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RESUMO

A fenilcetondria € um erro inato autossomico recessivo do metabolismo do aminoacido
fenilalanina (Phe), causado por variantes no gene que codifica a fenilalanina hidroxilase. A
principal forma de tratamento é a restricdo dietética da Phe, associado ao uso de substitutos
proteicos e alimentos com baixo teor de proteina como frutas e vegetais, tornando a dieta
mondtona. Considerando a grande biodiversidade do Brasil, estudos que explorem esse
potencial, com a indicacdo de novas opg¢des de alimentos vegetais, como as Plantas
Alimenticias Ndo Convencionais (PANC), que possam contribuir na diversificacdo e na
suplementacdo da dieta destes pacientes tornam-se interessante. Neste contexto, objetivou-se
selecionar e caracterizar PANC com baixo teor de proteina (< 5%), quantificando o teor de
Phe. Foram selecionadas 15 amostras de PANC, distribuidas em nove familias boténicas e 12
espécies. Sendo elas 11 folhosas (almeirdo-de-arvore, azedinha, bertalha, capicoba,
capuchinha, jambu, ora-pro-ndbis com e sem espinho, peixinho, taioba, vinagreira-roxa), um
fruto (chuchu-de-vento), uma flor (capuchinha), uma sépala (vinagreira) e um talo (taioba).
Em um primeiro momento, essas amostras foram caracterizadas quanto a composicéo
centesimal e minerais. Sendo observados teores representativos dos minerais potassio, calcio,
magnésio e ferro, como também, conteddo de fibras soltveis. O teor de compostos fenolicos
totais, a capacidade antioxidante, e o perfil quimico antes e apds o processo de digestdo
gastrointestinal in vitro das amostras também foram avaliados. Os resultados mostraram
niveis relevantes de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante em comparacao
com algumas hortalicas convencionais. Com relacéo ao perfil quimico, foi possivel identificar
compostos de diferentes classes quimicas, com destaque a classe dos flavonoides com maior
ndmero de compostos identificados. Além disso, verificou-se que houve diferenga na
constituicdo desses compostos antes e apds 0 processo de digestdo. Para determinar o teor de
Phe das amostras de PANC, foi validado, em duas matrizes, um método cromatogréafico
empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE/UV).
Os parametros de desempenho (linearidade, seletividade, efeito matriz, limite de deteccdo e
quantificacdo, recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria) estudados na validacéo,
indicaram a adequacdo do método para quantificagdo de Phe em matriz vegetal. Com relacdo
ao teor de Phe das amostras foi observado que as amostras folhosas apresentaram maior teor
de Phe, quanto as amostras de fruto, flor, sépala e talo. Os dados apresentados no estudo
indicam que as amostras de PANC sdo adequadas para uso na dieta de pacientes com
fenilcetondria, desta forma a inclusdo desses vegetais ao tratamento podera auxiliar na
diversidade alimentar e na ingestdo de nutrientes, deixando-o menos mondtona e mais
palatavel.

Palavras-chave: fenilalanina; proteina; minerais; compostos fendlicos; validacdo de métodos;
alimentos vegetais.



ABSTRACT

Phenylketonuria is an autosomal recessive inborn error in the amino acid phenylalanine (Phe)
metabolism caused by gene variants encoding phenylalanine hydroxylase. The main form of
treatment is dietary Phe restriction, associated with using protein substitutes and low-protein
foods such as fruits and vegetables, making the diet monotonous. Considering the incredible
biodiversity of Brazil, studies that explore this potential, with the indication of new plant food
options, such as Unconventional Food Plants (UFP), which may contribute to the
diversification and supplementation of these patients' diets, become attractive. In this context,
the objective was to select and characterize UFP with low protein content (< 5%), quantifying
the Phe content. Fifteen UFP samples were selected, distributed in nine botanical families and
12 species. Of which 11 are leafy (almeirdo-de-arvore, azedinha, bertalha, capicoba,
capuchinha, jambu, ora-pro-nobis com e sem espinho, peixinho, taioba, vinagreira-roxa), one
fruit (chuchu-de-vento), one flower (capuchinha), one sepal (vinagreira) and one stalk
(taioba). At first, these samples were characterized by chemical composition and minerals. It
was observed representative contents of the minerals potassium, calcium, magnesium, and
iron, as well as contents of soluble fibers. The content of total phenolic compounds, the
antioxidant capacity, and the chemical profile before and after the samples' in vitro
gastrointestinal digestion process were also evaluated. The results showed relevant levels of
total phenolic compounds and antioxidant capacity compared to some conventional
vegetables. Regarding the chemical profile, it was possible to identify compounds from
different chemical classes, emphasizing the class of flavonoids with the highest number of
identified compounds. Furthermore, it was found that there was a difference in the
constitution of these compounds before and after the digestion process. A chromatographic
method using high-performance liquid chromatography with an ultraviolet detector
(HPLC/UV) was validated in two matrices to determine the Phe content of the UFP samples.
The performance parameters (linearity, selectivity, matrix effect, limit of detection and
quantification, recovery, repeatability, and intermediate precision) studied in the validation
indicated the method's suitability for quantification of Phe in plant matrix. Regarding the Phe
content of the samples, it was observed that the leafy samples had a higher Phe content in the
fruit, flower, sepal, and stem samples. The data presented in the study indicate that the UFP
samples are suitable for use in the diet of patients with phenylketonuria. Thus, including these
vegetables in the treatment can help with dietary diversity and nutrient intake, making them
less monotonous and more palatable.

Keywords: phenylalanine; protein; minerals; phenolic compounds; method validation;
vegetable food.
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1. INTRODUCAO

Identificada pela primeira vez em 1934, por Folling (VAN WEGBERG et al.,
2017) a fenilcetonuria é considerada uma doencga rara, com incidéncia de 1:10.000 nascidos
vivos na Europa, 1:15.000 nos Estados Unidos (YILDIZ; SIVRI, 2019) e de 1:30.402 no
Brasil (BRASIL, 2020). Tal doenca é provocada por um erro inato autossémico recessivo do
metabolismo do aminoacido essencial fenilalanina (Phe), causado por variantes no gene que
codifica a fenilalanina hidroxilase (BLAU; SPRONSEN; LEVY, 2010; YILDIZ; SIVRI,
2019).

No Brasil, a fenilcetonaria é diagnosticada por meio do “teste do pezinho”. Este é
oferecido gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e deve ser obrigatoriamente
realizado em todo o territorio nacional (ANVISA, 2012). O diagnoéstico da fenilcetondria é
feito quando os niveis séricos de Phe encontram-se persistentemente elevados e os niveis de
tirosina estdo normais ou diminuidos, tendo sido excluidas a hiperfenilalaninemia transitdria
que ocorre devido a imaturidade hepatica ou enzimatica nos primeiros meses de vida; a
deficiéncias de tetrahidrobiopterina (BH4), que é um co-fator necessario para a ativacdo da
fenilalanina hidroxilase e a hiperfenilalaninemia causadas por mutagdes no gene DNAJC12
(MATTOS et al., 2013; GALLEGO et al., 2020).

Sendo assim, de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da
Fenilcetonuria, publicado pelo Ministério da Salude em 2020, a fenilcetondria pode ser
classificada em classica, na qual as concentracdes séricas de Phe em um recém nascido, recém
diagnosticado e nédo tratado excedem 20mg/dL; leve quando o paciente ndo tratado apresenta
niveis séricos de Phe entre 8 a 20 mg/dL e hiperfenilalaninemia ndo-fenilcetondrica que
ocorre quando o paciente sem tratamento apresenta niveis plasmaticos de Phe entre 2 e 8
mg/dL no diagnostico (BRASIL, 2020).

O tratamento é basicamente dietético e consiste na restricdo de alimentos com alto
teor proteico e de alimentos e/ou bebidas contendo aspartame, associado a formulas
alimentares, livre de Phe, o que gera uma dieta monétona e pouco palatavel (VAN
WEGBERG et al., 2017; BASSANINI et al., 2019).

Com a intencdo de ampliar a oferta de produtos alimenticios in natura e de
industrializados com baixo teor de proteina passiveis de serem consumidos pelos individuos
com fenilcetondria e para servir como guia de referéncia para profissionais da saude, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desenvolveu um painel online com

teores de Phe. Para o desenvolvimento da do painel de alimentos in natura, foi utilizado o



método de estimativa, que considera que 4 % do teor de proteina total presente no alimento
corresponde a Phe. Além disso, foram selecionados para elaboracdo deste painel apenas frutas
e vegetais que apresentassem teor de proteina entre 0,10 a 5,00 %, totalizando 74 vegetais
(ANVISA, 2023). Namero pequeno considerando a grande diversidade de espécies vegetais
encontradas no Brasil.

Nesse contexto, considerando que o Brasil é megabiodiverso, ressalta-se a
importancia de estudos que explorem esse potencial, com a indicacdo de novas opcbes de
alimentos vegetais, como as Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC), que possam
ser introduzidos regularmente na dieta de pacientes com fenilcetondria.

Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) sdo plantas que ndo estdo
disponiveis no circuito global de comercializacdo e possuem uma ou mais partes comestiveis
(KINUPP; LORENZI, 2014), podendo ser nativas, exoticas, cultivadas ou espontaneas
(LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018), além de partes ndo convencionais de vegetais
convencionais (MOURA et al., 2021).

Normalmente as PANC apresentam distribuicdo restrita, regionalizada ou
indicacdo de uso negligenciada. Neste sentido, estudos que explorem o potencial alimenticio
de espécies nativas e/ou naturalizadas, tornam-se relevantes, uma vez que a falta de
informacdes sobre a disponibilidade desses recursos alimenticios, sobre a utilizacdo, a forma
de consumo, bem como de seu potencial nutricional dificultam o uso dessas espécies.
Geralmente, a maioria dos estudos que envolvem PANC relaciona-se apenas aos aspectos
etnobotanicos, isto é, a relacdo existente entre 0 homem e as plantas e 0 modo como essas
plantas sdo usadas como recursos (CRUZ; PERONI; ALBUQUERQUE, 2013; CECCANTI
et al., 2018; SOUZA et al., 2018).

Além disso, quando ha pesquisas que envolvem caracteristicas nutricionais dessas
espécies, as mudancas fisico-quimicas que ocorrem durante o processo digestivo no
organismo ndo sdo avaliadas. Assim sendo, salienta-se a necessidade de estudos que estimem
os efeitos do processo gastrointestinal sobre a bioacessibilidade dos compostos nutricionais
desses vegetais, ja que, durante a digestdo, muitos desses compostos, como os fendlicos,
podem ficar totalmente ou parcialmente indisponiveis para absorcdo (CELEP et al., 2017).

Nesse contexto, ressalta-se a necessidade da identificacdo de espécies vegetais
com potencial funcional, baixo teor proteico, com o objetivo de reduzir as deficiéncias
nutricionais e introduzir novos alimentos & dieta de individuos com fenilcetonaria. No
entanto, ressalta-se que é essencial que estejam disponiveis informagdes confidveis sobre o

teor de Phe desses vegetais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecionar e caracterizar Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC)
hipoproteicas, quantificando o teor de fenilalanina presente nas mesmas.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) hipoproteicas presentes
no Campo Experimental Santa Rita da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais (EPAMIG).

e Determinar a composicao centesimal (umidade, cinzas, proteina, lipidios, carboidratos,
fibra total, fibras sollveis e insollveis) das amostras.

e Quantificar o teor de minerais, presente nas PANC.

e Determinar a capacidade antioxidante das amostras.

e Determinar o perfil quimico das amostras por espectrometria de massa com ionizacao
por paper spray (PS/MS).

e Avaliar os efeitos da digestdo gastrointestinal in vitro sobre o perfil quimico das
amostras de PANC.

e Validar método cromatografico empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector ultravioleta (CLAE/UV) para quantificacdo do aminoécido fenilalanina
em amostras de vegetais.

e Quantificar o teor de fenilalanina nas amostras de PANC.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)

O uso de plantas como fonte alimenticia é relatado desde o periodo Paleolitico,
pois a coleta de frutos, ramos, folhas e raizes da natureza j& era uma pratica rotineira entre a
populacdo daquela época (DO NASCIMENTO et al., 2013; BARREIRA et al., 2015;
MOURA et al., 2021). No entanto, no mundo moderno, com a agricultura globalizada,
homogénea (monocultura) e de fécil acesso, essas praticas ficaram em desuso, assim como
ficaram reduzidos o conhecimento e 0 consumo de muitas espécies de plantas, as quais antes
eram amplamente cultivadas ou coletadas da natureza (PEISINO et al., 2020; MOURA et al.,
2021).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, com aproximadamente 33.161
espécies vegetais, 0 que corresponde a mais de 20% do total de espécies conhecidas (ULLOA
ULLOA et al., 2017; MUGGE et al., 2021). Apesar disso, é provavel que exista um grande
namero de espécies com distribuicdes restritas, regionalizadas ou cuja indicacdo de uso tenha
sido negligenciada. Esses grupos de plantas tém recebido grande atencdo nos Gltimos anos, e
0s termos mais conhecidos para designa-las sdo: inco, daninhas, ruderais, plantas silvestres
comestiveis, vegetais tradicionais, alimento da fome, plantas alimenticias alternativas,
vegetais ndo convencionais, e até mesmo de novos alimentos funcionais (CECCANTI et al.,
2018; LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018; ARAUJO et al., 2021; FERREIRA JUNIOR;
CAMPOS; DE MEDEIRQOS, 2021).

Apesar de toda essa diversificagdo de nomes, Kinupp e Lorenzi (2014)
propuseram que essas plantas passassem a serem denominadas Plantas Alimenticias N&o
Convencionais (PANC), uma vez que esses termos mencionados acima podem restringir
algumas plantas ou partes potencialmente comestiveis dos vegetais. Sendo assim, o termo
PANC vem sendo relacionado as plantas que ndo estdo disponiveis no circuito global de
comercializacdo e possuem uma ou mais partes comestiveis, tais como raizes tuberosas,
tubérculos, bulbos, rizomas, cormos, talos, folhas, brotos, flores, frutos e sementes, ou ainda
latex, resina ou goma ou, indiretamente, quando sdo usadas para obtencéo de 6leo e gorduras
alimenticias (KINUPP; DE BARROS, 2007; KINUPP; LORENZI, 2014). A partir dessa
ampla definicdo, conseguimos incluir entre as PANC as plantas nativas, exoticas, cultivadas e
espontaneas (LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018), além de partes ndo convencionais de
vegetais convencionais (MOURA et al., 2021). De acordo, com Miigge et al. (2021), a
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maioria das PANC utilizadas atualmente, no Brasil, corresponde a plantas exdticas,
introduzidas principalmente por portugueses e africanos, durante a colonizagéo.

O consumo das PANC contribui significativamente para a nutricdo humana, pois
podem servir como fonte suplementar de macro e micronutrientes, além de compostos
bioativos (SERRA MOURA et al., 2021), despertando um interesse crescente e recente da
populagdo, principalmente da comunidade cientifica (MILIAO et al., 2022). Alguns estudos
tém relatado que a composicao nutricional dessas plantas pode ser semelhante, ou até mesmo
superior, a algumas plantas convencionais, amplamente consumidas (KINUPP; LORENZI,
2014; SILVA et al., 2018; DA CUNHA et al., 2020). Kinupp e Barros (2008), ao avaliarem o
teor de proteina em 69 espécies nativas consideradas PANC na regido metropolitana de Porto
Alegre no Rio Grande do Sul, verificaram que muitas espécies mostraram-se promissoras
guanto a insercdao na alimentacdo humana, com teor proteico superior ao das espécies
convencionais de usos similares. Dentre essas espécies, destacaram-se a erva-moura (Solanum
americanum), mestruz (Coronopus didymus) e urtiguinha (Urtica circularis). Os
pesquisadores supracitados também identificaram frutos com baixos teores proteicos, como o
Tarumd (Vitex megapotamica), que, em base seca, apresenta 2,07% de proteina e de anana
(Ananas bracteatus) com 2,93%. A identificacdo de PANC hipoproteicas torna-se pertinente,
uma vez que essas espécies, frente a algumas convencionais, podem servir como alternativa
alimentar para grupos especificos da populacdo, que apresentam dieta restritiva, como 0s
fenilcetondricos.

No entanto, ainda ha uma lacuna na literatura sobre as PANC e, por isso, estudos
que explorem o potencial alimenticio e bioativo dessas espécies tornam-se relevantes, uma
vez que a falta de informagdes sobre utilizacdo, forma de consumo, bem como seu potencial
nutricional, dificultam o emprego destas espécies. Além disso, estudos que explorem esses
fatores podem promover beneficios diversos a populagdo, por meio, do fortalecimento e do
resgate da cultura popular (JACOB et al., 2020).

Nas segdes seguintes, estdo apresentados alguns aspectos botanicos sobre as

PANC estudadas no presente trabalho.

3.1.1 Almeirdo-de-arvore (Lactuca canadensis L.)

Conhecida popularmente como almeirdo-de-arvore, almeirdo-roxo, radite-cote,
orelha-de-coelho (KINUPP; LORENZI, 2014) e/ou almeirdo-serralha,a espécie Lactuca
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canadensis L. pertence a divisdo Tracheophyta; classe Magnoliopsida; ordem Asterales;
familia Asteraceae; tribo Cichorieae; género Lactuca (SIBBR, 2022a).

A familia Asteraceae engloba mais de 24.000 espécies, que correspondem a
aproximadamente 1.600 géneros (FUNK et al., 2009). O género Lactuca é o que apresenta
maior distribuicdo na tribo Cichorieae, e ocorrendo principalmente na Asia, Europa, Africa e
América do Norte (LEBEDA; DOLEZALOVA; NOVOTNA, 2012).

A espécie Lactuca canadensis L. é nativa do Canada, Estados Unidos, México,
Haiti e Republica Dominicana (GBIF, 2022a). No Brasil, o primeiro registro da espécie
ocorreu em 1999. Atualmente, ela pode ser encontrada de forma subespontanea nas regides
Sul e Sudeste do pais, principalmente nos estados: Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parand (KINUPP; LORENZI, 2014; BARREIRA et al., 2015; MONGE et al., 2016).

Caracterizada como herbacea anual, com caule ereto (altura de 0,5-2 metros), ndo
ramificado, glabro, estriado, esverdeado com manchas arroxeadas, com folhas inicialmente
rosuladas basais, na forma de lanca, lobadas ou repicadas, na cor verde, com nervuras roxas e
com inflorescéncias em capitulos (Figura 1). Com ligulas amarelas a Lactuca canadensis L.
apresenta sabor amargo e pode ser consumida crua, em saladas, ou refogada (MICHALSKA,
SZNELER; KISIEL, 2013; KINUPP; LORENZI, 2014; MONGE et al., 2016; LIBERAL et
al., 2021).

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)
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3.1.2 Azedinha (Rumex acetosa L.)

A Rumex acetosa L. € uma herbacea perene com caule fistuloso, ereto, estriado,
frequentemente de coloracdo avermelhada, com 20-60 cm de altura, ela forma touceiras com
dezenas de propagulos (Figura 2). Suas folhas crescem a partir de uma roseta central, sdo
grandes, carnudas, verdes e longas com um cone franjado, na base lisas, de contorno ovalado.
A inflorescéncia ocorre em paniculas terminais longas, de cor marrom-avermelhada, com
flores pequenas e discretas (SILVA et al., 2013; KINUPP; LORENZI, 2014; BELLO et al.,
2019; KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2020).

Figura 2 - Azedinha (Rumex acetosa L.)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

Globalmente distribuida na Europa, América do Norte, Africa e Asia (QAMAR et
al., 2018; BELLO et al., 2019), a Rumex acetosa L. também pode ser encontrada no Brasil,
onde naturalizou-se principalmente nos estados de Minas Gerais, em S&o Paulo e no Rio
Grande do Sul (LIMA et al., 2021).

Pertencente a divisdo Tracheophyta; classe Magnoliopsida; ordem
Caryophyllales; familia Polygonaceae; género Rumex (SIBBR, 2022b), a Rumex acetosa L. é
popularmente conhecida como azedinha, azedeira, doca-azeda, acetosa, oseille, azedinha-da-
horta, azeda-brava (KINUPP; LORENZI, 2014), por apresentar folhas de sabor levemente
azedo, que lembra o kiwi e 0 morango, devido ao elevado teor de acido oxalico (BELLO et
al., 2019; KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2020). Normalmente, as folhas sdo consumidas
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trituradas em sopas, molhos, sucos e purés; refogada e/ou cruas, na forma de saladas
(BRASIL, 2010a; SARTORI et al., 2020).

3.1.3 Bertalha (Basella alba L.)

Basella alba L., frequentemente conhecida como bertalha, espinafre-de-malabar,
espinafre-do-ceildo, couve-de-cerca, espinafre indiano, espinafre de videira, folha de tartaruga
(BRASIL, 2010a; KINUPP; LORENZI, 2014; KUMORKIEWICZ; WYBRANIEC, 2017) é
uma herbacea perene, ramificada, com hastes escandentes, um tanto carnosa, glabra,
ramificada, de cor amarelo-esverdeado ou rosa avermelhado (a depender da variedade), com
variacdo de 40 a 110 cm de comprimento (Figura 3). Com folhas pecioladas, simples,
alternadas, inteiras, de lamina brilhante, membranécea, ovadas e acuminadas, com base foliar
cordada (KINUPP; LORENZI, 2014; DESHMUKH; GAIKWAD, 2020), apresenta sabor
suave e textura mucilaginosa (SUSHILA et al., 2010). A inflorescéncia ocorre em racemos
espiciforme axilares, com flores pequenas, de cor branca (KINUPP; LORENZI, 2014). J& os
frutos apresentam coloracdo roxa, com perianto carnoso e pericarpo fino, com cinco a seis
mm de diametro (KUMORKIEWICZ; WYBRANIEC, 2017; DESHMUKH; GAIKWAD,
2020).

Figura 3 - Bertalha (Basella alba L.)

T

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)
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Nativa da Asia Tropical, provavelmente originaria da India ou Indonésia
(BAMIDELE et al., 2010; SHEKHAWAT; MANOKARI, 2016), a Basella alba L. faz parte
da divisdo Tracheophyta; classe Magnoliopsida; ordem Caryophyllales; familia Basellaceae;
género Basella (SIBBR, 2022c).

No Brasil, a bertalha pode ser encontrada de norte a sul do pais, principalmente
nos seguintes estados: Pard, Bahia, Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S0 Paulo, Rio
Grande do Sul (BRASIL, 2015; SIBBR, 2022c). Nesses estados as folhas da bertalhas sao
consumidas cruas em saladas, quando colhidas novas e tenras, ou refogadas, ou cozidas em
sopas juntas com os talos e flores (KINUPP; LORENZI, 2014; BRASIL, 2015). Os frutos
dessa espécie também sdo comestiveis, ricos em betacianinas e podem ser utilizados como
corante natural (SAGAR et al., 2022).

3.1.4 Capicoba (Erechtites valerianifolius (Link ex Spreng.) DC)

Nativa do Brasil e também de outros paises da América, como Argentina, Bolivia,
Colémbia, Costa Rica, Republica Dominicana, Equador, México, entre outros (ROYAL
BOTANIC GARDENS, 2022), a Erechtites valerianifolius (Link ex Spreng.) DC é vinculada
a classe das Equisetopsida C. Agardh; subclasse Magnoliidae Novak ex Takht; ordem
Asterales; familia Asteraceae; género Erechitites (TROPICQOS, 2022a).

Com ocorréncia confirmada em praticamente todos os estados brasileiros, com
excecdo do Pard e Amapé (REFLORA, 2022a), a Erechtites valerianifolius (Link ex Spreng.)
DC é vulgarmente conhecida como capicoba, capicova, capicoba vermelha, erva-gorda,
maria-gomes, capericoba-vermelha, caruru-amargoso, Vvoadeira-preta ou erva gomes
(ZAYAT; RANAL, 1997; KINUPP; LORENZI, 2014). Ela é consumida nessas regifes na
forma de hortalica, atraves do uso das folhas — que apresentam um sabor levemente amargo,
mas que podem ser cozidas, com carne e molhos, refogadas, ou cruas, em saladas — e das
flores jovens, que podem ser refogadas ou empanadas (KINUPP; LORENZI, 2014; BRASIL,
2015).

A capicoba é uma herbacea anual, ereta, ramificada, com caules glabros a
glabrescentes, grossos e semissuculentos, que podem atingir de 40 a100 cm de altura. Possui
folhas membranaceas, superficie abaxial glabra ao longo das nervuras; as flores de capitulos
brancacentos sdo hermafroditas, pistiladas marginais unisseriadas ou sub-bisseriadas (Figura
4) (BRASIL, 2010a; FUNEZ et al., 2021).
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Figura 4 — Capicgoba (Erechtites valerianifolius (Link ex Spreng.) DC)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

3.1.5 Capuchinha (Tropaeolum majus L.)

Tropaeolum majus L., originaria dos Andes, Bolivia, Peru, Coldmbia e México
(MELO et al., 2018; JURCA et al., 2020), ¢é da divisdo Tracheophyta; classe Magnoliopsida;
ordem Brassicales; familia Tropaeolaceae; género Tropaeolum (SIBBR, 2022d). No Brasil, a
espécie foi naturalizada e esta presente no Nordeste, principalmente na Bahia, e em todos os
estados do Sudeste e do Sul (REFLORA, 2022b).

De sabor picante, devido a presenca dos compostos bioativos glicosinolatos,
especialmente isotiocianatos (DAL’RIO; MATEUS; SELDIN, 2022), a Tropaeolum majus L.
é popularmente conhecida como capuchinha, capuchinha de jardim, agrido indiano, agrido
monge chaguinha, capuchinha-grande, mastruco-do-peru, nastdrcio, chagas, papagaios ou
flor-de-sangue (KINUPP; LORENZI, 2014; JAKUBCZYK et al., 2018; SOUZA;
LIBERATO; TEIXEIRA, 2021). Suas folhas e flores podem ser usadas no preparo de saladas,
quando frescas, cozidas ou refogadas (KINUPP; LORENZI, 2014; SOUZA; LIBERATO;
TEIXEIRA, 2021; XU et al., 2021); seus frutos, quando imaturos, também sdo comestiveis e
podem ser consumidos na forma de conservas, como de picles e alcaparras (KINUPP;
LORENZI, 2014).
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A capuchinha é uma planta de pequeno porte, herbacea, formada por ramos
rasteiros e retorcidos, que podem ser mantidos de forma rasteira ou trepadeira (Figura 5)
(SOUZA; LIBERATO; TEIXEIRA, 2021). O caule é arredondado, de cor verde clara e pode
atingir 1 cm de diametro e 5 metros de comprimentos (ZANETTI; MANFRON; HOELZEL,
2004). Suas folhas séo redondas, com bordas suaves, nervuras amarelo-esverdeadas e peciolos
longos, em média atingem 5-9 cm de diametros (KINUPP; LORENZI, 2014; JAKUBCZYK
et al., 2018). As flores sdo axilares, em forma de campanula, zigomorfa, com cinco pétalas,
ciclica, hermafroditas; crescem fora dos angulos das folhas em longos pedicelos, de coloracao
variada entre amarelo, laranja e vermelho; pode apresentar de 4 a 5 cm de largura (RIBEIRO
et al., 2011; JAKUBCZYK et al., 2018). Os frutos sdo verdes claros, esquizocarpo, que se
divide em trés mericarpos sulcados (KINUPP; LORENZI, 2014; JAKUBCZYK et al., 2018).

Figura 5 - Capuchinha (Tropaeolum majus L.)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)
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3.1.6 Chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Schrad.)

Chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Schrad.), também conhecido por boga-
boga, cayo, taiua-de-comer, chuchu-paulista, chuchu-do-reino, pepino-de-comer, pepino-do-
ar, maxixe-do-reino, maxixe-peruano e caigua (FERNANDES et al., 2005; KINUPP;
LORENZI, 2014), caracteriza-se como uma planta monoica, com caule cilindrico e herbaceo,
escandente, podendo atingir de 3 a 5 m de comprimento. Suas folhas membranaceas
apresentam base cuneada e margem dentada e irregular, podendo atingir de 8 al2 cm de
comprimento; as flores sdo amarelo—claro, sendo as masculinas racemosas, campanuladas,
formadas por 5 pétalas, que medem cerca de 5 mm comprimento e largura e possuem
pedicelos de 1,5 cm de comprimento. Ja as flores femininas sdo solitarias, curtamente
pedunculadas de | mm de comprimento e largura. Os frutos sdo verdes, do tipo baga,
estreitamente oblongo a eliptico, atingindo de 10 a 20 cm de comprimento e 3,5 a 10 cm de
largura, apresenta uma polpa esponjosa, com sementes pequenas e escuras (Figura 6)
(KLEIN; BRANDAO; LACA-BUENDIA, 1989; SINGH et al., 2015).

Figura 6 - Chuchu-de-vento (Cyclanthera pedata (L.) Schrad.)
- .: ‘ " : . ‘ A ‘ \ £ -‘} v"_* P e = o 5
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Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

A Cyclanthera pedata (L.) Schrad faz parte da divisdo Tracheophyta; classe
Magnoliopsida; ordem Curcubitales; familia Cucurbitaceae; género Cyclabthera (SIBBR,
2022¢) e tem origem na América do Sul, mais especificamente na regido Andina (RIVAS et
al., 2013), composta pelos paises Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia, Chile e Venezuela. No
entanto, pode ser encontrada, cultivada ou em condi¢cdes subespontanea em outros paises,
como Brasil, Argentina (FERNANDES et al., 2005), sul do México, na area do Caribe
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(MACCHIA et al., 2009) e, até mesmo, no norte da india, onde foi introduzida (SINGH et al.,
2015).

No Brasil, habitualmente, sdo consumidos os frutos, as folhas e os brotos jovens
do chuchu-de-vento (KINUPP; LORENZI, 2014). Os frutos jovens podem ser consumidos
frescos, em saladas cruas ou em conservas, podendo também ser refogados. Ja os frutos
maduros, normalmente, sdo consumidos cozidos, recheados com carne e queijo, por exemplo,
no entanto, também podem ser fritos, empanados e assados (ORSINI et al., 2019). De acordo
com Fernandes et al. (2005), o sabor desse fruto se assemelha ao do aspargo. Para 0 consumo
das folhas e dos brotos jovens, é recomendado que faca primeiramente um branqueamento,

pois elas apresentam textura firme e um leve amargo (KINUPP; LORENZI, 2014).

3.1.7 Jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen)

Nativa da América do Sul, a Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen ocorre em todo o
mundo, como na Asia (China, india e Taiwan), América Central (México) e regides da Africa
(DA ROCHA et al., 2018; SPINOZZI et al., 2021). Naturalizada no Brasil, a Acmella
oleracea (L.) R. K. Jansen esta presente em quase todos os estados brasileiros (REFLORA,
2022c¢), no entanto seu consumo prevalece na regido amazonica, por ser comumente utilizada
no preparo de pratos tipicos, como o tacaca e o pato no tucupi (NEVES et al., 2019).

De sabor pungente e com efeitos sensoriais Unicos, devido ao espilantol que
promove salivacdo e uma leve dorméncia na lingua e nos labios, a Acmella oleracea (L.) R.
K. Jansen também pode ser utilizada crua, em saladas e sucos, refogada, ou como tempero,
funcionando como realcador de sabor (KINUPP; LORENZI, 2014; UTHPALA;
NAVARATNE, 2021).

A Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen pertence a divisdo Tracheophyta; classe
Magnoliopsida; ordem Asterales; familia Asteraceae; tribo Heliantheae; género Acmella
(SIBBR, 2022f). Popularmente, é conhecida como jambu, embora outros nomes de carater
regional sejam utilizados, como agrido-do-pard, agrido-bravo, botdo-de-ouro, jambuacu,
abecedaria, agrido-do-Brasil, mastruco, agrido-do-norte, jaguacu, erva-maluca e jagurama
(FAVORETO; GILBERT, 2010; DE SOUZA et al., 2019).

O jambu é uma planta herbacea, perene, aromatica; com caules cilindricos,
carnosos e de ramos arroxeados decumbentes, de 20 a 60 cm de altura. As folhas sdo simples,

opostas, membranaceas e pecioladas. As flores sdo dispostas em capitulo solitario de 1 cm,
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sdo discoides, pequenas e amarelas (Figura 7) (FAVORETO; GILBERT, 2010; BATISTA et
al., 2021; SPINOZZI et al., 2021).

Figura 7 - Jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen)
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Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

3.1.8 Ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Mill.)

A espécie Pereskia aculeata Mill. faz parte divisdo Tracheophyta; classe
Magnoliopsida; ordem Caryophyllales; familia Cactaceae; género Pereskia (SIBBR, 2022g).
E uma planta perene, semiereta, com caracteristica de trepadeira, com ramos longos,
escandentes, ramificados, com aculeos (falsos espinhos), que em ramos mais velhos crescem
aglomerados (Figura 8) (BRASIL, 2010a; KINUPP; LORENZI, 2014). As folhas simples sdo
tenras, moderadamente carnosas, com aproximadamente 7 cm de comprimento e 3 cm de
largura, simétricas, elipticas, curto-pecioladas, agrupam-se nos ramos de duas a seis folhas
(DUARTE; HAYASHI, 2005; SOUZA et al., 2020). A inflorescéncia apresenta-se em
racemos curtos e axilares, sendo as flores brancas e cerosas. Os frutos sdo do tipo baga,
amarelos, globoso e com sementes pretas (BRASIL, 2010a; KINUPP; LORENZI, 2014).

Originaria do Brasil, a Pereskia aculeata Mill também ocorre naturalmente no
continente Americano, Sul e Sudeste da Africa, Nordeste e Sudeste da Australia (EGEA,;
PIERCE, 2021; REFLORA, 2022d). No Brasil, é possivel encontrar a espécie nas regides
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Nordeste (Alagoas, Bahia, Cear4, Maranhdo, Pernambuco, Sergipe); Centro-oeste (Goias);
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina) (REFLORA, 2022d).

Figura 8- Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.)
A , \

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

E popularmente conhecida como ora-pro-nébis, lobrobd, lobrobo, carne-de-pobre,
mata-velha, guaiapa, mori, groselheira-das-antilhas, groselheira-da-américa e groselheira-de-
barbados (KINUPP; LORENZI, 2014; BRASIL, 2015). A parte comestivel mais comum sdo
as folhas, que apresentam caracteristicas mucilaginosas (EGEA; PIERCE, 2021). Elas,
normalmente, sdo consumidas como salada fresca, em sopas, refogadas ou usadas como
farinha (FREITAS et al., 2022). No entanto, a combinacdo mais conhecida € com aves, como
o tradicional prato “frango com ora-pro-nobis” de Minas Gerais (BRASIL, 2010b). Apesar de
as folhas serem as mais consumidas, as flores jovens também podem ser consumidas em
saladas, assim como os frutos podem ser utilizados no preparo de sucos, geleias e licores
(KINUPP; LORENZI, 2014).
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3.1.9 Peixinho (Stachys byzantina K. Koch)

Consumida como hortalica, as folhas da Stachys byzantina K. Koch podem ser
utilizadas no preparo de sucos, refogados, sopa, omeletes e recheios diversos. Quando
empanadas e fritas, apresentam sabor semelhante ao de peixe frito (BRASIL, 2010b) e devido
a essa caracteristica, popularmente, a espécie é conhecida como peixinho, peixinho-da-horta,
lambari, orelha-de-lebre, orelha-de-cordeiro, falsa-pulmonaria e pulmonéaria (KINUPP;
LORENZI, 2014; SARTORI et al., 2020).

Da classe das Equisetopsida, subclasse Magnollidae, subordem Asteranae, ordem
Lamiales, familia Lamiaceae, género Stachys (TROPICOS, 2022b), a espécie Stachys
byzantina K. Koch tem origem na Turquia, na Arménia e no Ird (SARTORI et al., 2020). No
Brasil, a espécie é cultivada em locais de clima ameno das regifes Sul, Sudeste e Centro-
Oeste (BRASIL, 2010a).

O peixinho é uma planta herbacea perene, apresenta de 20 a 40 cm de altura,
densamente agrupada; é inteiramente revestida por denso indumento lanoso branco, suas
folhas sdo simples, dispostas em forma de roseta basal, curto-pecioladas, de laminas elipsoide
ou espatulada, espessas, de 5 a 14 cm de comprimento e 2 a 3,5cm de largura a inflorescéncia
é em formato de espigas densas, com flores roseas ou violetas (ROSSATO et al., 2012;
KINUPP; LORENZI, 2014) (Figura 9). Porém, dificilmente a Stachys byzantina K. Koch

floresceréa no Brasil, devido as condi¢des climaticas do pais (BRASIL, 2010a).

Figura 9- Peixinho (Stachys byzantina K. Koch)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)
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3.1.10 Taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott)

De ocorréncia natural no Brasil, a Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott é
comumente conhecida como: taioba, taioba-verde, taioba-Brava, taioba-Mirim, taia, taiobucu,
tannia, addo, cocd-bravo, costela-de-addo, mangaras, mangareto, mangarito, mirim, macabo e
inhame-de-folha (KINUPP; LORENZI, 2014; LIM, 2015).

Essa espécie esta entre as seis mais importantes culturas de raizes e tubérculos do
mundo (BOAKYE et al 2018) e pertence a divisdo Tracheophyta; classe Liliopsida; ordem
Alismatales; familia Araceae; género Xanthosoma (SIBBR, 2022h). Acredita-se que a
Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott seja proveniente do norte da América do Sul e que tenha
se espalhado para o Caribe e para a Mesoamérica, sendo posteriormente introduzida e
cultivada na Africa, na Asia e no Pacifico (LIM, 2015; WADA et al., 2017; CALLE et al.,
2019).

Morfologicamente, a Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott se caracteriza como
uma planta herbacea perene, desarmada, lactifera, com 1,5 a 2 m de altura, e com um
rebento/caule subterraneo principal em forma de rizoma. Esse rizoma € curto, grosso, globoso
ou cilindrico; externamente ¢ marrom palido, com a parte interna branca, amarelo palido ou
rosa; esse rizoma da origem a ramificacOes laterais, conhecidas como cornis (LIM, 2015).
Esses cornis, geralmente utilizados na alimentacdo humana, sdo consumidos cozidos, fritos ou
triturados apés a fervura (OWUSU-DARKO; PATERSON; OMENYO, 2014; CALLE et al.,
2019).

As folhas podem ser consumidas refogadas e se caracterizam por serem grandes,
grossas, de coloracdo verde escura. Apresentam aproximadamente 90 cm de comprimento e
60 cm de largura; brotam do caule principal, sdo sagitadas, eretas, com apices agudos e lobos
basais largos, com nervos marginais proeminentes (Figura 10) (DE CHAVEZ et al., 2014;
LIM, 2015). A taioba, apesar de raramente florescer, apresenta flores unissexuais, que nascem
em um espadice composto com flores femininas na base e as flores masculinas na parte
superior (WADA et al., 2021).

