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RESUMO

As Plantas Alimenticias Nao-Convencionais (PANC) s&do uma fonte promissora de
nutrientes, cujo consumo tem sido incentivado devido a possibilidade de agregar valor
a alimentagao. Dentre estas, Azedinha (Rumex acetosa L), Capuchinha (Tropaeolum
majus) e Peixinho (Stachys byzantina k. Koch), possuem potencial antioxidante
associado a presencga dos compostos fendlicos, porém, o conhecimento acerca do
perfil fendlico e da capacidade antioxidante destas PANC ainda é limitado. Assim, para
a adequada identificacdo e posterior quantificagcdo dos compostos fendlicos, diversos
meétodos extrativos tém sido propostos, sendo que estes podem ser influenciados por
varios parametros, tais como tipo de solvente, aplicacdo ou ndo de calor, e a presenca
ou ndo de agitagcdo. Nesta conjuntura, tornou-se relevante investigar diferentes
métodos de extragcdo dos compostos fendlicos objetivando a maxima identificagéo e a
quantificacdo desses, a fim de otimizar as analises laboratoriais. Posto isso, foram
comparados dez diferentes métodos de extracdo para a obtencdo de extratos
contendo compostos fendlicos e outras substancias com atividades antioxidantes nas
amostras de Rumex acetosa L, Tropaeolum majus e Stachys byzantina K. Koch. Os
extratos obtidos foram submetidos as analises de compostos fendlicos totais, analise
de capacidade antioxidante e o perfil de fendlicos foi obtido por Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia (UPLC) com detector de arranjo de diodos. No geral, observou-se
que o emprego do metanol nos processos de extragao favoreceu a obtengao dos
melhores resultados para as analises de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante. Verificou-se ainda que as condigcbes empregadas nos dez métodos em
relacéo aos tipos de solventes, uso de tratamento fisico e/ou térmico influenciaram na
obtencao de diferentes compostos fendlicos. As analises por UPLC, demonstraram
que todos os extratos continham acidos fendlicos e flavonoides, sendo as maiores
concentragcbes encontradas nos extratos com metanol e acetonitrila, enquanto os
extratos que continham etanol e acetona, apresentaram resultados inferiores para
acidos fendlicos e flavonoides. O acido clorogénico destacou-se como o acido fendlico
majoritariamente quantificado nas trés amostras analisadas, em todos os extratos
obtidos, independente dos dez métodos testados. Enquanto a rutina foi extraida em
maior quantidade, em todos os métodos empregados, apenas para as amostras de
Rumex acetosa L. Por fim, os resultados apresentados demonstram o potencial
antioxidante de compostos bioativos da Rumex acetosa L, Tropaeolum majus e
Stachys byzantina K. Koch e a necessidade da realizagdo de mais estudos que
determinem a composicgao fendlica e o potencial de diferentes PANC e assim revelar
os atributos funcionais destas incentivando ainda mais a sua insercao na alimentacao
da populacao e consequente valorizagao econémica.

Palavras-chave: Plantas Alimenticias Nao-Convencionais; Compostos Fendlicos;
Capacidade Antioxidante; Métodos de Extragao.



ABSTRACT

Non-Conventional Food Plants (PANC) are a promising source of nutrients, whose
consumption has been encouraged due to the possibility of adding value to food.
Among these, Rumex acetosa L, Tropaeolum majus and Stachys byzantina k. Koch,
have antioxidant potential associated with the presence of phenolic compounds,
however, the knowledge about the phenolic profile and antioxidant capacity of these
PANC is still limited. Thus, for the proper identification and subsequent quantification
of phenolic compounds, several extractive methods have been proposed, which can
be influenced by several parameters, such as type of solvent, application or not of heat,
and the presence or absence of agitation. In this context, it became relevant to
investigate different methods of extraction of phenolic compounds aiming at the
maximum identification and quantification of these, in order to optimize laboratory
analyses. Therefore, ten different extraction methods were compared to obtain extracts
containing phenolic compounds and other substances with antioxidant activities in the
samples of Rumex acetosa L, Tropaeolum majus and Stachys byzantina K. Koch. The
extracts obtained were submitted to analysis of total phenolic compounds, analysis of
antioxidant capacity and the phenolic profile was obtained by Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) with diode array detector. In general, it was observed that
the use of methanol in the extraction processes favored the achievement of the best
results for the analysis of total phenolic compounds and antioxidant capacity. It was
also verified that the conditions employed in the ten methods in relation to the types of
solvents, use of physical and/or thermal treatment influenced the obtaining of different
phenolic compounds. The UPLC analyses showed that all extracts contained phenolic
acids and flavonoids, with the highest concentrations found in extracts with methanol
and acetonitrile, while extracts containing ethanol and acetone showed lower results
for phenolic acids and flavonoids. Chlorogenic acid stood out as the phenolic acid
mostly quantified in the three samples analyzed, in all extracts obtained, regardless of
the ten methods tested. While rutin was extracted in greater quantity, in all methods
employed, only for the samples of Rumex acetosa L. Finally, the results presented
demonstrate the antioxidant potential of bioactive compounds of Rumex acetosa L,
Tropaeolum majus and Stachys byzantina K. Koch and the need to carry out more
studies to determine the phenolic composition and potential of different PANC and thus
reveal their functional attributes, further encouraging their insertion in the population's
diet and consequent economic valorization

