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RESUMO

Compostos bioativos ja foram largamente identificados e seu potencial evidenciado em
diversas matrizes vegetais. Dentre os quais, compostos fendlicos e carotenoides tém
grande destaque por serem amplamente distribuidos e abundantes no reino vegetal.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial funcional de um suplemento
produzido a partir de frutas e hortalicas e do residuo gerado apds esse processamento,
através da caracterizacdo do perfil de compostos fenolicos e carotenoides. Foram
avaliadas 30 condicOes de extragdo, com as variaveis tempo, temperatura e diferentes
proporcdes de etanol:agua. Os compostos fendlicos do residuo foram tentativamente
identificados por método espectrométrico e, o extrato com melhor perfil fenolico
identificado, assim como o suplemento tiveram seus compostos quantificados por
método cromatogréfico, utilizando padrfes analiticos. Além disso, o teor de fendlicos
totais, e a atividade antioxidante in vitro do extrato hidroetandlico e do suplemento
foram determinados. O perfil de carotenoides foi determinado também por método
cromatografico. Observou-se que a temperatura e o tempo de extracdo foram as
variaveis que mais influenciaram no processo, sendo as condi¢ées com 50% e 75% de
etanol, a 40°C por 24h as que extrairam o maior nimero de composto. Os flavonoides
foram a principal classe de fendlicos encontrada, sendo a hesperidina e a narirutina 0s
mais abundantes. N&o foi observada diferenca significativa entre a atividade
antioxidante do suplemento e do seu subproduto, entretanto, o teor de fendlicos do
subproduto identificado pelo método de Folin-Ciocalteau foi superior. O perfil de
carotenoides também diferiu quantitativamente de forma significativa entre as duas
amostras, sendo o residuo maior fonte destes. Assim, foi possivel concluir que a
utilizacdo integral das frutas e vegetais utilizados, permite ndo apenas um
desenvolvimento sustentavel de uma bebida, como também permite o aproveitamento
do seu residuo como potencial fonte de compostos funcionais que, por estarem
presentes de forma simultanea e variada no produto podem atuar de forma sinérgica no

organismo humano, atuando em diversas vias metabolicas.

PALAVRAS-CHAVE: CLAE-DAD; UPLC-MS; Extracédo; Fendlicos; Carotenoides



ABSTRACT

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF A MIX FROM FRUITS AND
VEGETABLES: PRODUCT AND BY-PRODUCT.

Bioactive compounds have been largely described along the past several years due to
their potential health benefits. Among them, phenolic compounds and carotenoids are
the most studied mostly because of their wide distribution in vegetables and different
contributions to improve and prevent diseases. The objective of this study was to
evaluate the functional potential of a supplement made from fruits and vegetables and
the waste generated after this process, through the characterization of the profile of
phenolics and carotenoids. 30 extraction conditions were evaluated, with time,
temperature and ethanol percentage variables. The phenolic compounds extracted from
the residue were tentatively identified by spectrometric method (UPLC-MS), and
quantified using and HPLC-DAD method. Furthermore, the total phenolic contents and
antioxidant activity in vitro of the hydroethanolic extract and the supplement were
assessed by Folin-Ciocateau, DPPH, and FRAP. The carotenoid profile was also
determined by HPLC-DAD, in the both samples. Temperature and time of extraction
were considered the most important variables, with an increased yield of extraction
observed at 50% and 75% of ethanol, at 40°C for 24h. Flavonoids were a major class of
phenolics found, being the most relatively abundant hesperidin and narirutin. No
significant difference was observed between an antioxidant activity of the supplement
and its by-product, however, the content of by-product phenotypes identified by the
Folin-Ciocalteau method. The carotenoid profile can also be quantitated significantly
between the two samples, with the residue being the source of the supplement. Thus, it
was possible to conclude that an integral part of the fruits and vegetables used, is also
not a sustainable product product (supplement), but can also be used in its residue as a
potential source of functional products that, because they are present simultaneously and
varied in the product can update synergistically in the human body, acting in various

metabolic pathways.

KEYWORDS: HPLC-DAD; UPLC- MS; Extraction; Phenolic; Carotenoids
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1. INTRODUCAO

1.1.  Desperdicio de alimentos e aproveitamento de residuos

Por definigdo, chama-se de “alimento desperdi¢ado” toda a massa de alimento
destinado ao consumo humano, que é perdido em qualquer etapa da cadeia de producao.
Ja os alimentos que sdo desperdigcados no final desta cadeia, s&o comumente designados
“residuos alimentares”, e sua geracdo estd diretamente ligada ao comportamento dos
consumidores, e a forma como os alimentos sdo preparados (PARFITT; BARTHEL;
MACNAUGHTON, 2010).

Sabe-se que o desperdicio de alimentos pode ocorrer em praticamente todas as
etapas de producdo devido a problemas no cultivo, colheita, embalagem, transporte,
infra-estrutura, mercado/preco, processamento e forma de consumo. E, de modo geral, a
quantidade de residuo gerado antes do alimento chegar ao consumidor esta diretamente
relacionado a capacidade tecnoldgica disponivel no pais, para garantir uma producéo,
colheita, transporte, armazenamento e processamento eficientes, capazes de promover o
melhor aproveitamento do que é produzido (FAO, 2015).

Nos Ultimos anos a quantidade de alimentos desperdicados nos paises
desenvolvidos, mostrou-se maior que a quantidade gerada nos paises em
desenvolvimento, o que ficou claro no ultimo relatério da Organizacdo das NacOes
Unidas (ONU), segundo o qual estima-se que nos paises da Europa e América do Norte
entre 95 — 115 Kg/ano per capita de residuo € gerado, contra 6 — 11 Kg/ano per capita
nos paises da Africa Subsaariana e sul e sudeste da Asia (FAO, 2011). Tal fato,
entretanto, tem relacdo direta com a forma de consumo e ndo com as carateristicas da
cadeia produtiva dos dois grupos.

Em paises em desenvolvimento como os paises africanos, do sul e sudeste da
Asia e da América Latina, quase 50% da producio de frutas e hortalicas, entre 30 — 40%
das raizes e tubérculos e entre 15 — 20% das producdes de cereais sdo perdidos antes
mesmo do alimento chegar ao consumidor, ou seja, por falhas que ocorrem no
processamento (FAO, 2011).
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J& nos paises desenvolvidos, as maiores perdas acontecem depois que o alimento
é comercializado, com 42% de residuos sendo produzidos pelas familias oriundo de
consumo inadequado ou preparo ineficiente (FAO, 2011).

Esses dados mostram ndo s6 que 0s processos tecnologicos envolvidos na
producdo de alimentos nos paises desenvolvidos é mais eficiente, mas também que a
cultura de consumo e desperdicio de alimentos € um problema social que contribui
negativamente para o panorama mundial de inseguranca alimentar onde estdo inseridos
mais de 790 milhdes de pessoas (FAO, 2012, 2015).

Por este motivo, conhecer e intervir nos estagios onde h& maior geracdo de
residuo é a melhor maneira de minimizar a sua producgdo e, promover uma cadeia de
alimentos sustentavel, principalmente naquelas onde hd maior geracdo de residuos.
Nesse sentido destacam-se as cadeias de frutas, vegetais, raizes, tubérculos e cereais
(MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014; FAO, 2011).

O processamento de frutas para obtencdo de sucos, geleias e doces produz entre
30 e 40% de residuos constituidos por casca, caro¢o, sementes e bagaco que sdo
contabilizados como custo operacional, além de representar potenciais fontes de
contaminacdo ambiental. Entretanto, grande parte destes residuos apresenta em sua
composicdo vitaminas, minerais, fibras e compostos com importantes acdes na
manutencdo e protecdo das funcdes fisioldgicas do organismo humano (RABETAFIKA
etal., 2014; HERRERO et al., 2015).

Na cadeia produtiva de raizes, tubérculos e cereais 0 maior problema é causado
pela enorme producdo desses géneros que, por constituirem a base da alimentacdo de
muitos povos, geram muitos residuos e perdas alimentares (FAO, 2011).

Sabe-se que tais residuos poderiam ser utilizados de diversas formas pela
industria de alimentos, farmacéutica, nutracéutica, téxtil e biotecnoldgica (MELO et al.,
2008; HARBOURNE et al., 2013; PANDA et al., 2016), dependendo da composigédo do
residuo e da tecnologia disponivel para explorar o potencial da matriz. Assim, a
valorizacdo dos residuos e subprodutos da industria de alimentos é um desafio mundial
que reflete tanto a necessidade de melhor aproveitar o potencial nutricional destes
produtos, quanto o desafio de reduzir o impacto ambiental e econémico que eles geram
(GALANAKIS, 2012).
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Somente a industria de citricos produz quantidades de residuos que se utilizados
de forma otimizada, poderiam ser fontes de importante compostos fendlicos que se
concentram na casca (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Além
destes, em cascas de varios outros vegetais, também foram encontradas quantidades
importantes de compostos fendlicos, e, em alguns casos, quantidades maiores do que as
encontradas nas partes comestiveis (WOLFE; WU; LIU, 2003; MAKRIS; BOSKOU,
ANDRIKOPOULOS, 2007a).

Essas descobertas reforcam a importancia da recuperacdo ou obtencdo de
compostos com ac¢do antioxidante, vitaminas, fibras, peptideos e outras moléculas de
substancial importancia, a partir de residuos agricolas, o que promoveria uma
‘reciclagem’ dentro da cadeia de alimentos, permitindo a obtencdo de compostos
bioativos, de diferentes matrizes com baixo custo, 0 que por sua vez poderia favorecer a
elaboracdo de ingredientes, suplementos alimentares ou alimentos funcionais (NAZIRI
etal., 2014).

Nesse sentido diversos estudos tém sido desenvolvidos a fim de identificar e
quantificar os compostos bioativos presentes em vegetais (DA SILVA et al., 2014;
LOPEZ-COBO et al., 2014; LI et al., 2016). Além disso, busca-se também estabelecer
0s métodos de extracdo necessarios a obtencdo destes compostos, e determinar as
formas de conservacdo capazes de preserva-los (GALANAKIS, 2013; STRATI;
OREOPOULOU, 2014).

Sabe-se que nas Ultimas duas décadas grande parte dos estudos voltados a
identificacdo, quantificacdo e extracdo de compostos bioativos tém sido direcionados a
residuos vegetais, que, vém sendo amplamente apontados como importantes fontes de
compostos bioativos. Apesar disso, muitas desses produtos ainda ndo sdo explorados
como fontes destes compostos, em grande parte devido a falta de tecnologia apropriada
para a extracdo dos mesmos (WIINGAARD et al., 2012), fato que tém levado a um
aumento no numero de pesquisas aplicando diferentes técnicas capazes de otimizar a
extracdo de compostos bioativos de residuos vegetais (MELO et al., 2015;
RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015).

Dentre os principais compostos bioativos estudados atualmente, os compostos
fenolicos e os carotenoides se destacam por desempenharem um papel decisivo nas

propriedades sensoriais de frutas e vegetais, tais como, amargura, adstringéncia, cor e
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aroma (CHEYNIER, 2005; MORTENSEN, 2006). Além disso, diversos efeitos
benéficos a salde tém sido reportados em estudos epidemioldgicos relacionando o
consumo de alimentos fontes desses compostos com a reducdo no risco de
desenvolvimento de doencas crbnico-degenerativas como cancer e doencas
cardiovasculares (OMONI; ALUKO, 2005; SOOBRATTEE et al., 2005).

1.2. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de frutas, hortalicas e outros
vegetais e, sdo importantes determinantes na qualidade sensorial e nutricional tantos dos
produtos in natura quanto de produtos adicionados destes compostos (AYALA-
ZAVALA et al., 2011). Este grupo de fitoquimicos que se encontra amplamente
distribuido no reino vegetal, é de extrema importancia fisiologica e morfoldgica para o
desenvolvimento e manutencéo dos vegetais ao longo do seu ciclo de vida (POPA et al.,
2008).

Estes compostos possuem um anel aromético contendo uma ou mais hidroxilas e
suas estruturas podem variar desde uma simples molécula até um complexo polimero de
alta massa molecular (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Séo
classificados como fendlicos simples ou polifendis com base na estrutura quimica de
cada molécula (SOTO-VACA et al., 2012).

A enorme diversidade de compostos fendlicos considerados bioativos, ou seja,
com atividade bioldgica, reflete também a variedade de nichos de atuagdo onde estes
compostos podem ser inseridos.

No vegetal podem atuar como agentes atraentes para polinizadores, contribuem
para a pigmentagéo das plantas, agem como antioxidantes e agentes protetores contra a
luz UV, apresentam propriedades antimicrobianas a partir de compostos como
fitoalexinas, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2006; POPA et al., 2008). De modo
geral essas propriedades fazem com que esses compostos desempenhem um papel
importante tanto no crescimento quanto na reproducdo das plantas, proporcionando uma

protecdo eficiente contra patdgenos e predadores.
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No organismo humano diversos estudos ja relacionaram o consumo de
compostos fendlicos presentes em frutas, hortalicas, outros vegetais e produtos
derivados com beneficios na prevencédo e tratamento de distlrbios como aterosclerose,
sindrome metabdlica, diabetes e cancer (BODET et al., 2008; LUCAS; RUSSELL;
KEAST, 2011; MOHAMED, 2014; ZHEN et al., 2016).

