos galotaninos os grupos fenolicos que
esterificam o nucleo glicosidico sdo constituidos por acido galico (ou galoil), seu dimero ou
um oligbmero; ja nos elagitaninos, os grupos fendlicos utilizados sdo moléculas de acido
hexahidroxidifénico (acido elagico) (P1ZZl1, 1983; BATTESTIN et al., 2004).

o OH
—= 0 OH
b .

Pentaga.l oil -O-D-glucose Acido gilico
(galotanino)

%HOGH _. HO Q D oH

OH HO
Acido hexahidroxidifendico Arido eligjcn

Eugeniina (elagitanino)

Figura 2 — Exemplos de taninos hidrolisaveis.
Fonte: HAGERMAN (2011).
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Estes taninos séo facilmente hidrolisaveis com acidos, bases, aquecimento ou enzimas.
Dessa forma, os galotaninos ou taninos galicos, quando submetidos a reacfes de hidrolise,
decompbem-se em acido galico e acUcares, e os elagitaninos ou taninos elagicos resultam em
acido elagico e acucares sob as mesmas condi¢des. E a condensacéo oxidativa de 2 unidades
galoil converte taninos galicos em elagicos (Figura 3) (RICE-EVANS et al., 1996; CROFT,
1998; BRAVO0,1998; CANNAS, 2014).

OH

A B "

O
H 'OH
HO L] HO (o]

[o]

OH

Figura 3 - A — Acido galico. B — Acido hexahidroxidifénico.

Comparando a toxicidade dos taninos condensados e taninos hidrolisaveis, o segundo
sdo mais toxicos, em virtude de ap6s hidrélise, liberarem acido galico, podendo estes serem
levados a 6rgaos como rins e figado, fazendo com que o nivel de toxicidade no sangue fique

além da capacidade de desintoxicacao destes orgaos (LIAO; LU; SHI, 2003).

3.1.1.2 Taninos condensados (Proantocianidinas)

Os taninos condensados sdo também denominados de proantocianidinas, devido ao
fato destas apresentarem pigmentos avermelhados da classe dos flavonoides e mais
especificamente da subclasse das antocianidinas, como cianidina e delfinidina, mediante a
ruptura das suas liga¢des interflavanicas. Consoante se liberte cianidina ou delfinidina, estas
moléculas recebem o nome de procianidinas ou prodelfinidinas (Figura 4). As procianidinas
sdo polimeros de flavonoides do tipo catequina e epicatequina e as prodelfinidinas sdo
constituidas por flavonoides do tipo galocatequina e epigalocatequina (BATE-SMITH, 1954;
NASCIMENTO, 2011).
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Figura 4 - Reacdo de decomposicao das proantocianidinas.
Fonte: BATE-SMITH (1954).

Dependendo do grau de polimerizacdo, os taninos condensados, podem ser dimeros,
oligdbmeros e polimeros de flavonois, podendo alcancar um grau de polimerizacdo de até
cinquenta (KHANBABAEE; REE, 2001; SCHOFIELD et al., 2001; NASCIMENTO, 2011).
Apresentam-se ligados covalentemente, seus pesos moleculares podem atingir até 23900
Daltons, e as suas propriedades quimicas e de afinidade de ligacdo a macromoléculas
dependem do tipo e nimero de ligacdes cruzadas entre os grupos flavanol na molécula dos
taninos condensados (SALMINEM; KARONEN; SINKKONEN, 2011, PATRA; SAXENA,
2011, FRAZIER et al., 2010).

e Proantocianidinas diméricas

As proantocianidinas diméricas sao classificadas de acordo com o seu tipo de ligacao
interflavanica, o que resulta na existéncia de dois grupos: as proantocianidinas diméricas do
tipo A e as do tipo B; utiliza-se ainda um subscrito numérico para a caracterizagdo da
hidroxilagdo do anel B.

As proantocianidinas diméricas do tipo A possuem uma ligacao do tipo C4-C8 (Figura
5), onde as unidades monomeéricas séo ligadas entre si por ligagdes carbono-carbono (C-C) entre
a posicdo C4 de uma unidade e a posicdo C8 da segunda unidade, acrescida de uma ligacao do
tipo éter entre o grupo hidroxila do carbono 5 ou 7 do anel A de uma unidade e o carbono 2
do anel piranico da outra unidade (KHANBABAEE; REE, 2001; HAGERMAN, 2011).
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Figura 5 - Proantocianidinas diméricas do tipo A.
Fonte: GONCALVES (2007)
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As proantocianidinas diméricas de tipo B possuem apenas ligacdes interflavanicas

covalentes entre o carbono 4 de uma unidade flavanol e o carbono na posigéo 8 ou 6 da outra

unidade subsequente. Sdo ainda classificadas, através de um subscrito numérico, de acordo

com a estereoquimica do carbono de posi¢do 3 do anel C de cada uma das unidades (Figura

6).

Dimeros C4-C8 Dimeros C4-C6 OH
OH
Rl R2 R3 R4 Dimeros Dimeros
C4-C8 C4-Co
OH H H OH Bl B3
OH H OH H B2 Bé
H OH H OH B3 BY
OH H OH OH H B4 B8

OH

Figura 6 - Proantocianidinas diméricas de tipo B.
Fonte: GONCALVES (2007).
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e Proantocianidinas triméricas

As proantocianidinas triméricas sdo também divididas de acordo com o tipo de ligacdo
interflavanica em proantocianidinas do tipo C que possuem duas ligacGes interflavanicas do
tipo B (Figura 7) e do tipo D que possuem duas liga¢des, sendo uma do tipo B e outra do tipo
C.

Figura 7 - Proantocianidina trimérica do tipo C.
Fonte: Khanbabaee e Ree (2001).

e Oligbmeros e polimeros de proantocianidinas

Os oligbmeros sdo estruturas mais polimerizadas de unidades de flavandis, que
apresentam até 6 unidades de mondmeros, ja os polimeros caracterizam-se por apresentarem
mais de 6 mondmeros na sua estrutura. Em ambos podem existir ligacdes de tipo C4-C8 e C4-
C6 que permitem a formacdo de um numero ilimitado de isémeros (Figura 8) (HASLAM,
1998).



26

Procianidina: R=H
Prodelfinidina: R=0H

Figura 8 - Estrutura geral de oligdmeros e polimeros de proantocianidinas, mostrando as liga¢es
(4—8) ¢ (4—6).
Fonte: Schofield et al., (2001).

3.1.2 Compostos flavonoides

Os compostos flavonoides constituem o mais estudado grupo de substancias fenolicas,
devido principalmente, as estruturas relativamente mais simples dessas substancias (LEWIS;
LANTZY, 1989).

Flavonoides (do latin flavus, "amarelo™) é um termo genérico com o qual se identifica
uma série de metabolitos secundarios de plantas. Eles sdo sintetizados a partir de uma
molécula de fenilalanina e 3 de malonil-CoA, através do que se conhece como via biosintética
dos flavonoides. Os flavonoides constituem em uma classe de compostos, que se
caracterizam por ser polifendis, sendo a maioria solivel em adgua (GARCIA-TIRADO et al.,
2012). Essa solubilidade na agua é fundamental para sua estocagem no vactolo das células
vegetais, onde o aumento da polaridade dependerd do aumento da glicosilagdo desses
compostos (JUSTESEN et al., 1998), pois a maioria esta ligada a carboidratos (CROZIER et
al., 2009).

Os flavonoides apresentam a estrutura quimica basica como Cs-C3-Cg e diferem entre

si pela sua estrutura quimica e caracteristicas particulares (NIJVELDT et al., 2001). De
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acordo com Williams e Grayer (2004) ja foram identificados e isolados em torno de 9.000
flavonoides a partir de fontes vegetais, afirmando ainda que muitos mais continuam a ser
descobertos.

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos, denominados
anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C
(Figura 9).

Figura 9 - Estrutura bésica dos flavonoides.

O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B é
derivado da fenilalanina (MERKEN; BEECHER, 2000). Varia¢cGes como grau de oxidacao e
saturacdo que promovem a substituicdo do anel C padrdo resultam em importantes subclasses
de flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis, isoflavonas e antocianidinas
(Figura 10) (HOLLMAN; KATAN, 1999; D’ARCHIVIO et al., 2007). Substitui¢does dos
anéis A e B (que podem incluir oxigenacdo, alquilacdo, glicosilacdo, acilacdo e sulfatacdo)
originam diferentes compostos dentro de cada subclasse de flavonoides (HOLLMAN;
KATAN, 1999).

OH
Flavonois Flavonas Flavanonas OH
= | OH > | OH P |
HO o] e HO o) .
OH 0} querceting OH O  apigenina OH O  naringenina
OH OH
Isoflavona Antocianidinas OH
\Cg.‘/L m
daidzeina O\ cianidina catequing

Figura 10 - Principais subclasses de flavonoides com respectivo exemplo de composto.
Fonte: CROZIER et al. (2009)
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Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavolignanas, porém frequentemente ocorrem
como glicosideos (BRAVO, 1998).

A presenca e distribuicdo dos flavonoides nos vegetais dependem de diversos fatores,
como ordem e familia do vegetal, bem como da variagdo das espécies. Podem ser encontrados
em frutas, legumes, gréos, cascas, raizes, caules, flores, ché e vinho (NIJVELDT et al., 2001).

Em funcéo da grande diversidade de estruturas encontradas de compostos fenolicos, o
que leva a subdivisdes desses compostos em varios subgrupos, nesta revisdo apenas 0s
compostos de maior interesse para este estudo serdo descritos, portanto dentre a classe dos
flavonoides, serdo abordados apenas os flavanois e as antocianidinas.

3.1.2.1 Flavanais

Na familia dos flavandis, os compostos mais simples sdo as catequinas, galocatequinas
e as epicatequinas.

Os flavanois contém uma cadeia de trés carbonos saturada no anel C com um grupo
hidroxila no Cs, a presenca desta hidroxila somado ao fato da auséncia de um grupo carbonila
no C4 e de dupla ligagdo entre os C, e C3 promove a falta de planaridade da molécula e ainda,
a formacdo de dois centros de assimetria (nas posi¢cdes C, e C3), como demonstra a Figura 11
(HOLLMAN; ARTS, 2000).

Figura 11 - Estrutura dos flavanais.

Os dois centros quirais produzem quatro isdmeros para cada nivel de hidroxilacdo do
anel B: (+)-catequina e (-)-epicatequina (Figura 12), amplamente encontrados na natureza; (-)-

catequina e (+)-epicatequina comparativamente mais raros (CROZIER et al., 2009).
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Figura 12 - Estrutura quimica dos principais flavanois.
Fonte: CROZIER et al. (2009)

Os compostos flavandis existem como mondmeros e sob a forma de polimero. Ao
contrario de outras subclasses de flavonoides, os flavandis ndo séo glicosilados em alimentos.
Os principais representantes dessa classe de flavonoides em frutas sdo catequina e
epicatequina, enquanto galocatequina, epigalocatequina e epigalocatequina galato sdo
encontradas principalmente nos chas (ARTS; VAN DE PUTTE; HOLLMAN, 2000a, ARTS;
VAN DE PUTTE; HOLLMAN, 2000b). Porém, os flavandis também podem ser encontrados
em muitas frutas tais como damascos (250 mg/kg de peso fresco) e cereja (250 mg/kg de peso
fresco), além do cha verde (até 800 mg/L), e do chocolate (até 600 mg/L), que constituem
uma das fontes mais ricas desses compostos, que também estdo presentes no vinho tinto (até
300 mg/L) (D’ARCHIVIO et al., 2007).

