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RESUMO

A jugara ou “jussara” ¢ um fruto arredondado de coloragdo violaceo-
plrpuro, oriundos das palmeiras (Euterpe edulis M.) a espécie é encontrada
na Mata Atlantica, desde o sul da Bahia até o Norte do Rio Grande do Sul.
No Estado de Santa Catarina, a palmeira Euterpe edulis M. é popularmente
conhecida como palmiteiro jucara jicara, ou ripa. este caracteriza-se por
produzir um palmito de excelente qualidade e com alto valor econémico.
Entretanto, nos Ultimos anos a exploracdo inadequada da espécie vem
causou sua extingdo. A exploracdo dos frutos de jucara e a comercializagdo
como bebida, polpa ou ainda frutos tornou-se uma forma de conciliar
protecdo ambiental da espécie com valorizacdo econdmica. O presente
trabalho teve como propdsito avaliar os compostos bioativos presentes em
frutos de jucara (Euterpe edulis Mart.) utilizando métodos rapidos de
preparo de amostra e separacdo de compostos como a cromatografia liquida
de ultra eficiéncia e avaliar a atividade antioxidante dos frutos in vivo e in
vitro correlacionando com seus compostos bioativos, além de avaliar a
influéncia do estadgio de maturacdo dos frutos cultivados em regides
distintas, sobre o conteido de compostos bioativos e atividade antioxidante.
Através da metodologia desenvolvida para a extracdo de acidos fenélicos
por hidrélise &cida assistida por microondas e o emprego da metodologia
desenvolvida de separagdo de compostos fendlicos por UPLC-DAD foi
possivel determinar a predominancia de acidos fenolicos (benzoico, cafeico,
clorogénico, feralico, protocatecuico, siringico, vanilico ¢ p- cumarico) e
flavonoides (quercetina e rutina), além do elevado conteldo de
antocianinas. Estes compostos contribuiram para elevada atividade
antioxidante determinada por métodos quimicos (DPPH, FRAP, B-
caroteno), e atividade antioxidante celular em estudo com células Vero.
Observou-se correlagdo positiva entre o conteddo de compostos fendlicos e
antocianinas monoméricas com a atividade antioxidante total dos frutos. A
fracdo lipidica dos frutos é composta de &cidos graxos insaturados, sendo
que o acido oléico esta presente majoritariamente. Os resultados deste
trabalho demonstram as diferencas na composicdo quimica dos frutos de
jucara (Euterpe edulis M.) cultivado em diferentes regides, influenciado
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pelas condicdes edafoclimaticas e pelo estagio de maturacdo. Ressalta-se
assim a importante composicao dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.) e
seu potencial antioxidante com beneficios a salde, assim sendo uma
importante fonte de renda para a economia do Estado de Santa Catarina
através da producdo da bebida comercialmente chamada de bebida de
jucara.

Palavras-chave: Acai. Compostos fendlicos. Euterpe edulis. Jucara.
Palmito

ABSTRACT

The jucara or "jussara” is a fruit rounded purplish-violet color, from the
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palm (Euterpe edulis M.) the species is found in the Atlantic, from southern
Bahia to northern Rio Grande do Sul in the state of Santa Catarina, palm
Euterpe edulis M. is popularly known as palmiteiro “jugara”, “jicara” or
ripa. This is characterized by a palm produce excellent quality and high
economic value. However, in recent years the inadequate exploitation of the
species has caused their extinction. The exploitation of the fruits of jucara
and marketing as a beverage, pulp or fruit has become a way of reconciling
environmental protection with economic valuation of the species. This
study aimed to evaluate the bioactive compounds present in fruits jugara
(Euterpe edulis Mart.) Using rapid methods of sample preparation and
separation of compounds such as liquid chromatography ultra efficiency
and evaluate the antioxidant activity of the fruit in vivo and in vitro
correlating with its bioactive compounds, and to evaluate the influence of
the maturation of the fruit grown in different regions on the content of
bioactive compounds and antioxidant activity. Through the methodology
developed for the extraction of phenolic acids by microwave-assisted acid
hydrolysis and employment of the methodology developed for the
separation of phenolic compounds by UPLC-DAD was possible to
determine the predominant phenolic acids (benzoic, caffeic, chlorogenic,
ferulic, protocatechuic, syringic , p-coumaric and vanillic) and flavonoids
(quercetin and rutin), plus the high content of anthocyanins. These
compounds contribute to antioxidant activity determined by chemical
methods (DPPH, FRAP, B-carotene), and cellular antioxidant activity in a
study with Vero cells. We observed a positive correlation between the
content of phenolic compounds and anthocyanins monomer with the total
antioxidant activity of the fruit. The lipid fraction of the fruit is composed
of unsaturated fatty acids, with oleic acid is present mostly. The results of
this study demonstrate the differences in the chemical composition of the
fruits of jucara (Euterpe edulis M.) grown in different regions, influenced
by environmental conditions and the maturation stage. It is emphasized so
important composition of jucara fruit (Euterpe edulis M.) and its
antinvidgnt potential health benefits, thus being an important source of

for the economy of the State of Santa Catarina through the

ion of commercially drink called drink jucara.

Keywords: Acai. Phenolic compounds. Euterpe edulis. Jucara. Palm
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INTRODUCAO

A jucara ou “jussara” ¢ um fruto arredondado, de cor violaceo-
plrpuro, quase negro quando maduro, com polpa fina que recobre uma
semente dura, similar aos frutos de acai (Euterpe oleracea M.) (SILVA;
BARRETO; SERODIO, 2004; DE BRITO et al., 2007; BORGES et al.,
2011a). Oriundo das palmeiras (Euterpe edulis M.), a espécie é encontrada
na Mata Atlantica, desde o sul da Bahia até o Norte do Rio Grande do Sul
(IADEROZA et al, 1992; EMBRAPA, 1998; EPAGRI, 1998;
HENDERSON, 2000).

No Estado de Santa Catarina, a palmeira (Euterpe edulis M.) é
popularmente conhecida como palmiteiro “jussara”, jucara, jicara, ou ripa,
este caracteriza-se por produzir um palmito de excelente qualidade, com
alto valor econémico (IADEROZA et al., 1992; MAC FADEN, 2005;
MARTINS-CORDER, et al. 2006).

A espécie E. edulis M. foi amplamente explorada durante muitos
anos para a extracdo do palmito representando uma fonte de renda no
Estado de Santa Catarina, porém para a extracdo do palmito é necessario o
corte da palmeira. Devido ao corte indiscriminado das palmeiras e a
exploracdo clandestina dentro da Mata Atlantica, a espécie Euterpe edulis
M. tornou-se uma preocupagdo devido seu risco de extincdo (MAC
FADEN, 2005; SILVA, 2005; MARTINS-CORDER, et al. 2006;
SCHULTZ, 2008; SCHIRMANN, 2009).

Nos ultimos anos, os frutos de jucara vém sendo estudados em
relacdo a sua similaridade aos frutos de acai. Os frutos de jucara estdo
sendo utilizados para producdo de uma bebida popularmente chamada de
polpa de jucara, ou até mesmo de acgai,como uma alternativa aos
agricultores nos Estados do Sul (MAC FADDEN, 2005;SCHULTZ, 2008;
SCHIRMANN, 2009; BORGES et al., 2011b). Esta bebida utiliza a
transferéncia da tecnologia de producdo empregada na fabricacdo do acai
(Euterpe oleracea M.) caracteristico de Belém do Pard (ROGEZ 2000,
SCHULTZ, 2008).

A exploracgdo dos frutos de jucara e a comercializacdo como bebida,
ou polpa de jugara, ou ainda polpa de acai é uma forma de conciliar a
protecdo ambiental e o rendimento econémico de modo racional e
equilibrado, uma atividade de utilizagdo de produto florestal néao
madeireiro, o qual contribui para a conservacdo do bioma ameacado.
Assim, a palmeira neste sistema néo é cortada para a colheita, como ocorre
com a producdo de palmito (MAC FADEN, 2005; SILVA, 2005;
SCHULTZ, 2008).
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Sobre os frutos de jucara (Euterpe edulis M.) poucos sdo os trabalhos
descritos na literatura que avaliam sua composi¢do quimica, valor
nutricional e influéncia das regides de cultivo sobre sua composi¢do, como
também exploram suas propriedades funcionais, comparados a vasta
literatura apresentada para o acai (SILVA; BARRETO; SERODIO, 2004;
MAC FADEN, 2005; DE BRITO et al., 2007; SCHULTZ, 2008; BORGES
et al., 2011b).

Considerando as possibilidades de ampliacdo do setor produtivo da
fruticultura, vimos na palmeira jugara (Euterpe edulis M.) a possibilidade
de expansdo da cultura no Brasil especificamente no ‘“bioma Mata
Atlantica” como uma nova fonte de renda a agricultura familiar, unindo a
exploragdo dos frutos como fonte potencial de compostos bioativos para
uma diversidade de aplicacdo na industria alimenticia e cosmética. Dessa
forma o extrativismo da palmeira para a extracdo do palmito, em alguns
situacGes de forma clandestina, da lugar a exploracdo dos frutos como fonte
de renda sustentével.

A proposta de pesquisa deste foi apresentada, considerando-se as
necessidades de estudos aprofundados desta diversidade de compostos
fitoquimicos presentes na espécie Euterpe edulis M., em referéncia a outras
espécies como Euterpe oleracea M. e Euterpe precatoria M., aliando a
escassez de estudos, tanto de aproveitamento dos frutos como do potencial
produtivo desta cultura, considerando o desenvolvimento de tecnologias
gue visem o aproveitamento global da matéria prima, durante o ciclo de
maturagdo, e a relevancia econdmica e ecologica da manutencdo e
ampliacdo da éarea cultivada de jucara (Euterpe edulis Martius) para a
potencial comercializacdo, motivaram a realizagdo deste estudo.

O presente trabalho esta apresentado na forma de capitulos com os
seguintes enfoques:

Capitulo 1: Revisdo Bibliografica

Este capitulo apresenta uma breve revisdo sobre a espécie Euterpe
edulis M. foco deste estudo, como também das outras espécies Euterpe
oleracea M. e Euterpe precatéria M.. Ademais uma revisdo sobre a
composicado e estudos recentes sobre o produto oriundo das espécies acima
citadas, o acai.

Capitulo 2: Avaliacdo da atividade antioxidante dos frutos jucara
(Euterpe edulis M.) na cultura de células Vero e identificacdo dos
compostos fenélicos usando HPLC-ESI-MS/MS.

Este capitulo avalia atividade antioxidante in vitro e in vivo das
diferentes fragdes dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.), oriundos de trés
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regibes distintas de cultivo e identificacdo dos compostos fendlicos
presentes utilizando HPLC-ESI-MS/MS e dos acidos graxos por
cromatografia gasosa.

Capitulo 3: Determinacdo de compostos fendlicos em bebida de
jucara (Euterpe edulis M.) utilizando cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC-DAD) e avaliagdo da atividade antioxidante.

Este capitulo apresenta o desenvolvimento de um método rapido e
com alta eficiéncia utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC-DAD) para a determinacdo dos compostos fendlicos presentes em
polpa comercial de jugara, como também avaliou-se a atividade
antioxidante da polpa.

Capitulo 4: Desenvolvimento de um método rapido de extracdo de
acidos fenolicos presentes em jucara (Euterpe edulis M.) utilizando a
extracao assistida por micro-ondas em comparacdo a hidrolise acida.

Este capitulo apresenta o desenvolvimento de um método rapido de
extracdo dos acidos fendlicos livres e conjugados para os frutos de jucara e
aplicacdo da metodologia de UPLC-DAD desenvolvida no capitulo anterior
para separac¢do e identificagdo dos compostos.

Capitulo 5: Avaliagio da composicdo quimica e atividade
antioxidante da fruta jucara (Euterpe edulis M.) cultivada na Mata Atlantica
durante o ciclo de maturagao.

O ultimo capitulo deste trabalho contempla a avaliacdo do ciclo de
maturacdo dos frutos de jucara (Euterpe edulis), cultivados em duas regifes
distintas, e a influéncia da maturacdo sobre a composicdo quimica e
atividade antioxidante dos frutos.

Por fim este trabalho apresenta algumas consideracGes finais a
respeito deste projeto de pesquisa desenvolvido, como também as
perspectivas de trabalhos futuros para este tema.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Identificacd@o botanica e ocorréncia do género Euterpe

O género Euterpe esta amplamente distribuido na América Central e
do Sul, ocupando florestas de terras baixas e montanhas Umidas. No Brasil,
cinco espécies foram constatadas: Euterpe edulis Martius (palmiteiro),
Euterpe catinga Wallace (agaizinho), Euterpe oleraceae Martius (agaizero),
Euterpe longibracteata Barbis Rodrigues (acai da terra firme), Euterpe
precatoria Martius (acaizeiro) (HENDERSON, 2000; LORENZI, 2006).

A espécie Euterpe oleracea M. encontrada na Floresta Amazonica,
conforme ilustrado na Figura 1 (REITZ et al., 1978; HENDERSON, 2000;
LORENZI, 2006; SCHIRMANN, 2009), é uma palmeira tropical nativa na
regido do estuario amazonico, nos Estados do Pard, Maranhdo, Amapa,
Mato Grosso e Tocantins e em ecossistemas de varzea, sob influéncia das
marés e inundagdes, ou seja, em solos bastante Umidos (ROGEZ, 2000;
LORENZI, 2006).

A espécie E. precatoria, segundo Henderson (2000) é uma palmeira
de estipe solitaria Gnico, ndo formando densas touceiras, ereto, 3 a 20 m de
altura, com ocorréncia natural nos Estados do Acre, Amazonas, Para e
Rondbnia, em florestas de terras baixas ao longo de rios, nas areas de
inundacdes periddicas, abaixo de 350m de altitude, onde é a principal
espécie produtora de acai (ROGEZ, 2000). E uma espécie produtora de
frutos esféricos, com polpa negra (1 a 1,8 cm de diametro) com periodo de
colheita de dezembro a agosto, os quais sdo utilizados no beneficiamento do
acai (HENDERSON, 2000; ROGEZ, 2000; LORENZI et al., 2006;
PACHECO-PALENCIA et al., 2009).

O palmiteiro jucara (Euterpe edulis Mart.) encontra-se na Mata
Atlantica, floresta ombrdfila densa (HENDERSON, 2000), distribuido
geograficamente desde o Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas,
Pernambuco, Sergipe, Bahia, Distrito Federal, Goids, Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e norte do
Rio Grande do Sul, entre o nivel do mar e 1000m de altitude, predominando
na regido litordnea (HENDERSON, 2000; CALLEGARI, 2003; MAC
FADEN, 2005; SILVA, 2005).
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Figura 1 -Distribuicdo das espécies Euterpe edulis, Euterpe precatoria, Euterpe

oleracea no Brasil
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Legenda:
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Brasi o ’

Fonte: SCHIRMANN (2009).

Este palmiteiro (Euterpe edulis Mart.)é monocaule de 5-12m de
altura, caule de 10-15 centimetros(cm) de didmetro, com um cone de raizes
visiveis na base, folhas em nimero de 8-15 contemporaneas; pinas 65-72
pares, distribuidas uniformemente e dispostas em um mesmo plano, produz
cachos de frutos drupaceos, esféricos quando maduros de cor preta a negra
vinosa com mesocarpo fino e fibro-carnoso, denominados popularmente de
jucara (MAC FADEN, 2005, LORENZI et al., 2006) estes com
propriedades sensoriais e nutritivas similares aos frutos de acai (Euterpe
oleracea, Euterpe precatoria) (SILVA, 2005).

No Estado de Santa Catarina a espécie Euterpe edulis M. ocorre
desde o nivel do mar até 600 metros de altitude, com a topografia complexa
resultando de diferentes altitudes, inclinagcdes, composicdo de solo e
condi¢des climéaticas (EMBRAPA, 1998, EPAGRI, 1998).

As palmeiras (Euterpe edulis Mart.) formam cachos com milhares de
frutos que medem de 2 a 4 cm de didmetro pesando em média 1 g e 0s
cachos podem atingir 5 kg, sendo a média de 3 kg (HENDERSON,
2000;MAC FADEN, 2005).
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1.2 Exploracao das espécies jucara (Euterpe edulis M.) e acai (Euterpe
oleracea M.) e sua importancia econémica

O palmiteiro jucara caracteriza-se por produzir um palmito de
excelente qualidade, com valor econbmico elevado e amplamente
consumido na alimentagdo humana (MAC FADEN, 2005; MARTINS-
CORDER et al. 2006), porém é uma planta que ndo rebrota e seu corte
causa a morte (MARTINS-CORDER etal. 2006). Este palmiteiro é de
extrema importancia ecolédgica na cadeia alimentar do ecossistema florestal,
pois apresenta altos niveis de interacdo com os animais e desempenha papel
significativo na nutri¢do da fauna da Mata Atlantica através de seus frutos
(REIS et al., 1996; MARTINS-CORDER et al., 2006). Em virtude do
intenso extrativismo do palmito a regeneracdo natural estd comprometida,
pois o corte dos individuos das populacGes nativas de palmiteiro, incluindo
as plantas que produzem sementes, ainda é a pratica mais comum no Brasil
(MAC FADEN, 2005; MARTINS-CORDER, et al. 2006; SCHULTZ,
2008).

O uso dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.) para beneficiamento
de polpa e producéo de acai ainda esta sendo fomentado, mas ja tem grande
aceitacdo no sul e sudeste do Brasil, como Santa Catarina, Parana e S&o
Paulo (SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004; MAC FADEN, 2005;
SCHULTZ 2008). A obtencdo do acai a partir de frutos de jucara (Euterpe
edulis M.) é uma atividade nova na regido sul da Bahia, e estd sendo
bastante aceito pela populacdo baiana que a considera mais doce quando
comparado ao fruto do acai (Euterpe oleracea) segundo estudo de Silva,
Barreto e Ser6dio (2004). Entretanto, ainda ndo existem dados sobre a
producdo e beneficiamento de frutos de jucara (Euterpe edulis).

A produgdo nacional de frutos de espécies nativas da palmeira de
acai (Euterpe oleracea), em 2011 totalizou 215 381 toneladas, sendo 73,1
% maior que 0 ano anterior com aumento em quase todos os estados
produtores, & excecdo da Bahia e do Tocantis (IBGE, 2011).

O crescimento mais expressivo ocorreu no Amazonas (89.480
toneladas em 2011 contra 3.256 toneladas em 2010), onde se localiza
também o maior produtor municipal, Codajas. Entretanto o principal
produtor é o Estado do Para que, na safra de 2011, foi o responsavel por
109.345 toneladas que abriga 12 dos 20 maiores municipios produtores
(oito amazonenses), que juntos sdo responsaveis por 71,4 % da produgédo
nacional (IBGE, 2011).
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O consumo do acai é de origem indigena difundido na regido Norte
do Brasil no estuario Amazénico, a partir dos frutos das espécies Euterpe
oleracea e Euterpe precatéria (ROGEZ, 2000; PACHECO-PALENCIA et
al., 2009). Atualmente é o segundo produto mais consumido nos Estados do
Pard e Amapa, ultrapassando as fronteiras da Amazonia, sendo exportado e
comercializado para locais como Estados Unidos, Japdo e continente
Europeu (ROGEZ, 2000; ROGEZ; SILVA; POMPEU, 2009).

1.3 Processamento de frutos de acai (Euterpe oleracea M.) e jucara
(Euterpe edulis M.): aspectos tecnoldgicos

A producdo tradicional do acai de origem indigena consiste no
despolpamento manual dos frutos de palmeiras do género Euterpe. Neste
processamento, os frutos sdo embebidos em agua morna (40°C) e em
seguida amassados sobre uma primeira peneira de fibras naturais. Neste
procedimento ocorre o despolpamento manual onde sdo separados a polpa,
0 carogo e as cascas. A agua é progressivamente adicionada a fim de separar
definitivamente os carocos e as cascas. A mistura da polpa e &gua é
novamente amassada durante 10 a 15 minutos para formar uma emulsdo a
qual é peneirada e, obtendo-se assim o acai (ROGEZ, 2000; MAC FADEN,
2005).

Os frutos de jucara (Euterpe edulis M.), igualmente aos frutos de
acai (Euterpe oleracea) ndo sdo comercializados para consumo in natura
em funcgdo de terem apenas uma pequena proporc¢ao de polpa a qual estd em
torno de 15% do peso dos frutos (ROGEZ, 2000; ALEXANDRE; CUNHA;
HUBINGER, 2004; SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004; SCHULTZ,
2008). O processamento ao quais os frutos sdo submetidos é originario da
cultura indigena, atualmente com algumas modifica¢fes e implantacfes de
tecnologias visando uma melhor conservacdo da polpa baseado no
processamento do acai (Euterpe oleracea) (SILVA; BARRETTO;
SERODIO, 2004; MAC FADEN, 2005; SCHUTZ, 2008).

A polpa de jucara produzida dos frutos de Euterpe edulis M. no
Estado de Santa Catarina é proveniente de uma agroindustria localizada na
cidade de Garuva, Norte do Estado, sendo submetido dentro da
agroindistria a um processamento mecanico de despolpamento seguido de
pasteurizacdo (SCHULTZ, 2008).

A primeira etapa do processamento refere-se & selecdo dos frutos
para o0 processamento. Estes devem estar bem maduros com coloracdo
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negra, de forma que sejam separados frutos vermelhos e verdes
(CALLEGARI, 2003; MAC FADEN, 2005; SCHULTZ, 2008).

Apbs a selecdo dos frutos estes sdo lavados em agua potavel e
corrente e em seguida sdo embebidos em &gua por um determinado tempo
para 0 amolecimento do mesocarpo (ROGEZ, 2000; CALLEGARI, 2003;
MAC FADEN, 2005; SCHULTZ, 2008). A temperatura e o tempo de
imersdo variam de acordo com a empresa que processa o fruto (ROGEZ,
2000).

A etapa seguinte é o despolpamento mecéanico utilizando uma
despolpadeira elétrica vertical composta de uma peneira de furos menores
do que 0,6 mm no fundo. Primeiramente, os frutos sdo batidos e depois é
adicionada agua progressivamente. Uma emulsdo é formada e o acai desce
por gravidade através da peneira e pode entdo ser coletado, ficando retidos
na peneira a casca e a semente (ROGEZ, 2000; CALLEGARI, 2003; MAC
FADEN, 2005; SCHULTZ, 2008).

A quantidade de agua adicionada determina o tipo de acai que é
produzido. O acai é altamente perecivel, sendo que seu tempo maximo de
conservagdo, mesmo sob refrigeracdo é de 12 horas apenas, sendo esta alta
perecibilidade resultante da elevada carga microbiana, que juntamente com
a acdo de enzimas, sdo responsaveis pela alteracdo de cor e sabor
(ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER, 2004).

O processamento seqguido de pasteurizacdo da polpa de acai é
utilizado com intuito de aumentar a vida de prateleira e garantir a seguranca
alimentar do produto (ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER, 2004;
SCHULTZ, 2008). A conservacdo da polpa de acai é realizada através do
método de congelamento em camara fria, um processo oneroso, em termos
de investimento, manutenc¢do de equipamentos, estocagem e transporte.

De acordo com o Regulamento Técnico de Padrdo de Identidade e
Qualidade para polpa de acai e acai, esses sdo produtos oriundos de frutos
de palmeira (Euterpe oleraceae) com a quantidade minima de lipidios,
proteinas e carboidratos presentes na polpa de agai (Euterpe oleracea) de
20, 5 e 51 %, respectivamente, variando de acordo com a quantidade de
solidos totais presentes (BRASIL, 2000).

A polpa de acai é a polpa extraida do acai, sem adicdo de &gua, por
meios mecanicos sem filtracdo, podendo ser submetido ao processo fisico
de conservacao (BRASIL, 2000).

De acordo com a Legislacdo brasileira o termo acai é o produto
extraido da parte comestivel dos frutos de acaizeiro (Euterpe oleracea M.)
apo6s amolecimento através de processos tecnolégicos adequados. O acai é
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classificado em grosso, médio e fino de acordo com o teor de solidos totais
em 14 %, de 11 a 14 %, e de 11 % a 8 %, respectivamente (BRASIL, 2000).

Na literatura ndo existem diferencas para o termo acai ou polpa de
acai, ambos sdo produtos oriundos do beneficiamento dos frutos das
palmeiras (Euterpe oleracea ou Euterpe precatoria) com importante valor
econdmico para o Brasil, devido a grande exportagdo da polpa de acai para
consumo alimentar e o uso como ingrediente alimenticio (DEL-POZO
INSFRAN; TALCOTT; BRENES; 2004; GALLORI et al., 2004,
LICHTENTHALER, et al., 2005; SCHAUSS et al. 2006a; SCHAUSS et al.
2006b; PACHECO-PALENCIA et al., 2008a,PACHECO-PALENCIA et
al., 2008b; TALCOTT, PACHECO-PALENCIA & TALCOTT, 2008;
PACHECO-PALENCIA et al., 2009).

1.4Composicao quimica e compostos bioativos de acgai (Euterpe oleracea
M.) e jugara (Euterpe edulis M.)

Segundo Rogez (2000) a polpa de acai tem um alto valor nutricional
e energético contendo aproximadamente 40 a 50% de lipidios e 10% de
proteinas. No estudo realizado por Alexandre, Cunha e Hubinger (2004) séo
confirmados os dados citados por Rogez (2000) demonstrando que 0s
lipidios sdo componentes majoritarios na polpa de acai, sendo assim o acai
uma emulsao de 6leo em agua.

Outros componentes que se destacam sdo as fibras com uma
guantidade de 30%, e os carboidratos 3,55% da polpa de agai
(ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER, 2004).

Em um estudo de caracterizacdo quimica, Schauss et al. (2006a),
identificaram e quantificaram os agUlcares presentes em polpa de agai. Os
principais aglcares encontrados foram glicose, frutose e maltose. A
quantidade de carboidratos totais estimada pelos autores foi de 52,2 100 g™
de matéria seca e 44,2 100 g™ de fibra alimentar na matéria seca.

Em estudo realizado Silva, Barretto e Ser6dio (2004) em que
comparam a polpa de acai (Euterpe oleracea Mart.) com a polpa de jucara
(Euterpe edulis Mart.) produzida no sul da Bahia, foram observadas
diferencas significativas entre ambas espécies, conforme demonstrado na
Tabela 1 e Tabela 2.
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Tabela 1-Composicdo quimica de polpa de acai (Euterpe oleracea) e jugara
(Euterpe edulis M.)

Determinagfes

Amostra Proteina” Aclcares Lipidios’ Kcal/100g
Polpa acai 7,76 1,02 13,78 152,93
Polpa 6,72 1,20 13,9 155,74
jugara

“Valores expressos em g 100g'de matéria seca.
Fonte: adaptado de SILVA, BARRETTO e SERODIO (2004).

Os teores de acUcares totais e lipidios foram superiores na polpa da
jucara, resultando em maior valor energético para esta polpa.