Apesar disso, a falta de estudos in vivo ainda levanta ddvidas sobre a real
atividade e 0s mecanimos de acdo desses compostos no organismo humano,
especialmente associados a grande metabolizacdo que os compostos bioativos, em geral,
passam durante o processo digestivo, modificando a capacidade de reducdo dessas
substéancias (WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004).

Sabe-se que mesmo ap6s o consumo elevado de flavonoides, os metabolitos
resultantes encontrados no organismo, tendem a apresentar capacidade antioxidante
reduzida (HALLIWELL,; RAFTER; JENNER, 2005) e, a concentragdo de compostos
fendlicos pode ser de 100 a 1000 vezes menor no corpo humano, raramente excedendo
uma concentracdo plasmatica acima de alguns nmol/L (DEL RIO et al., 2010).

Apesar de todas as evidéncias, conflitantes ou ndo, sabe-se que o consumo de
alimentos de origem vegetal, especialmente as frutas (ricas em compostos fendlicos),
sdo de fundametal importéncia para a manutencdo da salide humana, uma vez que 0s
efeitos anti-inflamatério (TRIPOLI et al, 2007; MUELLER; HOBIGER;
JUNGBAUER, 2010), anti-tumoral (KAUR; VERMA, 2015), dentre outros vém sendo
largamente descritos.

Dentre todas as classes de compostos fendlicos existentes, os flavonoides séo os
mais comumente encontrados, devido a sua ampla distribuicdo nos tecidos vegetais e,
com os carotenoides e a clorofila, é responsavel pela ampla variedade de cores
encontradas nos vegetais. Nesta familia estdo incluidas as flavonas, flavonois,
isoflavonois, antocianinas, antocianidinas, pro-antocinidinas e catequinas (RONG,
2010; FERREIRA; PINHO, 2012).

Estas moléculas sdo derivadas dos aminoacidos aromaéticos fenilalanina e
tirosina e apresentam em sua estrutura quimica trés anéis (ROUTRAY; ORSAT, 2012).
As variagdes causadas por diferentes padrdes de hidroxilacdo, alquilacédo, glicosilacédo e
prenilacdo (adicdo de uma molécula hidrofobica), alteram sua estrutra, dando origem as

diferentes classes de flavonoides (ex. flavonois, flavonas, isoflavonois) (STALIKAS,
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2007), dos quais as flavonas e os flavondis sdo os mais amplamente distribuidos e
estruturalmente diversificados (IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

Um segundo grupo de compostos fendlicos também amplamente distribuidos e
abundantes na natureza s@o os acidos fenolicos. Estes podem ocorrer na forma de éster,
glicosideos ou amidas e raramente sdo encontrados em sua forma livre no vegetal
(PEREIRA et al., 2009). E, assim como os flavonoides podem ser divididos em
subclasses: os acidos hidroxicindmicos (ex. ferulico, cafeico, p-cumarico) e os acidos
hidroxibenzoicos (ex. galico, vanilico, siringico) (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS,
2013).

Enquanto a presenca e a quantidade de compostos bioativos nas diferentes
matrizes vegetais tem relacdo direta com a variedade, o grau de maturacdo (PALAFOX-
CARLOS; YAHIA; GONZALEZ-AGUILAR, 2012), as condicdes de armazenamento e
processamento (RINALDO; MBEGUIE-A-MBEGUIE; FILS-LYCAON, 2010), seu
potencial efeito funcional no organismo humano é considerado um resultado da acéo
sinérgica entre diferentes nutrientes e ndo nutrientes presentes no alimento, tais como
vitaminas, compostos fenodlicos, carotenoides, minerais e fibras (AGUDO; JOINT,
2005; IBGE, 2010; HADAD; LEVY, 2012; LIU, 2013).

Atualmente, dentre os compostos de maior interesse destacam-se 0s carotenoides
cujo papel protetor ja foi largamente reportado (GARDNER et al., 2000; KRINSKY;
JOHNSON, 2005; SHAH; PRASAD; KUMAR, 2016), e os compostos fenolicos,
principalmente por sua capacidade antioxidante, com potencial atuacdo na prevencédo de
doencas crénico-inflamatérias (LUCAS; RUSSELL; KEAST, 2011).

1.3. Carotenoides

Carotenoides sdo tetraterpenos lipossoluveis que contém 40 carbonos em sua
estrutura e duplas ligacdes conjugadas (BRITTON, 1995). Sdo um importante grupo de
micronutrientes, cuja aplicacdo funcional esta relacionada ao seu potencial antioxidante
e sua atividade de provitamina A (STAHL,; SIES, 2003). Estes compostos também s&o

importantes fontes naturais de corantes e pigmentos que variam de tons de amarelo ao
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vermelho, dependendo do tipo predominante de carotenoide presente na matriz
(MORTENSEN, 2006).

Apesar de serem encontrados majoritariamente em matrizes de origem vegetal,
os carotenoides também podem ser encontrados em peixes, crustaceos, insetos e na
plumagem de péssaros. Entretanto, animais ndo sdo capazes de sintetizar carotenoides,
de modo que somente através da alimentacdo é possivel obté-los (OKADA; NUR-E-
BORHAN; YAMAGUCHI, 1994; MATSUNO et al., 1999; RAO; RAO, 2007;
RODRIGUEZ-AMAYA, D. B.; M.; AMAYA-FARFAN, 2009)

Estima-se que entre 600 e 800 carotenoides naturais ja tenham sido isolados e
caracterizados (DUGO et al., 2008), dos quais aproximadamente 560 ja tiveram sua
estrutura quimica elucidada (SINGH; AHMAD; AHMAD, 2015) e, aproximadamente
50 destes foram caracterizados por apresentarem em sua estrutura quimica pelo menos
um anel B-ionona ndo-substituido com no minimo 11 duplas ligagdes, apresentando
assim, atividade de provitamina A. Destes, apenas 14 ja foram identificados no soro
humano, entretanto, apenas 6 (f-caroteno, S-criptoxantina, a-caroteno, licopeno, luteina
e zeaxantina) representam mais de 95% do total de carotenoides presentes no plasma
humano (MAIANI et al., 2009) e 4 (pB-caroteno, a-caroteno, licopeno e luteina)
representam mais de 90% do total de carotenoides presentes na dieta humana (JASWIR
etal., 2011; SINGH; AHMAD; AHMAD, 2015).

Os carotenoides podem ser classificados quanto a sua atividade biolégica em
provitaminicos (ex. p-caroteno e p-criptoxantina), sem atividade provitaminica (ex.
Licopeno e luteina), e outros cuja relacdo com beneficios a salide sdo menos estudados
(ex. fitoeno e o fitoflueno) e que estdo presentes em menor concentracdo nos alimentos
por serem moléculas precursoras na biossintese dos demais carotenoides
(MORTENSEN, 2006). E, também podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica em carotenos, constituidos por &tomos de carbono e hidrogénio (ex. s-caroteno,
a-caroteno e licopeno) e xantofilas, constituidas por &tomos de carbono, hidrogénio e
oxigénio (ex. luteina, zeaxantina e - criptoxantina) (AIZAWA; INAKUMA, 2007).

Dentre os carotenoides identificados, o S-caroteno € o mais abundante e o que
apresenta a maior atividade de provitamina A, por ter em sua estrutura quimica dois
anéis p-ionona, resultando normalmente em duas moléculas de retinol (vitamina A)
(LEUENBERGER; ENGELOCH-JARRET; WOGGON, 2001). E, assim como nos
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compostos fendlicos, a biossintese de carotenoides e a variagdo das concentracdes nos
vegetais depende de fatores genéticos, ambientais, do grau de maturacdo, condi¢des de
colheita e pds-colheita, armazenamento e processamento (KIDMOSE et al., 2001;
ALQUEZAR; RODRIGO; ZACARIAS, 2008; MAIANI et al., 2009).

A acdo antioxidante dos carotenoides € uma caracteristica particularmente
importante do licopeno que é eficaz em inibir o potencial oxidativo de radicais livres
(SHAMI; MOREIRA, 2004; HADAD; LEVY, 2012). Além deste, a luteina, zeaxantina
e as xantofilas encontradas em milho e em folhas como o espinafre funcionam como
antioxidantes protetores da regido da méacula da retina humana, protegendo contra a
formagdo de catarata, doengas coronarianas e acidente vascular encefalico
(SNODDERLY, 1995; EVANS et al., 2013; LIU et al., 2014).

Outros beneficios conferidos pelo consumo de alimentos fontes de carotenoides,
que podem estar relacionados ao seu potencial antioxidante, incluem o reforco da
funcdo do sistema imune, a protecdo contra queimaduras solares e a inibicdo de certos
tipos de cancer (KRINSKY’; JOHNSON, 2005; RAO; RAO, 2007).

Carotenoides sdo moléculas altamente suscetiveis a isomerizacbes ou
degradacGes pela luz, oxigénio, presenca de acidos e metais pré-oxidantes o que torna
tanto sua extracdo da matriz quanto sua conservagao etapas que requerem cuidados

importantes a fim de preservar estes compostos no produto final (MAIANI et al., 2009).

1.4. Extragdo de compostos bioativos

A extracdo de compostos fenolicos das matrizes onde se encontram, é
diretamente afetada pela estrutura quimica e as propriedades fisico-quimicas dos
mesmos. De tal modo, que condigbes de extracdo, como tempo, temperatura,
homogeneizacdo e o tipo de solvente utilizado influenciam nas caracteristicas dos
diferentes extratos obtidos, quantitativa e qualitativamente, permitindo maior ou menor
arraste desses compostos da matriz para o solvente utilizado (KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013; FRANQUIN-TRINQUIER et al., 2014).

A solubilidade desses compostos, & outra caracteristica particular desses

fitoquimicos, que explica a inexisténcia de um procedimento de extracdo universal para
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determinar tanto a atividade antioxidante in vitro quanto seu teor nos alimentos, o que
reforca a necessidade de selecionar métodos de extracdo especificos para cada matriz
(FRANKEL; MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002; CAETANO et al., 2011).

De acordo com Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006) a polaridade dos
diferentes solventes pode afetar a transferéncia de elétrons e de 4&tomos de hidrogénio
que sdo aspectos determinantes nas analises de avaliacdo da capacidade antioxidante
desses extratos, de modo que, podem atuar como interferentes dos métodos,
superestimando ou subestimando o potencial in vitro dessas matrizes. Além disso,
extratos majoritariamente aquosos podem conter compostos ndo-antioxidantes, como as
proteinas que também interferem diretamente tanto na eficiéncia da extragdo dos
compostos fendlicos quanto na determinacdo da sua atividade antioxidante.

Compostos fendlicos sdo conhecidos por formarem complexos com proteinas
capazes de promover mudancas estruturais, funcionais e nutricionais. De modo que, 0s
efeitos da temperatura, pH, o tipo e a concentracdo de proteina, o tipo e a estrutura do
composto fenolico da matriz, e as interacdes proteina-fendlico sob variadas condicdes
tem sido amplamente estudado na tentativa de elucidar o exato mecanismo capaz de
explicar como e porque a presenca dessas proteinas e essas interacdes com oS
compostos fendlicos interferem na atividade bioldgica desses compostos (OZDAL,;
CAPANOGLU; ALTAY, 2013).

Assim, extracGes solido-liquido com solventes como agua, metanol, etanol,
acetona, propanol, acetato de etila, dentre outros (BAYDAR; OZKAN; SAGDIC,
2004), em diferentes proporgdes tém sido comumente utilizadas para extrair compostos
fendlicos de frutas, vegetais e dos residuos destes, 0 que s € possivel gracas a enorme
variedade de compostos que estes solventes podem arrastar da matriz sem causar
modificagdes quimicas capazes de interferir nas propriedades funcionais destes
compostos (ZUO, 2002; CAETANO et al., 2011).

ExtragBes solido-liquido podem ser definidas como um fendmeno de transporte
de massa, onde os solidos presentes na matriz (sélida) migram para o solvente,
dependendo do gradiente de concentracdo, do coeficiente de difusdo (CORRALES et
al., 2009), da temperatura empregada, do tempo de contato, da relacdo liquido-sélido,
do fluxo, do tamanho da particula (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; MOKRANI;
MADANI, 2016) e da presenca de interferentes (NACZK; SHAHIDI, 2004).
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Dentre os diferentes tipos de solventes, o metanol e o etanol sdo os mais
comumente utilizados, assim como diferentes proporcdes de solucGes aquosas destes
solventes, com ou sem emprego de temperatura, agitacdo e com maior ou menor tempo
de contato destes com as amostras (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; RASHED et
al., 2014; MOKRANI; MADANI, 2016). Apesar disso, para aplicacdo em alimentos, o
etanol é preferido uma vez que apresenta menor toxicidade, e geralmente, uma atividade
antioxidante semelhante a observada quando outros solventes sdo empregados na
extracdo (DORTA,; LOBO; GONZALEZ, 2012; SANTOS; GONGCALVES, 2016)

Quando se considera os variados tipos de compostos fendlicos existentes, e sua
diversidade quimica, naturalmente se conclui que os métodos de extracdo variam de
acordo com a composicao destes metabdlitos nos vegetais, e 0s grupos majoritariamente
presentes. Assim, sabe-se que para os acidos fendlicos simples e os flavonoides que,
geralmente estdo presentes em forma sollvel (ex. ésteres livres e glicosideos soluveis),
0 uso de um solvente organico aquoso é suficiente para promover sua extracdo
(ESCARPA; GONZALEZ, 2001; ESCARPA; MORALES; GONZALEZ, 2002).