Keywords: Non-Conventional Food Plants; Phenolic Compounds; Extraction
Antioxidant Capacity; Methods.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1. Azedinha (RUMEX aCetOSA L.) ...uuuuuuiiiiiiiiieii i 26
Figura 2. Capuchinha (Tropaeolum Majus L.) ........uueeiiriiiiiiieiiiaiiiieiiiivieeee e 27
Figura 3. Peixinho (Stachys byzantina K. KOCh) ..., 29
Figura 4. Representagao esquematica da biossintese de fendlicos nos vegetais......31
Quadro 1. Classificacdo dos compostos fendlicos em plantas...............ccccccvvvvvnnnne. 32

Figura 5. Estrutura das substancias pertencentes a classe dos acidos

(010 g0 )] oT=T 0 VAo ] (o]0 1S TP PPPPPPPP PR 34
Figura 6. Estrutura do acido clorogénico formado da associacéo dos acidos caféico e
(o[0T o TP 35
Figura 7. Estrutura genérica dos flavonoides............cccoooiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 35
Figura 8. Estrutura das principais substancias pertencentes a classe dos

1121770 0] 1S3 PEUPUPPT PP 36
Figura 9. Estrutura das principais substancias pertencentes a classe das

1121770 ] = L OSSR 37
Figura 10. Estrutura das principais substancias pertencentes a classe dos

1121770 0] LS 3PEUUPPT PP 37
Figura 11. Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de

01T B @4 o o= 11 1= - L1 U 41
Figura 12. Estabilizagao do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formacgao pelo
persulfato de POLASSIO. ... ..cciiii i —————————————— 44

Figura 13. Mecanismos de reacéo entre o radical DPPH+ e um antioxidante através

da transferéncia de um atomo de hidrogénio............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 45
Figura 14. Reducao do complexo Fe3+/tripiridiltriazina - TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil) -

1,3,5-traZINA) @ FE24 ...t 46
Figura 15. Folhas de azedinha (A), capuchinha (B) e peixinho (C) trituradas........... 51
Figura 16. Correlacao entre compostos fendlicos totais e ABTSe+.......cccceeeeeeeeennnnn. 77
Figura 17. Correlacao entre compostos fendlicos totais e DPPH................ccccvnvneeee. 78
Figura 18. Correlagéo entre compostos fendlicos totais € FRAP..............ccccccinvnneee. 78
Figura 19. Cromatograma (A) — Curva de calibragéo padrao (Método A) .................. 81
Figura 20. Cromatograma (B) — Curva de calibragéo padrao (Método B) .................. 82

Figura 21. Cromatograma do perfil de compostos fendlicos referente ao método A



Figura 22. Cromatograma do perfil de compostos fendlicos referente ao método B

A 4 0 1.0 TSRS 84
Figura 23. Grafico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos extratos de Rumex

ACETOSA L. e 100
Figura 24 - Grafico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos extratos de

B o] 0 L= ST 18] ¢ 1 4 F= U PP 101
Figura 25— Gréfico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos extratos de Starchys

(0)V772= 1 0111 £ = USSP PUPPRR 102



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) selecionadas para a

realizaCao das @NAlISES. ..........oii i 50

Tabela 2. Relacédo de adaptacOes realizadas nos métodos de extracdo de

COMPOSLOS FENGIICOS. ... .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e nnerneees 52
Tabela 3. Condi¢des experimentais para extracdo de compostos fendlicos totais em
PANC azedinha, capuchinha e peiXinho.............ccooviiiiiiiiiiicrce e, 54
Tabela 4. Volume de extratos purificados e de solucéo de acetona a 70% utilizados
nas diluicbes para Analise de Compostos Fendlicos Totais...............vevvvvveeiiiieneennnn. 55
Tabela 5. Volume de extrato bruto e de alcool etilico utilizados nas diluicdes para
Andlise de Atividade Antioxidante — ABTS........cooooiiiiiii e 58
Tabela 6. Volume de extrato bruto e de alcool metilico utilizados nas diluicbes para
Andlise de Atividade Antioxidante — DPPH..............ccccciiiiiiiiiiicceee e 60
Tabela 7. Volume de extrato bruto e de dgua destilada utilizados nas diluicbes para
Andlise de Atividade Antioxidante — FRAP ... 63
Tabela 8. Volume de extrato e alcool metilico utilizados nas diluicBes para analise de
compostos fendlicos totais por cromatografia............ocvveeeeeiiiiiiiiiiee e 66
Tabela 9. Volumes das diluicdes das concentracdes da curva de calibracéo
OO 68
Tabela 10. Volumes das diluicdes das concentracdes da curva de calibracéo

o PP PP PPPOPUPPPPPPR 68

Tabela 11. Gradiente de eluicdo do método de analise de compostos fendlicos pelo
012 70 o [ 1 S EEUPPRRRR 70