De acordo com Aron e Kennedy (2008) os flavanois apresentam efetiva acédo
antioxidante, em funcdo da sua configuracdo eletrdnica, que possibilita a transferéncia dos
elétrons para os radicais livres e consequentemente a formacéo de radicais quimicamente mais
estaveis, onde nos compostos flavanois, a adicdo de grupos galoil e hidroxila promovem o
aumento dessa atividade.

Os flavandis podem atuar como antioxidante através de varios mecanismos, incluindo

a eliminacdo de radicais livres, quelacdo de metais de transicdo, assim como a mediacdo e
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inibicdo enzimatica. Além disso, apresentam atividade anticarcinogénica, cardioprotetora,

antimicrobiana, antiviral e neuroprotetora (CROZIER et al., 2009).

3.1.2.2 Antocianidinas e antocianinas

Antocianidinas sdo pigmentos vegetais da classe dos flavonoides, amplamente
distribuidos na natureza, responsaveis pelas tonalidades de azul, vermelho e violeta
encontrada em flores, frutos, folhas, caules e tubérculos de plantas (ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006).

Na natureza as antocianidinas livres sdo raramente encontradas em plantas, mas
encontram-se com muita mais frequéncia, conjugados com moléculas de carboidratos ligados
na posicdo Cz ou nas posicbes Cs e C;, 0 que estabilizam a molécula, sendo entdo
denominadas de antocianinas (FRANCIS, 2000; D’ARCHIVIO et al. 2007).

As antocianidinas fazem parte do grupo dos flavonoides, que apresentam como
caracteristicas o nucleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio), o qual consiste de dois
anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos, que sdo condensados por um
oxigénio. Enquanto que a molécula de antocianina é constituida por duas ou trés porcdes,
uma aglicona (antocianidina), um grupo de aglcares e, menos frequentemente, um grupo de
acido organico (FRANCIS, 1989). As antocianinas possuem uma estrutura quimica adequada
para a acdo antioxidante, sendo capaz de doar elétrons ou 4&tomos de hidrogénio para radicais
livres (PRIOR, 2003).

Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e
apenas 6 sdo importantes em alimentos (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,

petunidina e malvidina), estas demonstradas na Figura 13 (FRANCIS, 2000).
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Figura 13 - Estrutura quimica das principais antocianidinas.
Fonte: CASTANEDA-OVANDO et al. (2009)

As antocianinas sdo moléculas polares, em funcdo dos grupos substituintes polares
(hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus anéis aromaticos.
Consequentemente, elas sdo mais solGveis em agua do que em solventes ndo-polares, porém,
dependendo das condi¢bes do meio, as antocianinas podem ser sollveis em éter (XAVIER,
2004).

Em funcdo da grande demanda de pesquisa para desenvolver corantes alimenticios a
partir de fontes naturais, para diminuir (ou eliminar), gradativamente, a dependéncia do uso
de corantes alimenticios sintéticos no processamento de alimentos, tem-se ha algum tempo,
estimulado a pesquisa de corantes naturais, ndo téxicos. Nesse contexto, as antocianinas
surgem como alternativa, pois compdem o maior grupo de corantes sollveis em agua do reino
vegetal (LOPES, 2002; XAVIER, 2004).

Os corantes de antocianinas séo considerados como aditivos eficazes e seguros na
indUstria alimentar. No entanto, apresenta como desvantagem, frente aos corantes sintéticos, a
mudanca de coloracdo decorrente de reacdes quimicas dos produtos alimenticios em razédo de
sua instabilidade decorrente de diferentes fatores fisicos (como luz e pH), dificuldades de
purificacdo e de sintese, e as possiveis reagdes com o dioxido de enxofre, muito empregado
como conservante de alimentos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

No que diz respeito as atividades bioldgicas, Shahidi e Marian (2003), citam que
varios estudos demonstram que as antocianinas atuam como antioxidantes naturais,

promovendo varios beneficios a salde. Estes compostos previnem a peroxidacao de lipideos,
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a agregacdo de plaquetas, reduzem os teores elevados de colesterol e triacilglicerdis, o que
torna-se um aliado no combate a doencas cardiovasculares, atuam como antioxidantes,
evitando doencas degenerativas, podem ser usados como anti-inflamatorios, além de poderem
evitar a ocorréncia de cataratas no globo ocular de individuos diabéticos (RIBEIRO et al.,
2004).

3.2 MATRIZES VEGETAIS DA AMAZONIA

3.2.1 Byrsonima crassifolia

O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae que compreende arvores,
arbustos, subarbustos e lianas com aproximadamente 71 géneros e 1250 espécies. Na América
tropical existem aproximadamente 150 espécies nativas de Byrsonima, e s6 no Brasil
concentra-se cerca de 50% das espécies, que sdo encontradas principalmente nas regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, podendo também ser encontradas na regido Sudeste do pais,
em éreas de cerrado (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011; SANNOMIYA et al., 2007).

Byrsonima crassifolia (Figura 14) é uma pequena arvore frutifera polinizada por
insetos (REGO et al., 2006), e dispersas por aves e humanos. E amplamente distribuida em
varias regides da América Central e do Sul e conhecido como murici ou muruci em portugués,
nance em espanhol, e wild cherry em inglés (ORWA et al. 2009; PEREZ-GUTIERREZ et al.,
2010). Tem sido cultivado em sua area nativa, e fazem parte dos sistemas agricolas

tradicionais em algumas regides (CASAS et al., 1996).

Figura 14 - Folhas de Byrsonima crassifolia.
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No México, os frutos tém sido utilizados com fins medicinais desde tempos pré-
hispanicos por varios grupos étnicos para fins antidiabéticos (ANDRADE-CETTO;
HEINRICH, 2005). As cascas e folhas também, hd muito tempo ja sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de varias doencas como, tosse, doencas gastrointestinal, infecgdes
da pele (HEINRICH et al., 1992) e picadas de cobra (GUPTA et al., 1979). Os extratos das
folhas e das cascas apresentam efeitos espasmogénicos (BEJAR; MALONE, 1993) e
atividade antimicrobiana (CACERES et al., 1991; AMARQUAYE et al., 1994).

Elevada capacidade antioxidante foi encontrada em extrato hidroalcodlico de folhas e
casca de Byrsonima crassifolia em estudos experimentais realizados por Silva et al. (2007Db).
Souza et al. (2008) investigaram também a atividade antioxidante através da utilizacdo de
varios sistemas de ensaio in vitro utilizando extratos aquosos das folhas, cascas e frutos de B.
crassifolia, e concluiram que esta espécie apresenta propriedade antioxidante interessante,
demonstrando que os extratos das folhas foram os inibidores mais eficazes de oxidagdo do
LDL-colesterol, nos testes realizados.

Vérios compostos fendlicos ja foram identificados nas folhas e na casca de Byrsonima
crassifolia, como: acidos fendlicos (&cido galico e protocatecuico), flavandis (catequina e
epicatequina), flavondis (quercetina-3-O-B-D-galactosideo, quercetina-3-O-f-D-glicosideo,
quercetina-3-O-a-D-arabinosideo e quercetina-3-O-a-D-arabinosideo-2"-galato) e
proantocianidinas (B; e B,) (BEJAR et al., 1995; HERENT et al., 2010).

3.2.2 Inga edulis

O Inga edulis (Figura 15) € uma leguminosa arborea da subfamilia Mimosoideae
nativo da América Tropical, encontrando-se generalizada na América Central e do Sul e
cultivada pela populacao local por seu fruto comestivel (PRANCE; SILVA, 1975; SILVA et
al., 2007b).
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Figura 15 - Folhas de Inga edulis.

Conforme Falcdo e Clement (2000) o Inga edulis é uma arvore amplamente distribuida
e cultivada também na Amazénia, tendo a espécie muitos nomes vulgares, como: inga, inga-
cip6, inga-de-metro, inga-doce, inga-de-macaco, inga-macarrdo, rabo-de-mico (Brasil);
guamo, guama (Colémbia, Venezuela, Costa Rica); pacae, soga, pacae silvestre (Peru).

Segundo Silva et al. (2007a) os extratos de suas folhas tém sido usadas na medicina
popular como um produto anti-inflamatorio, para curar artrite e reumatismo, e anti-diarreico;
em seus estudos observaram que esses extratos dessa planta (folhas e cascas), dentre uma
grande variedade de outras plantas da Amaz6nia, apresentam compostos fenolicos e
atividades antioxidantes particularmente elevados.

A importante propriedade antioxidante que a espécie Inga edulis apresenta pode estar
relacionada ao fato de que as folhas sdo particularmente ricas em compostos fendlicos
(SILVA et al., 2007a), especialmente em flavan-3-ois ((+)-catequina e (-)-epicatequina) e
flavondis (miricetina-3-O-a-L-raminopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo e
quercetina-3-O-a-L-glicopiranosideo) identificados através dos estudos de Souza et al.
(2007), sugerindo dessa forma um alto potencial da espécie como fonte de compostos fendlicos

para o uso medicinal e alimenticio.

3.2.3 Euterpe oleracea

A regido amazonica tem condicOes climaticas adequadas para um grande nimero de

arvores nativas e palmeiras exéticas subexploradas com interesse para a indudstria agricola,

que podem oferecer uma fonte de renda futura para a populagéo local (KOOLER et al., 2013).
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Dentre elas, encontra-se a Euterpe oleracea Mart. Que é uma das espécies de palmeiras
economicamente mais importantes da Amazonia brasileira (AGUIAR et al., 1980;
GALOTTA; BOAVENTURA, 2005) e tornou-se um dos principais produtos do estuario
amazonico exportado para outras regides do mundo.

Os frutos de Euterpe oleracea Mart. (Figura 16) é uma baga globosa, fibrosa com 0,5
cm de diametro, de cor pardo-violacea, contendo uma polpa oleaginosa e comestivel, a
semente possui 0 endocarpo duro e fibroso. Quando completamente maduro, é recoberto por
uma capa branco-acinzentada (SANTOS et al., 2008).

Figura 16 - Frutos de Euterpe oleracea Martius.

O crescimento internacional do comércio de acai tem sido atribuido a inddstria de
bebidas de acai e produtos relacionados (MENEZES et al., 2005), onde muita atencdo tem
sido dada em funcdo da potencial atividade anti-inflamatoria, a sua capacidade antioxidante
extremamente alta, associadas aos potenciais beneficios a saude (LICHTENTHALER et al.,
2005; SCHAUSS et al., 2006).

Segundo Rogez (2000) o acai tem uma capacidade antioxidante elevada devido ao seu
alto teor de antocianinas e tocoferdis. Além das antocianinas, também ja foram identificadas
outros compostos fendlicos tais como, flavonas (homorientina, orientina, taxifolina e
isovitexina), varios derivados de flavandis (incluindo (+)-catequina e a (-)-epicatequina),
dimeros e trimeros de proantocianidinas e alguns acidos fenolicos (PACHECO-PALENCIA
et al.,, 2009); no entanto, predominantemente encontram-se as antocianinas, que Sao
responsaveis por atribuir a coloracdo violacea da fruta e ainda, por grande parte de sua
capacidade antioxidante (metodo Trolox Equivalent Antioxidant Capacity - TEAC)
(PACHECO-PALENCIA et al., 2008).
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A qualidade antioxidante da bebida de acai é atribuida as altas concentragdes de
compostos fenolicos, porém principalmente a concentracdo de cianidina-3-rutinosideo (C-3-
R) e cianidina-3-glicosidio (C-3-G) presentes, responsaveis pela cor pdrpura, que representam
30% dos compostos fenolicos, e orientina e homorientina de forma secundaria (ROGEZ et al.,
2011).