Entretanto, na natureza, muitos compostos fendlicos existem na forma de
complexos insoluveis, que geralmente encontram-se ligados a polimeros de parede
celular através de ligacGes éster e glicosidicas, €, sao geralmente liberados da matriz por
hidrélise bésica, acida ou ambas (VICHAPONG et al., 2010; ACOSTA-ESTRADA,;
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

Em diversos estudos da atividade antioxidante in vitro desses complexos
insolveis, os fenolicos conjugados, demonstraram um potencial superior ao observado
nos fenolicos simples e nos fenolicos conjugados soltveis (LIYANA-PATHIRANA;
SHAHIDI, 2006; CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2010). Apesar disso,
diferentemente dos cereais que apresentam maior proporcdo de compostos na forma
insolvel, frutas e vegetais sdo ricos nas formas conjugadas solUveis enquanto as formas
insolGveis representam em média 24% do teor total de compostos fendlicos (ADOM,;
LIU, 2002; SUN et al., 2002).

Com relacéo a extracdo dos carotenoides, esta é feita com solventes orgéanicos
que sdo em seguida removidos, restando apenas uma resina lipidica rica em pigmentos e
outros materiais (ex. triglicerideos). A remocdo desses interferentes (ex. clorofila,

triglicerideos) é feita através de uma etapa de saponificagdo (MORTENSEN, 2006).
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Devido a alta susceptibilidade desses compostos a fatores como temperatura, luz
e oxigénio, a presenca de antioxidante no meio permite sua preservacdo durante e
depois do processo de extracido (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE;
SERNA-SALDIVAR, 2014).

Além da extragdo com solvente, extracbes com fluido supercritico vém sendo
largamente aplicadas no isolamento de compostos fendlicos e carotenoides
(HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006; BLEVE et al., 2008; MASSIAS et al.,
2015). Tais metodos vém sendo utilizados com a finalidade de minimizar as inimeras
desvantagens dos métodos tradicionais (ex. baixa seletividade e rendimento, consomem
muito tempo e sdo mais trabalhosos), além de ndo utilizarem as grandes quantidades de
solventes, muitas vezes toxicos, necessarios nas extra¢es convencionais (HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006; HERRERO et al., 2010).

Apesar da extracdo com fluidos supercriticos ser técnica e economicamente
viavel ndo apenas em escalas piloto mas também industrial, e de apresentar inimeras
vantagens quando comparada as técnicas convencionais, apos mais de trés décadas de
desenvolvimentos o uso desta tecnologia em paises em desenvolvimento ainda é
minimo e até 2011 essa tecnologia ainda ndo era utilizada, em escala industrial, nos
paises da América Latina (PRADO; PRADO; MEIRELES, 2011).

Grande parte do problema para a utilizacdo desta tecnologia nesses paises esta
na dificuldade de se estabelecer critérios cinéticos, que permitam prever o
comportamento do processo na escala industrial, uma vez que os dados ainda sdo muito
controversos, 0s resultados inconclusivos e as possibilidades mudam de acordo com o
equipamento utilizado, o que torna a aplicacdo desta tecnologia em paises em
desenvolvimento uma experiéncia ainda economicamente inviavel na maioria dos casos
(FERNANDEZ-PONCE et al., 2016).

Além disso, enquanto muitos estudos afirmam que este processo de extracdo é
extremamente eficiente em escala industrial (PRADO; PRADO; MEIRELES, 2011;
VEGGI et al., 2014), ha relatos na literatura de decaimento do rendimento a medida que
a escala de operacgdo aumenta (KOTNIK; SKERGET; KNEZ, 2007).

Assim, as técnicas de extracdo convencional com solventes para a obtencdo de
compostos bioativos, mesmo que impliqguem na co-extracdo de substancia indesejaveis

(ex. acucares, acidos organicos, proteinas), quando associadas a um processo
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subsequente de purificacio (ex. extracdo em fase sdlida) (CASTANEDA-OVANDO et

al., 2009) sdo ferramentas validas, importantes e economicamente viaveis.

1.5. Alimentos funcionais

O conceito de alimentos funcionais foi proposto inicialmente no Japdo, em
meados da década de 1980. Nos anos 90, foi cunhada a designacdo, em inglés, FOSHU
(Foods for Specified Health Use, alimentos para uso especifico de saude), referindo-se
aos alimentos usados como parte de uma dieta normal que demonstram beneficios
fisioldgicos e/ou reduzem o risco de doencas cronicas, além de suas funcbes basicas
nutricionais (SHIMIZU, 2012).

Um alimento pode ser considerado funcional se for comprovado que pode
interferir beneficamente em uma ou mais fungdes alvo no corpo, além de ser
nutricionalmente relevante para 0 bem-estar e a saude e para a reducgédo do risco de uma
doenca (FANG; BHANDARI, 2010; EVANS et al., 2013). Sdo funcionais alimentos
que combinam produtos comestiveis com moléculas biologicamente ativas (compostos
bioativos), com a finalidade de corrigir distirbios metabdlicos (GONZALEZ-
CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011; MILAGRO et al., 2013), resultando em
beneficios a salde (CATCHPOLE et al., 2015)

Impulsionados pelo aumento da consciéncia dos consumidores que desejavam
melhorar a qualidade de suas vidas através de escolhas alimentares e incorporacdo de
habitos saudaveis, os alimentos funcionais ganharam grande destaque e

desenvolvimento ao longo dos dltimos anos (BREWER, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil de compostos fenolicos e carotenoides de suplemento e

subproduto de frutas e hortaligas.

2.2.  Objetivos especificos

o Identificar e quantificar, com base em padrfes analiticos, 0s compostos

fendlicos de suplemento obtido a partir do processamento de frutas e hortalicas e de seu
subproduto, por CLAE-DAD;

o Avaliar o teor de fendlicos livres totais no suplemento e em extratos do
subproduto;

o Avaliar o potencial antioxidante do suplemento e em extratos do
subproduto;

. Identificar e quantificar por CLAE-DAD os carotenoides do suplemento

e do subproduto;

. Determinar o perfil de compostos fenodlicos e a melhor condi¢do de
extracdo, considerando as variaveis tempo, temperatura e percentual de etanol por
UPLC-MS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Amostras vegetais

As seguintes frutas foram utilizadas: laranja (Citrus sinensis), maracuja
(Passiflora edulis) e melancia (Citrullus lanatus). Os vegetais foram: alface (Lactuca
sativa), abobrinha (Cucurbita pepo), cenoura (Daucus carota), espinafre (Spinacea
oleracea), menta (Mentha s.p.), inhame (Colocasia esculenta), pepino (Cucumis
sativus) e racula (Eruca sativa).

Todas as espécies foram adquiridas em um supermercado localizado no Rio de
Janeiro (Brasil), levadas ao laboratorio e processadas de acordo com o método descrito
por Martins, Chiapetta, Paula, & Goncalves (2011) para obter um suco concentrado de
frutas e vegetais.

O residuo gerado deste processamento foi seco e armazenado conforme descrito

por Ferreira e colaboradores (2015).

3.1.1. Suplemento de frutas e vegetais

Depois da etapa de pasteurizacdo do suco concentrado, este foi filtrado seco em
um spray dryer (GEA, AS0340D Niro Atomizer, Alemanha), com temperaturas de
entrada e saida de 190°C e 90°C, respectivamente.

Maltodextrina na proporcdo 1:4 (m/m) foi utilizada como adjuvante para a
encapsulacdo do produto. A concentracdo final de sélidos soluveis foi fixada em 32°
Brix, e o rendimento da producdo foi de 0,22 Kg.L™ de suplemento em pé.

Todo o suplemento foi armazenado em embalagens tipo PET, que foram seladas

e mantidas em local seco e limpo até a data das analises.
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3.1.2. Subproduto de frutas e vegetais

Aplés a obtencdo do suco concentrado, o residuo solido gerado foi
imediatamente seco em estufa ventilada Marconi modelo MA-035/5 a 65° C; ap6s a
secagem o material foi triturado em processador de alimentos modelo Walita,
retornando a estufa por mais 60 minutos a 90°C. Por fim todo o lote foi homogeneizado
para obtencéo da farinha de frutas e hortalicas (FFH) e armazenado em sachés plasticos
metalizados, a temperatura ambiente (20°C — 30°c) até a data das anélises (FERREIRA
etal., 2015).

Estudos anteriores avaliaram a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica da
bebida ap6s um ano de armazenamento, e da FFH ao longo de um ano de
armazenamento e as duas amostras se mostraram estaveis pelos respectivos periodos
(FERREIRA et al., 2015). Alem disso, a atividade antioxidante da FFH em extratos
aquoso, metandlico, etandlico e metanol:etanol (diferentes propor¢des), bem como o
teor de fendlicos totais também ja foram previamente reportados (SANTOS;
GONCALVES, 2016).

3.2.  Caracterizacdo e quantificagcdo dos compostos bioativos das amostras vegetais

3.2.1. Suplemento de frutas e vegetais

Foram pesados 2 g de amostra em tubo tipo Falcon (50 mL), adicionado com
pipeta volumétrica 30 mL de agua destilada, a mistura foi homogeneizada em vortex até
completa dissolucdo da amostra e, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2000
g por 15 min (Thermo Fisher Scientific, Mega Fuge 16R, EUA) e o sobrenadante foi
transferido para frascos de vidro e cor ambar, e, armazenado a -18°C até analise. Esta

etapa foi realizada em triplicata.
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3.2.2. Subproduto de frutas e vegetais

Foram pesados 2g de amostra em tubos tipo Falcon (50 mL), em seguida, foi
adicionado com pipeta volumétrica em cada tubo, 30 ml de solucéo etanol: agua (75:25;
v/v). Em seguida as amostras foram deixadas em shaker por 24 horas, a 40°C. Apés a
extracdo, as amostras foram centrifugadas a 2000 g por 15 min e o sobrenadante foi

recuperado e armazenado a -18°C até andlise.

3.2.3. Determinacdo de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON, ORTHOFER E LAMUELA-
RAVENTOS, 1999), com algumas modificacbes descritas por Santos e Goncalves
(2016).

Foram utilizadas as solugdes de Folin Ciocalteau a 10%, Carbonato de sédio a
4% e solucdo padrdo de cido galico 0,19%, e a leitura foi feita em espectrofotbmetro a
750 nm.

Os extratos foram avaliados em contragdes entre 3 mg.ml™* e 20 mg.mL™. O
ponto de maior concentracdo da amostra (20 mg.mL™) foi realizado em triplicata. Foi
feito também para cada amostra um branco de todos os reagentes, excluindo apenas a
amostra.

Os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente por grama de
amostra seca (mg EAG.g™) e uma triplicata do terceiro ponto (1,0 mL de extrato) de

cada amostra foi realizada.
3.2.4. Determinacdo da capacidade antioxidante pela reducdo do radical DPPH
A atividade antioxidante pelo método de reducédo do radical DPPH -(2,2 difenil-
1-pricrilhidrazil) foi determinada de acordo com metodologia descrita por Brand-

Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas modificacbes descritas por
(SANTOS, 2016).
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Preparou-se uma solucdo de DPPH 0,06mM em metanol, e uma curva padréo de
Trolox com 6 pontos em concentragdes entre 0 e 2000 micromol de trolox, para leitura
no espectrofotébmetro a 517 nm:

As amostras e 0s brancos foram adicionados em concentragdes entre 3 mg.mL™
e 20 mg.mL™, com repeticdo em triplicata do Gltimo ponto.

Os resultados foram expressos micromol de Trolox por grama (umol.g™).

3.2.5. Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de reducdo do ferro
(FRAP)

Para a determinacdo da atividade antioxidante através da reducdo do ferro, foi
utilizada a metodologia descrita por Benzie and Strain (1996) com algumas
modificacdes descritas por Ferreira, Gongalves e Ferreira (2015).

O reagente FRAP foi preparado no momento da analise contendo 25 ml de
tampdo acetato (0,3 M, pH 3,6), 2,5 ml de TPTZ (2,4,6-tripiridil — s — triazina)10 mM
em 40 mM HCl e 2,5ml de FeCI3 (20 mM).

Para os ensaios foram preparados extratos em concentrac6es variando de 0,25 a
0,9 mg.ml™?, e a curva de calibragdo foi preparada a partir de sulfato ferroso nas
concentragdes de 500, 750, 1000 e 1250 uM.