Tabela 13. Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante de Plantas
Alimenticias Nao ConvencioNaisS (PANC)........uuiiiiii i 72

Tabela 14. Curva de calibracédo de padrées (Método A) de compostos fendlicos
usados na quantificacdo dos compostos presentes nos extratos de azedinha,
CcapUChiNNa € PEIXINNO. .. ..uueiiii e et e eeaeeneees 80

Tabela 15. Curva de calibracdo de padrdes (Método B) de compostos fendlicos
usados na quantificacdo dos compostos presentes nos extratos de azedinha,
capuchinha @ PEIXINNO. ........ooiiiiiii e 81

Tabela 16. Perfil de compostos fendlicos de Plantas Alimenticias Nao Convencionais
por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)...........cooveiiiiiieiiiiiiiiiiee 86



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% porcentagem

ABS — Absorbancia

ABTS - -2,20-azino-bis acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfénico
ANOVA — Analise de variancia

AOAC — Association of Official Analytical Chemists

APH - Alta pressao hidrostatica

C — Carbono

CFT — Compostos Fendlicos Totais

cm — centimetro

DAD - Detector de arranjo de diodos

DPPH - 1,1-difenil-2-picrilidrazil

EPAMIG - Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
FAFAR/UFMG — Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais
FRAP — Capacidade de reducéao do ion férrico (do inglés, Ferric Reducing
Antioxidant power)

fMLP — Metionil — Leucil - Fenilalanina

GAE — Acido galico equivalente

GLP-1 - Peptideo semelhante a glucagon 1

H202 — Perdxido de hidrogénio

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography)

kHz - kilohertz

L — Litro

m - Metros

mg — Miligramas

min — minutos

mm - Milimetro

mL — Mililitro

mM — Massa molar

ND — N&o determinado

nm — Nanémetros

n° - nidmero



°C — Graus Celsius

p/v — Peso por volume

PANC — Plantas Alimenticias N&do Convencionais
PCA — Analise de componentes principais

pH - Potencial hidrogenidnico

pKa — Constante de acidez

PMA — Acetato de forbol miristato

PVDF - Fluoreto de Polivinilideno

Ra - Rumex acetosa L.

Rpm — Rotagao por minuto

Sb - Sthachys byzantina K. Koch

SisGen - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado

Tm - Tropaeolum majus L.

TPTZ - (2,4,6-Tri(2-piridil)1,3,5-triazina)

Tr — Tempo de retengao

TROLOX - Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetra-metilcromo-2-carboxilico
UPLC - Cromatografia Liquida de Ultra eficiéncia
US - Ultrassom

UV-vis — Ultra-violeta visivel

v/v — Volume por volume

xg-Forca G

ML — Microlitro

pm — Micrometro



SUMARIO

(R0 51U 07X TSR 20
2 OBUJETIVOS . ...ttt e e e e et e e e e e e sab e e e e e e e aabaraeeeeeeaanes 23
2.1 ODJELIVO GEIAL. .ot 23
2.2 ODbjetivoS €SPECITICOS...uuiiiiiiiiiiii et ————- 23
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 24
3.1 Plantas Alimenticias NAG0 CONVENCIONAIS...........cccceiuiviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e e 24
3.2 Azedinha (RUMEX @CELOSA L.) coooiiiiiiie et 26
3.3 Capuchinha (Tropaeolum mMajuS L) ....ccoovrriiiiiiiiiiiiiee e 27
3.4 Peixinho (Stachys byzantina K. KOCh) .............cciiiiiiiiiiiiiirrrereer e 28
3.5 COMPOSTOS BIOATIVOS. ... .ottt e a e e e e e e e 29
3.5.1 COMPOSLOS FENOIICOS . ..ci it 30
T N Yol o Lo 3R =Y o Yo [T oY o L= RS 33
3.5.1.1.1 Acid0S NidroXiDENZOICOS. .....ccveveeveeeeeeeeee e 34
3.5.1.1.2 ACid0S NidroXiCiNAMICOS. ....cvceeeeeeieece e, 35
T I - Yo ] o 1 o =SS 35
I I R =Y o] o = OO PPRRPRR 36
T B =Y o] = U U PP 36
3.5.1.2.3 FIAVANOIS ..ottt a e e e e e 37
3.6 METODOS DE EXTRACAO PARA ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
N I 1 N 1 1 PSP 38
3.6.1 Preparo da @amOSTra....cccccoiee et 38
3.6.2 MEtOdOS A€ EXIFACAD........ceeeeieieiiee ettt e e e e e e e e e e e 38
3.7 METODOS DE ANALISE. ..ot iiitiiiiieieiieietee ettt 41
3.7.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais — Método de Folin-ciocalteau
.................................................................................................................................... 41
3.7.2 Avaliagao da capacidade antioxidante.........................iiiiii i 42
3.7.2.1 Capacidade antioxidante pelo Método do ABTS. +.........cccoeiiirrmrrrreeennnnnnns 43
3.7.2.2 Capacidade sequestrante do radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH)
.................................................................................................................................... 44
3.7.2.3 Capacidade antioxidante total pelo Método de reducdo do ferro —
e 45
3.7.3 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)..........ccoovcuvviiiiiiiiieiieneenn. 46

