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RESUMO

Estudos envolvendo compostos antioxidantes naturais tém chamado a
atencdo da comunidade cientifica, pois os antioxidantes naturais sdo associados aos
efeitos benéficos a satde humana e animal. Neste estudo foi avaliado o potencial do
fruto (camu-camu), bem como de diferentes dietas para alimentacéo alternativa de
peixes, a partir de analises de composicdo centesimal e metodologias para
determinacdo do potencial antioxidante. Além disso, foram desenvolvidas
metodologias analiticas para identificacdo e quantificacdo de flavondides, acidos
fendlicos e acido ascorbico, sendo realizada também a validacdo da metodologia de
quantificacdo de acido ascorbico. O potencial antioxidante foi avaliado, a partir de
quatro metodologias ja existentes, inibicdo dos radicais livres ABTS, habilidade
guelante, determinacdo de compostos fendlicos totais e flavondides totais. Para
tanto, foram preparados extratos, conforme planejamento fatorial 22. Para
quantificacdo dos flavondides e &acidos fendlicos, uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvida, visto que as ja
descritas ndo se aplicaram a matriz de interesse. Vale ressaltar que sdo atribuidas
ao fruto camu-camu, diversas propriedades, sendo uma das principais, o elevado
teor de acido ascorbico, contudo, existe falta de aplicabilidade das metodologias
existentes para sua quantificacdo. Neste estudo desenvolveu-se e validou-se uma
metodologia, utilizando CLAE. Apés realizacao, das analises e avaliacdo dos dados,
verificou-se o potencial antioxidante do camu-camu e péde-se concluir que este fruto
possui potencial antioxidante enquanto polpa e fruto in natura, além de quando
utilizado como enriquecimento nutricional em diferentes composi¢des nutricionais, 0
qual transfere suas propriedades de inibicdo radicalar, por possuir dentre outros, alto
percentual de acido ascorbico (em média 0,0028 g de acido ascorbico por g de
amostra). Podendo ser comprovado esta tranferéncia através das analises

realizadas também utilizando a dieta referéncia (sem adigéo do fruto).

PALAVRAS CHAVE: Inibicdo da oxidacdo; CLAE; Flavondides; Acidos

fendlicos; Acido ascérbico; Compostos bioativos.
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ABSTRACT

Studies involving natural antioxidant compounds have drawn the attention of
the scientific community, as natural antioxidants are associated with beneficial effects
on human and animal health. In this study the potential of the fruit (camu-camu), as
well as of different diets for alternative feeding of fish, were evaluated, based on
analyzes of the centesimal composition and methodologies to determine the
antioxidant potential. In addition, analytical methodologies were developed for the
identification and quantification of flavonoids, phenolic acids and ascorbic acid, and
also the validation of the ascorbic acid quantification methodology. The antioxidant
potential was evaluated from four existing methodologies, ABTS free radical
inhibition, chelating ability, determination of total phenolic compounds and total
flavonoids. In order to quantify the flavonoids and phenolic acids, an analytical
methodology by high performance liquid chromatography (HPLC) was developed,
since the already described were not applied to the matrix of interest. It is worth
noting that camu-camu fruit are attributed to several properties, one of the main ones
being the high ascorbic acid content, however, there is a lack of applicability of the
existing methodologies for its quantification. In this study, a methodology was
developed and validated using HPLC. After the analysis and evaluation of the data,
the antioxidant potential of camu-camu was verified and it was concluded that this
fruit has antioxidant potential as a pulp and fruit in natura, as well as when used as
nutritional enrichment in different nutritional compositions, which transfers its radical
inhibition properties, as it has, among others, a high percentage of ascorbic acid (on
average 0.0028 g of ascorbic acid per g of sample). This transfer can be verified
through the analyzes performed also using the reference composition (without
addition of the fruit).

KEYWORDS: Inhibition of oxidation; CLAE; Flavonoids; Phenolic acids;
Ascorbic acid; Bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

Os estudos envolvendo compostos antioxidantes naturalmente presentes em
alimentos, tém chamado a atencdo da comunidade cientifica e da populacdo em
geral (BEZERRA, et al, 2014), principalmente em alimentos de origem vegetal.
Nessa vertente, as frutas se destacam no que diz respeito a sua composicdo. Um
fruto tipico amazoénico que vem sendo avaliado, o camu-camu, pertencente a familia
Myrtaceae (MAEDA e ANDRADE, 2003), tem sido conhecido como o fruto muito rico
em &cido ascorbico (Vitamina C) podendo apresentar até 0,8 % de vitamina C
(ANDRADE et al., 1995 e YUYAMA et al., 2002).

Vérios frutos amazb6nicos, como por exemplo, camu-camu, cupuacu, tucuma,
acai, entre outros, tem se destacado, por apresentarem potencialidades como
antioxidantes, dentre eles vitamina C. As moléculas tipicas de antioxidantes sao
derivadas das formas isoméricas dos polifendis e flavonas, isoflavonas, flavonais,
catequinas, cumarinas, acidos fendlicos e outras substancias encontradas nos
vegetais (GONCALVES, 2008). Os compostos fendlicos sdo importantes
constituintes de varias frutas e hortalicas, sendo que a quantificacdo dessas
substancias revela informacdes a respeito da atividade antioxidante, qualidade do
alimento e dos potenciais beneficios a saude (SUCUPIRA et al., 2012).

A alta produtividade da floresta amazodnica, associada a necessidade de
alimentos alternativos para peixes confinados, criou grande interesse em verificar a
possibilidade do uso dos frutos regionais para reduzir os custos da piscicultura de
espécies tropicais (OLIVEIRA, 2005).

Segundo TACON e DE SILVA (1997), em muitos paises, o0 aumento da
producédo piscicola tem sido possibilitado pela intensificagdo do cultivo por meio do
uso de composicOes balanceadas. A exemplo, a Oreochromis niloticus (tilapia do
Nilo), € uma espécie de peixe onivoro e por isso utiliza de forma eficiente os
nutrientes presentes nos alimentos tanto de origem animal como vegetal (HANLEY,
1987; DEGANI e REVACH, 1991; GONCALVES et al., 2005), tornando-o0 um peixe
muito versatil para a producdo em cativeiro. Esta espécie é a mais produzida no

Brasil e o estado do Parana o maior produtor.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas quimicas do fruto camu-camu (Myrciaria dubia),
bem como avaliar sua influéncia no preparo de dietas utilizadas na alimentagéao de

peixes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar analises de composicdo centesimal do fruto e das diferentes
composic¢des nutricionais;

e Preparar extratos alcodlicos a partir do fruto e das diferentes composicdes
nutricionais;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonéides;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos (do fruto e das diferentes
composi¢des nutricionais) por meio dos seguintes métodos: ABTS e Habilidade
quelante;

e Desenvolver e validar metodologia analitica, empregando cromatografia liquida de
alta eficiéncia para determinacdo de vitamina C, no fruto e nas diferentes
composic¢des nutricionais;

e I|dentificar e quantificar acidos fendlicos e flavonéides no fruto e nas diferentes
composic¢des nutricionais empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Avaliagdo estatistica no conjunto de dados de interesse das analises realizadas;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CAMU - CAMUZEIRO

A Amazonia apresenta um dos maiores indices de biodiversidade do mundo,
no qual estdo incluidas espécies vegetais com grande potencial econémico, mas
ainda ndo domesticadas (MAUES e COUTURIER, 2002). O camu-camuzeiro
(Myrciaria dubia) € uma planta frutifera nativa, natural da Amazonia, de porte
arbustivo, encontrado nas margens inundaveis dos rios e lagos da Bacia Amazonica
(VILLACHICA, 1996). Conhecido também como cacari, ou araca d'agua, pertence a
familia da Myrtaceae, sendo arbustos e arvoretas que medem até 8 metros de
altura, com ramificacbes desde a base formando caules secundarios (MAUES e
COUTURIER, 2002).

A safra do camu-camu depende do solo, de modo que, em solos de terra
firme, onde os nutrientes e a agua podem ser controlados, o camu-camuzeiro pode
produzir mais de duas safras anuais, 0 que acontece também com outras espécies
de Myrtaceae (YUYAMA, 2011).

A Figura 1 retrata a imagem de parte de um camu-camuzeiro, encontrado no

estado de Roraima.

Figura 1 - Visdo parcial Camu-camuzeiro com alguns frutos

Fonte: EMBRAPA Roraima (2015)

A espécie distribui-se por grande parte da Amazoénia brasileira, nos Estados
do Pard, Amapa, Amazonas, Rondbnia, Roraima e Mato Grosso (MAUES e
COUTURIER, 2002). E encontrada, ainda, na Amazonia peruana e na Amazonia
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venezuelana (MCVAUGH, 1963). De acordo com Villachica (1996), a Amazonia
peruana apresenta as populacdes mais expressivas de Myrciaria dubia, observando-
se em algumas localidades formacdes praticamente mono especificas.

No Brasil, a producdo de camu-camu tem se disseminado em diferentes
estados. Porém, é possivel encontrar um cultivo expressivo do camu-camu em
Roraima (SILVA, 2012).

3.1.1 CAMU-CAMU

O camu-camu é uma espécie de ocorréncia amazonica, sendo encontrada
desde a porcédo oriental do Peru, até a regido central do estado do Para e pode ser
encontrada as margens de rios e lagos de agua escura. Este fruto ficou conhecido
por apresentar um alto teor de vitamina C, chegando a ser até 100 vezes maior que
o da laranja (SILVA e ANDRADE, 1997).

O fruto do tipo baga esférica lisa e brilhante, no estagio final de maturacéo
apresenta coloracéo vermelha - arroxeada (MAUES e COUTURIER, 2002), podendo
medir de 2 a 4 cm de diametro e conter de uma a quatro sementes por fruto
(VILLACHICA, 1996).

A comercializacdo é feita em pequena, escala, em feiras, na regido
produtora, porém a grande parte é feita em forma de polpa congelada. O
fruto € muito pouco conhecido dentro do Pais, mas € muito procurado pelos
japoneses, americanos e europeus, sendo exportados em contéineres
refrigerados, em tambor de 200 L. No Japdo, a polpa é transformada em
bebidas gaseificadas em latas de aluminio e vidros, vinagre, recheio de péo,
aperitivo, sorvetes, balas, comprimidos. No Brasil, a empresa de cosméticos
Semprebella produziu xampu, modelador, desembaracgante e condicionador,
e a empresa Tucuxi, em Manaus, o xarope (REVISTA BRASILEIRA DE
FRUTICULTURA v. 33, n. 2 p.335-690, YUYAMA, 2011).

3.2 ANTIOXIDANTES

Por definicdo, os antioxidantes sdo substancias que previnem, interceptam
ou reparam possiveis danos causados por radicais livres as células. Radicais livres
sdo atomos ou moléculas que possuem elétron livre, com alta reatividade quimica,
especialmente como agente oxidante, pela tendéncia de estabilizagcdo (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999).
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3.2.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos tém sido muito estudados devido a sua influéncia na
qualidade dos alimentos e por apresentarem atividades farmacoldgicas, e também
por inibirem a oxidacéo lipidica e a proliferacdo de fungos (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
séo definidos como substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (ANGELO e JORGE,
2007). Estudos realizados com compostos fendlicos, especialmente, com o0s
flavondides demonstram sua capacidade antioxidante (SOARES et al., 2008).

Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois (SHAHIDI
e NACZK, 1995).

Os flavonoides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal,
encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na
forma de glicosidios ou agliconas (ANGELO e JORGE, 2007). S&o compostos de
baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na
configuracdo Ce-C3-Cs(HARBORNE et al.,, 1999). A estrutura quimica dos
flavondides consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura
2)(ANGELO e JORGE, 2007).

Figura 2 - Estrutura quimica dos flavondides

O

C
S

Fonte: Adaptado de ANGELO e JORGE (2007)
Os écidos fendlicos (acidos hidroxibenzdicos) possuem estrutura comum,

Ces-C1 (BALASUNDRAM et al., 2006), como os acidos galico, p-hidroxibenzoico,

protocatecuico, vanilico e siringico.
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Ja os acidos hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com trés carbonos
que formam uma cadeia lateral (Cs-C3), como os &cidos caféico, ferulico, p-cumarico
e sindptico, sendo os mais comuns (BRAVO, 1998).

Um grupo importante de flavonoides séo os flavonois, e que o diferencia dos
demais flavondides é a presenca do grupo hidroxilico (na posicdo 3) e do grupo
carbonilico (na posicéo 4) no anel C. Os flavondis ocorrem em alimentos geralmente
como O-glicosideos, com mono, di ou triglicosideos. Os mais encontrados sao a
guercetina e miricetina (MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). Na Figura 3

podem ser observadas as estruturas quimicas desses principais compostos.

Figura 3 - Estrutura das classes de flavonoides mais encontrados

OH
OH

HC OH

OH

CH @] CH O
Quercetina Miricetina

Fonte: Adaptado de Fujita (2015)

Maeda et al., (2006), a partir de estudo realizado utilizando o néctar de
camu-camu, afirmam que o sabor amargo e adstringente € acentuado e
caracteristico do fruto. E necesséria a utilizacdo da despolpadeira, para separacio
da polpa, para que ndo ocorra, a trituracao do epicarpo e/ou quebra das sementes,
uma vez que sdo nestas partes tissulares que concentram a maior parte dos
compostos fenolicos (MAEDA et al.,, 2006), podendo apresentar concentragcdo na
faixa de 1,37 % (SILVA, 1997) a 2,11 % (ANDRADE, 1991).
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3.2.2 FLAVONOIDES

Os flavondides sdo os compostos de fenol e pode ser divididos em seis
subclasses principais: flavonas, flavanonas, flavondis, flavonéides, antocianinas e
isoflavonas, respectivamente representadas na (Figura 4). Dessas espécies, 0S
flavondis sao os flavonodides mais amplamente representados nos alimentos. Nos

frutos é possivel encontrar flavonoides como a quercetina, rutina e kaempferol.