O estudo realizado por Borges et al., (201la) apresentou a
caracterizagdo fisico-quimica de frutos de jucara cultivados em regiGes de
SC, conforme Tabela 2.



38

dos frutos de jugara (Euterpe edulis M.) cultivados

d0 quimica

Tabela 2 - Composig
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Tabela 3 - Composicdo mineral da polpa de agai (Euterpe oleraceae Mart.) e jugara
(Euterpe edulis Mart.)

Amostra Determinacdes Valo

PP K ca Mg Fe& zZi" cu’ MnT T
Polpaacai 14 74 48 14 3285 101 204 343 ..o
Polpajucara 0,8 121 43 15 5596 122 140 434 em g

kg™ em matéria seca.
Valores expressos em mg 100 g™ em materia seca.
Fonte: adaptado SILVA, BARRETTO e SERODIO (2004).

Os resultados ilustrados na Tabela 3 indicam que a polpa de jucara
possui elementos minerais em quantidades proximas ou, para alguns
elementos, superiores as do acai, a exemplo do potassio (K), ferro (Fe) e
zinco (Zn). O teor de K na jucara foi 62,4 % superior ao encontrado no acai.
O Fe e 0 Zn foram 70,3 % e 20,8 % maior, respectivamente, que no acai. Os
teores de fosforo (P) e cobre (Cu) foram significativamente maiores no acai,
e o calcio (Ca) e magnésio (Mg) ndo apresentaram diferencas significativas
no nivel de 95% de confianca (SILVA, BARETTO e SERODIO, 2004).

Schauss e colaboradores (2006a) relataram os aminoacidos que
constituem a polpa de agai (Euterpe oleracea), num total de 7,59 % de
matéria seca, dos quais sdo: 0,83 % acido aspartico, 0,31 % treonina, 0,32
% serina, 0,80 % acido glutdmico, 0,39 % glicina, 0,46 % alanina, 0,51 %
valina, 0,12 % metionina, 0,38 % isoleucina, 0,65 % leucina, 0,29 %
tirosina, 0,43 % fenilalanina, 0,66 % lisina, 0,17 % histidina, 0,42 %
arginina, 0,53 % prolina, 0,18 % cistina, 0,13 % triptofano e hidroxiprolina
em quantidades menores que 0,01 %.

Atualmente, o acai estd sendo valorizado como um alimento
funcional devido as suas propriedades antioxidantes. Esta caracteristica se
deve ao fato do acai ser um fruto fonte de compostos fendlicos e
antocianinas (SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO PALENCIA et al.,
2008a; PACHECO PALENCIA et al, 2008b; ROSSO et al,
2008;PACHECO PALENCIA et al., 2009).

Dentre os primeiros estudos citados na literatura para identificacéo
de antocianinas em frutos de acai (Euterpe oleracea M.) estdo os descritos
por Bobbio et al. (2000), que identificaram cianidina 3-arabinosideo e
cianidina 3-arabinosilarabinosideo, num total de 263 mg de antocianinas em
100 g polpa de acai (matéria imida).
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Del Pozo-Insfran, Brenes e Talcott (2004) quantificaram as
antocianinas presentes em polpa de acai provenientes do Belém do Para
através de cromatografia liquida de alta desempenho acoplado ao
espectrofotdbmetro de ultra violeta (HPLC-UV), concluindo assim a
presenca de 104 mg de cianidina 3-glicosideo e 7,44 mg de pelargonidina 3-
glicosideo 100 g* de polpa (matéria Gmida). Gallori et al. (2004)
confirmaram os estudos anteriores identificando as principais antocianinas:
cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo, como também foram
identificados tracos de pelargonidina e peonidina, sendo o total de
antocianinas de 75 mg 100 g™ de polpa (matéria imida).

Os primeiros estudos relacionados a pigmentos em acgai descrevem
teores de antocianinas de acordo com a época da safra, o acai do periodo de
baixa producéo (janeiro a junho) apresentou 357 mg de antocianinas 100 g™
de polpa, enquanto que o acai de alta producdo 926 mg 100 g™ (julho a
dezembro) (LICHTENTHALER et al., 2005).

Estudos mais recentes utilizando amostras de acai liofilizado em
sistema cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a fotodiodo e
detector de espectrofotometria de massas (HPLC-PDA-MS/MS)
identificaram cinco antocianinas presentes: cianidina 3-rutinosideo (193 mg
100 g* matéria seca) e cianidina 3-glicosideo (117 mg 100 g™* matéria seca)
seguida de cianidina 3-sambubiosideoe peonidina 3-rutinosideo (40 mg 100
g™ matéria seca), peonidina 3-glucosideo (20 mg 100 g™ matéria seca),
sendo o contetido total de antocianinas de 319 mg 100 g™ de polpa
liofilizada (SCHAUSS et al., 2006b).

Rosso et al. (2008) quantificou um total de antocianinas 293mg 100
g "' de polpa de acai congelado proveniente do Estado do Paré, dentre as
antocianinas identificadas: cianidina 3- rutinosideo (86,8 mg 100g™) e
cianidina 3-glicosideo (13,2 mg 100g™).

Essa amplitude de variacdo na quantificacdo das antocianinas é
descrita por Rogez (2000) em seu detalhado estudo sobre a concentragéo de
antocianinas em que verificou o acimulo desse pigmento nos frutos
conforme aumenta o estdgio de maturacdo, assim definindo-se cinco
estagios de maturagdo, sendo: verde, vitrin, preto, tuira e bem maduros.
Lichtenthédler et al. (2005) demonstraram esta grande variacdo entre as
amostras ao analisar polpas de diferentes épocas de colheita, percentual de
solidos sollveis, e fornecedores, observando variacdes entre 13 e 456 mg
100g™ de polpa de acai.

Muitos trabalhos determinaram as antocianinas em acai (Euterpe
oleracea Mart.), entretanto, poucos estudos identificaram e quantificaram
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as antocianinas de Euterpe edulis Mart.. laderoza et al. (1992) realizaram a
extracdo de antocianinas a partir dos frutos de Euterpe oleracea Mart. e
Euterpe edulis Mart. utilizando cromatografia em papel e identificaram
cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-rutinosideo como as principais
antocianinas em ambas as espécies. A quantidade de antocianinas dos frutos
de E. oleraceae e E. edulis foram 336 mg 100g™ e 1340 mg 100g™,
respectivamente. Portanto, segundo esse estudo, frutos de jucara (Euterpe
edulis M.) apresentam quatro vezes mais antocianinas do que o acaizeiro
(Euterpe oleracea). O trabalho de Harborne et al. (1994) também
identificou as antocianinas de frutos de jugara (Euterpe edulis M.) como a
cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-rutinosideo.  Schultz  (2008)
comparando o teor médio de antocianinas entre as polpas de Euterpe edulis
Mart.e Euterpe oleracea Mart encontrou 58,5 mg de cianidina 3-9Iicosideo
100g™ de polpa fresca e 18,4 mg de cianidina 3-glicosideo 100g™ de polpa
fresca, respectivamente. Os resultados encontrados pelo autor demonstram
a importancia do estudo da polpa de jucara como fonte de antocianinas e
pigmentos.

Entretanto, a polpa de agai (Euterpe oleracea M.) apresenta também
acidos fenolicos, flavanois e protoantocianidinas tais como: acido ferulico
21,2 mg; epicatequina 12,9 mg; acido p-hidroxibenzoico 8,05 mg; acido
galico 6,45 mg; acido protocatecuico 6,4 mg; catequina; 6,08 mg; acido
elagico 5,54 mg; acido vanilico 3,32 mg; acido p-cumarico 1,71 mg e
derivados de acido galico 11,7 mg, sendo todos estes valores considerados
em 100g de polpa congelada (DEL-POZO INSFRAN; TALCOTT,;
BRENES; 2004).

Gallori et al. (2004) e Schauss et al. (2006b) identificaram outros
compostos fendlicos em polpa de acai como homoorientina, orientina,
taxifolina desoxihexose, isovitexina, e escorparina.

Lichtenthaler et al. (2005) caracterizaram outros compostos fenélicos
como o &cido protocatecuico, catequina, dimeros, trimeros e tetrdmeros de
procianidina, como também quercetina-rutinosideo. J& Schauss et al.
(2006a) com uma metodologia mais detalhada confirmaram os dados
reportados e quantificaram as protocianidinas presentes, sendo 928 mg
100g™ representadas por polimeros de uma quantidade total de 1289 mg
100g™ de matéria seca.

Em seus estudos com polpa de acai liofilizada Schauss et al. (2006b)
prepararam extratos utilizando solventes com diferentes polaridades e
avaliaram a atividade antioxidante a partir do método de capacidade de
absorgdo do radical oxigénio (ORAC) apresentando os seguintes resultados:
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997 pmol TEAC g*(capacidade antioxidante equivalente a Trolox) sistema
hidrofilico ORACE., 30umol TEAC g'l sistema lipofilico ORAC,, 1027
pmol TEAC g™ de capacidade antioxidante total, e 13,9 mg equivalente a
4cido galico g™. Este mesmo estudo mostra a acdo antiinflamatéria com a
inibicdo da atividade de ciclooxigenases 1 e 2, e inibicdo da geracdo de
espécies de oxigénio.

A avalia¢do da atividade antioxidante pelo método [-caroteno/acido
linoleico comparando diversas polpas de frutas, mostra a maior
percentagem de inibigdo para o agai (Euterpe oleracea), quando comparado
a acerola, morango e amora (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Os
compostos antioxidantes do acai tém se apresentado como quelantes de
radicais peroxil e peroxinitrito. Outros estudos também demonstraram a
capacidade antioxidante do acai e da jucara utilizando diferentes
metodologias como cobre induzido, peroxidacdo de lipossomas e inibi¢do
da co-oxidagdo do &cido linoleico e sistema B-caroteno (SCHAUSS et al.,
2006b; BORGES et al., 2013). Além disso, alguns estudos tém descrito a
atividade antiproliferativa do agai sobre as células tumorais humanas de
leucemia (SCHAUSS et al., 2006b; TALCOTT et al., 2008). Como
mecanismo de acdo do acai sobre varios sistemas modelo in vitro de células
cancerigenas, tém sido proposto a indugdo da apoptose, e a inibicdo da
proliferacdo celular (PACHECO-PALENCIA, 2008b). Para os frutos de
jucara, um estudo inédito demonstra o efeito protetor do extrato de jucara
sobre a inducdo oxidativa de células Vero com base na composi¢do dos
fendlicos por HPLC-MS/MS (BORGES et al., 2013).

Os resultados dos estudos in vitro sustentam as evidéncias
encontradas nos estudos in vivo que indicam que a ingestdo de polifendis
esta inversamente relacionada com a incidéncia de diversas doencas
cronicas ndo transmissiveis, tais como diversos tipos de cancer e doengas
cardiovasculares. Este efeito protetor do acai contra diversas doencgas tém
sido associado ao aumento do potencial antioxidante no plasma e na
protecdo vascular do organismo humano (DEL-POZO INSFRAN;
TALCOTT; BRENES; 2004, GALLORI et al., 2004, LICHTENTHALER,
et al., 2005, SCHAUSS et al. 2006a; SCHAUSS et al. 2006b; PACHECO-
PALENCIA et al., 2008a,PACHECO-PALENCIA et al., 2008b;
PACHECO-PALENCIA etal., 2009; TALCOTT et al., 2008).

O acai é um fruto rico em lipidios variando entre 40 a 50 % de sua
composicdo. Este lipidio rico em &cidos graxos mono e poli-insaturados,
respectivamente 60 e 14 %, semelhante ao 6leo de oliva e abacate (ROGEZ,
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2000; SCHAUSS et al., 2006b; PACHECO-PALENCIA et al. 2008b;
NASCIMENTO et al. 2008).

O 6leo de acai, um subproduto obtido da clarificagdo da polpa de
acai, destinado a producdo de sucos clarificados, apresenta caracteristicas
fisicas de um fluido viscoso de coloracdo verde escura e distinto aroma
remanescente da polpa de acai. Os indices de identidade e qualidade do
6leo demonstram sua semelhanca a outros Oleos de frutas como oliva,
améndoa, indice de refracdo 1,4685, indice de iodo 75 g 100 6leo, indice
de peroxido 5,71 meq kg™ de éleo (PACHECO-PALENCIA et al. 2008b).

Analisando os 4&cidos graxos presentes no acai revela-se a
predominancia de acidos graxos insaturados (73,9 %) sendo que dentre 0s
acidos graxos insaturados ha predominancia de &cido oleico (56,2 %),
seguido do acido linoleico (12,5 %) e linolénico (0,8 %), enquanto que 0s
acidos graxos saturados principais estdo o acido palmitico (24,1 %) e o
acido estedrico (1,6 %). (SCHAUSS et al., 2006b; NASCIMENTO, et al.
2008, PACHECO-PALENCIA, 2008b). O agai também apresenta [-
sitosterol (0,44 mg g™ matéria seca); estigmasterol (0,04 mg g matéria
seca) e campesterol (0,03 mg g™ matéria seca) (SCHAUSS et al., 2006b).

O resveratrol (3,5, 4’ — trihidroxi — trans — estilbeno) é um polifenol
encontrado em uvas exibindo propriedades quimiopreventivas ao cancer.
Esse composto também foi encontrado em pequenas quantidades 1,1 pg g™
de trans-resveratrol na polpa de acai (Euterpe oleracea Mart.) (SCHAUSS
et al., 2006b).

A polpa de acai contém uma alta atividade antioxidante sendo
representada por diversas antocianinas, entretanto durante o processo de
retirada do Oleo estes componentes ndo sdo retidos, somente &cidos
fendlicos e flavanois sdo solubilizados na fragdo lipidica (PACHECO-
PALENCIA et al. 2008b).

Pacheco-Palencia et al. (2008b) em seu estudo caracterizaram as
duas fracdes do agai resultando em algumas diferencas. A polpa de agai
clarificada contém acidos fendlicos e flavonois como: acido protocatecuico
(15,9 mg 100g™); é4cido p-hidroxibenzéico (17,2 mg 100g™), catequina
(49,1 mg 100g™), 4cido vanilico (57,7 mg 100g™), &cido siringico (43,4 mg
100g™), epicatequina (44,6 mg 100g™), 4cido ferdlico (12,2 mg 100g™):;
dimeros de procianidina (230 mg 100g™) e trimeros de procianidina (237
mg 100g™)em matéria seca,capacidade antioxidante de 17,2 pmol TEAC
mL™, o que confirmam estudos anteriores de polpa integral, porém estes
compostos apresentam-se em menores quantidade na polpa clarificada
(DEL-POZO INSFRAN; TALCOTT; BRENES, et al. 2004,
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LICHTENTHALER et al., 2005;PACHECO- PALENCIA et al., 2008a;
PACHECO- PALENCIA et al., 2008b).

O oleo de acai retirado durante a clarificacdo apresenta uma fragéo
dos diversos acidos fenolicos e taninos presentes na polpa como: o acido
protocatecuico (54 mg 100g™); acido p-hidroxibenzéico (57 mg 100g™),
catequina (6,7 mg100g™), acido vanilico (161 mg 100g™), 4cido siringico
(96,9 mg 100g™), 4cido ferdlico (10,9 mg 100g™); dimeros de procianidina
(103 mg 100g™) e trimeros de procianidina (204 mg 100g™) e atividade
antioxidante total de 15,3pmol TEAC mL™* (PACHECO-PALENCIA et al.,
2008b).

Os valores de acido ferdlico sdo muito proximos na polpa e no 6leo,
entretanto os flavonois como catequina e epicatequina encontram-se
somente na polpa.Pacheco-Palenciaet al. (2008b) encontraram alta
correlagdo de Pearson (r = 0,94) entre o contetdo total de &cidos fendlicos e
a capacidade antioxidante total do 6leo de acai, e também observaram uma
alta estabilidade desse 6leo quando estocado a diferentes temperaturas por
um periodo de 10 semanas.

1.5 Influéncia dos fatores agrondmicos sobre a composi¢do dos frutos
de jucara (Euterpe edulis Mart.)

A composicao quimica dos frutos de agai (Euterpe oleracea Mart.) é
influenciada por diversos fatores como o estagio de maturacdo, condicdes
climaticas, regido de cultivo, as condi¢des do cultivo (ROGEZ, 2000;
LICHTENTHALER et al., 2005; SANABRIA; SANGRONIS, 2007;
ROGEZ et al., 2011).

O ponto de colheita dos frutos de acai (Euterpe oleracea M.) é
determinado de acordo com a coloracdo dos frutos, apesar dos frutos terem
uma qualidade 6tima quando colhidos em plena maturidade. Os produtores
colhem os frutos precocemente para facilitar as manipulagées e prolongar a
conservagdo dos frutos pos-colheita.

Os frutos muito maduros sdo, geralmente, mais adocicados, mas
apresentam sabor insipido depois de colhidos. Os frutos colhidos antes do
ponto de maturagdo ou apos, sdo mais suscetiveis a desordens fisiolégicas e
apresentam um tempo de armazenamento menor quando comparados
aqueles colhidos em pleno ponto de maturacdo dentro da safra (ROGEZ,
2000).

Em recente estudo, Rogez et al. (2011) verificaram a cinética de
maturacdo dos frutos de acai (Euterpe oleracea M.) cultivados em
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diferentes regibes da Amaz6nia, conforme a Figura 2, onde o acimulo de
antocianinas durante a maturagdo pode ser descrito por curvas sigmoidais.

Figura 2 - Acimulo de antocianinas em frutos de agai (Euterpe oleracea M.) ao
longo de uma estagdo, em trés diferentes regides de cultivo na Amazdnia.

1 800
16004 4 Regido A
14004 & Regido B

Regido C

Total de antocianinas
( mg kg1 fruto)

0 25 S:D 75 100
DIAS

(A e B: Abaetetuba; C: llha do Cumbu). Os simbolos da regido representam a média
de quatro amostras. As linhas de erro representam o desvio padrdo relativo. Linhas
completas representam a curva sigmoidal de melhor ajuste.

Fonte: Adaptado de ROGEZ et al. (2011).

O tempo necessario para atingir a concentracdo maxima é muito
longo, entre 69 e 94 dias apds o aparecimento dos primeiros frutos pretos
variando de acordo com a localizag&o.

O estudo de Rogez et al. (2011) confirma a hipotese ja descrita para
outros frutos nos frutos de acai (Euterpe oleracea), em que a cinética de
acumulo de antocianinas é altamente dependente do local de cultivo, dos
efeitos de fatores ambientais tais como o tipo de solo, o nivel de inundacéo,
a intensidade da luz solar e a época de safra.

De acordo com Rogez (2000), com os dados coletados em campo
por agricultores da regido de Belém do Para podem-se distinguir cinco
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estagios de maturacdo para os cachos na palmeira:

Verdes: define o estado de maturidade de um conjunto de frutos do
qual no minimo, metade dos frutos ainda é de cor verde;

Vitrin: corresponde aos cachos que passaram da cor verde a cor preta
e que contém uma proporcao maior de frutos pretos e uma proporgao menor
de frutos verdes, neste estagio ja existe a comercializagdo dos frutos, mas o
rendimento em polpa € baixo;

Preto: se refere um conjunto de frutos de cor preta cuja superficie é
brilhante; os rendimentos e a qualidade do suco sdo bons, mas ndo €
considerada a fase ideal de colheita.

Tuira: qualifica os frutos uniformemente pretos e cobertos por uma
fina pelicula de ceras, dando aos frutos uma aparéncia esbranquicada, 0s
rendimentos sdo bons e a qualidade do fruto é ideal para a producdo de
suco;

Bem maduros: define um conjunto de frutos cobertos da mesma
pelicula de cera, mas ja um pouco seca e murcha; tipicamente este estado se
observa quando o cacho foi colhido muito tarde.

A cinética de maturacdo dos frutos é muito relevante, pois permite
definir o estdgio de maturacdo durante o qual a sintese de antocianinas
méxima é alcancada, sendo ambos o0s pardmetros importantes para
caracterizar a pds-colheita e o estagio 6timo de sua industrializagdo
(ROGEZ et al., 2011).

Uma vez que as antocianinas apresentam diversos beneficios a salde
humana e interesse para a inddstria, 0 conhecimento sobre a cinética de
maturacdo de frutos definindo o melhor estagio de colheita dos frutos de
acordo com o interesse do beneficiamento pos-colheita.

A colheita dos cachos de frutos das palmeiras (Euterpe edulis Mart.)
é realizada igualmente aos frutos de agai (Euterpe oleracea M.) quando 0s
mesmos apresentarem cor violacea ou preta, identificando sua maturidade
(MANTOVANI; MORELLATO, 2000; ROGEZ, 2000; MAC FADEN,
2005; SCHULTZ, 2008).

O inicio da fase reprodutiva é determinado por uma série de fatores,
0s quais estdo relacionados principalmente ao meio ambiente em que as
plantas se encontram (MANTOVANI; MORELLATO, 2000; SILVA, 2005).

As palmeiras que recebem grande incidéncia de luz, plantadas por
mudas, atingem a fase reprodutiva entre o sétimo e o décimo ano. Porém,
dentro das florestas nativas ndo existem dados sobre a idade reprodutiva das
palmeiras (MANTOVANI; MORELLATO, 2000; MAC FADEN, 2005).

O periodo de amadurecimento dos frutos é influenciado pela altitude.
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De acordo com Silva (2005) as palmeiras localizadas a 650 m de altitude no
municipio de Blumenau/SC apresentaram floracdo entre os meses de abril e
junho e maturacdo dos frutos de dezembro a fevereiro. J& na regido
litorAnea catarinense, o periodo de amadurecimento ocorre de abril a
novembro, enquanto as palmeiras isoladas na mata o amadurecimento
ocorre entre abril e junho (SILVA, 2005).

Na floresta Ombrdfila Densa localizada no municipio de Sao Pedro
de Alcéntara-SC, as palmeiras apresentam periodo de oferta de frutos (seis
meses), com o pico de oferta nos meses de agosto a outubro. O palmiteiro
apresenta floragcdo de novembro a fevereiro, com frutos imaturos durante o
ano inteiro e frutos maduros de maio a novembro (MANTOVANI;
MORELLATO, 2000; MAC FADEN, 2005).
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CAPITULO 2- AVALIACAO DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
FRUTOS JUCARA (Euterpe edulis M.) NA CULTURA DE CELULAS
VERO E IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
USANDO HPLC-ESI-MS/MS
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AVALIACAO DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS FRUTOS
JUCARA (Euterpe edulis M.) NA CULTURA DE CELULAS VERO E
IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS USANDO
HPLC-ESI-MS/MS

RESUMO

Este artigo relata o estudo da avaliacdo da atividade antioxidante de frutas
de jucara (Euterpe edulis M) e o efeito protetor dos extratos de jucara na
cultura de células Vero induzidas ao estresse oxidativo com terc-bultil
hidroperéoxido (TBH). Em paralelo avaliou-se a composi¢do fendlica dos
extratos metanolicos empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (HPLC-ESI-
MS/MS) e o perfil de &cidos graxos da fragcdo lipica utilizando
cromatografia gasosa. Devido ao seu alto teor em o6leo, a atividade
antioxidante foi avaliada separadamente na polpa desengordurada e na
fracdo lipidica, a fim de evitar interferéncia nos métodos quimicos
propostos para este estudo. O extrato metandlico de jugara, originado a
partir da polpa desengordurada exibiu maior capacidade de captura de
radicais livres DPPH (1,1-difenil- 2- picril hidrazil), poder de reducdo do Fe
(FRAP) e inibigdo da oxidagdo do B- caroteno em sistema emulsionado. Os
extratos lipofilicos apresentaram maior conteldo de compostos fendlicos
comparado aos extratos metanolicos oriundos da polpa desengordurada,
porém estes extratos apresentaram uma atividade antioxidante inferior a 5
% para 0s ensaios de DPPH e FRAP. Os extratos metandlicos de jucara
(1,5; 4,5; 9 pg mL™") apresentaram efeito protetor significativo as células
Vero quando induzidas ao estresse oxidativo em compara¢do com o
controle de acido galico. A predominancia de acidos fenolicos (benzoico,
cafeico, clorogénico, ferdlico, protocatecuico, siringico, vanilico e p-
cumérico) e flavonoides (quercetina e rutina) foram observados nos extratos
metanolicos por infusdo em sistema de HPLC-ESI-MS/MS. O perfil de
acidos graxos presentes na polpa de jucara apresentou a predominancia de
acidos graxos monoinsaturados representados pelo acido oleico (45 — 50
%); seguido dos &cidos graxos poli-insaturados, o a-linoléico; e os acidos
saturados representaram em torno de 25 % da fragdo lipidica, sendo o &cido
palmitico o principal acido graxo. Os resultados demonstraram que a
atividade antioxidante dos frutos jugara esta correlacionada com seu alto
conteido de compostos fendlicos e de flavonoides.
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Palavras-chave: Acai. Acidos fendlicos. Atividade antioxidante celular.
Cromatografia. Palmito.



53

1 INTRODUCAO

O oxigénio e 0 nitrogénio sdo espécies que desempenham papéis
fundamentais em processos fisioldgicos, incluindo a vida e a morte celular,
a protecdo contra patdgenos via de sinalizagdo celular e o regulamento do
tonus vascular (JENSEN; WU; PATTERSON; BARNES; CARTER, 2008).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) incluindo as diversas formas de
oxigénio ativo como radical superéxido (O%), o radical hidroxila (OH),
peroxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito
(ONOOQ) sdo muitas vezes gerados no organismo como subprodutos de
reacOes bioldgicas ou de fatores exdgenos (DAR et al., 2011).

E comumente reconhecido que ERO estido envolvidas em uma
variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o sinal de
transducdo celular, detoxificagdo, sinalizacdo quimica, proliferacdo celular,
apoptose, bem como isquemia, reperfusdo, inflamacéo, diabetes, catarata e
muitas doengas neurodegenerativas (DAR et al., 2011; LIU; FINLEY,
2005).

A etiologia de varias doencas cronicas estd associada a um
desequilibrio no sistema redox celular levando a um aumento do nivel de
espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (ERN) (DEIANA et al., 2010).

A homeostase do organismo depende do equilibrio entre as
substancias oxidantes e antioxidantes, sendo assim, a produgdo de ERO em
grandes quantidades pode induzir a danos no DNA, carbonilagdo de
proteinas, peroxidacdo de lipidios, consequentemente a formagdo de um
quadro de estresse oxidativo que atinge as células, os tecidos e os 6rgdos e,
como consequéncia, doengas cronico degenerativas, como inflamacdes,
alguns tipos de cancer, doenca de Parkison, doenca de Alzheimer, esclerose
(LIU; FINLEY, 2005; TRIPATHI; MOHAN; KAMAT, 2007; WOLFE et
al., 2008; DAR et al., 2011).