4. MATERIAL E METODOS.......ooiitieeteeeteeeteet ettt ettt 47



0 I = =Y - 1 TR 48

g O R =0 LU T 1= 0 =T 01 (0 PP 48
4.1.2 REAGENTES. ...ttt e ettt e e e e ettt e e e e et e e e e eraa s 48
4.1.3 Padries @nalitiCOS. .. .uuuuuiiiiiiiiiiiieie et e e e e e e e e e e 49
4.2 METODOS. ....coeuiiiieeeeteteteteese ettt et ee e s et et es ettt e et s ese e ae st et eeeseteneeneesaeeas 50
4.2.1 Coletae preparo das amOSIIaS.........uuuuuiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeieer e e e eaaees 50
4.2.2 Determinag8o da UmMidade.........cooeiriiiiiiiiiiii e 51
4.2.3 Selecdo dos MEtodoS A€ eXIraCa0 ........cuuvveriiiiieriiie e 51
4.2.4 ODteNCA0 dOS EXIrALOS...cciiiiii e e e e e eieeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e ae e 53
4.2.5 Purificacdo do extrato para analise de compostos fendlicos totais........... 55
4.2.6 Compostos fENOIICOS tOLAIS.......uueiiiieiiiiiiiie e 55
4.2.7 Capacidade antioXidante.........oooiiiiiiiiiieie s 57
4.2.7.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS *+................. 58
4.2.7.2 Capacidade antioxidante pela reacdo com o radical livre DPPH.............. 60
4.2.7.3 Capacidade antioxidante pelareacao de reducéao do ferro (FRAP).......... 63
4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC).oieieieeeeeeeeee, 65
4.3.1 Obtencdo dos extratos para analise por Cromatografia Liquida de Ultra
EFICTIEBNCIA = UPLC ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s e s annnnes 65
4.3.2 Preparo de solucbes estoque dos padrbes de compostos fendlicos na
concentragao 100 P/MI..........e i 67
4.3.3 Diluigdes da curva padrao de calibrag@o..........ccccceeeeeeiiieiiiiiieeen 67
4.3.4 Prepar0o das fasesS MOVEIS.......ccooiiiiiiiieeeece e 69
4.3.5Condicdes cromatografiCas..........cooivviiiiiiiiiiiiiceee e 69
4.4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 70
5 RESULTADOS E DISCUSSAO. ... 71
5.1 TEOR DE UMIDADE........otttiiiiiiiiiitiee ettt e e e s enneeeaeas 71
52 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT) E CAPACIDADE
N N IO 3 Q0 1 I 71
5.3 Correlagao do teor de compostos fendlicos totais com diferentes métodos
de atividade antioXidante....................oooo s 77
5.4 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR UPLC......cocoveveeerercrcene, 79
5.5 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS OBTIDOS PELO DIFERENTES
METODOS DE EXTRAGAO.......cooiieeeteeeeteee ettt ettt teanseean e, 80

5.6 Analise de Componentes PrinCipaisS (PCA) ....uuuuiiiiiiiii e 99



6 CONCLUSAO

SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS ...........coooviiiiiiiiceieeeeee s

REFERENCIAS



20

1 INTRODUGAO

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas de todo o mundo (Polesi et
al., 2017). Seu territorio comporta a maior riqueza de espécies da flora e os maiores
remanescentes de ecossistema tropical (Myers et al., 2000). Sdo mais de 50.000
espécies nativas de plantas, fungos e algas (Gomes et al., 2023) sendo que
aproximadamente um tergo desta biodiversidade vegetal pode ser utilizada como
alimento (Altieri, 2016). Estes dados evidenciam o potencial do Brasil para ter um dos
sistemas alimentares mais biodiversos do mundo (Silva et al., 2023), caracterizando
como uma oportunidade para aumentar a seguranga alimentar e nutricional hoje

(Jacob; Araujo de Medeiros; Albuquerque, 2020).

Contudo, de acordo com Gomes et al (2023), um ambiente rico em
biodiversidade nao resulta necessariamente em uma dieta diversa. No geral, a
populacdo desconhece o potencial alimenticio da maioria das espécies nativas, nao
sabem dizer o nome, desconhecem a sua composi¢ao nutricional, para que servem e
como podem ser preparadas ou consumidas (kinupp; Lorenzi, 2014), fazendo com
que seu consumo diminua ou nao ocorra (Almeida; Corréa, 2012). Em diversas partes
do mundo, estas plantas s&o negligenciadas por falta de informagéo, podendo ser
consideradas mato (Kinupp, 2007) ja que o conhecimento pratico sobre plantas

alimenticias esta esvaecendo (Leal; Alves; Hanazaki, 2018a).