Aliquotas de 90 pL de cada diluicdo da solucdo padrdo e da amostra foram
adicionadas a 270 pL de agua Milli-Q e 2,7 ml do reagente FRAP. Os tubos contendo as
misturas foram homogeneizados em vortex e incubados em banho-maria (ALB 250C,
lab 1000, Brasil) a 37°C por 30 minutos.

As leituras foram realizadas a 595 nm, utilizando reagente FRAP como branco,
e, 0s resultados foram expressos em mmol Fe?* por grama de amostra seca (mmol
Fe?".g™).
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3.2.6. Identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos bioativos por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia com detector de Arranjo de Fotodiodos
(CLAE-DAD)

As amostras atomizadas (10 mg) foram pesadas em tubos Eppendorf (1,5 mL) e
dissolvidas em solugdo &gua:metanol (97:3; v/v). Em seguida foram homegeneizadas
em vortex (Warmnest, VX-28, Brazil) e filtradas em filtro de seringa 0,45um PTFE
(Millex, Millipore, Alemanha). Por fim os extratos foram transferidos para vials de cor
ambar (Allcrom, Brazil).

Para as analises dos extratos do residuo 1,5 mL dos extratos foram transferidos
para Eppendorf e concentrado a vacuo (Thermo Scientific, Speedvac, USA). O extrato
concentrado foi recuperado em solucdo agua: metanol (97:3; v/v) homogeneizado em
vortex e filtrado em filtro de seringa de 0,45um PTFE (Millex; Millipore, Alemanha).
As amostras foram armazenadas a -18 + 2°C até a data das analises.

As amostras e os padrdes analiticos foram analisados em um Sistema CLAE
(Perkin Elmer, Flexar, EUA) equipado com um degasificador, um forno de coluna e um
detector de arranjo de fotodiodos (PDA; Perkin Elmer, Flexar, USA) ajustado para
aquisicao de dados a 260 nm, 280 nm e 320 nm.

As amostras foram injetadas automaticamente, e os compostos fendlicos foram
eluidos de uma coluna de fase reversa Cig (5um x 150 mm x 4,6 mm; Kromasil;
Akzobel, Suécia), acoplada a uma coluna de guarda (4 x 3,0 mm; Phenomenex,
Torrance, CA, EUA), a 40°C.

A fase mdvel consistiu de uma solugdo &gua: acido férmico (97:3; viv; A),
metanol (B) e acetonitrila (C). A vazdo foi fixada em 0,8 mL.min™ e o gradiente de
eluicdo foi realizado conforme descrito por Gomes e Torres (2016) com algumas

modificacdes (Tabela 1).
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Tabela 1. Gradiente de eluicdo utilizado para separacdo cromatogréfica de compostos
fendlicos por CLAE-DAD.

Tempo (min) Solvente (%0)

A B C
0,1 85,0 14,5 0,5
7,1 55,0 43,5 15
14,1 5,0 93,0 2,0
20,1 1,0 97,0 2,0
23,1 15,0 83,0 2,0
23,2 85,0 14,5 0,5
33,2 85,0 14,5 0,5

A: 0.3% Acido formico; B: Metanol; C: Acetonitrila.

O tempo total de corrida foi de 33,2 min e o volume de injecéo estabelecido foi
de 20 pL.

O monitoramento e aquisi¢do dos dados foram realizados através do software
Chromera Data System 2012 (Perkin Elmer, USA), e a identidade dos picos foi
determinada por comparacdo dos tempos de retencdo e dos espectros UV-Vis, das
amostras com padrdes comerciais.

A quantificacdo dos compostos fendlicos por CLAE-DAD foi realizada atraves
da obtencédo de curvas de calibracdo de cinco pontos para cada padréo (Tabela 2). Para
tal, solucdes estoque (500 ppm) foram diluidas a concentracdes de 1 a 10 ppm, e a
concentracdo final de cada composto foi individualmente calculada utilizando a area do
pico, e os resultados foram expressos em mg.Kg™.

Os limites de deteccdo (LOD) que é a menor concentracdo do analito na matriz
que pode ser detectada pelo método utilizado, e o limite de quantificacdo (LOQ) que é a
menor concentracdo que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo foram
calculados para cada composto com base nas curvas de calibracdo de 5 pontos e no

modelo de regressao linear.
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Tabela 2. Curvas de calibragdo dos padrdes de compostos fenolicos utilizados (n=3).

Compostos fendlicos R? LOD (ppm) LOQ (ppm)
Acido 3,4-Di-hidroxi-fenilacetico 0,9851 1,437 4,355
Catequina 0,9895 1,204 3,648
Acido 4-Hidroxibenzoico 0,996 0,742 2,248
Epicatequina 0,9829 1,541 4,670
Acido Trans-Cafeico 0,9932 1,530 4,635
Acido Vanilico 0,9961 0,730 2,213
Acido 2,4-Di-hidroxi-benzoico 0,9956 0,777 2,354
Vanilina 0,993 0,979 2,966
Acido p-Cumarico 0,9942 0,891 2,700
Acido Ferulico 0,9977 0,560 1,693
Acido Sinapinico 0,9849 1,451 4,396
Rutina 0,9905 1,147 3,475
Miricetina 0,9981 0,514 1,558
Acido 2-Hidroxibenzoico 0,9943 0,884 2,679

R2 para curvas de regressdo obtidas com 5 pontos de calibracéo.

3.2.7 Extracdo dos carotenoides

O processo de extracdo foi executado conforme descrito por Lima e
colaboradores (2009). Assim, aproximadamente 10g das amostras (suplemento e
subproduto) mais 3g de celite 545 foram pesados e macerados em gral e pistilo, para
homogeneizacdo com sucessivas adicdes de 25 mL de acetona. As amostras foram
maceradas até que se obtivesse uma pasta.

A pasta obtida foi vertida em um funil de vidro siterizado acoplado em um
Kitasato de 500 mL para promover uma filtracdo a vacuo. Este procedimento foi
repetido trés vezes, ou até que a amostra ficasse transparente.

Em seguida a amostra foi transferida quantitativamente para um funil de
separacdo contendo éter de petréleo e lavado com agua Mili-Q, promovendo a
transferéncia dos carotenoides da acetona para o éter de petroleo.

Quando necessario, a amostra foi lavada com solugdo de NaCl 10%, para
desfazer emulsdes.

Por fim, o extrato foi transferido do funil de separacdo para um baldo

volumétrico de 25 mL utilizando um funil com 1a de vidro e sulfato de sddio para
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remover o0 excesso de agua do extrato. Nesta etapa, tanto o funil de separagdo quanto o
funil para a transferéncia para dentro do baldo foram lavados com éter de petroleo.

O volume no baldo volumétrico foi, entdo, completado com éter de petréleo.
Uma aliquota foi retirada para a leitura em espectrofotémetro e outra (1 mL) foi seca em
fluxo de nitrogénio e, reconstituida em 200 pL de acetona para a identificacdo por
CLAE-DAD.
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Figura 1. Esquema representativo do processo de extracdo de carotenoides de
suplemento e subproduto de frutas e hortalicas.

(1 e 2) Maceracéo do residuo e suplemento com acetona, respectivamente; (3) Filtracao
a vacuo; (4) Extrato filtrado; (5 e 6) Separacdo em funil; (7) Transferéncia do extrato
para o baldo volumétrico; (8) Extrato do residuo; (9) Extrato do suplemento.

3.2.8 Saponificacdo dos extratos

Em um frasco ambar foram adicionados 5 mL de solu¢do metandlica de KOH
10% e 5 mL do extrato obtido anteriormente. Esta mistura foi acondicionada ao abrigo
da luz por 16h. Em seguida, 5 mL de 4gua Mili-Q foram adicionadas em bureta de 25
mL e o conteldo do frasco (amostra saponificada) foi transferido quantitativamente para
a bureta.

O conteudo da bureta foi lavado com agua Mili-Q até que toda a porcdo
saponificada (aquosa) fosse removida. Por fim, o extrato foi retirado da bureta pela
parte superior com auxilio de uma pipeta. Este procedimento foi realizado apenas para a
amostra do subproduto.

Para as determinagOes de carotenoides por CLAE-DAD, 1 mL do extrato obtido

foi seco em fluxo de nitrogénio e reconstituido em 200 uL de acetona.
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Figura 2. Esquema representativo da etapa de saponificagdo do extrato de subproduto
de frutas e hortalicas.

(1) Extrato; (2) Extrato ap6s 16 horas em solucdo metandlica de KOH 10 %; (3)
Separacdo da fragdo saponificada; (4) Concentracdo da amostra com fluxo de
nitrogénio; (5) Extrato concentrado.

3.2.9 Identificacdo e quantificagdo dos carotenoides por CLAE-DAD

Para a identificacdo e quantificacdo dos carotenoides por CLAE-DAD, os
extratos reconstituidos em 200 pL de acetona, foram injetados automaticamente em
cromatografo liquido.

A separacdo foi realizada em coluna cromatografica YMC® Cj3, Carotenoid
(250 x 4,6xmm; 3pum), a uma temperatura de 33 + 2°C, com elui¢cdo em modo gradiente
de éter metil terc-butilico e metanol, conforme Tabela 3 (PACHECO, 2009). A
deteccdo foi feita com detector de arranjo de fotodiodos (W2996 Waters®) com
varredura de 350 a 550nm e quantificacdo em 450nm.

A identificacdo foi realizada com base no tempo de retencdo e espectro de
absorcdo UV/Vis dos picos cromatograficos dos padrdes externos injetados. E a
quantificacdo foi feita com base na curva de calibracdo e nas areas dos picos dos
padrdes injetados. Os resultados foram calculados em base seca e as inje¢des foram

feitas em duplicata para cada amostra.
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Tabela 3. Gradiente de eluicdo para separacdo cromatogréafica de carotenoides por

CLAE-DAD
Tempo (min) Solvente (%)
A B

Inicial 80,0 20,0
0,5 75,0 25,0
15,0 15,0 85,0
15,05 10,0 90,0
16,5 10,0 90,0
16,55 80,0 20,0
28,0 80,0 20,0

A: Metanol: B: Eter metil terc-butilico
Fonte: Pacheco, 2009, p.41.

3.2.10. Quantificacdo de carotenoides totais

A quantificacdo de carotenoides totais foi feita previamente a injecdo das

amostras no cromatégrafo por espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm

(UV-1800; SHIMADZU, Japdo). Todas as leituras utilizadas nos célculos apresentaram

valores de absorbancia entre 0,2 e 0,8.

Quando valores fora deste intervalo eram obtidos,

concentradas ou diluidas apropriadamente.

as amostras eram

A concentragéo de carotenoides totais foi calculada nas amostras de acordo com

a equacéo abaixo:

Abs deil XV x10000

Carotenoides totais (ug.lOO'l) = (

Onde:

Abs = Absorbancia

fdil = Fator de diluicdo da amostra
V = volume total do extrato (mL)

m = Massa da amostra (g)

A xm

)x100

A = 2592 (absortividade do f-caroteno em éter de petréleo).
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3.3.  Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade, andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey (p < 0,05), utilizando os softwares Excel e Action Stat.

3.4  Otimizacdo da extracdo de compostos bioativos do subproduto de frutas e

vegetais

3.4.1 Preparo da amostra

Para obtencdo dos extratos foram pesados 2g de amostra em tubos tipo Falcon
(50 mL), em seguida, foi adicionado com pipeta volumétrica em cada tubo, 30 ml de um
dos solventes, deixadas em contato com o solvente por tempo especifico, em shaker a
20°C ou 40°C. As condicBGes de extracdo estdo descritas na Tabela 4, onde foram
consideradas as variaveis tempo, temperatura e proporcao de etanol em agua. A variavel
de resposta utilizada foi a abundancia relativa méxima de fendlicos obtida na analise por
UPLC-MS. Apos a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 2000 g por 15 min e o
sobrenadante foi recuperado. As extragdes foram feitas em triplicata e ao final todas as

replicatas de uma mesma condi¢do foram misturadas e armazenadas a -18°C até anélise.
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Tabela 4. Condigdes experimentais para extracdo de compostos fendlicos (n=3).

Experimento Etanol:Agua (v/v) Temperatura (°C) Tempo (h)
Al 0:100 20 1
Bl 25:75 20 1
C1 50:50 20 1
D1 75:25 20 1
El 100:0 20 1
F1 0:100 20 6
Gl 25:75 20 6
H1 50:50 20 6

11 75:25 20 6
J1 100:0 20 6
K1 0:100 20 24
L1 25:75 20 24
M2 50:50 20 24
N1 75:25 20 24
P1 100:0 20 24
A2 0:100 40 1
B2 25:75 40 1
C2 50:50 40 1
D2 75:25 40 1
E2 100:0 40 1
F2 0:100 40 6
G2 25:75 40 6
H2 50:50 40 6

12 75:25 40 6
J2 100:0 40 6
K2 0:100 40 24
L2 25:75 40 24
M1 50:50 40 24
N2 75:25 40 24
P2 100:0 40 24

As extragdes foram feitas em triplicata.
3.4. ldentificacdo de compostos fenolicos por UPLC - MS

Para as andlises de identificacdo por espectrometria de massas, 2 L dos extratos
e dos padrdes foram injetados em triplicata no sistema UPLC - MS equipado com uma

fonte de ionizagdo por Eletro Spray (Xevo G2-S QToF, Waters Corporation, RU),

operando em modo negativo ESI (-).
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A separacdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna ACQUITY UPLC®
HSS T3 Cy5 (100 mm x 2,1 mm; 1,8 um). A temperatura da coluna foi fixada em 30 *
2°C. Durante cada corrida, a vazdo foi de 0,6 mL.min*, com eluicdo em modo gradiente
de solucgéo aquosa de acido férmico 0,3 % (v/v; A) e, acetonitrila com &cido férmico 0,3

% e formiato de aménio 5 mM (B), descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Gradiente de elui¢do utilizado para a separacdo cromatografica de compostos
fenolicos por UPLC-MS.