No organismo a producdo de ERO é equilibrada pela acdo de
enzimas de acdo antioxidantes (superéxido-dismutase, catalase e glutationa
peroxidase) e também por antioxidantes exdgenos oriundos da dieta, como
as vitaminas A, C e E e os compostos fendlicos (TRIPATHI; MOHAN,;
KAMAT, 2007). Assim, o aumento da ingestdo de compostos fendlicos tais
como flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas na dieta é uma estratégia
promissora para prevenir a iniciagdo do céncer em células, uma etapa
importante no inicio da carcinogénese. (LIU; FINLEY, 2005, WOLFE et
al., 2008; DAR et al., 2011; OKE; ASLIM, 2011).

Estudos epidemiol6gicos mostraram, consistentemente, que existe
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significativa associa¢do entre o consumo regular de frutas e verduras e a
reducdo da incidéncia de doencas cronicas (CARVALHO et al., 2010).

As propriedades relacionadas com a salde e a composicdo quimica
dos frutos tém sido amplamente exploradas. Interesse em novas opcdes de
frutas exdticas no mercado tem aumentado por causa de seus potenciais
beneficios para a salde (SCHRECKINGER; LOTTON; LILA; MEUA,
2010).

Muitos estudos examinaram 0s potenciais beneficios do acai
(Euterpe oleracea M.) para a saude (SCHAUSS et al., 2006a; HONZEL et
al., 2008; JENSEN et al., 2008; RUFINO et al., 2010). O acai, considerado
um “super fruto”, juntamente com sua polpa, tem recebido muita atengéo
nos Gltimos anos, devido a sua capacidade antioxidante extremamente alta e
o seu papel como “alimento funcional” (KANG et al., 2010; KANG et al.,
2012). O perfil dos compostos fenolicos presentes no acai e sua atividade
antioxidante foi estudada em sistemas “in vitro” e “in vivo” (em humanos,
animais e cultura de células) (JENSEN et al., 2008; HOGAN et al., 2010;
KANG et al., 2010; PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010; XIE et al.,
2012).

O fruto acai é produzido pelas espécies Euterpe precatoria M. e
Euterpe oleracea M. . “Jugara” ou “ jussara” ¢ o fruto da espécie Euterpe
edulis M. cultivada na Mata Atlantica, e esta planta é procurada como a
principal fonte de palmito. No entanto, a exploracdo dos frutos surgiu
recentemente como uma promissora fonte de antioxidantes naturais, e tem
aparéncia similar aos frutos de acai (Euterpe precatoria M.) (Euterpe
oleracea M.).

O interesse crescente em fontes de antioxidantes naturais na
industria alimenticia e farmacéutica requer a prova de seu efeito in vitro e in
vivo, bem como a sua biodisponibilidade e propriedades toxicologicas.

Desde a década de 90 a pesquisa em antioxidantes vem se
expandindo com o desenvolvimento de diversas técnicas para a avaliagao
da atividade antioxidante in vitro. (WOLFE et al., 2008).

E extremamente necessario que a determinacdo da capacidade
antioxidante seja avaliada utilizando-se mais de um método a fim de se
obter melhor avaliagdo da atividade antioxidante dos compostos em um
extrato. Conforme descrito em alguns trabalhos, diferentes extratos
hidroalcoolicos, alcodlicos e organicos apresentam respostas diferentes em
métodos distintos como captura de radicais DPPH' (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila), poder redutor do ferro (FRAP), lipoperoxidacdo do f-
caroteno, sugerindo assim a interacdo dos compostos (GIADA; MANCINI-
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FILHO, 2008; VIDAL et al., 2009).

O método de atividade antioxidante frente ao radical DPPH consiste
na avaliacdo dos compostos antioxidantes sobre uma solugdo contendo o
radical cromdforo. Apos a adicdo do antioxidante, este reduz o radical no
sistema provocando uma descoloracdo da cor inicial, o qual diminui a sua
absorvancia. Assim, a capacidade dos compostos de sequestrar o radical
estavel DPPH é aplicada de acordo com o método desenvolvido por Brand-
Willams, Cuvelier, Berset, 1995. A medida da absorvancia do radical é
realizada no comprimento de onda de 517 nm, antes de adicionar a amostra
(Ao) e com a adicdo da amostra com leitura ap6s 30 minutos da reacdo (As).

O método do poder redutor do ferro (FRAP) é baseado na medida
direta da habilidade dos antioxidantes (redutores) do extrato reduzirem em
meio 4cido (pH 3,6) 0 Fe** a formar o Fe?*. O Fe’* reage com 0 2,4,6-tri (2-
piridil) — 1,3,5 — triazina TPTZ formando o complexo de intensidade azul,
comparando com a forga antioxidante em meio plasmatico (BENZIE;
STRAIN, 1996). A vitamina C e 0 &cido Urico, por exemplo, reduzem o
Fe** a Fe?". J4 um antioxidante que reduz efetivamente um pré-oxidante,
ndo reduz, necessariamente, Fe** a Fe”*, sendo esta uma das limitagées do
método.

O método de lipoperoxidagdo do B-caroteno é baseado na técnica de
co-oxidacdo do substrato acido linoleico. Ao ser exposto a condicBes que
favorecem a sua oxidagdo (como presenca do oxigénio e alta temperatura)
produz estruturas radicalares, que atacam as duplas liga¢des do -caroteno,
que ao perder o seu cromoéforo provoca a descoloracdo da solucdo
(MARCO, 1968; MILLER, 1971).

Os ensaios de atividade antioxidante in vitro ndo refletem
necessariamente as condicdes fisioldgicas celulares e ndo consideram a
biodisponibilidade e suas propriedades toxicoldgicas bem como um
conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares que contribuem para
a sua atividade biolégica (LIU e FINLEY, 2005; ROSA et al., 2008).
Modelos animais e estudos com humanos possuem custos elevados e nao
sdo adequados para a triagem inicial de antioxidantes. Portanto, ha
necessidade de modelos de cultura de células de apoio a avaliacdo da
atividade antioxidante antes de estudos em animais e ensaios clinicos em
humanos (LIU e FINLEY, 2005).

O estudo da atividade antioxidante de um composto em uma cultura
celular fornece informacGes relevantes que poderdo elucidar o mecanismo
de estresse oxidativo subjacente ao efeito antioxidante e ao efeito
relacionado com a estrutura do composto. (ROSA et al., 2008; OKE;
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ASLIM, 2011).

A técnica de atividade antioxidante celular foi desenvolvida
utilizando eritrdcitos para abordar a questdo dos antioxidantes provenientes
de extratos naturais terem permeabilidade no citosol e contribuirem para a
reducdo dos danos oxidativos dentro da célula. Assim, os dados do ensaio
refletem se os antioxidantes sdo capazes de penetrar nas células vivas
protegendo-as de danos oxidativos (HONZEL et al., 2008; KANG et al,
2010).

O método para determinacdo da atividade antioxidante celular
descrito por Wolfe & Liu (2007), consiste em fazer um pré-tratamento das
células do hepatocarcinoma humano (HepG2) com os extratos hidrofilicos e
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Os antioxidantes do extrato e a
DCFH-DA se difundem através da membrana celular, e apds a acdo das
esterases celulares ocorre a liberacdo do diacetato formando uma molécula
mais polar (DCFH) que fica retida dentro da célula. Em seguida as células
sdo tratadas com 2,2' — azobis-amidinopropano-diidrocloridrico (ABAP)
gue se difunde através da membrana e se decompde espontaneamente
dando origem aos radicais peroxil. Estes radicais peroxil atacam a
membrana celular para produzir mais radicais peroxil e oxidar o DCFH
(ndo fluorescente) intracelular a DCF (diclorofluoresceina) que é
fluorescente. Os antioxidantes impedem a oxidagdo da DCFH e dos lipidios
da membrana celular, reduzem a formacdo de DCF. A diminuicdo na
fluorescéncia celular comparado as células do controle indica a capacidade
antioxidante dos compostos.

Os extratos polifendlicos de acai tém demonstrado atividade
antioxidante para suprimir a proliferacdo de células HL-60 de leucemia
(DEL POZO-INSFRAN; TALCOTT, 2006). Outro estudo relata que a
fracdo polifendlica ndo antocidnica da polpa inibiu a proliferagéo de células
HT-29 de céncer de colo humano (PACHECO-PALENCIA et al., 2008b). O
acai é aparentemente rico em antocianinas e ja expbs forte atividade
antiproliferativa em células tumorais cerebrais de ratos (HOGAN et al.,
2010).

A efetividade da atividade antioxidante do extrato é dependente da
polaridade do sistema em estudo, natureza do radical livre, do substrato a
ser protegido (KING; YOUNG, 1999). A diversidade de compostos
fendlicos presentes nos frutos de acai (Euterpe oleracea) formam uma
complexa matriz para avaliagdo da atividade antioxidante. (DEL-POZO
INSFRAN; TALCOTT; BRENES, 2004; PACHECO- PALENCIA et al.,
2008a; PACHECO- PALENCIA et al., 2008b;PACHECO- PALENCIA et
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al., 2010).

Pacheco-Palencia et al. (2008b), caracterizaram a polpa
desengordurada e fracdo lipidica do acai apresentando algumas diferencas
na composi¢do fitoquimica. A polpa clarificada sem gordura continha
4cidos fendlicos e flavonois como: cido protocateicuico (15,9 mg 100g™),
4cido p-hidroxibenzoico (17,2 mg 100g™), catequina (49,1 mg 100g™),
4cido vanilico (57,7 mg 100g™), é4cido siringico (43,4 mg 100g™),
epicatequina (44,6 mg 100 g), 4cido ferdlico (12,2 mg 100g™), dimeros de
procianidina (230 mg100g™), trimeros de procianidina (237 mg 100g™) e
capacidade antioxidante de 17,2 umol TEAC mL™, o que confirma estudos
anteriores com polpa integral, porém, estes compostos apresentaram-se em
menor quantidade na polpa clarificada (DEL-POZO INSFRAN;
TALCOTT; BRENES, 2004; PACHECO- PALENCIA et al., 2008a;
PACHECO- PALENCIA et al., 2008b).

O objetivo deste estudo foi determinar o conteddo de compostos
fendlicos totais, flavanois totais e antocianinas monoméricas totais, e
também avaliar a atividade antioxidante in vitro da fracdo lipofilica e da
polpa desengordurada dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.) e sua
atividade antioxidante celular. Simultaneamente, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas do tipo “ion trap”
com fonte “electrospray” (HPLC-ESI-MS/MS) foi usada para identificar os
compostos fenélicos ndo antocianicos presentes nos extratos metandlicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras de frutos de jucara (Euterpe edulis M.) foram coletadas
em trés regides distintas de cultivo no Estado de Santa Catarina (SC),
Brasil, durante a safra de 2009/2010, descritas na Tabela 4. As regides
foram definidas de acordo com os dados descritos por Borges et al., 2010.



58

Tabela 4 — CondigBes edafoclimaticas das regiGes de cultivo de jucara (Euterpe
edulis)
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Fonte: EPAGRI (2009).

Os cachos de frutos foram colhidos em estagio ideal de maturacéo
para o processamento. Apés a debulha dos cachos, os frutos sadios, inteiros,
maduros foram selecionados, armazenados em embalagens plasticas e
congelados. Apds, foram transportados ao Laboratério de Quimica de
Alimentos em caixas térmicas a 5.0+ 1°C.

2.2 Materiais

Hexano, etanol, metanol, 4 dimetil-aminocinamaldeido (DMACA),
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromane-2-4cido  carboxilico (Trolox), 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), tert-butil hidroperéxido (TBH), dimetil-sulféxido
(DMSO0), 2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina(TPTZ), &cido cloridrico (HCI),
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cloreto de ferro (FeClz)foram adquiridos da Sigma Aldrich Corporation (St.
Louis, E.U.A)).

As células Vero foram obtidas no Laboratério de Virologia do
Instituto Butantd, Sdo Paulo, SP, Brasil e mantidos em Leibovitz 15 (L 15).
O meio de cultivo com 10 % de soro fetal de bovino foi obtido da Cutilab
(Campinas, Brasil). O reagente Folin-Ciocalteu foi obtido da Fluka Chemie
AG (Buchs, Suica).

Acido galico, 4cido citrico, peroxidissulfato de potassio (K,S,0g),
cloreto de potassio (KCI), carbonato de sédio (Na,COs), acetato tri-
hidratado de sédio, hidroxido de potassio (KOH), cloreto de amoénio
(NH4CI), acido sulfarico (H,SO,) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil).

Os padroes de é&cidos fendlicos (acidos cafeico, clorogénico,
elagico, ferulico, galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, siringico e
vanilico) e os flavonoides (epicatequina, catequina, miricetina, kaempferol
e quercetina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemie (St. Louis,
E.U.A)) e Fluka Chemie AG (Buchs, Suica). Os padrdes de acidos graxos
metilados foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemie (St. Louis, E.U.A.). Os
reagentes utilizados para as fases moveis foram de elevado grau depureza
(HPLC) e passaram por filtracdo em membranas de PTFE de 0,45um da
Millipore (Billencia, E.U.A.). Para as demais analises todos os reagentes
utilizados foram de grau analitico.

2.3 Preparo das amostras

Frutos maduros, em torno 100g, foram submetidos ao processo de
despolpe manual. Apds, a polpa foi submetida ao processo de
branqueamento por imersdo a 85 + 2°C por 10 min, e na sequéncia,
submetidos a processo de secagem em estufa de ar circulante a uma
temperatura de 40 + 2°C por periodo de 12h. Por Gltimo, a polpa foi
triturada em moinho de bancada (IKA A49, SP, Brasil). O contetdo de
matéria seca dos frutos foi determinado por secagem em estufa a 105 = 5°C
até peso constante (AOAC, 2005).

2.4 Extracdo dos compostos fenodlicos da polpa desengordurada e da
fracao lipidica

Para a extracdo da fracdo lipofilica submeteu-se a polpa desidratada
(2 g) a uma extracdo com 25 mL de hexano em ultrassom (Unique, S&o
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Paulo, Brasil) por 15 minutos a 25°C. Apo6s centrifugou-se o extrato a 2000
g por 15 minutos (Fanen 280R, S&o Paulo, Brasil) separando a fracdo
organica em um baldo de rotaevaporador com capacidade para 200 mL. O
residuo foi submetido novamente a extracdo por duas vezes. Por fim
centrifugou-se o0 extrato e juntaram-se as fracdes organicas. Esse foi
submetido a rotaevaporacéo a temperatura < 35°C para remocao do hexano.

Para o preparo do extrato lipolfilico, a fracdo lipidica foi submetida
a uma extracdo liquido- liquido com metanol usando banho de ultrassom
por 15 min a 25°C e apds centrifugado a 2000. g por 15 min. Este extrato
foi utilizado para a determinacéo do contetdo de fendlicos totais, flavanois
totais e atividade antioxidante.

Para o extrato hidrofilico da polpa desengordurada realizou-se uma
extracdo em banho de ultrassom com 50 mL de metanol a 25°C por 30
minutos. Apos este extrato foi centrifugado por 15 min a 2000.g. O
sobrenadante foi recolhido em um baldo de rotaevaporador e removeu-se 0
solvente em rotaevaporador a < 35°C até secagem.

O extrato seco foi reconstituido em um baldo volumétrico de 5 mL,
este extrato foi utilizado para a quantificacdo de fenolicos totais, flavanois
totais e antocianinas monomeéricas e identificacdo dos compostos fendlicos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de
massas(HPLC-MS/MS).

Para avaliacdo do efeito citotoxico do terc-butil-hidroperoxido
(TBH) foi utilizado o extrato hidrofilico reconstituido em agua deionizada,
em um baldo volumétrico de 5 mL.

2.5 Identificacéo de compostos fendlicos utilizando HPLC-ESI-MS/MS

O método usando LC-MS/MS para a separacdo dos compostos
fendlicos foi realizado em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia,
modelo 1200 Series da marca Agilent Technologies (Alemanha). A coluna
de separacdo utilizada foi C18 (15 mm, 2,0 mm d.i., 4,6 pm de tamanho da
particula) da marca Varian. A separacdo dos compostos fenolicos foi feita
no modo gradiente usando os solventes A (4gua com 0,1 % de acido
férmico) e B (acetonitrila: 4gua,95:5, v/v). A eluicdo na coluna iniciou-se
com 20 % da fase B em 0 min aumentando linearmente para 95 % da fase B
em 15 minutos. Retornou-se as condices iniciais de elui¢do 20 % B nos 30
min, e equilibrando a coluna por mais 10 min. A temperatura da coluna foi
mantida 40°C e a taxa de fluxo de 200 pL min™, o volume de injecdo da
amostra de 10 pL.
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O sistema cromatografico foi acoplado a um espectrémetro de
massas hibrido constituido de um triploquadrupolo e ion trap linear, modelo
Q Trap 3200 da Applied Biosystems/ MDS Sciex (Concord, Canada). O
software Analyst versdo 1.5.1 foi usado para controlar o LC-MS/MS e tratar
os dados obtidos a partir das analises. Os experimentos foram realizados
usando a fonte TurbolonSpray™ (electrospray — ESI). Outros parametros
para 0 cone e energia de célula de colisdo estdo listados na Tabela 5. Os
compostos fendlicos foram monitorados usando o monitoramento de
reacbes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring). A
otimizacdo dos parametros do espectrometro de massas foi realizada por
infusdo direta de solucdo metandlica contendo os analitos de interesse.

Tabela 5 - Parametros do espectrdmetro de massas.
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“DP- Declustering Potential; EP- Entrance Potential; CEP- Collision Cell Entrance
Potential; CE- Collision Energy; CXP- Collision Cell Exit Potential.
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2.6 Determinacéo dos compostos fendlicos totais (FT), flavanois totais

(FVT) e antocianinas monomeéricas totais (AMT)

O contetdo de fenodlicos totais dos extratos foi determinado pelo
método espectrofotométrico com reativo de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
ROSSI, 1965) com absorvancia medida em 765 nm e os resultados
expressos em miligramas de equivalentes a acido gélico (EAG) 100g™ de
polpa desengordurada ou 100 g™ de 6leo.

O contetdo de flavanois estimado pelo método espectrofotométrico
dimetilaminocinamaldeido (DMACA) segundo Arnous, Markis e Kefalas
(2002). A leitura de absorvancia realizada em 640nm em espectrofotémetro
UV-Vis modelo HP 8452A Hewlett-Packard (Cheadle Heath, Stockport
Cheshire, UK) resultados expressos em miligramas de equivalentes a
catequina (ECA)100g™ de polpa desengordurada.ou 100 g™ de 6leo.

Para a quantificacdo das antocianinas totais utilizou-se o método
descrito por Giusti e Wrolstad (2001), em que os extratos foram
adicionados separadamente em solucdo tampdo cloreto de potassio (KCI,
0,025 moL L% pH 1,0) e solucio tampdo de acetato de sddio
(CH;COONa.3H,0, 0,4 moL L* pH 45), e efetivadas as medidas a
absorcdo em 510 nm e a 700 nm usando um espectrofotdmetro Hewlett-
Packard modelo HP 8452A (Cheadle Heath, Stockport, Cheshire, UK). A
absorcdo (A) das amostras foram calculadas de acordo com a seguinte
formula:

A= (Asio  —  Aso)pn 10 — (Asio —  AwopH 45
Equagdo(1)

O conteldo de antocianinas monomeéricas calculado segundo a
férmula;

Contelido de antocianinas (mg 100g™fruta) = (A x MM x FD x 100)/
(€ x1) Equacdo (2)

Onde a massa molecular (MM) da cianidina3-glicosideo (449,2 g
moL‘l) e o coeficiente de absor¢cao molecular (€ = 26900 mol L'l) séo
constantes. FD é o fator de diluicdo.

O contetdo de antocianinas monoméricas totais expresso em
mgcianidina3-glicosideo 100 g™ de polpa.
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2.7 Avaliacdo da atividade antioxidante

a) Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método seqliestro de
radicais DPPH

A atividade antioxidante dos frutos foi quantificada através da
capacidade dos antioxidantes presentes nos extratos em sequestar/desativar
o radical estavel DPPH  d€ acordo com o método descrito por Brand

Willians, Cuvelier e Berset (1995).

Uma solugdo de metanol contendo 0,06 mmol L™ de DPPH foi
preparada e, em seguida, armazenada a 20°C até a sua utilizagdo. A solugdo
de trabalho foi obtida por diluicdo com metanol da solucdo estoque de
DPPH (0,06 mmol L) até a obtencéo de uma solugio com absorvancia de
aproximadamente 0,980 + 0,02 a 515 nm.

O percentual de inibicdo do radical foi medido através da leitura de
absorvancia em espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A
(Cheadle Heath, Stockport, Cheshire, UK) a 515 nm, a leitura da
absorvancia do radical antes de adicionado 0s extratos (Ag) e apos a adi¢ao
(A¢) do extrato com tempo de reacdo fixado em 30minutos. A inibicdo do
radical DPPH em termos de percentual (% 1) é calculada de acordo com a
férmula:

% | = [1- (absorvancia da amostra- 3 min/ @bsorvancia controlegmin)]
x100 Equacéo (3)

Uma curva padrdo de Trolox (75-1050 pumol L'y= 14,089x +
10,858, r* = 0,9953; ondey = concentracdo da solucdo; x = leitura da
absorvancia) utilizada para quantificar a atividade antioxidante dos extratos
e os resultados expressos em pmol L™ capacidade antioxidante equivalente
a Trolox (TEAC) 100g™de polpa desengordurada ou 100g™ de 6leo.

b) Poder redutor/antioxidante do ferro (FRAP)

Este procedimento foi realizado de acordo com o método descrito
por Benzie e Strain (1996). Este método baseia-se na medida direta da
habilidade dos antioxidantes (redutores) presentes na amostra, em meio
4cido, pH 3,6, reduzirem o complexo de Fe**/tripiridiltriazina (TPTZ) para
formar Fe*?, de cor azul intensa. A absorvancia do complexo foi medida em
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comprimento de onda de 620 nm em um espectrofotdmetro Hewlett-
Packard modelo HP 8452A (Cheadle Heath, Stockport, Cheshire, UK).

Uma curva padrdo de Trolox (75-1050 umol L™y = 13,07 x + 7,6, r?
= 0,9978; onde y = concentracdo da solucdo; x = leitura da absorvancia)
utilizada para quantificar a atividade antioxidante dos extratos e os
resultados expressos em pmol L™ capacidade antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC) 100g ™ de polpa desengordurada ou 6leo.

c) Avaliaco da atividade antioxidante pelo método f-caroteno

A atividade antioxidante baseada na cooxidagdo do B-caroteno/ acido
linoléico sera avaliada de acordo com o método descrito por Marco (1968),
modificado por Miller (1971). Prepara-se uma solucdo de B-caroteno em
cloroférmio (20 mg mL™) e uma aliquota de 20 pL desta solugdo sera
transferida para um frasco de erlenmeyer com 40 uL de &cido linoléico,
1mL de cloroférmio e 500 mg de Tween 40. Posteriormente o cloroférmio é
completamente evaporado a frio com gés inerte. E o sistema é adicionado
de 150 mL de agua desionizada saturada com oxigénio e a mistura
homogeneizada. As medidas serdo realizadas em diferentes sistemas
contendo solugdes dos extratos e grupos controle. Além disso, o efeito
sinergista sera avaliado utilizando misturas das amostras com BHT nas
mesmas concentra¢des do extrato puro. Uma leitura inicial da absorvancia
(470 nm) ¢ feita imediatamente apds a adicdo das amostras e do padrdo ao
sistema, e a absorvancia monitorada a cada 15 min, durante um periodo de
2 h. Os sistemas foram mantidos a 50°C durante o periodo. A atividade
antioxidante (AA) é obtida em termos de percentual de inibigdo, relativos
ao grupo controle, utilizando a Equagao 4:

AA = 554 100 Equacdo @)

Ao—Ac

Onde As e Ac sdo, respectivamente, as absorvancias da amostra e
do controle ao final da andlise; Ao é a absorvancia da amostra (470 nm) no
inicio da analise.

2.8 Atividade antioxidante celular
As células HepG2 (linhagem Vero) foram mantidas em meio de

crescimento E Williams (MEW) suplementado com 5% de soro fetal de
bovino (SFB), 10 mmol L™ de hepes, 2 mM L-glutamina, 5 ug mL™ de
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insulina, 0,05 pg mL™ de hidrocortisona, 50 units mL™ de penicilina, 50 pg
mL™ estreptomicina e 100 pg mL™ de gentamicina, a 37°C e atmosfera de
5% de CO,. As células foram usadas entre 12 e 32 passagens. Como
controle positivo utilizou-se uma solucdo de acido galico nas concentracdes
dos extratos de jucara (Euterpe edulis M.).

O efeito citotdxico terc-butil-hidroperoxido (TBH) foi avaliado pelo
método do

brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
(SCHILLER; KAINZ; MYNETT; GESCHER, 1992). As células HepG2
(linhagem Vero) foram semeadas a densidade de 6 x 104/pogo em uma
microplaca de 96 pogos, utilizando 100 pL de meio de crescimento por
poco, a placa foi mantida em estufa (37 °C). Ap6s 24 horas 0 meio de
crescimento foi removido e os pogos lavados com uma solucéo salina. Os
extratos foram diluidos no meio L-15 nas concentragdes de 0,5 a 5 ug de
fendlicos totais (volume final 200 pL), colocado nos pocos e mantidas a
37°C por 24 h. Dois grupos dos pocos ndo receberam amostra, e eles foram
separados como controles positivos e negativos.

Apos a incubagdo, os pocos foram lavados e adicionou-se 7,5
mmol L™ de TBH nos pocos. O controle positivo ndo recebeu este
tratamento. As placas foram mantidas a 37°C durante 1 h. Apos as placas
foram novamente lavadas e todas receberam a solu¢édo de MTT (5 mg mL’
1, e foram, em seguida mantidas a 37°C durante 4 h. Finalmente os pocos
foram novamente lavados e preenchidos com DMSO. Os resultados foram
lidos em 570 nm num espectrofotdmetro BIOTEK (modelo Synergy HT). A
avaliacdo das células mortas foi realizada por meio da observacdo
microscépica.

2.9 Perfil de acidos graxos

Os é&cidos graxos da fragdo lipidica da jucara (Euterpe edulis M.)
foram submetidos ao método de extracdo e derivatizacdo (AOCS, 2004).
Para determinacdo de acidos graxos utilizou-se um cromatdgrafo a gas,
equipado com detector de ionizagdo de chama acoplado a um integrador e
registrador (Shimadzu CG17/Class GC10, Toéquio, Japdo). Uma coluna
capilar de silica fundida SP-2560 (biscianopropil polisiloxana) com
diametro interno de 0,25 mm com espessura de 100 mm. O fluxo de gas de
arraste hélio foi de ImL min™. A temperatura do injetor foi de 140 °C por 5
minutos, e entdo aquecimento de 4 °C/min até 240 °C permanecendo nesta
temperatura por 20 minutos e a temperatura do detector de 260 °C. A
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identificacdo dos principais acidos graxos foi realizada por comparacao dos
tempos de retencdo das bandas cromatograficas das amostras com 0s
padrbes de acidos graxos esterificados, e a quantificagdo, por normalizagéo
das areas dos picos, sendo os resultados expressos em percentagem.