Geralmente, todas as partes da taioba (cornis, peciolos, folhas e inflorescéncias)
sdo comestiveis (BOAKYE et al., 2018), no entanto s6 podem ser consumidas apds o
cozimento (WADA et al., 2017). Por apresentar elevada acidez, ao ser ingerida crua, rafides
em forma de cristais de oxalato de calcio causam inchaco dos labios, da boca e da garganta,
bem como amargor, sabor adstringente e coceira na boca e na garganta (OWUSU-DARKO;
PATERSON; OMENYO, 2014; BOAKYE et al., 2018).
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Figura 10- Taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

3.1.11 Vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.)

De origem ainda indefinida entre Africa Ocidental e india (ISLAM, 2019), a
espécie Hibiscus sabdariffa L. pertence a classe da Equisetopsida; sub-classe Magnoliidae;
ordem Malvales; familia Malvaceae; género Hibiscus (TROPICOS, 2022c). A familia das
Malvaceae é composta por aproximadamente de 300 géneros, sendo o género Hibiscus o
maior, constituido por cerca de 250 a 300 espécies de arbustos, arvores e ervas distribuidas
entre as regibes tropicais e subtropicais (WARNER; ERWIN, 2001; FAGUNDES;
MASSUNAGA, 2016).

No Brasil, a espécie é cultivada de norte a sul (BRASIL, 2010a), sendo
popularmente conhecida como vinagreira, rosela, azedinha, quiabo-azedo, quiabo-de-angola,
hibisco, groselha, groselheira, caruru-azedo (BRASIL, 2010a; KINUPP; LORENZI, 2014).

E um subarbustode base lenhosa, ereto, anual, espesso e herbaceo, com poucas
ramificagdes, de caule arroxeado ou avermelhado e pode atingir de 2 a 2,5 m de altura (Figura
11). As folhas sdo simples, dispostas alternadamente, pecioladas, de lamina inteira,
glabrescentes, textura cartacea, verdes, com veias avermelhadas emargens dentadas, com 8 a
15 cm de comprimento. As flores sdo brancas a amarelo pélido, com uma mancha vermelha
escura na base de cada pétala, sdo solitarias, axilares, curto-penduculadas, com 8 a 10 cm de
largura, de calice carnoso, angulado, roxo/vermelho, com cinco grandes sépalas, com um
colar (epicalyx) de 8 a 12 bracteas finas e pontiagudas, corola amarela, com o centro roxo. Os
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frutos do tipo capsula deiscentes ficam marrom e se abrem quando maduro e seco (DA-
COSTA-ROCHA et al., 2014; KINUPP; LORENZI, 2014; ISLAM, 2019).

Com sabor &cido, que mais lembra cranberry (Vaccinium spp.) (DA-COSTA-
ROCHA et al., 2014), a vinagreira apresenta praticamente todas suas partes comestiveis, no
entanto, os calices sdo os mais utilizados (SALAMI; AFOLAYAN, 2020). Os célices frescos
ou secos sdo utilizados no preparo de bebidas & base de plantas, bebidas quentes e frias,
bebidas fermentadas, vinho, compotas, confeitos gelatinosos, sorvetes, chocolates,
aromatizantes, pudins, bolos (IZQUIERDO-VEGA et al., 2020) e até mesmo refrigerantes
(SALAMI; AFOLAYAN, 2020). As folhas jovens e os caules tenros podem ser ingeridos
crus, em uma salada, ou cozidos sozinhos ou com carne/peixe (RIAZ; CHOPRA, 2018). As
sementes podem ser torradas, moidas e usadas para preparar 6leos ou como substituto do café
(DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; IZQUIERDO-VEGA et al., 2020).

3.1.12 Vinagreira-roxa (Hibiscus acetosella Welw. ex Hiem)

Vinagreira-roxa, vinagreira, groselheira, quiabo-roxo e quiabo-azedo s&o nomes
populares da espécie Hibiscus acetosella Welw. ex Hiem (KINUPP; LORENZI, 2014,
CARDOSO et al., 2018). Essa espécie faz parte da classe Equisetopsida; sub-classe
Magnoliidae; ordem Malvales; familia Malvaceae; género Hibiscus (TROPICOS, 2022d).



27

A Hibiscus acetosella Welw. ex Hiem tem origem no continente Africano, sendo
possivelmente da Angola (KRAPOVICKAS; FRYXELL, 2004), mas é cultivada em todo o
mundo, com registros em diversos paises, como Brasil, Paraguai, Estados Unidos, Costa Rica,
Quénia, entre outros (GBIF, 2022b).

Botanicamente, a espécie é classificada como planta arbustiva, de caule semi-
lenhoso, avermelhado, glabro, ramos escandentes quando sombreado, podendo atingir 1,5 a 3
m de altura. As folhas sdo simples, de cor verde ou completamente roxas, com nervuras
palmadas, lamina cartdcea, margem crenada a ondulada, ambos os lados glabros, 5-
palmatilobada. As flores solitérias, axilares, curto-penduculadas, pétalas roxo-avermelhadas,
com calice carnoso roxo. Fruto ovoide, do tipo capsula angulada, com pelos glandulares,
quase puntiformes (Figura 12) (KRAPOVICKAS; FRYXELL, 2004; CARDOSO et al., 2018;
DE CASTRO; DEVIDE, 2019; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).

Figura 12- Vinagreira-roxa (Hibiscus acetosella Welw.ex Hiem)
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Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

Apesar de ser amplamente cultivada no Brasil para fins ornamentais, a vinagreira-
roxa é popularmente utilizada como verdura (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022). De sabor
acido, tenra e suculenta, as folhas sdo utilizadas para preparar alguns alimentos tipicos, chas,
bebidas frias, suplementos alimentares, sucos, saladas e geleias. As flores também podem ser
consumidas na forma de saladas, diferentemente dos célices, que ndo sdo tdo suculentos e s&o,
normalmente, utilizados apds fervura ou cozimento (KINUPP; LORENZI, 2014; JEFFERY;
RICHARDSON, 2021).
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3.2 Digestéo gastrointestinal in vitro

Os métodos de digestdo in vitro sdo utilizados para avaliar as alteracdes
estruturais, a digestibilidade, a biodisponibilidade e a bioacessibilidade dos nutrientes
alimentares, bem como a liberacdo desses componentes ao longo da digestdo. A
biodisponibilidade esta relacionada a fragdo do nutriente/biocomponente ingerido que chega a
circulacdo sistémica para ser distribuido aos 6rgdos e tecidos e manifestar sua bioatividade,
que é a capacidade de um composto exibir um efeito bioldgico. Ja a bioacessibilidade é
definida como a fracdo de um nutriente/biocomponente disponivel para absorcdo, através da
camada epitelial do trato gastrointestinal. Essa definicdo inclui a liberagdo de compostos de
matrizes alimentares e a estabilidade dos respectivos compostos sob o0 ambiente
gastrointestinal (SANTOS et al., 2019; DIMA et al., 2020).

Compreender o destino dos alimentos durante a digestdo no trato gastrointestinal
tem despertado interesse crescente da comunidade cientifica, a fim de entender melhor os
possiveis efeitos dos alimentos na satde humana (BOHN et al., 2018; DUPONT et al., 2019;
DUPONT; FERRANTI; MACKIE, 2019). A digestdo nada mais é que um processo que
desdobra os alimentos em nutrientes. Com o objetivo de entender esses processos, nas Ultimas
décadas, vém sendo desenvolvidas varias metodologias de digestdo in vitro, sendo elas
estaticas (MINEKUS et al.,, 2014; BRODKORB et al., 2019) semidinamicas (MULET-
CABERO et al., 2020) e dindmicas (MINEKUS et al., 1995; DUPONT et al., 2019). Essas
metodologias in vitro sdo interessantes e antecedem estudos in vivo, j& que estudos com
humanos e animais sdo muito caros, trabalhosos, apresentam restricdes éticas, nem sempre
tém viabilidade técnica e sdo associados a baixa repetibilidade, devido a varia¢Ges individuais
(L1etal., 2020; TAN; ZHOU; MCCLEMENTS, 2022).

Esses modelos tém como objetivo simular as condicbes fisiologicas do trato
gastrointestinal, sendo divididos em fases oral, gastrica e intestinal, e cada um apresenta
vantagens e desvantagens particulares. Diferem, principalmente, na incorporacdo de varios
estagios de digestdo, pH, tempos de digestdo, natureza das enzimas digestivas e concentracdes
de eletrolitos e &cidos biliares, o que dificulta a comparacdo de resultados entre metodos
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020). Dentro dos métodos estaticos, que sédo aqueles que
trabalham com proporcdes constantes de amostras, eletrélitos, pH, enzimas, temperatura e
agitacdo, destaca-se 0 método harmonizado e padronizado INFOGEST (MINEKUS et al.,
2014; BRODKORSB et al., 2019). Esse método é relativamente simples de ser executado e

apresenta boa reprodutibilidade intra e interlaboratorial, robustez, baixo custo quando
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comparado com modelos dindmicos e boa correlagdo com métodos in vivo. No entanto,
apresenta algumas limitagdes, como: ndo conseguir simular a dindmica complexa da digestao
ou as interacOes fisioldgicas, além de serem inadequados para analise de cinética detalhada
das diferentes fases da digestdo (BRODKORB et al., 2019).

Quanto aos métodos semidindmicos, Mulet-Cabero et al. (2020) desenvolveram e
padronizaram uma metodologia, incluindo alguns aspectos dindmicos, baseada no modelo
INFOGEST. Este modelo incluiu acidificacdo gradual, secrecdo de fluidos, secrecdo de
enzimas e esvaziamento do estbmago, o que fornece uma representacdo mais realista do
comportamento dos alimentos no estdmago humano do que o modelo estatico, podendo ser
considerado um modelo intermediario, quando comparado aos modelos dinamicos. No
entanto, alguns parametros, como quantidade de alimento, numero de aliquotas de
esvaziamento gastrico, velocidade de mistura, devem ser fixados para cada ensaio de digestéo,
0 que pode trazer variabilidade entre diferentes laboratérios (MULET-CABERO et al., 2020).

Os métodos de digestdo dinamica foram desenvolvidos para atender & necessidade
de um modelo que pudesse simular 0s processos bioquimicos e mecanicos que ocorrem
durante a digestdo gastrica humana de maneira fisiologicamente relevante (DUPONT et al.,
2019). De forma geral esses modelos séo projetados para controlar as composi¢oes de fluidos,
atividades enzimaéticas, niveis de pH e forcas mecanicas nas diferentes regides do trato
gastrointestinal de forma continua (TAN; ZHOU; MCCLEMENTS, 2022). No entanto esses
métodos sdo mais complexos, demorados, podem utilizar grandes quantidades de enzimas
sendo, portanto menos acessiveis do que os modelos estaticos (MULET-CABERO et al.,
2020).

Diante do exposto, ressalta-se a importancia de pesquisas que abordem esses
parametros, uma vez que, a maior parte dos estudos negligencia os efeitos da digestdo

gastrointestinal sobre a composigéo dos alimentos.

3.3 Compostos fenolicos

3.3.1 Digestéo gastrointestinal de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo um grupo de moléculas amplamente distribuidas em todo
0 reino vegetal. Conhecidos como metabdlitos secundarios das plantas, sdo sintetizados
durante o desenvolvimento normal da planta, em resposta a situagdes de estresse (LERI et al.,

2020). A biossintese desses compostos pode ocorrer, por meio de diferentes vias, sendo as



30

principais a via de sintese do chiquimato e do metabolismo dos fenilpropandides (Figura 13)
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020).

Figura 13 — Biossintese dos polifendis, via do acido chiquimico
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Fonte: Barreto; Gaspi; Oliveira (2020)

Os polifendis sdo moléculas que apresentam um ou mais anéis aromaticos, com
pelo menos um grupo hidroxila, sendo que essas estruturas podem variar de moléculas
simples a complexas. E, apesar da falta de consenso na literatura, podem ser classificados em
flavonoides e ndo flavondides (DURAZZO et al., 2019; LERI et al., 2020) ou em
flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos, taninos e lignanas. Dentro do grupo dos flavonoides,
estdo integrados os subgrupos flavonas, flavondis, isoflavonas, flavanonas e antocianidinas
(KIM; KEOGH; CLIFTON, 2016; WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020).

Esses compostos estdo presentes nos vegetais, principalmente como ésteres,
glicosideos e polimeros que, geralmente, sdo ligados a fracdo de carboidratos e ndo podem ser
absorvidos nas formas nativas (TARKO; DUDA-CHODAK; ZAJAC, 2013; THAKUR et al.,
2020). Estimativas demonstram que, de todos os polifendis ingeridos durante a alimentacao,
48% sdo digeridos no intestino delgado e 42% no intestino grosso, sendo que até 10% podem
permanecer intactos dentro da matriz alimentar (TARKO; DUDA-CHODAK; ZAJAC, 2013;
WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020).
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Para que os polifendis sejam absorvidos durante a digestdo gastrointestinal, eles
requerem hidrolise, que pode ocorrer por consequéncia do ambiente &cido do estbmago,
ambiente do intestino, pela acdo das enzimas do sistema digestivo ou pela microbiota
intestinal (KONG; SINGH, 2010; THAKUR et al., 2020). Essas condi¢Ges sdo capazes de
promover diversas alteracdes na estrutura dessas moléculas, como metilacdo, dimerizacéo,
hidroxilagdo e glicosilacdo, bem como formacdo de derivados fendlicos pela degradacédo
parcial da estrutura molecular (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020).

Diante do exposto, entender o processo de digestao de polifendis é complexo, uma
vez que diversos fatores exercem influéncia sobre a digestibilidade desse fitoquimico. Dentre
esses fatores, podemos citar: caracteristicas da matriz alimentar (TARKO; DUDA-CHODAK,
2020), a interacdo dos polifendis com outros componentes do alimento, como, por exemplo,
as fibras alimentares (PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR,
2011; JAKOBEK; MATIC, 2019), o tamanho da particula, o equilibrio hidrofilico/lipofilico
relacionado a glicosilacdo (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020), as interagdes relacionadas
ao processamento e ao pH (NAGAR et al., 2021) e também as propriedades fisico-quimicas
individuais dos polifendis (ALMINGER et al., 2014).

Devido as suas propriedades antioxidantes, o consumo de polifendis vem sendo
associado a diversos efeitos benéficos a salde, como a prevencdo de doencas
cardiovasculares, cancer, doencas inflamatdrias, doencas neurodegenerativas e distlrbios
gastrointestinais (THAKUR et al., 2020). Dessa forma, estudos que buscam entender e
compreender melhor os efeitos da digestdo gastrointestinal in vitro sobre os polifendis

presentes nos vegetais tornam-se cada vez mais relevantes.

3.3.2 Estresse oxidativo e atividade antioxidante

O estresse oxidativo pode ser definido como o excesso de producdo de especies
reativas de oxigénio (EROs) em relacdo a defesa antioxidante (SHANKAR; MEHENDALE,
2014). Dessa forma, o estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio entre a cascata
antioxidante celular e os processos que geram espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
superéxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e anion hidroxila (OH") (EL-FAWAL,
2011).

A saturacdo ou o comprometimento desses processos antioxidantes resulta no
acimulo de EROs, o que promove danos oxidativos, que afetam wvarias moléculas

intracelulares ou extracelulares, tais como &cidos nucleicos, proteinas, carboidratos ou
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lipidios, ou mesmo outras moléculas fisiologicamente importantes (MINE; ROY, 2011). Para
neutralizar os efeitos nocivos, 0s organismos usam mecanismos de protecdo, reparo e de
defesa antioxidante (RAHAL et al., 2014). Esses mecanismos antioxidantes podem ser
enddgenos, com moléculas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. O grupo enzimatico
inclui superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, j4 o grupo
ndo enzimético envolve glutationa, tiorredoxina, vitaminas A, E e C e selénio (CENINI;
LLORET; CASCELLA, 2019). No entanto, moléculas antioxidantes exdgenas, como &cido
ascorbico, a-tocoferol, flavondides e carotenoides também podem atuar no mecanismo de
defesa antioxidante (BERNAUD; FUNCHAL, 2011).

De modo conceitual, os antioxidantes podem ser definidos como qualquer
composto que, quando presente no alimento ou no corpo humano em concentracdes baixas,
guando comparadas ao substrato oxidativo, seja capaz de bloquear, retardar, controlar ou
prevenir os processos de oxidacio (BEDLOVICOVA et al., 2020). Os compostos
antioxidantes inibem a reacdo oxidativa, atuando como doadores de hidrogénio ou receptores
de radicais livres, gerando elementos mais estaveis (MUNTEANU; APETREI, 2021).

Para determinar a capacidade antioxidante de compostos presentes em alimentos,
existe uma ampla gama de métodos que quantificam a capacidade antioxidante por diferentes
mecanismos. Alguns métodos, por exemplo, sdo baseados na reacdo de transferéncias de
elétrons ou de hidrogénio; outros sdo projetados para avaliar a capacidade de inibir a
formacdo de EROs ou a quelacdo de ions metalicos (MARTINELLO; MUTINELLI, 2021).
Esses métodos podem ser divididos em dois grandes grupos: transferéncia de elétrons de
atomos de hidrogénio (HAT) e transferéncia de um Unico elétron (SET) (CHAVES;
SANTIAGO; ALIAS, 2020).

No mecanismo HAT, o radical livre remove um atomo de hidrogénio do
antioxidante, convertendo o radical livre em um produto mais estavel. No mecanismo SET, o
antioxidante doa um elétron para o radical livre, reduzindo os intermediarios oxidados para a
forma estavel (TENA; MARTIN; ASUERO, 2020). A tabela 1 apresenta as diferentes

técnicas utilizadas para medir a capacidade antioxidante em amostras de alimentos.
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Tabela 1 — Métodos para avaliacdo da capacidade antioxidante

Mecanismo

Método

Principio do Método

Determinacédo do
Produto Final

Transferéncia de
elétrons de atomos
de hidrogénio (HAT)

BCB (Branqueamento com
acido B-caroteno-linoleico)

TRAP (Parametro
antioxidante total de captura
de radicais)

TOSC (Ensaio de capacidade
de eliminacdo de radicais
oxirradicais)

ORAC  (Capacidade de
Absor¢do de Radicais de
Oxigénio)

O é4cido linoleico é oxidado

por radicais livres,
produzidos pela  &gua
oxigenada. Os produtos

iniciardo a oxidagdo do -
caroteno e, a medida que a
molécula perde suas
ligacBes duplas, o composto
perde sua cor laranja
caracteristica

Mede a capacidade de
inibicdo dos antioxidantes
na protecdo do
branqueamento da crocina,
pelo gerador de radicais
livres AAPH (2,2 -azobis(2-
amidinopropano)
dicloridrato)

Inibicho da formagdo de
etileno na presenca de
compostos  antioxidantes
gue competem com o &cido
a-ceto-y-betiolbutirico  por
espécies reativas de
oxigénio

Reacdo antioxidante com
radicais peroxil, induzida

por 2,2'-azobis-2-amidino-
propano
Capacidade  antioxidante

para extinguir os radicais
OH gerados por um sistema
tipo Fenton baseado em
Co(ll)

Espectrofotometria na
regido do visivel

Espectrofotometria na
regido do visivel

Capacidade do
antioxidante de inibir a
formacéo de etileno em
relacdo a uma reacéo de
controle

Perda de fluorescéncia
de fluoresceina

Perda de fluorescéncia
de fluoresceina

Transferéncia de um
Unico elétron (SET)

HORAC (Capacidade
Antioxidante Radical
Hidroxila)

DPPH (2,2-Diphenyl-1-

picryl-hidrazil)

FRAP (Poder Antioxidante
Redutor Férrico)

ABTS (2,2 AZINO-BIS (3-

Reacdo antioxidante com
um radical organico.
Decaimento da absorbéncia
na presenca de antioxidante

Reacdo antioxidante com
um complexo de Fe (1)

Reacdo antioxidante com

Espectrofotometria na
regido do visivel

Espectrofotometria  na
regido do visivel

Espectrofotometria  na
regido do visivel
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Determinacédo do

Mecanismo Método Principio do Método Produto Final

ethylbenzo-thiazoline-6- um radical de cation
sulfonic acid) organico

CRUPRAC (Poténcia Redug&o de Cu (I1) a Cu (1)
Antioxidante Redutora por antioxidantes
Cdprica)

Espectrofotometria  na
regido do visivel

Reacdo de transferéncia de
elétrons/ transferéncia de
atomos de hidrogénio

RP (Método de reducdo de
energia)

Espectrofotometria na
regido do visivel

Reducéo do reagente Folin—
Compostos fendlicos totais Ciocalteu (complexo dos
(Folin-Ciocalteu) acidos fosfomolibdico e
fosfotlngstico) com
compostos fendlicos em
estado alcalino

Espectrofotometria na
regido do visivel

Fonte: Adaptado Chaves et al. (2020); Martinello et al. (2021); Munteanu; Apetrei (2021)

Deve-se enfatizar que a capacidade antioxidante ndo deve ser testada com base em
um unico método. Varios procedimentos antioxidantes devem ser realizados in vitro para
determinar as capacidades antioxidantes da amostra de interesse (MUNTEANU; APETREI,
2021). Considerando essa recomendagdo, neste estudo, foram utilizados trés métodos, o
método FRAP; ABTS e o DPPH, que, de acordo com Rufino et al. (2010), sdo as técnicas
mais amplamente utilizadas.

Para uma caracterizagdo mais detalhada dos compostos antioxidantes presentes
em espécies vegetais, técnicas analiticas instrumentais podem ser utilizadas, como a
cromatografia gasosa, cromatografia liquida e eletroforese capilar, combinadas ou ndo com
espectrometria de massas (MS) (GE; LI; LISAK, 2020). Em geral, essas técnicas sdo
sensiveis, seletivas e fornecem dados qualitativos e quantitativos precisos, apesar de
apresentarem alto custo analitico e exigirem trabalhoso preparo de amostra (SILVA et al.,
2019). Nesse sentido, técnicas de espectrometria de massa com fonte de ionizagcdo ambiente
como ionizagdo por eletrospray (ESI) (PARANAVITANA et al., 2021), dessorgédo e
ionizagdo por eletrospray (DESI) (PEREZ; CONCEICAOQ; IFA, 2021) e a ionizagio por
paper spray (PS) (SILVA et al., 2020a) vém sendo utilizadas, por se mostrarem eficientes na
superacao dessas limitacGes, pois fornecem anélises ultrarrapidas de matrizes complexas, com

baixo custo e preparo minimo das amostras (SILVA et al., 2020c).
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A seguir, é apresentada uma breve introducdo a espectrometria de massas com
ionizacdo por paper spray (PS-MS), que foi a técnica selecionada para a identificacdo dos

compostos fenolicos neste estudo.

3.3.3 Espectrometria de massas com ionizacao por paper spray (PS-MS)

A espectrometria de massa (MS) é uma das técnicas analiticas mais sensiveis com
aplicabilidade na identificacdo e quantificacdo de uma grande variedade de compostos.
Resumidamente, a analise MS consiste na geracdo de ions na fonte de ionizagdo e na
separacdo de ions com base em sua relacdo massa/carga (m/z), em um analisador de m/z via
efeito de campo elétrico ou magnético, seguida da deteccdo de ions (DA SILVA et al., 2019).
Nesse sentindo, a fonte de ionizagdo desempenha um papel importante na MS e, dentre tantas
técnicas de ionizacdo, destaca-se a técnica de ionizacdo ambiente paper spray (PS).

Essa técnica, descrita pela primeira vez em 2010 (LIU et al., 2010), baseia-se na
aplicacdo de uma voltagem a um pedaco de papel triangular, pré-carregado com uma amostra
e um solvente de extracdo (COSTA et al., 2021). A alta voltagem empregada no papel resulta
em um evento de ionizagdo do tipo eletrospray (MCBRIDE et al., 2019). Ou seja, campo
elétrico induz a formacdo de um spray na forma de um cone de Taylor (COSTA et al., 2021),
onde os ions sdo formados em solucdo e o forte campo elétrico na ponta do papel resulta na
formacdo de uma pluma de goticulas carregadas, que sdo desolvatadas e direcionadas ao
espectrometro de massa (Figura 14) (DA SILVA et al., 2019). McBride et al. (2019)
destacam que a alta tensdo aplicada geralmente varia de 2 a 5,5 kV, e pode ser positiva ou

negativa.

Figura 14 — Esquema de ionizagao por paper spray
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Considerada uma ferramenta poderosa para a ciéncia e para a tecnologia de
alimentos a PS-MS, permite analises quantitativas rapidas e altamente precisas (SHEN et al.,
2013), além de anélises qualitativas, por meio, da avaliacdo dos espectros obtidos em uma
grande faixas de massa (SILVA et al., 2021). A identificacdo de compostos bioativos no PS-
MS, normalmente é realizada apds intensa busca manual de espectros de MS para pesquisar
0s ions precursores, para posteriormente combinar os padroes de fragmentacdo com 0s
relatados na literatura, uma vez que os bancos de dados atualmente disponiveis sdo muitas
vezes incompletos (CERRATO et al., 2020). Desta forma, as identificacGes de polifenois em
matrizes vegetais geralmente € limitada a compostos que ja foram relatados na literatura.

Apesar disso, a técnica PS-MS vem sendo amplamente explorada em analises
qualitativas de matrizes alimenticias como, os frutos cagaitas (SILVA et al., 2019),
grumixama (RAMOS et al., 2020), cambui (GARCIA et al., 2021) e pequi (SANTOS et al.,
2022), bebidas industrializadas (SILVA et al., 2020a), sorgo (CAMPELO et al., 2020),
araticum (RAMOS et al., 2023), entre outras.

3.4 Minerais

Classificados como nutrientes essenciais, 0s minerais s&o subdivididos em
macrominerais e microminerais. Na classe dos microminerais temos o ferro (Fe), selénio (Se),
cobre (Cu) e zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto (Co), molibdénio (Mo), fldor (F), cromo (Cr) e
boro (B). Ja na classe dos macrominerais enquadram-se o célcio (Ca), fésforo (P), sédio (Na),
potéssio (K), magnésio (Mg) e o enxofre (S) (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017).

Os minerais desempenham papeis fundamentais na manutencdo das funcdes
metabolicas do corpo humano, e devem ser ingeridos em quantidades suficientes através da
dieta (DRAGO, 2022). No entanto, a quantidade fornecida pela dieta pode néo ser o suficiente
para atender as necessidades nutricionais, se a biodisponibilidade dos minerais for baixa
(SILVA et al., 2020Db).

Considerando uma dieta rica em vegetais, os fatores que afetam negativamente a
bioacessibilidade dos minerais incluem a forma quimica do nutriente nos alimentos e/ou
natureza da matriz alimentar; interacGes entre nutrientes e outros antinutrientes, como &cido
fitico, fibra alimentar e polifenois (ROUSSEAU et al., 2020; AFFONFERE et al., 2021). A
parede celular dos vegetais também pode atuar como uma barreira fisica que reduz a
digestibilidade da matriz alimentar, e por consequéncia também reduzir a bioacessibilidade de
minerais (ROUSSEAU et al., 2020; SULAIMAN; GIVENS; ANITHA, 2021).



37

Thakur et al. (2020) ao realizarem trabalho de revisdo, mostraram que ha indicios na
literatura que indicam que o aumento da bioacessibilidade de minerais pode ser alcangado por
tratamento térmico, devido ao amolecimento, liberacdo de minerais ligados a proteinas da
matriz alimentar, e pelo fato de que o proprio processo de tratamento térmico reduz os teores

de inibidores de solubilidade, como oxalatos, fitatos, taninos e compostos fendlicos.

3.4.1 Quantificacdo de minerais

Espectroscopia atbmica, nuclear e de massas como a Espectroscopia de Absorg¢ao
Atdmica (AAS), Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X (XRF), Andlise Instrumental de
Ativacdo de Néutrons (INAA), Espectrometria de Emissdo Optica de Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES) e Espectrometria de Massa de Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-
MS), sdo técnicas comumente utilizadas para investigar a composicdo mineral em amostra de
alimentos (MARKIEWICZ-KESZYCKA et al., 2017).

Dentre tantos métodos analiticos para quantificacdo de minerais, destaca-se a
Espectrometria de Emissdo Optica de Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES), que é uma
técnica multielementar, rapida e precisa que combina qualidades como limite de deteccdo
relativamente baixos, alta capacidade para determinagfes simultaneas e precisas em tempos
curtos em amplas faixas de concentracdo (LARREA-MARIN et al., 2010; SELMI et al.,
2021). Embora apresente essas vantagens a técnica ICP-OES requer um preparo laborioso de
amostras solidas. Esse preparo consiste no processo de digestdo acida, onde a amostra é
mineralizada em forno mufla, com auxilio &cido nitrico para posterior dissolugdo em é&cido
cloridrico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). No entanto, técnicas de digestdo &cida
assistida por micro-ondas também sdo utilizadas, com o intuito de otimizar o processo de
mineralizacdo das amostras (DA SILVA et al., 2020; GARITTA et al., 2021).

Resumidamente, no ICP-OES, a amostra é transportada para o instrumento como
um fluxo de amostra liquida, é injetada em direcdo ao canal central de plasma de argbnio
induzido por radiofrequéncia. Dentro de instrumento, o liquido é convertido em aerossol
através de um processo conhecido como nebulizacdo, o aerossol da amostra é entéo
transportado para o plasma onde é dessolvatado, vaporizado, atomizado e excitado e/ou
ionizado pelo plasma (KHAN et al., 2022). Quando os 4tomos excitados retornam a posi¢do
de baixa energia, os raios de emissdo (raios do espectro) sdo liberados e aqueles que

correspondem ao comprimento de onda do foton sdo medidos. O tipo de elemento é
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determinado com base na posi¢do dos raios de fétons, e o conteudo de cada elemento é
determinado com base na intensidade dos raios (GHOSH et al., 2013; SELMI et al., 2021).

O plasma é criado em um dispositivo especial chamado “tocha”. Uma bobina de
cobre envolve a parte superior da tocha e é conectada a um gerador de radiofrequéncia. A
oscilacdo de radiofrequéncia da corrente na bobina produz um intenso campo eletromagnético
no topo da tocha. A medida que o fluxo de gés de plasma é introduzido na tocha, uma faisca
de alta tensdo é aplicada a esse gas, gerando a ionizacdo colisional do gas de argobnio e,
consequentemente, o plasma (FERNANDEZ-SANCHEZ, 2018). A Figura 15 apresenta o
layout de equipamento de ICP-OES.

Figura 15 — Instrumentacdo do ICP-OES
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Fonte: Khan et al. (2021)
3.5 Proteina

As proteinas séo polimeros constituidos basicamente de aminoacidos, apresentam-
se sob inumeras formas e tamanhos, podem ser classificadas por sua composi¢éo, estrutura,
funcdo bioldgica ou propriedades de solubilidade (CHANG; ZHANG, 2017; FERNANDES;
OLIVEIRA, 2021). Consideradas um macronutriente essencial, desempenham papel vital no
crescimento e manutencdo do corpo humano, que juntamente com os carboidratos e lipidios
fornece energia na dieta (MAEHRE et al., 2018; SARKAR et al., 2020).
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As proteinas sdo um componente abundante em todas as células e, quase todas,
exceto as proteinas de armazenamento, sdo importantes para as atividades enzimaticas,
funcBes bioldgicas e estrutura celular (CHANG; ZHANG, 2017). As proteinas na forma de
anticorpos sao cruciais para a defesa imunologica, enquanto as proteinas estruturais ajudam a
definir a compartimentacdo e a organizacdo celular e subcelular. Essas proteinas fornecem
suporte fisico ou funcionam como transportadores de membrana que permitem a passagem de
metabolitos e de sais (KAMBHAMPATI et al., 2019).

Dessa forma, para manter todas essas fungdes, & importante fornecer ao organismo
uma quantidade suficiente de proteinas através da dieta, por meio da ingestdo de proteina
animal e vegetal (SARKAR et al., 2020). No entanto, em alguns casos especificos, como 0s
dos pacientes fenilcetondricos, o consumo de proteina é restrito (BASSANINI et al., 2019).

Dada a importancia das proteinas, diversas metodologias de quantificacdo de
proteina em alimentos vém sendo difundidas. Entre elas, destacam-se: métodos baseados em
nitrogénio, como o método Kjeldahl e o0 método Dumas; métodos colorimétricos, como o
método de ligacdo de corantes, ligacdo de corantes Bradfort, métodos baseados em ions de
cobre, método do Biureto, método Lowry, método do &cido Bicinconinico; método de
absorcdo ultravioleta; métodos de espectroscopia de infravermelho (CHANG; ZHANG,
2017); métodos cromatogréaficos de quantificacdo de aminoacidos e espectrometria de massa
de razdo isotopica (KAMBHAMPATI et al., 2019).

No entanto, apesar das muitas metodologias propostas, 0 método de Kjeldahl é o
mais utilizado, sendo considerado o método de referéncia “padrdo ouro” na quantificacdo do
teor de proteina em amostras de alimentos (SAEZ-PLAZA et al., 2013; MARTIN; SARRIA;
ASUERO, 2017).

3.5.1 Metodo Kjeldahl

O método Kjeldahl envolve a digestdo de alimentos com um acido forte para que

0 nitrogénio seja liberado e, entdo, quantificado, usando uma técnica de titulagdo (HAYES,

2020). Esse método consiste nas trés etapas descritas a seguir (CHANG; ZHANG, 2017,

MARTIN; SARRIA; ASUERO, 2017; SAEZ-PLAZA; GARCIA ASUERO; MARTIN,

2019).

e Digestdo acida: Nesta etapa, a amostra é colocada em contato com é&cido sulfurico,

com catalisadores e na presenca de calor. Assim, o nitrogénio organico total é
convertido em aménio (Equacéo 1).
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Acido Sulfirico
Proteina » (NH:):2504
Calor e Catalisador

e Neutralizacdo e Destilacdo: A digestdo ¢ diluida com agua e neutraliza com alcali, e a
amonia formada é destilada em uma solucéo de acido bdrico, contendo os indicadores

verde de bromocresol e vermelho de metila (Equagéo 2).

(N H4)2$O4 + 2NaOH — 2NH3; + Na,SO4 + 2H,0
NH; + H3BOj3 (4cido borico) — NHy + H,BO3 (ion borato)

e Titulacdo: O anion borato, formado na destilacdo, ¢ titulado com &cido padronizado

(HCI), que é convertido em nitrogénio na amostra (Equacao 3).

H,BO3; + H"— H3BO;

O resultado da andlise representa o teor de proteina bruta do alimento, uma vez
gue o nitrogénio também vem de componentes ndo proteicos (CHANG; ZHANG, 2017).
Assim, o teor de proteina é estimado, multiplicando o teor de nitrogénio por um fator de
conversdo de nitrogénio em proteina, geralmente definido como 6,25, que é o equivalente a 0,
16g de nitrogénio por grama de proteina (SAEZ-PLAZA; GARCIA ASUERO; MARTIN,
2019). Este fator de conversdo geral é usado para a maioria dos alimentos, porque seu
conteudo ndo proteico € insignificante, no entanto, outros fatores de conversdo podem ser
utilizados de acordo com a matriz alimenticia, como 5,60 para peixes; 5,40 para cereais; 4,70
para farinhas (HAYES, 2020). No Brasil, a Instrucdo Normativa N° 75 de 8 de outubro de
2020, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, recomenda a utilizagdo de trés fatores de
conversdo, sendo de 5,75 para proteina de origem vegetal; 6,38 para proteinas lacteas; 6,25
para proteinas da carne, misturas de proteinas, proteina de soja e de milho (BRASIL, 2020).

3.6 Aminoacidos
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Como mencionado no topico anterior os aminoacidos sdo os blocos basicos de
construcdo das proteinas teciduais, no entanto, também séo precursores de muitas substancias
de baixo peso molecular como poliaminas, glutationa, creatina, carnitina, carnosina,
horménios tireoidianos, serotonina, melanina, melatonina entre outros (WU, 2013; ZHANG et
al., 2022).

Quimicamente os aminoacidos pertencem a classe dos compostos organicos
contendo carbono a conectado a quatro grupos funcionais: uma amina primaria (-NH,) ou
amina secundaria (-NH), um grupo carboxila (-COOH), e um grupo hidrogénio (H),
juntamente com uma cadeia lateral variavel (R) (Figura 16) (MARCONE et al., 2020; VIOLI
et al., 2020). Como os quatro grupos ligados ao carbono o séo diferentes, o carbono a torna-se
um centro assimétrico ou centro quiral (BHAGAVAN; HA, 2015) e com base na quiralidade,
0s aminoacidos podem ser divididos em enantidmerosdextrégiros (D) ou levogiros (L)
(MARCONE et al., 2020).

Figura 16 - Estrutura geral de a-amino&cidos com o grupo R representando a cadeia

lateral variavel

Fonte: Adaptado Violi et al. (2020)

Além da classificagdo pela quiralidade, os aminoécidos também podem ser
categorizados em grupos de acordo com a polaridade e pH, em aminoacidos acidos e basicos,
apolares (hidrofobicos) e polares (hidrofilicos) devido a variagdes nos grupos de cadeia lateral
(BHAGAVAN; HA, 2015; LESTARI et al., 2022). Outro esquema de categorizacdo €
baseado na posicdo amina da cadeia lateral, a variacdo na cadeia lateral separa os aminoacidos
em aromaticos, que sdo aqueles que possuem um anel aromatico na cadeia lateral;

aminoéacidos alifaticos, que apresentam uma cadeia lateral linear composta por carbonos; e
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aminoacidos de cadeia ramificada, que sdo 0s que possuem uma cadeia lateral linear alifatica
com um carbono ramificado (VIOLI et al., 2020).

A funcdo bioldgica e as necessidades dietéticas também sdo usadas para
classificar os aminoacidos. Desta forma, os aminoacidos podem ser classificados em
essenciais e ndo essenciais. Os aminoécidos essenciais sd0 0s aminoacidos que humanos e
outros vertebrados ndo conseguem sintetizar a partir de intermediarios metabdlicos, desta
forma, devem ser fornecidos por uma dieta exdgena, ja os aminoacidos nao essenciais 0 corpo
humano pode sintetizar usando apenas os aminoacidos essenciais (LOPEZ; MOHIUDDIN,
2022).

Embora existam centenas de aminoécidos encontrados na natureza, apenas cerca
de 20 aminoacidos sdo necessarios para produzir todas as proteinas encontradas no corpo
humano (LOPEZ; MOHIUDDIN, 2022; ZHANG et al., 2022). Esses 20 aminoacidos sdo
todos L-enantibmeros e com excecdo da glicina, todos esses aminoacidos possuem um
carbono a-quiral (VIOLI et al. 2020). Os 20 amino&cidos sdo: alanina (Ala), arginina (Arg),
asparagina (Asn), acido aspartico (Asp), cisteina (Cys), acido glutamico (Glu), glutamina
(GIn), glicina (Gly), histitina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina
(Met), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina
(Val) (BHAGAVAN; HA, 2015; LOPEZ; MOHIUDDIN, 2022).