No contexto das espécies nativas, ha um conjunto de plantas que merecem
cada vez mais atencdo. Trata-se das plantas alimenticias que possuem uma ou mais
partes comestiveis, mas que por varios motivos ndo chegam ao prato, portanto, sdo
denominadas Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) (Kinupp, 2007). As
PANC s&o uma fonte promissora de nutrientes e por isso tém atraido o interesse pela
possibilidade de diversificagcao da alimentacao e pela valorizacao de diversos produtos
derivados dessas plantas (kinupp; Lorenzi, 2014). Além disto, podem ser utilizadas
para fins tecnolégicos, como a obtencdo de pigmentos, condimentos, aromas e

aditivos naturais em alimentos (Galanakis et al., 2018; Osorio-Tobon, 2020).

Dentre as espécies intituladas de PANC podemos citar a Rumex acetosa L., conhecida
popularmente por azedinha devido seu sabor acido avinagrado. Trata-se de uma erva
da familia Polygonaceae, cuja folhas sdo usadas em saladas cruas. Sdo comuns em

areas de pastagem e ocasionalmente cultivadas em quintais no Brasil (kinupp;
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Lorenzi, 2014). A azedinha apresenta um bom potencial de mercado e pode contribuir
para o enriquecimento da dieta alimentar humana (Suedan et al., 2021), visto seu
elevado potencial nutricional e antioxidante ((Viana et al., 2015). Ja a Tropaeolum
majus L., pertence a familia Tropaeolaceae, de nome popular capuchinha, € uma
PANC amplamente cultivada para fins ornamentais € que possui vasta utilizagao
medicinal (Kinupp; Lorenzi, 2014), como antigripal, ansiolitico, infecgées do trato
urinario e respiratorio(Negrelle; Prestes; Franzoi, 2016). Da mesma forma, a Starchys
byzantina K.Koch, conhecida como peixinho-da-horta, tem o Brasil como seu maior

consumidor (Kinupp; Lorenzi, 2014).

O potencial antioxidante destas plantas associa-se a presenca de compostos
bioativos como os compostos fendlicos (Manach et al., 2004). Estes sdo os
metabolitos secundarios mais abundantes e que auxiliam em fung¢des importantes na
fisiologia das plantas (Granato et al., 2016; Kotton et al., 2022; Noreen et al., 2017),
além de possuirem propriedades biolégicas, como acgéo anti-inflamatéria, auxilio na
reducao do estresse oxidativo e podem até mesmo ajudar na prevengéo de tumores
(Cerda-Bernad et al., 2022; Liu et al., 2022; Radunz et al., 2020; Villela-Castrejon;
Antunes-Ricardo; Gutiérrez-Uribe, 2017). Porém, o conhecimento acerca do perfil de
compostos fendlicos e da capacidade antioxidante das PANC ainda ¢é limitado (Igbal
et al., 2022), nado havendo muitos estudos que demonstrem o perfil de compostos
fendlicos destas espécies, sendo necessarias mais pesquisas que revelem suas

propriedades funcionais e tecnoldgicas (Clemente-Villalba et al., 2023).

Desta forma, para uma quantificacdo adequada e fidedigna dos compostos
fendlicos, diversos métodos extrativos sao rotineiramente usados para a obtencao de
extratos. Os métodos de extracdo de compostos fendlicos séo influenciados por varios
parametros e uma avaliagao preliminar € fundamental para selecionar as melhores
condigbes analiticas (Haminiuk et al., 2012a). Parametros tais como agitagao, tempo
de extragdo, proporcao soluto/solvente, temperatura, eficiéncia de transferéncia de
massa e tamanho das particulas devem ser considerados ao selecionar um método
de extragdo (Haminiuk et al., 2011; Hurtado-Fernandez et al., 2010; Luthria, 2008;
Yang et al., 2011).

Apesar de varios métodos ja terem sido desenvolvidos, a extracdo e
determinacao simultanea de diferentes grupos de compostos fendlicos por uma unica

analise permanecem complexa (Fang et al., 2015), visto que além dos compostos
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fendlicos serem instaveis quimicamente, a atividade bioldgica pode ser alterada pelos
parametros do processo de extragcdo e por fatores externos, como a presencga de
oxigénio e luz (Fang et al., 2015; Osorio-Tobdn, 2020). Vale destacar que os métodos
de extracdo podem impactar no rendimento ou na alteracdo de compostos com
propriedades antioxidantes, interferindo na capacidade antioxidante dos extratos
provenientes das amostras (Michiels et al., 2012), por isso, uma extragao e separagao

satisfatorias sdo essenciais para a analise qualitativa e quantitativa (Fang et al., 2015).