2.10 Analise Estatistica

Todas as analises foram conduzidas em ftriplicata e os resultados
expressos como média + desvio padrdo (DP). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), teste de Tukey, analise de correcdo em um
intervalo de confianga de 95%. As analises foram realizadas com auxilio do
programa Statistic 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fendlicos totais (FT), flavanois (FVT) e antocianinas monoméricas
totais (AMT)

Como apresentado na Tabela 6, o conteldo de fendlicos totais na
fracdo lipidica do fruto da regido A (4336,00 + 24,46 mg EAG 100g™)
diferindo estatisticamente das outras regides (p < 0,05). A fragdo lipidica da
regido A também apresentou o maior contetido (83,64 + 5,4 mg EAG 1009’
Y diferindo- se estatiscamente (p < 0,05).

Tabela 6 — Contetido de fendlicos totais e flavanois totais na polpa desengordurada
(PD) e fracdo lipidica (FL) de frutos de jugara (Euterpe edulis M.)

Amostra Fendlicos totais* Flavanois totais**
PD FL PD FL
A 1466,00 + 3,39 4336,00 + 38,75 + 83,64+
Barra a 25,46 ° 7.8° 54°
Velha
B 1476,74 + 18,6 3020,98 + 72,56 + 51,63+
Lufs Alves a 35,99 ° 3,.2° 3,6°
C 1418,73 + 3030,39 + 75,06 + 28,22 +
Urussanga 11,142 18,75 " 49° 5,55°

*Valores expressos em mg equivalentes de 4cido gélico (EAG).100g™. ** Valores
expressos em mg equivalentes de catequina (ECA). 100g™. ** Valores seguidos por
diferentes letras minusculas, na vertical, representam diferencas significantes (p<
0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras.
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O conteddo de fendlicos totais para polpa desengordurada néo
apresentam diferenca estatistica entre si (p > 0,05) com os maiores
conteddos encontrados na regido B. Entretanto para o contetdo de flavanois
totais os maiores conteido foram encontrados nas amostras B e C com
7256 e 7504 mg ECA 100g™, respectivamente; diferindo
significativamente em relagdo a amostra A (p < 0,05).

As fracdes de polpa desengordurada (PD) apresentam os maiores
contetidos de fendlicos para as regides B e C com 1476,74 e 1418,73 EAG
100g™, respectivamente diferindo significativamente (p < 0,05) da regi&o A.
A mesma relagdo pode ser observada para o conteldo de flavanois nas
fracGes de polpa desengordurada.

Para o contelido de antocianinas os frutos da regido C apresentaram
0s maiores contelidos (409,85 + 2,33 mg cianidina 3-glicosideo 100 g™
matéria fresca), enquanto que o menor conteudo foi observado na regido A
(72,50 + 2,1 mg cianidina 3-glicosideo 100 g™ matéria fresca). As frutas da
regido B apresentaram 207,94 + 1,68 mg cianidina 3-glicosideo 100 g*
matéria fresca. Todos os frutos apresentam diferenca estatistica com relagéo
ao conteudo de antocianinas.

A variacdo dos niveis de antocianinas nos frutos de jucara pode ser
devido as diferencas entre as regides de cultivo (BORGES et al., 2011a). Os
frutos da regido foram cultivados em regido de altitude média (368 m) e o
periodo de frutificacdo das palmeiras ocorre nos meses de verdo. A
luminosidade influencia grandemente, uma vez que os fétons sdo
absorvidos e transmitidos no sistema de fitocromos, que produzem uma
elevacdo da atividade enzimatica implicada na via de biossintese das
antocianinas. Assim podemos relacionar a altitude das regides em estudo
com a maior incidéncia solar favorecendo o acimulo das antocianinas
(TAIZ & ZEIGER, 2006; BORGES et al., 2011a).

3.2 Perfil de compostos fenolicos

Em estudos anteriores sobre as espécies de acai (Euterpe oleracea e
Euterpe precatoria), os &cidos fendlicos, flavonoides e antocianinas foram
determinados por HPLC (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL &
TALCOTT, 2006; SCHAUSS et al., 2006; PACHECO-PALENCIA et al.,
2008; KANG et al., 2010; PACHECO-PALENCIA et al., 2010; GORDON
etal., 2012; KANG et al., 2012; MULABAGAL & CALDERON, 2012).No
entanto, até 0 momento, ndo ha relatos disponiveis na literatura para o perfil
dos compostos fendlicos dos frutos Euterpe edulis M.
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A andlise dos extratos de jucara por HPLC-ESI-MS/MS levou a
identificacdo de &cidos fendlicos e flavonoides com base na formula
molecular, no padrdo de fragmentacdo e pela comparagdo dos tempos de
retengdo com os padrfes disponiveis comercialmente. A separacdo dos
compostos fendlicos por HPLC-ESI-MS/MS do extrato metanolico de
jucara (Tabela 7) indicou a presenca de acidos fenélicos e flavonoides.

Tabela 7 — Compostos fendlicos majoritarios identificados em jucara (Euterpe

edulis M.)

Tempo Massa Massa molecular MS/MS  Composto

retengdo  molecular experimental (m/2) identificado

(min) calculado (m/z) (M-H)

(M) ,

12,08 124,04 123,04 78,9; Acido benzéico
77,1

10,03 182,07 181,07 163,1;  Acido cafeico
89,1

9,22 356,11 355,11 163,2; Acido
89,1 clorogénico

11,59 196,11 195,11 177,1; Acido ferulico
145

6,16 156,05 155,05 93,1; Acido
65,1 protocatecuico

10,91 304,03 303,3 153,1; Quercetina
69

10,57 612,12 611,12 303,1; Rutina
85

10,22 200,12 199,12 155; Acido siringico
149,1

10,08 170,06 169,06 92,9; Acido vanilico
64,8

11,32 166,11 165,11 147,1; Acido p-
91,1 Coumaric

3.3 Atividade antioxidante

Os frutos de jucara apresentam elevado contetdo de lipidios em sua
matéria (18,45 — 44,08 % de 6leo em matéria seca) (BORGES et al.,
2011a). A fim de evitar a interferéncia da fracdo lipidica nos métodos de
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avaliacdo da atividade antioxidante geralmente ocorre a separacdo da fracdo
lipidica da polpa do fruto (ARRANZ; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2011). Neste estudo, avaliou-se a
atividade antioxidante da polpa desengordurada e da fracdo lipidica dos
frutos de através dos métodos de DPPH, FRAP e B-caroteno.

A contribuicdo da fracdo lipidica com a capacidade antioxidante
(ensaios de DPPH e FRAP) é inferior a 5 %. Isto pode ser justificado
devido a sua composicdo quimica apresenta esterdis, carotendides,
clorofilas, tocdis e glicerideos. Estes compostos ndo agem sobre o
mecanismo de atividade antioxidante dos ensaios DPPH e FRAP.

Testes preliminares apresentaram a influéncia da fracdo lipidica
como interferente na determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos
metandlicos oriundos da extragdo do fruto inteiro, sem remocao da fracdo
lipidica. Este fator que pode ter interferido nos dados relatados na
literatura. Assim recomenda-se a avaliacdo da atividade antioxidante
separada da polpa desengordurada e da fracdo lipidica.

No ensaio de DPPH e FRAP, Tabela 8, as amostras B e C
apresentaram maior atividade antioxidante com 1325,51 e 1332,05 pmoL L
L' TEAC 100 g* de polpa desengordurada (DPPH); e 1110,86 e 1158,87
pmoL L* TEAC 100 g de polpa desengordurada (FRAP),
respectivamente.  Estes  valores ndo demonstraram  diferencas
estatisticamente significativas.

Tabela 8- Avaliagdo da atividade antioxidante em polpa de jucara (Euterpe edulis
M.) desengordurada

Amostra DPPH* FRAP*
A 836.1+5.7° 571.14 +8.9°
B 1325.50 + 6.8° 1110.86 + 13.11°
C 1332.05 +5.5° 1158.87 + 10.2°

* \/alores expresso pmoL. L™ Trolox. 100g™ polpa desengordurada.
¥¢  Letras diferentes na mesma coluna, os valores apresentam diferenca
significativa (Tukey p < 0.05).

A atividade antioxidante de muitos frutos surge da agdo sinérgica
combinada de uma mistura de compostos, incluindo compostos fendlicos,
carotendides e vitamina C e E. No entanto, em frutas como 0 acai, que
contém quantidades relativamente pequenas dessas vitaminas, &acidos
fendlicos, flavonois, flavanois, e antocianinas s3o o0s principais
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contribuintes para a capacidade antioxidante (RUFINO et al., 2010).

A percentagem de inibicdo dos radicais DPPH foi mais elevada para
0s extratos da amostra C com 59,9 + 3,4%, seguindo-se dos extratos da
amostra B (57,91 + 5,6 %), ndo apresentam diferenca significativa
estatisticamente entre os resultados obtidos (p > 0,05). Os extratos da
amostra A demonstraram a inibicdo de 50,44 + 3,7 %e este valor difere
significativamente das outras.

Neste trabalho, as correlagdes (R?) sdo forte (p < 0,05) entre o
contéudo de fenolicos totais e atividade antioxidante medida por ensaios de
DPPH e FRAP no extrato da polpa desengordurada (R?= 0,91 e R*= 0,87,
respectivamente). Além disso, o extrato da polpa desengordurada com
maior contedo de antocianinas monoméricas totais também apresentou
elevada atividade antioxidante.

A Figura 3 apresenta um gréafico do indice de inibi¢do da oxidacao
do B-caroteno a 50°C em emulsdo com acdo do extrato da polpa de jucara
desengordurada e da fracéo lipidica de jucara.

Observa-se que o0s extratos da fracdo lipidica possuem menor
atividade antioxidante neste ensaio em comparagdo com 0s extratos da
polpa desengordurada.

Os extratos da fragdo lipidica apresentam comportamento semelhante
a do controle ap6s 60 minutos de reacdo. Os extratos da polpa
desengordurada também apresentam comportamento semelhante entre as
amostras (A, B, C) e para o extrato com BHT.

O extrato da polpa desengordurada com a inibicdo de oxidagdo mais
elevada (A, 72,37 £ 2,3 %) o resultado diferiu significativamente dos
extratos de B (59,83 £ 30 %) e C (50,1 = 2,1 %), com atividade
antioxidante intermediaria.

A fracdo lipidica apresentou menores indices de inibi¢do da oxidacao
de 23,89 £ 2,6 %; 16,14 £ 4,7 % e 6,27 + 2,1 % para os extratos A, B e C,
respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o potencial dos
extratos de jucara para inibir o processo oxidativo em sistemas
emulsionados deve ser explorado.

O extrato da polpa desengordurada (A), com menor contetdo de
antocianinas apresentou o maior indice de inibicdo da oxidacdo no sistema
emulsionado, com menor atividade antioxidante para os ensaios de DPPH e
FRAP. A correlacdo positiva entre o contelldo de fendlicos totais e a
inibicdo da oxidac@o do PB-caroteno, no extrato da polpa desengordurada e
na fracéo lipidica foi R? = 0,45 e R? = 0,31, respectivamente.



71

Figura 3 — indice de inibigdo da oxidagdo do p-caroteno
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a-c: Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre si (Tukey’s HSD p <
0.05).

3.4 Atividade antioxidante celular

A avaliagdo da atividade antioxidante pela capacidade de reducdo do
Fe*® a Fe™ pelo método FRAP e 0 método de captura do radical livre DPPH
sdo métodos quimicos amplamente utilizados. No entanto, o ensaio quimico
ndo reflete as condigcbes fisiologicas celulares de um organismo. A
utilizacdo de novas plantas e frutas em busca de compostos fendlicos como
antioxidantes para as industrias alimenticias e farmacéuticas requer estudos
sobre a atividade antioxidante in vivo (ROSA et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos trés extratos de jucara também foram
avaliados pelo ensaio de MTT (SCHILLER et al., 1992; WOLFE et al.,
2008; WOLFE & LIU, 2007). Os dados do método in vivo MTT reflete a
capacidade dos antioxidantes presentes no extrato poderem entrar nas
células vivas e proteger contra danos oxidativos. Os resultados para o
ensaio de MTT sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Avaliagdo do efeito protetor do extrato de jucara apds 24 h do estresse
oxidativo induzido em células Vero

Extrato Concentracao
do extrato % Células
pmol L viaveis
Amostra A 1,5 34,8442 54°
45 20,46+1,66°
9 13,81+0,30°
15 17,31+0,35°
Amostra B 1,5 34,73+£2,61°
45 21,32+1,60°
9 15,94+0,72°
15 16,30+0,27°
Amostra C 1,5 44,18+0,82°
45 38,68+2,97™
9 42,78+1,74°
15 31,97+1,25°¢
Controle Positivo 75 81,14+ 5,44%
Controle Negativo - 26,66 + 5,48
Acido gélico 1,5 56,92+1,71°
45 51,18+4,43"

Valores de média £ d.p., n = 7. Controle negativo

Valores referentes & média + desvio-médio, n= 7. Controles negativosas células
ndo foram submetidas a oxidacdo com TBH. Controle positivo as células foram
submetidas a oxidagdo com TBH.

a-d: letra diferentes na mesma coluna os valores apresentam diferenca estatistica (p
<0,05).

A fim de induzir o estresse oxidativo diferenciadas células Vero
foram tratadas com tert-butil hidroperéxido (TBH) (7,5 mmol L™ durante 2
horas) utilizando a concentracdo mais elevada capaz de induzir ao dano
oxidativo significativo, mas ndo a morte celular (dados ndo apresentados).

Os extratos A, B e C (1,5 mmol L™%)da polpa de jucara
desengordurada suprimiu significativamente o estresse oxidativo induzido
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por TBH (controle negativo) com a percentagem de células viaveis de 34,84
%, 34,73 % e 44,18 %, respectivamente.

Os resultados para o extrato C, em todas as concentragdos, ndo
diferiram significativamente do extrato com acido galico (1,5 e 4,5 mmol L
1), e estes extratos foram mais eficientes do que os outros em todas
concentracBes avaliadas, embora a significancia estatistica foi observada
apenas para a concentracdo de 15 u mol L™ em relagdo ao controle positivo.

Os resultados revelaram resposta dependente da concentracdo do
extrato, uma vez que a maior percentagem da viabilidade celular foi
observada com 1,5 p mol L™ Este resultado indica que os extratos de
jucara apresentam efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido em
células Vero.

Um estudo demonstra a inibigéo da proliferacdo de células HT-29 do
carcinoma do cdlon de maneira dose-dependente utilizando extrato de agai
(PACHECO-PALENCIA et al., 2008). Outro estudo demonstra o efeito das
antocianinas de um extrato de acai suprimindo a proliferacdo de células
HL-60 ao serem induzidas a apoptose celular (DEL POZO-INSAFRAN,
TALCOTT & BRENES, 2006).

3.5 Perfil de acidos graxos

A Tabela 10 apresenta o perfil de acidos graxos dos frutos jucara
(Euterpe edulis M.) das trés amostras em estudo.

Considerando o perfil de &cidos graxos saturados ndo existem
diferencas significativas entre as amostras, e apresentam como principal
acido graxo saturado o acido palmitico. Os &cidos graxos monoinsaturados
sdo predominantes representados pelo acido oléico, apresentando diferengas
estatisticas entre amostras, a regido C com o menor contetdo. Os &cidos
graxos poliinsaturados, representados pelo acido a-linoléico, apresentam
diferenca estatistica entre as amostras.
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Tabela 10 - Perfil de acidos graxos (%) da fracdo lipidica de frutos de jucara

(Euterpe edulis M.)

Amostras
Acidos Graxos A B C
Miristico (14:0) 0,06 + 0,00 Ni 0,07 £ 0,00
Palmitico (16:0) 24,86 £0,03 22,41+0,02 24,44 £ 0,01
Palmitoléico (16:1) 1,59+0,00 0,72 +0,00 1,23 +0,00
Margérico (17:0) 0,08 +£0,00 0,08+0,00 0,10 £ 0,01
Heptadecendico Ni Ni 0,05 +0,01
(17:1)
Estearico (18:0) 2,35+0,00 5,01+0,00 3,84+ 0,00
Oleico (18:1) 44,63+0,01 50,25+0,02 44,17 £ 0,05
Vacénico (18:1) ni Ni ni
Linoléico (18:2) 25,36 £0,02 19,53+0,01 24,93 +0,02
Araquidico (20:0) 0,18+0,00 0,26+0,00 0,19+ 0,00
Eicosendico (20:1) 0,07+0,00 0,24+0,00 0,07 £ 0,00
o-Linolénico (18:3) 0,67+0,00 0,52+0,00 0,70 £ 0,00
Docosandico (22:0) 0,08 +£0,00 0,07+0,00 0,07 £0,01
Ertcico (22:1) ni 0,24 +0,00 ni
Lignocérico (24:0) ni ni ni
Nervonico (24:1) ni 0,10 + 0,00 ni
N&o identificados 0,07+0,00 0,57 £0,00 ni
Saturados 27,60 +0,03% 27,83+0,02°® 28,71 +0,01°
Monoinsaturados 46,30 +0,01° 51,56 +0,02° 4553+ 0,03
Polinsaturados 26,03+ 0,03 20,04 + 0,00b 25,63 + 0,03°

Resultados expressos em média + desvio padrio de trés repeticdes. *°

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha apresentam diferencas
estatistica significativas (p< 0,05) pelo teste de Tukey.
ni — ndo identificados

Conclui-se que jugara (Euterpe edulis M.) é um fruto rico em &cidos
graxos insaturados, apresentando em torno de 70% destes em sua
composicao.

A amostra da regido B diferencia-se das demais por apresenta uma
relagio de menor contetido de a-linoléico e maior contelido de &cido
palmitico.

O conteldo de lipidios e a composicdo de acidos graxos nos frutos
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de jucara (Euterpe edulis M.) se assemelha aos frutos do acai (Euterpe
oleracea), esse alto teor de lipidios representa 90% da calorias contida nos
frutos (SILVA; BARRETO; SERODIO, 2004).

Em relacdo ao &cido oléico, os resultados de jucara (Euterpe edulis
M.) (44,63 a 55,61%) sdo muito proximos aos encontrados por Nascimento
et al. (2008), Schauss et al. (2006b) e Rogez (2000) para o acai (E.
oleracea) (52, 56,2 e 54,9 %, respectivamente).

4 CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo sobre a capacidade antioxidante de frutos de
jucara (Euterpe edulis M.) apresentando ensaios “in Vitro” e “in vivo”. O
extrato de jucara apresenta alto conteldo de antocianinas associado com
elevada atividade antiproliferativa contra a indugdo do estresse oxidativo
em células Vero. O conteldo de fendlicos totais apresenta maiores
concentracBes na fracdo lipidica, porém este ndo contribui para atividade
antioxidade. A andlise dos extratos metanolicos de jucara (Euterpe edulis
M.) por HPLC-ESI-MS/MS identificou a presenga de compostos tais como
acidos fendlicos (benzéico, clorogénico, cafeico, ferdlico, protocatecuico,
siringico, vanilico e p-cumarcio) e flavonoides (quercetina e rutina) que
contribuem de forma significativa para a atividade antioxidante.
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CAPITULO 3- DETERMINAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
EM BEBIDA DE JUCARA (Euterpe edulis M.) UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRAEFICIENCIA (UPLC-
DAD) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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DETERMINAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM BEBIDA DE
JUCARA (Euterpe edulis M.) UTILIZANDO CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC-DAD) E AVALIACAO
DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE

RESUMO

Jucara (Euterpe edulis M.), pertencente a familia Arecaceae ¢ uma palma
que produz um tipo nobre de palmito. A palmeira jugara produz um fruto
redondo, conhecido como jucara. O fruto da jugara é macerado com agua e
separado das suas sementes para se obter uma bebida popularmente
chamada polpa de jugara, similar ao acai. A exploracdo de diversas espécies
nativas e exoticas tem aumentado nos ultimos anos devido a presenca de
compostos fendlicos, estes fornecendo beneficios a saide como reducéo de
patologias causadas pelos efeitos nocivos dos radicais livres, além do valor
nutricional. N&o existem trabalhos na literatura que determinem o0s
compostos fendlicos presentes na bebida de jucara. O objetivo deste
capitulo foi desenvolver um método rapido e eficiente para determinacéo de
compostos fenolicos empregando UPLC-DAD e a aplicagdo deste método
em bebida de jugara. Em paralelo buscou-se a determinagdo da atividade
antioxidante utilizando os métodos de captura de radicais DPPH e
capacidade redutora de ferro (FRAP). Dez a4cidos fenodlicos foram
analisados dentro de 8 min, utilizando o UPLC-DAD equipado com coluna
analitica C18 (50 mm x 4,6 mm d.i.,, 1,7 um de tamanho de particula),
usando 0,1% de acido férmico e metanol de fase mdvel, no gradiente de
eluigdo. O método foi totalmente desenvolvido em termos de linearidade (r
> 0,997 para todos os 10 compostos), LOD (0,3-3,4 mg L), LOQ (1,1-11,3
mg L™), recuperacéo (78,5 — 103,5 %). Os 4cidos fenélicos encontrados
foram protocatecuico > fertlico > rutina > galico > vanilico > siringico > p-
cumarico. Tais compostos contribuem para a alta atividade antioxidante
determinada 1256,56 + 32,3 umoL TEAC 100g™ de (DPPH) e 1196,65 +
23,4 umoLTEAC 100g™ de polpa (FRAP). O desempenho analitico do
método, em particular o tempo de andlise muito curto indica a sua potencial
aplicabilidade para analises de rotina e automatizada destes compostos em
amostras de frutos.

Palavras-chave: Acai. Alimentos funcionais. Compostos bioativos.
Euterpe edulis. Jucara.
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1 INTRODUCAO

O alto consumo de frutas ricas em antioxidantes tem sido associado a
uma incidéncia reduzida de doengas degenerativas causadas por estresse
oxidativo (DE BRITO et al., 2007; WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). As
propriedades bioldgicas destes frutos tém sido amplamente atribuidas a
varios compostos ativos presentes, tais como: vitaminas, minerais,
compostos fendlicos, entre outros. Esses compostos fornecem beneficios a
salde além do valor nutricional e funcdo metabdlica (KALILI & VILIERS,
2011; WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). Consideravel atencéo tem sido
dada ao estudo dos compostos fenolicos presentes em matrizes alimentares,
devido sua ingestdo na dieta contribuir para reducdo da incidéncia de
patologias como céancer, doencas cardiovasculares e inflamagdes. Esses
disturbios sdo causados, entre outros fatores, pelos efeitos nocivos dos
radicais livres (SPACIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2008; NOVAKOVA et
al., 2010; GRUZ; AYAZ; TORUN e STRNAD, 2011; KALILI; VILIERS,
2011). Os compostos fendlicos sdo capazes de inibir o processo de oxidacao
e formacdo de radicais livres, e estdo amplamente distribuidos em frutas,
especialmente as pequenas frutas vermelhas chamadas berries (IGNAT;
VOLF; POPA, 2011).

O Brasil é um pais com grande diversidade de espécies nativas e
exoticas sub exploradas com potencial interesse para a industria agricola
(GENOVESE et al., 2008).

Jucara (Euterpe edulis M.) é um fruto redondo contendo uma polpa
roxa e fibrosa quando maduro, com uma semente castanho claro, néo
climatérico, é produzido pelas palmeiras (Euterpe edulis M.) cultivadas na
Mata Atlantica. Apesar de sua ampla distribui¢do no Brasil, a jucara é muito
menos consumida e conhecida do que os frutos acai (Euterpe oleracea), e
seus produtos como acai, polpa e suco de acai (HENDERSON, 2000; DE
BRITO et al., 2007; BORGES et al., 2011a).

Recentemente o fruto de jucara (Euterpe edulis M.) vem sendo
explorado no Estado de Santa Catarina para a fabricacdo de uma bebida
roxa espessa obtida da maceracdo do fruto com agua e a remoc¢do da
semente, essa bebida é popularmente chamada acai (SCHIRMANN, 2009).

A literatura demonstra apenas trés trabalhos com frutos de jucara
(Euterpe edulisM.) identificando  compostos fendlicos como: &cido
protocatecuico, p-cumarico, siringico, vanilico, ferulico, cafeico e gélico,
alguns flavonoides como quercetina e a rutina, presentes na polpa
identificados através de técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada (HPLC, do inglés “high performance liquid chromatography”) a
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detectores de arranjo de diodos (DAD, do inglés “diode array”) ou
espectrometros de massas (BORGES et al., 2011a; BORGES et al., 2013); e
ainda as antocianinas com espectroscopia de infra vermelho préximo (NIR,
do inglés “near infra red”) (CAVALCANTI; LIMA; LOPES; PESSOA,
TEIXEIRA, 2013).

N&o existem relatos na literatura sobre o perfil e a quantificacdo de
compostos fendlicos em bebida de jucara (Euterpe edulis M.), apenas um
trabalho do nosso grupo de pesquisa descreve o contetdo de fendlicos totais
e a atividade antioxidante em bebida de jugara (Euterpe edulis Mart.)
cultivados no Estado de Santa Catarina (BORGES et al., 2011b).

Para os frutos de acai a exploracdo sobre a composi¢do fenolica desta
espécie vem ocorrendo desde 0 ano 2004 com o primeiro estudo na Flérida
(E.U.A)), o qual identificou a presenca dos acidos elagico, ferdlico, galico,
vanilico, p- hydroxibenzoico, p-cumarico, respectivamente A&cidos
fendlicos, e também a presenca de catequina e epicatequina utilizando
HPLC-DAD.

A partir deste, varios trabalhos avaliando a composicdo fendlica dos
frutos de acai (Euterpe oleracea M.) foram desenvolvidos empregando
HPLC-DAD (PACHECO-PALENCIA et al, 2008a; PACHECO-PALENCIA
et al., 2008b) HPLC acoplado a um espectrometro de massas do tipo “ion
trap” com fonte “electrospray” (HPLC-ESI-MS) (SCHAUSS et al., 20063;
SCHAUSS et al., 2006b; HOGAN et al., 2010; KANG et al., 2010;
PACHECO-PALENCIA et al., 2010; PACHECO-PALENCIA &
TALCOTT, 2010) ou a ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés
nuclear magnetic resonance) (KANG et al., 2010) obtendo-se assim um
perfil de compostos fendlicos presentes nos frutos, tais como os acidos
elagico, feralico, galico, vanilico, p- hydroxibenzodico, p-cumarico,
protocatecuico; epicatequina, catequina, homorientina, orientina, taxifolina,
isovitexina, procianidinas, antocianinas, majoritariamente cianidina 3-
glicosideo e cianidina 3-rutinosideo, como também derivados do acido
galico.

Entretanto, nenhum destes trabalhos supracitados apresentam o
enfoque analitico de desenvolvimento de método de separagéo, preparo de
extratos, ou até mesmo a otimizagdo da separagdo dos compostos com a
avaliacdo dos parametros de desempenho do método.