Figura 4 - Compostos fenolicos (flavondides) com atividade antioxidante

9 g g9
OH /O‘H

FLAVONOIDE FLAVAN-3-0L ANTOCIANIDINA
C | ‘ A I 0
Ty
0 0

FEAVOMA FLAVANONMA CHALCONA

Fonte: Autoria propria (Chemistry 4D Draw)

3.2.3 HABILIDADE QUELANTE

Aproximadamente 65 % dos ions Fe2* em nosso organismo estao ligados a
hemoglobina, em torno de 4 % a mioglobina, 1 % aos compostos hémicos que
promovem oxidacao celular, menos de 1 % a transferrina do plasma sanguineo e
entre 15 e 30 % estdo na forma de ferritina (BOROSKI et. al., 2015).

No entanto, o ion Fe?* livre e na presenca de Oz, é facilmente convertido
para o ion Fe3*, originando o radical superéxido (O2™), conforme expresso a seguir
(1). Estes radicais formados podem reagir com compostos organicos, iniciando uma
reagdo em cadeia originando outros radicais livres, como alquila (R%), peroxila
(ROOQ¢), entre outros (BOROSKI et. al. 2015).

—_—

Fe?+ Oz Fe¥ + 02" (1)
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Em 1970, Lawrence L. Stookey desenvolveu uma técnica de analise para
determinacao de ferro (Il), baseada na habilidade quelante da ferrozina (3-(2-piridil)-
5,6-bis(4cido4-fenilsulfénico)-1,2,4-triazina) (Figura 5), em formar um complexo
estavel e solavel em agua, com este ion (BOROSKI et. al., 2015). Esta técnica vem
sendo muito utilizada para determinar a atividade antioxidante de diversos tipos de
amostras, sendo que o mecanismo de acdo antioxidante avaliado, como o0 proprio

nome sugere, € a habilidade quelante (ALVES et. al., 2010).

Figura 5 - Estrutura da ferrozina
o
[l

HO—5=0

Fonte: Autoria propria (Chemistry 4D Draw)

Substancias que imobilizam o ion Fe?* através da formacdo de quelatos
podem ser utilizadas, atuando desta forma como antioxidantes, para assim impedir
oxidacdo de ions metalicos (SILVA, 2013). Vale ressaltar que estas substancias
devem ter um ou mais elétrons livres para possibilitar a ligagdo com o metal central
na hemoglobina, por exemplo.

A ferrozina forma um complexo cor-de-rosa com o Fe?*, o ion complexo
[Fe?*(ferrozina)s]?*, cuja concentracdo pode ser obtida através da medida de
absorvancia em 562 nm. A presenca de grupamentos sulfénicos na estrutura
favorece sua solubilidade em agua (BOROSKI et. al., 2015).

Quando a amostra contém substancias que também formam complexos
estaveis com o Fe?*, estas competem com a ferrozina e a absorvancia do complexo
[FeZ*(ferrozina)s]?*, diminui, portanto, uma diminuicdo na absorvancia indica a pre-

senca de atividade antioxidante na amostra (BOROSKI et. al., 2015).
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Vérias modificacdes e adequacdes da técnica inicial foram efetuadas para
aplica-la em diferentes tipos de amostras, tais como: algas, cogumelos, tecidos
musculares, plasma sanguineo, entre outras (BOROSKI et. al., 2015). E importante
destacar que o pH entre 4 e 10 é o ideal para a formacdo do ion complexo
[Fe?*(ferrozina)s]?* (STOOKEY, 1970). Caso a solu¢do contendo a amostra apresente
um valor de pH fora desta faixa, 0 mesmo deve ser ajustado. O ajuste deve ser

realizado com solucédo aquosa de NaOH ou HCI 0,10 mol L.

3.2.4 ABTS

Este método se da devido a captura do cétion radical &cido 2,2 -azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfanico)™ (ABTS™) e tem sido empregado para determinar a
capacidade antioxidante em diferentes matrizes, sendo elas hidrofilicas ou lipofilicas
(KARADAG et. al., 2009).

Segundo BOROSKI et. al., (2015), existem algumas criticas com relagéo aos
métodos radicalares, como o fato dos radicais empregados nestas andlises néo
serem encontrados naturalmente em sistemas biologicos. Além disso, por meio do
método ABTS ndo € possivel avaliar a capacidade antioxidante de nenhum
composto com potencial redox menor do que o mesmo. No entanto, a determinacao
da capacidade antioxidante através da captura do ABTS™ vem sendo muito aplicada,
na analise de vegetais, frutas, plantas medicinais, vinhos, 6leos essenciais e bebidas
(SANCHEZ- MORENO, 2002).

A ampla aplicacdo do método ABTS, se deve ao fato de ser considerada
uma técnica pratica, rapida, de alta sensibilidade e que produz resultados confiaveis,
além de utilizar um cation radical muito estavel (BOROSKI et.al., 2015).

Quando empregada a técnica em questdo, a atividade antioxidante da
amostra é medida através da sua capacidade em estabilizar o cétion
radicalar ABTS presente na solugdo, que volta a forma do composto neutro
ABTS. O deslocamento do equilibrio entre as duas formas do ABTS
ocasiona a descolora¢céo da solucéo e a diminuicdo da absorvancia em 734
nm (BOROSKI et. al., 2015).

E necesséario gerar a espécie estavel ABTS™ através de uma reacdo de
oxidacdo do composto ABTS, para que a técnica seja desenvolvida. A reacdo de

oxidacdo pode ser quimica, utilizando diéxido de manganés, persulfato de potassio
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ABAP (2,2'-azo-bis (2-amidinopropano)); enzimatica, empregando enzima
peroxidase ou metamioglobina, ou, ainda, eletroquimica (SANCHEZ- MORENO,
2002).

A espécie ABTS™ formada possui coloracdo verde escura, com absorgcédo em
comprimentos de onda distintos em 414, 752 e 842 nm em meio aquoso e em 414,
730 e 873 nm, em meio alcodlico (KARADAG et. al., 2009). Estes comprimentos de
onda podem variar dentro de um pequeno intervalo de acordo com a matriz da
amostra, ou do solvente empregado e equipamento. A coloracdo verde escura do
ABTS™ se torna mais clara a medida que vai sendo convertido em sua forma neutra
de ABTS (BOROSKI et. al., 2015).

A determinacdo do ABTS™, durante a analise, é realizada na regido de 734
nm. Isto diminui as interferéncias de varios pigmentos que absorvem radiacdo
eletromagnética em comprimentos de onda menores e de compostos resultantes de
reacoes secundarias (BOROSKI et. al., 2015). Sendo uma vantagem deste radical
frente aos demais.

De acordo com BOROSKI et. al., (2015), o tempo necessério para a reacao
entre o ABTS™" e os compostos antioxidantes presentes na amostra pode variar de 1
a 30 minutos, sendo frequentemente utilizado 7 minutos.

O método de ABTS, é também conhecido como método de capacidade
antioxidante de equivalente Trolox (SANCHEZ-MORENO, 2002), quando se utiliza
este padrdo para expressar os resultados. A metodologia proposta por BOROSKI et.
al., (2015), apresenta-se como uma metodologia alternativa economicamente
acessivel. Sendo esta da Embrapa Agroindastria Tropical — CE, que elaborou o
Comunicado Técnico 128 (BRASIL, 2007), no qual descreve o método da captura do
cation radicalar ABTS para a determinacdo da capacidade antioxidante total em

frutas.

3.2.5 ACIDO ASCORBICO

O &cido ascorbico é uma vitamina, podendo ser encontrada em fontes, como
por exemplo, frutas citricas, brécolis e tomates (CANTER et. al. 2007).

O acido ascorbico, conhecido como vitamina C, é um antioxidante, bem
como outras vitaminas e muitos outros nutrientes de origem vegetal (WINIFRED,

1982). O acido ascorbico e seus ésteres funcionam como antioxidantes, protegendo
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duplas ligacfes e eliminando o oxigénio, através da reacéo que ocorre. A atividade
dos ascorbatos foi demonstrada em 6leos vegetais, gorduras animais, vitamina A,
carotenoides, 6leos citricos e em alimentos que contém gordura, tais como peixe,
margarina e leite (AUDERA et. al. 2001).

Figura 6 — Estrutura molecular do acido ascérbico

HO

Fonte: Autoria propria (Chemistry 4D Draw)

A eficiéncia dos ascorbatos como antioxidantes depende do substrato e dos
compostos a serem protegidos. Uma vez que as posi¢cdes 2 e 3 do &cido ascorbico
sdo substituidas, os dois radicais livres formados nestas posicfes podem ser
intermediarios na eliminacdo de oxigénio e inibicdo da formacdo de radicais em
ligagbes duplas (WINIFRED, 1982).

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia € uma técnica de separacdo de substancias em uma
amostra. A separacdo ocorre devido a particularidade das estruturas moleculares
das substancias que se quer separar e a composicdo molecular da amostra. Para
tal, envolve uma fase estacionéaria (um sélido ou um liquido suportado em um sélido)
e uma fase movel (um liquido ou um gas) (COLLINS et. al., 1993, LOUGH et. al.,
1995).

As separagOes cromatograficas podem ser realizadas utilizando diversas
fases estacionarias, sendo elas, silica imobilizada em placas de vidro (cromatografia
em camada delgada), silica imobilizada em coluna de vidro (cromatografia em
coluna), silica imobilizada ou compactada em colunas metalicas (cromatografia
liquida de alta eficiéncia), papel filtro (cromatografia em papel), coluna capilar com
paredes internas recobertas com um filme fino (um), de FE liquida ou sdélida

(cromatografia gasosa), coluna Recheada com sélido pulverizado (FE sélida ou FE
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liquida depositada sobre as particulas do recheio) (cromatografia gasosa), (CHAVES
et. at.,, 1997, MALDANER et. at., 2010).

A fase moével flui através da fase estacionaria e transporta os componentes
da mistura com ela. Componentes da amostra que exibem interacbes mais fortes
com a fase estacionaria moverdo mais lentamente através da coluna do que
componentes com interacdes mais fracas. Esta diferenca causa a separacdo dos
componentes (COLLINS et. al.,, 1993). O principio cromatogréfico pode ser

observado na Figura 7.

Figura 7 - Principio cromatogréfico. Separacgao de trés analitos a partir de sua interagdo com a

fase estacionaria e fase mével

Frrr

8 4

Fonte: Adaptado de COLLINS, C.H et. al., (1993).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma forma altamente
melhorada de cromatografia liquida em coluna. Em vez de um solvente ser deixado
escorrer através de uma coluna sob a gravidade, é realizado altas pressdes de até
400 atm, tornando-a muito mais rapido (COLLINS et. al. 1993, LOUGH et. al . 1995).

Os principais componentes podem ser observados na Figura 8.
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Figura 8 - Principais componentes
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Fonte: Adaptado de COLLINS, C.H et. al., (1993).

Nesse esquema S&o0 representados 0S principais componentes de
equipamento de CLAE, onde a fase movel € bombeada a alta pressdo por todo o
sistema. O injetor € responsavel por realizar a coleta da amostra e a mesma é
colocada no sistema por meio da fase movel. Uma vez que a amostra se encontra
no sistema, a coluna cromatografica € responsavel por realizar a separacao das
espécies. O sistema de CLAE também possui mais dois componentes, um
responsavel por observar a saida das espécies depois da separacdo da coluna,
conhecido como detector e um componente responsavel por converter os dados do
detector para um formato que se pode quantificar (COLLINS et. al., 1993).

A separacdo na cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ocorrer de
varias maneiras, dependendo da matriz e substancias que se pretende separar. Por
exemplo, CLAE de fase normal: Separa os analitos com base na polaridade,
utilizando fase estacionaria polar e fase mével ndo polar. As amostras polares sédo
assim retidas na superficie polar da coluna mais fortemente do que os materiais
menos polares (COLLINS et. al., 1993).

J4 a CLAE de fase reversa, a fase estacionaria € de natureza nao polar
(hidrofobica), enquanto que a fase movel é um liquido polar. O principio de
separacdo baseia-se em interacdes hidrofébicas, portanto, quanto menos polar o
material é, mais tempo ele sera mantido na fase estacionaria. Esses sdo 0s
exemplos mais usuais, entretanto existe também a cromatografia por exclusao de
tamanho, troca ionica, HILIC (cromatografia de interacdo hidrofilica), entre outras
(COLLINS et. al., 1993).
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Uma das grandes vantagens da CLAE € a sua capacidade de separar varios
tipos de moléculas. Consequentemente, foi necessario desenvolver varios tipos de
detectores, devido as particularidades das moléculas separadas. Comercialmente
encontra-se com mais facilidade detectores do tipo UV-VIS (ultravioleta visivel) e
DAD (Detector de Arranjo de Diddos), indice de refracdo, dispersdo de luz,
espectrometro de massa, detector de condutividade e detector de fluorescéncia
(COLLINS et. al., 1993, LOUGH et. al., 1995).

3.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia é desenvolvido com
base em levantamentos bibliograficos dos compostos de interesse, buscando
elucidar suas estruturas e determinar os parametros de quantificacdo das mesmas.
Estes, considerando a polaridade do eluente e da coluna, temperatura de
degradacdo do analito de interesse, tempo de analise conforme estabilidade do
analito e solubilidade.

A metodologia analitica a ser desenvolvida e validada, deve seguir conforme
guia Q2 (R1) da ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizagdo) de 2005,
contemplando as figuras de mérito de especificidade, linearidade, limite de
quantificacdo, deteccéo, precisao, exatidao e robustez.

A seletividade do método é comprovada pelo teste de pureza de pico, no
qual os picos devem possuir homogeneidade espectral. Essa pureza é apresentada
pelos valores de purity angle (angulo de pureza) e purity threshold (limite de pureza),
gerados por softwares, do conjunto de dados adquiridos pelo sistema DAD alocado
no detector do cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia. Desta forma, é possivel
visualmente identificar a homogeneidade espectral através das linhas tracadas no
cromatograma, para os valores de pureza (angulo e limite), as quais nao devem se
cruzar, logo ndo se tem uma co-eluicdo naquele comprimento de onda, podendo
assim avaliar a seletividade do meétodo, ou seja, a capacidade do método
cromatografico de separar compostos que sao estruturalmente semelhantes.