Desses 20 aminoacidos, nove sdo considerados essenciais, sendo eles a
fenilalanina, valina, triptofano, treonina, isoleucina, metionina, histidina, leucina e lisina
(BHAGAVAN; HA, 2015; VIOLI et al., 2020; XIAO; GUO, 2022). Desses nove
aminoacidos essenciais, quatro (histidina, leucina, metionina, triptofano), também séo
considerados ‘“aminodcidos funcionais”, juntamente com os aminodcidos ndo essenciais
arginina, cisteina e tirosina. “Aminoacidos funcionais” sdo aqueles indicados como os
aminoacidos que mais contribuem para regular as principais vias metabdlicas responsaveis
pela melhoria do estado de saude como um todo (VARFAJ et al., 2022).

Devido as diversas funcdes relacionadas ao metabolismo humano, os niveis de
aminoacidos em amostras clinicas tém sido utilizados para dar indicagBes sobre o estado de
satde dos individuos, podendo serem usados para a identificacdo de diversas doengas como a
fenilcetondria. A fenilcetonuria é caracterizada pelo acumulo de fenilalanina no sangue e por
consequéncia seu tratamento baseia-se principalmente na restricdo dietética do referido
aminoacido (MINIGHIN et al., 2022).

Desta forma, a identificacéo e a anélise quantitativa dos aminoacidos em amostras

clinicas e também nos alimentos sdo de grande importancia para o diagnostico precoce e
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acompanhamento de diversas doengas. Vérias abordagens analiticas tém sido usadas para
detectar aminodcidos incluindo cromatografia gasosa (GC), eletroforese capilar (CE),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massa/HPLC
(HPLC/MS) (ZHANG et al., 2022).

3.6.1 Quantificacdo de aminoacidos

Os primeiros métodos de quantificacdo de aminoacidos de proteinas puras foram
publicados pela primeira vez em 1948 e 1951 por Stanford Moore e William Stein (MOORE;
STEIN, 1951, 1948). O método baseia-se na hidrolise &cida da proteina em ambiente livre de
oxigénio a uma temperatura de 110°C por 22 horas, para posterior separagdo dos aminoacidos
livres por cromatografia de troca idnica (MOORE; STEIN, 1951, 1948). De modo geral, a
andlise precisa de aminoacidos € dificil e trabalhosa, e apesar do progresso consideravel da
ciéncia nas ultimas décadas em relacdo a cromatografia e etapa de hidrélise permanece
praticamente inalterada (RUTHERFURD; GILANI, 2009).

3.6.1.1 Hidrélise

O objetivo da hidrolise é quebrar as ligacGes peptidicas que mantém o0s
amino&cidos ligados as proteinas (RUTHERFURD; GILANI, 2009). Essa liberacdo pode
ocorrer via digestdo enzimatica ou hidrélise quimica, no entanto, a digestdo enzimatica
raramente € usada, pois € um procedimento mais caro e complicado, com evidéncias
sugerindo que a contaminagdo por aminoacidos das enzimas é possivel devido a autodigestdo
(VIOLI et al., 2020). Apesar disso, a selecdo cuidadosa de proteases mistas com
especificidade de alto e amplo espectro para clivagens de ligac6es peptidicas pode promover
melhores resultados para os aminoacidos acido glutdmico, glutamina, &cido aspartico e
asparagina das proteinas (DAI et al., 2014).

A hidrélise quimica pode ser dividida em &cida e alcalina (VIOLI et al., 2020). A
hidrolise alcalina normalmente ocorre com o uso de solucdes alcalinas, que podem ser de:
hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de potassio (KOH), hidréxido de litio (LiOH),
hidréxido de bario (Ba(OH),) a uma temperatura de 105 a 110 °C por 20 a 24 horas (DA et
al., 2014). Destaca-se que durante a hidrdlise alcalina os aminoacidos arginina, asparagina,
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cisteina, cistina, glutamina, metionina, serina e treonina sdo substancialmente decompostos
enquanto o triptofano é preservado ( DAVIDSON, 2003; DAl et al., 2014).

O método padrdo de hidrolise acida consiste na incubacdo da amostra em um
ambiente sem oxigénio com acido cloridrico (HCI) concentrado 6 M, em ebuli¢cdo constante a
110°C por 18 a 24 horas (RUTHERFURD; GILANI, 2009). O ambiente com baixo teor de
oxigénio é importante para evitar a oxidacdo, desta forma, muitas vezes a hidrolise é realizada
sob vacuo ou na presenca de um gas inerte, como nitrogénio ou argénio (VIOLI et al., 2020).

Apesar de a hidrdlise acida ser o método de hidrolise mais comumente usado, nao
existe um método Unico que clive totalmente todas as ligagdes peptidicas em uma amostra em
aminoacidos unicos completamente e quantitativamente (DAVIDSON, 2003; VIOLI et al.,
2020). Durante a hidrolise acida, a glutamina, a asparagina e a cisteinasdo convertidas em
acido glutamico, acido aspartico e cistina respectivamente, enquanto o triptofano é degradado
(JAUDZEMS; FUERER, 2022).

Desta forma, certos aminoacidos requerem condi¢des modificadas para evitar
perdas durante o processo de hidrolise, por exemplo, o fenol pode ser adicionado para
prevenir a halogenacdo da tirosina durante a hidrolise acida (JAUDZEMS; FUERER, 2022),
assim como a reducdo no tempo de hidrélise pode preservar os aminoacidos fosforilados
(VIOLI et al., 2020).

A integridade da hidrolise de proteinas é afetada por muitos fatores, incluindo
matriz de amostra, bem como temperatura, tempo, reagentes e aditivos de hidrolise, assim a
escolha dos métodos para hidrélise de proteinas depende do tipo de amostra, objetivos do
estudo, instalacéo e disponibilidade de reagentes (DAl et al., 2014).

A tabela 2 apresenta de forma resumida as varia¢des dos métodos de hidrolise de

proteina aqui apresentados.

Tabela 2 - Métodos para hidrélise de proteinas em aminoacidos individuais

Reagente de hidrolise ~ Condigdes de hidrélise Aditivo quimico Amino&cidos a determinar

Hidrélise acida

Todos os aminoacidos exceto
Nenhum asparagina, glutamina
triptofano

HCI 6 M 110°C, 24 h

sob nitogénio

Todos os aminoacidos exceto

HCI6 M 110°C, 24h 0,02% de Fenol asparagina, glutamina
triptofano e cisteina

110°C, 24 h, 0,02% de Fenol e 4,8% de Todos os aminoacidos exceto

HCI6 M - ;
fase gasosa B-mercaptoetanol asparagina, glutamina
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Reagente de hidrolise

Condigdes de hidrdlise

Aditivo quimico

Aminoécidos a determinar

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI6 M

HCI 5,7 M

HCI-AP (1:1) 12 M

HCI-AP (1:1) 12 M

HCI-ATF (2:1) 6 M

HCI-ATF (2:1) 6 M

HCI, 10%ATF 7 M

HClI6 M

110°C, 24h

110°C, 18h ou 24h

110°C, 24h
166°C, 25 min ou 145°C,
4 h

145°C, 4 h

145°C, 4 h,
fase gasosa

145°C, 4 h

110°C, 24h

Reator especialmente
projetado

150°C, 90 min

150°C, 90 min

Micro-ondas, 800 W, 6-—
8 min

120°C, 16h

166°C, 25 ou 50 min

166°C, 15 min

Micro-ondas, 900 W,
155°C, 4 minfase liquida

0,2% de NaN; e 0,02% de
fenol

0,05% Fenol +5% de
acido tioglicolico e 0,05%
de acido 3,3-
ditiodipropi6nico

0,4% B-mercaptoetanol

3% Fenol

0,2% 3-(2-aminoetil)indol

1mg de 3-(2-
aminoetil)indol /mg de
proteina

Amostras protegidas por
&cido perférmico

Proteina pré-tratada com
bis(1,1-
trifluoroacetoxi)iodobenz
eno

3-Bromopropilamina
16 mM

Acido perférmico a 50°C,
10 min

Nenhum

Nenhum

Isopropanol 3,4% e &cido
ditiodiglicélico0,17%

5% de acido tioglicdlico

Acido tioglicélico a 20%
e 3-(2-aminoetil) indole a
0,5%

0,02% de fenol e 0,2% de
3-(2-aminoetil)indol

triptofano e cisteina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano

Todos os aminoacidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Cisteina, lisina e metionina

Asparagina e glutamina

Cisteina

Todos os aminoécidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano

Todos os aminoécidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano e cisteina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano e cisteina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Todos os aminoacidos exceto
asparagina e glutamina

Todos aminoécidos exceto
asparagina, glutamina e
triptofano, cisteina, serina e
treonina
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Reagente de hidrolise

Condigdes de hidrdlise

Aditivo quimico

Aminoécidos a determinar

viroondss | 1000 W, R T
. . 0 ,
HCI6 M 5m|£1 e 500 W 15 min, 0,02% de Fenol triptofano, cisteina, serina e
155 °C, fase gasosa :
treonina
Proteina pré-tratada com
Micro-ondas, 250-800 W, bis(1,1- .
HCIEM 5-8 min trifluoroacetoxi)iodobenz Glutamina
eno
110°C. 24 h Todos os aminoacidos exceto
AMS 4M o 0,2% 3-(2-aminoetil)indol asparagina, glutamina e
fase liquida . Lo
triptofano e cisteina
Todos os aminoacidos exceto
AMSAM 110°C, 24h 0,2% NaN3 asparagina, glutamina e
triptofano
Amostras protegidas por S
AMS 4M 115°C, 22h alquilacio e 020 de |0d0S 05 aminodcidos exceto
. ’ asparagina e glutamina
triptamina
0,2% 3-(2-aminoetil)indol
AMS 4M 160°C, 45 min e Aa_0|do Todos 0s ammoau_dos exceto
mercaptoetanossulfénico  asparagina e glutamina
3M
AMSAM 150°C, 90 min Amdc_) perférmico a 50°C, Todos 0s ammoaufjos exceto
10 min asparagina e glutamina
ATS3M 110°C, 22h Nenhum Metionina sulféxido
o . Todos os aminoacidos exceto
AMS3M f176 C, 25 min, Nenhum asparagina, glutamina e
ase gasosa o
cisteina
o . Amostras Todos os aminoacidos exceto
AMES25M 176°C, 12,5 min S-piridiletiladas asparagina e glutamina
. Todos os aminoécidos exceto
ATS3M Mlcrc_)—ondas, 2450 MHz, Nenhum asparagina,  glutamina e
15 min S
cisteina
D,0 Micro-ondas, — poténcia o m Cisteina e triptofano
média, 30 min
Hidrdlise alcalina
NaOH 4,2 M 105°C, 20h 1% tiodiglicol Triptofano
0, i 0,
NaOH 4,2 M 110°C ou 135 °C, 24h 2% de amido ou 4% de ;1000
tiodiglicol
Ba(OH),4 M 110°C, 70h Nenhum Triptofano
LIOH4 M 110-120°C, 22-26 h Nenhum Triptofano
155°C, 30-60 min ou .
KOH5 M 110°C. 18 h Nenhum Triptofano
KOH5 M 155°C, 35 min Nenhum Fosfotirosina
KOH3 M 105°C, 4h Nenhum Fosfohistidina
KOH1 M 55°C, 2h Nenhum Fosfoaminoacidos
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Reagente de hidrélise ~ Condigdes de hidrdlise Aditivo quimico Aminoécidos a determinar

Hidrélise enziméatica

Fluido  luminal trato
37°C, 2 e 4 h poretapas gastrointestinal de suinos
jovens

Na-fosfato50 mM,

Proteases no trato
gastrointestinal

Glutamina, é&cido glutdmico,
acido aspartico e asparagina

Proteases imobilizadas 37°C,18-24 h Hidrolise quase completa

pH 7,5

Pronase 55°C, 12-16 h Tris-HCI 0,1 M, D-aminoacidos
pH 8,2

Drosophila

Tampédo MES 0,1 M,

(Enzima conversora de 37°C, 15-30 min pH 6.4

angiotensina I)

Argenina

Tampédo HEPES 0,1 M, Glutamina, é&cido glutamico,

Proteases mistas 37°C, 24n pH 7,5 cido aspartico e asparagina

Termolisina 55°C, 3h NaOH diluido (pH 8,0) Hidrdlise parcial

Tampéo NH3HCOs,,

Tripsina e subtilisina 30°C, 24h pH 9

Hidrolise parcial

HCI - Acido cloridrico; NaN3 - Azodeto de sodio;AP - Acido propionico; ATF - Acido trifluoroacético, AMS - Acido
metanossulfénico;ATS - Acido p-toluenossulfonico; AMES - Acido mercaptoetanossulfonico; D20 - Cloreto de deutério;NaOH - Hidréxido
de sodio; Ba(OH2) - Hidroxido de bario; LiOH - Hidréxido de litio; KOH - Hidréxido de potassio; NH3HCO3 - Bicarbonato de aménio.

Fonte: Adaptado Dai et al. (2014)

3.6.1.2 Métodos analiticos para analise de aminoéacidos

Véarios métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacdo de
amino&cidos em alimentos nas ultimas décadas, no entanto, de acordo com Bui et al.(2023)
existem trés conjuntos de métodos bem documentados para andlise de aminoacidos. A
primeira técnica consiste em usar a cromatografia liquida de interacdo hidrofilica e troca
ibnica para determinagdo de aminoacidos ndo derivatizados. A segunda técnica implica em
utilizar reagente de derivatizacdo especifico para melhorar a volatilidade e estabilidade
térmica do aminoacido para aplicacdo da cromatografia gasosa. E a terceira baseia-se na
aplicacdo de um reagente cromoforo ou fluoréforo para aumentar as hidrofobicidades do
aminoacido para cromatografia liquida de fase reversa usando detectores de ultravioleta ou de
fluorescéncia (BUI et al., 2023). Apesar dos métodos cromatograficos se destacarem, técnicas
de separagdo ndo cromatografica também tém sido usadas, mas com menos frequéncia, sendo
a mais proeminente a eletroforese capilar (JASTRZEBSKA et al., 2022).

Apesar das diversas metodologias, a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) é de longe a técnica mais implementada, pois pode ser usada para a anélise



48

qualitativa e quantitativa de aminoacidos (DAI et al., 2014; XU et al., 2020). Porém Qiu et al.
(2020), destacam que a deteccdo, separacdo e quantificacdo precisa de aminoacidos utilizando
métodos convencionais de CLAE/UV de fase reversa sao dificeis devido a fraca retencéo, méa
separacdo e limites de deteccdo limitados, pois os aminoacidos apresentam alta polaridade e
baixa absorcdo ultravioleta (UV), com excecdo dos aminodcidos aromaticos (tirosina,
triptofano e fenilalanina) (FERRE; GONZALEZ-RUIZ; GUILLARME, 2019). Para superar
esses desafios, os métodos requerem a etapa de derivatizacdo dos aminoacidos, que pode
ocorrer pré ou pos-coluna a fim de aumentar a sensibilidade de deteccdo fotométrica e
separagdo cromatografica (DAI et al., 2014; JASTRZEBSKA et al., 2022).

A adicéo de grandes grupos funcionais baseados em carbono altera a polaridade
dos aminoacidos e permite que eles interajam com as fases estacionarias da cromatografia
liquida de fase reversa. A fase reversa utiliza fases estacionarias ndo polares e fases moveis
polares para reter e separar analitos com base em suas propriedades fisicas e quimicas. As
colunas C18 sdo a escolha mais comum de fase estacionaria, com a fase mével contendo

combinacgbes de agua e metanol ou acetonitrila (VIOLI et al., 2020).

3.6.1.3 Derivatizacao

Dado que a maioria dos aminoécidos ndo possui grupos funcionais naturais de
absorcdo de UV ou fluorescéncia, a derivatizacdo quimica tornou-se uma maneira eficaz de
aumentar a sensibilidade da deteccdo de aminoacidos (XU et al., 2020; GOTTI et al., 2022).
Desta forma, a derivatizagdo quimica pode melhorar a retencédo de aminoacidos, modificando
o0s grupos funcionais nos analitos com reagentes de derivatizacdo quimica (QU et al., 2022).

Durante a derivatizagéo, o agente de derivatizante desejado reage com a amina ou
0 grupo carboxila dos aminoacidos ou, em alguns casos, ambos (VIOLI et al., 2020). Embora
a maioria dos aminoacidos tenha apenas um grupo funcional adicional apds a derivatizagéo,
alguns aminoacidos possuem aminas adicionais ou grupos carboxila em sua cadeia lateral, que
podem estar relacionados a multiplos derivados (JASTRZEBSKA et al., 2022).

Alguns dos reagentes de derivatizagdo mais comuns sdo: O-ftaldialdeido (OPA);
fenilisotiocianato (PICT); 1-cloreto de dimetilaminonaftaleno-5-sulfonil (Dansyl-Cl);
cloroformato  de  9-fluorenilmetilo  (FMOC);  N,N-dietil-2,4-dinitro-5-fluoroanilina
(FDNDEA); 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno  (FDNB); 1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-1-alanina
amida (FDNPAA); 6-aminoquinolil-N-hidroxissuccinimidil carbamato (AQC); etoxi metileno
malonato de dietila (DEEMM) (FERRE; GONZALEZ-RUIZ; GUILLARME, 2019; XU et
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al., 2020). A estrutura dos reagentes de derivacdo de alguns derivatizantes é apresentada na
Figura 17.

Figura 17 — Reagente de derivatizacdo comuns para aminoacidos
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Legenda: AQC: 6-aminoquinolil-N-hidroxissuccinimidil carbamato OPA: O-ftaldialdeido;
PICT: Fenilisotiocianato; FMOC: cloroformato de 9-fluorenilmetilo, DEEMM: Etoxi
metileno malonato de dietila.

Fonte: Xu et al. (2020)

Cada um desses reagentes de derivatizacdo tem vantagens e limitagdes
especificas, como longo tempo de derivatizacdo, baixa estabilidade, reprodutibilidade
insuficiente, baixo rendimento de derivados e interferéncia cromatogréafica causada pelo
reagente (JASTRZEBSKA et al., 2022). Como, existe uma grande variedade de reagentes de
derivatizacdo disponiveis, e o reagente a ser utilizado deve ser selecionado levando em
consideracdo suas vantagens e limitacOes, a Tabela 3 apresenta os pros e contras de alguns
procedimentos de derivatizagdo.

Tabela 3 - Proés e contras dos procedimentos de derivatizagdo de aminoacidos

Parametro OPA PITC Dansyl FMOC  FDNEA FDNB FDNPAA
Tempo de derivatizacdo <1 20 35 5 15 30 50
(min)

Preparacdo de amostra Muito  Complexo Simples Simples Complexo Complexo Complexo
simples
Automacéo de Sim Né&o Sim Né&o Né&o Né&o N&o

derivatizacdo

Remocdo de reagente Né&o Sim Né&o Né&o Sim Sim Sim
por secagem

Extracdo de solvente Né&o Né&o Né&o Sim Né&o Né&o N&o

Rendimento quantitativo Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
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Parametro OPA PITC Dansyl FMOC FDNEA FDNB FDNPAA
Derivada estavel Néo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Produtos secundarios Nao Nao Sim Nao Sim Sim Sim
interferentes
Interferéncia por Né&o Sim Sim Néao Né&o Né&o Né&o
contaminantes no
eluente
Aminoéacidos Néo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
secundérios detectados
Detecc¢do FL 254 mn FL FL 360 mn 365 mn 340 mn
Sensibilidade pmol pmol pmol fmol pmol pmol pmol
Reprodutibilidade Muito Bom Bom Bom Bom Bom Bom

bom

Abreviaturas-  OPA: O-ftaldialdeido; PITC:  Fenilisotiocianato; Dansyl: ~ Cloreto de  5-dimetilamino-1-naftalenosulfonilo; FMOC:
Cloroformato de 9-fluorenilmetilo; FDNDEA: N,N -dietil-2,4-dinitro-5-fluoroanilina; FDNB: 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno; FDNPAA: 1-

fluoro-2,4-dinitrofenil-5-1-alanina amida; FL = Fluorescéncia; mn= Minhas nauticas
Fonte: Adaptado Ferré et al. (2019)

O procedimento de derivatizacdo pode ser realizado usando trés abordagens
principais: 0 modo de derivatizacdo pds-separacdo, comumente usado em cromatografia
liquida; o modo de pré-separacdo usado em cromatografia liquida, cromatografia gasosa e
eletroforese capilar; e em modo capilar, restrito a eletroforese capilar (FERRE; GONZALEZ-
RUIZ; GUILLARME, 2019). No presente estudo, foi utilizada a derivatizagdo pré-separacao,
esse tipo de derivatizacdo pode contribuir para a reducdo da polaridade dos aminoacidos,
melhorando assim a separacdo (GOTTI et al.,, 2022). Neste caso, devem ser utilizados
reagentes derivatizantes que apresentem porc¢des hidrofébicas com grupos funcionais Uteis
como cadeias fenil, ésteres ou alquil (FERRE; GONZALEZ-RUIZ; GUILLARME, 2019). J4,
a derivatizacdo pos-separacdo aumentar a detectabilidadedo aminoacido para absor¢do ou
deteccdo por espectroscopia de fluorescéncia, sem influéncia no mecanismo de separacao
anterior sendo a maior vantagem a redugdodo tempo de preparacdo da amostra, sem alterar a
eficiéncia cromatografica (FERRE; GONZALEZ-RUIZ; GUILLARME, 2019). Porém,
normalmente esse procedimento requer instrumentagcdo mais complexa, apresenta alta
sensibilidade a luz e mudangas de pH e temperatura (DAI et al., 2014).

Devido a complexidade da analise de aminoacidos em seu estado nativo, a
derivatizacdo permite uma reducdo no tempo gasto no desenvolvimento do método e na
analise da amostra, porém nenhum método é perfeito para analise de todos os aminoacidos, e
a selecdo de uma técnica analitica depende do tipo de amostra, objetivos do estudo, instalagdo
e disponibilidade do reagente (DAl et al., 2014; VIOLI et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/1-fluoro-2-4-dinitrobenzene

o1

3.7 Triangulo de composigdo de alimentos da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC)

Em 1993, a Association of Official Analytical Chemists (AOAC), desenvolveu um
sistema organizacional de matriz alimentar baseado na composicdo de macronutrientes de
matrizes alimentares para demonstrar a aplicabilidade de um método analitico a uma
variedade de alimentos (AOAC, 1993).

Esse sistema organizacional ¢ conhecido como “Tridngulo de Composicdo de
Alimentos da AOAC”. Esse tridngulo consiste em nove setores com base no teor de proteina,
gordura e carboidrato (AOAC, 1993). Wolf e Andrews (1995) explicam que os principais
componentes de um alimento que determinam sua composi¢do quimica basica sdo a
composi¢do aproximada de gordura, proteina, carboidrato, cinza e umidade. As varia¢fes no
teor de cinzas, embora afetem potencialmente as determinacdes minerais, em geral tém uma
influéncia menor nos métodos analiticos para outros constituintes dos alimentos. A
quantidade de umidade, embora influencie muitos procedimentos analiticos, geralmente pode
ser controlada por secagem ou pela adicdo de agua durante o procedimento. Assim, 0s
principais componentes que influenciam o desempenho analitico sdo os niveis relativos de
gordura, proteina e carboidrato nas amostras analiticas, e € por esse motivo que o triangulo da
AOAC se baseia nesses trés macrocomponentes (WOLF; ANDREWS, 1995).

Estes componentes sdo graficamente representados por meio de um triangulo,
onde cada vértice representa 100% de cada macronutriente e o lado oposto 0 %. Esse
triangulo é subdivido em nove setores que servem para agrupar os alimentos de acordo com
sua composicdo quimica basica (AOAC, 1993). A Figura 18 representa o Triangulo de
Composicgéo de Alimentos da AOAC, pelo qual todos os alimentos podem ser organizados de
acordo com seus niveis relativos desses trés macrocomponentes alimentares.

Com base na premissa do Triangulo, a selecdo de uma ou duas matrizes
alimentares pertencentes ao mesmo setor, sao representativas de outros alimentos dentro desse
setor e, se um método analitico fornece resultados precisos para os alimentos testados,
também deve fornecer resultados precisos para 0s outros alimentos do mesmo setor (AOAC,
1993; WOLF; ANDREWS, 1995; SHARPLESS et al., 2004, 2007; WISE; PHILLIPS, 2019).
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Figura 18 - Triangulo da AOAC baseado no teor de proteina, gordura e carboidrato
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Fonte: Adaptado AOAC (1993)

3.8 Validacdo de métodos analiticos

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende principalmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos
envolvidos no seu processamento (RIBEIRO et al., 2008). Uma forma de assegurar esses
parametros é utilizacdo e aplicacdo da validacdo de métodos, uma vez que, a validacdo de
métodos € projetada para fornecer evidéncias suficientes de que o procedimento analitico
atende aos seus objetivos (ICH, 2022).

No Brasil, a validacdo de métodos analiticos € regulamentada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio, da RDC N° 166 de 24 de julho de
2017 (BRASIL, 2017) e pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade
Instrumental (INMETRO) através da Coordenacdo Geral de Acreditacdo do INMETRO
(CGCRE), que é responsavel pela publicacdo do documento de caréter orientativo DOQ-
CGRE-008 (INMETRO, 2020).

Como a RDC N° 166 de 24 de julho de 2017 ¢ aplicavel a métodos analiticos
empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos bioldgicos em todas as suas
fases de produgdo (BRASIL, 2017), a discussdo a seguir sera baseada nas diretrizes do
INMETRO (INMETRO, 2020).

De acordo com o INMETRO, validacdo é a confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso

pretendido sdo atendidos (INMETRO, 2020). Desta forma, deve-se realizar a validagédo em
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métodos ndo normalizados; em métodos criados ou desenvolvidos pelo proprio laboratorio;
em métodos normalizados usados fora dos escopos para os quais foram concebidos; e em
ampliacbes e modificacbes de meétodos normalizados (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2020). A validacdo também se faz necessaria quando se pretende demonstrar a equivaléncia
dos resultados obtidos por dois métodos, por exemplo, um método recém desenvolvido e um
método normalizado/regulamentador existente (EURACHEM, 2014).

Existem duas abordagens principais para a validacdo de um metodo analitico, a
abordagem de comparacao interlaboratorial e a abordagem intralaboratorial. J& a abordagem
interlaboratorial envolve a analise de uma mesma amostra ou amostras idénticas, pelo mesmo
método de ensaio, em diferentes laboratérios, para determinar os pardmetros de desempenho
do metodo (repetitividade e reprodutibilidade). Ja as abordagens intralaboratoriais,
correspondem a estudos analiticos que envolvem um Gnico laboratdrio, utilizando um mesmo
método, para analisar a mesma ou diferentes amostras, sob diferentes condicfes, em um
intervalo de tempo justificado ( SOUZA, 2007; MIAW et al., 2014).

Desta forma, validar um método € um procedimento demorado, que requer um
grande namero de experimentos analiticos e célculos estatisticos (RIBEIRO et al., 2008),
além de um relatério de validacdo que deve apresentar de forma clara os seguintes parametros

de desempenho, quando aplicavel:

e Seletividade;

e Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade;

e Limite de Detec¢édo (LD);

e Limite de Quantificacdo (LQ);

e Tendéncia/Recuperacao;

e Precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade) (INMETRO,
2020).

3.8.1 Seletividade

A seletividade é a extensdo na qual um procedimento analitico pode determinar
analito(s) particular(es) em mistura(s) ou matriz(es) sem a interferéncia de outros
componentes de comportamento semelhante (MAPA, 2014). Ou seja, é a capacidade de
discriminar o analito de outros componentes interferentes (SOUZA, 2007).
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A anélise de seletividade envolve ensaios com padrfes ou material de referéncia,

amostras com e sem analito, além da avaliacdo da capacidade de identificacdo do analito de

interesse na presenca de interferentes (INMETRO, 2020).

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da

medicéo. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, comprometendo o resultado.

Adicionalmente, a magnitude desse efeito também pode depender da concentracdo. Logo, no

estudo de seletividade é necessario verificar também a existéncia de efeito de matriz
(INMETRO, 2020).

Para avaliar efeito de matriz em situagcbes em que ndo se tem uma amostra de

referéncia e nem uma matriz sem o analito disponivel deve-se seguir o seguinte procedimento:

Procedimento: Preparar duas curvas analiticas, que contenham a mesma adicdo de
analito para cada nivel de concentra¢do. Uma curva é preparada com adicdo de analito
na matriz da amostra (que ja contém um nivel do analito) e a outra curva analitica ndo
inclui a matriz de amostra. Devem ser preparados, no minimo, 5 niveis de
concentracdo com 3 replicatas por nivel (INMETRO, 2020).

Anaélise do resultado: Comparam-se as inclinac6es (coeficientes angulares) das curvas
analiticas, através do Teste t (Student). Se as inclinacGes dessas duas curvas de
regressao linear ndo diferirem significativamente, ndo ha efeito de matriz, o que pode
ser observado graficamente pelo paralelismo aproximado das duas curvas. Caso
contrdrio, a curva analitica deve ser preparada na matriz e a linearidade, a precisdo e a

tendéncia/recuperacdo também deverdo ser estudadas na matriz (INMETRO, 2020).

3.8.2 Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade

O INMETRO define linearidade; faixa de trabalho; faixa linear de trabalho e

sensibilidadede um procedimento analitico como (Figura 19):

Linearidade: é a habilidade (dentro de uma dada faixa) em obter resultados os quais
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (INMETRO,
2020).

Faixa de trabalho: é o intervalo entre a menor concentragdo e a maior concentracéo de
analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento analitico tem um

nivel aceitavel de precisdo, exatiddo e linearidade (INMETRO, 2020), ou seja, € 0
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intervalo no qual o método fornece resultados com uma incerteza aceitavel
(EURACHEM, 2014).
e Faixa linear de trabalho: é por inferéncia a faixa de concentragdo do analito em que 0s
resultados do método sdo proporcionais a concentracdo do analito (INMETRO, 2020).
e Sensibilidade: ¢ a mudanca na resposta do instrumento que corresponde a uma
mudanca na quantidade medida (INMETRO, 2020).

De acordo com Souza (2007) para avaliacdo da linearidade € necessario o preparo
de curvas com ou sem matriz, em sua maioria com cinco a seis niveis de concentracdo,

uniformemente distribuidos, incluindo ou ndo o ponto zero, e com um minimo de duas a sete

replicatas por nivel.

Figura 19 - Exemplo tipico de uma curva analitica com a identificacdo dos parametros
de desempenho “faixa de trabalho”, “faixa linear de trabalho”, “sensibilidade”, “limite

de deteccdo (LD)” e “limite de quantificacdo (LQ)”
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Fonte: Eurachen (2014); INMETRO (2020)

Como a linearidade de um método ndo pode ser observada apenas por meio do
gréafico dos resultados de resposta em fungdo da concentracdo do analito (INMETRO, 2020)

0s resultados dos testes devem ser avaliados por métodos estatisticos apropriados.

3.8.3 Limite de Deteccéo (LD)
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O limite de detecgdo (LD) de um procedimento analitico individual é a menor
qguantidade de analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada sob as condi¢Oes estabelecidas para o ensaio (INMETRO, 2020).

O limite de deteccdo pode ser calculado de diversas formas como através da
percepcao visual; relacdo sinal/ruido; estimativa a partir da curva de calibragdo; estimativa
pelo desvio padréo do branco e estimativa por meio de curva de desvio padréo (INMETRO,
2020; ICH, 2022).

3.8.4 Limite de Quantificacédo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico individual é a menor
guantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisao e
exatidao aceitaveis. Na préatica, corresponde normalmente ao padréo de calibracdo de menor
concentragédo (excluindo o branco) (INMETRO, 2020).

Os mesmos métodos que podem ser utilizados na determinacdo do limite de
deteccdo (LD) também podem ser aplicados na determinacédo do limite de quantificacdo (LQ),
no entanto, ressalta-se que para cada parametro (LD e LQ) esses métodos apresentam suas
peculiaridades. Como exemplo, podemos citar o método relacdo sinal/ruido.

A relacdo sinal/ruido € determinada pela comparacdo dos sinais medidos de
amostras com baixas concentracdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de
amostras, definindo-se a concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com
confianca. A relacdo sinal/ruido tipica para a estimativa do limite de quantificacdo (LQ) € de
10:1, enquanto que para determinar o limite deteccdo (LD) € aceitavel uma estimativa entre
3:10u 2:1 (INMETRO, 2020).

3.8.5 Tendéncia/ Recuperagao

Para avaliar a tendéncia de um método, normalmente sdo utilizados processos
relacionados ao uso de materiais de referéncia certificados (MRC), participacdo em
comparacg0es interlaboratoriais, comparacdo com método de referéncia (ou método validado)
e realizacédo de ensaios de recuperacdo (INMETRO, 2020).

A recuperacdo mede a tendéncia total do procedimento (BRASIL, 2011), sendo
assim, a recuperacdo do analito pode ser estimada pela anélise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo (spike) (INMETRO, 2020).
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As amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes
concentragOes (baixa, média e alta) da faixa de uso do método (INMETRO, 2020) podendo
ser analisadas em seis réplicas (BRASIL, 2011).

Normalmente os critérios de aceitacdo para recuperacdo estdo atrelados ao nivel
de concentracdo, a tabela 4 apresenta os critérios de aceitacdo para recuperacdo propostos
pelo INMETRO (INMETRO, 2020).

Tabela 4 — Critérios de aceitacéo para recuperacao

Analito (%) Fracéo Massica (C) Unidade Recuperacgéo média (%)
100 1 100% 98 - 102
10 10™ 10% 98 - 102
1 10 1% 97 - 103
0,1 10° 0,1% 95 - 105
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10°® 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 10”7 100 ppb (ug/kg) 80-110
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60 -115
0,0000001 10°° 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Fonte: INMETRO (2020)
3.8.6 Precisdo

Precisdo pode ser definida como a estimativa da dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condicGes definidas (BRASIL, 2011). As trés formas mais comuns de expressa-la sdo por
meio da repetibilidade, precisdo intermedidria e da reprodutibilidade, sendo usualmente
expressas pelo desvio padréo e coeficiente de variagdo (INMETRO, 2020).

3.8.7 Repetibilidade

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica
da dispersédo dos resultados e pode ser determinada, por meio, da analise de padrdes, material
de referéncia ou adi¢do do analito ao branco da amostra, em vérias concentraces na faixa de
trabalho(INMETRO, 2020).

Os critérios de aceitacdo para repetibilidade estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 - Critérios de aceitagdo para repetibilidade

Analito (%) Fracao Massica (C) Unidade DPR(%)
100 1 100% 1,3
10 10™ 10% 1,9
1 107 1% 2,7
0,1 103 0,1% 3,7
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 73
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 15
0,000001 107 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 107 1 ppb (ng/kg) 30

DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: INMETRO (2020)

3.8.8 Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sob condi¢bes que
compreendem o mesmo procedimento de medicdo, 0 mesmo local e medicdes repetidas
(INMETRO, 2020). Para determinar a precisdo intermediaria deve-se estabelecer eventos
aleatérios na precisdo do procedimento analitico (ICH, 2022). Variagdes tipicas a serem
avaliadas podem estar relacionadas a diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes
tempos; diferentes dias e condi¢des ambientais (INMETRO, 2020; ICH, 2022).
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4. APRESENTACAO

O trabalho foi dividido em quatro capitulos. O capitulo I compreende uma reviséo
integrativa, relacionada a avaliacdo do consumo de vegetais e frutas por fenilcetonuricos no
controle metabodlico de fenilalanina. O segundo capitulo trata da selegdo das amostras para
estudo, assim como a caracterizacdo quanto a composi¢do centesimal, avaliando o0s
parametros de umidade, cinzas, lipidios, proteina, fibras soltveis e insoliveis e carboidratos.
Neste capitulo também foi avaliado o perfil de minerais das amostras.

No terceiro capitulo, sdo abordadas as propriedades antioxidantes pelos métodos
ABTS, FRAP e DPPH o e o perfil quimico das amostras, assim como os efeitos da digestdo
gastrointestinal in vitro sobre esse perfil usando técnicas de espectrometria de massas com
ionizacdo por paper spray (PS-MS). No quarto capitulo, foi realizada a validacdo de um
método quantitativo para determinacdo do teor de fenilalanina nas amostras, baseada na
cromatogréfica liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE/UV). Foram
determinados a linearidade, efeito matriz, seletividade, limite de quantificacdo e deteccédo,

recuperacdo, repetitibilidade e precisao.
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Avaliacdo do consumo de frutas e vegetais por fenilcetonuricos no controle metabolico

de fenilalanina: uma reviséo integrativa

Resumo: A fenilcetondria (PKU) é uma doenga autossémica recessiva causada por variantes
no gene que codifica a fenilalanina hidroxilase (PAH), limitando o metabolismo da
fenilalanina (Phe). Quando a atividade da PAH é ausente ou dificultada, a Phe ndo ¢
convertida em tirosina, levando a um acumulo de Phe no sangue, 0 que pode causar
complicagdes neuroldgicas graves. Diagnosticada a PKU, o tratamento deve ser iniciado
imediatamente, e a base deste é a restricdo dietética de alimentos com altos teores de Phe,
associada ao uso de substitutos proteicos e ingestdo de alimentos com baixo teor de proteina.
Essa restricdo acompanha os pacientes ao longo de toda a vida, tornando as suas dietas pouco
palataveis e monétonas, o que representa um grande desafio aos profissionais da salde e aos
pacientes, pois esses fatores favorecem a transgressdo alimentar. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi fazer uma revisao integrativa baseada em evidéncias a respeito da ingestédo
de vegetais e frutas, por fenilcetondricos, levando em consideracdo a maior ou menor
tolerancia a Phe. Uma vez que, alguns pesquisadores tém se dedicado a avaliar o efeito
bioquimico do consumo irrestrito de frutas e vegetais na PKU, unificando as informaces a
esse respeito. Foi observado que a ingestdo de frutas e vegetais com baixo teor de proteina,
por pacientes com PKU tem se mostrado promissor, uma vez que os estudos tém demostrado
gue a ingestao de proteinas de origem vegetal ndo apresenta efeitos desfavoraveis ao controle

metabodlico da Phe.

Palavras-chave: fenilcetonuria; planta; metabolismo.

1. Introducéo

A fenilcetondria (PKU) ocorre por um erro inato autossdmico recessivo do
metabolismo da fenilalanina (Phe), causado por variantes no gene que codifica a fenilalanina
hidroxilase (PAH) (BLAU; VAN SPRONSEN; LEVY, 2010; YILDIZ; SIVRI, 2019). Com a
atividade dificultada ou inexistente da PAH, a Phe ndo é convertida em tirosina (Tyr). 1sso
acarreta 0 acimulo de Phe no sangue, no cérebro e nos tecidos do corpo (BROWN;
LICHTER-KONECKI, 2016; BASSANINI et al.,, 2019). No entanto, ressalta-se que a

deficiéncia de tetrahidrobiopterina (BH4), que é o co-fator necessario para a ativacdo da PAH,
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também pode promover essa alteragdo (MITCHELL; TRAKADIS; SCRIVER, 2011;
MATTOS et al., 2013), assim como as mutagdes bialélicas no DNAJC12 (JUNG et al., 2019;
GALLEGO et al., 2020). Cabe lembrar que o gene DNAJC12 é um membro da familia de co-
chaperonas de choque térmico e desempenha um papel importante no dobramento adequado
de PAH, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase (ANIKSTER et al., 2017). Dessa forma,
defeitos no DNAJC12 podem diminuir a atividade dessas hidroxilases de aminoacidos
aromaticos, mimetizando clinicamente as deficiéncias de BH4 (FENG et al., 2019).