E importante salientar que nenhum dos trabalhos supracitados aborda
um enfoque analitico, tampouco contempla a otimizagdo do
desenvolvimento de um método de separacdo para 0s compostos estudados
ou o estudo das variaveis envolvidas no preparo das amostras a fim de
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aumentar a eficiéncia das metodologias propostas. Ainda, sdo escassos 0s
trabalhos que apresentam validacdo completa ou parcial dos métodos
apresentados.

Existe um aumento na demanda para métodos analiticos com alta
detectabilidade e seletividade para determinacdo destes compostos
(SPACIL; NOVAKOVA,; SOLICH, 2008; IGNAT; VOLF; POPA, 2011). E
possivel observar que a cromatografia liquida de alta eficiéncia ocupa uma
posicdo de lideranga na separacdo e determinacdo de compostos fendlicos
com diferentes sistemas de detecgdo, sendo comumente empregados UV-
Vis, arranjo de diodos, UV-fluorescéncia, ressonancia magnética nuclear,
espectrometro de massas (STALIKAS, 2007; IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

A evolucdo da cromatografia liquida tem sido direcionada a
necessidade de analises rapidas, porém sem o comprometimento do
desempenho cromatogréafico. Em busca disso, a reducdo do tamanho das
particulas, menores que 2 um da fase estacionaria das colunas é uma das
alternativas recentemente exploradas, entretanto a elevada pressdo
resultante da reducdo de particulas ndo foi compativel aos sistemas
cromatograficos convencionais (MALDANER; JARDIM, 2008; SILVA;
COLLINS; BOTTOLI, 2011).

Somente na década de 90 surgiram particulas esféricas porosas de
2,5 um, com as quais sao obtidas colunas com alta eficiéncia (25000 pratos/
15 cm), os recheios sdo reprodutiveis e as analises mais rapidas, devido a
concomitante diminuicdo do tamanho das colunas. Pouco mais tarde
surgiram as particulas esféricas porosas de 1,7 um, que comparadas as
particulas de 5 ou 3 um, permitiram melhores resolucdes e altas eficiéncias,
30000 pratos/ 15 cm (DAO et al., 2007).

Atualmente, a miniaturiza¢do dos sistemas cromatograficos tem sido
uma convergéncia predominante na comunidade cientifica, porque reduz o
consumo de solventes e reagentes e melhora o desempenho (SILVA;
COLLINS; BOTTOLLI, 2011).

Dentre as modificagdes requeridas em um sistema de cromatografia
de ultra eficiéncia (UPLC) destacam-se a capacidade de trabalhar a pressdes
muito altas (100 MPa), volumes internos muito menores (conexdes, alga de
amostragem, cela do detector, bombas), celas do detector sem disperséo e
com alta taxa de aquisicdo, melhoramento no sistema de controle e de
dados, colunas resistentes para suportar altas pressées e com baixo volume
morto, injetores com precisdo na faixa de volumes pequenos, dentre outros
(KALILI; VILLIETS, 2011; SILVA; COLLINS; BOTTOLLI, 2011).

Atualmente, as vantagens da UPLC, em termos de eficiéncia de
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separacdo, maior resolucdo, sensibilidade e reducdo do tempo de analise
surgem a partir da utilizacdo de particulas menores (tamanho da particula
aproximadamente 1,7 um), entretanto a reducdo do didmetro das particulas
ndo diminui a vazdo da fase movel, de acordo com a teoria de Van Deenter
(DAO et al., 2007; SUAREZ et al., 2008; ORTEGA et al., 2010).

A UPLC abre possibilidades para aprimorar os métodos analiticos
destinados a matrizes complexas, que requerem maior resolu¢do e menor
tempo de anélise, anélises de alto desempenho, em geral com tempo menor
de 10 min (SPACIL et al, 2008; DARTORA et al., 2011; ORTEGA et al.,
2010).

Recentemente trabalhos publicados na literatura empregam a UPLC
acoplada a espectrometria de massas (MULAGAL; CALDERON, 2012) e
UPLC ESI MS/MS (GORDON et al., 2012) na identificacdo de compostos
fendlicos presentes no agai (Euterpe edulis M.) com tempos de andlise de
aproximadamente 25 minutos.

Considerando estes aspectos, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de um método rapido e com alta eficiéncia para analise de
compostos fendlicos utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
com arranjo de diodos (UPLC-DAD). O método foi aplicado em amostras
de polpa comercial de jucara (Euterpe edulis Mart.) para determinacéo dos
compostos fendlicos e comparacdo com sua atividade antioxidante. Foram
avaliados alguns parametros de desempenho analitico, tais como
linearidade, repetibilidade, limites de deteccdo, limite de quantificacdo e
precisdo intra e inter-ensaio, e recuperagao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

A bebida congelada de jugara (Euterpe edulis M.) pasteurizada foi
gentilmente fornecida pelaEmpresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo
Rural de Santa Catarina (EPAGRI). As amostras da bebida de jucara (trés
polpas do mesmo lote) foram produzidas a partir de frutos colhidos na safra
de 2010. As bebidas foram transportadas para o laboratério, mantidas em
caixas térmicas contendo gelo a 5 £ 2°C. No laboratério as amostras foram
armazenadas em freezer a -18 + 2°C até o momento das analises.



84

2.2 Reagentes

Os padrbes de compostos fendlicos utilizados nesse estudo foram os
acidos: benzoico, clorogénico, ferulico, galico, siringico, p-cumarico,
protocatecuico e vanilico, e ainda quercetina e rutina que foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.). Agua purificada pelo sistema de
desionizacdo (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). A fase mdvel
metanol grau HPLC bem como &cido férmico 98% e o éacido cloridrico p.a.
e 0s demais reagentes utilizados para as analises foram de grau analitico e
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.).

2.3 Hidrolise

Os é&cidos fendlicos foram extraidos a partir de hidrolise alcalina, de
acordo com método modificado de Gruz et al. (2011) e Krygier, Sosulski e
Hogge (1982). A bebida de jucara (aproximadamente 5 g) foi pesada em um
tubo de plastico com capacidade de 50 mLe adicionado de 20 mL de
hidréxido de sédio 2 mol L™. A hidrélise foi realizada por um periodo de 12
horas a temperatura de 45°C. Ap6s a hidrélise a solucédo foi acidificada a
pH 2 com HCI 5 mol L™, Os &cidos fenélicos foram extraidos por partic&o
com éter etilico (1:1, v/v). O extrato foi centrifugado a 4000 g por 10 min
para a remocdo de particulas em suspensdo, e o0 sobrenadante
cuidadosamente removido. O residuo foi extraido por mais duas vezes,
seguindo o mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram combinados e
submetidos a secagem em rotaevaporador. Por fim o extrato foi
ressuspensos em 500 pL de metanol e armazenado a -5°C até serem
analisadas.

2.4 Condic¢des cromatograficas

Os experimentos serdo realizados em um sistema de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia 1260 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
CA, E.U.A)). Para a separacdo dos compostos foi utilizada uma coluna
Zorbax Poroshell 120 C18 (50 mm x 4,6 mm d.i., tamanho da particula de
1,7 um). O gradiente de eluicdo definido inicialmente foi adaptado do
método proposto por Novakova et al. (2010), composto por (A) agua
acidificada com acido férmico 0,1 %, (B) metanol, na seguinte eluicdo: 0
min, 88,5% A, 11,5% B; aumentando para 25% B em 0,5 min, de 0,5 - 2,5
min, 75 - 50% A, 25% - 50% B, mantendo-se este gradiente até os 4 min, 4-
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5 min 50% — 1%A, 50% - 99% B, 5-6 min 1 —50% A, 99 - 50 % B, 6 — 8
min 50 — 88,5 % A, 50 — 11,5 % B. A vazdo mantida a 1,5 mL/min até os 3
min, apés reduz-se em 1,2 mL/min até os 5 min, em seguida retornara-se a
1,5 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o volume de
injecdo 1,5 pL. Todos os analitos foram detectados em 254 nm, 280 nm e
320 nm. Para a identificacdo dos compostos foram comparados 0s espectros
dos padrdes presentes na biblioteca de espectros do “software” de aquisi¢do
e tratamento dos dados do equipamento.

2.5 Parametros de desempenho analitico

Para verificar o desempenho analitico do método foram avaliados os
parametros de linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ),
precisdo (instrumental, intra-ensaio e inter-ensaio) e a recuperagao.

A linearidade foi avaliada utilizando sete solucfes metandlicas de
diferentes concentragcBes contendo uma mistura de padrGes dos doze
compostos fendlicos estudados. Curvas de calibracdo para cada um dos
compostos fendlicos foram construidas com os valores da area do pico do
analito versus a concentracdo.

Os LD e LQ foram obtidos a partir da relacdo sinal ruido de 3:1 e
10:1, respectivamente (RIBANI et al., 2004).

A precisdo instrumental foi avaliada a partir do coeficiente de
variacdo (CV %) das areas das bandas cromatograficas de cada analito,
obtidos em vinte injegdes consecutivas do ponto central da curva.

A precisdo intra-ensaio foi determinada com a injecdo em triplicata
de duas solucGes padrdo na mesma concentragdo com preparacdes
independentes. Para analisar a precisdo inter-ensaio foram injetadas seis
vezes por dia a mesma solucdo padrdo por trés dias consecutivos. Os
resultados da precisdo intra e inter-ensaio foram expressos pelo coeficiente
de variacdo (CV %) das areas dos picos.

Para avaliar a recuperacdo dos analitos adicionou-se a polpa de
jucara um volume adequado de solucdo padrdo de compostos fendlicos, em
trés concentragdes distintas para cada analito. A recuperagdo dos analitos
foi calculada com base na diferenca entre o contelido total do analito na
amostra adicionada e o conteldo presente na amostra sem a adicdo,
dividido pela quantidade adicionada.
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2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante
2.6.1 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade dos
antioxidantes presentes no extrato da bebida de jucara em desativar o
antioxidante o radical estavel DPPH de acordo com o método descrito por
Brand Willians; Cuvelier; Berset (1995).

O percentual de inibicdo do radical foi medido através da leitura de
absorvancia em espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A
(Cheadle Heath, Stockport, Cheshire, UK) em 515 nm, do radical no
sistema reacional antes de adicionar o extrato (Ao) € ap6s a adicdo (Ays) do
extrato com tempo de reacdo fixado em 30 minutos. Uma curva padrdo de
Trolox (75-1050 umol L™; y = 14,089 x+10,858, r* = 0.9953; onde y =
concentracdo da solugcdo; x = leitura da absorvancia) utilizada para
quantificar a atividade antioxidante dos extratos e 0s resultados expressos
em pmol L™ capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) 100 g™
bebida.

2.6.2 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método FRAP

A avaliacdo do potencial redutor de ferro (FRAP) foi determinada de
acordo com a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996). Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalentes ao
Trolox (umol L™ TEAC 100 g?). Solucdes padrio de Trolox foram
preparadas em concentracdes que variaram de 25-500 umol L™, com uma
curva linear padrdo y = x — 0,001 / 0,001; r? = 0,9937; y é a concentragdo da
solucdo; x é leitura da absorvancia.

2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o “software” STATISTICA 7.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, E.U.A.). Os resultados experimentais foram
expressos em médias + D.P. de valores em triplicata. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3. 1 Otimizacao das condicfes cromatogréaficas

A definicdo das condicbes cromatograficas inicias para a separacdo
dos compostos fendlicos na matriz polpa de jugara foi realizado um
levantamento bibliografico considerando estudos para determinacdo destes
com o emprego de UPLC — DAD.

Como padrdes utilizados para separacdo nas condi¢Bes
cromatograficas a serem avaliadas, foram escolhidos 10 compostos
fenolicos, considerando os estudos ja realizados por nosso grupo de
pesquisa o qual identificou previamente alguns compostos fendlicos
presentes nos frutos (BORGES et al., 2011a; BORGES et al., 2013).

Foram aplicados diferentes gradientes utilizando como fase movel
combinagdes entre metanol, acetonitrila, 4gua, 4gua acidificada com 0,1%
de &cido acético (v/v) e agua acidificada com 0,1% de acido férmico (v/v)
(ABAD-GARCIA et al., 2007; SPACIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2008;
NOVAKOVA et al, 2010; HUNG; HATCHER; BARKER, 2011;
RAFFERTY; SIEPMANN; SHURE, 2011).

Pela observacdo da separagdo dos compostos nos testes realizados,
e considerando a solubilidade desses descritos na literatura, os gradientes
que apresentaram melhor linha de base das bandas cromatogréficas e
eficiéncia foram utilizando como fase movel agua acidificada em
combinagdo com metanol ou acetonitrila. Entretanto, optou-se trabalhar
apenas com metanol devido ao custo relativamente menor e melhor
interacdo com a fase estaciondria da coluna, uma vez que a utilizacdo de
acetonitrila nessa fase estacionéria reduz sua vida Util.

Dos gradientes avaliados, o que se mostrou promissor foi o gradiente
citado por Novakova et al. (2010). O gradiente de eluicdo foi composto por
(A) agua acidificada com acido formico 0,1 %, (B) metanol na seguinte
eluicdo: 0-4 min, 88,5 % A, 11,5 % B e 4-20 min, 88,5 % - 50 % A; 11,5 %
- 50 % B, gradiente linear.

Observou-se que a modificacdo do método isocréatico para gradiente
linear com aumento do metanol diminuiu o tempo de retencdo das bandas
cromatograficas, diminuindo também o tempo final de analise. Entretanto,
com o gradiente de eluicdo atingindo 100 % de metanol ocorreu a co-
eluicdo de alguns &cidos fendlicos. Dessa forma, inicialmente optou-se por
manter 0 maximo do gradiente em 50 % A agua acidificada e 50 % B
metanol com o objetivo de alcancar a separacdo entre as bandas do acido
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clorogénico, vanilico e siringico, devido as propriedades de retencdo muito
semelhantes desses analitos.

Foram avaliadas vazdes constantes de 1,0 mL min™ e 1,5 mL min™,
sendo possivel observar que a vazdo 1,0 mL min™ aumentou o tempo de
retencdo dos analitos e diminui a resolucdo entre as bandas
cromatogréficas, enquanto que a vazao constante de 1,5 mL min™ causou a
co-eluicdo dos acidos vanilico eclorogénico, bem como os acidos p-
cumérico e ferdlico com a rutina.

Dessa forma observou-se que 0 aumento do gradiente de elui¢cdo com
metanol a 70 % e a vazdo a 1,0 mL min™ favoreceu a separacdo das bandas
cromatogréficas, ndo ocorrendo co-elui¢do entre os compostos. Entretanto,
observou-se que ap6s 10 injecbes consecutivas da amostra houve a
distorcdo das bandas cromatograficas e também o aumento da relacéo
sinal/ruido, fato que pode ser atribuido ao perfil de reten¢do dos compostos
na coluna, pelo fato do solvente ndo apresentar forga suficiente para arrasta-
los através da fase estacionéria.

A fim de aumentar a repetibilidade do método, elevou-se o gradiente
para 99 % de metanol voltando a condicdo de 50 % em um minuto de
corrida, essa brusca elevacdo de solvente foi realizada mantendo-se a
pressdo constante, com o objetivo de forgar o solvente a arrastar todos
compostos com polaridades préximas.

Com o aumento da temperatura da coluna de 25 °Cpara 40°C, como
proposto por Novakovaet al. (2010) observou-se a diminuicdo o tempo de
retencdo das bandas cromatograficas de alguns analitos, ndo
comprometendo a separacdo, ou seja, a temperatura influenciou no tempo
de retencdo dos acidos galico, p-cumarico, elagico e protocatecuico. Dessa
forma, a temperatura da coluna foi mantida a 40°C durante a separag&o.

Apesar da fase movel ser predominantemente aquosa no inicio do
gradiente, o metanol foi utilizado como solvente para o preparo das
solucbes estoque dos padrdes de &cidos fendlicos. Isto se deve a fraca
solubilidade de algumas substéncias fendlicas em &gua. A diferente forca do
solvente metanol quando comparado a agua causou ampliacéo e reducédo no
inicio da eluicdo das bandas.

A Figura 4 apresenta a separacdo dos dez padrdes dos compostos
fendlicos estudados utilizando as condicdes cromatogréaficas definidas apds
as modificaces do método.

A separacdo em linha de base das bandas cromatograficas foi
satisfatdria e a eficiéncia da coluna foi significativamente melhorada com o
tamanho das particulas da fase estacionaria de 1,7 um e o tamanho da
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coluna reduzido, como a utilizada neste método, uma vez que o método de
separacdo proposto por Novakova et al. (2010) utilizou colunas de 1,7um.
Nessa situacdo, o tempo de retencdo dos analitos foi reduzido
significativamente quando comparado com outro trabalho j& realizado nessa
matriz (BORGES et al., 2011a).

Figura 4- Separacdo de 10 acidos fenolicos padriocom detec¢do em A= 280 nm
(A), 254nm (B), 320nm (C). (1) gélico, (2) protocatecuico,(3) clorogénico, (4)
vanilico, (5) siringico,(6) p-cumarico, (7) ferdlico,(8) rutina, (9) benzobico, (10)
quercetina. Condigdes cromatograficas Secéo 2.4.
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3.2 Parametros de desempenho analitico

Foram construidas curvas de calibracdo contendo os padrfes dos dez
acidos fendlicos com oito niveis, cujas concentragdes estdo indicadas na
Tabela 11.

Tabela 11- Linearidade do método de separagdo de acidos fendlicos

Compostos Concentracdo a b r F
Benzdico 14,4 -64,8 0,5631 0,4010 0,9979 223197
Clorogénico 7,2-64,8 5,1040 10,7491 0,9985  3356,13
Feralico 12-108 12,535 33,0072 10,9981  4361,37
Gélico 7,2-64,8 9,2656 15,6641 0,9973  8015,59
p-cumarico 1,2-12 8,5835 2,0920 10,9970  4634,01
Protocatecuico 7,2—-36 1,7710 2,0919 09977  2624,87
Quercetina 14,4 -64,8 7,0853 21,6723 0,9996  3789,09
Rutina 72-72 5,8853 10,6912 0,9982  5364,01
Siringico 2-20 5,6045 2,6381 0,9999 12047,15
Vanilico 4-20 2,7740 1,2152  0,9993  4666,19

a: coeficiente angular, b: coeficiente linear da equagdo A= aC + b, onde A = area da
banda cromatografica e C= concentragdo em mg L™.
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O método dos minimos quadrados foi utilizado para calcular as
estimativas dos pardmetros da regressdo, tais como a equacao da reta e 0
coeficiente de correlagdo (r) para cada um dos analitos em estudo.
Coeficientes de correlacdo maiores do que 0,997 foram obtidos, indicando
boas correlagbes entre as concentracBes dos compostos investigados e as
areas das bandas, no intervalo estudado das curvas de calibragéo.

Para a determinacdo da significancia da regressdo e a falta de ajuste
da equacdo da reta, foi utilizado o teste F. Para o teste da significancia da
regresséo, o valor de Fr4 foi obtido pela divisdo entre as medias quadraticas
da regressdo e dos residuos (MQr/MQ;), sendo esses determinados em
funcdo do numero de graus de liberdade e com um nivel de confianca de
95% (o = 0,05), tanto para a regressdo, quanto para a falta de ajuste. Um
valor estatisticamente significativo da razédo entre as médias MQye/MQ;
(isto €, menor do que o valor tabelado para F) indicou a existéncia de uma
relacdo linear entre as duas variaveis para os dez compostos avaliados.

O desempenho do método analitico e alguns parametros do método
proposto estdo expostos na Tabela 12. A recuperacdo do método foi
estabelecida pela adicdo dos padrdes dos analitos em trés niveis de
concentracao, e as recuperagdes alcancadas foram entre 85 e 100%.

O limite de deteccdo significa a menor concentragdo do composto
em andlise que pode ser detectado, podendo ndo ser quantificado pelo
método experimental, enquanto que o limite de quantificacdo representa a
menor concentragcdo do composto que pode ser quantificado utilizando o
método experimental (RIBANI et al., 2004). Os valores do LD variaram
entre 0,3 mg L™ para os acidos siringico e p-cumarico, a 3,4 mg L™ para o
4cido feralico. Ja o LQ apresentou-se entre 1,1mg L™ e 11,3 mg L™ para os
mesmos compostos. Os valores da precisdo instrumental foram < 0,19 %,
para as precisdes intra-ensaio e inter ensaio, 0s Vvalores foram
respectivamente < 1,51 % e > 8,32.

A exatiddo do método foi determinada com ensaios de recuperacao,
em trés niveis para cada composto, e os resultados da percentagem de
recuperacdo estiveram entre 78,5 e 103,5 %, também com satisfatorios
valores de CV%.
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Tabela 12-Parametros analiticos do método

Composto Precisdo
LD" LQ  Inst Intr Inter Recuperagdo
Benzoico 27 91 011 005 23 945-891+
2,3-2,7
Clorogénico 21 70 0,18 0,08 093 91,7-859=
29-32
Ferdlico 34 11,3 0,14 109 8,32 86,7-785%
4,4-39
Galico 15 50 012 0,70 2,38 883-79,0+
3,8-4,7
Protocatecuico 1,3 45 013 1,10 3,79 90,6-84,8+
29-48
Quercetina 29 96 0,19 1,09 2,68 99-92,7+
25-39
Rutina 09 30 011 151 035 976-101#
3,2-48
Siringico 03 11 006 134 45 1035-914=
39-51
Vanilico 06 19 009 109 388 102,3-949+
3,3-4,9
p-Cumarico 03 11 0,211 068 203 938-993%
21-36

“Valores expressos em mg L™. LD: limite de deteccdo, LQ: limite de quantificagao.
"% Coeficiente de variagdo. Inst- precisdo instrumental, Intr- precisdo intra-dia,
Inter — precisdo inter-dia

“"V/alores expressos em % de recuperagéo

3.3 Aplicacdo do método em polpa de jugara (Euterpe edulis M.)

A Figura 5 ilustra o cromatograma dos acidos fendlicos
encontrados na polpa de jucara (Euterpe edulis M.). As amostras foram
hidrolisadas e logo apos injetadas em triplicata. As concentragdes dos
acidos fenolicos observados nas amostras sdo apresentados na Tabela 13.
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Figura 5- Separagdo dos acidos fendlicos em extrato de polpa de jucara (Euterpe
edulis M.) detectado a A=280 nm. Acidos (1) galico (2) protocatecuico, (3) vanilico,
(4) siringico, (5) p-cumarico, (6) fertlico e (7) rutina. Condi¢es cromatograficas
descritas na Secdo 2.4

15 mAU

N

No cromatograma apresentado na Figura 5 identificou-se seis acidos
fenolicos e a rutina. Outras bandas cromatograficas foram visualizadas
sendo provavel a presenca de compostos fendlicos como flavonois,
flavanonas, proantocianidinas, considerando o comprimento de onda de 280
nm, onde estes compostos absorvem e a semelhanga de composicdo com 0s
frutos de acai (Euterpe oleracea), no qual a literatura descreve a presencga
destes compostos (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004; SCHAUSS et al.,
2006; TALCOTT et al., 2008).

A jucara (Euterpe edulis M.) é um fruto complexo com uma alta
concentracdo de fibras, a essas varios compostos fenolicos estdo ligados. As
antocianinas responsaveis pela pigmentacdo do fruto sdo compostos 0s
quais interferem nas bandas do cromatograma, uma vez que seu cétion
flavilium absorve na regido do UV.

Seis 4acidos fenolicos e um flavonoides foram identificados
utilizando o método por UPLC em bebida de jugara.
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Tabela 13- Perfil de acidos fendlicos em polpa de jugara (Euterpe edulis M.)

Composto Concentracgdo
mg kg™

Ferdlico 2,99+£0,1
Gélico 1,99 + 0,07
Protocatecuico 3,48 £0,31
Rutina 2,89 £ 0,45
Siringico 0,43 +0,04
Vanilico 1,23 £0,07
p-cumarico 0,21 +£0,02

Valores expressos como média e desvio padréo de trés injeces.

Alguns compostos identificados sdo coerentes com nosso estudo,
Borges et al., 2011, com extracdo a partir de hidrélise acida. A diferenca na
quantificacdo dos compostos pode ser detectada devido as condigdes de
extracdo e sistemas cromatograficos empregados serem diferentes (HUNG;
HATCHER; BARKER 2011).

3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

Os valores de atividade antioxidante pelo método de DPPH foram
de 1256,56 + 32,3 pmoL TEAC 100g™ bebida de jucara o qual foi capaz de
inibir 50% do radical DPPH no tempo de 30 minutos. Com a metodologia
de reducdo do ferro (FRAP) o valor encontrado foi de 1196,65 + 23,4 umoL
TEAC 100g™ bebida de jucara.

Rufino et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante de frutos de
acai quantificando 1510 pmoL TEAC 100 g* de fruto. Esses valores
encontram-se acima da atividade antioxidante da polpa de jucara (Euterpe
edulis M.). Para frutos de jucara, Rufino et al. (2010) quantificou 7830
pmoL TEAC 100 g™ tais valores sio superiores aos descritos neste estudo,
porém deve ser considerado o contetdo de agua de 92 % na polpa de jucara
em estudo, diferenciando do conteldo de agua nos frutos de acai. Outro
fator que deve ser considerado é o processamento dos frutos para a
fabricacdo da bebida com consequente perdas no conteldo de compostos
fendlicos.
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4. CONCLUSOES

Neste capitulo um método rapido e eficiente para a determinacédo de
dez compostos em polpa de jucara foi desenvolvido. O desempenho
analitico do método, apresentou tempo de analise curto em compara¢do aos
métodos descritos na literatura utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Além disso, é importante ressaltar o minimo consumo de
solventes e tempo quando o UPLC é usado ao invés do sistema de HPLC.
Até o presente momento ndo foi encontrado na literatura um método de
UPLC-DAD mais rapido que este para a determinacdo de tais compostos
em polpa de jucara ou até mesmo em acai. Este método demonstra seu
potencial de aplicabilidade para andlise de rotina e automatizado destes
compostos em amostras de frutas.