3.3 CLIVAGEM DAS PROANTOCIANIDINAS
3.3.1 Mecanismo da reacéo de clivagem éacida

A clivagem é&cida tem sido aplicada, para quebrar as ligacdes interflavonoides e,
também, abrir o anel heterociclico, ocorrendo, assim, formacdo de um carbon-cétion, com
capacidade de reagir com outros nucleofilicos presentes (SOWUNMI et al., 2000). Dessa
forma a clivagem reduz a viscosidade dos extratos tanicos, porque hidrolisa gomas
hidrocoloidais de alto peso molecular e agucares (P1ZZ1, 1983).

De acordo com Beart et al. (1985), na clivagem A&cida, inicialmente ocorre a
protonacgdo do carbono Cg da proantocianidina B, (Figura 17 ) através do ataque eletrofilico
do préton H'.

Etapa 1 aH

oH
OH OH
HO ] .
A ot

OH

"OH
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OH

Procianidina B2

Figura 17 - Mecanismo da reacéo de clivagem acida: etapa 1.
Fonte: Beart et al., 1985.

Em seguida ocorre uma ligagdo ¢ entre o proton H+ e o carbono Cg onde passa a

adquirir os elétrons da ligacdao =, transformando o C; em um carbocation (carregado
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positivamente). Em funcdo da densidade de elétrons, o carbocation C; entdo € atraido,
formando uma liga¢dao © com o -OH

Na etapa 2 (Figura 18), esta ligacdo entre o C; e 0 grupamento —OH € rapidamente
desfeita com a liberagdo do H* para o meio reacional. Como consequéncia, uma ligacéo
C,=Cg é formada, recuperando desta forma a aromaticidade do composto. A formacdo desta
ligacdo promove a ruptura heterolitica da ligagdo interflavonoide Cg—C,, resultando na

formacéo do carbocation e flavanol.

Etapa 2 OH
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Figura 18 - Mecanismo da reacdo de clivagem acida: etapa 2.
Fonte: Beart et al., 1985.

Na Etapa 3 (Figura 19), para a formacdo da ligagdo C,=Cj3 0 carbocation C, promove a
eliminacdo do hidreto (-H) do Cs, e 0 heteroatomo na posicdo C; forma dupla ligagdo com o
C,, para tornar o anel central aroméatico e assim mais estavel, originando a partir disso a

antocianidina.
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Figura 19 - Mecanismo da reacdo de clivagem acida: etapa 3.



38

3.3.2 Efeito dos taninos sobre a adstringéncia (interacdo tanino/proteinas)

Os polifendis intervém de forma decisiva no sabor e especialmente na sensacdo de
adstringéncia caracteristica, sobretudo dos vinhos novos. A adstringéncia € um conjunto de
percepcdes sentido com uma grande variedade de alimentos, incluindo frutos, chocolate, cha
vinho e cerveja. Um exemplo cléssico da sensacdo de adstringéncia é a sensacdo de secura e
aspereza sentida quando se come um fruto verde (MATEUS, 2009).

De fato, a adstringéncia € normalmente descrita como um conjunto de varias
sensacOes bucais incluindo a aspereza, secura e constricdo, descritas como uma falta de
lubrificacdo ou umidade que provocam atrito e friccdo entre as varias superficies orais e uma
sensacdo de aperto e contracdo sentida na boca, labios e interior das bochechas (NOBLE,
1990).

Segundo Haslam (1998), essa sensacdo de adstringéncia é causada pela ligacdo dos
taninos presentes nos alimentos as proteinas presentes na saliva, causando possivelmente uma
precipitacdo destes agregados.

Os taninos tém a capacidade de interagir com as proteinas. Apesar de ndo haver dados
muito concretos na literatura sobre os mecanismos envolvidos na formacdo dos complexos
tanino/proteina, é consensual que estas interacdes se efetuam através de ligacGes cruzadas
(“cross-linking”) entre as cadeias peptidicas e os taninos que atuam como ligantes
polidentados a superficie da proteina envolvendo ligacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio
e ligacBGes do tipo idnicas (BATE-SMITH, 1954; GOLDSTEIN; SWAIN, 1963; BATE-
SMITH, 1973; OH et al., 1980; ASANO et al., 1982; SALGUES; RAZUNGLES, 1983;
LUCK et al., 1994).

As interacbes proteina-tanino podem ser influenciadas por diversos fatores,
nomeadamente as estruturas das proteinas e dos taninos, as suas concentracdes relativas e as
caracteristicas do solvente, tais como forca ibnica, a presenca de outras substancias em
solucdo tais como os polissacarideos e o pH, que segundo Leinmdller et al. (1991), parece
possuir um papel fundamental na formacao do complexo tanino-proteina, sendo favoravel em
pH com variacdo de 3,5 a 7,0; em caso de pH superior a 8,0, 0 complexo tende a ser desfeito
rapidamente e, em pH 1,0 a 3,0, cerca de 90% da proteina esta na forma livre.

Quanto aos polissacarideos, estes ttm uma grande influéncia na adstringéncia. De fato,
tem-se a nogédo de que frutos pouco maduros, por exemplo, banana verde ou maca verde, séo
mais adstringentes que frutos maduros. Também se sabe que durante o amadurecimento

existem alteracbes no conteddo de polissacarideos do fruto. Pensa-se que a perda de
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adstringéncia com o amadurecimento esta relacionada com a solubilizagdo de pectinas, que
poderiam impedir a interacdo proteinas-taninos e diminuir a sensacdo de adstringéncia
(MATEUS, 2009).

Diversos estudos foram efetuados usando varias metodologias para avaliar a interagdo
entre proteinas e polifendis (HAGERMAN et al., 1981; HASLAM et al., 1988; MAKKAR et
al., 1995; SIEBERT et al., 1998, CHARLTON et al., 2002; CARVALHO et al., 2004). A
partir dos resultados foi confirmado um modelo anteriormente proposto para a interacéo
(HASLAM et al., 1988), apresentado na Figura 20.

De acordo com a Figura 20, a baixas concentragdes de proteina (Figura 20 A) existira
um grande excesso de tanino. Cada molécula polifendlica poderd associar-se em pontos
distintos da proteina criando uma camada exterior com menor hidrofilicidade do que a
proteina forcando esta a sair de solucéo e precipitar. No caso de se verificarem concentracdes
mais elevadas de proteina (Figura 20 B) existe a possibilidade de os polifendis atuarem como
ponte entre moléculas proteicas levando a formacdo de micelas (agregados) que poderdo na

parte externa ficarem cobertas de moléculas polifendlicas levando a sua precipitagéo.
Q QA < &
_—
— Q
o 0 0 0 \
T @ ]‘ 4 \

Polifenol Proteina Camada hidrofobica Precipita¢do

Figura 20 - Mecanismo de formacao de agregados polifenol-proteina.
Fonte: Adaptado de Haslam et al. (1988)
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3.3.3 Efeito da clivagem na absor¢éo das proantocianidinas

A gquantidade de proantocianidinas ingeridas corresponde a mais de metade do total de
compostos polifenolicos ingeridos diariamente. Esta ingestdo deve-se a sua grande
abundancia em vegetais, mas sobretudo, a larga distribuicdo em legumes e frutas (GU et al.,
2004). De um modo geral a concentragdo de proantocianidinas nos alimentos aumenta com o
seu grau de polimerizacdo (GU et al., 2004). No entanto, estudos recentes apontam para uma
maior absorcdo dos compostos com um grau de polimerizacéo inferior a 3, indicado que seréo
estes 0s que apresentam maior atividade intraplasmética (DEPREZ et al., 2001).

Os efeitos bioldgicos da ingestdo de taninos condensados dependem geralmente do seu
grau de polimerizacdo e solubilidade (SERRANO et al., 2009). Com relacdo a absorcédo
desses compostos, metabolizacdo das formas polimerizadas a formas mais simples,
absorviveis, ainda ndo foi inequivocamente provada. Existem estudos que apontam para a
decomposicdo de procianidinas de chocolate em ambiente gastrico simulado (SPENCER et
al., 2000). Por outro lado, existem estudos que referem a estabilidade in vivo (em rato) de
procianidinas diméricas e oligoméricas ndo estando disponiveis para absorcdo (DONOVAN
et al., 2002; GONTHIER et al., 2003).

Caso esta degradagdo em estruturas monoméricas ndo ocorra, as proantocianidinas
permanecerdo no estbmago e intestino durante periodos de tempo mais longos. A presenca em
grande quantidade e por algum tempo no tubo digestivo, aliada com a sua capacidade para
complexar com proteinas, faz destes compostos potenciais inibidores de enzimas digestivas,

tornando-se, portanto agente antinutricionais.

3.4 AMPLIACAO PARA ESCALA PILOTO DO PROCESSO DE CLIVAGEM ACIDA DE
PROANTOCIANIDINAS

Na grande maioria dos processos, o desenvolvimento natural parte de uma escala de
producdo menor para uma escala maior. A variacao de escala nesse sentido é conhecida como
aumento de escala ou scale-up.

Segundo Branco (2010), na escala de bancada, visando menor custo de operacéo, 0S
dados béasicos sobre o processo devem ser levantados com maior nivel de detalhes possiveis.
Nessa escala sdo realizadas tarefas basicas. Ja no trabalho em maior escala, como em escala

piloto, como a operacdo € mais onerosa, deve-se manter constante grande parte das possiveis
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variaveis. De acordo com os conhecimentos obtidos do processo deve-se definir um
determinado critério de ampliacdo de escala, ou seja, uma determinada grandeza, que devera
ser a mesma nessa maior escala em relacdo a empregada na escala de bancada. A operacéo de
uma escala piloto objetiva especialmente o teste do critério de ampliacéo de escala.

Por definigdo, o processo de aumento de escala é o de transferéncia de um processo
controlado de uma escala para o outro. Isso implica que o processo em pequena escala é
compreendido e controlado, e, idealmente, que algumas regras basicas podem ser seguidas
para obter rapidamente otimizacdo e controle do processo em escala maior (FAURE et al.,
2001).

Diante disso, o processo de clivagem &cida das proantocianidinas presentes nos
extratos purificados aquosos de Byrsonima crassifolia, Inga edulis e Euterpe oleracea foi
otimizado por Tolosa (2011), em escala de bancada, através da Metodologia de Superficie de

Resposta (MSR). O processo de otimizacdo é apresentado resumidamente a seguir:

3.4.1 Avaliacédo do tipo e quantidade de alcool para a otimizacdo da clivagem

No estudo de Tolosa (2011), para o processo de otimizacdo da clivagem &cida, foi
realizada previamente, a avaliacdo do alcool, a fim de determinar qual o tipo e a quantidade a
serem utilizados no meio reacional durante a clivagem e diminuir 0 nUmero de varidveis na
planificacdo experimental. Dessa forma, foram avaliados os alcoois metanol, por ser o alcool
normalmente utilizado para as reacdes de hidrélise, e etanol por ndo ser téxico para fins
alimenticios. Os ensaios consistiram na clivagem do extrato de folhas de I. edulis sem &lcool,
com 30% e 60% de cada alcool, na presenca de HCI 0,1N, a 90°C por 240 min, onde foram
avaliadas a percentagem de reducdo de proantocianidinas (RP) e a concentracdo de polifendis
totais (MgEAG/QES). Como resultado, verificou que a adi¢do de alcool (metanol ou etanol)
favorece a ocorréncia da reacdo de clivagem, desde que seja igual a 60%, pois as
proantocianidinas sdo moléculas apolares e por isso encontram-se mais sollveis em meio
hidroalcodlico do que em aquoso. Apesar de Tolosa (2011) ndo ter obtido para os tipos de
alcool, diferenca significativa sobre a RP, optou por utilizar no processo de clivagem, o
etanol, pois observou que o teor de polifendis aumentou conforme houve o aumento da
concentracdo de alcool, principalmente quando utilizado no meio reacional 60% de etanol.