Para a analise de linearidade, as amostras devem contemplar a faixa de
concentracdo a serem trabalhadas. Apos andlise do(s) analitos (s), todos os valores
encontrados devem demonstrar-se lineares a partir do coeficiente de correlacao

oriundo da curva tracada, considerando os resultados obtidos, o qual deve ser
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préximo ou superior a 0,99. Assim, atendera o critério de aceitacdo estipulado pelo
ICH (2005).

A precisdo de um método é avaliada pela proximidade entre os resultados
obtidos das amostras avaliadas por meio de célculo de dispersdo de dados por
Desvio Padréao Relativo (DPR). E apds tratamento dos dados, os resultados obtidos
de DPR para as precisbes 1 e 2 devem encontrar-se dentro do valores
determinados, conforme tabela da AOAC, Apéndice F, 2016, o qual leva em
consideracao a concentracéo trabalhada para determinar as especificagdes.

A robustez indica a capacidade de um método analitico em resistir a
pequenas e deliberadas variagcdes (ICH, 2005). O método é considerado robusto
qguando a variagao de teor dos analitos for inferior aos valores determinados para
desvio padréo na repetibilidade, além da comprovacédo de homogeneidade espectral,

conforme apresentado na especificidade.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 ANALISE DE VARIANCIA

A Andlise de Variancia (ANOVA) trata-se de um método estatistico que
permite realizar comparacdes simultdneas entre duas ou mais médias, ou seja,
permite testar hipoteses sobre médias de distintas populacbes. Ou ainda, para
comparar trés ou mais tratamentos.

Um tratamento € uma condicdo imposta ou objeto que se deseja medir ou
avaliar em um experimento. Normalmente, em um experimento, é utilizado mais de
um tratamento, existem, portanto, muitas variagdes da ANOVA devido aos diferentes

tipos de experimentos que podem ser realizados.

3.5.2 TESTE DE COCHRAN (HOMOCEDASTICIDADE DE VARIANCIA)

O teste de Cochran é aplicado apenas quando todos os desvios padrédo séo
obtidos a partir de um mesmo numero de resultados em condi¢des de repetibilidade,
Ou seja, para numeros iguais de repeticdo dentro de cada nivel, comparando a maior
variancia com as demais. E um teste unicaudal, aceito depois de verificar a

uniformidade da regressdo e comparar a maior variancia com as demais (ALVES,
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1976). O teste consiste em calcular C e comparar com C tabelado, conforme

Equacéo (2).

2

Spix maior variancia

C= )

Z{-‘zl siz soma de todas as variancias

Em que:

k: representa o nimero de niveis do fator;
s representa a variancia amostral;

s? max: maior variancia;

i: representa o numero de medidas em cada nivel do fator;

De modo que se a repetibilidade das medidas é independente do valor da
concentracdo, esta condicdo de variancia uniforme € chamada homocedastica e

quando ndo uniforme heterocedastica.

3.5.3 TESTE DE TUKEY PARA COMPARACAO DE MEDIAS

Apos conclusao de existéncia de diferenca significativa entre os tratamentos
por meio da andlise de variancia, pode-se avaliar a magnitude destas diferencas
utilizando um teste de comparacdes multiplas.

O teste de Tukey permite testar qualquer contraste, sempre, entre duas
médias de tratamentos, ou seja, ndo permite comparar grupos entre si. O teste
baseia-se na Diferenca Minima Significativa (DMS ) (ANJOS, 2010). A estatistica do
teste é dada da seguinte forma:

QMRes

®3)

Em que, é a amplitude total (valor tabelado), QMRes é o quadrado médio do
residuo, e r € o numero de repeticbes. O valor de q depende do numero de

tratamentos e do niumero de graus de liberdade do residuo. Também, em um teste
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de comparacdes de médias, deve-se determinar um nivel de significancia a para o
teste. Normalmente, utiliza-se o nivel de 5% (ANJOS, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

4.1.1 EQUIPAMENTOS E SOFTWARES

Os equipamentos e softwares utilizados foram: Balanca Analitica, Shimadzu
modelo AY220; Multiprocessador, Philips Walita, modelo RI7632; Estufa de
secagem, modelo MAO033/1 Marconi; Bomba a vacuo, Prismatec, modelo 132;
Vortex, Phonexis Lab; Agitadora orbital, Thoth modelo 6430; Centrifuga Parsec,
modelo CT308; Evaporador rotativo, Marconi modelo MA 120; Banho
ultratermostatico, Quimis, modelo 0214M2; Espectrofotbmetro UV-Vis PG
Instruments, modelo T80+; Lavadora ultra-sbnica digital, Sanders medical, modelo
SoniClean 2; Liofilizador Liotop, modelo L101; Cromatografo liquido de alta
eficiéncia, Shimatzu LC 2030C 3D e Thermo Scientific Ultra Mate 3000; Coluna
Cromatografica, Agilent, Eclipse XDB-C18 150 x 4,6 mm, 5 um; Pacote Office -
Microsoft Excel 2016; Pacote Office - Microsoft Word 2016; Quit Plot; Chemistry 4D
Draw; Empower 3 (Software Waters Empower™ 3) Design-Expert, ChemSketch e

Thermo Scientific™ VISIONIite™ Spectrophotometer Software.

4.1.2 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: Membrana PVDF (fluoreto de polivinilideno)
0,45 um, membrana de filtracdo, seringa plastica, seringa de vidro, pipeta de paster,
béqueres, baldes volumétricos, micropipetas, ponteiras, funil de buchner, aparato de
filtracdo, espatula, erlenmeyer, kitassato, papel filtro, papel aluminio, microtubo, tubo
falcon, suporte plastico, suporte metalico, recipientes de vidro, proveta, baldo de

fundo redondo, cubeta, papel macio, grau, pistilo, placa de petri e etiquetas.

4.1.3 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram de alta pureza analitica (grau espectroscopio):
Etanol absoluto; acido gélico; reagente Folin Ciocalteau; carbonato de sodio;

guercetina; metanol; cloreto de aluminio; trolox (acido () —6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcromano-2- carboxilico); sulfato ferroso; acido trifluoroacético; EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético); agua ultra purificada.
4.1.4 AMOSTRA

O fruto in natura(camu-camu) foi adquirido na Feira Evaristo Castro da Silva
no Municipio de Tabatinga — Amazonas. Posteriormente, estes foram lavados,
congelados e enviados ao Laboratério de Processos Quimicos da Universidade
Tecnologia Federal do Parana, Campus Toledo, onde foi armazenado em freezer até
as analises. Anteriormente a cada analise, parte da quantidade do fruto preparou-se

0s extratos e outra quantia realizou-se a liofilizagéo.
4.2 METODOS
4.2.1 ANALISE DE COMPOSIQAO CENTESIMAL
4.2.1.1 UMIDADE
Pesou-se em balanca analitica e em triplicata 2,0 g de cada amostra,
previamente processada para as placas de Petri, em seguida, foi colocadas na

estufa a temperatura de 105 °C e deixou-se por 3 horas. Calculou-se a porcentagem

por diferenca de massa, conforme Equacéo 4.
A-B
% UMIDADE = -— +100 (4)
Em que:
A = Peso da placa + amostra
B = Peso da placa + amostra depois de submetida a temperatura de 105°C

C = Peso da placa

Em seguida, colocou-se em um dessecador, para atingir temperatura

ambiente. ApoOs ter atingido, pesou-se em balanca analitica, o conjunto de placas
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contendo a amostra ja seca. Descontou-se 0 peso da placa vazia para obter-se o
peso da amostra seca.

O peso da agua evaporada e compostos volateis é igual a diferenca entre o
peso da amostra Umida do peso da amostra seca. Os sélidos totais sdo calculados,
pela diferenca entre o peso total da amostra e o peso de agua (livre).

Para esta andlise utilizou-se a metodologia descrita nos Métodos Fisico-
Quimicos para Analise de Alimentos - 42 Edicdo 12 Edi¢do Digital, Instituto Adolfo
Lutz, 2008.

4.2.1.2 TECNICA DE DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

Pesou-se em balanca analitica e cadinho calcinado 5,0 g de amostra.
Transferiu-se o cadinho para mufla a 550 °C, até visualmente ter ocorrido a
eliminacdo completa do carvao, ou seja, até que ocorresse total destruicdo da
matéria organica e compostos volateis, obtendo-se cinzas brancas.

Retirou-se o cadinho e deixou-o até atingir temperatura ambiente em
dessecador e na sequéncia pesou-se em balanca analitica. O resultado obtido foi
calculado (em porcentagem de cinzas) conforme Equacéo 5.

. Peso da cinzax 100
% Cinza = (5)

Peso da amostra

Metodologia conforme Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos -
42 Edicao (12 Edicao Digital), Instituto Adolfo Lutz, (2008).

4.2.1.3 PROTEINAS TOTAIS

Pesou-se em balanca analitica e papel manteiga 500,0 mg da amostra.
Colocou-se no tubo de digestdo. Pesou-se em balanca analitica 2,5 g de sulfato de
sédio e adicionou-se ao tubo, verteu-se 12,0 mL de solugcdo sulfo-cuprica (solugéo
catalitica de acido sulfurico e sulfato de cobre).

Levou-se a amostra para digestdo a uma temperatura de até 420 °C
obtendo-se uma solucdo esverdeada. Na sequéncia, adicionou-se hidroxido de

sédio e realizou-se a destilacdo, o destilado foi coletado em um erlenmeyer

35



contendo 12,0 mL de acido borico 4,00 % em erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-se
40 mL de agua destilada e trés gotas de indicador vermelho de metila, obtendo-se
uma solucdo de coloracdo verde. Realizou-se titulagdo da amostra com Aacido
sulfarico 0,1 mol L. O percentual de proteina foi calculado conforme Equacéo 6.

K x V x Fator

Proteina (%) = > (6)

Sendo:

K =Fc x0,0014 x 100

Fc = fator de correcéo da solugédo de acido cloridrico 0,1 mol L.

P = massa da amostra em gramas.

V = volume da solucao de &cido cloridrico gasto na titulacao.

Fator = fator de converséo do nitrogénio em proteina (6,25 outros produtos).

Metodologia conforme Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos -
42 Edicao (12 Edicao Digital), Instituto Adolfo Lutz, (2008).

4.2.1.4 LIPIDIOS TOTAIS

Pesou-se em balanca analitica e cartucho de Soxhlet, previamente
preparado com papel filtro e algodéo, 3,0 g de amostra. Na sequéncia o cartucho foi
preenchido com algodao, até cobrir toda a amostra e seco em estufa a 105 °C por
duas horas. Posteriormente, colocou-se o cartucho dentro do extrator de Soxhlet e
adicionou-se 250 mL de éter de petrdleo por 4h.

Pesou-se e foi repetida a operacdo de aquecimento por 30 minutos na
estufa, para todas as amostras e posterior resfriadas até peso constante
(aproximadamente duas horas).

A Equacédo 7, foi utillizada para avaliagdo dos dados obtidos, para

procentagem de lipidios.

PL%100
L )

Lipidios (%) =
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Sendo:
PL = Peso do baldo com gordura — Peso do baldo antes da extracao.

P = peso da amostra.

Metodologia conforme Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos -
42 Edicao (12 Edicao Digital), Instituto Adolfo Lutz, (2008).

4.2.1.5 FIBRA BRUTA

Realizou-se a digestéo acida (H2S0O4 1,25 %) com refluxo por 30 min a partir
da ebulicdo. Em seguida lavou-se a amostra com agua quente até neutralizacao.
Posterior, realizou-se a digestéo alcalina (NaOH 1,25 % (m/v)) com refluxo por 30
min, a partir da ebulicdo e lavou-se a amostra com agua quente até neutralizacdo da
mesma.

Posteriormente, lavou-se a amostra utilizando 5,0 mL de acetona e 5,0 mL
de alcool etilico. Transferiu-se a amostra do bag de nylon para cadinho de Gooch.
Os cadinhos foram identificados conforme cada amostra e forrados com uma
camada grossa de la de vidro no fundo, tratados em mufla a 500 °C por 2 h e
colocados em dessecador até temperatura ambiente para a pesagem. Apos
tranferéncias, filtrou-se a vacuo. Na sequéncia, as amostras foram colocadas em
estufa a 105 °C por aproximadamente 4 h, pesou-se, e colocou-se em mufla a 550
°C por 2 h e novamente foram pesadas para o calculo do percentual de fibra bruta

(Equacéo 7).

Fibra bruta % = % * 100 (7)

Sendo:

A= massa do cadinho+residuo
B
C

massa do cadinho+cinza

massa da amostra

A Metodologia utilizada foi conforme AOAC (Crude Fiber Analysis in Feeds
by Filter Bag Technique Ba 6a-05. 2009).
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4.2.1.6 CARBOIDRATOS TOTAIS

Os valores para carboidratos foram calculados através da diferenca em
porcentagem, da soma dos demais compostos.

4.2.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

4.2.2.1 OTIMIZACAO DA OBTENCAO DOS EXTRATOS PARA AVALIACAO DO
POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Um planejamento fatorial 22 foi utilizado para obtencédo dos extratos, de
modo que, adotou-se o tempo de extracdo (agitagdo em agitadora orbital), como
fator 1 e temperatura fator 2. Este visou encontrar quais as variaveis que mais

afetam o processo, assim como a interacao entre elas, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Planejamento fatorial 22 variaveis codificadas e ndo codificadas

Extratos Variaveis ndo codificadas Variaveis codificadas (tempo
(tempo (h) e temperatura °C) (h) e temperatura °C)
1 1,0 25 -1-1
2 4,0 25 +1-1
3-6 25 35 00
7 1,0 45 -1+1
8 4,0 45 +1+1

Foram preparados os extratos para cada condi¢cdo, alterando (intercalando)
o fator 1 , de modo que os resultados da triplicata dos extratos preparados a 25 °C,
foram identificados como 1 e 2, e 45 °C os extratos identificados como 7 e 8. O
ponto central que foi preparado em quadruplicata, nas condi¢cbes centrais (2,5 h 35
°C), representados pelos extratos 3 a 6. A definicdo destas variaveis (tempo e
temperatura) e dos valores dos niveis, baseou-se na metodologia proposta por
BOROSKI et. al., 2015.