Além de ser fundamental escolher o melhor método extrativo, € preciso
selecionar a melhor solugado extratora, e diversos fatores devem ser levados em
consideragao, tais como: a classe dos analitos de interesse e qual solugao ira
favorecer a melhor extracdo desses; a polaridade, tanto dos compostos quanto da

solugao extratora a ser utilizada (Dai; Mumper, 2010a).

Ressalta-se ainda que outros parametros podem influenciar a obtencao de
compostos bioativos, como o tamanho das particulas, tempo e temperatura de
extracao (Justino et al., 2022). A temperatura, por exemplo, deve ser controlada para
preservar os compostos fendlicos durante a secagem da matriz da planta e a extragéao,
visto que o0 aumento da temperatura se associa com a perda de compostos e sua
atividade antioxidante (Zhang, G. et al., 2020). Além disso, a combinacgé&o de diferentes
parametros pode resultar em diferentes compostos fendlicos extraidos (Velazquez-
Martinez et al., 2022).

Neste contexto, torna-se relevante investigar diferentes métodos de extragao
dos compostos fendlicos em PANC para melhor deteccédo e quantificacao desses, a
fim de otimizar as analises laboratoriais € demonstrar o potencial funcional da
azedinha, capuchinha e peixinho, e assim incentivar sua insergédo na alimentagao da

populacado e consequente valorizagao econémica.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Comparar diferentes métodos de extracdo de compostos fendlicos em trés diferentes
PANC para identificagdo e quantificagdo de compostos fendlicos por cromatografia

liquida de ultra eficiéncia (UPLC): azedinha, capuchinha e peixinho.
2.2 Objetivo especificos

Realizar a extragdo dos compostos fendlicos das matrizes vegetais de Rumex acetosa

L., Tropaeolum majus L e Stachys byzantina K. Koch;

Realizar analises quantitativas de compostos fendlicos totais por métodos

espectrofotométricos nos extratos obtidos;

Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos pelos métodos ABTS, DPPH e
FRAP;

Identificar e quantificar as substancias fendlicas em cromatografo de ultra eficiéncia

(UPLC) acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD) a partir dos extratos obtidos;

Realizar uma analise multivariada por meio da analise de componentes principais

(PCA) para obter uma visao geral do padrao dos dados.



24

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Alimenticias Nao Convencionais

As plantas alimenticias sdo conhecidas por possuirem uma ou mais partes que
podem ser inseridas na alimentacdo humana. Raizes tuberosas, tubérculos, bulbos,
rizomas, talos, folhas, brotos, flores, frutos e sementes, além das especiarias,
substancias condimentares e aromaticas se incluem neste conceito de plantas
alimenticias (Kinupp, 2007).

Desde a era Paleolitica, as plantas tém sido utilizadas pelos humanos como
fonte de nutricdo, visto que a coleta de ramos, folhas, frutos e raizes ja era uma
atividade diaria entre os povos daquele periodo (Barreira et al., 2015; Moura et al.,
2021). Ja no neolitico, iniciou-se o cultivo de plantas com a domesticacao de espécies
vegetais pelo homem primitivo. Mundialmente, existem cerca de 200 mil espécies de
plantas, destas, aproximadamente 100 foram domesticadas e possuem importancia
econdbmica e social (Barbieri; Stmpf, 2008). Estas espécies domesticadas
desempenham um papel crucial na economia global e na subsisténcia de diversas
sociedades.

Atualmente, o sistema agroalimentar € visto como um modelo limitado no
sentido de variedade de espécies (Martinelli; Cavalli, 2019). Em torno de 90% do
alimento mundial é fornecido por aproximadamente 20 espécies de plantas, dentre as
quais estao trigo, milho, cana-de-acgucar, aveia, feijao, soja, amendoim, coco, tdmara,
maca, tomate, batata-inglesa, entre outros (Kinupp; Lorenzi, 2014)

Neste cenario, 0 consumo de plantas alimenticias ndo convencionais pode ser
uma estratégia para diversificar a alimentacdo, embora ainda possuam expressao
econdmica e social reduzidas (Barreira et al., 2015). As PANC figuram como uma boa
alternativa para reduzir o consumo de alimentos de monocultura, além de contribuir
com seu alto valor nutricional (Pires, 2020).