Dessa forma, a utilizacdo desse alcool é mais interessante para o trabalho, j& que no
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tratamento 4cido ocorre a formacdo de compostos apolares (RAZMARA et al., 2010) e ©
etanol possui polaridade superior ao metanol.

3.4.2 Avaliacéo da influéncia das condigdes experimentais da clivagem

Posteriormente, no estudo de Tolosa (2011), foi avaliada a influéncia das condigcfes
experimentais da clivagem (concentracdo de HCI, tempo e temperatura da reacdo) sobre as
variaveis de resposta: reducdo de proantocianidinas (%), reducdo adstringéncia (%), relacédo

TEAC/PT (1Mol ET/g EAG) e a concentracdo de cianidina (mg/gES) para os trés extratos.

e Efeito da clivagem sobre a reducéo de proantocianidinas

Com relacdo a RP, verificou que o efeito das varidveis de entrada (concentracao de
acido, temperatura e tempo) foram similares para os 3 extratos, tendo em vista a semelhanca
dos valores de RP obtidos na maioria dos ensaios experimentais. Apds a submissao dos
resultados ao teste de variancia (ANOVA) verificou-se que o modelo proposto apresentou
coeficientes de determinagdo elevados (R?) de 0,9580, 0,9682 e 0,9464 para os extratos de
BC, EO e IE, respectivamente, indicando juntamente com a falta de ajuste ndo significativa
(p>0,05) que a variabilidade dos dados experimentais pode ser explicada pelo modelo. E ao
obter os coeficientes de regressdo para 0 modelo polinomial de 2% ordem da RP, o efeito
positivo dos termos lineares indicaram que a elevacdo do nivel de qualquer variavel ocasiona
maior RP dos extratos vegetais, entretanto o efeito quadratico negativo das varidveis de
entrada significa que a partir do ponto maximo a elevacdo de seus valores ocasiona

diminuicdo na variavel de resposta.

e Efeito da clivagem sobre a reducéo de adstringéncia

Com relacédo a reducdo do percentual de adstringéncia, no estudo de Tolosa (2011) foi
encontrado que os tratamentos empregados para a clivagem &cida das proantocianidinas
contribuiram positivamente para a reducao da adstringéncia dos extratos. E apos a analise de
variancia (ANOVA), a falta de ajuste encontrada ndo foi estatisticamente significativa
(p>0,05), indicando que o modelo ajustou-se bem os dados experimentais da RA,
confirmando com os valores de R*>0,77 para os 3 extratos.

Através dos valores de coeficiente de regressdo, 0s extratos apresentaram

comportamento diferente para a reducdo da adstringéncia. Foi verificado que o extrato de BC
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apresentou comportamento diferente dos extratos de EO e IE, e observado que o efeito da
temperatura e do HCI mesmo sendo significativos ndo influenciaram grandemente a RA. Este
fato foi confirmado pelos baixos coeficientes de regressdo destas variaveis e pela pequena
variacdo de RA encontrada nos ensaios do planejamento (81,7 a 91,8%). Para os extratos de
EO e IE ficou evidente o forte efeito linear das varidveis HCI e temperatura, afirmando que
RA para esses dois extratos foi favorecida pelo aumento do nivel de HCI e da temperatura.

e Efeito da clivagem sobre a relagdo entre a capacidade antioxidante e o teor de
polifenois totais (TEAC/PT)

Os dados obtidos para a relagdo TEAC/PT demonstraram que nao houve grandes
alteracOes ocasionadas pela clivagem &cida das proantocianidinas. Na Anélise de Variancia
(ANOVA) o modelo ndo foi estatisticamente significativo para o extrato de EO. O
comportamento do extrato de EO indica que a perda de TEAC/PT decorrente da reducdo das
proantocianidinas foi compensada pelo valor TEAC/PT dos compostos formados durante o
tratamento 4cido. Para os demais extratos, somente o efeito quadratico da temperatura (BC) e
HCI (IE) foram estatisticamente significativos (p<0,05). Para o efeito quadratico negativo da
temperatura no extrato de BC, Tolosa (2011) afirma que significa que o aumento da
temperatura é benéfico até certo ponto (valor maximo de TEAC/PT) a partir do qual aumentos
sucessivos ocasionam a reducdo na relacdo TEAC/PT. Isso se deve provavelmente a
degradacdo térmica dos compostos fendlicos presentes no extrato.

e Concentracdo de cianidina ap6s a clivagem das proantocianidinas

Apbs a clivagem acida dos extratos de BC, EO e IE, as cianidinas foram quantificados
por HPLC. A presenca desta antocianidina nos extratos apos a clivagem confirma a presenca
das proantocianidinas.

Com base na analise de variancia, verifica-se que o modelo polinomial de 22 ordem
adaptou-se aos dados experimentais de concentracdo de cianidina para todos os extratos. A
falta de ajuste ndo foi significativa e os modelos apresentaram R* > 0,9.

Os coeficientes de regressao obtidos, mostraram que o efeito linear foi significativo
para as variaveis HClI (BC e EO), temperatura (BC, EO e IE) e tempo (IE). Este
comportamento indica que o aumento no nivel de qualquer destas varidveis favorece a
reducdo das proantocianidinas através da clivagem e consequente formacdo da cianidina. O

efeito quadratico negativo do HCI para os trés extratos, da temperatura para o EO e tempo
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para o IE indica que aumentos sucessivos no nivel destas varidveis, a partir do ponto de

curvatura da superficie, promovem a degradacédo da cianidina.

3.4.3 Determinacéo das condigdes 6timas e validagdo do modelo

As melhores condicBes foram determinadas por Tolosa (2011) através da avaliacdo da
desejabilidade méaxima (D) para todas as variaveis de resposta. A escolha da condicdo 6tima
priorizou condigBes experimentais nas quais a redugdo das proantocianidinas e da
adstringéncia fossem superior a 90% e 77%, respectivamente, sendo que 0S compostos
formados durante a clivagem fossem preservados e que a relacgdo TEAC/PT variasse 0
minimo possivel ap6s o tratamento acido. De acordo com os dados obtidos no estudo de
Tolosa (2011), verifica-se que os valores preditos e experimentais, para cada variavel de
resposta, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Isto mostra que
0 modelo proposto é adequado para explicar a influéncia das varidveis de entrada sobre a
reducdo de proantocianidinas (RP) e de adstringéncia (RA), relacdo TEAC/PT e concentracdo
de cianidina.

Baseado nestes condicionamentos, a otimizacdo das varidveis de resposta estipula o uso
de HCI com concentracdo de 3N sob aquecimento a 88°C durante 165 minutos, para 0s trés

extratos vegetais, sendo estas condi¢es o ponto de partida deste trabalho.

3.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia se destaca devido a facilidade
com que efetua separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma
ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como a espectrofotometria ou a
espectrometria de massas (COLLINS, 2006). Segundo Cass e Degani (2001), a cromatografia
é um método fisico-quimico de separacdo de compostos que se fundamenta nas diferencas de
velocidades de suas migracGes numa mistura, sob a influéncia das interacOes especificas
desses componentes com duas fases imisciveis, denominadas de fase estacionaria e fase
movel.

De acordo com Lancas (2009) existem diversas técnicas cromatogréficas, e para essa

classificacdo pode-se levar em consideracgdo varios critérios, como a geometria da superficie
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na qual a separagdo ird ocorrer (cromatografia de coluna ou plana), a natureza fisica da fase
movel e da fase estacionaria (cromatografia liquida, gasosa ou supercritica e cromatografia
liquido-solido ou liquido-liquido, respectivamente), o0 mecanismo de separacdo (por afinidade
e exclusédo por tamanho) e a quantidade de amostra (analitica, semipreparativa e preparativa).

Collins (2006) reporta que a cromatografia liquida em coluna se divide em dois
grupos: cromatografia liquida cléssica, feita em colunas de vidro, sob pressdo atmosférica,
com o fluxo da fase movel devido a forca da gravidade; e a cromatografia liquida que
normalmente utiliza colunas metalicas e pressdes de fase movel elevadas, obtidas com auxilio
de uma bomba de alta pressdo, possibilitando uma vazdo da fase modvel mais rapida,
atribuindo a esta modalidade a expresséo inglesa high performance liquid chromatografhy
(HPLC), traduzido como cromatografia liquida de alta eficiéncia, em funcdo da eficiéncia
atingida na separacao ser a caracteristica mais importante.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica que consegue separar misturas
que contenham um grande nimero de compostos similares, ou compostos variados presentes
em diversos tipos de amostras, em escala de tempos de poucos minutos, com alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade, empregando colunas recheadas com materiais especialmente
preparados e uma fase mdvel, eluida sob altas pressGes, podendo 0s instrumentos serem
totalmente automatizados (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006). Pode-se utilizar como
uma técnica analitica para a identificacdo e quantificacdo de compostos (HPLC analitico) ou
como uma técnica de isolamento (HPLC semi-preparativo e preparativo), onde basicamente um
sistema HPLC € constituido por uma bomba de alta pressdo, um injetor, uma coluna e um detector
(CASS; DEGANI, 2001).

3.5.1 Determinacédo de compostos fenélicos por HPLC

A analise para a determinacdo de compostos fenolicos de plantas € normalmente
realizada em trés passos. Em primeiro lugar, a extracdo de compostos fendlicos a partir de
amostras, tanto na forma livre ou ligado. Em seguida, a limpeza dos extratos para eliminar
interferéncias ou, em alguns casos, a pré-concentrado para os compostos fendlicos.
Finalmente, a analise dos compostos fendlicos dos extratos. Todos 0s passos sdo importantes
para fornecer resultados exatos e precisos (VICHAPONG et al., 2010).

As analises realizadas por HPLC para a determinacdo de compostos fenolicos os

modos de separacdo utilizados sdo em fase reversa e fase normal (utilizada para polifendis
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mais apolares) (NATSUME et al., 2000). Em fase reversa, a fase movel possui polaridade
maior que a fase estacionaria, sendo este modo de separa¢do o mais utilizado para compostos
fenolicos, por permitir a separagdo de uma grande variedade de compostos, usando agua,
acetonitrila e metanol como principais componentes da fase movel (CASS; DEGANI, 2001).

O principio da separacdo dos compostos fendlicos consiste na ocorréncia de alguns
fatores, como da estereoquimica das moléculas e a polaridade total, a qual é influenciada,
principalmente, pelas substituicbes dos anéis, pela natureza, posicdo e numero de acucares
ligados e pela acilacdo desses aclcares. Em consequéncia disso, em cromatografia de fase
reversa, 0s compostos glicosilados sdo eluidos em tempos mais breves que 0S compostos
agliconas, bem como 0s compostos que apresentam mais grupamentos hidroxilas também
apresentam um tempo de eluicdo mais curto que os seus analogos menos substituidos
(SAKAKIBARA et al., 2003; TSAO; YANG, 2003; MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Apesar do alto custo das andlises e o elevado tempo requerido para cada uma se
incluido o tempo de preparacdo das amostras, devido as vantagens de sua alta sensibilidade,
exatidao e precisao, e a possibilidade de determinacdo da composicdo de misturas, as analises
por HPLC tem sido cada vez mais empregada nos laboratorios e utilizada para a analise de
polifendis (SILVA, 2006; JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

3.5.2 Detector de arranjos de diodos (DAD)

O cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, acoplado a um detector UV/visivel de arranjo
de diodos (DAD), tem sido utilizado para a separacao, identificacdo e quantificacdo de diversos
compostos fendlicos (SAKAKIBARA et al., 2003; TSAO; YANG, 2003), pois permite a
obtencdo em tempo real do espectro completo de absor¢do UV-VIS de 200 a 800 nm e,
portanto, pode fornecer informacdes adicionais para a identificagdo de um pico (LUO et al.
2013).