Tempo (min) Solvente (%0)
A B

Inicial 97,0 3,0

11,8 50,0 50,0
12,38 15,0 85,0
13,53 15,0 85,0
14,11 97,0 3,0
16,99 97,0 3,0

A: 0.3% Acido formico; B: Acetonitrila, 4cido formico 0,3% e formiato de amonio 5
mM.

Os dados foram coletados considerando a razdo m/z entre 50 e 1000 operando
em modo negativo. A voltagem dos capilares foi fixada em 2,0 kV e a voltagem dos
cones de gas foi fixada em 30 V. O fluxo do gas de dessolvatacdo (nitrogénio de alta
pureza, N2) foi fixado em 600 L.h™* e a fonte de aquecimento foi ajustada em 120°C.

Os dados foram adquiridos utilizando um modelo de aquisicdo multiplex
MS/MS com alternancia de energia (baixa e alta) em modo centroide.

Os experimentos MS/MS foram executados com energia de colisdo entre 15 e 55
eV utilizando com gés de colisdo Argbnio ultrapuro (Ar). Os dados foram entdo
coletados pelo MassLynx 4,1 (Waters Corporation, UK). Para garantir a acuracia e a
reprodutibilidade, todas as determinagfes foram executadas junto com um padrdo de
massa calibrada leucina-encefalina (Waters Corporation, USA; m/z 554,2615) a uma
concentracdo de 0,4 ng.L™ em acetonitrila:agua (50:50,v/v), com &cido férmico 0,1%

(v/v), em um fluxo de 20 pL.min™.
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O tempo de varredura para leucina-encefalina foi definido em 0,3s, em
intervalos de 15s e 3 escaneamentos com uma janela de massa de + 0,3 Da.

3.4.1 Processamento dos dados

Os dados brutos de todas as repeti¢Oes resultantes da analise UPLC - MS foram
processados pelo software QI Progenesis v. 2.1 (Nonlinear Dynamics, Waters
Corporation, UK), com as seguintes condi¢des: todas as corridas, limites automaticos,
dados centroides, modo de ionizacdo negativa e molécula deprotonada [M - H]".

A identificagdo de compostos fendlicos realizou-se pela busca de polifendis com
MetaScope, uma ferramenta de pesquisa totalmente integrada que permitiu 0 uso de
banco de dados interno Polyphenols PubChem ID usando os seguintes parametros: ion
precursor, erro de massa < 5 ppm, fragmento (tolerancia) < 10 ppm, tempo de retengdo
dentro de 0,5 min e dentro do intervalo de 0,3 — 14,0 min de analise. Além disso, foram
utilizados os parametros de 35 padrdes fendlicos como o tempo de retencdo, massa
exata, erro em massa e 0 espectro de massa, além de outros acima mencionados foram
comparados com os dados as amostras.

Os dados processados foram exportados para o0 programa EZinfo onde foi feita a
Andlise de Componentes Principais (ACP) para definir as similaridades e diferengas

entre os extratos estudados.

3.5.  Determinacéo da capacidade antioxidante pela redugéo do radical DPPH

Os extratos foram avaliados quanto a capacidade antioxidante pela reducdo do

radical DPPH conforme descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de fendlicos totais e o potencial antioxidante das amostras, estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Fendlicos totais e atividade antioxidante de suplemento e subproduto de

frutas e hortalicas (n=3).

Atividade antioxidante

Fendlicos totais DPPH (umol

. -1
Experimento (Ma.g™) Trolox.g™) FRAP (umol sulfato ferroso.g™)
Subproduto 3,02 + 0,19 28,23 +0,01° 30600,0 + 937,2°
Suplemento 1,85+ 0,33" 23,42 +0,004° 27440,0 + 359,3"

Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna representam diferenca estatisticamente

significativa (p <0,0,5).

Quando comparados, 0 subproduto apresenta teor de fendlicos totais superior,
entretanto a atividade antioxidante € menor.

Dados semelhantes ja foram reportados na literatura demonstrando um potencial
antioxidante tanto nas partes comestiveis quando nos subprodutos de frutas e hortalicas,
variando consideravelmente tanto entre matrizes, quanto entre os métodos de extracao
utilizados (GARCIA-SALAS et al., 2015). Além disso, diversos estudos apontam para
uma maior eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos quando solventes organicos
sdo adicionados ao sistema de extracdo por solvente (TURKMEN; SARI; VELIOGLU,
2006; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Estes resultados também demonstram que o potencial antioxidante de um
alimento ndo depende exclusivamente da concentracdo de fenolicos no meio, mas
principalmente do potencial que cada molécula tem para agir como antioxidante, o que
depende tanto da sua estrutura quimica quanto das interacdes moleculares que cada
estrutura faz com outros constituintes do alimento, sejam eles macronutrientes (ex.

carboidratos e proteinas) ou micronutrientes (ex. carotenoides e vitaminas)
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(ALTUNKAYA et al., 2009; HIDALGO; SANCHEZ-MORENO; DE PASCUAL-
TERESA, 2010; VILLENEUVE; MCCLEMENTS; DECKER, 2012).

A caracterizacdo de compostos fendlicos no suplemento de frutas e hortalicas
por CLAE-DAD, mostrou a presenca de pelo menos 14 fendlicos, dentre os quais 0s
mais abundantes foram os &cidos fendlicos, com concentracbes variando entre 35,11
mg.Kg™* de 4cido 2-hidroxibenzoico e 1342,74 mg.Kg™ do &cido p-cumarico. Além
destes, outros 5 acidos fendlicos, 4 flavonoides, 1 aldeido fendlico (vanilina) e 2
derivados fendlicos, o acido 3,4-dihidroxifenilacético (metabdlito derivado da
quercetina) e o 4cido sinapinico (derivado do acido ferdlico) também foram
identificados na Tabela 7 e Figuras 3 e 4.

Todos os compostos identificados e quantificados encontraram-se acima dos

limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) estabelecidos.

Tabela 7. Compostos fenodlicos identificados e quantificados por CLAE-DAD em

suplemento e subproduto de residuo de frutas e vegetais (n=3).

. e tR Concentracao . Concentracao

Compostos identificados min)  (mg.kg™) ‘0 R (min) (mg.kg) ¢
Suplemento Subproduto

Acido 3,4-Dihidroxi-fenilacetico 7,417 227,26 NI? -

Catequina 7,727 353,80 NI? -

Acido 4-Hydroxibenzoico 9,07 398,44 9,06 858,02

Epicatequina 9,637 210,81 9,607 442,19

Acido Trans-Cafeico 9,877 266,27 NI -

Acido Vanilico 10,06~ 591,13 10,09° 606,76

Acido 2,4-Di-hidroxi-benzoico  10,53" 561,15 NI? -

Vanilina 11,37 222,13 11,42%*

Acido p-Cumarico 12,0277 1342,74 12,057 134857

Acido Ferulico 12,28 471,63 NI -

Acido Sinapinico 12,38 1183,85 NI? -

Rutina 12,84" 330,07 12,83**

Miricetina 13,14™ 79,35 13,16%** -

Acido 2-Hidroxi-benzoico 14,96 35,11 NI? -

®Né&o Identificado.
Medias obtidas de triplicatas de injecéo.
*260 nm; **280 nm; ***320 nm.
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Figura 3. Cromatograma de compostos fenolicos identificados por CLAE-DAD em
suplemento de frutas e hortaligas em 260, 280 e 320 nm (n=3).

Compostos identificados: 1: Acido 3,4-Dihidroxifenlacético; 2: Catequina; 3: Acido
4-Hidroxibenzoico; 4: Epicatequina; 5: Acido Trans-Cafeico; 6: Acido Vanilico; 7:
Acido 2,4-Dihidroxibenzoico; 8: Vanilina; 9: Acido p-Cumaric; 10: Acido Ferulico; 11:
Acido Sinapinico; 12: Rutina; 13: Miricetina; 14: Acido Salicilico.
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Figura 4. Cromatograma de compostos fenodlicos identificados por CLAE-DAD em
residuo de frutas e hortalicas a 260, 280 e 320 nm (n=3).
Compostos identificados: 3: Acido 4-Hidroxibenzoico; 4: Epicatequina; 6: Acido

Vanilico; 8: Vanilina; 9: Acido p-Cumarico; 12: Rutina; 13: Miricetina.
Em sucos e bebidas de frutas, a concentracdo de &cidos fenolicos é geralmente

maior que a de flavonoides (SHUI; LEONG, 2002; TEZCAN et al., 2009;
RODRIGUES; BRAGAGNOLO, 2013) isso porque esses compostos tem uma estrutura
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quimica relativamente mais simples que os flavonoides, sdo hidrofilicos, o que favorece
a sua difusdo em meio aquoso (JAKOBEK, 2015) e podem se ligar a fragdes de
carboidratos o que também facilitaria seu arraste para a fracdo aquosa (HUTZLER1 et
al., 1998; PEREIRA et al., 2009).

Dentre os flavonoides encontrados no suplemento apenas a rutina
(330,07 mg.Kg™) apresenta baixa solubilidade em agua e, se encontra ligada a parede
celular de vegetais folhosos (DE OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto, o processamento
dos alimentos ao promover a ruptura da parede celular dos vegetais, poderia contribuir
para a sua liberacéo da matriz (JAKOBEK, 2015).

Ao observar o perfil cromatografico do subproduto, foram identificados apenas 4
compostos, 0 4cido p-cumarico (1348,57 mg.Kg™), o 4cido 4-hidroxibenzéico (858,02
mg.Kg?), o 4cido vanilico (606,76 mg.Kg™), além da epicatequina como Unico
flavonoide (442,19 mg.Kg™).

A complexidade do subproduto representa um obstaculo a mais nos processos de
extracdo, purificacdo e consequente de identificacdo dos compostos o que pode ter
contribuido para a presenca de um menor nimero (quantitativa e qualitativamente) de
compostos. Essa complexidade estrutural é um dos fatores capazes de comprometer a
eficiéncia do processo de extracdo (SUN-WATERHOUSE et al.,, 2009; GODOY-
CABALLERO; ACEDO-VALENZUELA; GALEANO-DIAZ, 2012), ja que a presenca
de proteinas, fibras e outros carboidratos podem dificultar a saida dos compostos
fenolicos da estrutura vacuolar onde eles naturalmente se encontram (AGATI et al.,
2012, 2013).

Dentre os carotenoides identificados (Tabela 8 e Figura 5), o pg-caroteno
mostrou-se predominante tanto no suplemento (486 + 19,09 pg.100g™) quanto no
subproduto (1317 + 207 pg.100g™), seguido pelo a-caroteno, presente em uma
concentracdo de 256,5 + 10,61 pg.100g™ no suplemento e de 493 + 74 pg.100g™ no
subproduto.

A presenca de outros carotenoides como licopeno, luteina e os isdbmeros 9 e 13-
cis do p-caroteno nas duas amostras, é reflexo da variedade de vegetais utilizados na
elaboracdo do produto, e consequentemente do residuo, contribuindo para o elevado
teor total de carotenoides que variou entre 1160,5 + 53,03 ug.100g™ e 2643 + 479

1g.100g", para o suplemento e subproduto, respectivamente.
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Como era esperado o teor de carotenoides no suplemento foi inferior ao
encontrado em outras bebidas atomizadas, sucos e fruas in natura como mamao (4400 —
4600 pg.100g™), manga (1800 — 2500 pg.100g™) (GANCEL et al., 2008) e cagaita
(7700ug.100g™) (CARDOSO et al., 2011), que sdo reconhecidas fontes de carotenoides.
Porém o subproduto apresentou um teor maior que o encontrado no suplemento e em
outros subprodutos de frutas como atemdia (Annona cherimola) onde o teor de
carotenoides encontrado foi de aproximadamente 190 pg.100g” em extrato
saponificado (ALBUQUERQUE et al., 2014), abacaxi (156,10 pg.100g™ de p-
caroteno), acerola (272,83 ug.100g™ de S-caroteno) e pitanga (1110,85 pg.100g™ de p-
caroteno) (DA SILVA et al., 2014), mas inferior ao reportado para residuo de maca
onde o teor de carotenoides totais encontrado foi de 5420 pg.100g™* (DE ABREU et al.,
2013).

Tabela 6. Carotenoides totais, luteina, a-caroteno, 3-caroteno, 9-cis-p-caroteno, 13-cis-
[-caroteno e licopeno identificados em suplemento e subproduto de frutas e hortalicas
(n=2).