A bebida de jucara (Euterpe edulis M.) demonstrou ser promissora
para 0 consumo considerando os valores encontrados para a atividade
antioxidante e o contetdo de acidos fendlicos quando comparados com acai
(Euterpe oleracea M.).
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CAPITULO 4 - DESENVOLVIMENTO DE UM METODO RAPIDO
DE EXTRACAO DE ACIDOS FENOLICOS PRESENTES EM
JUCARA (Euterpe edulis M.) UTILIZANDO A EXTRACAO
ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS EM COMPARACAO A
HIDROLISE ACIDA



98



99

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO RAPIDO DE
EXTRACAO DE ACIDOS FENOLICOS PRESENTES EM JUCARA
(Euterpe edulis M.) UTILIZANDO A EXTRACAO ASSISTIDA POR

MICRO-ONDAS EM COMPARACAO A HIDROLISE ACIDA

RESUMO

Os &cidos fendlicos ocorrem de diferentes formas em frutas, como acidos
fenolicos livres, e como ésteres de glicosideos ou complexos conjugados.
Estas diferentes formas de &cidos fenolicos requerem diferentes condicfes
de extracdo e apresentam diferentes suscetibilidades a degradacdo. Os
acidos fenolicos livres sdo facilmente extraidos com solventes orgéanicos, ja
os acidos fenodlicos conjugados sdo basicamente liberados através da
hidrélise acida, alcalina ou ambas A identificacdo precisa dos compostos
fendlicos em jucara (Euterpe edulis M.) é fundamental no desenvolvimento
de um novo valor acrescentado ao produto a base de polpa de jucara
visando novas oportunidades de mercado nos alimentos funcionais. A
extracdo assistida por micro-ondas é uma técnica relativamente recente, a
qual vem sendo aplicada em diversas matrizes alimenticias demonstrando
resultados satisfatorios no desenvolvimento de um método de extracdo de
acidos fenolicos livres e conjugados, Este capitulo apresenta o
desenvolvimento de método de extragdo de acidos fendlicos em polpa de
jucara utilizando a UPLC-DAD para determinacdo dos compostos fenélicos
presentes. Com o uso da hidrélise &cida assistida por micro-ondas pode se
identificar compostos fendlicos como benzdico, cafeico, galico, ferulico,
vanilico, siringico, protocatecuico, p-cumarico, p-hidroxybenzoico,
protocatecuico, respectivamente, e os flavonoides catequina, rutina e
quercetina na bebida de jugara. Os niveis de recuperacdo do método de
extracdo por hidrélise &cida em micro-ondas variarou de 85 a 110 %, em
comparacdo com hidrdlise acida convencional de 78 a 103 %. Além disso,
alguns compostos identificados nos extratos da hidrélise acida ndo foram
identificados na hidrélise convencional. Desta forma, pode — se concluir
que a hidrolise acida assistida por micro-ondas é um método promissor,
eficiente, rdpido, de baixo custo e com altos niveis de recuperagdo, o que
torna sua utilizacdo promissora no controle de qualidade de industrias
devido sua alta frequéncia analitica.

Palavras-chave: Acai. Acidos fendlicos. Jugara. Hidrélise. Micro-ondas.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo um grande grupo de produtos
secundarios do metabolismo dos vegetais, 0s quais possuem em sua
estrutura bésica um anel aroméatico e um ou mais substituintes hidroxila
(MATTILA; HELLSTROM; TORRONEN, 2006).

Em plantas, os compostos fendlicos sdo produzidos principalmente
pela via de fenil-propandides. Os metabdlitos iniciais da via sdo o &cidos
hidroxicindmicos que formam em conjunto com o0s &cidos
hidroxibenzoicos, um grupo especifico de metabolitos de plantas
denominados &cidos fenolicos (GRUZ et al. 2011). A diferenga existente
ocorre de acordo com o nimero e posicdo das metoxilas e hidroxilas no
anel aromatico. Acido galico, protocatecuico, p-hidroxibenzoico e vanilico
sdo derivados do acido benzdico, ja o acido cafeico, p-cumarico e ferulico
sdo derivados do acido cinamico (NEO et al., 2010).

Jucara (Euterpe edulis M.) é uma palma popular amplamente
distribuida na Floresta Atlantica (LORENZI, 2006). Essa palmeira produz
um tipo nobre de palmito e frutas com qualidade. As frutas séo
normalmente maceradas com agua e separadas de suas sementes para
obtencdo de uma bebida espessa purpura denominada como  bebida de
jucara. Esta bebida ¢ muito semelhante com o obtido de outros frutos do
género Euterpe, em todo o mundo conhecido como acai (BORGES et al.,
2011a).

No entanto a bebida produzida pela espécie Euterpe oleracea e
Euterpe precatdria, acai, tem sido extensamente estudada, principalmente
no que concerne a composicdo de substancias fendlicas e outras moléculas
bioativas (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; GORDON et al., 2012;
MULABAGAL; CALDERON, 2012).

A identificacdo precisa dos compostos fendlicos em jucara
(Euterpe edulis M.) é fundamental no desenvolvimento de um novo valor
acrescentado ao produto a base de jucgara visando novas oportunidades de
mercado nos alimentos funcionais, uma vez que ha um grande interesse no
conhecimento da composicéo fitoquimica dos frutos. Entretanto, o primeiro
desafio em analisar frutos de jucara é a complexidade quimica de sua
estrutura.

A etapa de extracdo dos compostos fenolicos é chave para a
investigacdo e determinacdo destes através da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (BIESAGA et al., 2011; CHAN et al., 2011).

Os &cidos fendlicos ocorrem de diferentes formas em frutas, como
agliconas ou &cidos fendlicos livres, e como ésteres de glicosideos ou
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complexos ligados (NACZK; SHAHIDI, 1989). Estas diferentes formas de
acidos fendlicos resultam em diferentes condicdes de extracdo e diferentes
suscetibilidades a degradagdo (ROSS; BETA; ARNTFIELD, 2009). Os
acidos fenodlicos livres sdo facilmente extraidos com solventes organicos, ja
os acidos fendlicos conjugados sdo basicamente liberados através da
hidrélise &cida, alcalina ou ambas (MATILLA; HELLSTROM;
TORRONEM, 2006).

A diversidade de técnicas de extracdo com diferentes solventes e
métodos vem sendo apresentada para a extracdo de &cidos fendlicos e
flavonoides em polpa de acai nos ultimos anos (DEL POZO INSFRAN;
BRENES; TALCOTT, 2004; SCHAUSS et al., 2006a; SCHAUSS et al.,
2006b; PACHECO-PALENCIA et al., 2008; PACHECO-PALENCIA et al.,
2009; KANG et al., 2010; GORDON et al., 2012).

Técnicas de extracdo convencional incluem a maceragdo, extracdo
de Soxhlet, e percolacdo de agua. Essas técnicas tém sido utilizadas ao
longo das Ultimas décadas, porém apresentam algumas desvantagens, sendo
uma das principais os volumes elevados de solventes, 0s quais incorporam
riscos de degradacgdo térmica dos compostos ativos termolabeis (WANG &
WELLER, 2006; BIESAGA, 2011; CHAN et al., 2011).

Nos Ultimos anos, alguns métodos novos de extracdo vém sendo
explorados, incluindo a extragdo com ultra-som, em micro-ondas, extracdo
com fluido supercritico, extracdo liquido-liquido e extracdo acelerada com
solvente (WANG; WELLER, 2006; BIESGA, 2011; CHANG et al, 2011).
Estas técnicas de extracdo apresentam vantagens pelo reduzido tempo de
extracdo, baixo consumo de solventes organicos, melhores rendimentos de
extracdo, e reducdo significativa de interferentes presentes nas matrizes
(WANG; WELLER, 2006, CHAN et al, 2011).

A extrag8o assistida por micro-ondas é uma técnica relativamente
recente, a qual vem sendo aplicada em diversas matrizes alimenticias como
sementes de uva, feijao, castanhas, 6leos vegetais, 6leos essenciais, residuo
agroindustrial, demonstrando resultados satisfatorios (WANG; WELLER,
2006; ROSS; BETA; ARTNIFIEL, 2009; LOU et al., 2010; BIESGA, 2011;
CHENG et al, 2011; LIAZID et al., 2011).

Além de ser uma alternativa aos procedimentos convencionais de
extracdo apresenta diversas vantagens, tais como, minima manipulacdo de
amostras e reagentes, elevadas exatiddo, precisdo, sensibilidade e,
principalmente, a diminuicdo do numero de etapas envolvidas em um
procedimento analitico (ROSS; BETA; ARTNIFIEL, 2009; LOU et al.,
2010; BIESAGA, 2011).
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A extracdo assistida por micro-ondas foi promissora na pesquisa de
plantas medicinais e indicou que o método estudado tem o potencial de ser
desenvolvido e possivelmente ampliado, apesar de algumas desvantagens,
com a necessidade de limpeza do extrato apds hidrolise e a restricdo de
aplicacdo apenas de solvente polar no sistema (WANG et al., 2006).

No desenvolvimento de métodos relacionados a extracdo assitida
por micro-ondas, a eficiéncia é fortemente dependente da escolha das
condicBes de extracdo e parametros que afetam os mecanismos de extracao
e rendimento. Dentre os parametros que podem influenciar no desempenho
da extrag@o encontram-se a natureza do solvente, propor¢do massa/solvente,
tempo de extragdo, poténcia do micro-ondas, temperatura, composicao da
matriz, entre outros. E importante entender os efeitos e interacdes destes
parametros no processo de extracdo utilizando radiagdo micro-ondas
(CHAN etal., 2010; LIAZID et al., 2011).

Este capitulo apresenta o desenvolvimento de um método de
extracdo de acidos fendlicos livres e conjugados, empregando-se amostras
de bebida de jucara (Euterpe edulis M.), com o objetivo de propor um
método rdpido de extragdo e purificagdo e consequente determinagdo
utilizando cromatografia liquida de ultra eficiéncia para determinacdo de
acidos fendlicos em jucara (Euterpe edulis M.), e a possivel perspectiva de
aplicacdo também em acai (Euterpe oleracea e Euterpe precatoria).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os frutos de jucara utilizados para o desenvolvimento deste estudo
foram coletados na regido da Lagoa da Conceigdo, Floriandpolis, SC;
durante a safra de 2012 (abril a junho). Os frutos foram coletados e
transportados para o laboratorio de Quimica de Alimentos em caixa térmica
a5z+2°C.

Para a utilizacdo da polpa do fruto procedeu-se com o tratamento
de preparo da amostra conforme descrito no capitulo anterior, seguindo a
metodologia de BORGES et al., 2013.

2.2 Reagentes

Os padrdes de acidos fenolicos utilizados nesse estudo foram: acido
benzéico, cafeico, clorogénico, eldgico, ferulico, galico, siringico,p-
cumarico, protocatecuico, vanilico, rutina e quercetina, adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.). Agua purificada pelo sistema de
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desionizacdo (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). A fase
movel constituida por metanol grau HPLC, bem como acido férmico 98%,
0 é&cido cloridrico p.a. € 0s demais reagentes utilizados para as analises
foram de grau analitico e obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
E.UA).

2.3 Extracéo dos acidos fendlicos livres

Solvente acetona: tampao &cido férmico 0,1 % (50:50, v/v):2 g de
polpa seca de jucara foi desengordurada utilizando-se 40 mL de hexano
com extracdo (15 minutos) em ultrassom (Unique, S&o Paulo, Brasil),
seguido de centrifugacdo (15 min) a 2000 x gem centrifuga (Fanem, Séao
Paulo, SP). Ap6s a centrifugacdo a fase organica foi transferida para um
baldo de rotaevaporador e realizou-se uma nova extracdo da polpa
remanescente neste sistema, procedendo-se da mesma metodologia.

A fracdo residual proveniente do sistema de rotaevaporacéo,
aproximadamente 1 g, foi submetida a extragdo com 25 mL de uma mistura
acetona:tampdo acido formico 0,1 % (50:50, v/v) em ultrassom por 15 min,
seguido de uma etapa de centrifugagéo (15 min) a 2000 g. O sobrenadante
foi transferido para um baldo do rotaevaporador. Realizou-se uma nova
extracdo da fase aquosa remanescente no frasco com 25 mL de acetona:
tampdo acido formico 0,1 % (50:50, v/v). Os sobrenadantes foram
combinados e submetidos a concentracdo em sistema de rotaevaporador até
um volume final de 5 mL. O pH do extrato concentrado proveniente do
rotaevaporador foi ajustado em aproximadamente 2 com HCI 6 moL L™ e
adicionou-se 5 mL de éter etilico a fim de realizar uma particdo liquido-
liquido, sendo a fracdo etérea recolhida em um baldo de rotaevaporador
com capacidade para 50 mL. O mesmo procedimento foi realizado trés
vezes.

As trés fracOes etéreas provenientes das extragdes liquido-liquido
foram combinadas e submetidas a rotaevaporador para obtencdo do residuo
seco. Posteriormente, o residuo seco foi dissolvido em 500 puL de uma
mistura contendo metanol: tampdo acido férmico 0,1 % (50:50 v/v) em
banho de ultrassom, para posterior injecdo no sistema cromatografico
(PACHECO — PALENCIA et al., 2009; GORDON et al., 2012).

Solvente metanol:tamp&o &cido férmico 0,1 % (50:50, v/iv): o
mesmo procedimento descrito anteriormente foi realizado, modificando-se
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apenas o solvente extrator a partir da substituicdo da acetona por metanol,
de acordo com procedimento descrito por Borges et al. (2011b).

Solvente metanol:tampao &cido férmico 0,1 % (50:50, v/v) seguida
de uma etapa de clean-up: o procedimento realizado consistiu na remocao
da fracdo lipidica presente na polpa desidrata de jucara (Euterpe edulis M.),
conforme descrito na primeira extracdo desta Secédo 2.3.

A fragdo aquosa residual foi submetida a extracdo com 25 mL de
metanol:tampéo acido férmico 0,1 % (50:50, v/v) em banho de ultrassom,
seguido de centrifugagdo (15 min) a 2000x ge o sobrenadante foi
transferido para um baldo de rotaevaporador de 50 mL. Posteriormente foi
realizada uma nova extracdo da fase aquosa remanescente com 25 mL de
metanol:tampéo acido férmico 0,1 % (50:50, v/v). Os sobrenadantes foram
combinados e submetidos a rotaevaporacéo até um volume final de 2 mL.

Utilizando-se um sistema de extracdo em fase solida (manifold),
cartuchos contendo fase poliestireno-divinilbenzeno (Strata X) foram
condicionados com 5 mL agua desionizada e 5 mL de metanol: tampao
acido formico 0,1 % (50:50, v/v) com vazdo de aproximadamente 1 mL
min™ e o extrato obtido com o solvente extrator metanol:acido férmico 0,1
% (50:50, v/v) foram eluidos sob a mesma vazédo através do cartucho de
extracdo em fase solida. O eluato foi mantido sob fluxo continuo de gas
nitrogénio até a secura e, em seguida, 0 mesmo foi dissolvido em 500 uL de
metanol:acido formico 0,1 % (50:50, v/v) em banho de ultrassom e
posteriormente injetado no sistema cromatogréafico.

Solvente metanol: uma amostra contendo 2 g de polpa seca de
jucara foi desengordurada com 40 mL de hexano, realizando-se a extracéo
durante 15 minutos em ultrassom centrifugada (15 min) a 2000 x ge a fase
organica transferida para um frasco &mbar de 100 mL e uma nova extracao
foi realizada utilizando-se a fase aquosa remanescente da extracdo com
hexano.

A fase aquosa residual foi submetida a duas extragdes sucessivas
com 25 mL de metanol em ultrassom, seguindo-se da etapa de
centrifugacdo (15 min) a 2000x g e o sobrenadante foi transferido para um
baldo de rotaevaporador de 50 mL. Os sobrenadantes da fase aquosa foram
combinados e submetidos a rotaevaporacdo para concentracdo até um
volume final de 5 mL (MULABAGAL; CALDERON, 2012).
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2.4 Extracdo de acidos fendlicos conjugados
2.4.1 Hidrdlise alcalina

Os acidos fendlicos foram extraidos a partir de hidrdlise alcalina de
acordo com método de Ross, Beta, Arntfield (2009) e Krygier, Sosulski e
Hogge (1982) modificado. A polpa de jucara desidratada (1 g) foi pesada
em um tubo de centrifuga e adicionada de 10 mL de hidréxido de sodio 10
mol L. A hidrélise alcalina (pH = 10) foi realizada por um periodo de 30
minutos a uma temperatura de 40-45°C. Apds a hidrdlise a solucdo foi
acidificada com HCI 6 mol Laté pH préximo a 2. Os écidos fenélicos
foram extraidos por particdio com éter etilico (5 mL). O extrato foi
centrifugado a 4000 g por 10 min para remover materiais em suspensao, e 0
sobrenadante cuidadosamente removido. O residuo foi extraido mais duas
vezes, seguindo o mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram
combinados, e submetidos a secagem em rotaevaporador, por fim, o extrato
foi ressuspenso em 500 pL de metanol e armazenado a -5°C até ser
analisado.

2.4.2 Hidrolise acida

Os acidos fenolicos foram extraidos através da hidrélise acida de
acordo com método modificado de Ross, Beta, Arntfield (2009) e Krygier,
Sosulski e Hogge (1982). A polpa de jugara desidratada (1 g) foi pesada em
um tubo de polietileno (25 mL) e adicionado de 10 mL de metanol com
HCI 6 mol L™, a hidrélise 4cida (pH = 1,0) foi realizada por um periodo de
30 minutos a 85°C em estufa. Ap6s a hidrolise a solucéo foi ajustada a pH 2
com NaOH 6 mol L™. Os écidos fenélicos foram extraidos por particio em
éter etilico (5 mL). O extrato foi centrifugado a 4000 x g por 10 min para
remover qualquer material floculado e o sobrenadante cuidadosamente
removido. O residuo foi extraidas mais duas vezes consecutivas, seguindo o
mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram combinados, e submetidos a
secagem em rotaevaporador, por fim o extrato foi ressuspenso em 500 pL
de metanol e armazenado a -5°C até ser analisado.

2.4.3 Hidrolise acida assistida por micro-ondas

A polpa de jucara desidratada (1 g) foi pesada em um tubo de
polietileno (25 mL) e adicionado de 10 mL de HCI 1,5 mol L™. A hidrélise
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foi realizada por um periodo de 2 minutos em poténcia de 100 W utilizando
forno micro-ondas domeéstico (Philco). Os &cidos fendlicos foram extraidos
por particdo em éter etilico (5 mL) ap6s o procedimento de hidrdlise. O
extrato foi centrifugado a 4000 x g por 10 min para remover qualquer
material floculado e o sobrenadante cuidadosamente removido. O residuo
foi extraido mais duas vezes consecutivo, seguindo o mesmo procedimento.
Os sobrenadantes foram combinados, e submetidos & secagem em
rotaevaporador, por fim o extrato foi ressuspenso em 500 pL de metanol e
armazenado a -5°C até ser analisado.

2.5 Condigdes cromatogréficas

Para a identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
utilizou-se um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC,
do inglés ultra high performance chromatography) 1260 (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, E.U.A)). Para a separagdo dos
compostos utilizou-se uma coluna Zorbax Poroshell 120 C18 (50 mm x 4,6
mm d.i., tamanho da particula 1,7 um). O gradiente de eluicdo definido
inicialmente foi adaptado do método proposto por Novakova et al. (2010)
composto por (A) agua acidificada com &cido férmico 0,1 %, (B) metanol,
na seguinte eluicdo: 0 min, 88,5 % A, 11,5 % B; aumentando para 25 % B
em 0,5 min, de 0,5 — 2,5 min, 75 - 50 % A, 25 % - 50 % B, mantendo-se
este gradiente até os 4 min, 4-5 min 50% — 1% A, 50 % - 99 % B, 5-6 min
1-50%A,99-50%B,6-8min50-88,5%A,50-11,5 % B. A vazdo
mantida a 1,5 mL/min até os 3 min, ap6s reduz-se em 1,2 mL/min até os 5
min, em seguida retornara-se a 1,5 mL/min. A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C e o volume de injecdo 1,5 pL. Todos os analitos foram
detectados em 254 nm, 280 nm e 320 nm. A identificagdo das bandas
cromatograficas foi realizada por semelhanca espectral e pureza de pico.

2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o software Statistica 7.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, E.U.A.)). Os resultados experimentais foram
considerados como média + desvio padrédo de trés repeticdes independentes.
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey considerados como estatisticamente significativos para
diferenca entre valores ao nivel de 5% de significancia.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de extracdo avaliados neste estudo foram definidos
seguindo as metodologias de extracdo descritas na literatura para os acidos
fendlicos livres e conjugados em matrizes vegetais (KRYGIER;
SOSULSKI; HOGGE, 1982; ROSS; BETA; ARNTFIELD, 2009; RUSSEL
et al.,, 2009; PACHECO - PALENCIA et al., 2009; GRUZ et al., 2011;
LOU et al., 2011; MATILLA; HELLSTROM; TORRONEM, 2006;
GORDON et al., 2012; MULABAGAL; CALDERON, 2012) com algumas
adaptacdes de acordo com trabalhos de Borges et al. (2011b) e Borges et al.
(2013).

3.1 Identificacéo de acidos fendlicos livres

Para avaliar a fracdo de acidos fendlicos livres presentes nos frutos
de jucara utilizou-se de metodologias ja descritas para os frutos de acai
(Euterpe oleracea M.) com algumas adaptacgdes os quais ja identificaram os
acidos galico, cumarico, vanilico, siringico, clorogénico, p-hidroxibenzoico,
p-cumarico, cafeico e ferdlico (PACHECO - PALENCIAet al., 2009;
GORDON et al., 2012; MULABAGAL; CALDERON, 2012).

A partir dos resultados obtidos ndo foi possivel a identificacdo de
nenhum dos compostos estudados (acidos benzoico, cafeico, clorogénico,
elagico, ferdlico, galico, siringico, p-cumarico, protocatecuico, vanilico,
rutina e quercetina) em concentracbes superiores aos limites de
quantificacdo (1,1 e 11,3 mg Kg™) do método empregado neste estudo,
utilizando UPLC.

Experimentos contemplando a adicdo de padrdes de 4acidos
fendlicos na matriz estudada seguida da extracdo descrita na Segdo 2.3.1
indicaram valores de recuperacdo que variam entre 75 a 110 % nos trés
niveis avaliados (Tabela 14).
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Tabela 14 -Avaliagdo da recuperacdo dos analitos em estudo, em trés niveis de
recuperacdo, empregando métodos de extracdo de fenolicos livres em polpa de

jucara
Método

10 mg. Kg* A B C D
Benzéico 93+33 99+38 8736 92+1,0
Cafeico 98+4,0 100+£29 90x20 92+11
Clorogénico 92+57 9320 78+34 95+ 1,7
Elagico 85+15 90%£23 75%4,1 81+2,3
Fertlico 10029 104+3,3 88+4,0 100+£2,8
Galico 98+32 97+28 89z%51 98+1,2
Siringico 9%5+19 9716 76%38 95+2,0
p-Cumérico 100+14 96+17 75%55 95+2,1
Protocatecuico 97+15 97+18 86+23 93+ 1,9
Vanilico 103+29 94+23 95+%6,0 94+ 2,1

25 mg kg™ A B C D
Benzobico 96+6,7 100+34 89zx21 95+1,4
Cafeico 99+33 99+21 97%31 9%6+£1,9
Clorogénico 89+76 95+12 79+21 95+ 19
Elégico 87+ 1,6 91+23 77+9,9 8826
Fertlico 103+45 103+2,4 88+3,1 100+£1,3
Galico 95+1,3 97+29 95+9,9 97 1,2
Siringico 97+23 98+21 87+27 95+ 1,9
p-Cumarico 103+19 95+20 79+34 94+1.2
Protocatecuico 98+1,7 99+17 90+1,7 93+1,1
Vanilico 105+15 9415 94+3,3 94+1,2
50 mg. Kg™ A B C D
Benzobico 95+6,9 101+26 98+1,1 96+ 1,0
Cafeico 103+9,7 99+23 98+55 97+ 1,9
Clorogénico 90+44 96+16 79+22 95+17
Elagico 89+ 1,9 90+1,3 85%+33 8446
Ferdlico 101+18 101+2,1 92+3/4 99+ 2,0
Galico 96+1,5 96+1,9 94+86 98 +1,6
Siringico 95+20 95+1,7 80%55 96+ 1,4
p-Cumarico 9+12 96+18 77+33 95+ 1,5
Protocatecuico 99 +1,8 98+15 89+22 97+ 1,5
Vanilico 104+2,2 97#10 97+58 95+ 1,8

Experimentos realizados em triplicata. Valores expressos como média + desvio
padrdo.% Recuperacdo avaliada de acordo com [ ( area da amostra + area do
padréo) — (area da amostra)] / area do padrdo* 100.Extragdo sélido-liquido, método
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A: acetona:tampdo acido férmico 0,1% (50:50, v/v); método B: metanol:tampéo
cido formico 0,1% (50:50, v/v); método C: metanol seguido de etapa de “clean
up”; método D: metanol.

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que ndo existe a
presenca dos &cidos benzobico, cafeico, clorogénico, elagico, ferdlico,
galico, siringico, p-cumarico, protocatecuico e vanilico.

3.2 Identificacdo de acidos fendlicos conjugados

O perfil do UPLC-DAD revelou bandas cromatograficas
correspondentes a quatro acidos fendlicos, sendo os 4cidos p-
hidroxibenzoico, vanilico, p-cumarico e fertlico encontrados, apos
procedimento de extracdo utilizando hidrdlise alcalina. Na extracdo com
hidrélise acida foi possivel a identificacdo de outros 5 compostos, além dos
guatros compostos citados acima, sendo os acidos galico, protocatecuico,
siringico, acidos fendlicos, e ainda os flavonoides rutina e quercetina
(Figura 6).

Figura 6 - Cromatograma de identificacdo de compostos fendlicos presentes em
polpa de jugara (Euterpe edulis M.) obtidos por hidrdlise &cida, detectado a A = 280
nm. Acidos (1) gélico, (2) protocatecuico, (3) p- hidroxibenzéico, (4) vanilico, (5)
siringico, (6) p-cumarico; (7) vanilina, (8) acido ferulico e (9) cafeico. Condicdes
cromatogréficas descritas na Se¢do 2.5.
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A maior quantidade de &cidos fenolicos detectados encontra-se na
fracdo conjugada, sugerindo assim que os acidos fendlicos presentes nos
frutos de jugara encontram-se na forma esterificada ou glicosilada. Acidos
fendlicos sdo comumente encontrados na forma conjugada e séo facilmente
convertidos a &cidos fendlicos livres durante o processo de amadurecimento
(NEO et al., 2010). Os niveis de acidos fenolicos na forma livre nos tecidos
de plantas sdo baixos quando comparados com a fracdo esterificada ou
glicosilada (KRYGIER; SOSULSK; HOGGE, 1982; NEO et al., 2010).

De acordo com o trabalho de Del-Pozo Insfran, Talcott e Brenes
(2004) grande parte dos compostos fenolicos presentes nos frutos de acai
(Euterpe oleracea M.) apresentam-se na forma conjugada a taninos
presentes nos frutos, tornando-se necessaria uma extragdo severa com 0 USO
de acidos ou alcalis para romper as ligacdes presentes.

Alguns trabalhos na literatura descrevem uma hidrélise alcalina
seguida de hidrolise acida para a realizacdo da extracdo dos compostos
fendlicos conjugados que ndo tenham sido previamente hidrolisados
(ROSS; BETA; ARTNIFIEL, 2009). Mattila, Hellstrom e T6rrénen, 2006;
demostraram que a hidrolise acida extraiu quantidades significativas de
acido galico de framboesas e morangos, juntamente com significativas
quantidades de acido protocatecuico.