Vale ressaltar que as variaveis expressam as possiveis solucdes ao
problema, aquelas que podem ser alteradas para atingir melhor o objetivo. A
observacdo dos efeitos de variaveis e interacbes entre elas é de extrema
importancia para que se entendam 0s processos a serem monitorados em um

determinado sistema.
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Quando empregada uma otimizacdo univariada, ndo € possivel detectar
interacOes entre as variaveis estudadas (Pereira-Filho et al., 2002) e isso torna a
otimizacao de um determinado processo/procedimento menos eficiente.

Os extratos do fruto in natura e das diferentes dietas foram obtidos a partir
de 2,0 g de amostra previamente processadas. Os preparos foram realizados
conforme planejamento fatorial. De modo que para o fruto e as diferentes
composi¢coes os preparos foram realizados em triplicata, utilizando toda a fruta e
composicoes inteiras.

Com os processados em temperatura ambiente, pesou-se aproximadamente
2,0 g de amostra em um erlenmeyer de 50 mL. Na sequéncia adicionou-se 10,0 mL
de etanol absoluto e homogeneizou-se em vortex por aproximadamente 2 minutos.
Apés esta etapa, a solucado foi submetida a agitacdo, conforme planejamento
definido, em agitadora orbital ao abrigo da luz.

Em seguida, as amostras foram filtradas, a vacuo, com papel filtro
quantitativo e avolumadas em bal6es volumétricos de 25,0 mL com etanol 70 %. Os
filtrados foram acondicionados em tubos tipo Falcon até que fossem realizadas as

analises.

4.2.2.2 FENOLICOS TOTAIS

A solucdo padrédo de acido galico, foi preparada sob protecdo da luz,
perfazendo uma concentracdo de 200 g L. Para a curva de calibracdo foram
efetuadas diluicdes desta solucdo, para concentracdes entre 0-150 g L.

Adicionou-se 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:1), a 250 uL
solucdo de extrato da amostra teste (ou da solugdo padrdo para a curva de
calibracdo), 500 uL da solugao saturada de carbonato de sédio e 4,0 mL de agua
destilada. Os tubos foram agitados, de modo que se manteve em temperatura
ambiente e sob protecéo da luz por 25 minutos. Na sequéncia centrifugou-se por 10
minutos a 3000 rpm, utlizando centrifuga da marca Parsec, modelo CT308.
Preparou-se um branco, utilizando 250 yL de etanol 99 % no lugar da amostra e
prosseguiu-se com as mesmas condi¢des conforme descrito para a amostra. A
absorcdo maxima em 725 nm foi determinada em espectrofotometro UV-Vis. O
resumo de tal procedimento pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9 - Método de fendlicos totais
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A absorvancia foi medida em espectrofotometro a 725 nm. Os resultados
dos compostos fendlicos totais sdo expressos em equivalente de acido galico (EAG
g por 100 g de extrato), com base na equacgao da reta da curva de calibracdo de

acido gdlico preparada previamente. Posterior, realizou-se leitura.

4.2.2.3 HABILIDADE QUELANTE

O padrdo de EDTA, foi preparado a 0,0015 mgL' de EDTA. Foi iniciada a
analise a partir da adicdo de 3,0 mL de solucdo contendo a amostra em um tubo de
ensaio com tampa, seguida da adicdo de 0,1 mL de FeCl> a 2 mmol L e fez-se a
leitura da absorvancia em 562 nm, que representa a absorvancia da solucdo da
amostra (Ao).

Apbs a primeira leitura de absorvancia, a reacao foi iniciada pela adicdo de
0,2 mL de ferrozina a 5 mmol L, seguida de agitacdo vigorosa por um minuto em
vortex e nova leitura de absorvancia em 562 nm (A1), apOs ter aguardado dez
minutos de repouso. Para controle positivo, utilizou-se uma solucdo de EDTA 50
umol L que foi utilizada no lugar da amostra, tanto para o Ao, quanto para a medida
da atividade antioxidante utilizando a ferrozina (Ai1). Também mediu-se a
absorvancia (Abranco) de uma solugdo com 3,7 mL do solvente utilizado para preparar
a solucdo com a amostra e os demais reagentes, inclusive a ferrozina, que
representou a absorvancia inicial do ion complexo [Fe?*(ferrozina)3]2*.

A porcentagem de inibicao de formacao do ion complexo [Fe?*(ferrozina)3]2*
esta diretamente relacionada com a atividade antioxidante da amostra, pois, quanto

maior for esta inibicdo, maior sera a competicdo em formar complexos estaveis com
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Fe*2, imobilizando-o e resultando em um decréscimo na intensidade da cor rosa do
ion complexo [Fe?*(ferrozina)®]?*. A habilidade quelante da amostra é determinada

pela Equacéo 8, expressa abaixo (KUDA et al., 2005).

Habilidade quelante (%) = {W} x 100 8)

Sendo:

Abranco =Absorvancia inicial do ion complexo [Fe?*(ferrozina)3]?* com 3,7 mL
de solvente;

Ao = absorvancia da solugédo da amostra;

A1 = absorvancia do ion complexo [Fe?*(ferrozina)3]?* na presenca da
amostra.

Um valor baixo de A1 é resultante de uma elevada atividade antioxidante da

amostra; consequentemente, o percentual da habilidade quelante sera elevado.
4.2.2.4 CAPTURA RADICALAR POR ABTS

O padréo Trolox, utilizado na analise de ABTS, foi preparado dissolvendo
25,0 mg deste para baldo volumétrico de 50,0 mL, completou-se o volume com
etanol. A partir desta solucdo, foram preparadas outras solu¢cdes de Trolox nas
concentragées: 100, 500, 1000 e 1500 mol L* em baldes volumétricos de 5,0 mL.

Ao abrigo da luz, transferiu-se uma aliquota de 30 uL das solugdes de Trolox
(100, 500, 1000, 1500 e 2000 pmol L1), em triplicata, para as cubetas e
acrescentaram-se 3,0 mL da solucdo do ABTS™. Em seguida, a mistura foi
homogeneizada. Apés 6 minutos de repouso, fez-se a leitura de absorvancia da
mesma, em 734 nm. O mesmo procedimento foi realizado substituindo a solucao de

Trolox por etanol, para obtengéo do branco.
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Figura 10 - Método de ABTS
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Os célculos envolvidos na determinagdo da capacidade antioxidante frente
ao padrdo Trolox podem ser realizados a partir de solucbes de diferentes
concentracdo do extrato (BOROSKI et. al., 2015).

Para obtencéo da curva de calibragdo, as concentracdes de Trolox (umol L)
sdo plotadas no eixo x e as respectivas absorvancias no eixo y, obtendo-se a
equacao da reta através de regressao linear.

A partir da equacao da reta, calcula-se a absorvancia referente a 1000 pumol
L1 de Trolox. Substituindo-se na equacéo da reta o valor de x igual a 1000, tem-se
uma absorvancia (y), correspondente a 1000 pmol L' de Trolox. Por exemplo,
conforme Equacéo 9.

y = —0,00031x+ 0,68274

y = —0,00031.1000 + 0,68274 9

y = 0,3827

A partir das absorvancias obtidas das solucbes de diferentes concentracdes
dos extratos, plota-se um grafico com a absorvancia no eixo y e as diferentes
concentracdes da solucdo do extrato (mg L™?) no eixo x. Em seguida, determina-se a

equacdao da reta através de regressao linear.
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Para calcular a capacidade antioxidante da amostra em equivalente Trolox,
deve-se substituir o valor de absorvancia correspondente a 1000 umol L do padréo
Trolox, na equacao da reta obtida pela absorvancia do radical ABTS em funcédo da
concentragdo de extrato da amostra em 734 nm. O valor obtido para o termo X
corresponde a concentracdo de extrato (mg L) equivalente a 1000 pM de Trolox

conforme exemplificado na Equacéo 10.

y = —0,00031x+ 0,51506
0,38274 = —0,00031 x + 0,51506 (10)

x = 426,84 mg !

O valor de x igual a 426,84 mg L corresponde a concentracdo de extrato
(mg L) equivalente a 1000 umol L de Trolox. Considerando que a concentracédo da
solucdo de Trolox estd em 1L de solucdo, igual a da amostra, observa-se que a
capacidade antioxidante de 426,84 mg de extrato equivale a 1000 pmol L de
Trolox. A equivaléncia de 1g de extrato em pmol de Trolox € obtida através da

Equacéo 11.

1000 pmol de Trolox
0,42684 g de extrato

umol de Trolox gt extrato = = 2342,80 umol de Trolox g* extrato  (11)

Sabendo que a massa total de extrato obtido na extracéo inicial com etanol
foi de 1,413 g, isto equivale a 3310,37 pumol de Trolox (2342,80 umol de Trolox g
extrato x 1,413 g extrato).

Esta anélise pode também ser realizada empregando somente um extrato da
amostra, ou seja, a partir de uma solucdo de uma Unica concentracéo de extrato. No
entanto, € importante ressaltar que o emprego de curva com diferentes
concentracbes garantem dados mais confiaveis por minimizar o efeito da matriz no

experimento.

43



4.2.2.5 FLAVONOIDES TOTAIS

A solucao padréo de quercetina, foi preparada sob protecéo da luz, em uma
concentracdo de 2000 mg L. Em seguida foram efetuadas as devidas diluicdes em
etanol 99 %, para se obter solu¢des de concentracdo entre 0-160 mg L, a fim de
construir a curva de calibracao.

Adicionaram-se 250 pL da solugéo de cloreto de aluminio 5 % (v/v em etanol
99 %) e 4,25 mL de etanol a 500 pL da solugédo de extrato da amostra teste.
Agitaram-se 0s tubos e os mesmo foram mantidos em temperatura ambiente por 30
minutos. Preparou-se um branco nas mesmas condi¢cdes descritas para a amostra,

com etanol 99 %. A absorcdo maxima em 425 nm foi determinada em

A absorvancia foi medida em espectrofotbmetro a 425 nm. Os resultados

espectrofotometro UV-Vis contra o branco.

Figura 11 - Método de flavonoides
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Fonte: Autoria prépria. Software Pixabay.

dos flavonoides foram expressos em equivalente de quercetina (EQ em mg por 100
g de extrato), com base na equacado da reta da curva de calibracdo de acido galico
preparada previamente. Posterior, realizou-se leitura das amostras.

4.2.3 LIOFILIZACAO

Quando utilizado em experimentos, frutos, € possivel encontrar diferentes

percentuais de humidade para este, com o passar do tempo. Deste modo, para que
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se obtenha uma maior homegeneidade amostras, utiliza-se a anostragem em base
seca.

Logo, as amostras do camu-camu utilizadas para o preparo das solucdes
quantificadas a partir do emprego da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, foram liofilizadas, utilizando o Liofilizador Liotop, modelo L101. Lifilizou-se
por 72 h a -50 °C.

4.2.4 |DENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES E ACIDOS
FENOLICOS

Utilizou-se para identificacao e quantificacdo a técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccdo por absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta/visivel.

As condi¢des do sistema cromatografico foram:

Solugbes de Limpeza: Coluna: Metanol 10 % em agua (v/v)

Injetor: Metanol 70 % em agua (v/v)

Fase movel: Isocratico 50 % canal A : 50 % canal B

Canal A: Agua ultrapurificada acidificada com &cido fosforico (3,06 mmol L)
Canal B: Metanol

Fluxo: 0,5 mL min-t

Volume de injecdo: 20 uL

Coluna cromatogréfica: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) — AkzoNobel Kromasil
Temperatura: 35 °C

Equipamento: CLAE — Shimatzu LC 2030C 3D / Thermo Scientific Ultra Mate
3000Detector: DAD - UV/Vis: 370 nm

Tempo de corrida: 35,00 min

Tempo de retencéo aproximado: Acido siringico 4 min; Acido galico 10 min; Rutina
12 min; Acido elagico 16 min; Miricetina 17 min; Quercetina 33 min;

Preparou-se as solu¢des padrdo de &cido siringico, acido gélico, rutina,
acido elagico, miricetina, quercetina, sob protecdo da luz, em uma concentracao de
0,2 g L (solucdo estoque). Em seguida, foram efetuadas as devidas dilui¢ées, para

gue se chegasse as concentracdes descritas na Tabela 2. Inicialmente, adicionou-se
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40 % do volume do baldo com metanol e levou-se ao ultrassom por 5 minutos.
Posterior, foram adicionadas 10 % do volume agua purificada e 30 % de acido
cloridrico diluido e submeteu-se a vortex por 5 minutos. Em seguida, esperou-se até
que a solucdo estivesse em temperatura ambiente e o volume do baldo foi
completado com metanol. Filtrou-se com PVDF 0,45 pum.

Para analise de identificacdo dos flavonodides, apenas foi realizado o preparo
da solucdo estoque e preparado um mix, contendo seis padrdes (&cido siringico,
rutina, resverastrol, acido elagico, miricetina e quercetina), de modo que a
concentragdo de cada padréo foi de 0,05 g L%, na solucédo padrdo mix.

Posteriormente, foram realizadas diluicbes, a partir da solucdo estoque
preparada (0,2 g L), para se obter solu¢des de concentragdo de acordo com a faixa
linear de cada padrdo, conforme Tabela 2. Construiu-se, portanto, a curva de

calibracdo, para os flavondides e acidos fendlicos a serem quantificados.

Tabela 2 - Preparo das solug¢fes padréo para curva de calibracéo

Padréo Concentragdo g L?
Acido elagico 0,072 0,060 0,048 0,036 0,024
Miricetina 0,015 0,013 0,010 0,008 0,005
Quercetina 0,017 0,014 0,011 0,008 0,006

O preparo das amostras foi realizado em triplicata e sob protecéo da luz, em
uma concentracdo de aproximadamente 80 g L. Apds pesagem da amostra
liofilizada, foi realizada diluigdo. Inicialmente adicionou-se 40 % do volume do balédo
com metanol e levou-se ao ultrassom por 5 minutos. Posteriormente, foram
adicionadas 10 % do volume de agua purificada e 30 % de acido cloridrico diluido e
submeteu-se a vortex por 5 minutos. Em seguida, esperou-se até que a solucéo
estivesse em temperatura ambiente e o volume do bal&do foi completo com metanol.
Filtrou-se com PVDF 0,45 pum.