Elevadas concentracbes de Phe no organismo reduzem a entrada de outros
aminoacidos no cérebro (ALPTEKIN et al., 2018), pois a Phe apresenta maior afinidade pelo
transportador cerebral, se comparada a outros aminoacidos, ocasionando a formacdo de
metabolitos toxicos no cérebro (VAN WEGBERG et al.,, 2017), como as fenilcetonas
(MACDONALD et al., 2020) e outros metabdlitos, como fenilpituvato, fenilactato e
fenilacetato, que podem acumular nos tecidos e fluidos biologicos (FERREIRA et al., 2020).
Além disso, os altos niveis de Phe vém sendo associados ao estresse oxidativo, que pode
induzir danos ao DNA, as proteinas e aos lipidios, bem como provocar a diminuicdo das
defesas antioxidantes, além de promover alteracfes no déficit bioenergético, interrupcdo da
homeostase do célcio e da sintese de neurotransmissores no cérebro (SCHUCK et al., 2015).
Assim, esses metabdlitos, juntamente com o excesso de Phe, podem causar complicacdes
neuroldgicas, em geral graves, mas sempre irreversiveis (BLAU; SPRONSEN; LEVY, 2010).
Dessa forma, deficiéncia intelectual, autismo, microcefalia, epilepsia, odor de urina murina,
hipopigmentacdo de pele e cabelo, eczema e disturbios psiquiatricos sdo caracteristicas
clinicas da PKU (VAN WEGBERG et al., 2017; REGIER; GREENE, 2017).

Desta forma, os distlrbios relacionados a Phe podem ser divididos em deficiéncia
de BH4 e deficiéncia de PAH. A deficiéncia de BH4 ocorre devido a falhas na sintese de BH4
gue resulta em deficiéncia de guanosina-trifosfato ciclo-hidrolase ou da deficiéncia de 6-
piruvilil-tetra-hidrobiopterina-sintase (MITCHELL; TRAKADIS; SCRIVER, 2011). Nesse
caso, as concentracGes de Phe podem se encontrarem normais ou elevadas (CAMP et al.,
2014).

Diagnosticada a PKU, o tratamento deve ser iniciado imediatamente, a fim de
reduzir os niveis sanguineos de Phe (AMERICAN COLLEGE OF MEDICAL GENETICS
AND GENOMICS THERAPEUTIC COMMITTEE, 2014; VAN SPRONSEN et al., 2017).
Sendo assim, o tratamento se baseia na restricdo dietética de alimentos com alto teor de Phe e
de alimentos e/ou bebidas contendo aspartame (BLAU; VAN SPRONSEN; LEVY, 2010;
EVANS et al., 2018; BASSANINI et al., 2019), associado a ingestdo de suplementos
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alimentares isentos de Phe e adicionado de vitaminas, macro e micro minerais (BROWN;
LICHTER-KONECKI, 2016; VAN WEGBERG et al., 2017), além de alimentos com baixo
teor de proteina (VAN SPRONSEN et al., 2017, FERREIRA et al., 2020). S&o exemplos de
substitutos proteicos: caseina glicomacropeptideo (GMP), grandes aminoacidos neutros
(LNAA) (SPECOLA; CHIESA, 2017). Contudo, alguns tratamentos farmacéuticos vém
sendo utilizados em combinacdo com a terapia dietética. Sdo exemplos, o dicloridrato de
sapropterina (BROWN; LICHTER-KONECKI, 2016) e a pegvaliase (ROCHA et al., 2021).

Para que haja o0 éxito no tratamento da PKU, um bom e duradouro controle
metabdlico com as concentracfes sanguineas de Phe na faixa alvo € essencial. Porém, ainda
ndo h& um consenso internacional sobre esse parametro. A Diretriz Americana que recomenda
niveis plasmaticos de Phe devem ser mantidos na faixa de 120 a 360 pmol/L, em todos 0s
pacientes, independentemente da idade (AMERICAN COLLEGE OF MEDICAL GENETICS
AND GENOMICS THERAPEUTIC COMMITTEE, 2014). J& a Diretriz Europeia recomenda
que a concentracdo alvo do tratamento deve ser de 120 a 360 pumol/L para criangas até 12
anos, e de 120 a 600 umol/L para pessoas acima dos 12 anos (VAN SPRONSEN et al., 2017).

Destaca-se que limitagdes dietéticas acompanham os pacientes com PKU ao longo
de toda vida. Isso reduz a flexibilidade e a autonomia dos pacientes durante a alimentacéo,
pois as quantidades prescritas de Phe na dieta visam manter a concentracdo desse aminoécido
no sangue dentro da faixa de tratamento adequada para cada nivel de PKU (ZIMMERMANN
et al., 2012). A execucdo das recomendacdes dietéticas para PKU se caracteriza como uma
tarefa rigorosa, que exige muito dos pacientes e responsaveis, pois todo o conteudo de Phe
dos alimentos deve ser contabilizado (BERNSTEIN et al., 2017). Dessa forma, a juncdo de
todos esses fatores favorece as transgressoes dietéticas dos pacientes (CASTRO et al., 2012).

A fim de minimizar esses impactos, alguns estudos mostram que alimentos que
naturalmente apresentam baixo teor de proteina e, consequentemente, de Phe podem ser
consumidos sem a necessidade de ser contabilizados, como € o caso de algumas frutas e
legumes que apresentam teor de Phe abaixo de 75 mg/100 g, como: manteiga, margarinas,
6leos vegetais e amido de mandioca ou batata (VAN WEGBERG et al., 2017; ROCHA;
MACDONALD, 2018).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi fazer uma reviséo integrativa
baseada em evidéncias a respeito da ingestdo de frutas e vegetais que apresentam baixo teor
de proteina, feita por fenilcetondricos, levando em consideracéo o controle metabolico da Phe,
uma vez que alguns pesquisadores tém se dedicado a avaliar o efeito bioquimico do consumo

desses alimentos na PKU.
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2. Métodos

Este estudo consistiu de uma revisao integrativa da literatura cientifica. Para tanto,
foram adotadas seis etapas: elaboracdo da pergunta norteadora; busca ou amostragem da
literatura; coleta de dados; andlise critica dos estudos incluidos; discussdo dos resultados e
apresentacdo da revisdo integrativa (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

A presente pesquisa teve como pergunta norteadora: O aumento da ingestdo de
frutas e vegetais com baixo teor de proteina, por fenilcetondricos, favorece o controle
metabdlico da Phe? A busca dos artigos cientificos ocorreu no més de abril de 2021, nas bases
de dados MedicalLiterature Analysis and Retrievel System Online (Medline/PubMed),
Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e Dissertacfes (BDTD). Para cada base de dados utilizada neste estudo,
foi desenvolvida uma estratégia de busca adaptada a cada plataforma. Para isso, os descritores
centrais utilizados foram os termos “Phenylketonuria” ¢ “Plants”.

Os critérios de inclusdo adotados foram: trabalhos publicados em qualquer
periodo; artigos com resumos e textos completos disponiveis para anélise; aqueles publicados
nos idiomas portugués, inglés ou espanhol e cujo titulo e/ou resumos fizessem referéncia a
teméatica abordada. Dessa forma, foram inclusos estudos clinicos, desenvolvidos com
pacientes, homens e/ou mulheres, adultos e/ou criancgas, que apresentassem qualquer nivel ou
gravidade da PKU e bom controle metabdlico da Phe antes da intervencdo (fornecimento de
uma dieta irrestrita de vegetais) do estudo.

As etapas de selecdo consistiram na elaboracdo de uma planilha no programa
Microsoft office Excel (versdo 2013), com as seguintes variaveis: autor, titulo, resumo e
referéncia completa. Posteriormente, foi realizada a leitura critica e reflexiva dos titulos e
resumos de todos os trabalhos encontrados, para a primeira selecdo dos dados, na qual foram
excluidas todas as duplicatas e os estudos que ndo atendiam aos critérios de inclusdo.
Posteriormente, procedeu-se uma leitura minuciosa de todos os artigos pré-selecionados,
realizando uma nova selecdo. Para essa nova selecdo, foi avaliado se realmente o artigo
contemplava todos os critérios de inclusdo. Todos os trabalhos que ndo se enquadraram nos
critérios de inclusdo foram excluidos do estudo. Os dados presentes nos artigos selecionados

foram compilados e estdo apresentados e discutidos no topico resultados e discussao.
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3. Resultado

A amostra inicial foi composta por 337 artigos, distribuidos da seguinte forma:
Medline/PubMed 56 artigos; LILACS 196 artigos e BDTD 85 trabalhos (Tabela 1). Dos 337
trabalhos encontrados, 37 estavam em duplicata entre as bases de dados. Apoés a leitura de
todos os titulos e resumos, sete artigos foram selecionados, remanescendo cinco artigos, apos

a leitura completa do material (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma de incluséo e excluséo de estudos por etapa de selecéo
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Tabela 1 — Numero de trabalhos selecionados por base de dados antes e ap6s remocéo

das duplicatas

NUmer rabalh
Base de dados Umero de trabalhos

Com duplicata Sem duplicata
Medline/PubMed 56 56
LILACS 196 180
BDTD 85 85

Total 337 321
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Dos artigos selecionados, todos foram publicados na lingua inglesa, sendo dois de
origem alem&; um da lingua portuguesa; um da lingua inglesa e um da suica. Desses estudos,
cinco sdo pesquisas originais. Em relacdo aos anos de publicacdo, apenas um é referente a
década passada, realizado no ano de 2003; ja os demais artigos (4) estdo compreendidos entre
0s anos de 2012 e 2019.

A Tabela 2 apresenta, de forma sucinta, o que foi realizado nos cinco estudos
selecionados. Observa-se que trés dos estudos trabalharam com mais de um tipo de PKU,
sobressaindo a PKU classica, que esteve presente em todos os estudos. A idade média dos
pacientes dos estudos variou de 4,7 a 19 anos, e quatro dos trabalhos relataram a presenca de
homens e mulheres, no entanto ressalta-se que as mulheres estiveram presentes em maior
namero (54,41%) nestes estudos.

Apbs a leitura completa dos artigos e com a compilacdo dos dados, constatou-se
que trés trabalhos (ROHDE et al., 2012; ZIMMERMANN et al., 2012; ROHDE et al., 2014)
utilizaram como referéncia e justificativa para seus estudos o trabalho de MacDonald et al.
(2003).

O estudo de MacDonald et al. (2003) demonstra que 0 consumo irrestrito de frutas
e vegetais que contém Phe entre 51-100 mg/100 g forneceram quantidades substanciais de
Phe na dieta e aumento da ingestdo diéria deste aminoacido em uma mediana de 51 mg e 39
mg, nos periodos 2 e 3, respectivamente. No entanto, MacDonald et al. (2003) destacaram
que, embora essas frutas (ex: passas, banana e abacate) e vegetais (ex: brocolis, couve e couve
flor) tenham proporcionado um aumento da Phe na dieta, as quantidades ingeridas ndo foram
o suficiente para alterar as concentra¢fes plasmaticas de Phe. Desse modo, conclui-se que
frutas e vegetais contendo teores de Phe entre 51 a 100 mg/100 g podem ser incorporados a
dieta sem restricoes.

Rohde et al. (2012) verificaram que o consumo total de Phe aumentou em média
58 mg/dia durante o estudo. Desses 58 mg, cerca de 50% foram derivados de batatas ou
cereais, e os outros 50% foram cobertos por laticinios e carnes. Rohde et al. (2012)
relacionam esse fato a cultura local dos participantes, pois criangas alemads, saudaveis e na
mesma faixa etaria do estudo, normalmente consomem apenas 50% da dose diaria

recomendada de frutas e legumes.
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Autores/ Ano  Tipo de estudo Etapas Amostragem Numgro de Idade média Tipo de Resultados
paciente PKU
MacDonald et Aberto Os pacientes fizeram o Amostras de sangue foram 12 6 Classica e A andlise de variancia de
al. (2003) prospectivo uso irrestrito de frutas e coletadas duas vezes ao (2 homense (1-24 anos) moderada medidas repetidas ndo mostrou
vegetais  durante 15 dia, antes do café da 10 mulheres) alteracbes  significativas na
semanas. manhd e antes da refeigdo concentragdo de Phe, dentro ou
Semanas 1 a 3: 0-50 mg noturna, nos Ultimos trés entre as trés partes do estudo.
Phe /100g. dias das semanas 1, 3, 6, 8, Ou seja, 0 uso gratuito de frutas
Semanas 4 a 8: 51-75mg 11, 13 e 15. e vegetais contendo Phe 51-
Phe/100g. 75mg/100g e 76-100mg/100g
Semanas 9 a 15: 76-100 ndo afetou negativamente o
mg Phe/100g. controle plasmético de Phe.
Rohde et al. Aberto Durante as duas primeiras Amostras de sangue foram 14 5,7 Cléssica A ingestdo irrestrita de frutas e
(2012) semanas 0S pacientes coletadas diariamente (6 homens e (2-10 anos) vegetais na dieta PKU ndo
seguiram o tratamento durante a manhd ap6s 8 mulheres) comprometeu 0 controle
classico da PKU. jejum noturno metabdlico da Phe a curto
Por mais duas semanas 0s prazo.
pacientes consumiram Os pacientes aumentaram sua
livremente frutas e ingestdo diaria de Phe em uma
vegetais. média de 58 mg, cerca de 18%
da quantidade diaria permitida
de proteina natural.
Zimmermann et  Retrospectivo Os pacientes fizeram a O sangue foi coletado 1 80 Classica: 19  Classica, O nivel médio de Phe no sangue
al. (2012) ingestdo de frutas e hora ap6s o café da manha (40 homens (2-51 anos) moderada e ndo diferiu do nivel médio de
vegetais com teor de Phe ou jantar. A frequéncia de e Moderada: 10  leve Phe na dieta classica e foi de
<100mg/100g, em coleta variou de acordo 40 mulheres) (2-27 anos) 355umol/L na PKU classica,
quantidades com a idade. Leve: 16,5 313umol/L na PKU moderada e
recomendadas pela OMS 0a2anos:1 a2 semanas (2-29 anos) 336pumol/L na PKU leve. Em
para todos os individuos, 2 a 10 anos: 1 a4 semanas particular, o uso de frutas e
por um periodo de 3 anos.  >10 anos: 1 vez ao més. vegetais com teor de Phe
A ingestdo dietética de Phe <100mg/100g ndo teve efeito
foi avaliada em todos os negativo nos niveis de Phe,
pacientes antes da independentemente da
mudanca na dieta. gravidade da PKU, da idade e
da mudanca de dieta.
Rohde et al. Randomizado, Seis meses antes do Amostras de sangue foram 16 4,7 Classica As concentra¢Ges médias de Phe
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Autores/ Ano  Tipo de estudo Etapas Amostragem Num_ero de Idade média Tipo de Resultados
paciente PKU

(2014) Ccross-over estudo os pacientes foram coletadas nos dias 1, 2, 11, (2-10 anos) no sangue permaneceram dentro
submetidos a uma 12, 13, 15, 16, 25, 26, 27, da faixa recomendada.
intervengdo cruzada 178, 179, 180, 363, 364, A média de ingestdo de Phe
aleatéria com 2 semanas 365 do estudo. aumentou significativamente em
de consumo restrito e de 65mg/dia (p<0,001) na quarta
livre acesso a frutas e semana, 68mg/dia (p<0,001) no
vegetais com <75 mg sexto més e 70mg/dia (p<0,001)
Phe/100g. no decimo segundo més.
Posteriormente, todos o0s
pacientes tiveram acesso
gratuito a frutas e vegetais
por mais 12 meses.

Pinto et al. Longitudinal, A ingestdo de proteina de O sangue foi coletado em 40 17 Classica, A ingestdo média de proteina de

(2019) retrospectivo origem  vegetal e/ou jejum 6 meses antes da (24 homens (12-29 anos)  HPA e leve origem vegetal e/ou animal
animal foi introduzida primeira e segunda e aumentou significativamente da

gradualmente para manter
a Phe no sangue <480
umol/L™ ou até que uma
ingestio  normal de
proteinas fosse alcancada.
A tolerdncia a proteina
natural foi calculada no
inicio e uma mediana de 6
meses  apés  desafio
sistematico com proteina
natural.

avaliacdo dietética 16 mulheres)

primeira  para a segunda
avaliagdo 35 (23-60) vs. 40 (25-
75) g/dia.

A maioria dos pacientes com
PKU cléssica aumentou a
ingestdo de proteina a partir de
fontes vegetais (3/4) usando
alimentos como péo, macarréo e
batata.

*nivel de Phe no sangue alvo superior para pacientes com 12 anos de idade, usando as diretrizes da PKU em Portugal.

PKU: fenilcetondria; Phe: fenilalanina; HPA: hiperfenilalaninemia; OMS: Organizagdo Mundial da Satde
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Apesar da ingestdo de Phe ter aumentado significativamente, Rohde et al.
(2012) frisaram que o consumo de frutas e vegetais ndo influenciou a qualidade do
tratamento. Destaca-se que puré de outras frutas, magés, bananas, cenouras e pepinos
foram os vegetais mais consumidos pelos pacientes. Com isso concluiram que o livre
consumo de frutas e vegetais ndo apresentou efeitos adversos ao controle metabdlico em
curto prazo (4 semanas).

Diferentemente dos estudos de MacDonald et al. (2003) e Rohde et al.
(2012), Zimmermann et al. (2012) desenvolveram um estudo a longo prazo (3 anos).
Nele, os pesquisadores demonstraram que a ingestdo ndo ponderada de frutas e vegetais
que apresentam teor de Phe menor que 100 mg/100 g ndo desestabiliza o controle
metabdlico de Phe no sangue em todos os subgrupos de PKU (classica, moderada e
leve) avaliados.

Zimmermann et al. (2012) também avaliaram o efeito da dieta rica em frutas
e vegetais em diferentes faixas etarias da PKU e constataram que essa abordagem
(ingestdo irrestrita de frutas e vegetais com teor de Phe abaixo de 100 mg/100 g) é
segura para criancas menores de 10 anos. Dessa forma, tanto o grau da PKU, quanto a
idade na mudanca de dieta ndo influenciam a capacidade de ingerir frutas e vegetais
com teor de Phe inferior a 100 mg/100 g. Em conclusédo, Zimmermann et al. (2012)
indicam que a ingestdo de frutas e vegetais com teor de Phe inferior a 100 mg/100 g em
quantidades recomendadas pela Organizacdo Mundial da Salde para individuos
saudaveis aumenta a autonomia dos pacientes em relacdo a nutricdo, melhorando a
qualidade de vida.

Dando continuidade ao estudo de 2012 (ROHDE et al., 2012), Rohde et al.
(2014) verificaram que as condi¢bes do estudo (Tabela 2) sdo totalmente mantida por
um longo periodo, apesar do aumento geral da tolerancia a Phe em 68 mg/dia, ou seja, a
ingestdo irrestrita de frutas e vegetais ndo impediu o controle metabolico da Phe a longo
prazo. Assim, conclui-se que a consequéncia mais significativa do estudo ndo é a
guantidade adicional de Phe que os pacientes podem consumir, mas, sim, a liberdade
em poder consumir uma gama maior de alimentos saudaveis sem necessidade de
calcular suas quantidades (ROHDE et al., 2014).

Dos estudos aqui apresentados, o Unico que trabalhou com a ingestdo de
proteina de origem animal e vegetal foi o de Pinto et al. (2019), no qual observaram que
pelo menos metade dos pacientes de cada nivel da PKU (classica, HPA e leve) estudada
foi capaz de aumentar a ingestdo de proteina no minimo 20%. Também foi observado
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que o controle mediano de Phe no sangue permaneceu estavel e dentro da faixa alvo (<
480 pmol/L), ao comparar os resultados da primeira (279 umol/L) ¢ da segunda
avaliacdo (288 umol/L).

Levando em consideracao apenas os dados que fazem referéncia a ingestédo
de proteina vegetal, Pinto et al. (2019) observaram que o grupo de pacientes (n = 6) que
fizeram apenas a ingestdo desse tipo de proteina tiveram uma prescricdo mediana total
de proteina de 23 g/dia na segunda avaliagdo. Ou seja, 0s pacientes passaram a tolerar
mais proteina vegetal que o prescrito em suas dietas. Nesse contexto, Pinto et al. (2019)
ressaltam que a mediana de Phe no sangue desses pacientes permaneceu inalterada,
concluindo que os resultados obtidos no estudo sdo reprodutiveis em todas as classes de
PKU, e que grande parte dos pacientes com PKU, toleram mais proteina que o prescrito,

0 que pode influenciar positivamente na qualidade de vida dos pacientes.

4. Discussao

De forma geral, todos os estudos aqui apresentados concluiram que a
ingestdo de frutas e vegetais com baixo teor proteico ndo apresenta efeitos desfavoraveis
ao controle metabdlico da Phe em pacientes com PKU. Esses resultados foram
observados em todos os estudos (Tabela 2), independentemente do tempo de
intervencdo, da idade, do sexo e da gravidade da doenca. Isso se aplica até mesmo para
0s pacientes que apresentavam a PKU classica, que é a forma mais severa e restritiva
quanto a alimentacéo da PKU.

Dessa forma, o acréscimo irrestrito de frutas e vegetais que apresentam teor
de Phe abaixo de 100 mg/100 g na dieta dos fenilcetonuricos apresenta-se favoravel.
Isso ocorre, uma vez que 0s pacientes conseguem aumentar a ingestdo diaria de Phe,
manter 0s niveis plasmaticos de Phe dentro da faixa alvo e, por consequéncia,
diversificar a dieta, deixando-a menos monotona e mais equilibrada, o que também pode
auxiliar na ades&o dietética.

A maior insercdo de frutas e vegetais com baixo teor de proteina na
alimentacdo desses pacientes pode auxiliar no fornecimento de vitaminas e de minerais,
juntamente com os suplementos alimentares isentos de Phe, que normalmente ja fazem
parte da rotina alimentar dos pacientes e sdo uma das principais fontes de

micronutrientes da dieta ja que sdo enriquecidos com ferro, zinco selénio e vitamina
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B12, por exemplo (VAN WEGBERG et al., 2017). Além disso, ressalta-se que frutas e
vegetais também s&o ricos em fibras.

Baseando-se na hipotese de que as fibras alimentares inibem a reabsor¢édo
completa das proteinas, acredita-se que, embora esses alimentos tenham proporcionado
um aumento da Phe na dieta, ainda pode ndo ter sido o suficiente para alterar as
concentragfes metabolicas desse aminoacido. Isso porque a baixa digestibilidade das
proteinas vegetais, associada a fibras resistentes nas paredes celulares das plantas, e 0s
fatores antinutricionais podem aumentar as perdas de proteinas enddgenas no ileo
terminal (SALGADO et al.,, 2002) e aumentar a excre¢do de nitrogénio nas fezes
(GILANI; COCKELL; SEPEHR 2005).

Sendo assim, pressupde-se que quanto maior o teor de fibras das frutas e
vegetais, menor € a digestibilidade das proteinas e maior é a excre¢do de nitrogénio nas
fezes. Assim, por consequéncia, individuos que fazem maior consumo desses alimentos
podem ter maior tolerancia a Phe, enquanto esse acontecimento pode estar de fato,
relacionado a ma utilizacdo desse aminoacido nesses alimentos (EGGUM, 1995;
ROHDE et al., 2012).

Além de n&o intervir no controle metabdlico da Phe, o consumo irrestrito de
frutas e vegetais com teor de Phe abaixo de 100 mg/100 g pode auxiliar no manejo de
outras comorbidades, normalmente relacionadas a pacientes com PKU, como obesidade
(BURRAGE et al., 2012), anemia (BURTON et al., 2018), doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus (TREFZ et al,. 2019). J& que o consumo de frutas e vegetais esta
associada a reducdo da inflamacdo e, consequentemente, a efeitos benéficos a salde,
como a prevengdo de doencas cronicas (STEFLER et al., 2016; HOSSEINI et al., 2018;
WANG et al., 2021).

Entende-se que todas as pesquisas aqui apresentadas possuem limitagdes
importantes, como a falta de célculo amostral e individual da ingestdo de Phe durante o
estudo, a padronizacdo da dieta, o curto periodo de estudo e a utilizacdo de um grupo
controle. Outra limitagdo que impede um melhor aproveitamento dos estudos é a falta
de informacdo quanto a frutas e vegetais utilizados pelos pacientes durante o estudo.
Apesar disso, esses trabalhos servem como ponto de partida para a realizagdo de mais
estudos que abordem os efeitos de outras fontes de proteina, como, por exemplo, a
proteina animal e a de cereais, uma populacdo maior e por um periodo maior, levando
em consideracdo a idade, o sexo e o fendtipo da PKU e com melhor delineamento.
Também reconhecemos como limitagdo do presente estudo a parte metodoldgica, pois
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as buscas de trabalhos poderiam ter sido realizadas em outras bases de dados, sem
limitar o idioma em inglés, portugués e espanhol.

Em conclusdo, a ingestdo de proteina de origem vegetal, por meio de frutas
e vegetais, tem se mostrado favoravel a pacientes com PKU, uma vez que os estudos
tém demonstrado que o consumo dessa proteina ndo tem apresentado efeitos negativos
ao controle metabdlico da Phe.

Com a insercdo de frutas e vegetais que apresentam teores de Phe abaixo de
100 mg/100 g na dieta, os pacientes com PKU passam a ter maior autonomia na escolha
dos alimentos e, assim, adquirem uma dieta mais equilibrada e saudavel. Nesse sentido,
essa abordagem dietética torna-se promissora por poder reduzir a carga de uma dieta
muito restritiva. No entanto, ressalta-se a necessidade de mais estudos que abordem 0s
efeitos da ingestdo irrestrita de alimentos que apresentam baixo teor de proteina,

incluindo diferentes faixas etarias e classes da PKU.
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CAPITULO Il - TRABALHO EXPERIMENTAL

Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC): composi¢édo centesimal e perfil

de minerais
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Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC): composicao centesimal e perfil

de minerais

Resumo: Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) é um termo utilizado para
caracterizar plantas com uma ou mais partes comestiveis como folhas e flores, mas que
ndo fazem parte do circuito global de comercializa¢do. Essas espécies podem contribuir
significativamente para a alimentacdo humana, uma vez que, podem ser fontes de uma
grande variedade de nutrientes. Em alguns casos, podem ser usadas em dietas especiais,
como a de pacientes com fenilcetonuria, que requerem uma dieta com baixo teor
proteico, sendo recomendado o consumo de espécies vegetais com teores de proteina
abaixo de 5% em matéria Umida. Neste contexto, objetivou-se selecionar PANC
hipoproteicas (para pacientes fenilcetonuricos) e caracterizar quanto a composicdo
centesimal e o teor de minerais. Foram selecionadas 15 amostras de PANC, incluindo
folhas, caule, flor, fruto e sépala, distribuidos em nove familias boténicas e 12 espécies,
compreendendo almeirdo-de-arvore, azedinha, bertalha, capigoba, capuchinha, chuchu-
de-vento, jambu, ora-pro-nébis com e sem espinho, peixinho, taioba, vinagreira e
vinagreira-roxa. Para avaliar a composi¢do centesimal as amostras foram submetidas a
analise de umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibras e carboidratos. Os resultados
foram expressos em g/100 g em base seca. Ja o perfil de minerais foi realizado por ICP-
OES, com os resultados expressos em mg/100 g de base seca. Os resultados
demonstraram que as PANC avaliadas podem ser uma alternativa para diversificar a
alimentacdo de alguns individuos com fenilcetondria, uma vez que, os teores de
proteinas foram considerados baixos (5,54 a 28,36 g/100 g em base seca). Além disso,
verificou-se valores interessantes para macro e microminerais, destacando a bertalha no
fornecimento de K (7.031,96 mg/100 g), o ora-pro-nobis com espinho para Ca (4.862
mg/100 g) e Mg (785,21 mg/100 g). Além disso, em algumas espécies como peixinho
(141,37 mg/100 g) e vinagreira-roxa (106,16 mg/100 g) os teores de Fe observados
foram superiores aos reportados para plantas convencionais. Estudos dessa natureza séo
importantes para obter informagdes quanto ao potencial alimenticio dessas espécies que
ainda sdo pouco exploradas. Ressalta-se que o uso de PANC permite uma dieta

diversificada com qualidade nutricional.

Palavras-chave:  Fenilcetoniria.  Micronutrientes.  Proteina.  Vegetais nao

convencionais.
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1. Introducéo

Composta por diversas plantas nativas, exoticas e naturalizadas, a flora
brasileira em sua biodiversidade apresenta inUmeras espécies, ainda pouco exploradas
quanto ao potencial nutricional, quimico, farmacéutico e econémico (ZIMMER;
OTERO; ZAMBIAZI, 2020; PEREIRA; MEDEIROS; ARAUJO, 2021). Muitas dessas
espécies, sdo consideradas como Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) e em
funcdo desse potencial, vem ganhando destaque na comunidade cientifica.

Essas espécies, ndo fazem parte do circuito global de comercializagédo
(KINUP; LORENZI, 2014). Além disso, possuem uma ou mais partes com potencial
alimentar, tais como: folhas, frutos, rizomas, flores, talos e sementes (KINUP;
LORENZI, 2014; PAULA FILHO; BARREIRA; PINHIERO-SANT’ANA, 2022).
Historicamente, vém sendo negligenciadas, devido ao avanco da agricultura globalizada
e homogenia (monocultura) com a entrada das chamadas hortalicas modernas,
melhoradas geneticamente e bem estabelecidas no mercado (PEISINO et al., 2019;
SILVA et al., 2021; MILIAO et al., 2022).

No entanto, com a popularizacdo do termo PANC, criado pelo bidlogo
brasileiro Valdely Ferreira Kinupp, essas espécies que antes eram conhecidas em uma
regido especifica, mas pouco explorada em outras regides do pais, passaram a despertar
interesse crescente da populacdo (OTERO; FERREIRA-RIBEIRO, 2019; COBUS et
al., 2023). Essa demanda também surge a partir do apelo do consumidor por uma
alimentacdo mais saudavel. Essas plantas podem contribuir significativamente para a
alimentacdo humana, uma vez que, podem ser fontes de uma grande variedade de
nutrientes, como proteinas, carboidratos, minerais, vitaminas, fibras alimentares e
compostos fendlicos (MOURA et al., 2021; SERRA-MOURA et al., 2021; MILIAO et
al., 2022). Muitas vezes, esse conteudo nutricional, pode ser mais significativo quando
comparado com outras plantas alimenticias convencionais (KINUPP; LORENZI, 2014;
SILVA et al., 2018; PEISIANO et al., 2019; DA CUNHA et al., 2020).

Dentre 0s constituintes presentes o contetdo proteico merece destaque, pois
pode desempenhar um papel importante para a sustentabilidade, biodiversidade e na
distribuicdo mais eficiente de proteina de boa qualidade para toda populacdo (FASOLIN
et al., 2019; MILIAO et al., 2022). Kinupp e Barros (2007), ao avaliarem o teor de
proteina em 69 espécies nativas consideradas PANC verificaram que as espécies como

erva-moura (Solanum americanum); mestruz (Coronopus didymus) e urtiguinha (Urtica
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circularis) apresentam teores de proteina superior a plantas alimenticias convencionais
enquanto outras apresentam teores bem abaixo como a taruma (Vitex megapotamica),
que, em base seca, apresenta 2,07% de proteina e de anana (Ananas bracteatus) com
2,93%.

Desta forma, ressalta-se que 0 consumo dessas espéecies pode representar
uma nova opc¢éo alimentar, principalmente para grupos populacionais que buscam uma
alimentacdo mais saudavel, ou para aquelas que possuem alguma restricdo alimentar,
como os fenilcetondricos. No entanto, a inclusdo de informacgdes sobre a sua
composicdo torna-se importante para avaliar a oferta dessas fontes alimentares e
verificar a possibilidade de adequagéo nutricional desses alimentos na dieta (OTERO;
FERREIRA-RIBEIRO, 2019). Neste contexto o objetivo deste estudo foi selecionar
PANC hipoproteicas (para pacientes fenilcetondricos) e caracterizar quanto a

composicao centesimal e o teor de minerais.

2. Material e métodos

2.1 Coleta, preparo e selecdo das Amostras

Todas as amostras do presente estudo foram coletadas no Banco de
Hortalicas Nao Convencionais do Campo Experimental Santa Rita da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) (Latitude 19°27'15.80"S e
Longitude 44° 9'24.37"W), em Prudente Morais, Minas Gerais, Brasil. As coletas
ocorreram durante o periodo da manha, no decorrer dos meses de novembro de 2020 a
outubro de 2021, respeitando o ciclo de producédo de cada amostra.

Para a selecdo das amostras, seguiu-se o critério de inclusdo e exclusdo de
alimentos para a elaboragdo da Tabela de Composicdo de Alimentos para
Fenilcetonuricos, proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2022). Sendo assim, foi incluso no estudo apenas PANC que apresentaram teor de
proteina entre 0,10 a 5,00% em base Umida (Dado apresentado no apéndice A).

Para avaliar se a PANC se encaixava no perfil hipoproteico, foi realizada
uma consulta a literatura, para verificar o teor de proteina; que foi posteriormente
confirmado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2016), utilizando o fator de converséo de
5,75 (BRASIL, 2020).
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As espécies das plantas selecionadas foram herborizadas, registradas e as

exsicatas depositadas no Herbario PAMG da EPAMIG (Tabela 1). A pesquisa aqui
apresentada foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob 0 nimero de registro AC4BDD3.

Tabela 1 - Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) selecionadas

Nome popular Nome cientifico Familia Registro _Parte de
interesse
Almeirao-de-arvore Lactuca canadensis L. Asteraceae 58852 Folha
Azedinha Rumex acetosa L. Polygonaceae 58869 Folha
Bertalha Basella alba L. Basellaceae 58855 Folha
Capicoba Erechtites valerianifolius (Link ex Asteraceae 58850 Folha
Spreng.) DC
Capuchinha Tropaeolum majus L. Tropaeolaceae 58875 Flor e Folha
Chuchu-de-vento Cyclanthera pedata (L.) Schrad Cucurbitaceae 58859 Fruto
Jambu Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen Asteraceae 58848 Folha
Org—pro—nobls €OM  pereskia aculeata Mill. Cactaceae 57026 Folha
espinhos
Ora-pro-nohis  sem Pereskia aculeata Mill. Cactaceae 58920 Folha
espinhos
Peixinho Stachys byzantina K. Koch Lamiaceae 58863 Folha
Taioba Xanthosoma  sagittifolium (L) Avraceae 58843 Folha e Talo
Schott
Vinagreira Hibiscus sabdariffa L. Malvaceae 58868 Sépala
Vinagreira-roxa Hibiscus acetosella Welw.  ex Malvaceae 58864 Folha

Hiem

Apos a coleta, foi realizada a sele¢do das partes de interesse das PANC,
seguida da higienizacdo, por meio, de lavagem e imersdo em solugéo clorada a 200
mg/L por 15 minutos, e desidratacdo em estufa com circulacdo de ar forcada (Biopar
S480AD) a 35°C por 48 horas. As amostras ja desidratadas foram devidamente
armazenadas em sacos de papel pardo e encaminhadas para o Laboratério de Quimica
de Alimentos do Departamento de Alimentos da Faculdade de Farmécia (FAFAR) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Em seguida, foram trituradas em

liquidificador (ARNO, Modelo L.S) até a obtencdo de um po fino e homogéneo
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(padronizado em tamis 14 mesh), para posterior armazenamento em frasco de vidro, em
local seco, arejado e ao abrigo de luz até 0 momento das analises. Simultaneamente ao
processo de desidratacdo realizou-se a determinacgéo do teor de umidade das amostras in
natura, em estufa (Fanem 320-SE) a 105°C até peso constante (AOAC, 2016).

2.2 Composigéo centesimal

Além das analises de umidade e proteina apresentadas no topico anterior,
foram avaliados os teores, de cinzas em mufla (Magnu’s analdgico) a 550°C; de lipidios
por extracdo semi-continua em Soxhlet (Quimis 9002), seguida da remoc¢do por
destilacdo do solvente éter etilico e de fibras sollveis e insollveis pelo método
enzimatico-gravimétrico (AOAC, 2016). Além disso, o teor de carboidrato total foi
obtido por diferenca. Todo o experimento foi realizado em triplicata e o resultado

calculado em g/100 g de matéria seca.

2.3 Quantificacdo de minerais

Para determinar o teor dos minerais (Na, K, Ca, Fe, Cu, Cr, Mg, Mn, Zn), as
amostras foram primeiramente submetidas, ao processo de digestdo &cida (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Para isso, 1 g de cada amostra foi colocada em estufa a 105°C
(Marconi MA 035), para reducdo do teor de umidade e posterior carbonizacdo em mufla
a 550°C (Vulcan 3-1750) até que as cinzas ficassem brancas. Apos esta etapa, as
amostras foram resfriadas e acrescidas de 1 mL de solucdo de &cido nitrico 37%,
retornando-as novamente para a mufla. Esse processo foi repetido até que as amostras
ficassem completamente mineralizadas. As cinzas entdo, foram dissolvidas em 1 mL de
acido cloridrico 37% e transferidas quantitativamente com agua MilliQ para baldo
volumétrico de 50 mL. Todo o processo de digestdo acida foi realizado em triplicata,
juntamente com a amostra branco e o branco fortificado, que era composto por 50 mg/L
de Na, Ca, K;12,5 mg/L de Mg; 5 mg/L de Fe; 2,5 mg/L de Cu; 0,5 mg/L de Cr e Zn;
0,25 mg/L de Mn. A amostra branco fortificada foi utilizada como amostra controle,
para avaliar a reprodutibilidade do método.

As amostras foram avaliadas utilizando-se espectrometro de emissao Optica
com plasma de argénio indutivamente acoplado (ICP-OES) (Perkin Elmer, mod Optima
2000DV Sampler, mod As90plus). Sob as seguintes condicOes experimentais: poténcia
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de radio frequéncia de 1.330 watts; taxa de fluxo de argdnio de plasma de 15 L/min;
caudal de argbnio auxiliar de 0,20 L/min; taxa de fluxo de gas de nebulizacdo de 0,60
L/min para os minerais Na, K, Ca, Fe, Cr, Mg, Mn e Zn, e 0,80 L/min para Cu;
orientacdo do plasma em relacdo ao caminho dptico axial para os minerais Cu, Cr, Fe,
Zn e Mn e radial para Na, Mg, K e Ca; taxa de fluxo da amostra de 1,50 mL/min;
réplica 1 e linhas espectrais monitoradas a 589,592 nm (Na), 766,490 nm (K), 422,673
nm (Ca), 259,939 nm (Fe), 327,393 nm (Cu), 267,716 nm (Cr), 280,271 nm (Mg),
257,610 nm (Mn) e 213,857 nm (Zn).