No DAD a cela ¢ iluminada com luz branca (ndo monocromatica) e a luz emergente da
cela chega a rede de difracdo, sendo dispersa até o elemento fotossensivel; assim, cada diodo
monitora uma faixa estreita de comprimentos de onda e, no final da analise, toda a regido de
interesse foi varrida e os dados acumulados no computador permite, com software adequado,
a obtencdo de espectro da substancia, sendo dessa forma, muito empregado para verificar a

pureza de um pico cromatografico (LANCAS, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE EXTRATOS DE MATRIZES VEGETAIS
AMAZONICAS

As amostras dos extratos purificados aquosos das espécies B. crassifolia, I. edulis e E.
oleracea foram obtidas utilizando a estrutura e os protocolos cedido pela Empresa Amazon
Dreams. Os extratos foram obtidos apds a realizacdo de técnicas adequadas para a extracéo,
concentracdo e purificacao (adsorcdo/desorcdo) dos compostos fendlicos presentes nas folhas
de B. crassifolia, I. edulis e dos frutos de E. oleracea, de acordo com o fluxograma, ilustrado

na Figura 21.

Bysonima crassifolia Inga edulis Euterpe oleracea
Coleta das folhas Obtencio dos

1 frutos
Lavagem Jr

i) Lavagem
Secagem i

I Extracio
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IR Clarificacdo
Extracdo

v

Clarificacdo
'
Concentracdo
Adsorgdio
»  Purnficacdo |e
Desoreio
v
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4

Extrato P'uﬁﬁcadc:

Aquoso

Figura 21 — Fluxograma do processo de obtencdo dos extratos purificados aquosos.
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Para a obtencdo dos extratos purificados aquosos de Byrsonima crassifolia e Inga
edulis, as folhas das duas espécies foram submetidas aos mesmos procedimentos, como
mostra a Figura 21. As folhas de Inga edulis foram coletadas no municipio de Santa Izabel do
Pard - PA e as folhas Byrsonima crassifolia no municipio de Santo Antonio do Taua - PA.
Apos a coleta, as folhas foram transportadas imediatamente para o laboratério onde foram
logo em seguida submetidas a lavagem com &gua corrente e posterior secagem em estufa. As
folhas secas foram moidas em moinho de facas.

Para a extracdo, as folhas moidas foram imersas a uma solucdo hidroalcéolica e
submetidas & temperatura e tempo pré-definidos, segundo o protocolo de extracdo da empresa
Amazon Drems. ApOs resfriamento, os extratos brutos hidroalc6olicos obtidos, foram
clarificados em filtro prensa, contendo terra diatomacea acidificada. Posteriormente o0s
extratos clarificados foram concentrados para evaporacao do etanol.

A purificacdo foi realizada através da elui¢do dos extratos em coluna aberta, contendo
resina macroporosa para a adsor¢do dos compostos fendlicos e posterior dessor¢cdo com
solucdo etandlica. Subsequente a este processo, 0s extratos foram novamente concentrados
para a obtencdo dos extratos purificados aquosos.

Para a obtencéo do extrato de Euterpe oleracea, os frutos foram adquiridos da lIlha do
Combu — PA, com extracdo dos compostos fenolicos realizada no mesmo dia da coleta. Os
procedimentos para essa matriz consistiu na imersdo répida dos frutos em agua, a fim de
remover sujidades aparentes, e em seguida a extracdo com dgua em despolpadeira por periodo
curto. Apds a extracdo, o extrato bruto obtido foi submetido a clarificacdo, nas mesmas
condic@es utilizadas para os extratos das folhas, procedeu-se a purificacdo do extrato de acai,
que a partir dessa etapa, o procedimento foi 0 mesmo utilizado para a obtengdo dos extratos
purificados de Byrsonima crassifolia e Inga edulis.

Os rendimentos dos extratos purificados aquosos de Byrsonima crassifolia, Inga edulis
e Euterpe oleracea, foram respectivamente em torno de 9,0%, 4,9% e 8,3%; e a matéria seca
de 8,3%, 8,2% e 6,62%, também respectivamente.

4.2 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

A concentracdo de polifenois totais foi estimada através do método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). A metodologia

consiste na mistura de uma aliquota de 500 pL de amostra com 250 pL de reagente de Folin-
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Ciocalteu (Sigma Chemicals — S.L., EUA) diluido em &gua destilada (1:1 v/v) e 1250 pL de
carbonato de sodio a 7,5%, nesta ordem. A mistura entdo é mantida protegida da luz por 30
minutos em repouso, e em seguida a absorbancia é lida a 750 nm em espectrofotdmetro de
absorcao.

Para este trabalho todas as anélises foram feitas em triplicatas sendo refeitas aquelas
que apresentaram um erro relativo maior ou igual a 12%.

Os resultados foram expressos em miligramas de &cido galico equivalente por grama
de matéria seca de extrato (mg de AGE/ g MS), determinado a partir da curva de calibracdo

do padrao.

4.3 DOSAGEM DO TEOR DE PROANTOCIANIDINAS

A determinacdo de proantocianidinas foi determinado pelo método Butanol/HCI
proposto por Julkunen-Tiitto (1985), que consiste na dosagem das antocianidinas produzidas
pela clivagem oxidativa acida das proantocianidinas.

A metodologia propde para a reagdo, a mistura de 200 pL de amostra e 4 mL de
solucdo de Butanol:HCI (95:5, v/v) aquecida por 2 horas a 95 °C em banho-maria. Ap6s
resfriamento a mistura reacional serd lida a 550 nm e um branco de cada amostra serd medido
sem aquecimento. As analises serdo realizadas em triplicata e os resultados expressos em
miligramas de equivalentes em cianidina (Sigma Chemicals — S.L., EUA) por grama de

matéria seca de extrato (mg ECI/g MS) a partir da curva de calibracao.

4.4 DETERMINACAO DE FLAVANOIS TOTAIS

Os flavandis foram determinados utilizando o p-dimetilaminocinamaldeido
(DMACA), segundo o protocolo proposto por Delcour e Varebeke (1985). A analise consiste
na reacdo de 400 pL de amostra com 2000 pL de solucdo de DMACA na concentragao de 0,5
mg/mL solubilizada em solucdo de HCI:Metanol na proporcdo de 1:3. Apds a
homogeneizacdo, a mistura foi acondicionada ao abrigo da luz por 10 minutos, para posterior
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 640 nm. Os
resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina por grama de matéria seca de
extrato (mg ECA)/g MS).
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4.5 DETERMINACAO DE FLAVONOIS TOTAIS

O método para a determinacdo de flavondis foi baseado na reacdo com cloreto de
aluminio (QUETTIER-DELEU et al., 2000). O método consiste na mistura de 1000 puL de
amostra e 1000 pL de solucéo de AICI; 2% (m/v), diluida em metanol e preparada no dia da
anélise, nesta ordem. A absorbancia da amostra foi lida em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 430 nm apds 10 minutos mantida em repouso ao abrigo de luz. Os
resultados foram expressos em miligramas equivalentes de miricetina-3-O-a-L-

ramnopiranosideo por grama de matéria seca de extrato (ngEMR)/g MS.

4.6 DETERMINACAO DE ANTOCIANIDINAS TOTAIS

Para a quantificacdo de antocianinas nas amostras foi utilizado o método pH
diferencial, estabelecido por Askar e Treptow (1993), que consiste na diluicdo das amostras
em tampbes pH 1 e pH 4,5, seqguido de leitura das absorbancias das amostras em dois
comprimentos de onda (514 nm e 700 nm). Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes em cianidina (Sigma Chemicals— S.L., EUA) por grama de matéria seca de
extrato (mgECi/g MS) a partir da curva de calibragéo

4.7 ESTIMACAO DO GRAU DE POLIMERIZACAO

A estimacdo do grau de polimerizacdo das proantocianidinas foi obtida pela relacédo
entre os teores de polifendis totais e de flavanois, de acordo com Souza et al. (2008).
4.8 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi determinada através do método colorimétrico indireto,
via atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila, o DPPH. Este radical

possui coloracdo purpura, e tem absorcdo em comprimento de onda m&ximo em

aproximadamente 516 nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), 0
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DPPH ¢é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, com coloracdo amarela e consequente
decréscimo da absorbéancia, que serd monitorada durante a analise.

O procedimento consiste em adicionar em uma cubeta 75 pL de amostra
(apropriadamente diluida em metanol) e 2925 pL da solucdo metandlica de DPPH. A
absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 515nm em diferentes intervalos de tempo até se
manter constante. As leituras foram feitas em triplicata e o branco da analise utilizou-se
MeOH ao invés da amostra.

As atividades de sequestro do radical de cada amostra foram calculadas de acordo com

a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (%Inb), segundo a Equacéo 2.

Ab—-Aa
Ab

% Inibicao = x100 (Equagéo 2)
Onde:
Ab = Absorbancia do branco

Aa = Absorbancia da amostra

O valor da atividade antioxidante é expresso em UM ET (Equivalentes Trolox) a partir
do coeficiente de regressdo calculado da curva de calibragédo construida a partir de solugédo de
Trolox, conforme a Equacéo 3.

%Inibic¢do

DPPH (UMET) = x dilui¢do (Equagéo 3)

Coeficiente

4.9 DETERMINACAO DA ADSTRINGENCIA

A determinacdo da adstringéncia foi realizada de acordo com o método proposto por
HORNE et al. (2009), que avalia a modificagdo sensorial dos extratos em virtude da
ocorréncia efetiva da clivagem das proantocianidinas. Este método baseia-se na medida da
turbidez ocasionada pela formacdo de complexos entre proantocianidinas e proteinas ricas em
prolina, presentes na saliva humana.

Saliva humana foi coletada e centrifugada a 10.000g durante 10 min. O sobrenadante
foi coletado e armazenado a -18 °C. As amostras a serem analisadas foram previamente
submetidas a neutralizagdo com solucéo de NaOH, e em seguida, foram diluidas com tampéao
pH 4,5 (CH3COONa 0,2M em 12% EtOH). Ap6s a homogeneizagdo de 4500 L de amostra
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com 4500 pL saliva a turbidez foi lida em turbidimetro TB1000 (Tecnopon — Séo Paulo,
BRA). A calibragéo do equipamento foi realizada antes das leituras com padrdes de formazina
(Tecnopon — S@o Paulo, BRA) em diferentes concentracfes. Os resultados obtidos foram

expressos em Unidades Nefelométrica de Turbidez por grama de extrato seco (NTU/QES).

4.10 CLIVAGEM ACIDA DAS PROANTOCIANIDINAS

Para a realizacdo da clivagem &cida das proantocianidinas, foi utilizado o método
otimizado por Tolosa (2011), que determinou as condigdes 6timas em escala analitica quando
as amostras foram submetidas em solucdo com 60% etanol, HCI a uma concentracdo de 3N
sob aquecimento a 88 °C, durante 165 minutos. Os volumes adicionados a cada tubo de ensaio
foram 12 mL de etanol, 5 mL de HCI e 3 mL de extrato purificado.

Para a clivagem &acida em escala analitica (ou de bancada), os ensaios foram
conduzidos em tubos de ensaio com tampa rosqueada e septo de teflon (Figura 22). O
aquecimento procedeu-se em banho termostatico, devidamente tampado para manutencdo da
temperatura constante (Figura 23 — C). Apds a finalizacdo do tempo de reagdo, os tubos
contendo as amostras foram imediatamente resfriados em banho de gelo, ao abrigo da luz.
Posteriormente o0s extratos foram acondicionados em frascos &ambar, devidamente
identificados, saturados com nitrogénio e armazenados em freezer a -22 °C até a realizacao

das analises.