Apbés comprovagdo da aplicabilidade do meétodo (desenvolvimento da
metodologia analitica), realizou-se a quantificacdo e identificagdo dos flavonoides,

presente no fruto (camu-camu) e nas composi¢des nutricionais.
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4.2.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA, PARA
A DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO NO CAMU-CAMU POR CLAE

A metodologia analitica testada inicialmente, para determinacdo de &cido
ascorbico na amostra, baseou-se na metodologia desenvolvida e validada por Khiem
(2013). Porém, como tal metodologia apresentou desacordo com as especificacbes
do ICH (2005) e ndo se aplicou a matriz, um novo método foi desenvolvido e
validado.

Utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
por absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta/visivel. O sistema cromatografico

utilizado foi:

Solugdes de Limpeza: Coluna: Metanol 10 % em agua (v/v)
Injetor: Metanol 70 % em agua (v/v)

Fase movel: Isocratico 90 % canal A : 10 (%) canal B
Canal A: Acido Trifluoroacético 0,1 % (agua purificada)
Canal B: Acido Trifluoroacético 0,1 % (metanol)

Fluxo: 1,0 mL min*

Volume de inje¢édo: 10 uL

Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) — Agilent Eclipse XDB
Temperatura: 30 °C

Equipamento: CLAE — Shimadzu LC 2030C 3D

Detector: DAD - UV/Vis: 254 nm

Tempo de corrida: 5,00 min

Tempo de retencao aproximado: 1,74 min

Utilizou-se como diluente agua ultrapurificada.

Para preparo dos padrdes, pesou-se 10 mg do padrdo de acido ascoérbico
em baldo volumétrico (dmbar) de 100 mL, adicionou-se 50 mL de diluente. A mistura
foi submetida a ultrassom até completa solubilizacdo. Apds atingir temperatura
ambiente o volume foi completo com diluente. Por fim, foi filtrado em membrana
PVDF 0,45 um. A concentracao final da solugdo de acido ascérbico foi de 100 ug
mLL.

Apos realizagcdo de testes durante o desenvolvimento, foi encontrada a

massa a ser pesada de amostra, que apods término do preparo equivaleria a
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concentracéo de acido ascorbico igual a do padrdo. Deste modo, pesou-se 35,76 mg
da amostra de camu-camu, e transferiu-se para baldo volumétrico (d&mbar) de 100
mL, adicionou-se 50 mL de diluente e submetido a ultrassom até completa
solubilizagdo. Apo6s atingir temperatura ambiente o volume foi completo com
diluente. Por fim, foi filtrado em membrana PVDF 0,45 um.

Sabendo que, a validacdo deve demonstrar que o método analitico produz
resultados confidveis e é adequado a finalidade a que se destina, foram estimadas
as figuras de mérito de limite de detecc¢do, limite de quantificacdo, linearidade,
seletividade, precisdo, exatiddo, robustez e estabilidade. Isto, conforme preconiza
guia Q2 (R1) da conferéncia internacional de harmonizacdo (International
Conference on Harmonisation, ICH) que aborda o procedimento de validacao
analitica (ICH, 2005). As Equacdes 12 e 13 determinam os limites encontrados para

os teste de limite de deteccédo e quantificacéo, respectivamente.

3 % Média das concentragdes
LD = — 2 (12)
Média do S/N

__ 10 Média das concentragdes

LQ Média do S/N (13)

Apos comprovacdo da aplicabilidade do método (desenvolvimento da
metodologia analitica), realizou-se a quantificacdo do acido ascérbico (validacdo da
metodologia analitica) presente no fruto (camu-camu), pela técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

4.2.6 ANALISE ESTATISTICA
4.2.6.1 ANALISE DE VARIANCIA

A Analise de Variancia (ANOVA) foi realizada para tratamento estatistico dos
dados encontrados, a partir das analises de potencial antioxidante avaliados por
espectrofotometria e nas analises de quantificacéo de acidos fendlicos e flavondides.

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05, ou seja o critério de p <0,05.

Para anélise, utilizou-se o software Statistica 6.0.
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4.2.6.2 TESTE DE COCHRAN (HOMOCEDASTICIDADE DE VARIANCIA)

O Teste de COCHRAN foi aplicado na avaliagcdo dos resultados obtidos a
partir da andlise de linearidade realizada na validagdo da metodologia analitica para

a determinacao de acido ascorbico presente no camu-camu por CLAE.

4.2.6.3 TESTE DE TUKEY PARA COMPARACAO DE MEDIAS

O Teste de Tukey, foi realizado para tratamento estatistico dos dados
encontrados, a partir das analises de potencial antioxidante avaliados por
espectrofotometria e nas andlises de quantificacdo de acidos fendlicos e flavondides.

Para analise, utilizou-se o software Statistica 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DE COMPOSICAO CENTESINAL

Os ingredientes das diferentes dietas podem ser verificados na Tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagem de ingredientes utilizados para preparo das dietas (referéncia e
enriquecidas em 10 a 30 % com camu-camu in natura)

Camu-camu (%)

Ingredientes (%)

0 10 20 30
Farelo de soja 54,07 54,51 54,94 55,38
Camu-camu 0,00 10,00 20,00 30,00
Milho 31,31 20,87 10,44 0,00
Farinha de visceras 8,00 8,00 8,00 8,00
Fosfato bicélcico 2,87 2,87 2,87 2,87
Oleo de soja 2,00 2,00 2,00 2,00
Premix?! 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
DL — metionina 0,23 0,23 0,23 0,23
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02

'Suplemento mineral e vitaminico, niveis de garantia por quilograma do produto
(Supremais): Vit. A, 1.200.000Ul; Vit. D3, 200.000Ul; Vit. E, 12.000mg; Vit. K3,
2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac.
Félico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina,
65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg;
Zinco, 6.000mg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg.2Butil hidroxitolueno.

Fonte: Silva, (2019).

Na Tabela 4 podem-se observar os resultados da andlise de composi¢éao

centesimal do fruto e das diferentes dietas.
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Tabela 4 - Composicéo centesimal do camu-camu in natura e diferentes dietas, sem
enriquecimento e enriquecidas com o fruto in natura de 10 a 30 %

PROTEINA FIBRA CINZAS LIPIDIOS _ CARBOIDRATOS
0,
FRUTO UMIDADE (%)  gRuTA (%)  BRUTA (%) %) %) %)
In natura (Inteiro) ~ 86,31+ 0,34 0,79 0,02 0,86+005 024+003 058004 11,22 +1,42
PROTEINA __ FIBRA CINZAS LIPIDIOS _ CARBOIDRATOS
0,
DIETA UMIDADE (%) gpuTa (%)  BRUTA (%) %) (%) (%)

Referéncia 0 % 6,36 +0,28a 3260+242c 4,72+0,42c 859+145c 4,40+3,28¢c 43,33+2,82a

Enriquecida com

o fruto In natura 8,35+0,64a 32,12+3,58d 434+035d 8,54+0,98¢c 5,24+424b 41,41 +236b
(Inteiro) 10 %

Enriquecida com

o fruto In natura 751+051a 32,77+246b 481+032b 889+0,65hb 590+4,15a 40,12 £ 2,28 ¢
(Inteiro) 20 %

Enriquecida com

o fruto In natura 786 +055a 33,10+265a 531+056a 9,06+0,11a 593+344a 38,74+1,98d
(Inteiro) 30 %

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey. Média das analises em

triplicata + desvio padréo.

Dentre os resultados obtidos a partir da analise de composi¢cédo centesimal,
ressalta-se a porcentagem de umidade encontrada para o fruto, conforme expresso
na Tabela 4, o0 mesmo apresenta 86,31 %. Foi necessario no preparo dos extratos
utilizar o fruto in natura, previamente multiprocessado e macerado em grau e pistilo,
para obter-se homogeneidade. Diferentemente das amostras utilizadas nas analises
cromatograficas, as quais se utilizaram a amostra liofilizada, isto a fim de obter-se
maior repetibilidade dos resultados.

Apés analise dos resultados obtidos para as diferentes dietas, péde-se
observar que na maioria das analises houve variacdo estas na maioria das analises
significativas quando comparadas as dietas entre si. Exceto a diminuicdo da
porcentagem de proteina bruta que foi reduzida, porém a porcentagem de fibra
apresentou um aumento percentual, quando adicionado o fruto inteiro.

Devido a alteracdo na proporcéo dos ingredientes em cada dieta, a exemplo
o milho, ingrediente rico em carboidrato, que a cada dieta foi reduzido sua
guantidade em 30 %, de modo que foi adicionado o fruto distribuidamente em todos
os igredientes na mesma porcentagem, explica as variagdes encontradas nos
resultados das analises, pois propriedades destes ingredientes também sao

subtituidas quando alteradas suas porcentagens (quantidades).
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5.2 OTIMIZACAO DA OBTENCAO DOS EXTRATOS PARA AVALIACAO DO
POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Os extratos foram preparados conforme planejamento fatorial 22 proposto.
Utilizou-se para preparo dos extratos, o fruto in natura (inteiro), dieta referéncia e
dietas enriquecidas com o fruto in natura em 10 a 30 %.

A seguir estdo descritos os resultados encontrados para cada analise de

potencial antioxidante.

5.2.1 CURVAS DE CALIBRACAO

As curvas de calibracdo obtidas, estdo expressas na Figura 12.
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Figura 12 - Curvas de calibracdo de absorvancia versus concentracdo em equivalente de acido

galico (A), quercetina (B) e trolox (C), utilizados para andlises de potencial antioxidante a partir

da metodologia de compostos fendlicos, flavonéides e radicalar ABTS, respectivamente
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0,2

As equacdes das retas obtidas a partir das curvas de calibracdo dos padroes

(acido galico, quercetina e Trolox), os comprimentos de onda 0s quais mediu-se as

absorvancias e seus respectivos coeficiente de correlagdo podem ser observados na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Equacdo da reta e coeficiente de correlacédo obtido para cada metodologia de
potencial antioxidante, estes a partir da curva de calibrac&o de cada padr&o avaliado em um
dado comprimento de onda

COMPRIMENTO DE

METODOLOGIA EQUACAO DA RETA COEFICIENTE DE

ONDA (nm) CORRELACAO
Compostos fendlicos 720 Y =5,9328.x — 0,0089 0,997
Flavonéides 425 Y =1,1562.x + 0,0006 0,998
ABTS 734 Y =-1,2877.x + 0,7229 0,995

5.2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

A partir dos resultados expressos na Figura 13, pode-se observar que 0s
melhores valores foram obtidos nos extratos 2 e 4 (0,09 e 0,09 g de equivalente de
acido galico por litro, respectivamente), os quais ndo apresentaram diferenca

significativa. Enquanto que o pior resultado (extrato 1) foi de 0,04 EAG g L.

Figura 13 — Concentracdo de compostos fendlicos, nos extratos de camu-camu, expressos
como EAG (g L?)
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Fonte: Autoria prépria. Software Quitplot

Para esta andlise, as extracdes realizadas a 25 °C por4he a35°Cpor2,5h
de agitacdo, foram as que melhor extrairam os compostos fendélicos presentes na
amostra. As temperaturas 25 °C e 35 °C nao apresentaram diferencas significativas
entre si e seriam as melhores condigcbes experimentais. J& para os tempos de

agitacao, houve diferencas significativas entre todos os resultados.
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Tabela 6 - Analise de variancia (ANOVA) dois fatores (Temperatura x Tempo de Agita¢cao) do
processo de extragdo, utilizados na andlise de compostos fendlicos

ANOVA
Tempo de Temperatura x Tempo Coeficiente de
Temperatura L L p =
Agitacao de Agitacéo correlacao
*kk *%% *kk 0,03 0,991

Onde: Quanto maior a quantidade de * (0,05) maior significancia entre os dados.

Valores de p inferiores a 0,05 indicam que os termos do modelo sdo
significativos. Obteve-se para este modelo, p-valor 0,03, neste caso, o tempo € um
termo significativo. Se houver muitos termos de modelo insignificantes (sem contar
0S necessarios para dar suporte a hierarquia), a reducdo do modelo poderia ter
melhorado-o. A avaliacao estatistica de extracdo para esta analise esta expressa na

Figura 14.

Figura 14 - Gréfico de contorno do planejamento de extragdo para analise de compostos

fenélicos
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Fonte: Autoria propria. Design Expert
Quanto comparado o potencial de compostos fendlicos totais, obtido a partir
dos extratos de camu-camu, aos valores encontrados para outros frutos, estes séo
55



menores, de acordo com Souza e Vieira (2011), a exemplo, a goiaba, acerola,
abacaxi, graviola, bacuri e cupuagu, 0S quais apresentam em média
respectivamente 0,03 EAG g L%, 0,03 EAG g L?, 0,01 EAG g L%, 0,02 EAG g L7,
0,0LEAGgL'e0,01EAGgL™

Realizou-se esta analise para as diferentes dietas, cujas extracbes foram
realizadas considerando uma das melhores condi¢des, conforme andlise estatistica,
ou seja, a 25 °C por 4 horas. Utilizou-se a curva de calibracdo (A), expressa na
Figura 12 para célculo da concentracdo de composto fendlicos, sendo estes

expressos em EAG g L. Conforme expresso na Tabela 7.

Tabela 7 - Compostos fendlicos nas diferentes dietas (referéncia e enriquecidas com fruto in
natura em 10 a 30 %) expressos em EAG g L

COMPOSTOS FENOLICOS (EAG g LY
Referéncia 0 % 0,0322+0,01% d

Enriquecida com o fruto In
) 0,0436 + 0,02 % c
natura (Inteiro) 10 %

Enriquecida com o fruto In
) 0,0514+0,02% b
natura (Inteiro) 20 %

Enriquecida com o fruto In
) 0,0646 + 0,02 % a
natura (Inteiro) 30 %

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05) pelo
Teste de Tukey. Média das analises em triplicata + desvio padréo.

Segundo GONCALVEZ (2008), a variacao dos resultados obtidos pode ser
explicada devido a variacdo do conteudo da proépria fruta, sendo estas époc de
plantio e colheita, entre outras, bem como das perdas durante o preparo das dietas.