Suplemento Subproduto
: RE* . RE
(ug.100g™) (ug.100g™)
Total
1160,5 + 53,03 - 2643 + 479 -
Luteina 20+0,0 - 169 + 125 -
a-caroteno 2565+ 10,61 21,37 493 + 74 41,08
p-caroteno 4865+ 19,09 81,08 1317 + 207 219,52
13-cis p-caroteno 21 +2,82 - 44 + 3,5 -
9-cis p-caroteno 21 +2,82 - 167 =+ 30 -
Licopeno 194 + 14,14 296 + 62

Média £ DP (n= 2). *Retinol equivalente
'1RE = 12 pg de p-caroteno;
?1RE = 6 ug de S-caroteno

45



1,20~
1.00=

0.80=

e

e

O.ED-. 6
0.40—.

0,20+

N SO | T

e e L
10,00 18,00
MiAUtEs

I ! o
20,00 25,00

0,40

: 1
0,354
0,30

0,264

LIPS
.

Q 0,20

0,154

0,10 ¢
005

" I U\_.MJ

T——

1

S I O T L B I A I AR I
200 400 600 800 1000 1200 1400 1000 1800 2000 2200 2400
Minutes

O] LI [
2000 2800

Figura 5. Cromatogramas dos carotenoides identificados por CLAE-DAD em
suplemento e subproduto de frutas e hortalicas com varredura de 350 a 550 nm (n=2).
Luteina (1), 13-cis-f-caroteno (2), a-caroteno (3), S-caroteno (4), 9-cis-p-caroteno (5) e

licopeno (6).
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Albuquerque e colaboradores (2014) também demonstraram que a etapa de
saponificacdo, apesar de reduzir os interferentes da amostra, também provocou a perda
de carotenoides em subproduto de atemoia, principalmente luteina e S-caroteno, que
reduziram até 77% e 34,75%, respectivamente, ap0s a saponificacdo, mas, permitiu a
identificacdo e quantificagdo da p-criptoxantina. Segundo 0S mesmos autores, essa
reducdo é ocasionada porque o hidroxido de potéssio permite a formacdo de uma
emulsdo arrastando os carotenoides que serdo perdidos durante a eliminacdo da fase
aquosa (porcdo saponificada).

O teor de luteina observado no residuo também foi elevado, comparando-se a
um residuo seco de milho, uma reconhecida fonte de luteina, onde foi observado um
teor de 1990 pg.100g™ de luteina. Entretanto, quando comparados & cebola (8760
1g.100g™) e brocolis (11330 mg.kg™?) os valores foram notavelmente inferiores
(MAMATHA; ARUNKUMAR; BASKARAN, 2012).

Sabe-se que alguns isdmeros Cis-f-caroteno apresentam menor atividade na
varredura de espécies reativas de oxigénio e sdo degradados mais rapidamente que a
forma Trans- p-caroteno (SCHIEBER; CARLE, 2005), entretanto, durante o
processamento de frutas e vegetais (ex. aquecimento), a concentracdo da forma Cis-
caroteno aumenta devido a isomerizacdo da forma Trans-caroteno, que é forcada pelo
processo, levando também a um decaimento na intensidade da cor do produto, podendo
alterar de forma significativa suas caracteristicas sensoriais.

Por outro lado, sabe-se que a presenca de compostos fendlicos na amostra pode
atuar de forma protetiva nesses carotenoides, preservando-os de danos oxidativos. O
fato dos dados acerca da atividade bioldgica da forma Cis-fS-caroteno ainda serem
inconclusivos, reforca a importancia da realizacdo de testes in vivo que permitam
elucidar as rotas metabdlicas que esses isdmero alcangam no organismo humano, além
de avaliar o efeito sinérgico que as interacGes entre carotenoides, polifendis e outras
moléculas organicas podem ter tanto na absorcdo, quanto na atividade bioldgica desses
compostos (HADAD; LEVY, 2012; GUPTA; SREELAKSHMI; SHARMA, 2015).

Devido ao perfil de carotenoides encontrado, principalmente no subproduto de
frutas e hortalicas, e ao fato de que a metodologia empregada pode ter impactado
significativamente nos teores reais de carotenoides totais do produto, subestimando-o, é

possivel caracterizar o subproduto de frutas e hortaligas como uma importante fonte de
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compostos pro-vitaminicos, de baixo custo, uma vez que as concentragdes observadas,
mostram um potencial de conversdo em vitamina A (retinol) superiores ao encontrado
em frutas e vegetais reconhecidamente fontes de carotenoides como acerola (192 RE),
manga (215 RE), meldo (184 RE) e alface (208 RE) (RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Sabe-se que a extragdo de compostos bioativos de matrizes vegetais depende
tanto da composicdo do alimento quanto do método selecionado e, de modo geral a
variacdo nas condicGes de extracdo como tempo, temperatura e concentracdo de
solvente organico, véo interferir tanto no tipo quanto na quantidade de compostos que
serdo extraidos.

Assim, para a avaliacdo do perfil de compostos fendlicos por UPLC-MS foram
avaliadas 30 condicOes de extracdo onde, através da analise de componentes principais
(ACP) foi possivel observar que os extratos a 20°C e 40°C (Figura 6) apresentaram
uma distribuicdo semelhante de compostos fendlicos principalmente em condi¢Ges com
a presenca de ambos os solventes, etanol e agua.

Quando etanol e agua foram utilizados isoladamente, os extratos obtidos
apresentaram perfis ligeiramente diferentes dos demais, especialmente quando houve
aumento da temperatura para 40°C. Nestes extratos, o tempo de extracdo ndo foi téo
significativo para o perfil dos compostos extraidos, quanto foi a variagéo no solvente.
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Figura 6. Graficos de ACP dos extratos a 20°C (A) e 40°C (B) de extratos de
subproduto de frutas e hortalicas.

Nos extratos obtidos foram identificados 25 flavonoides, 12 acidos fenolicos, 2
cumarinas e 3 outras substancias fenolicas (2 ésteres e 1 aldeido), apresentados na
Tabela 7. As identificacbes foram feitas com base em padrBes analiticos (quando
disponiveis) e utilizando informacbes de tempo de retencdo, razdo massa/carga (m/z),
score de fragmentacdo, score (gerado pelo software utilizado) erro de massa e
similaridade isotdpica.

Os compostos propostos foram comparados as informac@es contidas na base de
dados Phenol Explorer, com confirmacéo na base de dados da PubChem e Chem Spider.

Além disso, os compostos identificados no subproduto também foram
referenciados a estudos que ja haviam identificado estes compostos em uma das
espécies vegetais utilizadas para o preparo do suplemento.

O numero total de compostos tentativamente identificados por UPLC-MS em
cada extrato variou consideravelmente entre as diferentes temperaturas e tempos
avaliados, tendo sido identificados até 41 e 42 compostos em 20°C e 40°C,

respectivamente.
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Tabela 7. Compostos fendlicos tentativamente identificados em residuo de frutas e hortalicas por UPLC-MS.

NO

Possivel
identificacéo

m/z

tR?

Férmula

Score

SF!

EM® si*

Abundancia
Maxima

Estrutura

Referéncia

Potencial Atividade
Bioldgica

Flavonol

C1

Kaempferol-3,7-
di-p-D-
glicopiranosideo

609,1444

3,48

C27H30016

54,2

90,1

-2,80 | 84,25

52353

(PASINI et al.,
2012)

Potencial anti-
inflamatério
(RAJENDRAN et
al., 2014);

C2

Rutina*

609,1456

4,95

C27H30016

55,3

96,6

-0,76 | 80,67

21816

(KHANAM et
al., 2012)

Anti-inflamatério
intestinal
(MASCARAQUE et
al., 2014);
Antioxidante (LI et
al., 2014b);
Efeito anti-tumoral
em hepatoma
(CHEN et al., 2015)

C3

Galangina

269,0447

6,83

C15H1005

36

-3,24 | 83,99

1098

(BERTIN et al.,

2014)

Potencial agente
quimio-preventivo
(HEO; SOHN; AU,
2001)
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Continuagao da Tabela 7.

Possivel

N° TSIV m/z tR* Formula  Score SF* EM?® gi¢ Abundancia Estrutura Referéncia | otencial Atividade
identificacéo Maxima Biologica
Potencial inibi¢do do
ciclo celular em
oo células de cancer e
NN BELAIOVA: efeito quimio-
c4 Quercetina | 301,0346 | 7,01 | CI5H1007 | 575 |953 |-255| 9542 | 13101 SO, 200 preventivo
| ’ (MURAKAMI:
° ASHIDA; TERAO,
2008; JEONG et al.,
2009)
Flavanol
P Potencial
N i : ) | ] E (BIMAKR etal, antioxidante
C5 (-) Epicatequina | 289,0715 | 3,89 C15H1406 36,6 | 0,51 |-1,04| 83,75 653 hy at 2011) (IACOPINI et al.,
2008)
Flavanonas
s
Y
i A AL (ABAD-
cp | NarngeMinad-O- yag 1144 | 402 | C21H22010 | 551 | 96,7 | 0,85 | 80,07 | 3843 N GARCIA etal, i
glicosideo ‘ 2012)
XU
9
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Continuacao da Tabela 7.

Possivel

Abundancia

Potencial Atividade

Ne | oSTVET m/z tR! Férmula  Score SF! EM® SI* o Estrutura Referéncia e
identificagéo Maxima Bioldgica
°~":‘-J'° "'J*‘:"i*‘ (BRONNER,; Anti-inflamatério
C7 Narirutina 579,1715 | 5,46 | C27H32014 | 50,5 | 54,4 |-0,79 | 98,89 1648619 ARG Y BEECHER, (FUNAGUCHI et
A ) 1995) al., 2007)
Potencial
antioxidante em
terapéutica de
estresse renal
(BHARATHI;
JAGADEESAN,
2014);
o (EL-SHAFAE Eficiéncia quimio-
cs Hesperidina | 609,1806 | 5,85 | C28H34015 | 51,4 | 614 |-3,14| 9945 | 4104348 LG, EL-DOMIATY, | Preventivo contra
2001) nefrotoxicidade

medicamentosa
induzida (SIDDIQI
etal., 2015);
Efeitos protetivos
contra o estresse
oxidativo e
dislipidemia (PARI
et al., 2015)
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Continuagdo da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® ¢ Abundancia Estrutura Referéncia | otencial Atividade
identificacéo Maxima Biologica
7 (KHAN; ZILL-
o B E-HUMA;
Cc9 Eriodictiol | 287,0557 | 7,22 | C15H1206 | 37 | 0 |[-155| 86,66 | 15550 MH 5 DANGLES, -
~7 ot 2014)
g Potencial indutor de
C10 Didymin 593,1864 | 7,25 | C28H34014 | 49,8 | 558 |-1,99( 9557 | 201015 el ol iatgiiacy gs?:giseere(ﬂlﬁi:gaest
RS al., 2010)
‘ ! (HOUGEE et al., Potencial efeito
ci1 Chrysin 253,0504 | 7,92 | C15H1004 | 506 | 66,8 |-099| 87,26 | 27613 Bl 2008 ABAD: q(LI’;'X'SOAereA"gPZIVO
0 o “ ‘ 2012) 2015)
Potencial efeito
T 0 anticolesterolémico
AN BILBAO et al (BORRADAILE;
C12 Hesperetina 301,0706 | 8,11 | C16H1406 | 357 | 0 |-3,79| 82,85 14423 BOUWR ( 2007)‘“" CARROLL;
ST ] KUROWSKA,
Y e 1999; CHO et al.,
2012)
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Continuacao da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® )¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' Otencial Atividade
identificagéo Maxima Bioldgica
oA - é"o\""\’AfNHA';‘é’?\I Potencial citotoxico
c13 Nepetin 315,500 | 8,83 | Cl6H1207 | 368 | O |-321| 8793 | 7945 e | e et | (MILITAO etal,
e JIN et al., 2008) 2004)
Flavonas
L. _H.“I .
Cinarosideo/ VO (ABAD- anggﬁggﬁlee
Cl14 Luteolina 7-O- 447,0925 | 4,38 | C21H20011 | 57,7 | 96,8 |-1,64 | 93,62 394543 L GARCIA et al., R )
licosideo .1 2012) citotoxico (SUN;
g D MU, 2014)
M
ina 6-C- .‘”‘Tg '"f_ I (ABAD-
cis | Luteolina6-C- 140 0923 | 452 | c21H20011 | 574 | 964 |-2,20| 9327 | 82250 iy I GARCIAetal, -
glicosideo T 2012)
|
BARRECA Acdo mimética a
C16 Rhoifolin | 577,1547 | 453 | C27H30014 | 56,1 | 953 [-266| 8822 | 34517 , B o ™ | insulina (TZENG et
o ! al., 2011)
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Continuacao da Tabela 7.