Figura 22 — Extratos submetidos a clivagem &cida em escala analitica.
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Para a clivagem em maior escala (escala piloto), foram utilizados frasco de
borosilicato com volume para 1000 mL, com tampa rosqueada e resistente ao aquecimento
com acidos, para uma boa vedacao (Figura 22 — A).

Todos os procedimentos realizados em escala analitica foram seguidos rigorosamente
no processo em escala piloto (meio reacional com 60% etanol, HCI a uma concentracéo de
3N, aquecimento a 88 °C, durante 165 minutos). Em cada frasco, portanto, foi adicionado
600 mL de etanol, 250 mL de HCI e 150 mL de extrato.

Figura 23 — A — Frasco de 1 litro. B - Extratos submetidos a clivagem acida em escala piloto.

C - Equipamento de banho termostatico.

O aquecimento procede-se em equipamento de banho termostatico, devidamente
tampado para manutencdo da temperatura constante (Figura 23 — C), tendo ainda o cuidado
para que o nivel da dgua do banho estivesse compativel com o nivel da mistura reacional
contida dentro dos frascos (Figura 23 — B). Apos a finalizacdo do tempo de reacdo, 0s tubos
contendo as amostras foram imediatamente resfriados em banho de gelo, ao abrigo da luz,
com posterior acondicionamento em frascos &mbar, devidamente identificados, saturados com

nitrogénio e armazenados em freezer a -22 °C até a realizacdo das analises.
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4.11 ESPECIFICACOES DO EQUIPAMENTO HPLC

O sistema utilizado para as andlises cromatograficas foi o HPLC Thermo Scientific
série Ultimate 3000 (EUA), equipado com bomba quartenaria (LPG-3400RS), injetor
automatico (WPS-3000SL Analytical), detector de arranjo de diodos - DAD (DAD-3000),
software de dados (Chromeleon 7.1 SR2) e célula de fluxo (Standard Analytical).

A coluna utilizada foi a Kinetex C18 2,6 um, 100 x 4,6 mm (Phenomenex). As fases
moveis foram compostas de agua ultrapura com 1% de acido formico (solucdo A) e
acetonitrila com 1% de &cido formico (solucdo B). Essas solucdes foram preparadas, filtradas
utilizando membranas de nylon com 0,22 um de porosidade, acondicionadas nos frascos
préprios ao equipamento de cromatografia e submetidas ao banho ultrasdnico para

degaseificacao.

4.11.1 Preparo das amostras

e Extratos purificados aquosos
Todas as amostras de extratos purificados aquosos (B. crassifolia, I. edulis e E.
oleracea) foram diluidos 50 vezes em agua ultrapura acidificada com 1% de acido férmico
(grau HPLC). Em seguida, foram filtradas utilizando filtros de seringa de 0,45 pum.

e Extratos clivados analiticamente e em escala piloto
Todos os extratos clivados foram submetidos a um clean up prévio, utilizando
cartuchos Strata C18-E, 55 um, 70 A, dimens3o de 50 mg/l mL (Phenomenex, Torrance,
CA), acoplados a um suporte manifold.
Previamente os cartuchos foram acondicionados com metanol (1mL) e &gua ultrapura
acidificada com 1% de acido formico (1mL). Posteriormente foram adicionadas as amostras
diluidas 10 vezes em agua ultrapura acidificada (1% acido férmico). Os compostos adsorvidos

foram eluidos com 1 mL de metanol a 70%, com vazdo de 1 mL/ min.
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4.11.2 Otimizagdo do gradiente de eluicdo do método analitico

Inicialmente realizou-se a eluicdo dos extratos em gradiente exploratorio variando de
5% a 95% de B em 35 minutos. Posteriormente, foram feitos ajustes até chegar ao gradiente
que permitisse a melhor separacdo dos picos cromatogréficos obtidos para todos os extratos
purificados aquosos de B. crassifolia, I. edulis e E. oleracea (antes e ap6s clivagem acidas), e
em um menor tempo de corrida possivel. As amostras dos extratos foram injetadas em
triplicata.

Como auxilio para a otimizacgdo do gradiente, utilizou-se o calculo do angulo formado

entre 0 % B com o tempo, a partir das férmulas:

Tan (o) = Cateto oposto — a = arctan Tan (a)
Cateto adjacente

Onde:

Tan = Tangente;

a = angulo de inclinacéo;

Cateto oposto = Diferenca entre [ ] da fase B final e [ ] fase B inicial de cada intervalo do
gradiente;

Cateto adjacente = Diferenca entre o tempo final e o tempo inicial de cada intervalo do

gradiente.

4.11.3 ldentificagio dos compostos de interesse

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pela comparacdo dos tempos de
retencdo obtidos a partir das injecOes dos padrdes comerciais de compostos de interesse, com
0s tempos de retencdo dos compostos obtidos com a injecdo das fraches dos extratos
trabalhados. Foram utilizados os padrdes de procianidinas B1 e B2, cianidina, delfinidina,
miricetina, miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo e quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo
(Extrasynthese, Genay, Franga), acido galico, catequina, epicatequina e quercetina (Sigma,
Steinheim, Alemanha).
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram efetuados em triplicado. Os valores foram expressos como
médias aritméticas = desvio padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas através da
andlise da variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando um teste de Tukey para
comparagOes entre grupos utilizando o software Origin Pro (Origin Lab. Corporation,
Massachusetts, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS PURIFICADOS AQUOSOS

A Tabela 2 mostra os valores obtidos para a caracterizagdo colorimétrica dos
compostos fendlicos dos trés extratos purificados aquosos das matrizes vegetais em estudo.
Vale ressaltar que os resultados obtidos em cada andlise foram expressos em seus
equivalentes quimicos, e portanto sdo valores aproximados.

Os extratos de Byrsonina crassifolia (BC), Inga edulis (IE) e Euterpe oleracea (EO)
apresentaram valores elevados de compostos fendlicos. A maior concentracao foi verificada
para o extrato de BC, enquanto que a menor concentracdo foi encontrada no extrato de IE.
Entretanto, essa menor concentracdo de polifendis para a espécie de IE esta coerente com 0s
estudos de Pompeu et al. (2012) e Silva (2007) que apresentaram essa diferenca para extratos

dessas duas espécies.

Tabela 2 — Caracterizagdo dos extratos purificados aquosos de Byrsonima crassifolia, Inga edulis e
Euterpe oleracea.

Determinacdes B. crassifolia I. edulis E. oleracea
Polifendis totais (mg EAG/g de MS)+ 761,83+6,07  493,59+4,17 531,55+5,32
Proantocianidinas (mg ECl/g de MS) 53,13+2,29 112,22+6,30 122,85+8,73
Antocianidinas totais (mg ECIl/g de MS)- - - 296,63+2,73
Flavanois totais (mg ECA/g de MS) 207,75£3,14  151,18+1,31 122,24+1,27
Flavonais totais (mg EMR/g de MS) 62,60+4,93 112,99+9,70 118,55+7,42
Grau de polimerizacao 3,67+0,05 3,27+0,06 4,35%0,06

Os valores correspondem as médias das leituras espectrofotométricas realizadas em triplicata+desvio padrio,
exceto os valores para flavondis totais, que foram realizadas em duplicata;

*Os resultados foram expressos em mg equivalentes de é&cido galico (EAG), de miricetina-3-O-a-L-
ramnopiranosideo (EMR), de catequina (ECA) e de cianidina (ECI) por g de massa seca (/g MS).

**Qs extratos de B. crassifolia e I. edulis ndo apresentam naturalmente antocianidinas.

Todos os extratos apresentaram alta concentracdo de polifenois totais, quantidades
consideraveis de proantocianidinas e flavandis totais. Dentre as espécies, 0 extrato que

apresentou maior teor de proantocianidinas foi o extrato purificado aquoso de EO, bem como
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maior concentracdo de flavonadis totais. Quanto aos flavanois totais, foi observado que a maior
concentragdo ocorre para o extrato de BC. Vale ressaltar que as antocianinas estdo presentes
somente nos extratos de EO. Quanto ao grau de polimerizacdo, os valores encontrados para 0s
trés extratos purificados estudados neste trabalho foram semelhantes ao grau de polimerizacéo
de 4,21 encontrado por Souza et al. (2008) para o extrato de IE, demonstrando dessa forma
que 0s extratos apresentam proantocianidinas menores, ou seja, com poucas unidades
monomeéricas (DIAS et al., 2010).

De acordo com a empresa Amazon dreams, que dispde de fichas técnicas (2013) para
os trés extratos em estudo, com valores de referéncia para alguns compostos fenolicos
expressos por mg do composto equivalente por 100g de extrato purificado seco, os valores de
polifendis totais encontrados para os trés tipos de extratos devem ser maiores que 40 mg; para
proantocianidinas, os valores devem ser maiores que 2,1 mg para os extratos de BC e IE, ndo
especificando para o extrato de EO, que refere apenas a concentracdo de antocianidinas
(maior que 20 mg). Referencia ainda, somente para os extratos de BC e IE que a concentragéo
para flavanois, deve apresentar-se maior que 8 mg; e quanto aos flavondis, os valores para BC
devem ser maiores que 3 mg e para IE maiores que 6,5 mg. A partir dessas informacdes, €
importante ressaltar que todos os extratos apresentaram valores elevados em relacdo aos

compostos quantificados.

5.2 AVALIACAO DA CLIVAGEM ACIDA SOBRE O TEOR DE POLIFENOIS E DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O método utilizado para a clivagem &cida das proantocianidinas foi eficaz tanto para
os extratos purificados aquosos das folhas de BC e IE, quanto para os extratos dos frutos EO.
Porém, observa-se na Tabela 3, que houve um percentual maior de proantocianidinas clivadas
para o extrato de IE e EO, em funcdo da maior quantidade inicial de proantocianidinas
presentes nesses extratos. O menor percentual de reducdo de proantocianidinas para o extrato
de BC também foi encontrado por Tolosa (2011) durante o processo de otimizacdo da
clivagem &cida em escala analitica. Em seu estudo verificou que, com a elevacdo da
concentracdo de HCI de 2N para 3N, houve uma elevacdo do percentual de reducdo de
proantocianidinas para todos os extratos, porém foi menor para extrato de BC quando
comparado ao extrato de IE, afirmando ainda que o efeito linear positivo da temperatura

também é similar ao do &cido, demonstrando que ao elevar a temperatura em 12,5 °C,
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também se aumenta o percentual de reducdo de proantocianidinas. Entretanto, assim como
ocorre com 0 aumento da concentragdo do &cido, no extrato de IE o percentual de reducdo foi
maior do que nos extratos de BC e EO. Dessa forma, compreende-se que os extratos de IE e
EO, sdo mais fortemente favorecidos pela concentracdo de acido e temperatura do meio
reacional quanto a ocorréncia da clivagem &cida das proantocianidinas, do que o extrato de
BC, dada a menor reducéo de proantocianidina encontrada.

E importante destacar, a partir dos resultados, que mesmo com a ampliacdo do volume
do processo de clivagem acida em 50 vezes, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em

relacdo a clivagem realizada em escala analitica, para todos os extratos.