Plantas alimenticias ndo convencionais, conhecidas também por PANC, sao
plantas ou partes de plantas que geralmente ndo estao inseridas de forma ampla na
alimentacdo humana. De modo geral, sdo mantidas em fundos de quintal para
alimentacgao familiar, crescem de forma espontanea entre plantas convencionais ou
em locais pouco atrativos como beiras de estradas, terrenos baldios, entre outros.
Podem ser consideradas “pragas”, “matos” e ainda “nocivas”, sendo desprezadas, ao

invés de acrescidas na alimentacgao (Kinupp, 2007). No Brasil ha aproximadamente
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2000 espécies alimenticias ndo convencionais citadas, sendo as populagdes
tradicionais, as principais consumidoras (Kinupp; Barros, 2008)

A maioria das PANC no Brasil ndo s&o cultivadas, mas crescem de maneira
espontanea em area antropizadas e até mesmo em areas naturais de florestas,
cerrados e campos (Kinupp; Lorenzi, 2014). Resistentes a doencgas e pragas, exigem
menor emprego de agrotoxicos e fertilizantes, sdo adequadas para cultivos organicos
(sem uso de produtos quimicos sintéticos) ou ecoldgicos (praticas sustentaveis que
preservem o meio ambiente) (Liberato; Lima; Silva, 2019; Sartori et al., 2020a). De
maneira geral, o cultivo doméstico destas espécies pode ser feito sem o preparo
convencional do solo, mas com uso de residuos organicos para melhorar a saude do
solo e aumentar a fertilidade (Kinupp; Lorenzi, 2014)

De acordo com Padilha (2021) apesar do aumento da producdo de trabalhos
com PANC, ainda ha um cenario incipiente de pesquisas que evidencie suas
caracteristicas nutricionais, se considerar a quantidade de PANC existentes
mundialmente. Desta forma, apesar de, na ultima décadas terem sido realizadas
diversas pesquisas no intuito caracterizar os potenciais nutracéuticos das plantas
cultivadas, incluindo as PANC, ha ainda muito o que desvendar.

Posto isso, é essencial obter mais informagdes sobre presenga de compostos
téxicos e antinutricionais, estudos sobre a biodisponibilidade de nutrientes, formas de
uso, partes utilizadas, natureza quimica, dentre outras, com intuito de que seus
beneficios sejam usufruidos com segurancga (Jesus et al., 2020). Alguns trabalhos tém
demonstrado que variagdes climaticas e de condi¢des de cultivo podem interferir no
teor de compostos fendlicos de varios tipos de frutos e vegetais (Ado et al., 2016;

Labanca; Oliveira; Alminger, 2017).

Considerando a rica biodiversidade de plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC) no Brasil, destaca-se trés espécies de plantas, a primeira € a azedinha,
conhecida por seu sabor picante. A segunda planta é a capuchinha, apreciada por
suas flores. Por ultimo, mas ndo menos importante, temos o peixinho, que é valorizado
por seu potencial culinario (Kinupp; Lorenzi, 2014a). Nas se¢des seguintes, vamos
explorar cada uma dessas plantas em detalhes, discutindo suas caracteristicas,

beneficios e usos potenciais.
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3.2 Azedinha (Rumex acetosa L.)

A Rumex acetosa L., conhecida popularmente por azedinha-da-horta, azeda-
brava, azedinha, € uma herbacea perene, formada por touceiras com inumeros
propagulos e que pode atingir cerca de 20 cm de altura (Figura 1). Trata-se de uma
planta rustica e de baixas exigéncias, como temperatura 6tima para desenvolvimento
entre 5 °C e 30°C e solos drenados, aerados e com bom conteudo de matéria organica
(Kinupp; Lorenzi, 2014). E normalmente encontrada em estado silvestre em regides
de clima ameno da Europa e da Asia e cultivada no Brasil em regides que vdo do Rio
Grande do Sul a Minas Gerais (Madeira et al., 2013), ja sendo encontrada em algumas
feiras e mercado (Kinupp; Lorenzi, 2014).

Figura 1 - Azedinha (Rumex acetosa L.)

'

A azedinha possui folhas grandes, de contorno oval, desprovidas de pelos e
com Iébulos basais caracteristicos. As folhas basais possuem pedunculo alongado,
ao passo que as folhas do caule quase nado possuem pedunculo. Apresenta ainda
inflorescéncias em paniculas terminais longas, com cor marrom avermelhada, com
flores pequenas e discretas, além de frutos aquénio angulados. Cultivada ha séculos,
é bastante utilizada na culinaria da Europa e Asia, combinada com outras verduras e
consumida cru ou cozida. Seu sabor acido e picante caracteristico é atribuido ao seu
alto teor de acido oxalico (Bello Et al., 2019; Kinupp, 2007; Korpelainen; Pietildainen,
2020), uma substancia que pode formar sais insoliveis com minerais (Franceschi;
Nakata, 2005) e que pode estar associado a efeitos prejudiciais ao homem
(Higashijima et al., 2019).
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As folhas de azedinha podem compor prepara¢gdes como molhos, sopas, sucos
e purés; refogada e/ou cruas, na forma de saladas (Sartori et al., 2020b). Suas flores
podem ser consumidas como verdura ou utilizadas na decoragdo, enquanto suas
sementes podem ser moidas para fazer farinha e serem utilizadas no preparo de paes
(Kinupp; Lorenzi, 2014).

Além disso, possui uma boa composigao nutricional, contento vitaminas e
minerais importantes para a saude humana (Bello et al., 2019), como ferro, magnésio
e zinco (Minighin, 2023), além de aminoacidos essenciais e metabolitos secundarios,

como os polifendis (Bello et al., 2019).