Possivel

N° | TOSSIVEL m/z tR* Formula  Score SF EM® gt Abundancia Estrutura Referéncia " 0tencial Atividade
identificacéo Maxima Biologica
> Efeito anti
‘,.f‘,ﬁ’.‘ CANAZE ot al hiperdislipidémico
c17 Diosmin 607,1647 | 5,68 | C28H32015 | 554 | 985 |-3,45| 82,66 | 35997 T A os) em ratos
AL (QUEENTHY;
o JOHN, 2013)
e L]
igenina 6-C- (ABAD-
cig | APIENINa6-C- 1 41 0975 | 569 | C21H20010 | 55,6 | 92,3 |-2,10| 87,99 | 43617 S GARCIA etal, -
glicosideo | 2012)
N
Ay
I
[
1§ J:
I i
C19 | Neodiosmin | 607,1646 | 582 | C28H32015 | 475 |54,7 |-367| 87,25 | 44348 L | e -
?,» 0" \_‘, e
AN
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Continuagao da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® )¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' Otencial Atividade
identificagéo Maxima Bioldgica
Potencial acéo
hipocolesterol
(BORRADAILE;
"y g (ABAD CARROLL;
. . 2 KUROWSKA,
C20 Naringenina 271,0604 | 8,33 | C15H1205 | 49,5 | 53,8 [-3,03| 97,24 359901 'h'“"ﬁﬁ" GARZCOIiAZ)etaI., 1999); aumento no
“No consumo de glicose
muscular
(ZYGMUNT etal.,
2010)
Potencial anti-
. (ABAD inflamatorio e
L P AD- anticarcinogénico
Cc21 Apigenina 269,0447 | 8,43 | C15H1005 | 39,9 | 5,65 |-3,15| 97,45 221986 ‘ GARCIiAcetal,, )
Pig P ~ 2012) (WANG et al., 2000;
HOUGEE et al.,
2005)
Isoflavonoides
P o (KLEIDUS; PotenciaJ efeito
C22 Irilone 297,0404 | 5,63 | C16H1006 | 365 | 0 |-0,26| 82,89 2928 g “.H_,.u”n XEQR\Q)SVOX (LSS#EEH:;%
0 KUBAN, 2001) 2014) K
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Continuacao da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® gi¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' otencial Atividade
identificacéo Maxima Biologica
Cc23 Koparin 299,0552 | 8,68 | C16H1206 | 57,6 | 97,2 |-2,98 | 94,21 166428 - u\ I (LIU etal., 2007) -
T
Metabolitos flavonoide
; (KHAN; ZILL-
. P E-HUMA,;
C24 Isosakuranetina | 285,0763 | 11,00 | C16H1405 | 45,9 | 41,5 |-2,07| 90,30 56012 "n-r‘ﬂ-H . DANGLES, -
P 2014)
Acdo terapéutica e
preventiva no
6- INUI et &l tratamento do céncer
C25 S 407,1865 | 13,16 | C25H2805 38 |9,04|0,33]| 81,61 158326 BN (INUI et al., (VENTURELLI et
Geranilnaringerina 2012) -
al., 2015); e
Alzheimer (CHO et
al., 2012)
Acidos hidroxibenzéicos
Potencial
0 anticarcinogénico
) wo Lo, (LONDORIO- (INOUE et al.,
C26 Acido galico* 169,0135 | 1,34 C7H605 51,8 | 72,3 |-4,38| 91,64 6398 [ LONDORO et 1995); potencial
s al., 2010) citotoxico
(FORESTER et al.,
2014)
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Continuacao da Tabela 7.

Possivel

Abundancia

Potencial Atividade

Ne | OSSIVET m/z tR! Férmula  Score SF' EM® SI* o Estrutura Referéncia e
identificacéo Maxima Biologica
° Y ° Efeito protetivo
Acido 3,4-di- PN contra radiagdo ultra
Cc27 hidroxibenzoico® 153,0186 | 2,14 C7H604 37,6 0 |-4,56]| 93,26 36798 ” " | \] (MA et al., 2009) violeta (CHA et al..
N 2014)
o—w 6 Acéo nefroprotetiva
Aci ili - (KHANAM et (SINDHU;
C28 Acido vanilico 167,0344 | 2,28 C8H804 56,5 | 95,9 | -3,72| 90,85 1555 0 al., 2012) NISHANTHI:
Y SHARMILA, 2015)
o ! Efeito
Acido 4- *\ (FOZFAL antiproliferativo e
C29 hidroxibenzoico* 137,0241 | 2,81 C7H603 51,3 | 59,5|-2,01| 99,63 1501768 lr.-- ) MOLNAR- pré-apoptético
~ PERL, 2007) (SEIDEL et al.,
A 2014)
0 Potencial uso em
| tratamento de
Paeonol AN (JIN; FAN; AN, doencas
C30 165,0551 | 4,43 C9H1003 37,2 0 |-3,96| 90,47 12515 1 ” 2011) neurologicas (ZHOU

etal., 2011; TAO et
al., 2016)
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Continuacao da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® )¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' Otencial Atividade
identificagéo Maxima Bioldgica
Acidos hidroxicinamicos
C31 | Acido mandélico | 151,0394 | 248 | C8H8O3 | 37,3 | 0 |-442| 9144 | 19097 1° ey -
3
ra T ’ Potencial anti-
QL - i r " inflamatorio
C32 | Acido isoferdlico | 193,0502 | 2,60 C10H1004 37,3 0 2,06 | 88,84 2007 3 (HE et al., 2011) (DILSHARA et al.,
o 2014)
Acido Trans- e (FALLICO et al., Potencia
C33 Cafoion: 1790345 | 354 | COHBO4 | 583 |958|-2,81[ 99,15 | 202025 o antioxidante
N (GULCIN, 2006)
o Potencial
) 0 [4 (VILLATORO- | anticarcinogénico,
C34 | Acido p-cumarico* | 163,0395 | 4,50 C9HB03 57,8 | 96,2 |-3,71| 97,11 133905 P PULIDO et al., antioxidante,
| 2013) antimicrobiano (PEI

et al., 2016)
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Continuacao da Tabela 7.

Possivel

Abundancia

Potencial Atividade

0 1 A 1 3 4 P
N identificacao m/z tR Formula Score SF* EM SI Maxima Estrutura Referéncia Biolégica
H
0. _.-U
A Potencial anti-
C35 | Acido férulico* | 193,0504 | 492 | C10H1004 | 49,1 |573 |-1,35| 89,85 | 35601 SULDOatal, | . inflamatério
’ ’ ’ e ' 2013 | (SERGENT etal,
_ 2010)
0
Ux:
) f (ABAD- | Efeito cardioprotetor
C36 Acido sinapico 223,0609 | 4,99 C11H1205 545 | 85,8 |-1,15| 88,32 20681 GARCiAetal, | (ROY; MAINZEN,
2012)
2013)
H
00
C37 | Acidocinamico | 147,0447 | 527 | C9H802 | 37,4 | 0 |-338] 91,05 28038 A (SWATSITANG ;

et al., 2000)
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Continuacao da Tabela 7.

N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® )¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' otencial Atividade
identificagéo Maxima Bioldgica
”"T. Potencial anti-
i inflamatorio
- : Ty (TANG; (MUELLER;
C38 | Acido rosmarinico | 359,0771 | 6,10 C18H1608 36 0 |-0,42| 80,69 4561 " KONCZAK; Y
e ZHAO, 2016) HOBIGER;
Ne JUNGBAUER,
e 2010)
Cumarinas
Promove a supresséo
! (ABAD- de citocinas pro-
C39 Escopoletina 191,0347 | 4,18 C10H804 37,4 0 |[-1,70| 88,86 3194 GARCIA et al., . L.
2012) inflamatorias
! o (MOON et al., 2007)
: A(I;(\?XZPAAII\I_I' Potencial efeito
C40 Esculetina | 177,0187 | 538 | COH604 | 379 | 0 |-3,68| 93,88 | 50614 T CREASER; |  apoptoticoem
AN STEPHENSON, | Células cancerigenas
‘ ° 1992) (CHU et al., 2001)
Outras substancias fenolicas
H(,' T 0 H
Ester etilico do » (KELEBEK;
Cc41 cido galico 197,0449 | 1,44 C9H1005 37,2 0 |-3,08| 89,58 2427 _J SELLI, 2011) -
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Continuacao da Tabela 7.
N° _ Possivel m/z tR* Formula  Score SF* EM?® )¢ Abundancia Estrutura Referéncia ' Otencial Atividade
identificagéo Maxima Bioldgica
o ! I ’ (GOODNER;
4-Hidroxi P8 JELLA;
C42 benzaldeido 121,0290 | 3,70 C7H602 38,7 0 [-3,92| 98,09 208834 "’ ” ROUSEFF, -
2000; Yl etal.,
| 2010)
ot
- stor ofili ] HE et al., 2011;
Ester etilico do hoPon (HE etal., 2011;
C43 acido cafeico 207,0661 | 7,53 C11H1204 38,7 0 |-1,00| 94,54 9711 I FALI_Zlgl%et al., -
‘l

1Tempo- ge retencdo; “Score de Fragmentagdo; >Erro de Massa; “Similaridade Isotépica; *Identificados com base nos padrées injetados;

**Referéncias das amostras vegetais onde os compostos ja foram previamente identificados.
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A maior presenga de flavonoides era esperada, uma vez que eles sdo 0s mais
abundantes fendlicos encontrados na natureza e, além disso, os principais constituintes
de frutas e vegetais presentes na amostra (BILBAO et al., 2007; ABU-REIDAH et al.,
2012).

Foi possivel perceber que as variaveis consideradas nas condi¢Bes de extracdo
ndo interferiram de forma significativa no perfil de fenolicos obtidos em cada extrato
(Figuras 7 a 11). Apesar disso, alguns compostos como a apigenina e o acido galico,
que foram detectados em praticamente todos os extratos a 20°C, com o aumento da
temperatura s6 foram encontrados em 3 (apigenina) e 6 (acido galico) condicbes a 40°C,
0 que pode ter relagdo tanto com uma possivel reducdo na capacidade destes compostos
interagirem com o solvente, quanto com uma possivel degradacdo acelerada pelo
aumento da temperatura e do tempo de extracéo.

E importante lembrar que a maioria dos compostos fendlicos apresenta uma boa
estabilidade a temperaturas superiores a 40°C, entretanto, a complexidade do
subproduto de frutas e hortalicas ndo permite descartar a possibilidade da existéncia de
moléculas pré-oxidantes no meio, inclusive dos proprios carotenoides que, quando em
altas concentracdes podem atuar promovendo o processo de oxidagdo (IWASAKI et al.,
2011; AMORIM-CARRILHO et al., 2014).

Por outro lado, o acido isofertlico, o acido rosmarinico, &cido vanilico, a
galangina, a epicatequina, a naringenina-4’O-glucosideo, a escopoletina e o paeonol
foram beneficiados pelo aumento da temperatura, sendo extraidos em maior nimero de
condicBes e, no caso da galangina e da epicatequina sendo extraidos exclusivamente
nesta temperatura. Tais variacfes podem ser explicadas por alteragcdes na viscosidade
dos solventes, uma vez que com 0 aumento da temperatura a energia cinética das
moléculas aumenta, o que reduz o tempo médio que uma molécula leva para passar pela
outra, mas reduz também as interagcdes que essas moléculas fariam, o que dependendo
das caracteristicas da molécula do composto fendlico poderia causar uma menor
interacdo e consequentemente uma menor extragdo. Por outro lado, o tempo de extracéo
pareceu compensar em alguns casos 0 aumento da temperatura, permitindo que
quantidades significativas fossem extraidas (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA, 2005;
MOKRANI; MADANI, 2016).
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Figura 8. Flavonoides identificados em subproduto de frutas e hortalicas, obtidos a 40°C (n=3).
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Figura 9. Acidos hidroxibenzoicos e derivados identificados em extrato de residuo de

frutas e hortalicas obtidos & 20°C e 40°C

(n=3).
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residuo de frutas e hortalicas a 20°C e 40°C (n=3).

68



Nos extratos a 40°C observou-se principalmente um aumento na abundéncia
relativa de fendlicos extraidos, de modo que a melhor condigdo, dentre as avaliadas, foi
em solvente com etanol:agua (50:50 v/v), e tempo de extracdo de 24h (M2), onde se
obteve 0 maior nimero de compostos e a maior quantidade de flavonoides, diferindo da
condicdo N2 por 1 composto, o &cido isofeldrico, entretanto, a condicdo N2 com
etanol:dgua (75:25 v/v) e tempo de extracdo de 24h apresentou uma maior abundancia
relativa de hesperidina e de acidos fenolicos.

A hesperidina foi o principal flavonoide encontrado nos extratos e suas funcdes
bioldgicas como antioxidante, anti-inflamatdrio, imunomodulador, anticarcinogénico e
antimicrobiano ja foram descritas, (BHARATHI; JAGADEESAN, 2014; LI et al.,
2014a; HAGHMORAD et al., 2016) assim como de sua aglicona (hesperitina) que
também apresenta efeitos na prevencdo de perda 6Ossea (FURTADO; NUNES;
RIBEIRO, 2012), e potencial agdo antiproliferativa em células de cancer de mama e que
também foi encontrada em todos 0s extratos porém, em menor quantidade.