A determinacdo do teor de minerais por ICP-OES foi realizada usando uma
curva de calibracdo preparada nas seguintes concentracfes: Na, K, Ca e Mg (1 a 100
mg/L); Fe (0,1 a 10 mg/L); Cu e Zn (0,05 a 5 mg/L) e Cr e Mn (0,005 a 0,5 mg/L).
Todo o experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g

de matéria seca.

2.4 Andlise estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo
esses submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de
significancia através do programa estatistico Minitab Statistical Software 21.

3. Resultados e Discussao

3.1 Composicao Centesimal

A composicao centesimal das amostras estd apresentada na Tabela 2. Com
excecao da umidade, todos os resultados foram expressos em g/100 g de matéria seca.

Os teores de umidade variaram na faixa de 70,22 g/100 g (vinagreira-roxa) a
95,22 g/100 g (fruto do chuchu-de-vento). Observou-se que a parte do vegetal analisada
impactou diretamente no teor de umidade, sendo que as amostras de folhas
apresentaram em geral, menor teor de umidade comparando-se com amostras de fruto
de chuchu-de-vento teor 95,22 g/100 g, talo de taioba 93,72 g/100 g e flor de
capuchinha 86,26 g/100 g.



Tabela 2 — Composicéo centesimal das Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)
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Teor (g/100 g)

Amostra Umidade Cinzas Lipidios Proteina Fibra Total Fibra Insolivel  Fibra SolGvel —Carboidratos”
Almeirdo-de-arvore 87,10 £0,02° 1153+0,28"  6,48+043° 1358+0,33"  49,13+1,17" 43,19 0,30 594+0,87% 19,28 +1,73°
Azedinha 90,53+0,03° 13,72+0,14° 2,07+007" 17,75+0,37%  49.90 +1,08" 38,99 +0,78° 10,91+0,30° 16,56 + 1,19
Bertalha 90,51+0,02° 21,09+0,23*  348+0,14° 24,19+0,13° 44,51 £ 1,27' 34,83 £0,72" 9,68 + 0,55" 6,73 +0,96"
Capicoba 84,83+0,03" 13,10+0,25® 2,59+0,08" 17,96 +0,01° 36,69+ 0,77" 29,81 + 1,34’ 6,88 +0,57% 29,66 + 1,08
Capuchinha- Flor 86,26 +0,02°  10,62+0,28" 247+0,14° 1926+0,01"  37,71+0,14% 32,49 +0,13" 522 +0,01 29,94 +0,52°
Capuchinha- Folha 82,14 +0,01' 12,01+0,15" 533+0,09° 21,67 +0,20° 36,25 + 0,36" 29,40 + 0,41 6,85+ 0,05 24,74 +0,28°
Chuchu-de-vento- Fruto 95,22+0,02°  9,75+0,23' 1,24+0,08  11,46+0,07"  4591+0,72% 38,25+ 0,01 7,65+0,72° 31,64 0,55
Jambu 83,46 £0,02" 13,02+021° 2,26+0,10% 14,17+0,24" 49,00 + 0,29" 43,38 % 0,68" 5,62 +0,39%"  21,55+0,49%
Ora-pro-nébis clespinhos 84,20 £0,02°  13,75+0,16°  2,72+0,09°  2836+0,08  50,70%0,07° 43,96 +0,12" 6,74 + 0,19% 4,45+ 0,16'
Ora-pro-nobis s/espinhos 83,78 £0,03" 16,41+0,44" 157+0,08"  20,65+0,20° 54,19 £ 0,59° 49,25 + 0,69° 494+0,10" 7,18 +0,62"
Peixinho 72,93+0,03  8,88+0,31 1,75+£0,05" 14,56 £0,42" 52,77 £0,24° 48,21 £ 0,22° 4,56 +0,25" 22,04 +0,31°
Taioba- Folha 85,99 +0,02° 12,19+0,26°  649+017°  22,84+0,17° 47,27 +0,04% 43,10 +0,34° 417 £0,29" 11,21 +0,28°
Taioba- Talo 93,72+0,02° 12,68+0,16" 2,16+0,08 591 +0,06" 39,34 + 0,22° 35,83 0,17 351+0,05" 39,91 +0,09°
Vinagreira - Sépala 81,74+0,02  645+025  064+0,03 554+0,01" 46,54 + 1,04 33,31 +0,74% 13,23+0,31*  40,83+0,88"
Vinagreira-roxa 70,22 +0,02' 10,97+0,08""  824+010° 1490+020" 44,63 +0,297 36,80 + 0,21 7,83+£0,08°  21,26+0,32"

Resultados expressos em base seca, EXCEL0 0 teor de umidade.

Valores expressos na mesma coluna seguidos por letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <5 %).

Valores médios + desvio padrao (n=3). * Por diferenga.
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Resultado semelhante ao do presente estudo foi observado por Viana et al.
(2015), que encontraram teores de umidade de 83,19% para bertalha e 70,72% para o
peixinho. Apesar destas variagdes, os resultados confirmaram que a &gua constitui o
maior componente dos vegetais (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O teor de cinzas que se refere ao residuo mineral fixo variou de 6,45 g/100 ¢
para a sepala da vinagreira a 21,09 g/100 g para a bertalha. Comparando os teores de
cinzas presentes nas amostras de PANC, com os de alguns vegetais convencionais como
couve 14,62 ¢/100 g (MACHADO; CANNIATTI-BRAZACA; PIEDADE, 2006),
alface 10,88 g/100 g (SANTOS et al., 2020), beterraba 6,43 g/100 g e chuchu 5,77
9/100 g (STORCK et al., 2013) pode-se dizer que as PANC apresentaram teores de
cinzas relevante frente a esses vegetais. O residuo mineral fixo é um indicativo da
composicdo mineral total do alimento e, quando altos valores desses residuos sdo
quantificados, sugere-se que a planta seja uma fonte suplementar de minerais (MOURA
et al.,2021).

Em todas as plantas estudadas o teor de lipidios totais foi determinado
abaixo de 10 g/100 g. Resultado esse esperado, ja que, geralmente, os lipideos aparecem
em quantidades baixas em vegetais. Teores de lipidios superiores ao do presente estudo
podem ser observados por Botrel et al. (2020), que ao avaliarem amostras de azedinha,
capuchinha, peixinho e ora-pro-noébis obtiveram respectivamente 3,43; 6,35; 3,77; 4,62
0/100 g. Essa diferenca pode ser atribuida a fatores edafoclimaticos como solo, clima,
temperatura e chuva, mas também a fatores metodoldgicos, uma vez que, o presente
estudo usou como solvente o éter etilico e Botrel et al. (2020) utilizaram éter de
petroleo.

Os teores de proteina das espécies vegetais variaram de 5,54 a 28,36 g/100 g
para sépala da vinagreira e ora-pro-nébis com espinhos respectivamente. O talo da
taioba apresentou teor inferior de proteina, quando comparado aos talos de outros
vegetais convencionais como o dos brocolis (22,42 g/100 g), couve-flor (21,65 g/100 g),
espinafre (21,59 g/100 g) e beterraba (20,55 ¢g/100 g) (STORCK et al., 2013). Podendo
constatar 0 mesmo ao comparar, 0s teores de proteina das folhas da taioba (22,84 g/100
g) com as folhas desses mesmos vegetais (brécolis — 36,17 g/100 g, couve-flor — 31,74
0/100 g, espinafre — 33,33 g/100 g e beterraba — 27,65 g/100 g) (STORCK et al., 2013).
O que torna esse vegetal, uma opcdo a ser considerada na inclusdo de dietas com
restricdo de proteinas, como a dos fenilcetonuricos.

Em relacdo ao teor de fibra as amostras de ora-pro-n6bis sem espinho (54,19
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0/100 g) e peixinho (52,77 g/100 g) se destacam quanto ao teor de fibras total e fibra
insoltvel (49,25 e 48,21 g/100 g respectivamente). Enquanto que a amostra sépala da
vinagreira se destaca em relagdo ao teor de fibra solivel com 13,23 g/100 g. Esses
dados apontam que as PANC podem ser uma boa alternativa no fornecimento de fibras
alimentares, principalmente se comparar com o teor de fibra total de alguns vegetais
convencionais como agrido (10,93 g/100 g) e couve-flor (19,92 g/100 g) (ARAUJO;
MENEZES; TOMAZINI, 2009), alface (23,14 ¢/100 g), chicéria (25,35 ¢/100 Q)
(ARAUJO; MENEZES, 2010).

Uma alta ingestdo de fibras tem sido associada a um risco reduzido de varias
condicbes de salde, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes, hipertenséo,
obesidade, distdrbios gastrointestinais e melhoria na funcdo imunoldgica (ANDERSON
et al., 2009; JAKUBCZYK et al., 2022; TSITSOU et al., 2023). Além disso, as fibras
insollveis reduzem o tempo de transito no intestino e aumentam o volume fecal,
aliviando os sintomas de constipacdo. Enquanto que as fibras sollveis podem sofrer
fermentacdo parcial ou total, principalmente no intestino grosso pela microbiota
intestinal, produzindo subprodutos geralmente benéficos, como &cidos graxos de cadeia
curta (acetato, propionato e butirato), gases (CO,, CH4, e H,;) e A&cido
latico (KHORASANIHA et al., 2023).

Neste estudo, os teores de carboidratos foram calculados pela diferenca de
cem menos o0s teores de cinzas, proteinas, lipidios e fibra total, o que justifica as
diferencas encontradas. Observa-se na Tabela 2 que as folhosas apresentaram menores
teores, variando de 4,45 (ora-pro-nébis com espinhos) a 29,66 g/100 g (capi¢oba), que
as demais partes avaliadas na presente pesquisa que variaram de 29,94 a 40,83 g/100 g
para flor da capuchinha e sépala da vinagreira respectivamente. Resultado ja esperado,

uma vez, que vegetais folhosos normalmente ndo sao fontes desse constituinte.
3.2 Minerais
O teor de minerais, em base seca, das 15 amostras de PANC esta

apresentado na Tabela 3. Dentre os macrominerais avaliados (Na, K, Cae Mg), 0 Ké o

mineral que mais se destacou, juntamente com o Ca em todas as amostras.
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Minerais (mg/100 g)

Amostra
Na K Ca Fe Cu Cr Mg Mn Zn

Almeirdo-de-arvore  33,89+1,11°  4812,45+339,69° 2777,48+193,84° 26,25+1,13%  0,13+0, 01" 0,21 +0,01° 196,70+6,50"  2,30+0,15° 4,21+0,31°
Azedinha 46,82+0,18°  4328,08+205,17°  629,04+55,69"  2519+2,17°  0,48+0,03%  0,17+0,001° 515,76+39,39°  4,84+0,37° 2,96+0,09%
Bertalha 63,49+243%  7031,96+424,69°  911,85+34,72"  31,17+1,91%  0,45+0,02*"  0,08+0,004° 486,30+14,50°  2,55+0,08° 4,57+0,16"
Capicoba 51,78+2,59"  3651,4 +215,15"  1423,87+80,58™  46,65+2,67*  0,64+0,05°  0,18+0,001°  117,35+1,11' 4,83+0,09° 1,81+0,10°
Capuchinha- Flor ~ 48,99+1,26°  3392,99+201,54°  787,20+3541'  58,94+175°  0,86+0,03" nd 326,82+6,14%  2,40+0,08% 7,59+0,23°
Capuchinha- Folha  41,52+2,50°  2608,89+36,33°  3093,33+203,59" 20,19+0,55°¢ 0,37+ 0,010 nd 259,38+1,56™  1,92+0,06™ 7,88+0,21°
Chuchu-de-vento 53,46+0,03°  5856,19+55,53" 452,91+25,91) 7,75+0,16%"  0,38+0,02%"  0,03+0,003" 222,03+4,46"  0,86+0,05"  2,64+0,06°*
Jambu 29,12+3,05%  3472,9245358°  1362,86+13,837  46,40+0,37°  1,01+0,05° 0,41+0,01°  319,02+2,17% 4,32+ 0,002°  3,00+0,10°
Ora-pro-ndbis § § . b b

_ 41,37+0,619  3271,49+131,86% 4862,94+213,44° 21,77+0,46°®  0,67+0,05° nd 785,21+29,43% 558+ 0,29 4,29+0,86
c/espinhos
Ora-pro-ndbis o § b " § b § '

_ 26,49+2,019"  3508,82+114,58Y  4404,88+122,44°  24,75+1,28° 0,49+0,01 nd 573,92+33,61 4,17+0,36 2,67+0,04%%
s/espinhos
Peixinho 28,02+ 2,77  1471,16+29,04"  1471,80+ 62,627 141,37+19,68% 0,25+0, 03¢ nd 201,23+248"  1,61+0,12° 1,99+0,14%
Taioba- Folha 26,33+0,51%"  3549,09+266,76° 1868,95+113,44° 13,33+1,26™" 0,63+ 0,01° nd 351,11+14,68°  4,33+0,23% 4,68+0,13"
Taioba- Talo 32,96+1,16%  4492,89+326,41° 1150,34+42,099"  2,54+0,11" 0,36+0,02°™ nd 250,01+7,32™  1,83+0,06™ 4,22+0,14°
Vinagreira- Sépala  32,29+2,03%"  1174,23+48,22"  1544,76+50,17¢"  13,58+0,40"  0,12+0,01" nd 119,29+6,12' 1,00+0,05" 4,52+0,72°
Vinagreira-roxa 21,58+0,98" 719,36+51,33¢ 3816,03+36,12°  106,26+3,13°  0,35+0,10  0,15+0,01¢  289,87+4,78°"  8,84+0,42%  2,18+0,03°*

Valores expressos na mesma coluna seguidos por letras diferentes indicam diferencga estatistica (p <5 %).

Valores médios + desvio padrao (n=3).

Resultados expressos em base seca.

nd= ndo detectado.
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O teor de K das amostras variou de 719,36 (vinagreira-roxa) a 7.031,96 mg/100 g
(bertalha) (Figura 1). Ao comparar 0s teores desses minerais com o de algumas espécies
convencionais consideradas boas fontes desse elemento como couve (4.428,57 mg/100 g) e
espinafre (4.666,67 mg/100 g) (TACO, 2011) verifica-se que 33,33% das PANC aqui
estudadas, bertalha, chuchu-de-vento, almeirdo-de-arvore, talo de taioba, azedinha (Tabela 3)
também podem ser consideradas excelentes fontes desse micronutriente. Assim como para 0
K, a amostra de bertalha foi a que apresentou maior teor de Na (63,49 mg/100 g), resultado

esse inferior ao apresentado por Botrel et al. (2020).

Figura 1 — Teor de potassio (K) em amostras de Plantas Alimenticias Nao Convencionais
(PANC)

Potéssio(mg/100g)

Vinagreira-roxa (I 719 368
Vinagreira-Sépala (N 1174,23%
Taioba-Talo | 4492 8O
Taioba- Folha | 3549,09¢
Peixinho | 147116
Ora-pro-nébis s/espinhos | 3508,82¢
Ora-pro-ndbis c/espinhos | 3271,45¢
Jambu [ 3472,02¢
Chuchu-de-vento | 5556,19°
Capuchinha- Folha [ 2608,89°
Capuchinha- Flor | 5557 9o
Capicoba | 3551 48
Bertalha | 703 1,962
Azedinha (I 4328 ,08¢
Almeirdo-de-drvore | 4812 ,45¢
t T T T T T

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Fonte: Dados da pesquisa

Quanto ao teor de Ca, 73,33% das amostras apresentaram mais de 1.000,00
mg/100 g, variando de 1.150,34 (talo da taioba) a 4.862 mg/100 g (ora-pro-nobis com
espinho) (Figura 2), teores esses superiores ao dos brécolis (977,27 mg/100 g) (TACO, 2011),
vegetal convencional considerado boa fonte desse mineral.

O Mg foi o terceiro mineral presente em maior propor¢do em todas as amostras,
sendo que seus teores variam de 117,35 mg/100 g para a capicoba a 785,21 mg/100 g para o
ora-pro-nobis com espinho. As amostras de PANC apresentaram teores inferiores desse
micronutriente a0 compara-las com o espinafre (1.138,89 mg/100 g), no entanto, sdo
equivalentes quando comparadas a couve (384,62 mg/100 g), brdcolis (340,91 mg/100 g) e
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acelga (147,06 mg/100 g) (TACO, 2011). O que reforca a importancia de uma alimentacéao

diversificada e balanceada.

Figura 2 - Teor de célcio (Ca) em amostras de Plantas Alimenticias Nao Convencionais

(PANC)

Calcio (mg/100g)

Vinagreira-roxa
Vinagreira- Sépala
Taioba-Talo
Taioba- Folha

Peixinho

1544,76=F
1150,34="
1868,95*
1471,8%
Ora-pro-nobis s/espinhos
Ora-pro-nobis ¢/espinhos

3816,03°

Jambu 1362,86%

Chuchu-de-vento 452,91

4404,88°
4862,94*

Capuchinha- Folha 3093,33¢
Capuchinha- Flor 787,200

Capigoba 1423,87%

Bertalha 911,85M

Azedinha 629,041

Almeirdo-de-arvore | 2777,484
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 3 - Teor de Magnésio (Mg) em amostras de Plantas Alimenticias N&o

Convencionais (PANC)
Magnésio (mg/100g)
Vinagreira-roxa 289,87=F
Vinagreira- Sépala 119,29
Taioba- Talo 250,01%

Taioba- Folha

Peixinho

351,114
291,23=f
Ora-pro-nobis s/espinhos

Ora-pro-nobis c/espinhos

785,21°

Jambu 319,024=
Chuchu-de-vento 222,038"
Capuchinha- Folha 259,38
Capuchinha- Flor 326,829

Capigoba
Bertalha
Azedinha
Almeirdo-de-arvore

117,35
486,30°
515,76

196,70"
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Fonte: Dados da pesquisa
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Considerado um micronutriente essencial para todas as formas de vida o Mg atua
como co-fator em centenas de reagdes metabdlicas importantes para 0 nosso organismo (LU
et al., 2020), como regular a proliferacdo celular, o0 metabolismo 6sseo e o funcionamento
neuromuscular, regular a inflamacéo e manter a hemostasia (FRITZEN et al., 2023). Assim
baixos niveis de Mg no organismo vém sendo associado com vérias doengas cronicas e
inflamatorias, como doenca de Alzheimer, asma, transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, hipertensdo, doencas cardiovasculares,
enxaquecas e osteoporose (RAZIEH; AFROOZ; HAMID, 2022).

Entre os microminerais analisados (Fe, Cu, Cr, Mn e Zn), o Fe se destacou em
todas as amostras (Figura 4). Destaca-se as PANC peixinho e vinagreira-roxa com 141,37 e
106,16 mg/100 g respectivamente (Figura 5), cujos teores ultrapassam os de fontes
popularmente conhecidas, como o agrido (50,82 mg/100 g) e a alface-roxa (58,14 mg/100 g)
(TACO, 2011). Resultados semelhante (135,00 mg/100 g) ao encontrado no presente estudo
para o peixinho foi observado por Viana et al. (2015), enquanto Botrel et al. (2015),
obtiveram resultado inferior (27,69 mg/100 g). Diferencas observadas nos valores obtidos
neste trabalho, quando comparado com outros autores, pode ser influéncia de fatores

climaticos, sistema de cultivo época de colheita.

Figura 4 — Proporcdo (%) de microminerais presente em Plantas Alimenticias Ndo
Convencionais (PANC)

Microminerais

Vinagreira-roxa
Vinagreira- 5épala
Taioba-Talo

Taioba- Folha

Peixinho

(Ora-pro-nobis 5/espinhos
. mfe
Qra-pro-nobis ¢/espinhos
mCu
Jambu
uer

uhin

Chuchu-de-vento
Capuchinha- Folha
(Capuchinha- Flor uin

Capigoba
Bertalha

Azedinha

Almeirdo-de-arvore
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 5 - Teor de Ferro (Fe) em amostras de Plantas Alimenticias Nao Convencionais

(PANC)
Ferro (mg/100g)
B Almeirgo-de-drvore
B Azedinha
m Bertalha
M Capicoba

B Capuchinha- Flor
M Capuchinha- Folha
B Chuchu-de-vento
M Jambu
W Ora-pro-nabis cfespinhos
M Cra-pro-nobis sfespinhos
M Peixinho
m Taioba- Folha
Taioba- Talo

Vinagreira- Sépala

Vinagreira-roxa

Fonte: Dados da pesquisa

O Zn é um micronutriente essencial e normalmente esta presente em baixa
quantidade em vegetais. No entanto, neste estudo algumas espécies se destacaram em relacéo
a esse mineral, como é o caso da capuchinha que apresentou um teor de 7,88 e 7,59 mg/100 g
para suas folhas e flores respectivamente, taioba (talo e folha), sépala da vinagreira, ora-pro-
nobis com espinho, almeirdo-de-arvore e bertalha que apresentam teores acima de 4 mg/100
g, similar ao apresentado pelas espécies convencionais como espinafre (4,17 mg/100 g),
couve (4,40 mg/100 g) e mostarda (4,55 mg/100 g) (Figura 6). Desta forma estas espécies de
PANC ao serem introduzidas na alimentacdo podem contribuir no fornecimento deste
micromineral.

Em relacdo ao teor de Cr as amostras variaram de 0,03 (chuchu-de-vento) a 0,41
mg/100 g (jambu), enquanto para 0 Mn foi de 0,86 a 8,84 mg/100 g para chuchu-de-vento e
vinagreira-roxa respectivamente; e para o Cu de 0,12 mg/100 g para a sépala da vinagreira a
1,01 mg/100 g para o jambu. Resultado semelhante ao do presente estudo pode ser notado ao
comparar o teor de Mn apresentado pela vinagreira-roxa e o de Cu apresentado pelo jambu,
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com o espinafre (Mn — 9,86 mg/100 g e Cu — 0,83 mg/100 g), uma folhosa convencional,

popularmente conhecida pelo fornecimento destes minerais (TACO, 2011).

Figura 6 - Teor de Zinco (Zn) em amostras de Plantas Alimenticias Nao Convencionais

(PANC)

Zinco (mg/100g)

M Almeirdo-de-arvore
W Azedinha
M Bertalha
W Capicoba
m Capuchinha- Flor
W Capuchinha- Folha
W Chuchu-de-vento
M Jlambu
W Ora-pro-nobis cfespinhos
B Ora-pro-nobis sfespinhos
M Peixinho
M Taioba- Folha
Taioba- Talo
Vinagreira- 5épala

Vinagreira-roxa

Fonte: Dados da pesquisa

A ingestdo desses micronutrientes estd associada a diversas fungdes

no

organismo, o Cr € importante no metabolismo de gorduras e carboidratos, assim como para a

funcdo cerebral e outros processos corporais; 0 Mn é importante para o funcionamento normal

do cérebro e atividade adequada do sistema nervoso, além de fazer parte de muitas enzimas

assim como o Cu, que também € essencial para o bom funcionamento dos 6rgaos e processos

metabdlicos (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017).

Nota-se que as PANC avaliadas apresentam teores significativos de macro e

microminerais corroborando com os resultados obtidos na analise de composicao centesimal,

mais especificamente, anélise do residuo mineral fixo apresentada na seg&o anterior. Assim,

sugere-se que essas especies de PANC aqui estudadas podem ser consideradas uma boa

alternativa para a suplementacdo de minerais na dieta.
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4. Conclusao

As PANC aqui estudadas apresentam-se como uma boa alternativa para
diversificar a alimentacdo diaria da populacdo em geral e de individuos que apresentam
alguma restricdo alimentar quanto a proteina. Em relacdo a composicdo de macro e
micronutrientes, verificou-se que muitos minerais apresentaram teores compardveis ou
superiores a outros vegetais convencionais. Estes achados reforcam a vantagem em ampliar o
consumo e a comercializagdo das PANC. Para tal, ampla divulgacdo do valor nutricional
dessas espécies vegetais e incentivo ao consumo consciente sdo necessarios. Estudos
complementares seriam necessarios para avaliar a bioacessibilidade dos minerais, assim como

analisar fatores antinutricionais desses vegetais.
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Perfil quimico de Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) do Brasil antes e
apos processo de digestdo gastrointestinal in vitro e capacidade antioxidante

Resumo: As Plantas Alimenticias N&o Convencionais (PANC) sdo plantas comestiveis
subutilizadas e, muitas vezes negligenciadas, pois geralmente sdo consumidas por pequena
parcela da populacdo ou utilizadas apenas em determinada regido, mas sdo fontes de
nutrientes e compostos bioativos, apresentando alto valor nutricional. Para que essas plantas
se tornem mais conhecidas e consumidas, ressalta-se a necessidade de estuda-las. Diante
disso, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante e o teor de compostos
fenolicos totais das PANC do Brasil e determinar o perfil quimico antes e ap6s o processo de
digestdo gastrointestinal in vitro das mesmas. Foram avaliadas 15 amostras de PANC, entre
folhas, talo, flor, fruto e sépala, distribuidas em nove familias botanicas e 12 espécies,
compreendendo Acmella oleracea, Basella alba, Cyclanthera pedata, Erechtites
valerianifolius, Hibiscus acetosella, Hibiscus sabdariffa, Lactuca canadensis, Pereskia
aculeata, Rumex acetosa, Sthachys byzantina, Tropaeolum majus e Xanthosoma sagittifolium.
Essas amostras, ap0s a determinacdo do teor de compostos fendlicos e da capacidade
antioxidante, foram submetidas a digestdo gastrointestinal in vitro, compreendida nas fases,
oral, gastrica e intestinal e o perfil quimico das amostras secas e das fracdes bioacessiveis foi
determinado por espectrometria de massas (PS-MS). As PANC estudadas apresentaram teores
de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante relevante comparando-se a alguns
vegetais convencionais. Em relacdo ao perfil quimico das amostras, foi possivel identificar
compostos de diversas classes quimicas, como acidos fendlicos, acidos graxos, flavondides,
terpenos, &cidos organicos, aminodcidos, entre outros. Verificou-se que houve diferenca de
constituicdo desses compostos entre as amostras secas e bioacessiveis, tanto no modo positivo
quanto no modo negativo, indicando que o processo de digestdo in vitro interfere na
bioacessibilidade dos compostos. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o consumo de
PANC é uma alternativa vidvel de alimentagdo saudavel, devido a presenca de substancias
promotoras de salde, mas a bioacessibilidade desses compostos é influenciada pela matriz
alimentar. Por isso, a associacdo das PANC com os vegetais convencionais pode ser uma boa

opcao, de modo a ter um maior aproveitamento nutricional na dieta.

Palavras-chave: Alimentacéo alternativa. Compostos bioativos. Bioacessibilidade
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1. Introdugéo

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, abrigando mais de
50.000 espécies nativas de plantas, fungos e algas e mais de 100.000 espécies de animais
(COSTA et al., 2023; GOMES et al., 2023). Apesar disso, existe um grande nimero de
espécies vegetais com distribuigdes restritas, regionalizadas ou cuja indicacdo de uso tenha
sido negligenciada (LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018). Esses grupos de plantas tém
recebido grande atencdo nos ultimos anos, e vem sendo conhecidos como Plantas
Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) (COSTA et al., 2023; SOUZA et al., 2021).

As PANC sdo as plantas que ndo fazem parte do circuito global de
comercializacdo e, apesar de possuirem uma ou mais partes comestiveis (KINUPP; DE
BARROS, 2007; KINUPP; LORENZI, 2014), ndo fazem parte da alimentacdo rotineira da
grande maioria da populacdo, podendo apresentar um contexto cultural e regional (COSTA et
al., 2023), ja que muitas vezes sdo consumidas e cultivadas por algumas comunidades locais,
gue as usam como fonte de renda e como alimento tradicional (SOUZA et al., 2021).

Estimativas demonstram que existam aproximadamente trés mil espécies de
PANC no Brasil (KINUPP; LORENZI, 2014; CRUZ et al., 2023). Essas plantas podem ser
nativas, exdticas, cultivadas e espontaneas (LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018), além disso,
podemos incluir nesse universo partes ndo convencionais de vegetais convencionais, como
talo, cascas, flores e sépala (MOURA et al., 2021). Como exemplos de PANC podemos citar,
vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.), jambu (Acmella oleracea (L.)), taioba (Xanthosoma
sagittifolium (L.)), capicoba (Erechtites valerianifolius), peixinho (Sthachys byzantina), ora-
pro-nébis (Pereskia aculeata Mill.) e bertalha (Basella alba L.).

O consumo das PANC contribui significativamente para a nutricdo humana, pois
podem servir como fonte suplementar de macro e micronutrientes, além de compostos
bioativos (SERRA MOURA et al., 2021, COSTA et al., 2023), 0 que tem despertado um
interesse crescente e recente da populacdo, principalmente da comunidade cientifica
(MILIAO et al., 2022). Alguns estudos tém relatado que a composicdo nutricional dessas
plantas pode ser semelhante, ou até mesmo superior, a algumas espécies vegetais
convencionais, amplamente consumidas, como couve, alface, espinafre e agrido (KINUPP;
LORENZI, 2014; SILVA et al., 2018; DA CUNHA et al., 2020).

No entanto, grande parte desses estudos ndo consideram as mudancas fisico-
guimicas que ocorrem com 0s vegetais durante o processo digestivo no organismo. Sabe-se

que 0s Vvegetais sdo ricos em compostos bioativos, e seu potencial biologico esta diretamente
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associado a sua concentracdo e biodisponibilidade no organismo (SOUZA et al., 2022;
RAMOS et al., 2023; DURAN-CASTANEDA et al., 2023). A biodisponibilidade esta
associada a absorcdo, transporte e utilizacdo desses compostos, enquanto que a
bioacessibilidade esta relacionada o quanto desses compostos ficam disponiveis para absorcéao
(WU; OLIVEIRA; LILA, 2023).

Assim sendo, salienta-se a necessidade de estudos que estimem os efeitos do
processo gastrointestinal sobre a bioacessibilidade dos compostos nutricionais e néo
nutricionais desses vegetais, ja que, durante a digestdo, muitos desses metabolitos, como 0s
compostos fenolicos, podem ficar totalmente ou parcialmente indisponiveis para absorcdo
(CELEP et al., 2017). Uma maneira para avaliar isso é determinar o perfil quimico, ou seja,
identificar os possiveis compostos existentes nas PANC antes e ap0s o0 processo de digestdo in
vitro. Dentre as técnicas que podem ser usadas para tal finalidade, a Espectrometria de Massas
com ionizacdo por Paper Spray tem sido amplamente empregada para a aquisicdo de
impressdes digitais de diferentes matrizes em uma ampla faixa de massas em um tempo curto
de andlise e a um custo analitico consideravelmente acessivel (CORREIA et al., 2023;
GARCIA et al., 2021; RAMOS et al., 2023; SANTOS et al., 2022).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi determinar o perfil quimico das PANC
do Brasil antes e apds processo de digestdo gastrointestinal in vitro e avaliar a capacidade

antioxidante das mesmas.

2. Material e métodos

2.1 Amostra

As PANC avaliadas neste estudo estdo apresentadas na Tabela 1 e na Figura 1.
Essas amostras foram adquiridas no Banco de Hortalicas Nd&o Convencionais do Campo
Experimental Santa Rita da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
(Latitude 19°27'15.80"S e Longitude 44° 9'24.37"W), em Prudente de Morais, Minas Gerais,
Brasil.

As coletas ocorreram durante os meses de dezembro de 2020 a outubro de 2021,
no periodo da manh& e de acordo com o ciclo de producdo de cada amostra (Tabela 1). Apds
as coletas, as amostras foram secas em estufa com circulacéo de ar for¢ada (Biopar S480AD)

a 35°C por 48 horas, trituradas em liquidificador (ARNO, Modelo L.S) até a obtengdo de um
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p6 fino e homogéneo (tamis 14 mesh) e armazenadas ao abrigo da luz em temperatura

ambiente.

As exsicatas de cada amostra foram registradas e depositadas no Herbario PAMG

da EPAMIG. Além disso, também foi realizado o registro da presente pesquisa no Sistema

Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), com o cddigo AC4BDD3.

Tabela 1 - Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) e partes estudadas

Nome Cientifico Nome popular Abreviacdo  Parte estudada (Ei)alae(lai?:\
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen Jambu Ao Folha Set./2021
Basella alba L. Bertalha Ba Folha Set./2021
Cyclanthera pedata (L.) Schrad Chuchu-de-vento Cp Fruto Set./2021
Erechtites valerianifolius (Link ex Capigoba Ev Folha Jul/2021
Spreng.) DC
Hibiscus acetosella Welw. ex Hiem Vinagreira-roxa Ha Folha Dez./2020
Hibiscus sabdariffa L. Vinagreira Hs Sépala Jul/2021
Lactuca canadensis L. Almeirdo-de-arvore Lc Folha Set./2021
Pereskia aculeata Mill. Ora—pro—n_ébis sem Pa Folha Out./2021
espino
Pereskia aculeata Mill. Ora-prondbis com Pa, Folha Out./2021
espinho
Rumex acetosa L. Azedinha Ra Folha Jul/2021
Sthachys byzantina K. Koch Peixinho Sh Folha Dez./2020
Tropaeolum majus L. Capuchinha Tm Folha (L) e Flor (F)  Set./2021
Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott Taioba Xs Folha (L) e Talo  Dez./2020

()
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Figura 1 — Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen Basella Alba L. Cyclanthera pedata (L.) Schrad

Erechtites valerianifolius (Link ~ Hibiscus acetosella Welw. ex
ex Spreng.) (Ev) Hiem (Ha) (Hs)

Pereskia aculeata Mill. (sem Pereskia aculeata Mill. (com
(Lc) espinhos) (Pa) espinhos) (Pay)
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Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott (Xs)

Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa (2022)

2.2 Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante

Para determinar o teor de compostos fenoélicos totais e a capacidade antioxidante,
as amostras foram submetidas a extracdo de acordo com Rufino et al. (2010). Para a obtenc¢éo
dos extratos, 0,20 g de cada amostra foi extraida duas vezes, sucessivamente, empregando-se
4 mL de solucdo de metanol:agua (50:50 v/v) e 4 mL de solucdo de acetona:agua (70:30 v/v),
com intervalo de 1 hora de repouso em temperatura ambiente, entre os solventes. Apos cada
periodo de repouso, as amostras foram centrifugadas (Fanem Mod. 206 BL) por 15 minutos a
25.407 x g e o sobrenadante recuperado em baldo de 10 mL, ajustando o volume final com
agua destilada. O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, proposto por Singleton; Orthofer; Lamuela-
Raventds (1999), e o resultado expresso em acido galico equivalente (mg GAE/100 g de
amostra seca).

Para determinar a capacidade antioxidante das amostras, foram utilizados os
métodos espectrofotomeétricos ABTS, FRAP e DPPH, descritos por Rufino et al. (2010). Os
resultados foram expressos em uM de Trolox/g de amostra seca, uM de sulfato ferroso/g de
amostra seca e EC50 expresso em g de amostra seca/g de DPPH. Com relagéo ao teste DPPH,
para os testes de ABTS, FRAP e DPPH respectivamente. Ressalta-se que quanto menor for a
média do EC50 apresentada pela amostra, maior serd a acdo antioxidante.

Todo o processo de extracdo, assim como, todas as analises relacionadas foram

realizados ao abrigo da luz e em triplicata.
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2.3 Digestao gastrointestinal in vitro

A digestdo gastrointestinal in vitro das amostras foi realizada segundo a
metodologia proposta por Minekus et al. (2014) e Brodkorb et al. (2019). Todo o
procedimento foi realizado ao abrigo da luz e em triplicata, juntamente com um branco de
amostra.

A primeira etapa do procedimento é a fase oral. Nesta etapa, as amostras foram
submetidas ao processo de hidratacdo com fluido salivar simulado na proporcéo 1:2 (amostra:
fluido), por 15 minutos. O fluido salivar simulado foi composto por 1,126 g de KC{; 0,756 g
de KH2POy4; 1,142 g de NaHCOg3; 0,030 g MgCll1,(H20)s; 0,019 g de (NH4),CO3 e 0,220 g de
CaCt2(H20), em 1000 mL de agua ultrapura (pH 6,5 £ 0,1) (MINIGHIN et al., 2020). Apos o
processo de hidratacdo, as amostras foram acrescidas de 5 mL de solugdo de a-amilase (75
U/mL Sigma-Aldrich A3176-500KU) e incubadas (Incubadora Tecnal TE- 424) sob agitacéo
(122 rpm) e temperatura (37°C) constantes por 2 minutos.

Em seguida, iniciou-se a segunda etapa, a fase gastrica, acrescentando as amostras
5 mL de fluido géstrico simulado composto por 0,514 g de KC¢; 0,122 g de KH,PO4; 2,10 ¢
de NaHCOs3; 2, 761 g de NaCt; 0,020 g de MgCl,(H,0)g; 0,075 g de (NH,).CO3 e 0,022 g de
CaCty(H20), em 1000 mL de agua ultrapura (pH 3,0 + 0,1) , contendo pepsina (2000 U/mL
Sigma-Aldrich P7000) (MINIGHIN et al., 2020). Nesta etapa, o pH das amostras foi ajustado
para 3,0+0,1 (HCL 1 mol/L) e as mesmas incubadas por 2 horas sob as mesmas condi¢des da
etapa anterior.

Posteriormente, deu-se inicio a terceira e Gltima etapa, a fase do intestino delgado.
Foram adicionadas as amostras 5 mL de fluido intestinal simulado contendo bile (1,40
pumol/mg Sigma-Aldrich B8631) e 5 mL de fluido intestinal simulado contendo pancreatina
(3,60 U/mL Sigma-Aldrich P1750). Em seguida, o pH foi ajustado para 7,0+0,1 (NaOH 1
mol/L) e as amostras incubadas por 2 horas sob as mesmas condi¢fes das etapas anteriores. O
fluido intestinal simulado foi composto por 0,507 g de KC&t; 0,109 g de KH,POy; 7,14 g de
NaHCOs3; 2,246 g de NaC(; 0,067 g de MgCl2(H20)s; 0,088 g de CaCly(H20), em 1000 mL
de agua ultrapura (pH 7,0 = 0,1) (MINIGHIN et al., 2020). Ao final da terceira etapa, as
amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 8.790 x g, a 4°C (Novatecnica - NT 825) e as
fracOes bioacessiveis foram recolhidas e armazenadas -18°C em tubo falcon e ao abrigo da

luz, até 0 momento das posteriores analises.
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2.4 Avaliacao do perfil quimico

Para avaliar o perfil quimico das amostras secas e de suas respectivas fracoes
bioacessiveis, primeiramente, as amostras secas (0,20 g) foram submetidas ao processo de
extracdo solido-liquido com 8 mL de metanol por 20 minutos em repouso, seguida de
centrifugagéo a 25.407 x g por 20 minutos. Posteriormente, os extratos das amostras secas e
as fracdes bioacessiveis foram analisadas em espectrometro de massas LCQ Fleet (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA), equipado com uma fonte de ionizacdo ambiente por paper
spray (PS-MS).