Para andlise de compostos fendlicos, o tratamento feito (para ambas as
dietas), foi a 25°C com 4 h de agitacdo. Este tratamento foi escolhido baseando-se
nos resultados do planejamento desenvolvido para avaliacdo do fruto. Visto que,
com este tratamento obteve-se maior extracdo e porcentagem de compostos
fendlicos totais.

A anadlise estatistica indicou que o p-valor do conjunto de dados, foi de
0,037, logo menos que 0,05, houve diferenga significativa entre o0s extratos
preparados a partir das diferentes dietas (referéncia e enriquecidas em diferentes

concentragbes com o fruto in natura).
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A partir da analise de compostos fendlicos realizada, observou-se, que
houve um aumento na concentracdo por miligrama em equivalente de acido galico
nas dietas, conforme aumentou-se a concentragcao em porcentagem do fruto. Com
isso, pode-se concluir que o potencial antioxidante nas amostras analisadas,
sofreram influéncia do enriqguecimento, visto que o potencial aumentou com a
porcentagem substituida, embora néo tenha sido proporcional.

Vale ressaltar que a andlise de compostos fendlicos € influenciada pela
natureza do composto, 0 método de extracdo empregado, o tamanho da amostra, o
tempo e as condi¢cdes de estocagem, o padréo utilizado e a presenca de diversos

interferentes (ANGELO E JORGE, 2007).

5.2.3 FLAVONOIDES TOTAIS

A Figura 15 evidencia que os extratos 8 e 2 obtiveram uma maior
quantidade de Flavonéides (0,17 € 0,16 EQ g L™%).

Figura 15 - Concentracdes dos extratos de camu-camu expressos como EQ g L
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Fonte: Autoria propria — Software Quitplot

Portanto, as melhores extracdes realizadas, foram a partir de 4 h de agitacao
e temperaturas de 25 °C e 45 °C. No processo de otimizagdo da obtencdo dos

extratos utilizados para andlise de flavondides, observou-se que todas as
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temperaturas e tempos de agitacdo mostraram diferencas significativas entre si,
conforme Tabela 8.

Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) dois fatores (Temperatura x Tempo de Agitagdo) do
processo de extragdo, utilizados na anélise de flavondides

ANOVA
Temperatura Tempo de Temperatura X Tempo Coeficiente de
i Agitacao de Agitacao P correlagéo
- e ek 0,01 0,995

Quanto maior a quantidade de * (0,05) maior significancia entre os dados.

Obteve-se para este modelo, p-valor 0,01, indicando que os termos do
modelo sao significativos. Neste caso, tempo e temperatura séo termos significativos
no modelo. Para que fosse possivel concluir qual foi a melhor condicdo de extracéo,

avaliou-se o gréfico de contorno, conforme Figura 16.

Figura 16 - Gréafico de contorno do planejamento de extragédo para analise de flavonoides
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Fonte: Autoria propria. Design Expert
A partir dos resultados obtidos, observou-se que houve variagdes nos teores
de flavondides nas diferentes dietas. Segundo Goncgalvez, 2008, os teores de

flavonoides em frutas podem variar em até 100 % entre um semestre e outro, sendo
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estes influenciados por fatores extrinsecos tais como, as condi¢cdes climaticas,
época de plantio e colheita e grau de maturidade dos frutos.

Utilizou-se a melhor condicédo de extracao (45 °C com 4 h de agitacdo), para
preparo dos extratos a partir da dieta referéncia e enriquecidas com o fruto in natura
em 10 a 30 %.

Por meio, da equacao obtida a partir da curva de calibracdo (B) expressa na
Figura 12, foi possivel obter os resultados de concentragdo de flavondides nas
diferentes dietas, sendo estes expressos em EQ g L%. Conforme expresso na Tabela
9.

Tabela 9 - Concentracéo de flavondides na dieta referéncia e nas dietas enriquecidas com o
fruto in naturaem 10a30% em EQg L™

FLAVONOIDES TOTAIS (EQ g L)

Referéncia 0 % 0,068 £ 0,54 b
Enriquecida com o fruto In natura
) 0,037+0,25¢c
(Inteiro) 10 %
Enriguecida com o fruto In natura
] 0,102 £0,33 a
(Inteiro) 20 %
Enriguecida com o fruto In
0,133+0,25a

natura(Inteiro) 30 %

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05) pelo Teste

de Tukey. Média das andlises em triplicata + desvio padréo.

Quando avaliados os resultados de flavonoides totais para as diferentes
dietas, observou-se, que foram obtidos valores inferiores ao encontrado, para a
média da melhor condigcéo de extracdo para o fruto (0,17 EQ g L™%).

A partir da andlise estatistica, determinou-se p-valor do conjunto de dados, o
qual foi de 0,04, ou seja, houve diferenca significativa (p<0,05), entre os extratos
preparados a partir das diferentes dietas (referéncia e enriquecidas em diferentes
concentragbes com o fruto in natura).

O teor de flavonoides existentes na natureza, principalmente em frutas e
hortalicas estdo relacionados com grande variedade de atividades biolégicas (SAVI
et al., 2017). A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que as concentracbes
de flavonoides presentes nas dietas a partir do enriguecimento de diversas
concentracdes do fruto contribuem nesse sentido. Uma vez que a diferenca entre os

valores encontrados para a dieta referéncia e as enriquecidas foi significativa.
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A biodiversidade das espécies resulta em variacbes de componentes
basicos, como carboidratos, proteinas, lipideos, fibra alimentar, minerais, vitaminas e
também dos compostos bioativos, como flavonoides (SAVI et al., 2017).

No caso das frutas, o calor influencia negativamente, até mesmo no
processo de extracdo de flavondides, enquanto nas hortalicas, influencia
positivamente, facilitando a extracdo, conforme experimento realizado por Savi et al.,
(2017), uma vez que as fibras séo carboidratos complexos, podendo ser sollveis ou
insollveis e apOs este aquecimento possa ter ocorrido um aprisionamento dos

flavonoides na fibra.

5.2.3 HABILIDADE QUELANTE

Para a andlise da habilidade quelante calculou-se a porcentagem de inibi¢céo
de formacdo do ion complexo [Fe?(ferrozina)3]2*, nos extratos do fruto camu-camu.
Esta porcentagem esta diretamente relacionada com o potencial antioxidante da
amostra. Quanto maior for a inibicdo, maior sera a capacidade em formar complexos
estaveis com Fe?*, imobilizando-o e resultando em um decréscimo na intensidade da
cor rosa do ion complexo [Fe2*(ferrozina)3]?*.A Figura 17 mostra as porcentagens
obtidas.

Figura 17 - Porcentagem de habilidade quelante nos extratos de camu-camu
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Fonte: Autoria propria — Software Quitplot
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Pode-se observar que os extratos 2, 7 e 8 foram 0s que obtiveram maior
habilidade quelante, com 92,27 %, 92,57 % e 92,90 % respectivamente. No entanto
0 extrato 3 foi 0 que obtive-se a menor porcentagem habilidade quelante, com 82,47
%. O extrato 2, obtido a partir da agitagcdo por 4 horas a 25 °C, enquanto que 0s
extratos 7 e 8 foram obtidos a partir de 1 h e 4 h respectivamente a 45 °C.

Ao realizar o Teste de ANOVA para os fatores tempo e temperatura,
avaliados na extracdo, para a metodologia de Habilidade Quelante, a temperatura
em 45 °C e 25 °C, nao apresentaram diferencas significativas, conforme dados

expressos na Tabela 10.

Tabela 10 - Anélise de variancia (ANOVA) dois fatores (Temperatura x Tempo de Agitacéo) do
processo de extragéo, utilizados na andlise de habilidade quelante

ANOVA
Tempo de Temperatura X Tempo Coeficiente de
Temperatura o L P =
Agitacao de Agitacao correlacéo
i * - 0,69 0,993

Quanto maior a quantidade de * (0,05) maior significancia entre os dados, se — ndo houve.
Avaliou-se também o gréfico de contorno, expresso na Figura 18.

Figura 18 - Gréfico de contorno do planejamento de extragdo para analise de habilidade

quelante
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Fonte: Autoria propria. Design Expert
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Obteve-se para este modelo, p-valor 0,69, neste caso, ndo ha termos
significativos. Deste modo, avaliou-se estatisticamente a melhor condig¢ao e realizou-
se o preparo dos extratos das diferentes dietas, a 45 °C com 1h de agitagcdo. Os
dados obtidos (em porcentagem de habilidade quelante), a partir da avaliagdo das

diferentes dietas estdo expressos na Tabela 11.

Tabela 11 — Habilidade quelante da dieta referéncia e dietas enriquecidas com fruto in natura
em 10 4 30 % em porcentagem

HABILIDADE QUELANTE (%)

Referéncia 0 % 71,12+ 255d
Enriquecida com o fruto In natura
] 72,24 +2,23 ¢
(Inteiro) 10 %
Enriquecida com o fruto In natura
) 73,16+ 1,13 b
(Inteiro) 20 %
Enriquecida com o fruto In natura
76,87+ 1,46 a

(Inteiro) 30 %

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si

(p<0,05) pelo Teste de Tukey. Média das andlises em triplicata + desvio
padréo.

Pode-se observar que o enriquecimento nutricional, com o fruto in natura,
comparado a dieta referéncia, obteve-se porcentagem maior de habilidade quelante.
De modo que a média das triplicatas das amostras (em porcentagem de habilidade
guelante), da dieta referéncia foi de 71,12 %, ou seja, 5,75 % a menos do que a
dieta enriquecida em 30 % com o fruto in natura. Isto pode ser explicado, pois foi
descoberto que os grupamentos hidroxila ttm um papel fundamental na habilidade
dos flavondides de diminuir o sinal de oxidacdo (BRESSAN, 2014), logo, os
resultados encontrados para a dieta referancia possivelemnte se deu, pela menor
guantidade de grupos funcionais hidroxila do que nas dietas enriquecidas com o
fruto in natura.

E possivel melhorar a determinacdo da habilidade quelante através de uma
mudanc¢a nas condi¢cdes de pH do meio. Contudo, a habilidade quelante de uma
molécula também pode ser comparada pelo tempo necessario para produzir uma

mudanca observavel no sinal de oxidagcdo (BRESSAN, 2014).
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A analise estatistica indicou que houve diferenca significativa (p<0,05), entre
0s extratos preparados a partir das diferentes dietas (referéncia e enriquecidas),
obtendo-se p igual a 0,01, comparado todo o grupo. Logo, houve diferenca

significativa.

5.2.4 ABTS

De acordo com Boroski (2015), a teoria que fundamenta a técnica de
determinacdo de potencial antioxidante, estabelece que quanto maior a
concentragdo em equivalente Trolox, maior serd a capacidade da amostra analisada
de estabilizar o radical ABTS. Logo, apdés avaliacdo dos resultados obtidos, é
possivel observar a partir da Figura 19, que os extratos 1, 4 e 7, foram os extratos
que apresentaram maiores capacidades de inibir o cétion radicalar do ABTS, frente

aos demais extratos a partir do fruto analisados.

Figura 19 - Concentracdes dos extratos de camu-camu expresso em ET
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Fonte: Autoria propria — Software Quitplot

Conforme apresentado na Tabela 12 foi realizada a comparacdo multipla

pelo teste de Tukey.
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Tabela 12 - Analise de varidncia (ANOVA) dois fatores (Temperatura x Tempo de Agitacédo) do
processo de extracdo, utilizados na analise radicalar do ABTS

ANOVA
Tempo de Temperatura x Tempo Coeficiente de
Temperatura L o P =
Agitagdo de Agitagéo correlagéo
* rkk - 0,06 0,996

Quanto maior a quantidade de * (0,05) maior significancia entre os dados, se — ndo houve.

Na andlise de ABTS, o efeito da temperatura ndo foi significativo ja as
temperaturas de extracao foi significativo. Ja avaliando entre os tempos de extracao,
existe uma maior significancia entre os dados. O extrato 1, preparado a 25 °C com
agitacdo de 1 h, foi a condicdo em que se obteve o resultado mais expressivo.

Porém, foram avaliadas as extracdes e verificou-se este resultado, conforme Figura

20.

Figura 20 - Gréfico de contorno do planejamento de extragéo para analise do radical ABTS
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Fonte: Autoria propria. Design Expert.

Obteve-se para este modelo, p-valor 0,06, neste caso, ndo haveria termos

significativos. Concluiu-se, que a melhor extracao foi a realizada a 25 °C por 1 h.
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Posterior analise estatistica adotou-se a melhor condicdo e realizou-se a
avaliacdo dos extratos preparados a partir das diferentes composicées nutricionais.

A Tabela 13, expressa os resultados encontrados.

Tabela 13 — Potencial antioxidante pelo método ABTS das dietas referéncia e enriquecidas com
o fruto in naturaem 10 a 30 % expresso em ET g L

POTENCIAL ANTIOXIDANTE - ABTS

Referéncia 0,103 +0,75d

Enriquecida com o fruto In natura ¢ 122 + 0,56 ¢
(Inteiro) 10 %

Enriquecida com o fruto In natura 9 154+ 0,95b
(Inteiro) 20 %

Enriquecida com o fruto In natura g 175+1,12 a
(Inteiro) 30 %

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem

entre si (p<0,05). Média das analises em triplicata + desvio padréo.

Pode-se a partir dos resultados obtidos, afirmar que em média, a dieta que
maior apresentou tal capacidade foi a enriquecida com o fruto in natura em 30 %.
Esta dieta frente as demais apresenta uma diferenca de 0,072 ET g L™ frente a dieta
referéncia.

De acordo com Halliwell (1996), os efeitos defensivos de antioxidantes
naturais em frutas e vegetais estdo relacionados a trés grandes grupos, acidos
ascorbicos, fendlicos e carotendides. Como no processo de producdo destas
composicdes (tanto a referéncia quanto as enriquecidas), estas sdo submetidas &
altas temperaturas, ocorre a degradacdo destes compostos, que em temperaturas
mais elevadas sofrem o processo de degradacéao térmica.

A analise estatistica indicou que nao houve diferenca significativa (p>0,05),
entre os extratos preparados a partir das diferentes dietas enriquecidas, obtendo-se
p-valor igual a 0,075, aceita-se a "hipotese nula" e ndo se descarta a hipétese de
gue as variaveis nao tenham tido efeito significativo sobre os resultados.