Na hidrélise acida assistida por micro-ondas, Figura 7 foi possivel a
identificacdo dos acidos galico, protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanilico,
siringico, p-cumarico efertlico na polpa de jucara, totalizando 7 analitos.

Estes analitos identificados estdo de acordo com os ja descritos por
Borges et al. (2011a) e Borges et al. (2013); os quais utilizaram HPLC-
DAD e HPLC-MS/MS como técnicas de separacdo, respectivamente, para
identificagdo e confirmagdo da identidade dos analitos detectados.

O perfil de compostos fendlicos entre os frutos de acai (Euterpe
oleracea) e jucara (Euterpe edulis) sdo semelhantes. Alguns estudos
demonstram a presenca de &cidos fendlicos no acai como os &cidos
protocatecuico, galico, eldgico, p-hidroxibenzéico, vanilico, siringico,
ferdlico, e seus derivados de acidos galico e de &cido elagico (DEL-POZO
INSFRAN; TALCOTT; BRENES, 2004; SCHAUSS et al., 2006a;
SCHAUSS et al. 2006b; PACHECO-PALENCIA et al., 2008; PACHECO-
PALENCIA et al., 2009; GORDON et al., 2012; MULABAGAL,
CALDERON, 2012).
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Figura 7- Cromatograma de identificagdo de compostos fendlicos presentes em
polpa de jucara (Euterpe edulis M.) obtidos por extracdo assistida em micro-ondas,
detectado a A = 280 nm. Acidos (1) galico, (2) protocatecuico, (3) p-
hidroxibenzoico, (4) vanilico, (5) siringico, (6) p-cumérico, (7) ferdlico. CondicGes
cromatograficas descritas na Se¢do 2.5.

Com o objetivo de avaliar a presenca de outros &cidos fendlicos que
possivelmente estivessem presentes na matriz, mas ndo extraidos pelas
condi¢Bes dos métodos utilizados foram realizados estudos utilizando a
extracdo assistida por micro-ondas avaliando trés fatores, sdo eles: tempo
de extracdo; poténcia do micro-ondas; e relagdo massa/ solvente da
extracdo. Tais pardmetros e os niveis utilizados foram definidos de acordo
com dados experimentais prévios e com o que ja foi descrito em trabalhos
cientificos (ROSS, BETA. ARTNIFIEL, 2009; LOU et al., 2010;
BIESAGA, 2011).

De acordo com as respostas obtidas durante os experimentos, onde
buscou-se um maior nimero de picos identificados, é possivel observar a
maior relagcdo quando a extracdo foi realizada nas condigBes experimentais
com o tempo de extracdo de 210 segundos, poténcia do forno micro-ondas
de 100 W, e volume de solvente de 5 mL. Os extratos preparados foram
analisados por UPLC-DAD, e o cromatograma de separa¢cdo dos compostos
é apresentado na Figura 8, abaixo.
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Figura 8 -Separagdo de compostos fendlicos extraidos da polpa de jugara através da
hidrélise acida em assistida por micro-ondas nas seguintes condigdes: tempo de
extracdo 210 segundos, poténcia do micro-ondas 100 W e relacdo massa:solvente
(1:5, m/v) detectado a A = 280 nm. Condigdes cromatograficas descritas na Secao
2.5. Acidos (1) galico, (2) catequina, (3) protocatecuico, (4) p-hidroxibenzoico, (5)
cafeico, (6) siringico, (7) vanilico, (8) p-cumarico, (9) ferdlico, (10) benzéico, e os
flavonoides (11) rutina e (12) quercetina.
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De acordo com o perfil do cromatograma na Figura 8, observamos
que a partir da hidrélise acida assistida por micro-ondas foi possivel
identificar 13 compostos fendlicos, dos quais, os acidos benzoico, cafeico,
ferdlico, protocatecuico, quercetina, rutina, siringico e vanilico ja foram
identificados em polpa de jucara cultivadas no Estado de Santa Catarina em
trabalho anterior utilizando HPLC-MS/MS (BORGES et al., 2013).

Comparando a hidrélise &cida, descrita na Secdo 2.4.2, a hidrélise
acida assistida por micro-ondas revelou a extracdo de um maior nimero de
compostos, um extrato final com menor nimero de interferentes que pode
ser visto no cromatograma da separacdo dos compostos, além da rapidez do
método, baixo custo, menor consumo de solvente, e reduzida massa da
amostra.
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Na Tabela 15 é possivel observar os valores de recuperacdo dos
analitos encontrados, tanto para a hidrolise acida quanto para a hidrdlise
acida assistida por micro-ondas, onde pode se observar mais uma vantagem
do uso do micro-ondas para a extracao.

Tabela 15 - Comparacdo entre a recuperagdo dos compostos extraidos por hidrolise
acida e por hidrélise assistida por micro-ondas, em polpa de jugara

Analito Recuperacao (%)
Hidrolise acida Hidrolise acida em micro-
ondas

Benzoico nd 94+8,1
Cafeico 80 +8.8 89+3,0
Ferllico 78+4,5 87+29
Galico 88 +10,9 103+54
Protocatecuico nd 99+29
Quercetina nd 85+ 6,2
Rutina nd 90+9,8
Siringico 103 +8,4 110+ 8,9
Vanilico 90+5,5 93 +4,1
p-Cumarico 88 +10,9 102 £ 6,6

Experimentos realizados em triplicata. Valores expressos como média +
desvio padréo

% Recuperacdo avaliada de acordo com [(area da amostra + &rea do padrao)
— (&rea da amostra)] / &rea do padrdo* 100.

nd ndo detectado.

Os resultados da recuperacdo demonstram que na hidrélise acida
assistida por micro-ondas o tempo de extracdo é drasticamente reduzido e a
recuperacdo dos compostos efetivamente melhor em relacdo a hidrélise
acida. Isto pode ser explicado devido a fundamentacdo da extracdo em
micro-ondas ser a melhoria na cinética da extracdo devido ao aquecimento.

A grande vantagem da extracdo assistida por microondas é em
relacdo ao aquecimento dos fluidos da solucéo de extragdo. No sistema de
aquecimento por microondas a irradiacdo faz com que a solugdo de
extracdo (solvente e amostra) atinja a temperatura desejada rapidamente
evitando ogradiente térmico causado pelo aquecimento convencional. Além
disso, o uso de sistemas fechados reduz o risco de perdas e o fato da
irradiacdo do micro-ondas reduzirem problemas de superaquecimento,
minimiza também a degradacdo dos compostos (BIESAGA, 2011).
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste capitulo sugerem que as maiores concentragdes
de acidos fendlicos presentes na polpa de jucara encontram-se na forma
conjugada. Para a identificacfo de &cidos fenodlicos livres é necessario o uso
de técnicas de separacdo com limites de quantificagdo menores do que o
proposto neste trabalho.

Para a identificacdo dos acidos fendlicos conjugados a hidrolise
acida assistida por micro-ondas € um método novo, eficiente, rapido, de
baixo custo e com altos niveis de recuperacdo, 0 que torna sua utilizagdo
promissora no controle de qualidade de inddstrias devido sua alta
frequéncia analitica.

Por fim podemos caracterizar que a polpa de jucara contém
compostos fenolicos como benzdico, cafeico, galico, ferulico, vanilico,
siringico, protocatecuico, p-cumarico,p-hidroxybenzoico, protocatecuico,
respectivamente, e os flavonoides catequina, rutina e quercetina.
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CAPITULO 5- AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICAE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRUTA JUCARA (Euterpe edulis
M.) CULTIVADA NA MATAATLANTICA DURANTE O CICLO DE

MATURACAO
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AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA EATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DA FRUTA JUCARA (Euterpe edulis M.)
CULTIVADA NA MATAATLANTICA DURANTE O CICLO DE
MATURACAO

RESUMO

Jucara (Euterpe edulis M.) € um fruto roxo amplamente distribuido no
Brasil, similar aos frutos de acai, porém menos conhecido do que este. Os
frutos de jucara sdo utilizados para o processamento e fabricacdo da bebida
de jucara, o qual é preparado por maceracdo dos frutos em agua, seguido de
trituracdo para extracdo da polpa amolecida através da adicdo de agua. Para
a fabricacdo desta bebida é necessario que os frutos estejam num ponto
ideal de colheita para que se obtenha o maior rendimento e qualidade
sensoriais ideais. Ndo existem pardmetros padronizados que indiqguem o
estagio de maturidade ideal para a colheita dos frutos de jucara sendo 0s
critérios para a colheita baseados nas experiéncias dos produtores da regido.
Assim ndo existem relatos na literatura que descrevam o efeito da
maturagéo sobre o teor de compostos bioativos e a atividade antioxidante. O
objetivo deste capitulo é avaliar a influéncia da maturagdo sobre acor do
fruto, o contelido de antocianinas monoméricas totais, fendlicos totais, o
perfil de &cidos graxos e a atividade antioxidante buscando avaliar o ciclo
de maturacdo do fruto definindo pontos de colheita. A avaliacdo dos
pardmetros de cor mostrou que ao longo da maturacdo ocorre uma reducdo
da luminosidade dos frutos, e também reducdo da coloracéo vermelha, com
aumento da coloracdo roxa, em paralelo ocorre um aumento no contetido de
antocianinas atingindo um pico maximo, com posterior decréscimo. O
conteldo de fendlicos totais e atividade antioxidante também aumentam ao
longo da maturacdo dos frutos até atingir um ponto maximo,
subsequentemente ocorre decréscimo. Estes comportamentos podem ser
explicados pela alta correlagdo entre os fendlicos totais (r > 0,97) e as
antocianinas monoméricas totais (r > 0,95) e atividade antioxidante. O
perfil de acidos graxos também apresentou modificacfes aumentando os
niveis de &cidos graxos poli-insaturados e reduzindo o conteido de
saturados ao longo da maturagdo. Dessa forma, se evidenciou a influéncia
do periodo de maturacdo dos frutos sobre a composicdo quimica e a
atividade antioxidante podendo-se definir os melhores periodos de colheita
para os frutos das regiGes em estudo.

Palavras-chave: Acidos graxos. Atividade antioxidante. Fendlicos. Jucara.



120

Maturidade.
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1 INTRODUCAO

Jucara (Euterpe edulis M.) é uma palmeira presente na Mata
Atlantica e se distribui do Norte do Brasil até o Sul, a maioria é encontrada
em regido litordnea. Jucara, o fruto da palmeira E. edulis M., é redondo e
tem uma polpa roxa que cobre a semente dura. Apesar de sua ampla
distribuicdo no Brasil, jucara é muito menos conhecido do que o fruto da
palmeira do mesmo género Euterpe, o acai (Euterpe oleracea) (DE BRITO
et al.,, 2007). Os frutos de jucara (Euterpe edulis) sdo utilizados para o
processamento e fabricacdo da bebida de jucara a qual é preparado por
maceracdo dos frutos em agua, seguido de trituracdo para extrair a polpa
amolecida através da adicdo de &gua, com posterior filtragdo do suco
(SCHULTZ, 2008).

Trabalhos sobre frutos de jucara (Euterpe edulis M.) s@o escassos.
A caracteriza¢do quimica de jucara se concentra ha composi¢do quimica e
na capacidade antioxidante das frutas cultivadas em cinco regifes distintas
na Mata Atlantica no Sul do Brasil (BORGES et al., 2011a). O outro estudo
disponivel descreve a caracterizaco das antocianinas em polpa de jucara
com a presenca de cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo,
majoritariamente (DE BRITO et al., 2007).

O fruto de jugara tem como caracteristica marcante o elevado teor
de lipidios que varia de 10 a 25 % do seu peso. A fracdo lipidica é rica em
acido oléico (44 — 55 %), acido palmitico (20 — 25 %), acido linoléico (18 —
25 %), e o acido estedrico em quantidades tragos (BORGES et al., 2011a).
Além disso, os frutos de jucara contém varios compostos bioativos como
acido benzoico, cafeico, clorogénico, fertlico, protocatecuico, p-cumarico,
siringico, vanilico e flavonoides como quercetina e rutina (BORGES et al.,
2013).

Nosso grupo de pesquisa também analisou as diferencas em locais de
cultivo dos frutos de jucara em relacdo ao teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante apresentando diferencas significativas (BORGES et
al., 2011a).

O contetido de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante em
frutos ndo sé sdo afetados por cultivar, diferencas genéticas, condicdes
ambientais pré-colheita, manipulagdo pés-colheita, mas também pelo grau
de maturidade na colheita (ZADERNOWSKI, NACZK &
NESTEROWICZ, 2005; KEVERS et al., 2007).

N&o h& pardmetros padronizados indicando o estagio de maturidade
ideal para a colheita dos frutos de jucara. Critérios para a colheita sdo
baseados nas experiéncias dos produtores da regido. E uma préatica comum



122

dos produtores coletarem cachos em estagio maduro e supermaduros a
serem comercializados nos proximos dias seguintes. Ndo se sabe se frutos
comestiveis maduros e bem maduros, bem como frutos verdes sao
adequados para 0 consumo e o contetdo de compostos bioativos presentes.

Vérias estratégias tém sido estudadas para definir o tempo de
colheita ideal dos frutos a partir do inicio do ciclo de maturacdo,
semelhantes aos estudos descritos ao acai (Euterpe oleracea M.). O
contetdo de antocianinas é altamente correlacionada com indicadores de
maturacdo (ROGEZ, 2000; ROGEZ et al., 2011; GORDON et al., 2012).

A maturidade fisiol6gica no momento da colheita é fundamental
para a vida de prateleira dos frutos durante a comercializagdo. Para 0s
mercados locais de jucara (Euterpe edulis M.) os critérios utilizados para
colheita séo definidos quando o pericarpo, em parte, apresenta-se vermelho
ou com 75 — 80 % roxo.

Em consequéncia, o ciclo de amadurecimento e a definicdo das
fases imaturo, maduro e super maduros, separadamente, em compostos
bioativos ndo foram avaliados, como também néo se sabe a contribuicdo de
compostos bioativos e a capacidade antioxidante do fruto. Tal informacéo
podera agregar valor aos frutos de jugara e poderia aumentar 0 seu consumo
e a comercializagéo.

O objetivo principal deste trabalho foi monitorar o amadurecimento
dos frutos jucara (Euterpe edulis M.) em duas regides distintas avaliando a
influéncia do estadgio de maturacdo sobre a cor do fruto, o conteldo de
antocianinas monomeéricas totais, fendlicos totais, o perfil de acidos graxos
e a atividade antioxidante buscando avaliar o ciclo de maturacdo do fruto
definindo pontos de colheita.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.) foram
coletadas na safra de 2012, na Lagoa da Conceicéo, e na regido da Costeira
do Pirajubaé, na cidade de Florianépolis no Estado de Santa Catarina (SC),
Brasil.

Amostras de frutos foram coletadas na regido da Lagoa da
Conceicdo a partir do final de abril até o final de maio com intervalos
semanais (3-4 dias) (n= 100 bagas/ colheita).

Os frutos coletados na Costeira do Pirajubaé iniciaram o ciclo de
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maturacdo no final do més de agosto até o inicio de dezembro com
intervalos semanais (7 a 10) (n= 100 bagas/ colheita). Entretanto, nesta
regido foram coletados frutos de trés palmeiras distintas.

A colheita dos frutos foi realizada de modo aleatdrio, foram
selecionadas raquilas do cacho com os frutos no estigio inicial de
maturacdo (100 % dos frutos vermelhos). As raquilas foram manuseadas
com luvas e embaladas em sacos esterilizados. Imediatamente apo6s a
colheita os frutos foram transportados ao Laboratério de Quimica de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina em caixas térmicas a
5,0 £ 1°C. Na bancada do laboratério foram selecionados frutos sadios,
inteiros e sem deformacdo. Apds os frutos foram submetidos ao despolpe e
analises.

2.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados para as andlises sdo de grau analitico.
Folin Ciocalteu, carbonato de sédio, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
2,4,6-tripyridyl-s-triazina (TPTZ), cloreto de ferro (FeCls), e 6-hidroxi-2
5,7,8- tetrametilcromo carboxilico (Trolox®) foram adquiridos da Sigma
ChemicalCo. (St. Louis, MO). Acido galico, (+) catequina foram obtidos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Metanol (MeOH), n-hexano, acido cloridrico
(HCI), persulfato de potassio, os ésteres metilicos de acidos graxos com
uma mistura de 37 padrfes e todos os outros reagentes foram adquiridos da
Aldrich (St. Louis, MO).

2.3 Preparo do material

Dentre os frutos selecionados para o despolpe retirou-se em torno de
10 % da amostra para realizar a analise de cor. Apds, este frutos foram
despolpados e a polpa submetida a analise de umidade por secagem em
estufa a 105 £ 5°C até peso constante (AOAC, 940.26) e determinacdo do
conteldo de proteinas (F= 6,25) pelo método AOAC (920,152).

Os outros frutos selecionados em torno de 90 g foram submetidos ao
processo de despolpe manual, conforme descrito na Figura 10, com 0 uso
de facas, apés a polpa foi submetida ao processo de secagem em estufa de
ar circulante a temperatura de 40 + 2°C durante 12h. Ap6s o resfriamento
em dessecador a polpa foi triturada em moinho de bancada (IKA A49, SP,
Brasil).

Posteriormente, amostras de 2g foram desengorduradas com 25 mL
de n-hexano através de uma extragdo a frio em ultrassom (Unique 1400 A,
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Sé&o Paulo, Brasil) a 25 + 2°C por 15 minutos, e seguidamente centrifugados
(Fanem 280R, S&o Paulo, Brasil) a 2000g por 15 minutos. O sobrenadante
foi entdo removido e reservado em um baldo de rotaevaporador de 200 mL,
e o0 residuo extraido novamente com n-hexano por mais duas vezes. Por
fim, os sobrenadantes das extracdes foram submetidos a evaporacdo do
solvente em rotaevaporador a < 35 * 2°C e a fragdo lipidica armazenada em
tubos de ensaio com rosca sob atmosfera de N, em freezer a -20 + 2°C para
posteriores analises do perfil de &cidos graxos (BORGES et al., 2013).

O residuo remanescente da extracdo (polpa desengordurada) foi
submetida a evaporacdo do solvente residual em rotaevaporador a < 35 £
2°C, para posteriormente ser utilizada no preparo dos extratos.

2.4 Preparo dos extratos

Para obtengdo dos extratos foram pesadas 1 g da polpa
desengordurada em tubo de polietileno de 50 mL adicionados 10 mL de
metanol: agua (50: 50) (v/v) homogeneizado e submetido ao processo de
extracdo em ultrassom por 30 minutos USC-1400 (Unique, S&o Paulo,
Brasil), apés, o extrato foi centrifugados a 2000 x g por 15 minutos (Fanen
280R, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida coletou-se 0 sobrenadante em um
baldo volumétrico de 25 mL, e o residuo centrifugado foi submetido a um
novo processo de extracdo com adicdo de 10 mL de acetona:; agua (70:30)
(v/v) em ultrassom por 30 minutos, novamente 0 extrato submetido ao
processo de centrifugacdo a 2000 g. O novo sobrenadante extraido foi
adicionado ao sobrenadante da primeira extracdo e aferido volume para 25
mL do baldo volumétrico com agua deionizada.
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Figura 9 — Fluxograma do processamento da polpa de jucara para a extragcdo dos
compostos fendlicos e fragdo lipidica
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2.5 Determinacéo do contetdo de fendlicos totais (FT)

O conteudo de fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo
método espectrofotométrico com reativo de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
ROSSI, 1965) com leituras realizadas a 765 nm em espectrofotdmetro UV-
Vis modelo HP 8452A Hewlett-Packard (Cheadle Heath, Stockport
Cheshire, UK) e os resultados expressos em miligramas de equivalentes a
4cido galico (EAG) 100g™ de polpa seca desengordurada calculados a partir
da curva de calibragdo do acido galico (50-500 pmol; y = 724,0x + 14,79, r?
= 0,997; y = concentracdo da solucdo; x = leitura da absorvancia),
apresentada no Apéndice A.

2.6 Quantificacao das antocianinas monoméricas totais (AMT)

Para a quantificacdo de antocianinas monoméricas totais realizou-se
a extragdo por maceracdo a frio de 1g de polpa de jugara com 50 mL de
metanol 1,5 M HCI em frasco &mbar a temperatura de 5 + 2°C por 24h. Em
sequéncia os extratos foram centrifugados a 2000 g por 15 minutos aferidos
volume a 50 mL e quantificados o teor de antocianinas (BORGES et al.,
2010Db).

Para a quantificacdo desses compostos utilizou o0 método descrito por
Giusti e Wrolstad (2001) os extratos foram adicionados as duas soluctes
tampdo e efetivadas as medidas a 510 nm e a 700 nm usando um
espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath,
Stockport, Cheshire, UK). O conteido de antocianinas monomeéricas totais
expressas em mg cianidina3-glicosideo 100 g™ de polpa.

2.7 Analise instrumental da cor

As alteracbes de cor dos frutos de jugara (Euterpe edulis M.)
foramverificadas através da andlise instrumental de cor utilizando
umcolorimetro portatil (Konica Minolta CR-400, Italia) com o iluminante C
equipado com uma esfera de integracdo com abertura de 10 mm. Os valores
de cor para cada fruta foram calculados como o0 meio de 20 medidas em
pontos equidistantes de cada fruta. Os pardmetros de cor medidos foram:
L*, a* e b*,onde L* indica a luminosidade (0= preto e 100=branco) e a* e
b* representam ascoordenadas de cromaticidade (+a* = vermelho, -a*=
verde; +b* = amarelo, -b* =azul). Os par@metros de cor foram convertidos
em angulo de cor, H° = tan™'b/a,indicando o angulo Hue (H°) da amostra (0°
ou 360°= vermelho; 90°= amarelo; 180°=verde; 270°= azul) (MCGUIRE,
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1992).

2.8 Avaliacao da atividade antioxidante

a) Atividade antioxidante pela captura de radicais DPPH’

A atividade antioxidante dos frutos de jucara foi quantificada através
da capacidade dos antioxidantes presentes nos extratos sequestrar/ retardar

o radical estdvel DPPH de acordo com o método descrito por Brand
Williams; Cuvelier; Berset (1995) com algumas modificacbes de Rufino et
al. (2007). A solugéo de trabalho de DPPH com absorvancia cerca de 0,980
+ 0,02 em 515 nm foi preparada a partir de uma solugcdo estoque DPPH
0,06 mM DPPH. Uma aliquota 2,9 mL da solucéo de trabalho do DPPH foi
adicionada a uma cubetaerealizada a leitura da absorvanciaa 515 nm (tomin);
apos, adicionou-se 100 uL do extrato de jucara em concentragesvariadas.
A solucéo foi agitada e incubada no escuro durante 30 min & temperatura
ambiente. Em seguida, realizou-se a leitura em 515 nm da absorvanciafinal

(tsomin)- Calcula-se a percentagem de inibicao do radical DPPH . A partir das
absorvancias e da inibicdo do radical obtidos a partir das diferentes
concentracBes dos extratos, plotou-se um grafico da absorvanciax inibigéo e
determinacdo uma equacao da reta (exemplo Apéndice B). Para calcular a

atividade antioxidante substitui-se a inibi¢do de 50 % do radical DPPH e
encontrou-se o resultado que corresponde a concentragdo do extrato
necessaria para reduzir 50 % da concentracédo do radical inicial (EC 50).

b) Avaliacao do potencial redutor do ferro (FRAP)

A avaliacéo da atividade pelo método do FRAP foi determinada de
acordo com a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996). Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (umol L™ TEAC 100 g™ polpa seca desengordurada). Solugdes
padrdo de Trolox foram preparadas em concentra¢fes que variam de 10-500
pmol L y = 0,0017x + 0,1783, r’= 0,9947; y = leitura da absorvancia; x =
concentracao da solucgdo, conforme Apéndice C.
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2.9 Perfil de &cidos graxos

Os acidos graxos da fracdo lipidica da jucara foram submetidos ao
método de extracdo e derivatizacdo, de acordo com Metcalfe, Shmitz e
Pelka (1966) e Hartman e Lago (1973), com algumas adaptacdes. A
determinacdo de acidos graxos utilizou-se um cromatégrafo a gas, equipado
com detector de ionizagdo de chama acoplado a um integrador e registrador
(7890A, Agilent Technologies). Uma coluna capilar de cianopropilaril HP-
88 (88 % cianopropilaril 60 m x 0,250 mm d.i. x 0,20 mm) foi utilizada. O
fluxo de gés de arraste hélio foi de 1mL/min. A temperatura do injetor e do
detector foi de 250°C e 300°C, respectivamente. A temperatura do forno foi
140°C por 5 min com uma rampa de aquecimento de 4°C/ min até 240°C,
permanecendo nesta temperatura por 10 min. A identificacdo dos principais
acidos graxos foi realizada por comparacdo dos tempos de retencdo dos
picos das amostras com os padrdes de acidos graxos metilados, e a
quantificacdo, por normatizacdo das areas dos picos, sendo resultados
expressos em percentagem.

2.10 Analise Estatistica

Todas as analises foram conduzidas em triplicata e os dados
expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% de significancia seguida
pelo teste de Tukey para comparacdo das médias. A andlise de regressdo
linear e correlacdo de Pearsonfoi realizada entre as variaveis em estudo com
auxilio do programa Statistic 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises quimicas

Durante as coletas realizadas dos frutos de jucara avaliou-se a
percentagem de frutos maduros na amostra e o rendimento de polpa pelo

processo despolpe manual, conforme apresentado nas Tabelas 16 e 17,
abaixo.
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Tabela 16 — Avaliagdo do rendimento da polpa, conteido de umidade e proteina dos
frutos de jugara (Euterpe edulis M.) coletados na Lagoa da Conceicdo

Periodo  Datada Frutos  Rendimento  Umidade™  Proteinas

de colheita ~ maduros”
colheita

1 20/04/12 87,70 28,70 41,12+0,73 3,04 +0,15
2 24/04/12 94,41 25,67 4164+14 3,02+0,10
3 27/04/12 95,83 29,13 3958+0,74 2,83x0,17
4 02/05/12 96,1 29,32 40,72 +£0,40 3,26 +0,01
5 04/05/12 98,9 30,09 40,80+0,85 2,97 0,05
6 08/05/12 100 36,69 41,89+050 3,03x£0,09
7 11/05/12 100 36,46 43,45+0,40 3,17x0,04
8 15/05/12 100 31,08 44,61+0,43 3,08+0,07

“Valores expressos em percentagem ‘de fruto vermelhos. ~ Valores expressos em g
100 g™ de matéria fresca.

Para os frutos coletados na regido da Lagoa da Conceicdo os valores
de rendimento da polpa variaram de 25,67 a 36,69 %, sendo que os frutos
da colheita 6 e 7 apresentaram 0s maiores rendimentos, ocorrendo uma
gueda na proxima colheita. A maturagdo dos frutos ocorre de maneira
similar ao rendimento apresentando 100 % de frutos maduros a partir da
sexta colheita.