A Hesperidina também foi o principal flavonoide encontrado na polpa de
diferentes espécies de laranjas, seguida pela narirutina em estudo conduzido por Goulas
e Manganaris (2012), o que demonstra que a laranja (Citrus sinensis) contribuiu de
forma significativa para o perfil fendlico do subproduto de frutas e hortaligas. Além
disso, em cascas de frutas citricas (grapefruit) de diferentes cultivares, esses autores
também identificaram que o teor de naringerina nas cascas foi 1,96 a 2,91 vezes maior
gue nas partes comestiveis.

Sabe-se que a solubilidade da hesperidina aumenta em solventes hidroalcodlicos
com maior percentual alcodlico, e com adicdo de temperatura, o que favorece a sua
extracdo (GARG et al., 2001), fato que foi observado nas amostras analisadas, onde ha
uma aumento significativo nos teores de hesperidina em concentracdo de até 75%
etanol.

Chen e colaboradores (2012) identificaram aumento de 3,2% no rendimento de
flavonoides obtidos apos extracdo de subproduto de laranja (cascas), em meio alcodlico
guando comparados a outros meios menos polares.

Assim como observado para os flavonoides, nas condi¢bes a 40°C os extratos
com maior percentual de etanol, tempo 24h foram os que permitiram maior extracdo de
acidos fendlicos. Neste caso, entretanto, 0 tempo pareceu mais relevante para o processo

de extracdo, uma vez que ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre a
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abundéancia relativa encontrada nos extratos a 20 e 40°C, para os acidos fenolicos mais
abundantes (Figura 12 e 13).

Nos extratos a 20°C, observou-se que as condic¢des C1 (etanol:agua 50:50; v/v) e
N1 (75:25, v/v), por 1h e 24h, respectivamente, foram as que apresentaram a maior
abundancia relativa de flavonoides. Enquanto as condigdes de extracdo por 24h M2
(50:50 v/v), N2 (75:25; viIv) e P2 (100:0; v/v) também apresentaram a maior abundancia

relativa de acidos fenolicos.
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Figura 12. Abundancia relativa de compostos fendlicos identificados em extratos

hidroaetandlicos a 20°C de subproduto de frutas e hortalicas.

70



1,40E+07

1,20E+07

1,00E+07

8,00E+06

ancia

A

6,00E+06

Abund

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00

i

ﬂl

Flavonoides Acidos fendlicos Outros
Compostos

mA2
mB2
Cc2
D2
mE2
mF2
mG2
mH2
|2
mJ2
mK2
mL2
M2
N2
P2

Figura 13. Abundancia relativa de compostos fendlicos identificados em extratos

hidroetandlicos a 40°C de subproduto de frutas e hortalicas.

Neste estudo foi possivel observar também que quando correlacionadas a

abundancia relativa com o tempo de extracdo, as condic¢des de extracdo por 1h com 0,

25 e 50% de etanol, diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo aos extratos

obtidos apos 6h e 24h, mas ndo apresentaram diferenca dos extratos obtidos ap6s 6h nas

maiores concentracdes de etanol (Figura 14).

Ja em relacdo a temperatura, em todas as variagcGes nas propor¢des de solventes

utilizados, exceto na proporcdo com 50% de etanol, houve diferenca significativa na

abundancia relativa dos compostos.
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Figura 14. Graficos de interacdes solvente x tempo X temperatura.

Sabe-se que mais de 60 tipos de flavonoides ja foram identificados em frutas
citricas, dentre os quais as flavanonas, flavonas e flavonols se destacam tanto pela
variedade quanto pela quantidade, conforme revisdo de Calabro e colaboradores (2004).
Destes, 22 foram encontrados nos extratos avaliados neste estudo.

Dentre os compostos mais abundantes encontrados no subproduto de frutas e
hortalicas, além da hesperidina, destacam-se a narirutina, a naringenina e o acido 4-
hidroxibenzdico (Figura 15). Notavelmente, compostos presentes abundantemente tanto
em produtos quanto em cascas de frutas citricas (BILBAO et al., 2007; HAMDAN et
al., 2011; Ll etal., 2012).

Dos compostos majoritarios identificados, apenas a hesperidina apresenta baixa
solubilidade em meio aquoso. Os demais flavonoides e o &cido benzoico apresentam
caracteristica polar pela presenca de hidroxilas que sdo capazes de interagir diretamente
com a fracdo aquosa dos extratores, bem como com outros flavonoides o que facilitaria

sua extracdo em meio aquoso.
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Figura 15. Compostos fendlicos mais abundantes em subproduto de frutas e hortalicas,
condigédo N2.

Dentre os &cidos fendlicos os acidos ferulico e p-cumarico estdo amplamente
distribuidos entre os diferentes tipos de vegetais. Isso porque estes acidos, compde a
maioria das paredes celulares, podendo estar ligado a polissacarideos o que contribui
para a estabilidade térmica e a textura dos vegetais, uma vez que desempenham um
papel importante tanto na adesdo célula-célula, como servem de base para a formacéo
de lignina, importante componente da parede celular (NACZK; SHAHIDI, 2006).

O é&cido p-cumarico tem sido descrito como um importante acido fendlico
dietético altamente biodisponivel, cujas agdes benéficas ao organismo sé&o
potencialmente facilitadas devido, principalemnte, & sua facil absor¢cdo em todas as
secOes do trato gastrointestinal, demonstrada em ensaios in vivo com ratos (ZHAO;
MOGHADASIAN, 2010).
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Os é&cidos ferulico e Trans-cafeico apresentam menor biodisponibilidade quando
comparados ao &cido p-cumarico, mas ainda € considerado um importante &cido
fenolico que contribui tanto para a capacidade antioxidante de frutas e vegetais, como
para um potencial efeito benéfico no organismos humano (PEI et al., 2016).

Outros compostos fenolicos encontrados foram 4-hidroxibenzaldeido e as
cumarinas Escopoletina e Esculetina.

Diferentemente do observado em todas as outras condigcdes, 0 extrato aquoso
(Al) extraiu uma grande quantidade do composto, tentativamente identificado 6-
geranilnaringenina, uma forma derivada de flavonoide encontrada em alguns vegetais,
com potencial acdo antioxidante, citotoxica e antimicrobiana, mas ainda pouco
estudada. Atualmente estas formas tém sido estudadas, por possuirem potencial efeito
terapéutico no tratamento de doencas neurodegenerativas como o Alzheimer (CHO et
al., 2012, 2013).

A escopoletina, uma hidroxicumarina encontrada em frutos citricos, assim como
outros compostos fendlicos ja foi apontada como um potente inibidor de citocinas pro-
infalamatdrias, além de possuir efeitos antifingico e acdo na tireoide (ABAD-GARCIA
etal., 2012; BERTIN et al., 2014).

Da mesma forma que a cumarina anteriormente citada, a esculetina, outra
hidroxicumarina, também apresenta acao antitumoral e anti-inflamatéria (WANG et al.,
2002) e, encontra-se em pequenas concentracdes nos vegetais, podendo ser formada
espontaneamente a partir da isomerizacdo do acido Trans-cafeico, por acdo fotoquimica
(NEICHI; KOSHIHARA; MUROTA, 1983).

Nesse sentido, a composicdo tanto do suplemento quanto do subproduto deste
processamento garante a presenca de inimeros compostos bioativos em concentracdes e
diversidade que ndo sdo normalmente encontradas na natureza (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008), o que pode ter um efeito
potencializador das propriedades funcionais in vivo destes compostos.

E importante ressaltar que apesar dos resultados de identificacdo, quantificacdo e
atividade antioxidante, os testes in vitro ndo refletem o real potencial bioldgico de
amostras vegetais (KAMILOGLU et al., 2014), especialmente de uma amostra
complexa como a que foi analisada neste trabalho, uma vez que os compostos aqui

identificados e quantificados nunca foram testados conjuntamente em modelo vivo.
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Ao avaliarmos o potencial antioxidante dos extratos, foi possivel observar que o
aumento da temperatura promoveu uma maior resposta antioxidante dos extratos frente
ao radical DPPH, o que era esperado uma vez que 0 aumento da temperatura favorece a
remocao dos compostos fenolicos da matriz, e estes sdo reconhecidamente importantes
compostos antioxidantes (BREWER, 2011). Além disso, a atividade antioxidante de
residuos de frutas e hortalicas ja foram largamente reportados na literatura corroborando
os dados encontrados neste estudo (OKONOGI et al., 2007).

As variaveis tempo e proporcdo de etanol também contribuiram
significativamente para um aumento do potencial antioxidante dos extratos, sendo os
extratos com etanol:agua (75:25 e 100:0; v/v), obtidos apds 24h os que apresentaram
maior capacidade antioxidante em todas as condi¢bes, sendo os maiores valores
observados para os extratos N2 com 28,23 + 0,009 (umol Trolox.g™) e P2 com 28,45 +
0,005 (umol Trolox.g™). J& os menores valores foram observados & 20°C com 1 hora de
agitacdo, no extrato Al (etanol:dgua, 0:100; v/v) com atividades de 15,33 33 + 0,005
(umol Trolox.g™).

Tabela 8. Atividade antioxidante dos extratos de subproduto de frutas e hortalicas
(n=3).

Temperatura: 20 °C

1h 6h 24h
DPPH (umol Trolox.g™) DPPH (umol Trolox.g™) DPPH (umol Trolox.g™)
Al 15,33 +0,005%® F1 17,23 +0,007A K1 17,78 +0,003**
B1 15,72 + 0,003 G1 17,39 + 0,007°® L1 17,9 + 0,002
C1 14,88 0,001 H1 18,02 + 0,004°A M1 18,36 + 0,003
D1 18,01 +0,012% I1 18,50 + 0,008 N1 19,22 + 0,005
E1 16,57 + 0,009°8 J1 18,89 + 0,002*® P1 19,74 +0,005**

Temperatura: 40°C

1h 6h 24h
DPPH (umol Trolox.g™) DPPH (umol Trolox.g™) DPPH (umol Trolox.g™)
A2 20,27 + 0,005 F2 23,93 +0,006%" K2 22,75 + 0,004%
B2 21,90 + 0,006°° G2 24,72 +0,007"® L2 26,09 +0,004°*
C2 21,71 +0,001°C H2 24,66 + 0,001°® M2 27,85+ 0,002°"
D2 23,74 + 0,009° 12 24,72 +0,001°8 N2 28,23 + 0,009%*
E2 24,04 +0,002%¢ J2 26,14 + 0,004 P2 28,45+ 0,005*"

Media + DP (n=3). Letras minudsculas na mesma coluna e letras maitsculas na mesma

linha indicam diferenca estatistica (p < 0,05) dentro de uma mesma temperatura.

75



5. CONCLUSAO

O suplemento de frutas e hortalicas, assim como seu subproduto apresentam
uma ampla variedade de fitoquimicos (compostos fendlicos e carotenoides), em
quantidades relevantes indicam o potencial dos dois produtos tanto para 0 consumo no
caso do suplemento, quanto para a obtengdo de compostos bioativos visando o
aproveitamento integral dos alimentos, no caso do subproduto. Ressaltando que ambos,
devido ao seu perfil de bioativos apresentam um grande potencial como alimento e
ingrediente funcional.

A expressiva quantidade de flavonoides, em especial da hesperidina, indica que
estes compostos sdo estaveis ao tratamento térmico ao qual o subproduto é submetido.
Além disso, fornece um substancial aporte de compostos antioxidantes que auxiliam na
preservacdo dos carotenoides, compostos reconhecidamente importantes para a sadude
humana.

Apesar dos inumeros relatos de atividades bioldgicas in vitro de diferentes
compostos fenolicos, sua atividade in vivo nem sempre € alcancada, o que reforca a
necessidade de extrapolar os estudos in vitro a fim de efetivamente serem estabelecidas
as vias e as respostas metabdlicas que estes compostos podem ter no organismo
humano.

Além disso, € importante determinar as atividades funcionais utilizando matrizes
complexas, tanto de macro e micronutrientes como de ndo nutrientes (ex. fitoquimicos),
uma vez que sua acdo sinérgica pode tanto potencializar quanto inibir efeitos
assumidamente benéficos destes compostos.

Diferentemente do que se sabe sobre os carotenoides, 0s compostos fenolicos,
devido a sua vasta diversidade e ampla distribuicdo ainda representam um importante
campo de estudos, uma vez que pouco se sabe sobre seu metabolismo, absorcao e vias
de acdo.

Assim, foi possivel concluir que tanto o suplemento quanto o subproduto obtido
deste ou daquele processamento apresentam um perfil de bioativos que desperta o
interesse para o conhecimento de suas atividades e potenciais biolégicos in vivo, que

exigirdo estudos futuros.
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APENDICE A - Gréficos da Curva de regressdo linear dos pardrdes: acido 3,4 -

dihidroxi-fenilacético, catequina, acido 4-hidroxibenzdico, epicatequina, acido Trans-

cafeico, acido vanilico, acido 2,4 dihidroxibenzoico e vanilina.
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APENDICE B - Gréficos da Curva de regresso linear dos pardrdes: acido p-cumarico,

acido ferdlico, &cido sinapinico, rutina, miricetina e acido 2-hidroxibenzéico
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