Quando confrontados os valores encontrados para o potencial antioxidante,
a partir da capacidade de estabilizacdo do ion radicalar ABTS™ para os extratos do
fruto camu-camu, bem como das dietas enriquecidas, aos valores obtidos para

outros alimentos, como, por exemplo, o tomate (0,413 ET g L), azeite virgem de
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oliva (0,448 ET g L), cerveja (0,250 ET g L) e cha preto (0,901 ET g L) (VIEIRA.
et al., 2011), pode-se afirmar que estes, possuem maior capacidade de estabilizar o

ion radicalar ABTS'* do que o fruto in natura e as diferentes dietas.

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLICOS E
FLAVONOIDES

A identificacdo e quantificacdo dos acidos fendlicos e flavondides por CLAE
basearam-se no método proposto por Gray (2007). Porém, como nédo se aplicou as
matrizes a serem avaliadas, foi necessario o desenvolvimento de um novo método,
visando atender as especificacbes conforme AOAC.

A partir da metodologia analitica desenvolvida, identificaram-se o0s
compostos, através do tempo de retencdo observado para cada solucdo padrao
injetados separadamente.

Entdo, preparou-se um padrdo mix contendo 0s seis padrdes a serem
identificados (acido siringico, acido galico, rutina, acido elagico, miricetina e
quercetina), conforme Figura 21.

Figura 21 - Cromatograma da mistura de padrdes de flavondides, para identificacdo dos

flavonodides
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Fonte: Autoria propria — Software Empower 3

Considerou-se para identificacdo, o tempo de retencédo obtido para cada

composto, a partir da injecao do padrdo mix, pureza espectral, resolucdo e perfil
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cromatografico. Posteriormente, realizou-se a identificacdo dos flavondides,
conforme representados nas Figuras 22, 23, 24, 25 e 26.

Estudo realizado por Fidelis et al., (2018) e Fujita (2015), afirmam que o
camu-camu é constituido parcialmente dos seis flavondides apresentados no
cromatograma (Figura 21), apresentando andlises realizadas para tal confirmacao.
Porém, se diferem entre si. Deste modo, optou-se por avaliar a maior quantidade
possivel de &cidos fendlicos e flavondides no camu-camu. A época de colheita,
estado de maturacéo do fruto, bem como o preparo de amostra e as condi¢des de
analise podem justificar a diferenca dos resultados encontrados.

A Figura 22, expressa o cromatograma da analise do fruto liofilidado.

Figura 22 - Cromatograma da solugcdo amostra do fruto liofilizado (camu-camu)
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Fonte: Autoria prépria — Software Empower 3

Quando avaliada a dieta referéncia (sem enriquecimento), é possivel
observar que ndo foram identificados os flavondides e acidos fendlicos abordados

neste trabalho, ou seja, ndo foram detectados, conforme Figura 23.
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Figura 23 - Cromatograma da solucdo amostra preparada a partir da dieta referéncia
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Nao foram identificados os flavondides na solucdo amostra preparada a
partir da dieta referéncia, observou-se sua composi¢cdo. Ao avaliar o composto
majoritario da dieta referéncia (farelo de soja), segundo Lima (2002), certamente a
soja constitui importante fonte de isoflavonas (compostos fendlicos heterociclicos
com estrutura similar ao B-estradiol), ou seja, potencial antioxidante, porém de
acordo com Genovese e Lajolo (2001), os fatores que afetam a composicdo de
isoflavonas em soja estdo também relacionados a variedade e condi¢des de cultivo,
condicBes de processamento da soja, ou ainda metodologias de analise. Por sua
vez, neste experimento utilizou-se o farelo de soja para compor as dietas, obtido
apos tratado com calor e reagentes, o que explica os resultados encontrados.

Esse ultimo fator constitui etapa importante na avaliacdo do teor de
isoflavonas em soja e milho, tanto pela eficiéncia do método de extracdo quanto da
prépria analise (LIMA, 2002). Este fator justifica o resultado obtido, uma vez que o
farelo de soja e milho ndo foram alvos deste trabalho, logo este fator nao foi
considerado a dieta enriquecida com o fruto, em 10 %, estdo expressos na Figura
24.
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Figura 24 - Cromatograma da solucdo amostra preparada a partir da dieta enriquecida em 10 %

com camu-camu
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Fonte: Autoria prépria — Software Empower 3

Através da Figura 25, puderam-se observar os flavonoides dieta enriguecida
em 20 %, com o fruto.

Figura 25 - Cromatograma da soluc&o amostra preparada a partir da dieta enriquecida em 20 %

com camu-camu
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Fonte: Autoria propria — Software Empower 3

Assim como a dieta enriquecida em 10 % de camu-camu, foi possivel
identificar acidos fendlicos e flavonoides (acido galico, acido elagico, miricetina e

guercetina), na dieta enriqguecida em 20 %.
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Por fim, foi avaliada a dieta enriquecida em 30 % com camu-camu, conforme
Figura 26.

Figura 26 - Cromatograma da solucdo amostra preparada a partir da dieta enriquecida em 30 %

com camu-camu
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Fonte: Autoria propria — Software Empower 3

Diferente das outras dietas enriquecidas com o camu-camu, a dieta
enriqguecida em 30 %, nao foi possivel identificar a quercetina. Isto pode ser
explicado, uma vez que a quercetina é uma aglucona da rutina (PEDRIALI, 2015).
Por definicdo, a aglunacdo € o modo pelo qual elementos distintos se unem e
integram, formando um todo em que dificilmente se reconhecem as partes originais.
Nesta amostra, portanto, a rutina pode ser de identificada.

Apos andlise das curvas de calibracdo, obteve-se as curvas de calibracao,
conforme Figura 27.
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............... Figura 27 - Curvas de calibracao de acido galico (A), acido elagico (B), miricetina (C) e

guercetina (D), utilizados para analises de flavonéides e acidos fendélicos por CLAE
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0.014

0,014

0.0165

0,016 0,018

Determinou-se a equacdo da reta obtida para cada solucdo padréo,

conforme Tabela 14.

Tabela 14 - Equacéo da reta e coeficiente de correlacdo dos padrdes para quantificacdo de
flavondides e acidos fendlicos

Padréao Equacédo dareta R (coeficiente de correlagao)
Acido galico Y = 2E+07.X - 10637 1,00
Acido elagico Y = 2E+08.X — 2E+06 0,99
Miricetina Y = 2E+08.X + 18981 1,00
Quercetina Y = 6E+07.X — 10018 1,00
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Os resultados obtidos para o fruto (camu-camu) estdo expressos na Tabela
15. Ressaltando que a rutina foi identificada, porém nao foi quantificada por estar
fora da faixa linear, isto porque esta estava abaixo do limite de quantificagéo.

Tabela 15— Acidos fenolicos e flavonéides quantificados no fruto (camu-camu) por CLAE em
amostra liofilizada

Flavondides Concentracéo (g g* de amostra)
Acido elagico 0,027 £ 0,95
Miricetina 0,007 £ 0,61
Quercetina 0,006 + 0,64

Média das anélises em triplicata + desvio padréo.

Embora o acido gélico tenha sido identificado, por ndo ter apresentado
pureza espectral, 0 mesmo néo foi quantificado.

Como se trata de uma matriz bastante complexa, sendo constituida por uma
gama de compostos, e provavelmente outros flavonoides, a analise de flavondides
totais, utilizando o fruto, apresentou um resultado maior (0,048 g g) do que a soma
das concentracdes expressas na Tabela 14 (0,040 g g'). Porém, pode-se afirmar
gue o enriquecimento a partir do fruto foi eficaz.

Apos ter observado o cromatograma oriundo da dieta referéncia, o qual ndo
apresentou pico/picos referentes aos flavonoides e acidos fendlicos, ou ainda estes
estavam abaixo do Ilimite de deteccdo, ndo avaliou-se qualitativamente e
quantitativamente nesta dieta estes compostos. Os resultados obtidos através da
guantificacdo dos acidos fendlicos e flavondides nas diferentes dietas enriquecidas
em diferentes concentracfes do fruto in natura (10 a 30 %), estdo expressos na
Tabela 16.

Tabela 16 - Acidos fendlicos e flavonoides quantificados por CLAE nas diferentes
composic¢des nutricionais enriquecidas com o fruto in natura em 10 a 30 % em porcentagem

Concentragdo g g*

Dietas A,C'(.jo Miricetina Quercetina

elagico
Enriguecida em 10 % com o fruto in natura 0,042 £ 0,01 0,009 £ 0,00 0,007 + 0,00
Enriguecida em 20 % com o fruto in natura 0,056 + 0,02 0,011 £+0,00 0,010+0,01
Enriguecida em 30 % com o fruto in natura 0,095 + 0,02 0,015+0,01 0,015+ 0,00

As médias em ambas as colunas néo diferiram entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey. Média das andlises em triplicata
desvio padréo.
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Os resultados encontrados apresentam pureza espectral, ou seja, em termos
de concentracao, pode-se afirmar que estas dietas, contém estes flavonodides, ainda
gue em pequenas concentracdes em todas as dietas.

Quatro compostos foram identificados na dieta enriquecida em 30 % com
fruto in natura. A rutina ndo foi quantificada, pois sua concentracéo estava abaixo do
limite de quantificacdo. A soma dos flavondéides quantificados por CLAE, foi inferior
ao obtido para os flavonéides totais (0,1330 g L?), logo, existem outros flavonoéides
nao foram contemplados neste trabalho.

Mais uma vez, o acido galico foi identificado, mas ndo quantificado, embora
para as dietas enriquecidas com o fruto in natura, o acido apresentou pureza
espectral, porém como visou-se avaliar a influéncia do enriquecimento com camu-
camu, e na amostra do fruto, por se tratar de uma matriz complexas apresentou
demais sinais analiticos e ndo foi quantificado, para esta dieta, optou-se por ndo
quantificar.

O estudo do potencial de acidos fendlicos e flavonodides presente nas
composi¢des nutricionais enriquecidas com o fruto in natura foi realizado, uma vez
que, buscou-se identificar estes compostos bioativos, visto que estes possuem
propriedades neutralizantes espécies reativas relacionadas ao anti-obesogénico,
hipolipidémico, anti-inflamatorio, efeitos anti-genotoxicos e neuroprotetores atraves
de ensaios in vitro e experimentos in vivo (AZEVEDO et al., 2015; FRACASSETTI et
al., 2013).

Os compostos bioativos tais como acidos fendlicos e flavondides quando
oncorporados & alimentacdo de peixes sédo responsaveis por prolongar a vida dos
eritrocitos e desempenhar um papel essencial na respiracdo celular dos peixes
(NAYAK et al., 2007), além de melhorar a absor¢cédo de nutrientes da dieta e impedir
a acao dos radicais livres sobre os lipidios e aminoacidos protéicos (ARIDE et al.,
2010).

5.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA, PARA A

DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO PRESENTE NO CAMU-CAMU POR
CLAE
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5.4.1 LIMITE DE DETECCAO

A relacédo sinal/ruido (S/N), foi calculada através do software Empower 3

(Waters), conforme Equacdo 10, o qual apresentou para todas as concentragbes

propostas, relacdo superior a 3, conforme especificado pelo ICH (2005). Os

resultados obtidos estdo expressos na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados obtidos para o Limite de Deteccéo

Concentracéo (g L) S/N LD médio (g L)
0,1000 4907,80
0,0500 424191
0,0250 2737,46 0,00004
0,0100 1754,09
0,0050 782,26

O limite de deteccao para o acido ascorbico calculado para a metodologia

proposta foi de 0,00004 g L.

5.4.2 LIMITE DE QUANTIFICACAO

A relacao sinal/ruido (S/N), foi calculada através do software Empower 3

(Waters), conforme Equacdo 11, o qual apresentou para todas as concentracfes

propostas, relacdo superior a 10, conforme especificado pelo ICH (2005). Os

resultados obtidos estdo expressos na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados obtidos para o Limite de Quantificacdo

Concentracéo (g LY S/N LQ médio (g LD
0,1000 4958,25
0,1000 4964,27 0,00020
0,1000 4970,29

O limite de quantificacdo para o &cido ascorbico calculado para a metodologia

proposta foi de 0,00020 g L.
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5.3.2 SELETIVIDADE

As Figuras de 31 a 33 apresentam os cromatogramas obtidos, a parir da
analise do diluente (agua ultra purificada), solucdo padrdo (acido ascorbico) e
solugdo amostra de camu-camu, respectivamente.

As avaliagbes dos cromatogramas das solugdes permitiram concluir que os
sinais analiticos com tempo de retencédo de 1,71 min visualizados, sédo oriundos da

substancia de interesse (acido ascorbico).

Figura 28 - Cromatograma solugé&o diluente para analise de seletividade
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Fonte: Autoria propria — Software Empower 3

Pode-se observar que o diluente ndo possui nenhum sinal analitico, logo ndo

ird interferira na quantificacdo do analito de interesse.

Figura 29 - Cromatograma solucdo padréo para andlise de seletividade
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Fonte: Autoria propria — Software Empower 3

75



Figura 30 - Cromatograma solucao amostra para andlise de seletividade
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Fonte: Autoria prépria — Software Empower 3

O método € considerado especifico se 0s cromatogramas das solu¢des que
ndo contém analito, ndo possuirem resposta na area de eluicdo dos picos de
interesse, e se a resposta dos picos de interesse ndo for afetada pelos demais
solutos testados.

Recomenda-se ainda, comprovar a pureza dos picos para demonstrar que 0
pico cromatografico corresponde a uma Unica substancia, utilizando, por exemplo,
duas colunas com caracteristicas diferentes, ou utilizando detectores seletivos como
detector de arranjo de diodos (DAD) ou espectrémetro de massas (LANCAS, 2004;
RIBANI et al., 2004). Neste, foi utilizado o detector DAD.

A partir da utilizagdo de um sensor DAD, é possivel determinar os valores de
angulo de pureza e limite de pureza.

Na Tabela 19, portanto, sdo demonstrados os resultados de pureza do pico
para o &cido ascoérbico na solucdo analisada para o parametro especificidade.
Ressaltando que nao foram observados picos secundarios na injecdo do diluente,

deste modo, néo foi necessario avaliar resolucé@o entre os picos.