Os valores de umidade dos frutos aumentam levemente
comparando a primeira e a Ultima colheita, entretanto observa-se uma
grande oscilacdo de valores ao longo da maturagdo (39,58 — 44,61 %). Para
os frutos coletados na Costeira do Pirajubaé observa-se uma grande
oscilagdo nos valores de rendimento de polpa (21,28 — 39,32 %)
considerando que avaliou-se trés palmeiras distintas. Entretanto, os frutos
dessa regido apresentaram um maior rendimento da polpa em relagdo aos
frutos coletados na regido da Lagoa da Conceicdo, porém essa diferenca
ndo apresenta uma diferenca estatistica significativa.
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Tabela 17 — Avaliagdo do rendimento da polpa, contedido de umidade e proteina dos
frutos de jucgara (Euterpe edulis M.) coletados na Costeira do Pirajubaé

Periodo Datada Frutos  Rendimento  Umidade™  Proteinas

de colheita ~ maduros”

colheita

Palmeira 1
1 28/08/12 96 23,18 64,7+0,1 2,31+£0,10
2 14/09/12 98 27,51 61,2+0,2 2,59 + 0,03
3 20/09/12 100 30,08 62,5+1,24 2,44 +0,07
4 27/09/12 100 32,37 63+0,7 2,47 £ 0,05
5 09/10/12 100 33,72 63,6 +0,2 2,52 +0,02
6 23/10/12 100 34,63 589+ 77 2,43 +0,09
7 05/11/12 100 39,32 55,7 +0,6 2,96 + 0,08

Palmeira 2
1 14/09/12 95 30,72 57,7+0,3 2,85+ 0,04
2 20/09/12 98 31,28 58,14+0,4 2,82+0,16
3 27/09/12 95 25,09 58,7+25 2,94+0,2
4 09/10/12 100 33,79 583+34 3,00+ 0,14
5 23/10/12 100 29,19 60,1+23 2,69 +0,03
6 05/11/12 100 34,53 57,6 +0,5 2,93 +0,08

Palmeira 3
1 28/08/12 95 26,82 64,3+0,7 2,29+0,10
2 14/09/12 97 29,67 63,5+0,8 2,64 +0,06
3 20/09/12 98 31,4 615+0,4 2,70+ 0,10
4 27/09/12 100 33,28 61,8+0,9 2,75+ 0,24
5 09/10/12 100 30,43 58 +3,8 2,74+ 0,24
6 23/10/12 100 36,23 62,8+0,65 2,79+0,05
7 05/11/12 100 38,61 55,8 +0,5 3,17 £ 0,04

“Valores expressos em percentagem g 100 g™'de fruto. ~ Valores expressos
em g 100 g™ de matéria Gmida.

O contetido de umidade dos frutos da regido da Costeira do Pirajubaé
variou entre 55,7 a 64,7 % reduzindo os teores conforme o avanco do ciclo
de maturacdo dos frutos. Estes valores encontram-se acima na Tabela 19,
para os frutos coletados na regido da Lagoa da Conceicdo, essa diferenca
pode ser justificada pelas diferentes regibes de cultivo da palmeira, e
também distincas épocas de amadurecimento.

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos em outro trabalho
com frutos de jucara cultivados em diferentes regifes do Estado de Santa
Catarina (BORGES et al., 2011a) e aos descritos na literatura para frutos de
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acai (Euterpe oleracea M.) com 60 — 55 % de umidade (ROGEZ, 2000;
SILVA; BARRETO; SERODIO, 2004; SANABRIA e SANGRONIS,
2007).

O teor de proteina dos frutos de cada regido de coleta apresenta
pequenas variacbes ao longo da maturacdo, estes conteldos sdo
semelhantes ao ja descritos na literatura para jucara (BORGES et al.,
2011b).

As variacdes na composi¢do quimica entre as amostras de diferentes
estagios de maturacdo sdo esperada, uma vez que a maturacdo pode ser
geralmente definida como uma sequéncia de alteracdes de cor, sabor e
textura dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Ao longo da
maturacdo o contelido de agua do fruto aumenta até atingir um ponto
maximo de maturacdo, apds o fruto comeca a perder agua apresentando a
sua polpa com caracteristica rugosa, caracteristico do periodo de
senescéncia (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

3.2 Avaliacéo da cor e contetido de antocianinas monoméricas totais

Na analise instrumental de cor dos frutos ndo foi possivel obter um
ajuste adequado de nenhum dos parametros adotados (L*, a’, b") nos
modelos cinéticos avaliados. A avaliacdo dos modelos foi realizada através
da anélise de variancia, e do coeficiente de determinacdo R’ no sendo
obtidos valores de R*> 0,80. Por isso utilizou-se da analise de Tukey para
avaliagdo dos resultados.

Os valores dos parametros L~ (luminosidade), a’( vermelho) e
b“(amarelo) para os frutos coletados na regido da Lagoa da Conceicdo estio
apresentados na Tabela 18.

Observa-se uma significativa reducéo nos valores de L", a e b” na
segunda colheita (p < 0,05). Também ¢ significativa a redugéo do valor de
a do terceiro para o quarto periodo de colheita. Entretanto os parametros L
e b” avaliados ndo apresentam diferenca significativa para os demais
periodos de colheita.



132

Tabela 18 - Avaliacdo de cor e conteldo de antocianinas monomericas
totais em frutos de jucara durante a maturacdo coletados na Lagoa da
Conceigéo

* * *

Periodo de L a b Antocianinas
colheita monomeéricas
totais”
1 25,6545 + 509545 + 25440 + 83,47+873%
2,21° 3,65 3,19°
2 24,4985 + 21410 + 0,9550 + 107,93 +
0,85° 0,63° 0,51° 7,62°
3 244245 + 21150 + 0,7090 + 132,38 +
1,05° 0,71° 0,41° 7,48°
4 24,3715+ 1,3785 + 1,0180 + 156,80 +
0,77° 0,67 0,48° 7,25¢
5 244705 + 1,3150 + 0,6535 + 181,30 +
0,74° 0,45° 0,36° 7,04°
6 24,0230 + 09515 + 0,5630+ 205,75 +
0,72° 0,35° 0,31° 7,62
7 22,1390 + 09560 + 05250 + 224,10 +
1,10° 0,18° 0,31° 4,70°
8 25,6545 + 09510 + 1,0430 + 236,41+ 4,05°
0,97 0,48° 0,53°

“Valores de antocianinas expressos em mg cianidina 3-glicosideo 100g™ de
fruta

A luminosidade e a” sdo parametros interessante para avaliacéo da
maturacao dos frutos de jucara porque ao longo da maturagdo os frutos de
coloracdo vermelha tornam-se negros azulados, assim espera-se uma
reducéo nos valores a (vermelho), o que pode ser observado na colheita 7 e
8 as quais apresentam o menor valor de a~ e o maior contetido de
antocianinas; ambos néo diferindo estatisticamente entre si.

Também deveria ocorrer uma reducdo na luminosidade uma vez
que os frutos de jugara no estdgio final de maturacdo apresentam sua
superficie esbranquicada, a qual é uma cuticula cerosa de protecdo aos
frutos, semelhantes ao que ocorre com acai, o que reduziria a luminosidade
do fruto (ROGEZ, 2000).

Com relagdo ao conteddo de antocianinas monomeéricas totais
observa-se um acumulo dos pigmentos ao longo da maturacdo com teores
variando de 83,47 a 236,41 mgcianidina 3-glicosideo 100g™ de polpa, o
qual contetido difere-se estatisticamente entre todos os periodos de colheita.
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Na Tabela 19, abaixo se apresenta 0s valores para 0s parametros de
cor e o conteldo de antocianinas para os frutos coletados na regido da
Costeira do Pirajubaé.

Tabela 19 - Avaliacao de cor e do conteldo de antocianinas monomeéricas
totais em frutos de jucara durante a maturacdo coletados na Costeira do

Pirajubaé
Periodo de Antocianinas
colheita monomeéricas
totais”
Palmeira 1
1 20,95 + 2,64 + 1,31+ 4,45+ 0,78
2,59° 0,43 0,93
2 21,51 + 0,59 + 1,19 + 121, 98 + 10,05°
1,85" 0,53 1,08
3 24,29 + 0,73+ 1,42 + 601, 03 + 1,54°
1,43 0,70° 0,56°
4 25,30 + 0,52 + 1,57 + 537,75 + 2,87"
0,89° 0,27¢ 1,012
5 20,41 + 1,22 + 1,22 + 426,99 + 5,32°
1,85" 0,33° 0,423
6 20,03 + 0,46 + 1,30 + 889,93 + 7,09°
1,00° 0,18° 0,472
7 24,68 + 0,46 + 1,27 + 601, 03 + 1,54°
0,71° 0,09° 0,30°
Palmeira 2
1 20,89 + 0,37+ 0,87 + 48,11 + 0,63%
1,35 0,15° 0,33°
2 23,77 + 0,48 + 1,14 + 271,37 +0,69"
1,54 0,44° 0,47°
3 25,75 + 0,63+ 1,27 + 316,62 + 0,96°
0,722 0,26° 0,85
4 20,71 + 1,15 + 1,01 + 419,43 + 6,99°
2,04 0,20 0,22°
5 20,43 + 0,50 + 0,82 + 614,13 + 4,24°
1,00° 0,31° 0,64°
6 24,85 + 0,62 + 1,21+ 420,62 + 1,15°
0,83 0,22° 0,51
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Palmeira3

1 24,93 + 2,85 + 1,07 + 20,83 +1,46°
1,46° 0,63 0,73

2 21,05 + 0,99 + 0,74 + 70,36 + 0,22°
1,59° 0,40° 0,62

3 23,49 + 1,07 + 0,91+ 260,39 + 13,5°
1,39 0,77 0,46

4 25,05 + 0,89 + 1,36 + 272,98 + 2,51°
0,92 0,32° 0,60°

5 20,50 + 1,45 + 0,98 + 676,30 +1,7°
1,40° 0,48" 0,31°

6 20,19 + 0,66 + 0,89 + 398,74 +1,32f
1,07° 0,30° 0,23

7 25,08 + 0,74 + 0,95+ 255,65 + 1,71°
0,75° 0,27° 0,35°

“Valores de antocianinas expressos em mgcianidina 3-glicosideo 100g™ de fruta

A luminosidade (L") apresenta uma grande oscilacdo em seus valores
ocorrendo aumento e reducéo ao longo da maturacdo. J& para o parametro
a e b ocorre uma reducéo dos valores indicando uma reducéo da coloracéo
vermelha intensa e a predominancia da coloracdo roxa a azulada.

O contetdo de antocianinas apresentou uma grande oscilagéo entre
os valores de 4,45 a 889,93 mg cianidina 3-glicosideo. Observa-se que para
as trés palmeiras em estudo existe um pico de maturacdo atingido com o
maior contelido de antocianinas que ocorre no sexto periodo de colheita
para a palmeira 1 e 2, e no quinto periodo para palmeira 3. O acimulo de
antocianinas durante o ciclo de maturacdo ja foram demonstrados em
estudos realizados com frutos de acai, 0os quais também apresentaram no
contetdo de antocianinas ao no Ultimo estagio da maturacdo denominado
tuira (ROGEZ et al., 2011; GORDON et al., 2012).

Comparando este comportamento com os frutos de acai Rogez
(2000) e Rogez (2011) definiram cinco estagios de maturagdo variando
entre verde até os frutos bem maduros, onde na fase inicial ocorre um
acumulo de 90% das antocianinas, seguido de um aumento desacelerado até
concentracdo maxima dos pigmentos, sendo observado na Gltima fase, que
consiste no final da maturacdo, um decréscimo na concentragdo das
antocianinas.

Esta cinética descrita acima pode ser observada também para 0s
frutos de jucara coletadas na regido da Costeira do Pirajubaé, a partir dos
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frutos no estagio ideal de maturacdo semelhantes aos frutos de acai no
estdgio de o mesmo comportamento ndo foi alcancado com os frutos
coletados na regido da Lagoa da Conceicdo devido ao menor espaco de
tempo entre as coletadas alcancado o término das amostras antes de
completar o ciclo de maturacéo.

O ciclo de maturacéo de Rogez (2011) é de 100 dias, no nosso caso o
estudo foi realizado durante 30 diase 75 dias.

Estes valores de antocianinas encontram-se proximos aos descritos

para outros frutos de jucara cultivados em diferentes regides (BORGES et
al., 2011b).

3.3 Conteudo de fendlicos totais (FT)

A Figura 10 apresenta o contetdo de fendlicos totais dos frutos de
jucara durante o ciclo de maturacéo.

Figura 10 - Conteudo de fendlicos totais ao longo da maturacdoem frutos de jugara
coletados na regido da Lagoa da Conceigéo
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a-f: Letras diferentes nas colunas os valores apresentam diferenca estatistica (p <
0,05) pelo teste de Tukey.

De acordo com a Figura 10 podemaos definir 3 estagios de maturacéo,
para os frutos coletados na regido da Lagoa da Conceicdo, de acordo com a
variacdo no conteldo de fendlicos. O estagio 1 que compreende do primeiro
ao terceiro periodo de colheita com o contetdo de fendlicos totais variando
de 200 a 250 mg EAG 100 g™ polpa seca desengordurada. Um segundo
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estagio que compreende o quarto e o quinto periodo de colheita com valores
préximo a 250 a 300 mg EAG 100 g~ polpa seca desengordurada, 0s quais
ndo diferem estatisticamente do segundo periodo de colheita. E por fim um
terceiro estgio de maturacdo onde tém-se um aumento consecutivo do
conteido de fendlicos com 421,35; 595,28; 934,27 mg polpa seca
desengordurada, respectivamente para o sexto, sétimo e oitavo periodo de
colheita.

Estes valores encontram-se muito abaixo dos valores descritos para o
acai em trés estagios distintos de maturacdo, onde os maiores conteddos
foram encontrados nos frutos verdes com 12,317; seguidos dos frutos
intermediarios 3039 e completamente maduros 3437 mg EAG 100 g*
matéria seca. (GORDON et al., 2012).

A Figura 11 apresenta o contetido de compostos fenélicos em frutos
de jucara ao longo da maturacdo coletados na regido da Costeira do
Pirajubaé.

Figura 11- Contetdo de fendlicos totais em frutos de jugara em diferentes periodos
de maturacdocoletados na regido da Costeira do Pirajubaé
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a-f: Letras diferentes nas colunas das mesmas amostras os valores apresentam
diferenca estatistica (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Podemos observar na Figura 11, o comportamento dos fendlicos
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totais semelhante ao que ocorre com contetdo das antocianinas. Os frutos
coletados das trés palmeiras distintas apresentaram um aumento no
conteldo de fendlicos até o quinto periodo de colheita ocorrendo um
decréscimo no contetdo no sexto e sétimo periodo de colheita.

O contetdo de fendlicos totais variou de 1055,50 a 5764,03 mg EAG
100g™, 1003,80 a 4733,13 mg EAG 100g™, e 802,05 a 4284,20 mg EAG
100g™, respectivamente para as palmeiras 1, 2 e 3. Comparando-se 0s
diferentes periodos de colheitas, em cada palmeira individual, observa-se
um aumento linear no conteldo de fendlicos totais em cada periodo, 0s
quais apresentam diferenga estatistica entre si (p < 0,05).

O contetdo de compostos fendlicos totais € maior para os frutos
coletados na regido da Costeira do Pirajubaé comparados aos frutos
oriundos da Lagoa da Conceicdo. Além de regides distintas o periodo de
maturacdo dos frutos também influenciard fortemente no metabolismo da
celula vegetal influenciando na sintese destes compostos (TAIZ; ZEIGER,
2006). Um estudo com frutos de acai (Euterpe oleracea M.) cultivados na
regido da Amazonia também apresentou diferencas marcantes no contetdo
de compostos fendlicos para os frutos coletados em julho e em fevereiro
(SANABRIA; SANGRONIS, 2007).

3.4 Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de frutas vem sendo determinada pela
presenca de diferentes antioxidantes com diferentes mecanismos de acdo,
podendo haver interagdes sinérgicas, fazendo-se necessario combinar mais
de um método para determinar a atividade antioxidante in vitro (HUANG;
OU; PRIOR, 2005, PEREZ JIMENEZ et al., 2006).Quanto a0 mecanismo
desses métodos utilizados, o DPPH'mede a capacidade de desativar radicais
livres, enquanto o0 FRAP mede a capacidade de redugdo de metais. Do
ponto de vista mecanistico em ambos os métodos existe uma simples
transferéncia de elétrons (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH mostrou
a grande variag8o nos resultados descritos na Figura 12, demonstrando que
0 periodo de colheita influencia o conteldo de fenodlicos totais e
antocianinas monomeéricas totais, 0 que consequentemente, ira influenciar a
atividade antioxidante.
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Figura 12 — Capacidade inibi¢do do radical DPPH por extratos de frutos de jucara
coletados na regido da Lagoa da Conceicdo em diferentes periodos de colheita
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De acordo com a Figura 12, podemos verificar uma maior atividade
antioxidante para os frutos provenientes do quinto periodo de colheita.
Também podemos concluir que o aumento da maturacdo reduz a atividade
antioxidante dos frutos. Os frutos do sétimo e oitavo periodo de colheita
apresentam um comportamento semelhante frente ao radical DPPH. Apés o
quinto periodo de colheita observa-se que sexto e o terceiro periodo de
colheita apresentam maior atividade antioxidante.

Avaliando — se atividade antioxidante pelo poder redutor do Fe
verifica-se um comportamento distinto do descrito para o método de DPPH.

De acordo com Figura 13 verifica-se uma maior atividade
apresentada para os frutos oriundos da oitava colheita diferindo
estaticamente das demais coletas. Semelhante ao gréafico para o contetdo de
compostos fendlicos, o qual também apresenta um comportamento linear
com o maior contetido de fendlicos totais na oitava colheita.
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Figura 13 — Avaliacdo do poder redutor de ferro dos frutos de jugara em diferentes
periodos de colheita provenientes da regido da Lagoa da Conceicéo
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Avaliou — se também a atividade antioxidante para os frutos de
jucara coletados na regido da Costeira do Pirajubaé. A Figura 14 apresenta a
concentracdo de extrato necessaria para inibir 50 % do radical DPPH no
tempo de 30 minutos, para os diferentes periodos de colheita das palmeiras
estudo.

Conforme a Figura 14, o quinto e o sexto periodo de colheita
apresentam os maiores indices de atividade antioxidantes comparados aos
demais periodos de colheita, para o ensaio de DPPH, com um decréscimo
de valores para o sétimo periodo.
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Figura 14 — Atividade antioxidante dos frutos de jucara avaliados pelo método
DPPH (EC 50) em diferentes periodos de colheita oriundas da Costeira do Pirajubaé
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Comportamento semelhante é observado para a avaliacdo
antioxidante pelo poder reduto de ferro (FRAP) dos extratos de jucara, na
Figura 15 abaixo.

Os extratos de jucara apresentam um aumento da atividade
antioxidante pelo método FRAP ao longo da maturacdo atingindo o ponto
méaximo no sexto periodo de colheita, com decréscimo nos valores na
préxima colheita.

O comportamento apresentado pelos extratos para 0s ensaios de
atividade antioxidante tanto para o FRAP, quanto para o DPPH, podem ser
explicados comparando estes aos conteldos de antocianinas e fendlicos
totais presentes nos frutos ao longo da maturacdo. O maior contelido de
fenolicos totais e antocianinas também ocorrem no quinto e sexto periodo
de colheita.
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Figura 15 — Avaliacdo do poder redutor de ferro dos frutos de jugara em diferentes
periodos de colheita provenientes da Costeira do Pirajubaé
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Através da analise de correlagdo de Pearson encontra-se uma forte
correlagdo da atividade antioxidante com conteido de fendlicos totais (r >
0,97) e antocianinas monomeéricas totais (r > 0,95) nos frutos. A correlagéo
entre os métodos de DPPH e FRAP (r= 0,90) é forte e isso se explica pelos
mecanismos de acdo dos métodos iguais, a transferéncia de elétrons
(HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A atividade antioxidante de muitos frutos surge da acdo sinérgica
combinada de uma mistura de compostos, incluindo compostos fenélicos,
carotenoides e vitamina C e E (RUFINO et al., 2010). No entanto, em frutas
como a jugara, que contém quantidades relativamente pequenas dessas
vitaminas, os acidos fendlicos, flavonois, flavanois, e antocianinas sdo 0s
principais contribuintes para a atividade antioxidante (BORGES et al.,
2013).

Dessa forma podemos verificar a importancia do periodo de colheita
para a composi¢do de fendlicos, antocianinas monoméricas e atividade
antioxidante dos frutos.
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3.5 Perfil de &cidos graxos

Os frutos de jucara apresentam um elevado conteldo de lipidios
variando entre 20 a 40 % em matéria seca semelhante aos frutos do género
como o acai (Euterpe oleracea M.).

De acordo com Borges et al.,, 2011a o perfil de acidos graxos
apresenta a predominancia de acido oléico (45 — 55 %).

A Figura 16 abaixo apresenta o perfil de acidos graxos dos frutos de
jucara ao longo da maturagéo.

Podemos observar que ao longo da maturagdo os frutos apresentam
um aumento no contetido do acido palmitico (17,06 — 22,84 %) até o quinto
periodo de colheita, com reducdo dos conteidos nos préximos periodos de
colheita para 17,86 %. Sendo este acido o majoritario representante dos
acidos graxos saturados.

Os &cidos graxos insaturados sdo o maior representante da fracédo
lipidica, em torno de 70 % da composicdo lipidica. O &acido oléico é o
majoritario, dentre os insaturados, apresentando 34,03 % no primeiro
periodo de colheita e aumentando linearmente até o Ultimo periodo de
colheita atingindo 49,54 %. Ja o acido linoléico, principal poliinsaturado
presente apresentou contetido de 18,96 %, na primeira colheita a 25 % na
Gltima colheita.

Em frutos oriundos da palma o periodo de amadurecimento tem
grande influéncia no contetdo total de lipidios e no perfil de &cidos graxos,
0 conteldo de &cidos graxos saturados aumenta enquanto o teor de
poliinsaturados diminui, conforme o periodo de amadurecimento (PRADA
et al. 2011). Esta relagdo também ocorre e é valida para os frutos de jucara
0 qual apresentou um decréscimo no conteldo de saturados de 42,46 %
para 25,01 %; ja os acidos monoinsaturados aumentaram o contetido de
37,39 % para 51,22 %, e os acidos poliinsaturados também com um leve
aumento de 20,21 % para 23,77 %.
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Figura 16 — Perfil de acidos graxos presentes em frutos de jucara ao longo da
maturag8o coletados na regido da Lagoa da Conceigéo
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4 CONCLUSOES

Os compostos fenodlicos, as antocianinas monoméricas totais e
atividade antioxidante dos frutos apresentaram variagdes nos seus
contetdos de fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais, e atividade
antioxidante em relacéo ao periodo de colheita, como também em relagdo a
regido de cultivo e o periodo de maturagdo. Os frutos coletados a partir do
més de setembro apresentaram maior contetdo de fendlicos, antocianinas
monoméricas totais e atividade antioxidante do que frutos coletados em
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maio. O perfil de &cidos graxos é influenciado também pelo periodo de
matura¢do dos frutos ocorrendo uma reducdo do contetdo de acidos graxos
saturados e aumento dos acidos monoinsaturados ao longo da maturacao.

Com este estudo foi possivel avaliar o ciclo de maturacéo dos frutos
definindo o periodo ideal para colheita, conforme a caracterizacdo quimica
desejada do produtor. Os resultados deste trabalho demonstraram que
ocorrem diferengas significativas na composicdo quimica dos frutos de
jucara (Euterpe edulis M.) cultivado em diferentes regides, e em diferentes
estagios de maturagdo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a utilizacdo da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC-
DAD) e 0 emprego de micro-ondas para extragdo dos compostos fendlicos
foi possivel desenvolver um método rapido de extracdo e purificacdo destes
compostos para posterior identificacdo e quantificacdo por UPLC — DAD,
com tempo de analise de 10 minutos e alta eficiéncia na separacao.

A partir destas técnicas desenvolvidas e o emprego do HPLC-ESI-
MS/MS foi possivel identificar compostos como: acidos fendlicos
(benzéico, clorogénico, cafeico, feralico, protocatecuico, siringico, vanilico
e p-cumarcio) e flavonoides (quercetina e rutina), 0s quais contribuem de
forma significativa para a atividade antioxidante in vitro e in vivo.

Este trabalho apresentou um estudo inédito demonstrando a elevada
capacidade antioxidante dos frutos de jucara frente a oxidagéo de células.
Além disso, comprovou-se a forte correlagdo existente entre a atividade
antioxidante com os compostos fendlicos identificados por HPLC-ESI-
MS/MS, e com as antocianinas.

Por fim, foi possivel definir o comportamento da jucara (Euterpe
edulis M.) ao longo da maturacdo demonstrando uma dependéncia da
composi¢do quimica e a atividade antioxidante com o periodo de maturacdo
dos frutos, como também com as regides de cultivo.

Os resultados deste trabalho revelam a importancia do cultivo e
comercializacdo dos frutos de jucara (Euterpe edulis M.) como fonte de
compostos bioativos e agregacdo de valor nutricional a dieta. A jucara
(Euterpe edulis M.) vém sendo explorada ndo s6 no Estado de Santa
Catarina, como também o Parand devendo ser incentivado seu cultivo ao
longo de todo territorio brasileiro contribuindo para o aumento da
diversidade de frutas, como também para a preservacdo da espécie Euterpe
edulis M. na Mata Atlantica.

Estudos mais especificos para avaliagdo da bioacessibilidade dos
compostos fendlicos dos frutos devem ser realizados, como também o
estudo da atividade antioxidante e da bioacessibilidade de compostos
isolados dos frutos.

Como perspectivas de trabalhos verificaram-se a necessidade de
estudos mais aprofundados tanto de aproveitamento dos frutos como do
potencial produtivo desta cultura, considerando o desenvolvimento de
tecnologias que visem o aproveitamento global da matéria prima, durante
os ciclos produtivos nas diferentes micro - regides do Estado de Santa
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Catarina, e a relevancia econdmica e ecoldgica da manutencdo e ampliacdo
da area cultivada de jucara (Euterpe edulis M.) para a potencial
comercializacdo. Também a valorizagdo dos frutos da palmeira jucara nao
deve retirar a responsabilidade da manutencdo do cultivo da espécie em
retorno as florestas, para a sua exploracdo sustentavel.
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APENDICE

APENDICE A -Curva padrdo de é4cido gélico, utilizado no método de Folin-
Ciocalteau para determinagdo de fendlicos totais.
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APENDICE B - Curva do extrato de jucara versus a inibicéo do radical DPPH
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APENDICE C - Curva padréo de Trolox, utilizado no método do poder de redugéo
do ferro (FRAP)
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