Desta forma, todas as amostras foram avaliadas nos modos de ionizagéo positivo e
negativo, sob as seguintes condi¢des instrumentais: tensdo da fonte PS-MS igual a + 4,5 kV
(modo positivo) e - 3,5 kV (modo negativo); tensdo capilar de 40 V; temperatura do tubo de
transferéncia de 275°C; voltagem de lentes de tubo de 120 V; faixa de massa de 100 a 1000
m/z em ambos 0s modos de ionizacdo; energia de colisdo para fragmentacdo de 15 a 45 eV,
Os espectros de massa obtidos foram processados no software Xcalibur versdo 2.1 (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA) (GARCIA et al., 2021; SANTOS et al., 2022; SOUZA et al.,
2022; RAMOS et al., 2023).

Para as analises em PS-MS, 2,0 uL de amostra (extrato ou fracdo bioacessivel) e
40 pL de metanol foram transferidos para o papel cromatogréfico, cortado em triangulo
equilatero (1,5 cm) e posicionado em frente a entrada do espectrdmetro de massa. Este papel
foi apoiado por um conector de metal e posicionado a aproximadamente 10 mm de distancia
com o auxilio de uma plataforma mdvel (XYZ). Em seguida, conectou-se o aparelho a uma
fonte de alta tensdo do espectrometro através de um fio de cobre (GARCIA et al., 2021;
SANTOS et al., 2022; SOUZA et al., 2022; RAMOS et al., 2023).

Todo o experimento foi realizado em triplicata e a tentativa de identificacdo dos
compostos foi baseada na comparacao das razdes massa carga (m/z) e fragmentos descritos na

literatura com os dados instrumentais obtidos.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de
Tukey a 5 % de significancia através do programa Minitab Statistical Software 21 para
verificar se houve diferenca estatistica entre as amostras de PANC quantos aos parametros de

teor de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante.
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3.1 Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante
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Embora nos ultimos anos as analises de compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante tenham sido amplamente pesquisadas em todo mundo, poucos estudos foram

realizados para avaliar as PANC disponiveis no Brasil. A Tabela 2 apresenta os teores de

compostos fenolicos totais bem como a capacidade antioxidante das amostras de PANC.

Tabela 2- Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante de Plantas Alimenticias

N&o Convencionais (PANC)
Analise
Amostra DPPH (EC50
CFT (mg ABTS (uM FRAP (uM expresso em g de
GAE/100g) Trolox/g) sulfato ferroso/g) amostra/g de
DPPH)
Jambu (Ao) 1.803,33+5,69° 132,37 £3,62° 650,74 +29,97° 379,50 + 12,28%"
Bertalha (Ba) 872,83 + 32,10/ 58,53 + 3,06 76,99 + 2,36' 1.406,06 + 56,00"
Chuchu-de-vento (Cp) 782,13 + 11,82" 29,93 + 0,48" 107,34 + 3,38' 1.809,11 + 167,23°
Capicoba (Ev) 3.323,85+18,80° 246,50 +4,80° 628,82 + 25,87" 265,96 + 6,87"
Vinagreira-roxa (Ha) 1.711,03+3,66" 190,82 +11,41" 441,81 +22,85° 591 + 6,59¢
Vinagreira (Hs) 1.441,53 + 63,479 118,64 +5,19° 280,54 + 9,89' 1.426,17 + 21,78"
Almeir&o-de-arvore (Lc) 1.346,50 + 23,65" 126,12 +2,17° 382,88 + 2,32° 511,18 + 10,14%"
Ora-pro-ndbis sem espinho | " " b
P) 485,03 + 4,13 45,21 +0,51¢ 170,99 + 14,55"  2.668,43 + 216,23
a
Ora-pro-ndbis com espinho _ ] .
¢ 942,61 + 19,14 72,81+1,35 175,01 + 5,349 1.005,29 + 11,97°
dy

Azedinha (Ra) 1.053,83+7,78'" 188,19 +2,51° 226,51 + 4,38" 596,84 + 4,60°
Peixinho (Sh) 2.543,36 + 16,18° 402,30 + 14,36°  1.301,88 + 44,63" 182,98 + 6,76'
Capuchinha folha (Tm-L)  2.227,52+13,37° 75,69 + 3,32 377,29 + 4,79° 357,77 + 4,259
Capuchinha flor (Tm - F) 3.144,50 + 38,70 28528 +12,33° 571,97 + 4,15° 612,94 + 6,52"
Taioba folha (Xs — L) 1.072,48 + 14,84' 82,68 + 2,06 197,13 +5,01%" 894,17 + 1,79
Taioba talo (Xs — S) 269,07 +0,39™ 29,04 +1,91" 210,13 +1593"  4.219,15 + 258,09

Valores expressos na mesma coluna seguidos de letras diferentes indicam diferenga estatistica (p < 5%). Valores medios + desvio padrao (n

= 3). Resultados expressos em base seca. EC50: Quantidade de amostra necessaria para reduzir a concentracéo inicial do radical DPPH em

50%. CFT = Compostos fenélicos totais. GAE = Acido Galico Equivalente.

Os teores de compostos fenolicos totais variaram de 269,07 mg GAE/100 g para o

talo da taioba (Xs-S) a 3.323,85 mg GAE/100 g para a folha da capigoba (Ev). Resultado ja

esperado, visto que as folhas sdo consideradas as principais fontes de compostos bioativos,
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como carotenoides e compostos fendlicos (MARIUTTI et al., 2021; MILIAO et al., 2022). Os
teores de compostos fendlicos totais das PANC folhosas supracitadas sdo semelhantes aos
relatados para hortalica convencional almeirdo (2.680 mg GAE/100 g (BEZERRA et al.,
2017) e superiores aos apresentados para a couve (230,20 mg GAE/100 g) (RIGUEIRA et al.,
2016) e alface (1.690,00 mg GAE/100 g) (TIVERON et al., 2012).

Para avaliar a capacidade antioxidante, as amostras de PANC foram submetidas a
diferentes testes, 0 que permitiu uma avaliacdo mais ampla do potencial antioxidante das
PANC. Os métodos utilizados foram o do ABTS, FRAP e DPPH, que de acordo com Rufino
et al. (2010), sdo as técnicas mais amplamente utilizadas. O mecanismo de acdo desses
métodos baseia-se na doacdo de um elétron pelo antioxidante para o radical livre, reduzindo
os intermediarios oxidados para a forma estavel (TENA; MARTIN; ASUERO, 2020).

De modo geral, a capacidade antioxidante das PANC analisadas variou conforme
a espécie e 0 método, apresentando valores superiores ou inferiores aos encontrados em
algumas folhosas convencionais, como agrido (97,10 uM de Trolox/g), alface (85,80 uM de
Trolox/g), chicéria (54,90 uM de Trolox/g), espinafre (41,20 uM de Trolox/g), salsa (30,70
uM de Trolox/g), racula (25,50 uM de Trolox/g) e acelga (25,40 uM de Trolox/g) pelo
método ABTS, e cebolinha (130,80 uM de sulfato ferroso/g), rucula (113,80 uM de sulfato
ferroso/g), salsa (104,80 uM de sulfato ferroso/g) e acelga (50,50 uM de sulfato ferroso/g)
pelo método FRAP (TIVERON et al., 2012).

Com base nesses resultados, as PANC apresentam-se como uma fonte interessante
de compostos fendlicos na alimentacdo. Uma vez que o consumo desses compostos vem
sendo associado a diversos efeitos benéficos a salde, como a prevencdo de doengas
cardiovasculares, cancer, doencas inflamatdrias, doencas neurodegenerativas e distirbios
gastrointestinais (THAKUR et al., 2020). Esses dados reforcam a importancia de uma

alimentacéo variada e equilibrada.

3.2 Perfil quimico

Embora o teor de compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante possam
ser um indicador dos potenciais beneficios das PANC, a identificagdo dos possiveis
compostos fitoquimicos presentes nas PANC nos traz dados mais contundentes. Assim, 0
perfil quimico das amostras de PANC secas e de suas respectivas fracfes bioacessiveis foi
tracado baseado em informacfes, mediante fragmentacdo e comparacdo com dados ja

relatados na literatura cientifica. A tentativa de identificacdo de compostos utilizando PS/MS
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ocorreu nos modos de ionizagdo positivo e negativo e estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Esses compostos pertencem a diversas classes quimicas, como a dos acidos
fenolicos, flavondides, alcaloides esteroides, diglicosideos, &cidos graxos, aminoacidos,
acidos organicos, entre outras. Sendo a classe dos flavondides a que apresentou a maior
quantidade de compostos possivelmente identificados, nos dois modos de ionizagéo.

Observa-se na Tabela 3, que o perfil quimico apresentado para as amostras e
respectivas fragdes bioacessiveis diferiram, indicando que o processo de digestdo
gastrointestinal in vitro interfere na disponibilidade dos fitoquimicos. Nas fracOes
bioacessiveis das amostras de almeirdo-de-arvore (Lc), azedinha (Ra), bertalha (Ba), folha da
capuchinha (Tm-L) e ora-pro-ndbis com espinhos (Pa;), ndo foi observado nenhum composto
anteriormente identificado nas amostras secas. Assinalando que o processo de digestdo in
vitro pode ter causado a degradacdo ou a formacdo de novos compostos derivados. Fatores
relacionados a complexidade molecular, que poderé interferir na estabilidade do composto, e
propriedades quimicas dos compostos, que varia de substancia para substancia, bem como
alteracdes de pH durante o processo de digestdo e a interagdo com outros constituintes da
matriz alimentar como minerais, fibras, proteinas, podem justificar essas alteracdes
(ALMINGER et al., 2014; GULLON et al., 2015; BERGANTIN et al., 2017; RAMOS et al.,
2023).

No entanto, foi possivel constatar que amostras da mesma familia boténica
apresentaram semelhancas no perfil quimico, detectadas no modo de ionizacdo positivo.
Observa-se que nas amostras almeirdo-de-arvore (Lc) e jambu (Ao), pertencentes a familia
das Asteraceae, 0s compostos acido feruloilquinico (m/z 368) e quercetina 3-O-(6"-O-malonil)
glicosideo (m/z 550) foram detectados antes do processo de digestdo gastrointestinal in vitro.
Ja o composto luteolina 7-O-rutinosideo (m/z 594) foi identificado nas amostras apds digestdo
gastrointestinal in vitro. Esse composto pertence a classe dos flavonoides, subclasse das
flavonas, e ja foi anteriormente identificado em alfaces (KIM et al., 2019), alcachofra (YANG
et al.,, 2020), e cha Honeybush (JOUBERT et al., 2010). Os flavonoides vém sendo
relacionados a efeitos benéficos a salde, principalmente pelo potencial antitrombético, ou
seja, prevencdo da formagdo priméaria de codgulos pela inibicdo da agregagdo plaquetéria
(BOJIC et al., 2019). Neste contexto, a luteolina-7-O-rutinosideo demonstrou possuir agio
vasorrelaxante em musculatura lisa do vaso aortico de ratos (BABAEI et al., 2008), assim
como, atividade anticoagulante e antiplaquetaria (YOON et al., 2015), indicando, assim, o
potencial beneficio do almeirdo-de-arvore (Lc) e do jambu (Ao) na prevencdo de eventos

cardiovasculares.
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Tabela 3 — Perfil quimico de Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) por Paper Spray Mass Spectrometry (PS/MS) no modo

positivo
Tentativa de Ao Ba Cp Ev Ha Hs Lc Pa Pa; Ra Sb Tm-L Tm-F Xs-L Xs-S
m/z  MS/MS . . Referéncia
identificacéo | 1 B | B I B 1
Alcaloides
194, 168, Nascimento et
149,131, (2E,6Z,8E)-N-isobutil- al. (2020)
. . Savic et al.
222 123,121, 2,6,8-decatrienamida X - - - - - - - T (2020)
107,93, (Espilantol) Stein et al
81, 67 (2021)
280, Zhang et al.
280 237, Tatarina A - - - - - X X - X (2014), Ma et al.
236 (2019)
425 425 Jervine - - - - - - - . . ldis et al
(2022)
Amino&cidos
. . Wahman et al.
161 161 Di-L-alanine - - - - - X - - X
(2021)
Abu-Reidah et
al. (2015), Ma
189, 188,
. et al. (2019),
205 170,164, L-triptofano - - - - - X - - -
Wahman et al.
159 .
(2021), Liao et
al. (2012)
o Abu-Reidah et
367 331 Fructosil-triptofano - - - - - X X - -
al. (2015)
Betacianina
Betanina-5-O-f- Mosquera et al.
551 389 ) - S
glucoside (2020)
2-Decarboxy- Mosquera et al.
593 507 - - - - - - - - -

phyllocactin

(2020)
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Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pa;

Ra

Sb

Referéncia

m/z  MS/MS
389,
593
345

6'-O-malonil-2-

decarboxibetanina

Barbosa et al.
(2017)

Betaxantinas

Threonina-betaxantina

Fenilalanina-

betaxantina

Dopa-betaxantina

Mosquera et al.
(2020)
Svenson et al.
(2008)
Svenson et al.
(2008)

313 269
359 315
391 347
Fatty acid
131, 121,
109, 95
ogy 9784,
83,81
284 157,88

Acido a-Linolénico

Acido oleico

Etillpalmitato

Tm-F
I B
X X

Abu-Reidah et
al. (2015)
Cruz et al
(2016)
Cruz et al
(2016)

Flavonoides

273 143
285 285
284,
256
301
286
258

Butein

Acacetina

Chrisoriol

7-Metoxi 2'-hidroxi
genistein (Cajanin)

Diosmetina

Xs-L
I B
X -
X -
X X

Xs-S
|

X -
X -
X X

Al-Yousef et al.
(2020)

Wahman et al.

(2021)
Abu-Reidah et
al. (2015),
Wahman et al.
(2021)
Ammar et al.
(2020)

Abu-Reidah et
al. (2019)
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m/z

MS/MS

Tentativa de

identificacéo

Referéncia

302

317

319

331

345

481

491

499

551

579

302,
283

302

301

331

315,
299,
287
319

491

287

551,
465,
303

289

433

271

579,
315,
301

Peonidina

Isorhamnetina

Miricetin

Tricin

Dihidroxi-

trimetoxiflavona

Miricetina-3-hexosideo

Cianidina  3-O-(6"-O-
acetilglicosideo)
Cianidina-3-O-

glicosideo

Quercetina 3-0-(6"-O-

malonil) glicosideo

Eriodictiol-O-
rutinoside
Pelargonidina-

ramnosil-glicosideo

Apigenin 7-0-
rutinoside

Kaempferol dimetil éter
dipentosideo/
Peonidina-3-O-xilosil
ramnosideo
Naringenina 7-0O-
neohesperidoside
(naringina)

X X X X

Xs-L
I B
X X
X -
X X
X X

Xs-S
|

X X
X X
X X

Wahman et al.
(2021)

Abu-Reidah et
al. (2019)
Wahman et al.

(2021)
Wahman et al.
(2021)

Ammar et al.
(2020)

Roncheti (2018)

Kim et al
(2019)

Tardugno et al.
(2018)

Bergantin et al.
(2017), Kim et
al. (2019)
Abu-Reidah et
al. (2015)
Barrio et al.
(2018)
Abu-Reidah et
al. (2019)

Al-Yousef et al.
(2020), Zhang et
al. (2014)
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m/z

MS/MS

Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pat

Ra

Sb

Tm-L

Tm-F

Xs-S

Referéncia

581

593

595

581,
273
561,
519,
489,
399

287
449

447

617

595,
431

433,
367,
337

433

431,

413,
170

433,
367,

Kaempferol 3-0-

arabinosilgalactosideo

Cianidina 3-
sambubiosideo

Peonidina
dirhamnosideo

Escolimésido
Apigenina-6,8-di-C-

glucopiranésido
(Vicenina 2)

Saponarin

Kaempferol rutinoside

Kaempferol-3-0-(6-O-

p-cumaroil)

glicosideo
(Potengriffioside A)
Kaempferol 3-0-

neohesperidoside

Xs-L
I B
- X
X X
X X
X X

Kim et al
(2019)
Abu-Reidah et
al. (2015)

Chiung-Huei et
al. (2011); Peng
etal. (2011);
El-Shiekh et al.
(2020); Sayago-
Ayerdi et al.
(2021)
Al-Yousef et al.

(2020)
Kim et al
(2019)
Abu-Reidah et
al. (2015),
Wahman et al.
(2021)
Wahman et al.
(2021)

Abu-Reidah et
al. (2015)
Abu-Reidah et
al. (2015)

Hagq et al. (2019)
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m/z  MS/MS

Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pa;

Ra

Sb

Tm-L

Xs-L

337,
271
449,
271

287

595,
449,
287
383,
353

481,
597 465,
303

609,
579,
609 463

299

611,
449
o
611,
449,
287

643 481

Cianidina-rhamnosyl-
glucosideo

Cianidina 3-(6"-
coumaroyl) glucoside

Luteolin-7-0O-
neohesperidoside

Diglucosil apigenina

Delphinidina 3-
sambubiosideo

Peonidina-3-(p-
coumaroyl-
glucoside) isbmero
Diosmetina-

neohesperidoside
Luteolin-3’,7-di-O-
glucoside
Kaempferol-3-
dihexosideo
Cianin
(cianidina
glucoside)

3,5-di-O-

Myricetina -3-
dihexoside

Tm-F
I B
- X
X -

Glicoside

360 314

Trigloquinina 11

Xs-S )

I Referéncia
Barrio et al.
(2018)

Sarkar et al.
(2017)

__  Liao et al
(2012)
Abu-Reidah et
al. (2019)
Peng et al

R _ (2011); El-
Shiekh et al.
(2020)

_ _  Al-Yousef et al.
(2020)
Abu-Reidah et
al. (2015)
Wahman et al.
(2021)
Roncheti (2018)
Kim et al

_ _ (2019)
Roncheti (2018)
Abu-Reidah et

- X

al. (2015)
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m/z

MS/MS

Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pa;

Ra

Sb

Tm-L

Tm-F

Xs-L

Xs-S

Referéncia

Acidos hidroxicindmicos

165

339

355

369

443

147,
119
377,
339,
321,
147
393,
377
391,
195
481,
443,
425,
297,
279

Acido p-cumarico

Acido 3-p-

Cumaroilquinico

Acido (1,5)-0-
cafeoilquinico

Acido feruloilquinico

Acido (2R,3R)-2,3-di-

O-p-cumaroiltartarico

Kim et al
(2019)

Bazylko et al.
(2013); Kim et
al. (2019)

Kim et al
(2019)
Kim et al
(2019)
Kim et al
(2019)

liridéides

197

499

179,
161,
135,
107,
151

335

Loliolide

Verproside Il

Abu-Reidah et
al. (2019); Haq
et al. (2020)

Abu-Reidah et
al. (2015)

Acidos organicos

139

213

121,

111, 97,
93,79

196,
195,

Acido 4-
hidroxibenzoico

Acido 2,4,5-

trimetoxibenzoéico

Al-Yousef et al.
(2020)

Zhang et al.
(2014), Ma et al.
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Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pa;

Ra

Sb

Tm-L

Xs-S

Referéncia

(2019)

m/z  MS/MS
137, 95
Outros
135 135
150,
149
107, 79
282 201

Hidroxicoumarina

N-benzilacetamida

Laurocapram

Tm-F
I B
X X

El-Shiekh et al.
(2020)
Cruz et al

(2016)
Abu-Reidah et
al. (2015)

Fenilpropanoide

N-Feruloiltiramine

Acido rosmarinico

Al-Yousef et al.

(2020), El-
Shiekh et al.
(2020)

Abu-Reidah et
al. (2015)

y-Tocoferol

Torres et al.
(2022)

22-desidrocolesterol

f-Sitosterol/
y-Sitosterol

Al-Yousef et al.

(2020)
Malek et al.
(2009); Torres et
al. (2022)

Hexdsido de 4cido

(iso)vanilico Il

Xs-L
I B
X -
X X

Abu-Reidah et
al. (2015)

177

145
314

136,

121

344
361

329
Quinona
416 417,

416
Esteroides

393,
393

273

396,
414 381,

329
Tanino
331 123
Terpenos

261,
279

149

7a-Hidroxi-14,15-
dinorlabd-8(17)-en-13-

Hagq et al. (2020)
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m/z

MS/MS

Tentativa de

identificacéo

Ao

Ba

Cp

Ev

Ha

Hs

Lc

Pa

Pat

Ra

Sb

Tm-L

Tm-F

Xs-S

Referéncia

349

357

441

475

499

537

553

579

611

331,
258,
130
339
423,
203,
189,
161
423,
231,
189

285

481,
463,
385
481,
444
535,
369,
171
519,
485,
355

567

ona

Geraniol-

dinitrobenzoato

Salviacocina

Cucurbita-5,23-dieno-

3,7,25-triol
(3B,7B,23E)-forma

Cucurbita-5(10),6,23-

trieno-3,25-diol

forma

Salvinorina C |

Cucurbitacina S

13-cis-B-caroteno / di-

cis-B-caroteno
Miriconaldi
semicarbazona

Cucurbitacina E

Humilinolide C

Xs-L
I B
X X
- X

Abu-Reidah et
al. (2015)

Hag et al. (2020)
Hag et al. (2019)

Hag et al. (2019)

Abu-Reidah et
al. (2019)
Hagq et al. (2019)

Neves et al.
(2021)
Abu-Reidah et
al. (2019)

Hagq et al. (2019)

Abu-Reidah et
al. (2015)
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Com relacdo as amostras de ora-pro-nébis com e sem espinhos (Pa e Pa)
(Cactaceae), observou-se que os terpenoides B-Sitosterol (m/z 414) e y-Sitosterol (m/z 414) e a
betacianina 6'-O-malonil-2-descarboxibetanina (m/z 593) foram detectados na fracéo
bioacessivel das duas amostras. Dentre os terpendides identificados, destaca-se o B-Sitosterol,
que € um composto naturalmente presente nas membranas das células vegetais com estrutura
quimica semelhante ao colesterol (PONNULAKSHMI et al., 2019). Possui varias acbes
bioldgicas, como efeitos ansioliticos e sedativos, analgésicos, imunomoduladores,
antimicrobianos, anticancerigenos, anti-inflamatérios, hipolipemiante, hepatoprotetor, efeito
protetor contra doengas respiratorias, efeito cicatrizante, atividades antioxidantes e
antidiabéticas (BABU; JAYARAMAN, 2020), indicando os varios beneficios & saude da
populacdo ao se consumir ora-pro-nobis. O sitosterol também foi identificado por Souza et al.
(2022) em amostras de folhas de ora-pro-ndbis.

Comportamento semelhante foi observado para as amostras da familia Malvaceae
(sépala da vinagreira (Hs) e vinagreira-roxa (Ha)). O composto dipentdsido de éter dimetilico
de kaempferol (m/z 579), e as antocianinas cianidina-3-sambubiosido (m/z 581), delfinidina-3-
sambubiosido (m/z 597) e isdbmero peonidina-3-(p-cumaroil-glicosideo) (m/z 609) foram
identificados nas amostras. No entanto, apenas 0 composto m/z 579 permaneceu nas
respectivas fracdes bioacessiveis. Alguns estudos indicam que a cianidina sambubidsido e
delfinidina sambubiosido sdo as principais antocianinas presentes no género Hibiscus (DE
MOURA et al., 2019; MAJDOUB et al., 2021). A degradacdo desses compostos ao longo da
digestdo gastrointestinal in vitro, em amostras de vinagreira, foi anteriormente relatada por
Sayago-Ayerdi et al. (2021). Essa reducdo ocorre provavelmente devido a exposi¢do ao calor
(37°C) por um periodo prolongado (2 horas), durante a simulacdo da digestéo in vitro.

A Tabela 4 apresenta todos o0s possiveis compostos identificados no modo de
ionizagdo negativo. Assim como no modo positivo, foram constatadas alteragdes no perfil
quimico de todas as amostras apds o0 processo de digestdo gastrointestinal in vitro. As
amostras apresentaram, em suas respectivas fracdes bioacessiveis, a manutencdo de pelo
menos trés compostos ja identificados nas amostras antes do processo de digestdo
gastrointestinal in vitro, com excecdo das amostras bertalha (Ba) e talo da taioba (Xs-S). A
manutencdo destes compostos € algo positivo, uma vez que se mostram bioacessiveis para

exercerem suas funcdes bioldgicas no organismo.
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Tabela 4 - Perfil quimico de Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) por Paper Spray Mass Spectrometry (PS/MS) no modo

m/z MS/MS

Tebtativa de

identificacao

Referéncia

Aminoacidos e derivados

219 157
197, 130
342 180

5-Hidroxitriptofano

v- Glutamil-leucina

Frutosil tirosina

Abu-Reidah
(2015)

Abu-Reidah
(2015)

Abu-Reidah
(2015)

et al.

et al.

et al.

Antraquinonas

Crisofanol

Emodin

Physcion

Maet al. (2012)
Wang et al. (2018)

Ma et al. (2012)
Wang et al. (2018);
Hagq et al. (2020)

Betanina

Mata et al. (2016)

253 225
269 225, 154
283 268
Betalaina

551 389
Cumarina

177, 149,
133,93

339 177

6,7-Dihidroxicumarina

(Esculetina)

Esculin

Ma et al. (2019)

Ferrare et al. (2018)

Acido Graxos

229 185
277 277
281 281
293 293, 265
293 236;,8221,
295 2771,71195,

Dimetilsebacato (derivado

do 4cido sebécico)
Acido linolénico

Acido oleico

Acido 13-ceto-97,11E-

octadecadiendico
Acido hidroxi-
octadecatrienoico

Acido a-artemisélico

negativo

Ao Ba Cp Ev Ha Hs Lc Pa Pat Ra Sb Tm-L Tm-F Xs-L Xs-S
| B B I B B 1 B 1 B I B I B
- - - - - - - - - X - -
- - - - - - - - - X - -
- - - - - - - - X - - -
- - - - X - - - - - - - -
X - X - - - - - - - - -
X - X - - - - - - - - -
- - - - X - - - - - - - -
- - - - - - - - X X X -

Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Torres et al. (2022)

Seukep et al. (2020)

Seukep et al. (2020)

Aghakhani et al.
(2017)
Abu-Reidah et al.
(2015)



309, 291
309 277,263
211, 197
309 201
311 311,296
293
311 293,275
253, 223
313 241,183
327,299
321 229, 211
327 171
329, 311
329 229,211
171, 139
291, 165
329 197
229,211
329 171, 139
339 339
Flavonoides
213,211
255 171, 145
283 268,240
283 268
285, 267
257, 241
285 217,201
199, 175
151
269, 245
287 243,225
197
289 245

Acido linolénico 13-
hidroperéxido

Acido hidroxi-trans-di-
epoxi-octadecendico

Acido eicosanéico

Acido linolénico 13-
hidroperdxido |
Acido 9,12-di-hidroxi-10-
octadecenoico

Acido oxiranedioctanéico

Trihidroxi-10,15-
octadecadienoato | (acido
corcorifatico F)

Acido pimélico

Acido tianshico

Acido trihidroxi-10-trans-
octadecendico
Acido 17-
hidroxiyohimban-16-
carboxilico

Pinocembrina

Acacetina

Metilapigenina

Luteolin

Fustin

Eicatequina

134

Abu-Reidah et al.
(2015); Shazly et al.
(2021)
Abu-Reidah et al.
(2015)

Shazly et al. (2021)

Abu-Reidah et al.
(2015)
Abu-Reidah et al.
(2015)

Shazly et al. (2021)

Abu-Reidah et al.
(2015)

Seukep et al. (2020)

Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Abu-Reidah et al.
(2015)

Aghakhani et al.
(2017)

Moreira (2014)

Moreira (2014)
Hossain et al. (2010)

Moreira (2014);
Abidi et al. (2018);
Shazly et al. (2021)

Abidi et al. (2018),
Ammar et al. (2020)

Abu-Reidah et al.
(2015)



299

299

300

301

305

313

313

313

315

329

329

343

355

357

363

378

431

284, 271,
268, 267,
256, 255,
242, 240,
223, 201,
197, 155,
141, 139
284, 271,

255

271

273, 257,
179, 171,
151
257

313, 298,
285

298, 283

269

315, 271,
163

314,299

314, 229,
211

328, 285

355

339, 295

363, 345

377, 275,
257
269, 268,
211, 161,
151, 135,
133

Crisoeriol / Diosmetina /
4'-Hidroxi-5,7-
Dimetoxiflavanona /
Kaempferida

7-Metoxi 2'-hidroxi
genisteina
(Cajanin)
Eter Metilico de
Kaempferol

Quercetina / Hesperetina

Galocatequina

3'7-dimetil luteolina
Dihidroxi-
dimethoxiflavona

Ladaneina

Isorhamnetin

Tricin I/ Tricin 11/ Tricin
1]

Hidroxi-di-O-metil
luteolin
Dihidroxi-

trimethoxiflavona
6-C-hexosil-genkwanin
Santaflavona

Derivado de tetra-O-
metilcatequina

Monoacetato de miricetina

Apigenin-7-O-glucoside

135

Moreira (2014);
Aghakhani et al.
(2017)

Abidi et al. (2018);
Ammar et al. (2020)

Hirschmann et al.
(2015)

Abidi et al. (2018) /
Desta et al. (2016)

Fuel et al. (2021)

Shazly et al. (2021)

Ammar et al. (2020)

Peter et al. (2015)

Shazly et al. (2021)

Abidi et al. (2018);
Ammar et al. (2020)

Abu-Reidah et al.
(2019)

Ammar et al. (2020)

Ferreres et al. (2006)
Abu-Reidah et al.
(2019)

Shazly et al. (2021)

Hirschmann et al.
(2015)

Bergantin et al.
(2017); Seukep et al.
(2020)



431

445

447

447

447

447

447

461

463

463

475

413, 341,
311, 269

269

327, 285,
284, 255

447, 321,
285, 255

447, 285

285

429, 357,
327,285

461, 285

301, 300

463, 301,

300, 271,

255, 179,
151

299

6-C-Hexosil-apigenin / 8-
C-Glucosil-apigenin /
Isovitexina

Apigenin 7-O-glucuronide

Kaempferol-7-O-glucoside

Kaempferol 3-O-glucoside

Luteolin 7-O-glucoside
(cinaroside)
Cianidina 3-O-glucoside
(kuromanina)
Luteolin-8-C-glucoside

(orientina)

Kaempferol-3-O-
glucuronideo/ Luteolina-7-
O-glucuronideo

Quercetina-7-0-
galactoside

Quercetina 3-O-glucoside
(isoquercitrina)/
Quercetina 3-O-

galactoside (Hiperoside)/

Quercetina-3-O-hexoside

Kaempferol glucuronide

136

Ferreres et  al.
(2006)/ EI-Hawary et
al. (2011)/ Abu-
Reidah et al. (2015)
Kim et al. (2019)
Bergantin et al.
(2017)

Bazylko et al. (2013)
Bazylko et al
(2013); Aghakhani et
al. (2017); Kim et al.
(2019)

Kim et al. (2019)

Kim et al. (2019)

Abu-Reidah et al.
(2015)

Tardugno et al.
(2018), Liberal et al.
(2021), Rolnik et al.
(2021)

Bergantin et al.
(2017)

Leo et al. (2010);
Bazylko et al.
(2013); Jiménez-
Aspee et al. (2014);
Hifrawy et al.
(2016); Abidi et al.
(2018); Barrio et al.
(2018); Wang et al.
(2018); Ammar et al.
(2020); Méndez et
al. (2020); Rolnik et
al. (2021); Shukurlu
etal. (2021)

Glrbiz et al. (2019)


http://phenol-explorer.eu/compounds/319

477

479

505

505

505

505

519

533

533

549

549

563

571

593

477,301,
273, 179,
151

479

505, 463,
301, 300

463; 445;
301; 271,
151

301

463, 445,
301, 300,
271

301

489
486, 371

387

549, 463

545, 473,
443, 383

571, 285

473, 447,
429, 285,
284, 255

Quercetina-3-O-
glucuronide

Gossipetina-8-glicosideo
(Gossipin)

Quercetina 7-O-(6"-acetil-
glicosideo)/quercetina
acetilgalactosideo

Quercetina acetil
glucoside

Quercetina 3-O-(6"-O-
acetil) glucoside
Quercetina-3-O-hexosil-

6"-acetate

Quercetina-3-0-(3-0-
acetyl-p-D-
glucuronopiranoside)
Derivado de kaempferol
Dimetil-delfinidin-glucosil
acetato
Hidroxiarctigenina-O-
hexosideo
Quercetina
malonilglicosideo /
Quercetina-O-
malonilhexosideo

Shaftoside
Diidrofilonatiflavona

Kaempferol-3-0O-
rutinoside

137

Ferrare et al. (2018);
Tardugno et al.
(2018); Nascimento
et al. (2020);
Shukurlu et al.
(2021)

Shazly et al. (2021)

Bergantin et al.
(2017); Ferrare et al.
(2018); Sut et al.
(2020); Rolnik et al.
(2021)

Bazylko et al.
(2013); Hifnawy et
al. (2016); Gurbuz et
al. (2019)

Kim et al. (2019)

Desta et al. (2016);
Abidi et al. (2018)

Nascimento et al.
(2020)

Bazylko et al. (2013)
Ezzat et al. (2017),
Salem et al. (2020)
Abu-Reidah et al.
(2019)

Bazylko et al.
(2013); Liberal et al.
(2021); Rolnik et al.
(2021)

Zhang et al. (2014);
Abu-Reidah et al.
(2015)

Shazly et al. (2021)
Leo et al. (2010);
Zhang et al. (2014);
Garcia et al. (2019);
Torres et al. (2022)



593

595

607

609

609

611

623

627

651

695

575, 503,
473, 353

463, 445,
300, 301

607

463, 343,
301, 300,
271

447, 285

316

477, 447,
315, 300

507

609, 591,
301, 255

651

Vitexin-O-glucoside

Quercetina 3-
sambubioside

Diosmetina-7-O-rutinoside

Quercetina-O-hexosil-O-
rhamnoside/
Quercetina-7-O-p-
cumaroil glucoside /
Rutina

Kaempferol dihexoside

Miricetina 3-
arabinogalactosideo

3-O-Rutinosil
isorhamnetin /
Isorhamnetin-3-O-[a-
ramnopiranosil-(1—6)-B-
glucopiranésido] /
Isorhamnetin rutinosideo

Calodendrosido A

Quercetina-acetil- O-
hexosideo-O- ramnosideo
/Quercetina-O-(O-acetil-

glucopiranosilramnopiran6
sido)/ Kaempferol-acetil-
3-0O-soforésido
Derivado de kaempferol

138

Abu-Reidah et al.
(2015)
Rodriguez-Medina et
al. (2009); Salem et
al. (2020)
Al-Yousef et al.
(2020)

Moreira (2014);
Bergantin et al.
(2017); Sut et al.
(2020)

Bazylko et al.
(2013); Koike et al.
(2015)
Rodriguez-Medina et
al. (2009), Parafso et
al. (2019)

Ferreres et  al.

(2006); Jiménez-
Aspee et al. (2014);
Mata et al. (2016);
Aghakhani et al.
(2017); Abu-Reidah
et al. (2019); Garcia
et al. (2019); Gurbiiz
et al. (2019); Shakeri
etal. (2019)
Abu-Reidah et al.
(2015)

Sut et al. (2020)
Nascimento et al.
(2020)

Bazylko et al. (2013)



Quercetina pentosil
ramnosilhexosideo
Quercetina-O-pentosideo-
O-rutinosideo
Kaempferol soforosideo-
ramnosideo

139

Pacheco et al. (2019)

Garcia et al. (2019);
Torres et al. (2022)
Abu-Reidah et al.
(2015)

741 609, 301
721 609,591
301, 300
755 593
Glicosideo
358 314
387 225,163
439 439

Trigloquinina |

Hexdsido de acido
tuberénico |

Cicoriosideo B

Abu-Reidah et al.
(2015)
Abu-Reidah et al.
(2019)
Rolnik et al. (2021)

Acidos hidroxicinamicos

179, 161
135
193,178
193
149,134
206 147
179, 161
207
135
223 208,179
255 193,179
295, 251
2% 179 115

Acido cafeico

Acido Ferdlico / Acido

Isoferdlico

Derivado do &cido

cindmico
Caffeate etilicol
Acido sinapico

Acido piscidico

Acido cafeoilmalico

Hossain et  al.
(2010); Peng et al.
(2011); Abu-Reidah
et al. (2015);
Bergantin et al.
(2017); Wang et al.
(2018); Gurbuz et al.
(2019)
Jiménez-Aspee et al.
(2014); Abu-Reidah
et al. (2015);
Cabafias-Garcia et
al. (2019); Shazly et
al. (2021)

Cabafas-Garcia et
al. (2019)

Moreira (2014)

Cabafas-Garcia et
al. (2019)

Mata et al. (2016);
Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Tardugno et al.
(2018)

Nascimento et al.
(2020)



311

325

325

337

328

341

353

353

353

355

311, 293,
179, 149,
135

163, 161,
119

163

191, 173,
163
310, 162,
135
341, 251,
233, 203,
179, 161,
135

353, 262,
217,191,
179, 173,
161, 135

191, 179,
173,135
353, 191,
179, 173,
135

193

Acido caftarico
Isdbmero
cumaroilhexosideo
Acido fertarico

Acido cumaroilquinico

(S)-N-trans-
feruloiloctopamina

O-hexosideo do &cido
cafeico

Acido cafeoilquinico ou
acido clorogénico

Acido criptoclorogénico
Acido neoclorogénico

Hexdsido de acido fertlico

X - -
X - -
X - -
X X X
X X -
X X -

X

X

X X

X

140

Lee et al. (2009);
Garcia et al. (2019);
Kim et al. (2019);
Torres et al. (2022)
Moreira (2014);
Abu-Reidah et al.
(2015)
Cabafias-Garcia et
al. (2019)

Bazylko et al. (2013)
Pacheco et al. (2019)
Zhang et al. (2014)
Ma et al. (2019)
Hossain et al.
(2010); Shakeri et al.
(2019); Shazly et al.
(2021)
Rodriguez-Medina et
al. (2009); Hossain
et al. (2010); Peng et
al. (2011); Bazylko
et al. (2013); Koike
et al. (2015);
Bergantin et al.
(2017); Ergun et al.
(2018); Ferrare et al.
(2018); Tardugno et
al. (2018); Wang et
al. (2018); Abu-
Reidah et al. (2019);
Shakeri et al. (2019);
Salem et al. (2020);
Rolnik et al. (2021);
Séayago-Ayerdi et al.
(2021)

Moreira (2014)

Hirschmann et al.
(2015); Kim et al.
(2019)
Abu-Reidah et al.
(2019)



Acido 5-feruloilquinico

Acido 2-feruloil piscidico

Acido dicafeoiltartarico
(&cido chicorico)

Acido cafeoil-dihidroxi-
fenillactoiltartarico
Acido 3-O-p-cumaroil-4-
O-cafeoilquinico

Acido dicafeoilquinico

Acido 1,5-di-O-
cafeoilquinico (cinarina)

Acido isoclorogénico A

Acido 1,5-di-O-cafeoil-3-
O-succinoilquinico

Acido Tricafeolicinico

141

Bergantin et al.
(2017); Rolnik et al.
(2021); Seukep et al.
(2020)

Mata et al. (2016)
Bergantin et al.
(2017); Tardugno et
al. (2018); Liberal et
al. (2021); Rolnik et
al. (2021)

Ferrare et al. (2018)

Kim et al. (2019)

Tardugno et al.
(2018); Seukep et al.
(2020); Rolnik et al.
(2021)

Kim et al. (2019)
Kim et al. (2019)

Ferrare et al. (2018)

Moreira (2014)
Shazly et al. (2021)

Desacetilasperulosideo

Abu-Reidah et al.
(2019)

193, 191
367 173,
431 165
473,311
473 293,179
135
491 311,293
499 499
515, 353
515 335,191
179, 173
515 353,203
179, 173
515 353,179
173
615 515,353
677 677,515
Iridoides
371 371,353
311,191
Acidos Organicos
117, 99
73,57
133 115, 73

Acido succinico

Acido mélico

Mata et al. (2016);
Seukep et al. (2020)
Mata et al. (2016);
Bergantin et al.
(2017); Cabarias-
Garcia et al. (2019);

Abu-Reidah et al.
(2019)



149

151

153
163

167

169

189

191

195

197

204

207

217

315

325

377

387

131, 103

107

109
119
123, 109,
108

125

127,83

111, 93,
85

177,129

182,153

160, 132

189

199, 189

255, 153,
109

183

347

195, 149,
135

Acido diidroximetoxi

butanéico

Acido hidroxifenilacético
Acido diidroxibenzéico

Acido p-cumalico

Acido vanilico

Acido galico

Acido hibiscus

Acido Citrico

Acido gluconico
Acido siringico
Acido xanturico

Acido hidroxicitrico
Ester dimetilico do 4cido
hidroxicitrico

Hexésido do &cido
protocatecuico

Derivado de galato de
metila

Vacina A

Derivado de acetato de
acido siringico

142

Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Sayago-Ayerdi et al.
(2021)

Abidi et al. (2018)

Ma et al. (2019)

Abidi et al. (2018)
Ammar et al. (2020)

Maet al. (2012)
Wang et al. (2018)
Ammar et al. (2020)
Méndez et al. (2020)
Rodriguez-Medina et
al. (2009); Peng et
al. (2011); Sayago-
Ayerdi et al. (2021)
Abu-Reidah et al.
(2015); Mata et al.
(2016); Cabafas-
Garcia et al. (2019)
Shukurlu et al.