Tabela 3 — Avaliagdo da clivagem &cida sobre a redugdo dos teores de proantocianidinas sobre os

teores de polifendis totais e da capacidade antioxidante nos extratos vegetais.

e . . . DPPH*
Proantocianidinas* Polifenois totais*
Amostra (mmol eq
(mg ECl/g de MS) (mg EAG/g de MS) Trolox/g de MS)
Extrato Purificado Aquoso 53,13+2,29 a 761,83+6,07 b 9,15+0,89 b

BC Extrato clivado analiticamente 38,34+0,65 b 802,86+2520 b 11,72+0,12 a
Extrato clivado em escala piloto ~ 38,2840,75 b  899,37+16,50 a 11,89%0,39 a

Extrato Purificado Aquoso 112,22+6,30 a 49359+417 b 6,42+0,58 b
IE Extrato clivado analiticamente 41,26£166 b 481,34+9,10 b 10,27+0,05 a
Extrato clivado em escala piloto ~ 41,87+2,33 b 557,35+6,61 a 10,04+0,53 a

Extrato Purificado Aquoso 122,85+8,73 a 531,5545,32 a 1,86+0,30 b
EO Extrato clivado analiticamente 45044360 b 509,38+38,14 a 11,82+0,59 a
Extrato clivado em escala piloto ~ 48,48+1,11 b 493, 70+3,65 a 12,44+0,37 a

Os valores correspondem as médias das leituras espectrofotométricas realizadas em triplicata+desvio padrio;
Letras iguais na mesma coluna, em uma a mesma espécie, ndo diferem significativamente p>0,05;

*0s resultados foram expressos em mg equivalentes de cianidina (ECI), de acido galico (EAG), e milimol
equivalente de Trolox, por g de massa seca (/g MS).

O processo de clivagem é&cida de proantocianidinas ndo promoveu reducao
significativa na quantidade de polifenois totais para os extratos submetidos ao processo em
escala analitica, porém houve um aumento significativo na concentracdo de polifendis totais

guando submetidos a clivagem em maior escala, exceto para o extrato de EO que apresentou
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uma concentragdo menor, mas ndo significativa estatisticamente, se comparado com as
concentragOes de polifendis no extrato submetido a clivagem em menor escala.

Ap0s a realizacdo da clivagem &cida das proantocianidinas, observa-se que houve um
aumento significativo (p<0,05) da capacidade antioxidante dos extratos analisados. E mesmo
com o0 aumento da escala do processo, a capacidade antioxidante manteve-se
significativamente maior, apresentando resultados semelhantes ao obtido em escala de
bancada. Vale salientar que para o extrato de acai 0 aumento da capacidade antioxidante foi
de seis vezes em relacdo ao extrato aquoso, enquanto que para 0s extratos de inga e muruci o
aumento foi de apenas 50% e 20%, respectivamente. No estudo de Tolosa (2011) este
comportamento diferenciado no aumento da capacidade antioxidante para o extrato de acai,
também foi observado; esta justificativa consiste na formacdo de compostos durante o
tratamento &cido, pois além da clivagem das proantocianidinas (em maior concentracdo no
extrato de EO purificado aquoso) ha também a hidrélise de flavonoides glicosilados. Dessa
forma, a medida que ocorre despolimerizacdo das proantocianidinas e deglicosilacdo de
flavonoides, hd um aumento de compostos aglicona no extrato e consequentemente 0 aumento
da capacidade antioxidante, ja que segundo Ross e Kasum (2002) os flavonoides aglicona

possuem maior capacidade antioxidante do que os seus correspondentes glicosilados.

5.3 AVALIACAO DA CLIVAGEM ACIDA DAS PROANTOCIANIDINAS SOBRE A
REDUCAO DA ADSTRINGENCIA

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados do efeito da clivagem é&cida das
proantocianidinas sobre a reducdo da adstringéncia. Com base nos dados, pode-se verificar
gue em todos os extratos houve percentuais de reducdo da adstringéncia de mais de 60%, o
que comprova que a reducdo de proantocianinas, exerce consideravel influéncia para a
diminuicdo dessa sensagdo gustativa. 1sso demonstra consequentemente, que a
despolimerizacdo de grande parte dos compostos foi bem sucedida, j& que uma maior
adstringéncia estd relacionada com o maior grau de polimerizacdo e peso molecular dos
compostos fendlicos.

O aumento de escala do processo ndo influenciou significativamente (p>0,05) os
resultados obtidos para os extratos de BC e EO, porém o extrato de IE apresentou menor

reducdo da adstringéncia, quando submetido a clivagem em escala piloto. Apesar disso, esse
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menor percentual obtido para o extrato de IE, ainda assim constituiu-se em um percentual

superior de reducdo, se comparado aos extratos das outras espécies vegetais em estudo.

Tabela 4 - Avaliacdo da clivagem &cida sobre a redugdo da adstringéncia nos extratos vegetais.

Adstringéncia

Amostra (%RA)-

Extrato Purificado Aquoso 0,00

BC Extrato clivado analiticamente 62,98+2,23 a
Extrato clivado em escala piloto 61,98+0,43 a
Extrato Purificado Aquoso 0,00

IE Extrato clivado analiticamente 79,50+1,61 a
Extrato clivado em escala piloto 75,73+£0,76 b
Extrato Purificado Aquoso 0,00

EO Extrato clivado analiticamente 65,99+541 b
Extrato clivado em escala piloto 61,97+4,03 b

Os valores correspondem as medias das leituras espectrofotométricas realizadas em triplicatatdesvio padrao;
Letras iguais na mesma coluna, em uma a mesma espécie, ndo diferem significativamente p>0,05;

* Adstringéncia apresentada como percentual de reducio da adstringéncia (%RA) a partir do total correspondente
aos extratos purificados aquosos.

5.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS ANTES E APOS CLIVAGEM ACIDA DAS
PROANTOCIANIDINAS QUANTO AOS FLAVONOIDES

Os valores apresentados na Tabela 5 demonstram que a clivagem acida foi eficaz para
a obtencdo de antocianidinas totais, comprovando dessa forma a ocorréncia da clivagem dos
taninos condensados presentes nos extratos de BC e IE, dada a ndo detec¢édo de antocianidinas
nos extratos purificados aquosos, com posterior deteccdo pds clivagem. Nota-se ainda, que
para esses dois extratos, o processo em escala piloto promoveu a obtencdo de maior
concentracdo de antocianidinas, diferindo significativamente da concentragdo obtida quando

submetidos a clivagem acida em menor escala.
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Tabela 5 — Caracterizagdo dos extratos vegetais submetidos a clivagem em escala analitica e em
escala piloto quanto aos flavonoides.

Antocianidinas

Amostra totais* Flavandis totais Flavonois totais
(mg ECl/g de (mg ECA/g de (mg EMR/g de
MS) MS) MS)
Extrato Purificado Aquoso 0,00 c 207,75+3,14 a 62,60+493 b

BC Extrato clivado analiticamente 27,16+2,68 172,31+3,85 269,66+9,53 a
Extrato clivado em escala piloto ~ 44,68+7,45 a  190,96+4,82 b 261,52+4,76 a

O
(@]

Extrato Purificado Aquoso 0,00 151,18+1,31 112,9949,70 b
IE Extrato clivado analiticamente 43,44+098 b 82,91+2,79 350,52+2,60 a
Extrato clivado em escala piloto  92,39+3,46 a  89,14+440 b  335,22+8,03 a

(@)
[a})

(ox

Extrato Purificado Aquoso 296,63+2,73 a 122,24+127 a 118,55+7,42 ¢
EO Extrato clivado analiticamente 242,49+293 b  20,44+0,42 b  458,86+4,27 a
Extrato clivado em escala piloto  217,66+£5,86 ¢  18,47+0,07 c¢  347,88+12,17 b

Os valores correspondem as médias das leituras espectrofotométricas realizadas em triplicatatdesvio padréo,
exceto os valores para flavondis totais dos extratos purificados aquosos, que foram realizadas em duplicata;
Letras iguais na mesma coluna, em uma a mesma espécie, ndo diferem significativamente p>0,05;

*0s resultados foram expressos em mg equivalentes de cianidina (ECI), de catequina (ECA) e de miricetina-3-
0O-a-L-ramnopiranosideo (EMR), por g de massa seca (/g MS).

Para o extrato de EO a reacdo de clivagem acida promoveu reducdo nos valores de
antocianidinas totais. Isso pode ter ocorrido em funcdo da degradacdo de antocianinas
presentes naturalmente no extrato durante o processo de aquecimento a 88 °C, pois estas
moléculas sdo termolébeis e o tempo de submissdo a essa temperatura foi relativamente
prolongado (165 minutos).

O aumento significativo na concentracdo de antocianidinas totais para o extrato de BC
e IE quando clivados em escala piloto pode ser justificado pelo menor tempo de exposicdo
dos extratos a temperatura de 88 °C. Esse menor tempo de exposi¢cdo a temperatura de 88 °C
esta relacionado aos fundamentos de transferéncia de calor. Sabe-se que para os liquidos, a
transferéncia de calor ocorre por convecgdo, que caracteriza-se pelo movimento do fluido em
funcdo de uma diferenca de densidade, causada por gradientes de temperatura
(GEANKOPLIS, 1998). Dessa forma, € compreensivel que o tempo para atingir a uma
determinada temperatura em um fluido € maior a medida que se aumenta o volume a ser

aquecido, devido ao aumento do deslocamento das particulas no movimento de conveccéo.
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Portanto quando os extratos sdo submetidos a clivagem em escala piloto, a temperatura de 88
°C é atingida em um tempo maior, fazendo com que o tempo de exposicdo a temperatura de
88 °C seja menor gque o tempo de exposicdo dos extratos clivados analiticamente, ja que estes
atingem a temperatura de analise mais rapidamente.

No estudo de Tolosa (2011) é demonstrado através dos ensaios experimentais
realizados durante a otimizag&o da clivagem em escala analitica, que para o extrato de IE, por
exemplo, na mesma condicédo de concentracdo de HCI (3N) e temperatura (65 °C), quando ha
aumento do tempo (90 minutos para 240 minutos), had consequentemente diminuicdo da
concentracdo de cianidina, demonstrando com isso que o tempo de exposi¢do a temperatura
de 65 °C, de fato teve alguma influéncia sobre a diminuicdo das cianidinas formadas durante o
tratamento. Isso também pode ser relacionado ao efeito quadratico negativo do tempo obtido
por Tolosa (2001) para o extrato de IE, que indica que aumentos sucessivos no nivel dessa
variavel, promove a degradacdo da cianidina.

Ainda na Tabela 5, pode-se observar que com relagdo a concentracdo dos compostos
da classe dos flavanois, houve uma significativa reducdo em todos os extratos quando
submetidos a clivagem em escala analitica e a clivagem em escala piloto, com exce¢do do
extrato de IE onde o aumento de escala ndo resultou em diferenca significativa em relacdo a
clivagem analitica.

A concentracdo de flavondis totais aumentou em todos os extratos submetidos a
clivagem acida, podendo este fato ter sido ocasionado pela degradacdo de polifendis
glicosilados durante o processo de clivagem acida (CHIRINOS et al., 2008). Estatisticamente,
ndo houve diferenca entre os valores obtidos a partir do processo em menor e em maior
escala, exceto para o extrato de EO, onde o processo em escala analitica foi mais eficaz. No
entanto, observou-se que o aumento da escala do processo de clivagem &cida ndo interferiu

significativamente para a obtencéo desses compostos.

5.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO DE ANALISE

Para a obtencdo do método analitico de trabalho, o processo de otimizacdo partiu de
um gradiente exploratorio, ilustrado na Figura 24. O método consistiu em uma variagéo de 5
para 95% de solucdo B em 30 minutos, onde manteve o angulo de inclinacdo do método
gradiente constante (71,56°); em seguida de 95% para 5% de solu¢gdo em um minuto,

aumentando o angulo para 89,36°; e ao final, manteve-se 5% de B por mais um minutos para
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reestabelecimento das condigdes iniciais do método e preparacdo para a proxima corrida (0°).
O fluxo foi de 1 mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a 30 °C.