Tabela 19 - Resultados da pureza do pico de acido ascorbico

Amostra Angulo de pureza Limite de pureza
Padrédo 0,054 2,816
Amostra 0,053 2,816

Conforme Kling, et al., (2015), uma vez que o valor de angulo de pureza
seja inferior ao limite de pureza em todas as solugdes testadas, pode-se concluir

que, o analito de interesse é considerado puro. Deste modo, o pico de &cido
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ascorbico, permaneceu puro nas condi¢cdes testadas. Sendo o método, portanto,

especifico para analise de quantificacdo de acido ascoérbico presente no fruto camu-

camu.

5.3.3 LINEARIDADE

Para a linearidade, foram preparadas curvas em triplicatas, com concentracdo de 60

a 140% de acido ascorbico. Os resultados encontrados para o parametro de linearidade sao

mostrados na Tabela 20.

Tabela 20 - Linearidade de concentragdes de 4cido ascorbico

N N Concentracéo Area Coeficiente
Identificacdo tedrica (g L™) de (MAU) DPR de
Acido ascérbico (%) correlacdo
0,06006 1459466
Linearidade 60 % 0,06006 1439133 0,93
0,06006 1434023
0,07994 1955775
Linearidade 80 % 0,07994 1929412 1,35
0,07994 1903508
0,09996 2450818
Linearidade 100 % 0,09996 2419797 0,95 0,9997
0,09996 2405673
0,11998 2944299
Linearidade 120 % 0,11998 2914596 0,81
0,11998 2897808
0,14000 3422215
Linearidade 140 % 0,14000 3394198 0,60
0,14000 3401264

*DRP: Desvio padréo relativo

O resultado obtido para R foi de 0,9997, para o intervalo de concentracdo de

60 % a 140 %, sendo este satisfatorio, visto que o critério minimo aceitavel para o R

é de 0,99 (ICH, 2005). A Figura 34, mostra o grafico da linearidade com a respectiva

equacdo da reta encontrada para o intervalo de 0,06006 a 0,14000 g L' de acido

ascorbico. Por fim, a especificacdo para o DPR adotada foi de 5,3%, conforme

especificado na Tabela da AOAC, de acordo com a concetragao de trabalho.
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Figura 31 - Curva analitica da linearidade obtida para o acido ascérbico no intervalo de 60% -
140%
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A Tabela 20 mostra os resultados do Teste de Cochran aplicado aos
resultados obtidos na Linearidade. Para avaliarmos a homocedasticidade da

variancia realizamos o seguinte teste de hipéteses:

Homogeneidade de variancia
HO: Variancias dos niveis sao iguais;

H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Cochran.

Tabela 21 - Teste de Homocedasticidade — Cochran

Estatistica Grau de P.valor
0,2893 3 1

Como P-valor (1) do Teste de Cochran é maior que 0,05 (conforme
proposto), ndo rejeitamos a hipotese de igualdade das variancias ao nivel de
significancia de 5 %. Logo, temos um modelo homocedastico.

Como critério, foram considerados valores extremos na resposta, as

observacgfes com residuos padronizados e/ou studentizados maiores que 3.
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O grafico dos residuos (Figura 35) demonstra que o método néo apresenta
tendéncias significativas ao longo da faixa linear de trabalho. Variacbes observadas
ao longo das concentracdes de trabalho ndo comprometem a capacidade do
método.

Figura 32 - Andlise dos Residuos Padronizados
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Fonte: Autoria propria — Software Quitplot

Sabendo que, a linearidade de um procedimento analitico é a sua
capacidade de obter resultados que seja diretamente proporcional a concentracéo

de um analito em uma amostra, o método em analise é linear.

5.3.4 EXATIDAO

A exatiddo é o parametro que demostra quao préximo estdo os resultados
da analise, frente aos valores reais do analito presente na amostra, ou seja,
compara a concentragdo experimental obtida & concentracdo teorica. Para
verificacdo do parametro, foram preparadas solu¢gbes amostras, com concentracdes
de 80 %, 100 % e 120 % de &cido ascorbico.

Os resultados da andlise de exatidao encontram-se na Tabela 22.
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Tabela 22 - Exatiddo de Acido ascérbico

. ~ Experimental Recuperacéao Recuperacao DPR

Identificacdo [] (g’; L) (F;/o) & Médpia ((;i) (%)
0,080 100,15

Exatidao 80 % 0,079 98,80 98,81 1,35
0,078 97,47
0,100 100,40

Exatiddo 100 % 0,099 99,13 99,36 0,95
0,098 98,55
0,120 100,51

Exatiddo 120 % 0,119 99,50 99,65 0,81
1,186 102,11

Os resultados para a exatiddo demonstram que os valores de recuperacao
para o ativo nos trés niveis de concentracdo, estdo de acordo com o esperado,
conforme Tabela da AOAC (Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais —
Internacional, 2016), disposta no Apéndice F (Diretrizes de Requisitos para o
desempenho de Método Padréo), a qual especifica o percentual de 90 e 107 %, para
a recuperacao, o DPR maximo entre as amostras de cada nivel foi de 5,3 %. Dessa
forma pode-se afirmar que o método em questdo é exato para a quantificacdo de

acido ascorbico nos trés niveis testados.

5.3.5 PRECISAO

Esse teste foi avaliado a partir de andalises em triplicata de amostras,
preparadas nas concentracdes equivalentes a 80, 100 e 120 %, respectivamente
0,080, 0,100 e 0,120 g L de &cido ascorbico, sendo considerada a concentragdo
100,00 % , 0,100 g L. Para encontrar a quantidade de amostra a ser pesada que
equivalessem as concentracfes em questdo, foram realizados testes durante o
desenvolvimento do método, comparando a resposta do padrdo (area), com a da
amostra.

Apoés avaliacdo dos resultados obtidos, chegou-se entdo, na relacdo de que
eram seriam necessarias 0,03584 g de amostra liofilizada para bal&o volumétrico de
0,1 L, para realizagcdo do preparo da solugcdo amostra, a qual equivaleu-se a
concentracdo de 0,100 g L de acido ascérbico.

Avaliando os resultados obtidos (utilizando para o preparo a amostra do
fruto liofilizado), avaliou-se a proximidade entre os resultados obtidos por meio de

ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico.
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O DPR especificado conforme tabela da AOAC, disposta no Apéndice F, é
de 5,3 % para as precisdes primeiro e segundo dia. Ja para a precisao intermediaria
o DPR méaximo deve ser 8,0 %. Os resultados da precisdo do primeiro dia, segundo
dia e Intermediéria estdo demonstrados nas Tabelas 23, 24 e 25.

Tabela 23 - Precisédo primeiro dia

o~ [ ]Amostra 0 Teor DPR
Concentracéo (g LY Teor (%) médio(%) (%)
0,080 87,51
Preciséo 80% 0,080 89,17 89,04 1,66

0,080 90,45
0,100 89,16

Precisdo 100% 0,100 88,65 88,93 0,29
0,100 88,99
0,120 88,62

Precisdo 120% 0,120 87,70 88,95 1,61
0,120 90,51

Tabela 24 - Precisdo do segundo dia

~ 1 Teor Teor DPR

Concentragdo [ Jamostra(g L) (%) médio(%) (%)
0,080 97,78

Precisédo 80% 0,080 99,16 99,15 1,38
0,080 100,53
0,100 93,20

Precisdo 100% 0,100 97,81 96,28 2,67
0,100 97,82
0,120 97,36

Precisdo 120% 1,164 91,61 97,15 0,49
1,165 94,68

Tabela 25 - Precisao intermediaria

x Teores 1°  Teores 2° Teor DPR  DPRiotal(%)
Concentracdo ;- (o) dia (%) médio (%)
87,51 97,78
Precisio 80 % 89,17 99,16 9410 6,04
90,45 100,53
89,16 93,20
Precisio 100 % 88,65 97,81 90261 471 0,77
88,99 97,82
88,62 97,36
Precisio 120 % 87,70 96,59 9305 4,94
90,51 97,51

Como demonstrado nas Tabelas 23 e 24, o desvio padrao relativo entre as
amostras em cada nivel de concentragdo apresentou resultados dentro do esperado,
tanto na precisdo do primeiro dia quanto na precisdo do segundo dia, assim,

demonstrando a repetibilidade do método.
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O mesmo também é valido para comparacdes de resultados com analise em
dias e analistas diferentes (precisédo intermediaria), onde se obteve o DPR conforme
especificado. Os teores encontrados também atenderam a especificacdo de
concentracéo (90-107%), conforme descrito Tabela da AOAC - Apéndice F.

Com os resultados obtidos e apresentados, 0 método mostra-se preciso para
quantificacdo de acido ascorbico no fruto camu-camu, nos niveis de concentracéo

testados.

5.3.6 ROBUSTEZ

Neste parametro, avaliou-se a capacidade do método em resistir a pequenas
e deliberadas alteragcbes de forma a garantir a confiabilidade dos resultados durante
a rotina laboratorial.

Todos os itens foram quantificados e avaliados quanto a pureza do pico. Os
resultados das andlises quantitativas foram comparados com os resultados de
andlises para o método sem alteracdes. Os resultados destas analises podem ser

observados na Tabela 26.

Tabela 26 - Resultados da robustez

CONCENTRACAO TEOR

ALTERACAO VARIACAO
(gL?h (%)

Sem alteragéo 0,998 98,96 0,00
Temperatura 28°C 0,998 101,24 2,30
Temperatura 32°C 0,998 100,03 1,07
Fluxo 0,9 mL min-t 0,998 102,10 3,16
Fluxo 1,1 mL min-t 0,998 93,16 5,86

Proporcao de fase mével 0,998 101,70 2,76
Proporcao de fase mavel 0,998 101,55 2,61
Extracdo 2 minutos 0,998 95,19 3,77
Extracdo 4 minutos 0,998 94,13 4,83
Extracdo 6 minutos 0,998 95,75 3,21
Coluna 0,998 101,41 2,45

A andlise dos resultados das variagcdes cromatograficas no teste de robustez
demonstrou-se boa, devido a variacdo ser menor do que 8,0% (conforme AOAC —
Apéndice F), em relacdo a condicao original do método.
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5.3.7 ESTABILIDADE

Durante a aplicacdo de métodos na rotina analitica, nem sempre é possivel
realizar a andlise imediata das amostras preparadas. Dessa forma, foi preparada
uma amostra e um padrdo conforme preparo da especificidade e avaliou-se a
estabilidade destas solu¢cdes em 0, 2 e 4 horas.

A definicdo do tempo de andlise se deu por estar sendo avaliado o teor de
uma vitamina, ou seja, este composto apresenta variagoes significativas em espacos
curtos de tempo.

Foram plotados graficos (Figura 36 e 37), para expressar 0s resultados

obtidos, teor versus tempo.

Figura 33 - Estabilidade do padréo de &cido ascoOrbico preparado para andlise de quantific¢ao
por CLAE
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Fonte: Autoria préopria Software Excell
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Figura 34 - Estabilidade da amostra de camu-camu liofilizada preparada para analise de acido

ascorbico por CLAE
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Analisando-se os resultados, conclui-se que no periodo de 4 horas, as
amostras e padrbes mantém-se estaveis, ou seja, a variacado dos teores calculados
nao atinge os limites inferiores e superiores calculados. Sendo assim, o tempo de
estabilidade da amostra apds preparo considerado para esta metodologia, foi de 4 h.

Vale ressaltar que nas diferentes dietas avaliadas, ndo foi possivel detectar
a presenca de acido ascorbico em sua composicdo, portanto, 0 método proposto
avaliou a seletividade do &cido ascorbico frente aos demais compostos apenas no
fruto. Logo as figuras de mérito citadas, apenas contemplaram o fruto, o qual
apresentou concentracdo de 0,0028 g g! de acido ascérbico na amostragem
avaliada.

As diferentes dietas, durante o processo de fabricacdo (peletizacdo), sdo
submetidas & altas temperaturas, o que possivelmente ocasionou a degradacéo do

composto (acido ascorbico).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados das analises de composi¢cdo centesimal, pode-se
concluir que o fruto é constituido majoritariamente de agua, assim como a polpa,
enquanto que a dieta referéncia e enriquecidas em diferentes concentracfes de
camu-camu é de carboidratos. A dieta em 30 % com o fruto in natura, o percentual
de carboidratos é préximo ao de proteinas.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se o potencial antioxidante do
camu-camu, sendo este comprovado através de analises de composi¢cao centesimal,
determinacdo de compostos fendlicos, acidos fendlicos, flavonoides, habilidade
quelante, radicalar ABTS e teor de acido ascorbico. O potencial antioxidnte do fruto,
quanto utilizado em diferentes porcentagens, no enriquecimento nutricional na
alimentacéo de peixes, também pbde ser quantificado.

Pdde-se concluir ainda, que o fruto possui alto teor de vitamina C,
concentracdes de flavonoides, acidos fendlicos e baixa concentracdo de gorduras,
sendo uma grande fonte de 4gua tornando-o um fruto promissor. Tais caracteristicas
além de terem sido observadas para o fruto isoladamente, também puderam ser
observadas para as composi¢cdes enriqguecidas com o fruto. Existe, portanto, a
necessidade de serem difundidas suas caracteristicas, tornando-o viavel para na
alimentacao no cultivo de peixes, principalmente nas regides de maior producao.

O desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para determinacao
de vitamina C, foi o maior desafio deste trabalho, o qual buscou-se atender todas as
figuras de mérito conforme especificagdes, o qual requereu um tempo apenas para a
realizacdo de estudos e pesquisas para que fosse possivel.

Os resultados encontrados contribui para elaboragédo de futuros trabalhos
envolvendo o camu — camu, bem como traz uma proposta de aplicacdo do mesmo
valida. Comparado a dieta referéncia as enriquecidas com o fruto, obteve-se maior
potencial antioxidantes através das analises realizadas, ressaltando e
potencializando suas principais caracteristicas.

Futuros trabalhos podem ser elaborados, baseando-se nas analises aqui

dispostas. Estes visando novas aplica¢des e/ou outras condi¢des de extracao.
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