(2021)
Sayago-Ayerdi et al.
(2021)
Abu-Reidah et al.
(2015)

Ezzat et al. (2019);
Sayago-Ayerdi et al.
(2021)

Salem et al. (2020)

Cabafas-Garcia et
al. (2019); Sayago-
Ayerdi et al. (2021)
Al-Yousef et al.
(2020)
Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Cabafas-Garcia et
al. (2019)



435

375

Acido 2-(2-
acetoxipentadecil)-6-
hidroxi-4-metoxibenzoico

143

Hagq et al. (2020)

Others

227

282

283

293

297

327

337

409

519

555

183
150

235

263

261, 253

299

277,113

329, 241

357

555, 393

Resveratrol

Guanosine

2-Feniletil-D-
glucopiranésido

Nordihidrocapsiato

2,45-Trimetoxil-2'-butoxi-
1,2-fenil propandiol

Acido oxiranedioctanéico

Hexosido de 4cido
ascorbico
Acido vanilico-O-
glucopiranésido-6'-sulfato
Bisfenol A anidrido
diftalico

Hidroxioleuropeina

Wang et al. (2018)
Abu-Reidah et al.

(2015)
Cabafas-Garcia et
al. (2019)
Cabafas-Garcia et
al. (2019)

Zhang et al. (2014);
Ma et al. (2019)
Abu-Reidah et al.
(2019)

Abu-Reidah et al.
(2015)

Abu-Reidah et al.
(2019)

Abu-Reidah et al.
(2015)

Shazly et al. (2021)

Acidos fenélicos

191

207

297

309

191, 173,

171, 127,
111, 93,
87,85

163

135

147

Acido quinico

5-(3',4'-Dihidroxifenil)-y-
valerolactona

Acido O-Cafeoil-trednico

3,5-Dihidroxi-4-

metiloxolan-2-il
metoxi-6-hidroximetil

oxano-3,4,5-triol

Mata et al. (2016);
Bergantin et al.
(2017); Abu-Reidah
et al. (2019); Ma et
al. (2019);

Shakeri et al. (2019);

Seukep et al. (2020);
Shazly et al. (2021)

Séayago-Ayerdi et al.
(2021)
Abu-Reidah et al.
(2019)

Cabafas-Garcia et
al. (2019)
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337

515

153, 152,
109, 108

191,173

353, 341,
191

Hexdsido do acido
diidroxibenzoico
Acido cumaril quinico

Acido dicafeoilquinico/
hexésido do é&cido
cafeoilquinico

144

Abu-Reidah et al.
(2015)

Abu-Reidah et al.
(2019)

Abu-Reidah et al.
(2019)

Fenilpropanoides

Acido eucomico / Acetato
de &cido siringico

Tataramide A

N-trans-feruloil-tiramina /
N-Feruloiltiramina

Acido 2-O-trans-cafeoil-
hidroxicitrico
Fuhsioside

Feruloil-sacarose

Mata et al. (2016) /
Cabafias-Garcia et
al. (2019)

Zhang et al. (2014)
Rodriguez-Medina et
al. (2009); Zhang et
al. (2014); Ezzat et
al. (2017); Ma et al.
(2019)

Salem et al. (2020)
Youssef et al. (2022)

Abu-Reidah et al.
(2015)

Sorbitol

Sacarose

Ammar et al. (2020)

Abu-Reidah et al.
(2015); Ammar et al.
(2020)

939 195,179
149
298 280
310 312,297
178,135
369 189, 127
451 405
517 355
Acucar
181 163,119
297,179
341 119,113
101
Terpenos
149 131
275, 257
275 213
277 277,215
277,259
217 233, 205
279 261,235
323 281

Thimol
Lactucina

11pB,13-Dihidrolactucina
Ta-Hidroxi-14,15-
dinorlabd-8(17)-
en-13-um
Acido nubendico

Plebeiolide A

Hossain et al. (2010)
Seukep et al. (2020)

Rolnik et al. (2021)

Hagq et al. (2020)

Hagq et al. (2020)
Hagq et al. (2020)



323

373

429

483

537

611

251,171

373, 313,
285

267

483

519, 493

551, 491,
431

2-acetoxiacorenona

Divinatorin C

7,8,11-Trihidroxiguai-4-
en-3-ona 8-O-D-
glucopiranésido
11,13-
dihidrolactucopicrina 15-
oxalato

Acido salviandlico H/I/J

Eufopubescenol

145

Zhang et al. (2014)

Hag et al. (2020)

Cabafas-Garcia et
al. (2019)

Rolnik et al. (2021)

Abu-Reidah et al.
(2019)
Giirbiiz et al. (2019)
Abu-Reidah et al.
(2015)
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Antes do processo de digestdo in vitro ndo foi possivel identificar nenhum
composto na amostra de bertalha (Ba), no entanto, na fragdo bioacessivel foram
identificados quatro possiveis compostos, sendo eles o derivado do acido
hidroxicinamico, acido ferulico (m/z 193), o aminoacido triptofano (m/z 203) e os
flavonois kaempferol-3-rutinoside (m/z 593) e quercetina 3-rutinosideo (m/z 609).
Portanto, o processo de digestdo propiciou a presenca de importantes compostos na
bertalna. A n&o identificacdo de compostos na amostra de bertalha (Ba) antes do
processo de digestdo in vitro pode estar relacionada ao metodo de identificacdo de
compostos proposto na presente pesquisa. Como ja mencionado anteriormente, a
identificacdo dos compostos ocorreu baseada em dados j& disponiveis na literatura para
a espécie em questdo ou para espécies da mesma familia. Desta forma, a identificacdo
de compostos da amostra de bertalha ficou limitada a pesquisa em apenas um artigo
(PACHECO et al., 2019), o que pode ter influenciado neste resultado.

Com relacdo a amostra talo de taioba (Xs-S), foram listados 19 possiveis
compostos antes do processo de digestdo in vitro e outros sete diferentes compostos na
fracdo bioacessivel. Esse resultado pode estar relacionado a presenca de fibras na
amostra, ja que normalmente os talos dos vegetais apresentam teor consideravel de fibra
(STORCK et al., 2013). Jakobek e Mati¢ (2019), ao realizarem uma revisao de literatura
sobre a influéncia das fibras alimentares na bioacessibilidade de compostos fendlicos,
verificaram que as fibras reduzem a bioacessibilidade de polifendis na parte superior do
trato digestivo.

Para Palafox-Carlos; Ayala-Zavala e Gonzalez-Aguilar (2011), dois fatores
estdo envolvidos no processo de digestdo de compostos fendlicos. O primeiro é o
aprisionamento fisico dos compostos em conjuntos estruturados, como o tecido vegetal;
e 0 segundo € o aumento da viscosidade dos fluidos gastricos, restringindo o processo
de mistura peristaltica que promove o transporte de enzimas para seus substratos, sais
biliares para gordura ndo micelizada e compostos fenolicos sollveis para a parede
intestinal. No entanto, esses mesmos autores explicam que a taxa de liberagdo de
compostos fenolicos das particulas fibrosas no fluido intestinal é inversamente
proporcional ao tamanho da particula e diretamente proporcional ao gradiente de soluto
(PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011), o que
pode justificar os setes possiveis compostos detectados na fracdo bioacessivel da
amostra talo de taioba (Xs-S). Diante desses dados, o consumo de partes néo
convencionais dos vegetais, como o talo de taioba, € uma excelente opgdo do ponto de
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vista nutricional bem como ambiental, pelo aproveitamento de um residuo organico, que
geralmente é descartado, evitando o desperdicio e a geracdo de residuos.

Os sete compostos identificados no talo da taioba (Xs-S) foram o &cido
malico (m/z 133), &cido p-cumalico (m/z 163), 6,7-di-hidroxicumarina (m/z 177), acido
quinico (m/z 191), acido citrico (m/z 191), luteolina-8-C-glicosideo (m/z 447) e
calodendroside A (m/z 627). Dentre esses compostos, destaca-se o flavonoide luteolina-
8-C-glicosideo, que foi igualmente detectado na amostra de folha de taioba (Xs-L). Lam
et al. (2016), ao realizarem uma revisdao da literatura relatam que propriedades
medicinais deste composto incluem potencial antioxidante, antienvelhecimento,
antiviral, antibacteriana, anti-inflamatéria, vasodilatadora e cardioprotetora,
radioprotetora. Portanto, tanto as folhas quanto o talo de taioba séo fontes de compostos
bioativos com alegacao funcional, benéficos a nossa saude, indicando a importancia do
consumo desses vegetais.

Assim como foi observado no modo positivo (Tabela 3), os perfis quimicos
que foram obtidos no modo negativo, para amostras pertencentes a mesma familia
botanica, apresentaram perfil semelhante. Verifica-se na Tabela 4 que os compostos
acido eicosanoico (m/z 311), acido caftarico (m/z 311 e 312), isbmero coumaroil
hexosideo (m/z 325) e esculina (m/z 339) foram listados apenas nas amostras nao
digeridas de almeirdo-de-arvore (Lc), capicoba (Ev) e jambu (Ao) (Asteraceae). O &cido
caftario ja foi anteriormente identificado nos vegetais convencionais chicéria
(BERGANTIN et al., 2017) e alface (KIM et al., 2019) e o composto esculina na
chicoria (FERRARE et al., 2018). J& os flavondides monoacetato de miricetina (m/z
378), kaempferol-O-glicosideo (m/z 447) e luteolina glicosideo (m/z 447) foram
detectados somente nas respectivas fracoes bioacessiveis, provavelmente, devido a acédo
enzimética e, ou alteracdo do pH, que promoveram a liberacdo desses compostos.
Enquanto que o isémero acido dicaffeoilquinico (m/z 515) esteve presente nas trés
amostras antes e apos a digestdo in vitro. A presenca desses compostos apos a digestdo
se torna vantajosa do ponto de vista nutricional, uma vez que ao consumir essas PANC,
tais substancias estardo disponiveis para exercerem seus efeitos benéficos a nossa sadde.

Com relacdo as amostras de ora-pro-nobis com e sem espinhos (Pa e Pa)
(Cactaceae), observou-se que os compostos acido succinico (m/z 117), acido piscidico
(m/z 255), acido linolénico (m/z 277), 2-feniletil B-d-glicopiranosideo (m/z 283),
nordihidrocapsiato (m/z 293), 3,5-Dihidroxi-4-metiloxolano-2-ilmetoxi-6-
hidroximetiloxano-3,4,5-triol (m/z 309), acido caftarico (m/z 311), acido fertarico (m/z
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325) e &cido tianshico (m/z 329) foram detectados apenas antes do processo de digestdo
in vitro, em ambas as amostras. O Unico composto fen6lico em comum entre as
amostras que permaneceu apés a digestdo in vitro foi Vaccihein A (m/z 377).
Diferentemente, os acidos malico (m/z 113), citrico (m/z 191) e quinico (m/z 191) foram
identificados somente ap6s a digestdo in vitro. Esses trés &cidos organicos,
normalmente, sdo encontrados em frutos como cranberry (FONG et al., 2021) e mirtilo
(ZHANG et al., 2020). Yildirim et al. (2020) relatam que esses &cidos em conjunto
apresentam atividade anti-hemorroidaria. Mesmo que nas fracfes bioacessiveis tenham
sido identificados menos compostos, 0 consumo de ora-pro-nébis deve ser estimulado,
principalmente em combinagdo com vegetais convencionais que, em conjunto, vao
contribuir para uma dieta balanceada e nutritiva.

Comportamento semelhante também foi observado para as amostras sepala
da vinagreira (Hs) e vinagreira-roxa (Ha) (Malvaceae). O derivado de metil galato (m/z
325) foi detectado nas duas amostras nao digeridas. E os compostos acido cafeico (m/z
179) e dimetiléster de &cido de hibisco (m/z 217) apenas nas fracGes bioacessiveis. Ja o
acido hidroxicitrico (m/z 189) foi identificado nas amostras e nas respectivas fracdes
bioacessiveis, assim como observado por Sayago-Ayerdi et al. (2021). O acido
hidroxicitrico, um derivado do acido citrico, é conhecido por suprimir o ganho de peso
corporal e a sintese de gordura em animais e humanos (TOMAR et al., 2019). Além
disso, este composto vem sendo associado a inibicdo de pedra nos rins por meio da
regulacdo da cristalizacdo e da reducdo da lipoxicidade induzida por hiperoxalato
(ZHANG et al., 2023). Esses dados indicam que o consumo sépala da vinagreira (Hs) e
vinagreira-roxa (Ha) podem ser associados a efeitos benéficos a saude.

Esses resultados indicam uma semelhanca em relagdo aos compostos
bioativos, presentes em espécies vegetais da mesma familia botanica, ap6s processo de
digestdo gastrointestinal in vitro. Cosme et al. (2020) descreveram que, normalmente,
0s compostos fenolicos poliméricos séo degradados em acidos fenolicos, os flavondis
sdo decompostos em acidos hidroxifenilacéticos, as flavonas e flavanonas sdo
decompostas em acidos hidroxifenilpropiénicos e as proantocianidinas sdo degradadas
em acidos fendlicos de menor peso molecular.

Resumidamente, para que ocorra a absor¢do dos compostos fendlicos
durante a digestdo gastrointestinal, esses passam por um processo de hidrélise que pode
ocorrer em funcdo do ambiente &cido do estdbmago, do ambiente levemente alcalino (pH
de aproximadamente 8) do intestino delgado, pela acdo das enzimas do sistema
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digestivo ou pela microbiota intestinal (KONG; SINGH, 2010; THAKUR et al., 2020).
Este processo estd diretamente ligado a clivagem e liberagdo de agliconas da matriz
alimentar como resultado da atividade das enzimas digestivas (TENG; CHEN, 2019).
Essas condicdes sdo capazes de promover diversas alteracbes na estrutura dessas
moléculas, como metilacdo, dimerizacdo, hidroxilacdo e glicosilacdo, bem como
formacdo de derivados fendlicos pela degradacdo parcial da estrutura molecular
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020; VAZ et al, 2022). No entanto, essa
transformacédo também depende da estrutura quimica do composto e do tipo de alimento
ingerido (COSME et al., 2020). De forma geral, destaca-se a importancia da divulgacao
do uso das PANC, baseada em suas caracteristicas quimicas e nos diversos efeitos
benéficos a salde que 0s compostos presentes nas mesmas vém sendo associados, além
disso, essas plantas apresentam grande potencial para a producdo sustentavel e a

seguranca alimentar.

4. Conclusao

Os resultados apresentados para a capacidade antioxidante das amostras
indicam perspectivas promissoras quanto ao consumo das PANC estudadas, uma vez
que apresentam teores de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante relevante
comparando-se a alguns vegetais convencionais.

Quanto aos dados relacionados a digestdo gastrointestinal in vitro, conclui-
se que o perfil quimico da fracdo bioacessivel de todas as amostras difere do perfil
quimico apresentado pelas amostras antes do processo de digestdo in vitro, tanto no
modo positivo quanto no modo negativo. Além disso, semelhangcas no comportamento
dos compostos presentes em espécies da mesma familia botanica, foram observadas.

A técnica de espectrometria de massas no modo de ionizagdo ambiente por
paper spray demonstrou-se eficiente na avaliagdo do perfil quimico das amostras e de
suas respectivas fracGes bioacessiveis. Ressalta-se que até o presente momento nao
foram encontrados estudos na literatura que tenham utilizado a mesma técnica para
tracar o perfil quimico das PANC aqui estudadas apds o processo de digestdo
gastrointestinal in vitro.

No entanto, ressalta-se a necessidade de mais estudos que busquem

conhecer sobre as quebras dos constituintes dos alimentos durante a digestdo, pois a
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possivel eficacia dos metabolitos vegetais na saude é determinada principalmente com

base na disponibilidade desses compostos.
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Validacdo de método para analise de fenilalanina em Plantas Alimenticias N&o
Convencionais (PANC)

Resumo: A restricdo dietética de alimentos com alto teor de proteina € a principal
estratégia de tratamento da fenilcetonlria, doenca considerada um erro inato do
metabolismo associado a fenilalanina (Phe). A alimentacdo destes pacientes é
monotona, uma vez que € constituida na maioria das vezes, de alguns tipos de frutas e
vegetais, associado ao uso de férmulas isentas de Phe. Considerando que o Brasil € um
dos paises de maior biodiversidade do mundo, estudos que explorem esse potencial,
com a indicacdo de novas opcOes de alimentos vegetais, como as Plantas Alimenticias
Ndo Convencionais (PANC), que possam ser introduzidos regularmente na dieta de
pacientes com fenilcetonudria torna-se interessante. No presente estudo, foi validado um
método cromatografico para quantificacdo de Phe nas PANC estudadas no presente
trabalho, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
ultravioleta (CLAE/UV). O método validado apresentou-se seletivo para o aminoacido
Phe, com linearidade na faixa de 1 a 10 nmol/mL, ndo indicando efeito de matriz, e com
recuperacdo, repetibilidade e precisdo comprovada. Os limites de deteccdo e
quantificacdo, foram de 0,0011 mg/100 g e 0,0035 mg/100 g respectivamente. Desta
forma, o método validado foi utilizado para quantificar o teor de Phe em 15 amostras de
PANC, sendo elas almeirdo-de-arvore, azedinha, bertalha, capicoba, capuchinha flor e
folha, chuchu-de-vento, jambu, ora-pro-n6bis com espinho, ora-pro-nébis sem espinho,
peixinho, taioba folha e talo, vinagreira (sépala) e vinagreira-roxa. O teor de Phe variou
de 20,28 a 235,58 mg/100 g para as amostras talo de taioba e vinagreira-roxa
respectivamente. Foi observado que, os vegetais folhosos apresentaram maior teor de
Phe, quando comparados com o talo da taioba (20,28 mg/100 g), com o fruto de
chuchu-de-vento (32,67 mg/100 g), com a sépala da vinagreira (38,21 mg/100 g) e com
a flor da capuchinha (116,24 mg/100 g). Esses dados podem elevar potencialmente a
inclusdo desses vegetais a dieta de fenilcetonuricos. A inclusdo desses vegetais ao
tratamento podera auxiliar na diversidade alimentar e na ingestdo de nutrientes,

deixando-o0 menos mondtona e mais palatavel.

Palavras-chave: Alimentos vegetais. CLAE/UV. Fenilcetondria.
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1. Introducéo

A restricdo dietética do aminoécido essencial fenilalanina (Phe), é uma das
principais estratégias de tratamento, de uma doenca rara, com incidéncia global de 1 a
cada 23.930 nascimentos, conhecida como fenilcetonuria (HILLERT et al., 2020;
EVANS et al., 2022, GAO et al., 2023).

A fenilcetondria é provocada por um erro inato autossdmico recessivo do
metabolismo do aminoacido Phe, causado por variantes no gene que codifica a
fenilalanina hidroxilase (PHA) (YILDIZ; SIVRI, 2019; GAO et al., 2023), que
normalmente é responsavel por converter a fenilalanina (Phe) em tirosina (Try)
(MACDONALD et al., 2020). A deficiéncia desta enzima leva ao acumulo de Phe no
sangue e no cérebro, promovendo danos neuroldgicos graves e irreversiveis (EVANS et
al., 2020).

A fenilcetonlria é diagnosticada no nascimento com a adogdo quase que
universal da triagem neonatal (GAO et al., 2023). No Brasil, ocorre por meio do “teste
do pezinho”, que ¢ oferecido gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e deve
ser obrigatoriamente realizado em todo o territorio nacional (ANVISA, 2012).

Ao diagnosticar a doenca o tratamento deve ser iniciado imediatamente. E
além da restricdo dietética de alimentos com alto teor proteico como, por exemplo, leite,
carnes, ovos, nozes, cereais e gelatina, é associado ao tratamento o uso de formulas
alimentares livres de Phe, 0 que deixa a dieta restrita, mondtona e pouco palatavel
(BASSANINI et al., 2019; MACDONALD et al., 2020).

A fim de ampliar a oferta de produtos alimenticios in natura e
industrializados com baixo teor de proteina passiveis de serem consumidos pelos
pacientes com fenilcetondria e para servir como guia de referéncia para profissionais da
salde, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desenvolveu um painel
online com teores de Phe (mg/100 g). Com relacdo aos alimentos in natura, para o
desenvolvimento do painel, consideraram-se os alimentos pertencentes as classes de
frutas e hortalicas que apresentassem teores proteicos iguais ou inferiores a 5%,
totalizando, assim, apenas 74 alimentos in natura. O método utilizado para elaboracéo
da tabela foi o de estimativa, onde foi considerado que 4% do teor de proteina totais
presente no vegetal correspondem ao teor de Phe (ANVISA, 2023).

Diante do numero limitado de alimentos in natura com teor de Phe

guantificado pela ANVISA e considerando que o Brasil é um dos paises de maior
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biodiversidade do mundo, ressalta-se a importancia de estudos que explorem esse
potencial, com a indicacdo de novas opgOes de alimentos vegetais, como as Plantas
Alimenticias Ndo Convencionais (PANC), que possam ser introduzidos regularmente a
dieta de individuos com fenilcetondria.

As PANC sdo plantas que possuem uma ou mais partes comestiveis, mas
ndo estdo disponiveis no circuito global de comercializacdo (KINUPP; LORENZI,
2014). Estudos indicam que em alguns casos, esses vegetais podem apresentar potencial
nutricional semelhante ou até mesmo superior a alguns convencionais (KINUPP;
BARROS, 2008; KINUPP; LORENZI, 2014; SILVA et al., 2018; DA CUNHA et al.,
2020), potencializando a utilizagdo dessas plantas, de modo a diversificar a dieta dos
fenilcetondricos.

No entanto, para que essas plantas possam vir a fazer parte da dieta dos
fenilcetondricos é essencial que informacgbes confidveis sobre o teor de Phe estejam
acessiveis. Para isso, se faz necessario o uso de técnicas analiticas capazes de
determinar o teor de Phe de forma precisa e exata. Uma forma de assegurar esses
parametros € a utilizacdo e aplicacdo de métodos validados.

Véarios métodos analiticos foram desenvolvidos para determinacdo de
aminoacidos nas Ultimas décadas (BUI et al., 2023), entretanto a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diferentes detectores como
ultravioleta, fluorescéncia, fotodiodo e espectrometria de massa, é a técnica mais
implementada (DAI et al., 2014; XU et al., 2020; BUI et al., 2023).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi validar um método
cromatografico para quantificacgdo de Phe em matriz vegetal, empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE/UV), para
posterior quantificagdo de Phe em quinze amostras de PANC, possibilitando a
verificacdo de alternativas vegetais para implementacdo em dietas para individuos com

fenilcetondria.

2. Material e métodos

2.1 Produtos quimicos e reagentes

Os aminoécidos individuais (acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu),
alanina (Ala), arginina (Arg), cistina (Ci), fenilalanina (Phe), glicina (Gly), histidina
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(His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), prolina (Pro), serina
(Ser), tirosina (Tyr), treonina (Thr) e valina (Val), assim como o derivatizante
fenilisotiocianato (PITC) e o acido fosférico (solucdo 50 %), foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Ja& o padrdo de aminoacidos (Amino Acid Standard H) foi obtido da
Thermo Fischer Scientific. A acetonitrila e o metanol grau HPLC foram da marca
JTBaker. O acido acético glacial, hidrogeno fosfato dissodico anidro (Na,HPQO,) e 0
fenol foram adquiridos da Merck. O &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
dissodico da Quimica Moderna. O hidroxido de sodio da Vetec e o acetado de sédio
trihidratado da Biograde. A trietilamina foi adquirida da Exodo Cientifica e o 4cido
cloridrico 37 % da Neon. A agua ultrapura foi obtida do purificador de agua Milli-Q

marca Millipore, modelo Milli-Q Academic.

2.2 Obtencdo e preparo das amostras

No periodo da manhd e de acordo com seu o ciclo de producdo foram
coletada as seguintes amostras: folhas de almeirdo-de-arvore, azedinha, bertalha,
capicoba, capuchinha, jambu, peixinho, ora-pro-nébis com espinhos, ora-pro-ndbis sem
espinhos, taioba e vinagreira-roxa; fruto do chuchu-de-vento; sépala da vinagreira; flor
da capuchinha e talo da taioba. A coleta procedeu no Banco de Hortalicas Né&o
Convencionais do Campo Experimental Santa Rita da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG) (Latitude 19°27'15.80"S e Longitude 44°
9'24.37"W), em Prudente Morais, Minas Gerais, Brasil, foram coletadas durante os
meses de novembro de 2020 a outubro de 2021

As amostras foram herborizadas e a exsicata de cada amostra registrada e
depositada no Herbario PAMG da EPAMIG. A presente pesquisa também foi registrada
no Sistema Nacional de Gestédo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o numero AC4BDDa3.

As amostras coletadas foram secas em estufa com circulacdo de ar forcada
(Biopar S480AD) a 35°C por 48 horas, trituradas em liquidificador (ARNO, Modelo
L.S) até a obtencdo de um po fino e homogéneo (tamis 35 mesh) e armazenadas ao

abrigo da luz até 0 momento da analise.

2.3 Classificagdo das amostras
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Com base nos dados de composicao centesimal (apresentado no capitulo 1),

as amostras foram agrupadas seguindo um sistema organizacional de matriz alimentar,

dividido em nove setores, baseados nos teores de proteina, gordura e carboidrato

proposto pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1993). De acordo

com as premissas desse sistema, um metodo analitico validado para uma ou duas

amostras de um mesmo setor deve fornecer resultados precisos para todos os alimentos

pertencentes ao mesmo setor (AOAC, 1993). A Tabela 1 apresenta o agrupamento das

amostras.

Tabela 1 - Agrupamento das amostras de Plantas Alimenticias Ndo Convencionais

(PANC), de acordo com o Triangulo de Composicéo de Alimentos da AOAC

Nome popular Nome cientifico Grupo
Almeirdo-de-arvore Lactuca canadensis L. 7
Azedinha Rumex acetosa L. 7
Bertalha Basella alba L. 9
Capicoba Erechtites valerianifolius (Link ex Spreng.) DC 7
Capuchinha (Flor e Folha) Tropaeolum majus L. Te7
Chuchu-de-vento Cyclanthera pedata (L.) Schrad 5
Jambu Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen 7
Ora-pro-ndbis com espinhos Pereskia aculeata Mill. 9
Ora-pro-ndbis sem espinhos Pereskia aculeata Mill. 9
Peixinho Stachys byzantina K. Koch 7
Taioba (Folha e Talo) Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott 8eb
Vinagreira Hibiscus sabdariffa L. 5
Vinagreira-roxa Hibiscus acetosella Welw. ex Hiem 7

2.4 Solugdes de trabalho e padr@es para validacao de métodos

2.4.1 Solugéo de acido cloridrico 6 M com fenol

Em um baldo volumétrico de 1.000 mL foi adicionado 502 mL de agua

ultrapura e 3,00 £ 0,01 g de fenol, completando o volume com acido cloridrico 37 %. A

solugéo foi estocada em freezer a -30°C até o momento da hidrélise das amostras.

2.4.2  Solugéo de acetato de sodio trihidratado 0,20 M
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Dissolveu-se em &gua ultrapura 27,20 + 0,1 g de acetato de sodio,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 1.000 mL completando o volume com &gua

ultrapura. Posteriormente a solugéo foi filtrada em membrana de filtragéo 0,45 pM.

2.4.3 Solucdo ressecante

Adicionou-se em um baldo volumétrico de 100 mL, 40 mL da solucgdo de acetato
de sddio trihidratado 0,20 M e 20 mL de trietilamina. Posteriormente o baldo foi
avolumando com metanol grau HPLC e a solucdo armazenada em temperatura

ambiente. Esta solugéo foi utilizada na etapa de derivatizag&o.

2.4.4 Solucdo derivatizante sem fenilisotiocianato (PITC)

Em um frasco de 100 mL foi adicionado 70 mL de metanol grau HPLC, 10
mL de &gua ultrapura e 10 mL de trietilamina. A solugdo foi homogeneizada e estocada

a uma temperatura inferior a 10°C até o momento da derivatizacao.

2.4.5 Solucao derivatizante com fenilisotiocianato (PITC)

Esta solucdo deve ser usada imediatamente ap6s seu preparo. Desta forma,
foi adicionado em um microtubo de 2 mL o volume de solucgdo derivatizante sem PITC
e o derivatizante PITC de acordo com o volume demandado. Respeitando sempre a
proporcéo de 90 % da solucéo derivatizante sem PITC e 10 % do derivatizante PITC. A

Tabela 2 exemplifica a forma de preparo desta solucéo.

Tabela 2 - Diluicao para solugdo derivatizante com derivatizante fenilisotiocianato

(PITC)
NUmero de Solucéo derivatizante sem Derivatizante PITC  Volume total de solucéo
amostra PITC (uL) (uL) (uL)
06 252 28 280
08 297 33 330
10 360 40 400

PITC- tenilisotiocianato
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2.4.6 Solucao de acido fosférico a 10 % (v/v)

Em um baldo volumétrico de 200 mL transferiu-se 160 mL de agua
ultrapura, posteriormente completou-se o volume com solucéo de acido fosforico 50 %.
A solucdo foi filtrada em membrana de filtracdo de 0,45 UM e armazenada em

temperatura ambiente.

2.4.7 Solucdo diluente

Com auxilio do ultrassom (5 min) (Ultronique, modelo Q3.0/40A) e agua
ultrapura dissolveu-se 0,3762 + 0,0003 g de hidrogeno fosfato dissodico anidro em um
béquer de 10 mL. Posteriormente, a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico
de 1000 mL e o volume completado com agua ultrapura. A solucdo foi transferida para
um béquer de 1000 mL contendo barra magnética e sobre agitacdo o pH da solucéo foi
ajustado até 7,40 com o uso da solucdo de &cido fosforico 10 %. Apds foi adicionado a
solucdo 5 mL de acetonitrila grau HPLC para posterior filtracdo (0,45 uM) e estocagem

a uma temperatura inferior a 10°C até o momento da derivatizacao.
2.4.8 Solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se 0,2 £ 0,0003 g de
EDTA, completando o volume com agua ultrapura. Posteriormente a solucao foi filtrada
em membrana de filtracdo 0,45 M e armazenada em temperatura ambiente.
2.4.9 Solucéo de 4cido acético 1 M
Foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de uma
proveta 5,75 mL de 4cido acético glacial. O volume foi ajustado com &gua ultrapura e a

solugéo armazenada em temperatura ambiente.

2.4.10 Solugéo de hidrdxido de sodio 0,5 M
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Dissolveu-se em &gua ultrapura 10,00 = 0,01 g de hidréxido de sodio,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 500 mL completando o volume com &agua

ultrapura. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente.

2.4.11 Solucdo tampdao de acetato de sddio trihidratado (Fase A)

Foi pesado 9,8518 + 0,0005 g de acetato de sddio trihidratado em um
béquer, dissolvido em &gua ultrapura e transferido para baldo volumétrico de 2.000 mL.
A seguir foi adicionado 800 pL de solucdo de EDTA e o volume completado com agua
ultrapura. Esta solucdo foi transferida para um beéquer de 2000 mL contendo barra
magnética e sobre agitagdo o pH foi ajustado com exatiddo para 6,60 com auxilio das
solucdes de hidroxido de sbédio (0,5 M) e solucdo de 4&cido acético (1 M).
Posteriormente a solucdo foi filtrada em membrana de filtracdo 0,45 UM e armazenada

em temperatura inferior a 10°C até o momento da analise.

2.4.12 Solucao de &cido cloridrico 0,1 M

Em um baldo volumétrico de 1.000 mL contendo &gua ultrapura foi
adicionado 8,40 mL de acido cloridrico 37 %. O volume final foi ajustado com agua

ultrapura e solucdo armazenada em temperatura ambiente.

2.4.13 Solugdo estoque de aminoacidos individuais 2,5 pmol/mL

Com base na massa molar de cada aminoacido (Asp, Glu, Ala, Arg, Ci, Phe,
Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Pro, Ser, Tyr, Thr e Val), os padrdes de aminoacidos foram
pesados com exatidao de forma que todas as solucdes ficassem na concentracao final de
2,50 pumol/mL, exceto a solucdo da cistina (Ci) que teve concentracdo final de 1,25
pumol/mL. Desta forma, os padrdes de aminoacidos foram dissolvidos individualmente
em solugdo de HCt 0,1 M e transferidos para balGes volumétricos de 50 mL. As
solucdes foram armazenadas a uma temperatura inferior a 10°C até o momento da

analise.

2.4.14 Solugdo intermediéria do padrdo aminoacidos (Amino Acid Standard H)
250 nmol/mL
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O padrdo de aminoacidos Amino Acid Standard H é composto pelos 17
amino&cidos citado acima e aménia em HC( 0,1 M, na concentragdo de 2,50 + 0,10
pmol/mL, exceto para cistina (1,25 = 0,10 pmol/mL). Para preparar a solucdo
intermediaria uma ampola (1 mL) do padrdo foi adicionada a um baldo volumétrico de
10 mL. O volume foi completado com solugdo de HC¢ 0,1 M e a solucdo armazenada

em freezer a -30°C até o momento da analise.

2.5 Hidrolise das amostras

As amostras foram pesadas precisamente em um papel manteiga (4 X 4 cm)
e transferidas diretamente para o tubo de hidrélise. O peso de cada amostra variou em
funcdo do teor de proteina (Capitulo Il) de cada amostra, ou seja, quanto maior o teor de
proteina, menor foi o peso da amostra e vice-versa (Tabela 3). Desta forma, determinou-

se 0 peso das amostras conforme a equagdo 1 e 2 (ITAL, 2022).

Eq. 1: Q =8.100 / % Proteina bruta da amostra

Eq. 2: Peso da amostra = Q / 5.000

Tabela 3 — Peso das amostras para hidrolise

Amostra Teor de Proteina (g/100g) ~ Peso da amostra (g)
Almeirdo-de-arvore 13,58 0,1193
Azedinha 17,76 0,0912
Bertalha 24,19 0,0670
Capicoba 17,96 0,0902
Capuchinha - Flor 19,27 0,0841
Capuchinha - Folha 21,68 0,0747
Chuchu-de-vento 11,46 0,1414
Jambu 14,17 0,1143
Ora-pro-ndbis com espinhos 28,37 0,0571
Ora-pro-ndbis sem espinhos 20,65 0,0785
Peixinho 14,56 0,1113
Taioba - Folha 22,84 0,0709
Taioba - Talo 5,91 0,2741
Vinagreira 5,55 0,2919
Vinagreira-roxa 14,91 0,1087

*Teor de proteina em base seca
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Apdbs a pesagem das amostras, foi adicionado ao tubo de hidrélise 9 mL da

solucdo HCL 6 M com fenol gelado, para posterior realizagdo do vacuo (10 minutos).
Posteriormente, os tubos foram direcionados ao bloco digestor (Quimis, modelo Q327-
A242) para realizacdo da hidrélise a 110 + 5 °C por 22 horas (WHITE; HART; FRY,
1986). Apds esse periodo, o hidrolisado foi transferido quantitativamente para baldo
volumeétrico de 25 mL, que foi avolumado com agua ultrapura. Posteriormente realizou-
se uma homogeneizacao vigorosa e aproximadamente, 10 mL das amostras hidrolisadas
foram filtradas em membrana de 0,45 UM e estocadas em freezer a -30°C até o

momento da derivatizagéo.

2.6 Protocolo de derivatizacéo para solug¢des de aminoacidos e amostras

Para realizar a derivatizacdo as amostras e as solucbes de padrbes de
aminoacidos foram diluidas de acordo com cada parametro avaliado. Apo6s as diluicOes
uma aliquota de 50 pL foi adicionada a tubo de ensaio de vidro e seca em evaporadora
rotativa a vacuo (Jouan, modelo RC1010) por 25 minutos a 60°C. Em seguida, foram
adicionados 22 uL de solucdo ressecante ao tubo de ensaio, que foi agitado por 30
segundos em agitador de tubos (IKA, modelo MS2), para posterior secagem (20 min a
60°C). Apos secagem, adicionou-se 22 L da solugdo derivatizante com PITC, agitou-se
30 segundos e deixou-se em repouso por 20 minutos. Seguindo de secagem nas mesmas
condicdes de temperatura citadas anteriormente. Posteriormente, diluiu-se o material
seco no tubo em 500 pL de solucdo diluente, deixando no ultrassom por 10 minutos,
para posterior agitacdo (15 segundos) e centrifugacdo (Thermo Fisher Scientific,
modelo X4R Pro-MD) a 3739 g por 5 minutos. Destaca-se que nesta etapa a amostra
e/ou a solucdo padréo é diluida 10 vezes. O material diluido, entdo foi transferido para o
vial de injecdo com auxilio de pipeta de Pasteur de vidro e encaminhado para analise
cromatografica (Figura 1).