G| _/‘_,\w ml/min —E‘N:} :/‘A
s /7/‘/— \ -e.oo% Zg
i A ‘ = Fl:rw[::\?/min]
50 T \ 4,00
et
% st 2,00
Tempo Fluxo
P . % B a
(min)  (mL/min)
0 1 5
} 71,56°
30 1 95
} 89,36 °
31 1 5
¥ oo
32 1 5

Figura 24 — Método cromatografico gradiente exploratorio.

Os extratos purificados aquosos das matrizes BC, IE e EO foram utilizados para esta
etapa, e os resultados obtidos apresentados na Figura 25, onde disponibiliza os perfis
cromatograficos de cada extrato nos comprimentos de onda especificos para a identificacdo
dos compostos de interesse.

Os resultados preliminares fornecidos a partir da execucdo do método gradiente
exploratério foram analisados de acordo com Dias et al. (2010). Dessa forma, pode-se
verificar que muitos picos foram registrados no comprimento de onda de 280 nm para 0s trés
extratos, podendo ser um indicativo da presenca de varios compostos fendlicos, ja que essa
classe de compostos absorve luz nesse comprimento de onda. Em 370 nm, onde sdo
verificados a presenca da subclasse dos flavondis, os registros mais expressivos foram
encontrados para os extratos de BC e IE; e em 515 nm, comprimento de onda de absorcéo das

antocianinas, apenas o extrato de EO apresentou-se interessante.
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Figura 25 — Perfil cromatogréfico de extratos purificados aquosos das folhas de Byrsonima
crassifolia (A), Inga edulis (B) e frutos de Euterpe oleracea (C) eluidos através de método

gradiente explorat6rio em diferentes comprimentos de onda.
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Ainda na Figura 25, observou-se para todos os extratos, baseando-se na observagédo do
perfil cromatografico obtido em outros trabalhos ja realizados (DIAS et al., 2010; SOUZA et
al., 2007; PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009), que os picos de maior
interesse para este trabalho foram obtidos nos tempos iniciais da corrida do método aplicado,
encontrando dessa forma, a oportunidade de diminuicdo do tempo de duragdo do método.

A Figura 26 apresenta o gradiente otimizado para uma melhor resolugéo dos picos no
menor tempo possivel a partir da modificacdo das concentracdes das fases moveis segundo o

tempo, ou do tempo segundo as concentracdes das fases maoveis.

nono|
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11 1 20 }
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89,30°
27 1 }
00
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Figura 26 — Método cromatografico gradiente otimizado.

De forma geral, pdde-se verificar para os trés extratos (BC, IE e EO) (Figura 27, 28 e
29, respectivamente), nas duas condicdes (purificado aquoso e os submetido a clivagem
acida), que o método otimizado promoveu uma melhor resolucdo para 0os cromatogramas,
com boa separacgéo dos picos, além do menor tempo de corrida, 0 que permitiu mais rapidez e
diminuigdo dos custos de anélise em consequéncia do menor uso de reagentes que compdem

as fases mdveis utilizadas durante as analises cromatogréaficas.
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5.6 IDENTIFICACOES DOS COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NAS MATRIZES

Para a identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais
purificados aquosos das trés matrizes em estudo, padrées comerciais de cada composto de
interesse foram eluidos utilizando o método otimizado. Os tempos de retengdo (TR) de cada
composto podem ser verificados através da Tabela 6.

Tabela 6 — Tempos de retencdo de padroes de compostos fendlicos.

Comprimento de onda (nm) Composto TR (min)*
280 Acido gaélico 1,6
280 (+)-Catequina 4,8
280 (-)-Epicatequina 6,7
280 Procianidina B1 3,0
280 Procianidina B2 6,2
370 Miricetina 13,7
370 Miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo 10,7
370 Quercetina 15,1
370 Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo 13,2
515 Delfinidina 51
515 Cianidina-3-glicosideo 6,1
515 Cianidina-3-rutnosideo 6,6
515 Cianidina 9,8

*Tempo de reten¢do dos compostos em minutos

A deteccdo foi monitorada de 200 a 600 nm, sendo apresentados 0s cromatogramas
obtidos a 280 nm (todos os compostos fendlicos), 370 nm (flavonois) e a 515 nm
(antocianidinas). Os tempos de retengédo variaram de 1,6 a 15,1 min. Dentre 0s compostos 0S
flavonois apresentaram 0s maiores tempos (TR > 10,7 min), sugerindo que Sdo 0S compostos
gue apresentam menor polaridade.

A Figura 27 ilustra o perfil cromatografico dos extratos purificados aquosos (A) e dos
extratos submetidos a clivagem acida (B) das folhas de BC eluidos através do método

gradiente otimizado em diferentes comprimentos de onda. Na parte A da figura estdo



68

apresentados 0os compostos detectados para o extrato purificado aquoso, onde se confirmou a
presenca do &cido galico (&cido fendlico), da catequina e epicatequina (flavanois) e da

proantocianidina B2.
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Figura 27 — Perfil cromatogréfico de extratos purificados aquosos (A) e extratos submetidos a
clivagem &cida (B) de Byrsonima crassifolia eluidos através do método gradiente otimizado. Os
compostos identificados foram: 1, &cido galico; 2, procianidina B1; 3, catequina; 5, procianidina B2;

7, epicatequina; 8, cianidina e 12, quercetina.

Pode-se verificar na parte B da Figura 27, que apés a submissdo dos extratos a

clivagem &cida, alem do aumento da concentracdo de &cido galico, o que remete a uma
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possivel despolimerizacdo de galotaninos que possam estar presentes no extrato dessa matriz,
observa-se também o surgimento do pico correspondente a quercetina, que ndo sao
encontrados naturalmente nas formas agliconas (JUSTESEN; KNUTHSEN; LETH, 1998), o
que pode ser um bom indicativo da presenca de quercetinas glicosiladas, ja que Chirinos et al.
(2008) sugerem que a degradacdo desses compostos glicosilados podem contribuir para a
producéo da forma aglicona.

E importante notar também, ainda na parte B da Figura 27, a deteccdo de compostos
formados de natureza antocianica, pela sua deteccdo no comprimento de onda de 515 nm. A
presenca de cianidina no extrato de BC apds a clivagem &cida confirma a presenca de
proantocianidinas.

A Figura 28 ilustra o perfil cromatografico dos extratos purificados aquosos (A) e dos
extratos submetidos a clivagem é&cida (B) de IE eluidos através do método gradiente
otimizado.

Para o extrato purificado aquoso das folhas de IE (Figura 28 - A) observa-se também
a presenca de acido gélico, catequina e procianidina B2, ja identificado também em outro
trabalho utilizando a mesma matriz (DIAS et al., 2010). Dentre a classe dos flavondis, foram
identificados 0s compostos miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo e quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosideo confirmando os encontrados por Souza et al. (2007) e Dias et al. (2010).
Dessa forma, apds clivagem acida (Figura 28 - B), observa-se o surgimento dos picos
referentes tanto de quercetinas, quanto de miricetinas agliconas, como possivel resultado da
degradacdo dos respectivos compostos glicosilados, bem como de outros dessa classe
possivelmente existentes, de forma que contribuiram para a producdo dos agliconas, como foi
sugerido anteriormente. Para o extrato IE submetido a clivagem também foi identificada a
presenca de acido galico, no entanto chama atencdo para a identificacdo de cianidinas,
anteriormente ndo identificada, o que confirma a presenca de proantocianidina, que apds

clivagem acida promove a liberacdo de cianidinas.
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Figura 28 - Perfil cromatogréafico de extratos purificados aquosos (A) e extratos submetidos a
clivagem é&cida (B) de Inga edulis eluidos através do método gradiente otimizado. Os compostos
identificados foram: 1, acido gélico; 3, catequina; 5, procianidina B2; 8, cianidina; 9, miricetina-3-O-

a-L-ramnopiranosideo; 10, quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo; 11, miricetina e 12, quercetina.

Os cromatogramas obtidos a partir da eluicdo dos extratos dos frutos de EO no método
otimizado (Figura 29), permitiu a identificacdo dos principais compostos a serem investigados
neste trabalho. Para os extratos purificados aquosos (Figura 29 - A) foram identificados o
acido galico, procianidina B1, catequina e principalmente compostos da classe das
antocianidinas, como cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo ja mencionados como
compostos encontrados em concentracGes elevadas no acai (PACHECO-PALENCIA et al.,

2010; ROGEZ et al., 2011) . Assim observou-se que nesse extrato, encontram-se cianidinas
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glicosiladas, que séo naturalmente encontradas em vegetais. A forma aglicona das cianidinas
sdo somente detectadas apds a submissdo do extrato a clivagem &cida (Figura 29 - B), a partir
do qual observou-se também que as cianidinas glicosiladas (cianidina-3-glicosideo e
cianidina-3-rutinosideo) nao foram mais detectadas, sugerindo que as cianidinas agliconas
resultantes forma produzidas tanto pela degradacdo de proantocianidinas quanto da
deglicosilagéo das antocianinas.
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Figura 29 - Perfil cromatografico de extratos purificados aquosos (A) e extratos submetidos a
clivagem &cida (B) de Euterpe oleracea eluidos atraveés do método gradiente otimizado. Os compostos
identificados foram: 1, &cido galico; 2, procianidina B1; 3, catequina; 4, cianidina-3-glicosideo; 6;

cianidina-3-rutinosideo e 8, cianidina.
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6 CONCLUSOES

Os extratos purificados aquosos de BC, IE e EO apresentaram concentragdes elevadas
de polifendis totais, flavandis, flavondis e proantocianidinas, enquanto que as antocianinas
totais, apenas no extrato de EO foi detectado e quantificado.

O processo de clivagem acida proporcionou aumentos do teor de polifendis totais e foi
eficaz para a reducdo das proantocianidinas, adstringéncia, obtencdo de compostos da
subclasse das antocianidinas e para 0 aumento da capacidade antioxidante para o0s trés
extratos. Com a ampliacdo da escala do processo de clivagem acida, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo a clivagem realizada em escala analitica, para todos os
extratos. Somente quanto as concentragfes das antocianidinas, mais especificamente para o
extrato de IE, o processo em escala piloto promoveu maior concentragdo destes compostos.

O meétodo cromatografico otimizado foi Unico para todos os extratos (purificados
aquosos e submetidos a clivagem &cida) e satisfatorio para identificar os principais compostos
fendlicos presentes nos extratos das matrizes em estudo, e poderd ser utilizado para
quantificacdo desses compostos.

A partir dos perfis cromatograficos obtidos dos extratos vegetais estudados pode-se
constatar a despolimerizacdo de proantocianidinas, pela formacdo de cianidinas,
principalmente nos extratos de BC e IE, que ndo apresentaram compostos da classe das
antocianidinas antes de serem submetidos a clivagem acida.

Contudo, além da despolimerizacdo da proantocianidinas, o tratamento acido
proporciona a deglicosilacdo de flavonoides, como a quecetina (BC e IE) e miricetina (IE),
além da cianidina no extrato de EO, que é proveniente da clivagem das proantocianidinas e
das cianidinas glicosiladas presentes.

Assim, a ampliacdo de escala do processo possibilitou a obtencdo de extratos com
compostos com elevada capacidade antioxidante o que permite uma possivel utilizacdo destes

extratos como agentes antioxidantes em produtos alimenticios e farmacéuticos.
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