Figura 1- Esquema de hidrdlise e derivatizagdo das amostras
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Fonte: Autor (2023)

2.7 Condicbes cromatograficas (CLAE/UV)
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O aparelho cromatografico utilizado consiste no sistema Shimadzu CLAE

(Shimadzu Corporation, Toquio, Japdo) com duas bombas

LC-10ADwp,

um

desgaseificador DGU-12AM, um injetor SIL-20A, um forno de coluna CTO-20AC, um
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detector ultravioleta SPD-20A e sistema controlador SCL-10Avp, que faz a interface
entre o sistema e o software LC Solution. O volume de injecdo da amostra foi de 50 puL
e a separagdo cromatografica foi realizada a 50°C em uma coluna de fase reversa C18,
AccQ.Tag (3,9 mm x 150 mm, tamanho de particula de 4 um) da Waters, com uma pré-
coluna Merck de fase estacionaria C18 (4 mm x 4 mm, tamanho de particula 5 um).

A fase movel consistiu em tampdo de acetato de sddio trihidratado (pH
6,60) (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com fluxo de 1 mL/minuto e um tempo total
de execucdo de 40 minutos. Um gradiente com as seguintes proporcdes (v/v) do
solvente B foi aplicado: 0,1 -1 mina 0 %; 1,2 - 5,2 mina 5 %; 5,6 — 8 min a 10 %; 14,3
— 15 min a 14%; 18 - 19 mim a 35%; 28 mim — 45 % e 35 — 40 min a 0 % (tempo de
equilibrio). A deteccdo das amostras derivatizadas foi conduzida a 254 nm em um

sistema de deteccdo UV.

2.8 Parametros de validacao

Os procedimentos de validacdo de método para quantificacdo do
aminoéacido fenilalanina (Phe) em amostras vegetais, foram realizados no Laboratério
de Anélise de Microcomponentes (LAM) da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Esse
laboratério faz parte do Servico de Quimica Especializada que pertence a Divisdo de
Vigilancia Sanitaria e Ambiental (DIVISA), ligada ao Instituto Octadvio Magalhaes
(IOM). Este Instituto é o Laboratério Central de Saude Publica de Minas Gerais
(LACEN-MG), responsavel por realizar as atividades referentes a Vigilancia Sanitaria e
Epidemioldgica no Estado.

Para realizacdo dos testes de validacdo foram selecionadas duas amostras
pertencentes ao grupo sete, conforme agrupamento apresentado na Tabela 1. Desta
forma, a validagdo foi realizada com as amostras de almeirdo-de-arvore e folha da
capuchinha, que apresentam o menor e 0 maior teor de proteina, respectivamente,
dentro do grupo sete.

O método analitico foi validado em termos de seletividade, linearidade,
efeito matriz, recuperacdo, repetibilidade, precisdo intermediaria, limite de deteccdo
(LD) e limite de quantificacdo (LQ) de acordo com as orientagcdes sobre validacdo de
métodos analiticos do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) (INMETRO, 2020). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando
o software Microsoft Excel 2007.
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2.8.1 Seletividade

Primeiramente, pipetou-se em baldo volumétrico de 5 mL trezentos
microlitros (300 pL) de solucdo estoque de aminoacidos individuais (item 2.4.13),
completando o volume com HCC 0,1 M. Posteriormente, foram analisadas
individualmente as solucbes dos 17 padr@es de aminoacidos (Asp, Glu, Ala, Arg, Ci,
Phe, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Pro, Ser, Tyr, Thr), juntamente com 0 branco de
reagente (HCC 0,1 M derivatizado). A seletividade da Phe foi avaliada, por meio, da
comparacdo do tempo de retencdo da Phe com os outros 16 aminoacidos. Também foi
avaliado o cromatograma do branco de reagente em relacdo a presenca de picos
interferentes na regido que a Phe elui. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

2.8.2 Linearidade

A partir da solucéo intermediaria do padrdo Amino Acid Standard H (item
2.4.13), foi elaborada a curva de calibragdo, igualmente espacada em 10 pontos (1 a 10
nmol/mL). A curva foi preparada em triplicatas independentes e analisada de forma
aleatoria. A aleatorizacdo dos pontos foi realizada em Excel 2007, com a func¢do igual a
“aleatorio” e classificagdo do menor para o maior. O branco de reagente foi preparado
para controle da qualidade interna.

Para avaliar os resultados, as areas correspondentes de cada ponto foram
avaliadas como proposto por Souza; Junqueira (2005) e Souza (2007). Foram estimados
0s parametros de regressdo pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), e
posteriormente, foram construidos os graficos dos residuos da regressdo, sendo 0s
outliers indicados pelo teste de residuos padronizados Jacknife. Para avaliar as
premissas relativas a analise de regressdo foi analisada a normalidade dos dados pelo
teste de Ryan & Joiner, a homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado,
independéncia dos residuos da regressdo pelo teste de Durbin & Watson, significancia
da regressdo e adequacéo do ajuste ao modelo linear por ANOVA. Para analisar o ajuste
ao modelo linear, por meio da verifica¢do das significancias da regresséo e do desvio da

linearidade foram aplicados testes de F.

2.8.3 Efeito matriz
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Para verificar o efeito matriz, primeiramente as amostras de almeirdo-de-
arvore e folha da capuchinha e o branco de reagente, foram hidrolisadas conforme
procedimento descrito no topico 2.5. Posteriormente, os extratos hidrolisados das
amostras foram diluidos 10 vezes, para isso, foram pipetados 1000 pL de extrato em
seus respectivos baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com a solugéo
de HCt 0,1 M. Em seguida, foi preparada a curva matriz (10 pontos) com adicdo da
solugdo intermediaria do padrdo Amino Acid Standard H ao extrato hidrolisado diluido
das respectivas amostras. A curva foi preparada em triplicatas independentes e analisada
de forma aleatoria.

Para avaliar os resultados, as &reas correspondentes de cada ponto foram
analisadas da mesma forma como descrito para linearidade (SOUZA; JUNQUEIRA,
2005; SOUZA, 2007). Ja para avaliar a interferéncia da matriz, a inclinacdo da curva
preparada com solvente (linearidade) e da curva matrizada, foram comparadas pelo teste
de t (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA, 2007; SOUZA; PINTO;
JUNQUEIRA, 2007; BELO et al., 2017).

2.8.4 Recuperacao, repetibilidade e precisdo intermediaria

Para avaliar os parametros de recuperacéo, repetibilidade e precisdo, foram
preparadas e injetadas trés solucdes a partir da solucdo padréo intermediarias do padrao
Amino Acid Standard H nas seguintes concentracdes: ponto baixo 3 nmol/mL, ponto
médio 6 nmol/mL e ponto alto 9 nmol/mL. Para cada ponto de concentracdo, foram
feitas oito replicatas independentes. Também foi preparado o branco de reagente. Para
simular condicbes de precisdo intermedidria, um segundo analista repetiu todo o
procedimento (THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007).

Em relacdo aos resultados de recuperacgéo, esses foram analisados quanto a
presenca de outliers pelo teste de Grubbs. Para cada nivel de recuperacdo estudado,
foram calculadas simultaneamente as estatisticas de Grubbs para um outlier (G;), dois
outliers vicinais (G,;) e dois outliers polares (G3) (BURKE, 2001; SOUZA;
JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA, 2007; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).
Ao identificar ao menos um outlier pelas estatisticas citadas, o teste de Grubbs foi
aplicado novamente, até que novos outliers ndo fossem identificados ou até que
atingisse o nivel méximo de exclusdo, ou seja, 22 % dos dados originais (HORWITZ,
1995).
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Para avaliar a inexatiddo, utilizou-se a média de recuperacdo apresentada
pelas replicatas de cada ponto estudado (baixo, médio, alto), apds diagndstico de
outliers. O critério de aceitacdo utilizado foi de 80 a 110 % (INMETRO, 2020).

Para determinar a precisdo sob condi¢cdes de repetibilidade e preciséo
intermediaria primeiramente os dados passaram pelos testes das premissas para analise
de variancia (ANOVA), avaliando a normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-
Joiner, homoscedasticidade dos residuos pelo teste de Levene modificado. Para
posteriormente avaliar a estimativa do desvio padrao relativo (SOUZA; JUNQUEIRA,;
GINN, 2005; SOUZA, 2007; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

2.8.5 Limite de deteccéo e quantificagdo
Para determinar o limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método
proposto, primeiramente, foram estimado os limites do equipamento, a partir da curva
analitica aplicando as Equacbes 3 e 4. Posteriormente, utilizando o procedimento de
preparo de amostra, considerando a massa de amostra injetada (Equacéao 5 e 6).
Equacdo 3: LD =3,3s/b
Equacdo 4: LQ=10s/b
Onde: s = Desvio padrdo da resposta do branco (obtido pelo desvio padrdo do menor
nivel da curva analitica)
b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica
Equacdo 5: LD =100 x LD do equipamento / massa injetada da amostra
Equacdo 6: LQ =100 x LQ do equipamento / massa injetada da amostra
2.9 Quantificacao de fenilalanina nas amostras
A quantificacdo do teor de Phe nas amostras de PANC foi realizada apds o

procedimento de validagdo. As amostras foram pesadas em triplicatas conforme
apresentado na Tabela 3 e em seguida hidrolisadas com solugéo de HC¢ 6 M com fenol
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a 110°C por 22 horas (item 2.5). Antes de iniciar o processo de derivatizacdo, as
amostras hidrolisadas foram diluidas quatro vezes. Para isso, em um microtubo foram
pipetados 250 pL da amostra hidrolisada e 750 pL de HCt 0,1 M. Posteriormente, as
amostras foram homogeneizadas, derivatizadas (item 2.6) e encaminhadas para analise
cromatografica (item 2.7). Como forma de controle, trés pontos da curva de calibragédo
nas seguintes concentragcdes 1 nmol/mL, 5 nmol/mL e 10 nmol/mL, foram preparados e
analisados.

Os dados foram plotados em Excel 2007 e o teor de Phe determinado, por
meio da equacdo da reta obtida na curva de calibracdo. Os resultados foram expressos
em mg/100 g em base seca e Umida, sendo apresentados como média + desvio padréo.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a

5% de significancia por meio do programa estatistico Minitab Statistical Software 21.

3. Resultados e discussao

3.1 Validacdo do método

3.1.1 Seletividade

A resolucdo cromatografica satisfatoria dos 17 aminoacidos foi alcancada
usando o gradiente de eluicdo proposta neste estudo. A seletividade do método foi
assegurada, pela comparacdo do tempo de retencdo da Phe com os demais aminoacidos
por meio, da avaliacdo de possiveis interferentes do branco de reagente (Figura 2). O
tempo de retencdo da Phe foi de 20,368 minutos, ndo sendo observado nenhum outro
aminoacido ou pico de interferente. Desta forma, o método proposto permite a

identificacdo seletiva do aminoacido Phe.



Figura 2 — Cromatogramas de separacao de aminoacidos usando CLAE/UV
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Legénda: Figura A - Amostra branco de reagente com destaque aos picos
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min

min

min

dos

compostos do agente de derivatizagdo. Figura B — Pico de fenilalanina em destaque.
Figura C - Cromatograma representando a seletividade quanto a fenilalanina. 1- acido
aspartico, 2- acido glutamico, 3- serina, 4- glicina, 5- histidina, 6- treonina, 7- alanina,

8- arginina, 9- prolina, 10- tirosina, 11- valina, 12- metionina, 13- cistina,
isoleucina, 15- leucina, 16- fenilalanina, 17- lisina.
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

14-
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3.1.2 Linearidade

Neste estudo a linearidade foi avaliada por meio da curva de calibragdo
preparada com solucdes do padrdo Amino Acid Standard H. A curva de calibracdo foi
construida usando a razdo entre as areas dos picos e a concentracdo do analito. A
linearidade foi observada na faixa de 1 a 10 nmol/mL.

O modelo de regressdo foi construido pelo método dos minimos quadrados
ordindrios (MMQQO) e as premissas avaliadas. A Figura 3 apresenta o grafico
exploratério dos residuos da regressdo, indicando a presenca de dois outliers,
confirmados pelo teste de Jacknife, que indicou um no nivel de 9 nmol/mL e o outro a
10 nmol/mL (Jei > Jeritico)-

Figura 3 — Grafico exploratorio dos residuos da regressao da curva de calibracéo

de fenilalanina na faixa de 1 a 10 nmol/mL
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Legenda: = outliers; Phe = Fenilalanina; e; = residuos da regressao.
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Apds tratamento dos outliers, a normalidade dos residuos foi avaliada pelo
teste de Ryan-Joiner. Como o coeficiente de correlacdo obtido (0,9838) foi superior ao
Reritico (0,9690), conclui-se que os residuos seguem a distribuicdo normal (p > 0,10). Na
Figura 4 é possivel observar o gréafico da probabilidade normal referente a curva de
calibracéo.

A estatistica de Durbin-Watson calculada foi de 2,217 (p > 0,10), indicando
que os residuos do modelo ndo séo autocorrelacionados. Além disso, observou-se a

independéncia dos residuos (Figura 5). O teste de Levene modificado mostrou que 0s
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residuos da regressdo sdo homoscedasticos, com valor estimado em 0,190 (p > 0,05)
(Figura 6).

Figura 4 - Grafico de probabilidade normal da curva de calibracéo de fenilalanina

na faixa de 1 a 10 nmol/mL

i

R=0,9838
’ p> 0,10

-30000 -25000-20000-15000-10000 -5000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Legenda: e; = residuos da regressdo; g; = valor normal esperado, R= coeficiente de

correlacdo de Ryan-Joiner; p = significancia do desvio da distribuicdo normal.
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Figura 5 — Grafico de Durbin-Watson da curva de calibracdo de fenilalanina na

faixade 1 a 10 nmol/mL
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Legenda: ej= residuo da regresséo; d= estatistica de Durbin-Watson; p = significancia.
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)
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Figura 6 — Representacdo da homoscedasticidade das variancias da curva de

calibracéo de fenilalanina na faixa de 1 a 10 nmol/mL
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Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Apbs verificacdo das premissas MMQO, constatou-se que a regressao
apresentou-se significativa (p < 0,001), com F de 1660,63 maior que 0 Fritico (4,33%x10
2%) enquanto que o desvio da linearidade ndo foi significativo (F= 0,945; Feritico =
5,05x10%; p > 0,05), indicando linearidade na faixa estudada de 1 a 10 nmol/mL. Na
Figura 7, esta apresentado o grafico da curva de calibragdo com a respectiva equacao e

coeficiente de determinacdo.

Figura 7- Gréfico da curva de calibracédo de fenilalanina na faixa de 1 a

10 nmol/mL
500000 -
400000 -
300000 -
g ]
< 200000 -
100000 - y = 46225x - 23656
] R2 = 0,984
0 1 T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracdo de Phe (nmol/mL)

Legenda: Phe = Fenilalanina; R®= Coeficiente de determinagdo; y= é&rea; x=
concentragéo
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)



181
3.1.3 Efeito matriz

Para avaliar a presenca de efeito de matriz na faixa linear (1 a 10 nmol/mL),
as curvas matrizadas (almeirdo-de-arvore e folha da capuchinha) passaram por todos os
testes estatisticos realizado para a curva de calibracdo. Desta forma, pelo teste de
residuos padronizados Jacknife, foi diagnosticado um outlier no nivel 9 nmol/mL da
curva matrizada de almeirdo-de-arvore. Ja na curva matrizada da folha de capuchinha,
foram identificados trés outliers, sendo eles nos niveis 8, 9 e 10 nmol/mL
respectivamente. Apos tratamento dos outliers todas as premissas relativas ao MMQO
foram confirmadas para as duas curvas (Tabela 4). As curvas matrizadas com suas
respectivas equagdes da reta e coeficiente de determinacéo obtidos na anélise de efeito

matriz estdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

Tabela 4 — Avaliacdo da linearidade das curvas em matriz na faixade 1 a
10 nmol/mL

Estatistica Curva em Matriz Curva em Matriz Resultado
Almeirdo-de-arvore Folha da Capuchinha

Normalidade dos residuos — Teste Ryan-Joiner

R 0.9904 0.9795 Os residuos sequem a
Ruriico 0,9629 0,9607 ! n‘;rmalg”
p p>0,10 p>0,10
Autocorrelagdo — Teste Durbin-Watson
d 1,765 2,110 X L2 ~
0 0>010 0> 010 Né&o h4 autocorrelagéo
Homoscedasticidade — Teste Levene modificado
0,588 0,5880 , .
p°a':)“'ad° 0> 005 05005 Ha homoscedasticidade
Regressao
F 1655,91 2623,00 A L
Foritco 9,06 x 107 7,73x 107 regressao €
0 b < 0,001 b < 0,001 significativa
Desvio da linearidade
F 1,908 0,815 Niio hé desvio d
Foritco 1,18 x10™ 5,99 x10'" a0 ha desvio da

linearidade
p p>0,05 p > 0,05
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Figura 8 — Grafico da curva de calibracéo de fenilalanina em matriz (almeirédo-de-

arvore) na faixa de 1 a 10 nmol/mL
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Legenda: Phe = Fenilalanina; R’= Coeficiente de determinacdo; y= 4&rea; x=
concentragéo
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Figura 9 — Grafico da curva de calibracdo de fenilalanina em matriz (folha da

capuchinha) na faixa de 1 a 10 nmol/mL

Folha da Capuchinha
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Legenda: Phe = Fenilalanina; R’= Coeficiente de determinacdo; y= 4&rea; x=
concentragéo
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Os resultados apresentados na Tabela 4 permitiram a comparacdo das
inclinagdes das curvas analiticas (solvente e matriz) pelo teste de t para avaliar o efeito

matriz nas duas amostras.
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O teste de F indicou a homoscedasticidade das variancias dos residuos das
curvas de solvente e matriz, com valor de Fcaculado © Feriico de 1,086 e 1,921
respectivamente, para a curva matriz de almeirdo-de-arvore e de 1,555 (Fcaiculado) € 1,947
(Feritico) Para a curva matriz da folha da capuchinha (p = 0,001).

O teste de t com variancias combinadas para avaliacdo dos efeitos de matriz
ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) quando as inclinagbes da curva de
solvente e matriz foram comparadas, tanto para a amostra de almeirdo-de-arvore quanto
para a folha da capuchinha, indicando que ndo ha efeito de matriz (Tabela 5)
(INMETRO, 2020). O que também pode ser observado graficamente pelo paralelismo

aproximado das duas curvas (solvente e matriz) apresentadas nas Figuras 10 e 11.

Tabela 5 - Comparacéo entre as inclinacdes da curva em solvente e em matriz para

fenilalanina na faixa de 1 a 10 nmol/mL

Comparacdo entre as inclinagdes

Estatistica - - Resultado
Almeirdo-de-arvore Folha da Capuchinha
ty 0,278 0,851
teritico 2,006 2,008 Nao ha efeito de matriz
p p > 0,05 p > 0,05

Figura 10 — Grafico de comparacdo entre as inclinagdes da curva em solvente e em

matriz (almeirdo-de-arvore) para fenilalanina na faixa de 1 a 10 nmol/mL

Almeirdo-de-arvore

600000 y = 49791x + 28635
R2=0,992
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vy =46225x - 23656
R2=0,984
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300000
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200000
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 A Solvente

Concentracao de Phe (nmol/mL) Matriz

Legenda: Phe = Fenilananina; R?*= Coeficiente de determinacdo; y= érea; x=
concentragéo
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)
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Figura 11 — Gréfico de comparacéo entre as inclinagdes da curva em solvente e em

matriz (folha da capuchinha) para fenilalanina na faixa de 1 a 10 nmol/mL
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Legenda: Phe = Fenilananina; R?= Coeficiente de determinacdo; y= &rea; x=
concentragéo
Fonte: Dados da pesquisa / Autor (2023)

Como ndo foi observado efeito de matriz significativo para Phe em
nenhuma das duas matrizes testadas, pode-se afirmar que o procedimento de preparacao
de amostra impactou positivamente na eliminacdo de interferentes da matriz, indicando
gue o método de preparo da amostra possa ser aplicado para diversas matrizes vegetais.
Como também observado por Ford et al. (2023) que utilizaram o mesmo método de
preparo de amostra, para analisar 73 alimentos vegetais, entre folhosas e frutas.

Diante do exposto e a ndo indicagdo do efeito de matriz, o teor de Phe das
amostras de PANC pertencentes aos outros grupos, conforme o agrupamento da AOAC
(AOAC, 1993) (Tabela 1), também foi determinado.

3.1.4 Recuperagao, Repetibilidade e Precisdo Intermediaria

O teste de Grubbs nédo indicou a presenca de outliers (p > 0,05) entre os
resultados de recuperacdo obtidos nas 16 replicatas analisada nos trés niveis de
concentracdo avaliados para almeirdo-de-arvore. Enquanto, para folha de capuchinha o
teste de Grubb diagnosticou um outliers no nivel 3 nmol/mL e um no nivel 9 nmol/mL
(p > 0,05). Os valores de G1, G, e G3 para cada nivel analisados estdo apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Valore de G;, G, e G3 para os niveis de 3, 6 e 9 nmol/mL de fenilalanina,

estudados na recuperacao e precisao

Almeirdo-de- Concentracao de fenilalanina (nmol/mL)
arvore 3 6 9
n 16 16 16
G Calculado Critico Calculado Critico Calculado Critico
G 1,956 2,439 1,433 2,439 1,412 2,439
G 1,933 2,439 1,934 2,439 2,071 2,439
G, 3,889 4,234 3,367 4,234 3,484 4,234
GaL 0,324 0,599 0,207 0,599 0,203 0,599
Gsu 0,551 0,599 0,456 0,599 0,428 0,599
Folha da Concentracéo de fenilalanina (nmol/mL)
Capuchinha 3 6 9
n 15 16 15
G Calculado Critico Calculado Critico Calculado Critico
G 1,634 2,409 1,658 2,439 1,706 2,409
G 1,669 2,409 1,702 2,439 2,124 2,409
G, 3,303 4,170 3,360 4,234 3,829 4,170
GaL 0,266 0,618 0,253 0,599 0,282 0,618
Gsu 0,448 0,618 0,349 0,599 0,429 0,618

Ao observar a média de recuperacao apresentada na Tabela 7 para os trés

niveis de estudos (baixo, médio e alto) é possivel constatar que o0 método nédo é inexato

nos niveis estudados, uma vez que todos os niveis atendem ao critério de 80 a 110% de
recuperacao (INMETRO, 2020).

Tabela 7 — Percentual de recuperacado obtidas pelo analista 1 e 2 para os niveis de

3, 6 e 9 nmol/mL de fenilalanina, estudados

Recuperacéo (%
Nivel (nmol/mL) peragéo (%)

Analista 1 Analista 2 Meédia
3 109,58 109,26 109,42 + 0,23
Almeirdo-de-arvore 6 101,59 103,96 102,77 +1,68
9 101,93 100,69 101,31+ 0,88
3 103,95 103,43 103,69 + 0,37
Folha da Capuchinha 6 103,16 102,37 102,77 + 0,56
9 101,51 102,91 102,21 + 0,99
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A normalidade e a homoscedasticidade dos residuos da recuperacdo foram

avaliadas respectivamente pelos testes de Ryan-Joiner e Levene modificado. Os

residuos apresentaram distribuicdo normal (p > 0,10) em todos os niveis do estudo,

sendo homoscedasticos (p > 0,05), permitindo a estimativa dos desvios padréo relativos

de repetitividade (DPR;) e precisdo intermediaria (DPRg) por andlise de variancia
(Tabela 8).

Tabela 8 — Verificacdo das premissas de normalidade e homoscedasticidade dos

residuos para analise de variancia

Concentracéo (nmol/mL)

Estatistica
3 6 9
Normalidade

R 0,988 0,983 0,965

Almeirdo-de-arvore
Rcritico 07942 0,942 0,942
] R 0,963 0,988 0,984

Folha da Capuchinha
Reritico 0,942 0,942 0,942

Homoscedasticidade

Fo 0,963 0,699 0,660
Almeirdo-de-arvore Feritico 4,066 4,066 4,066
p 0,456 0,699 0,599
Fo 0,053 0,353 0,188
Folha da Capuchinha Feritico 4,066 4,066 4,066
p 0,983 0,789 0,902

Os valores DPR; estimado por analise de variancia foram de 22,22%;
11,11% e 7,41% para os niveis de 3, 6 e 9 nmol/mL, respectivamente. E 0 DPRy foi
respectivamente de 33,33%; 16,67% e 11,11% sinalizando que o método é preciso em

todos os niveis estudados.

3.1.5 Limite de deteccdo e quantificacao

O limite de deteccédo estimado foi de 0,0011 mg/100 g, enquanto que o de
quantificacdo foi de 0,0035 mg/100 g.
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3.2 Teor de fenilalanina nas amostras

Conhecer o teor de Phe dos alimentos é essencial para 0 manejo da dieta de
pacientes com fenilcetonuria. Desta forma, o teor de Phe das 15 amostras de PANC foi
determinado pelo método cromatogréafico validado neste estudo e estd apresentado na
Tabela 9. Esses resultados podem elevar potencialmente & inclusdo desses vegetais na
dieta de fenilcetonuricos, melhorando a diversidade alimentar, a ingestdo de nutriente e
a saciedade dos pacientes.

Os dados de Phe serdo discutidos considerando a base umida, uma vez que,
a tabela nacional e as tabelas internacionais de composicao de alimentos que apresentam
0 teor de Phe trazem esses dados em base umida. No entanto, a fim de comparagdo os
dados em base seca também estdo apresentados na Tabela 9.

O teor de Phe variou de 20,28 a 235,58 mg/100 g para as amostras talo de
taioba e vinagreira-roxa respectivamente. Em geral, os vegetais folhosos apresentaram
maior teor de Phe, quando comparado com o talo da taioba, o fruto de chuchu-de-vento
(32,67 mg/100 @), a sépala da vinagreira (38,21 mg/100 g) e a flor da capuchinha
(116,24 mg/100 g), corroborando com os achados de Weetch; MacDonald (2006) e
Ford et al. (2023).

Considerando que o consumo de frutas e vegetais com teor de Phe abaixo de
100 mg/100 g ndo afeta os niveis plasmaticos de Phe em pacientes com fenilcetondria
(MINIGHIN et al., 2022), 33,33% (n= 5) das amostras do presente estudo podem ser
consumidas sem restricdo. Essas amostras sao: almeirdo-de-arvore, bertalha, chuchu-de-
vento, talo da taioba e sépala da vinagreira (Tabela 9). J& 0o consumo das demais
amostras de PANC (66,67%, n= 10) dependera da quantidade tolerada de Phe entre os
individuos, dependendo da gravidade da fenilcetondria de cada pessoa, a dosagem e
adesdo ao tratamento. De todo modo, a inclusdo desses vegetais deixara a dieta menos

monadtona e mais palatavel.



Tabela 9- Teor de fenilalanina em Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)
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Matéria Seca

Matéria Umida

Amostra Proteina g/100 g Phe mg/100 g Estimativa mg/100 g~  Proteinag/100g  Phemg/100g~  Estimativa mg/100 g~
Almeirdo-de-arvore 13,58 755,10 + 22,64' 543,20 1,75 97,43+ 2,92 70,00
Azedinha 17,76 1.191,24 + 27,08° 710,40 1,68 112,81 + 2,56 67,20
Bertalha 24,19 779,76 + 22,69 967,60 2,29 73,97 + 2,15° 91,60
Capicoba 17,96 1.089,63 + 4,15° 718,40 2,72 165,26 + 0,63 108,80
Capuchinha - Flor 19,27 845,99 + 18,26 770,80 2,65 116,24 £ 2,51° 106,00
Capuchinha — Folha 21,68 1.296,50 + 49,78° 867,20 3,87 231,56 + 8,89 154,80
Chuchu-de-vento 11,46 683,43 + 15,047 458,40 0,55 32,67 £0,72" 22,00
Jambu 14,17 927,22 +32,86% 566,80 2,34 153,39 + 5,44° 93,60
Ora-pro-nébis com espinhos 28,37 1.243,05 + 66,25% 1.134,80 4,48 196,44 +10,47° 179,20
Ora-pro-nébis sem espinhos 20,65 992,30 + 46,77¢ 826,00 3,35 160,98 + 7,59 134,00
Peixinho 14,56 841,60 + 13,17° 582,40 3,94 227,84 + 3,57° 157,60
Taioba — Folha 22,84 1.228,84 + 48,52 913,60 3,20 172,16 + 6,80° 128,00
Taioba — Talo 5,91 322,86 + 9,60" 236,40 0,37 20,28 + 0,60’ 14,80
Vinagreira 5,55 209,32 +9,62' 222,00 1,01 38,21 +1,76" 40,40
Vinagreira-roxa 14,91 790,99 + 21,72 596,40 4,44 235,58 + 6,47° 177,60

* Valores expressos na mesma coluna seguidos por letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 5 %). Valores medios * desvio padr'éo (n=3). Phe = renilalanina

** Célculo de estimativa proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. Considera-se que 4% do teor total de proteina correspondem ao teor de Phe (ANVISA, 2023).



189

E possivel observar que os teores de Phe das PANC do presente estudo sio
semelhantes a alguns vegetais convencionais, que normalmente s&o inseridos na alimentagéo
dos fenilcetonaricos, como a chicoria (21,60 mg/100 g), repolho (26,70 mg/100 g), alface
(40,90 mg/100 g), couve-flor (90,70 mg/100 g) (WEETCH; MACDONALD, 2006), chuchu
(18,00 mg/100 g), acelga (52,00 mg/100 g), brocolis (129 mg/100 g), couve (150,00 mg/100
g) e espinafre (193,00 mg/100 g) (FORD et al., 2023). Esses resultados indicam que a
insercdo destas PANC pode ser segura, desde que observada a condicdo de cada paciente.

Outro ponto importante é que os dados sobre o teor de Phe dos alimentos séo
escassos € as vezes variam entre as tabelas de composicdo de alimentos (ARAUJO et al.,
2017). Na prética, 0 método mais comum para calcular o teor de Phe em vegetais é por meio
de estimativa, assumindo que 3 a 4% do teor de proteina total correspondem a Phe. Seguindo
essa premissa, o Brasil criou sua propria tabela de teores de Phe em frutas e hortalicas, como
ja relatado anteriormente (ANVISA, 2023).

Apesar de alguns estudos demonstrarem correlagdes positivas e que o sistema de
estimativa produz estimativas corretas e confiaveis (KIM; BOUTIN, 2015; ARAUJO et al.,
2017), ao calcular o teor de Phe das amostras de PANC, assumindo que 4% da proteina total
correspondem a Phe (Tabela 9), verifica-se que esses teores sdo subestimados, uma vez que,
os teores quantificados por CLAE/UV sdo maiores em todas as amostras do que aos
estimados. Com excegéo da amostra de bertalha, em que o teor estimado (91,60 mg/100 g) foi
maior do que o quantificado (73,97 mg/100 g). Resultado esse, semelhante ao observado por
Ford et al. (2023) que também constataram variagdes no teor quantificado e o estimado em
amostras vegetais, onde verificaram a relacdo aminoacido/proteina de 2 a 5% para frutase 1 a
9% para outros vegetais.

Para esses autores 0 método de estimativa é impreciso, pois a contribuicdo de
aminoéacidos para o conteldo total de proteina é inconsistente entre plantas até mesmo entre
plantas semelhantes, uma vez que, o padrdo de aminoacidos livre e a composic¢ao da propria
proteina variam em funcgédo do estagio de desenvolvimento, grau de maturacéo, variabilidade
genética, condi¢cbes ambientais e até mesmo o processamento (FORD et al., 2023). Esses
dados reafirmam a importancia do estudo, desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos
que sejam capazes de quantificar com precisao o teor de Phe em alimentos vegetais.

O presente estudo trouxe dados importantes para maior divulgacdo e utilizacéo
das PANC por fenilcetonuricos. Além disso, ressalta-se que o preparo das amostras e 0

método cromatografico utilizado no presente estudo sdo considerados confiaveis para analise
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de Phe em matriz vegetal, podendo esse método ser aplicado em outros vegetais a fim de
ampliar ainda mais a oferta de produtos a fenilcetonuricos.

4. Conclusao

O método cromatogréafico proposto e validado em duas matrizes vegetais
demonstrou-se adequado ao proposito de uso. A linearidade foi demonstrada por meio da
comprovacao das premissas da regressao linear simples na faixa de 1 a 10 nmol/mL para as
curvas em solvente e em matriz. Além disso, a seletividade, recuperacdo, repetibilidade,
precisdo, limites de deteccao e quantificagdo, foram comprovados.

Este estudo também relatou dados sobre o contetdo de Phe em amostras de
PANC, demonstrando que esses vegetais sdo adequados para uso na dieta de pacientes com
fenilcetondria, desde que avaliado as especificidades de cada individuo. A inclusdo desses
vegetais a dieta podera auxiliar na diversificacdo da dieta deixando-a menos monétona e mais
palatavel.

O uso de dados precisos sobre o contetdo de Phe permitira que os nutricionistas
calculem com precisdo a sua contribuicdo dietética e incorpore com seguranca esses vegetais
nos planos dietéticos dos pacientes. No entanto, ressalta-se a necessidade da ampliacdo de
aplicacdo do método em um maior nimero de vegetais. O que permitird a incorporacdo sobre
0 contetdo de Phe de uma gama mais ampla de alimentos em bancos de dados nacionais que

por consequéncia auxiliara profissionais da salde e pacientes com fenilcetonuria.
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Consideracoes finais

Os resultados apresentados para as 15 amostras de PANC avaliadas no presente
estudos sdo promissores quanto a insercdo desses vegetais a dieta de pacientes com
fenilcetondria, de modo a deixa-la menos monotona e mais palatavel. Quanto a composicédo
centesimal e o perfil de minerais das amostras observou-se teores representativos de fibras
soliveis e dos minerais potassio, célcio, magnésio e ferro. Em relacdo a capacidade
antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais, os dados apresentados sao relevantes, uma
vez que apresentam teores expressivos comparando-se com alguns vegetais convencionais,
ressaltando a importancia de uma dieta diversificada. Quanto ao perfil quimico, a técnica de
espectrometria de massas no modo de ionizacdo ambiente por paper spray demonstrou-se
eficiente na avaliacdo do perfil quimico das amostras e de suas respectivas fracOes
bioacessiveis, sendo possivel identificar compostos de diferentes classes quimicas, com
destaque a classe dos flavondides. O método validado para quantificacdo de fenilalanina
demonstrou-se adequado ao proposito de uso, apresentando resultados precisos quanto ao
contetdo de fenilalanina nas amostras de PANC.

Apesar de o presente estudo trazer dados importantes sobre as PANC e sua
inclusdo na dieta de fenilcetondricos, ressalta-se a necessidade de mais estudos que possam
avaliar os fatores antinutricionais desses vegetais e avaliar a bioacessibilidade dos minerais.
Assim como estudos que possam quantificar os compostos quimicos identificados no estudo.
Destaca-se, a importancia de estudos que visem avaliar a biodisponibilidade e atividade
bioldgica de todos os compostos quimicos aqui identificados, por meio, de ensaios clinicos.
Além disso, ressalta-se a necessidade da ampliacdo de aplicagdo do método validado para
quantificacdo de fenilalanina, em um maior nimero de vegetais, incluindo os presentes no
painel da ANVISA, a fim de auxiliar com mais eficiéncia profissionais da saude e individuos

com fenilcetondria.



A composicdo centensimal das amostras em base Umida esta apresentada na tabela 1.

APENDICE A
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Tabela 1- Composicéo centesimals expressa em g/100g de matérias Gmida das amostras de Plantas Alimenticias Nao Convencionais

(PANC)
Anélise (g/100 g)
Amostra
Umidade Cinzas Lipidios Proteina Fibra Total Fibra Insolavel Fibra Solavel  Carboidrato*
Almeirdo-de-arvore 87,10+ 0,02 1,49+0,04 0,90 + 0,06 1,75+ 0,04 6,34 + 0,06 5,57 +0,04 0,77+0,02 2,49 + 0,07
Azedinha 90,53 £ 0,03 1,30+ 0,02 0,20 £ 0,01 1,68 + 0,03 4,73 +0,03 3,69 £ 0,02 1,03+0,01 1,57 £ 0,04
Bertalha 90,51+ 0,02 2,00 +£ 0,02 0,33+0,01 2,29 £0,01 4,22 +£0,05 3,30 £0,02 0,92+0,03 0,64 £ 0,03
Capigoba 84,83 £ 0,03 1,99 + 0,04 0,39+£0,01 2,72+£0,01 5,57 £ 0,06 4,52 +0,05 1,04+0,01 4,50 + 0,04
Capuchinha- Flor 86,26 + 0,02 1,46 £ 0,04 0,34+ 0,03 2,65 + 0,005 5,18 + 0,02 4,47 + 0,02 0,72+ 0,001 4,11+ 0,05
Capuchinha- Folha 82,14 +£0,01 2,15+ 0,03 0,95+ 0,02 3,87 +0,04 6,47 + 0,06 5,25 +0,05 1,22+0,01 4,41 +0,02
Chuchu-de-vento- Fruto 95,22 + 0,02 0,47 +0,01 0,06 +0,004  0,55+0,003 2,19+0,08 1,83 0,03 0,37+0,005 1,51+ 0,02
Jambu 83,46 + 0,02 2,15+ 0,04 0,37 +0,02 2,34+0,04 8,11+ 0,08 7,18 +0,06 0,93+ 0,02 3,56 + 0,04
Ora-pro-ndbis c/espinhos 84,20 + 0,02 2,17 £0,03 0,43+0,01 4,48 + 0,01 8,01 +0,04 6,95 +0,03 1,07+0,01 0,70+ 0,02
Ora-pro-ndbis s/espinhos 83,78 £ 0,03 2,66 + 0,08 0,26 + 0,01 3,35+0,03 8,79 £ 0,05 7,99 £ 0,02 0,80+0,03 1,16 £ 0,03
Peixinho 72,93+ 0,03 2,40 +£ 0,08 0,47 +0,01 3,94+0,11 14,29 + 0,10 13,09 + 0,06 1,24+ 0,04 5,96 + 0,03
Taioba- Folha 85,99 £ 0,02 1,71+0,04 0,91 +0,02 3,20 £ 0,03 6,62 + 0,07 6,04 0,05 0,59+0,02 1,57 £ 0,02
Taioba- Talo 93,72 £ 0,02 0,80 £ 0,01 0,14 £ 0,005 0,37 £ 0,005 2,47 + 0,09 2,25 +0,03 0,22+ 0,03 2,51+0,02
Vinagreira - Sépala 81,74 + 0,02 1,18 £0,05 0,12+0,01 1,01 £ 0,001 9,09 + 0,07 6,67 +0,05 2,42+ 0,02 6,86 + 0,05
Vinagreira-roxa 70,22 + 0,02 3,27 10,02 2,46 + 0,03 4,44 + 0,06 13,30 £ 0,09 10,96 +0,06 2,34+0,03 6,32+ 0,03

Valores medios + desvio padrao (n=3). * Por diferenca.