3.3 Capuchinha (Tropaeolum majus L)

A Tropaeolum majus L. € uma espécie nativa do Peru, México e regides das
América Central. No Brasil, popularmente conhecida como “capuchinha” é cultivada
em hortas na regidao nordeste, especificamente no estado da Bahia e em todos os
estados da regido sudeste e sul (Lima, 2024). O termo Tropaeolum, vem do grego
tropaion e significa tropa, fazendo referéncia a suposta forma de escudo das folhas,
acompanhadas das flores, das quais o formato parecem com capacetes. A
denominacgao capuchinha é gracas a semelhancga da folha que vista por tras lembra
um capuz (Reis, 2006)(Figura 2).

Figura 2 — Folhas de Capuchinha (Tropaeolum majus L.)
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Fonte: Dra. Marinalva Pedrosa A(2023)
Facilmente adaptavel a estresses abidticos, como oscilagbes de temperatura e

solo com baixa fertilidade (Jakubczyk et al., 2018; Okoye et al., 2014), € uma planta

de pequeno porte, herbacea, de ciclo semiperene, composta por ramos rasteiros e
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retorcidos (Souza; Liberato; Teixeira, 2021). Suas folhas ndo apresentam pelos, sdo
peltadas, ou seja, se ligam ao caule como um guarda-chuvas, e podem medir de 4,5
a 4,0 cm e chegar até 17,5 cm a 15,5 cm. O caule é tenro, arredondado, de cor verde
clara e alcangcam em torno de 1 cm de didametro e 5 m de comprimento (Zanetti et al.,
2004). Suas flores sao solitarias, longo-pedunculadas, e suas cores variam entre
vermelhas, alaranjadas ou amarelas, tons diversos, que geram frutos verde-claros,
divididos em partes arredondadas que se separam facilmente (Kinupp; Lorenzi, 2014).

A capuchinha apresenta um aspecto visual muito agradavel, o que a caracteriza
como uma planta ornamental, sendo sua flor uma das mais consumidas no Brasil
(Dal’rio; Mateus; Seldin, 2022; Souza et al., 2020). E uma hortalica com bons teores
de minerais, como o zinco (Botrel et al., 2020), além de possuir inumeros beneficios a
saude gragas aos seus compostos antioxidantes, que combatem doencgas crdnicas,
contribuem na prevencdo de degeneragdo muscular e de desordens imunoldgicas
(Souza et al., 2020). As flores, folhas e caules da capuchinha podem ser apreciadas
em saladas, patés, cozidas ou refogadas. Ja as sementes podem ser consumidas
como conservas, enquanto as raizes podem ser usadas para o preparo de cha
(Jakubczyk et al., 2018; Kinupp; Lorenzi, 2014). As folhas jovens e as flores tém sabor

picante, devido a presenga de compostos bioativos (Dal’rio; Mateus; Seldin, 2022).

3.4 Peixinho (Stachys byzantina K. Koch)

A Stachys byzantina K. Koch, & popularmente conhecida por peixinho da horta
ou lambari de folha. Trata-se de uma espécie nativa na Turquia, Asia e Caucaso, mas
desenvolve-se bem em regides de clima moderado, com temperatura entre 5 e 30 °C
(Kinupp; Lorenzi, 2014). No Brasil, é cultivada em regides de altitude superiores a 500
m nas regides Sudeste e Centro-Oeste, e na regido Sul. Temperaturas acima dos 35
°C prejudicam seu crescimento, possuindo boa tolerancia ao frio (Madeira et al., 2013)
(Figura 3).
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F|gura 3 Pelxmho (Stachys byzantina K. Koch)

Fot: Dra. Marinalva Pedrosa (2023)

O peixinho é uma planta rustica, com poucas exigéncias e muito tolerante ao
atraque de pragas e doencas. E uma herbacea perene, que pode chegar de 20 a 40
cm de altura e forma touceiras com varios propagulos. E totalmente revestida por
denso indumento lanoso branco, suas folhas sdo simples, de 5 a 14 cm de
comprimento e 2 a 3,5 cm de largura. Suas inflorescéncias sdo semelhantes a espigas
densas, com flores réseas ou violetas, s6 ocorrem em regides de altitude do Sul e
Sudeste do Brasil (Kinupp; Lorenzi, 2014a; Rossato et al., 2012).

O peixinho é uma planta pouco conhecida como alimenticia em outros paises,
sendo o Brasil seu maior consumidor. Suas folhas podem ser consumidas em sucos,
refogados, sopas, molhos, omeletes e recheios diversos. Quando empanadas e fritas,
as folhas ficam crocantes, com textura e leve sabor de peixe frito(Kinupp; Lorenzi,
2014).

A Stachys byzantina apresenta boa quantidade de fibras, niveis intermediarios
de proteinas e quantidades consideraveis de lipideos e carboidratos, além de
possuirem minerais importantes (Silva et al., 2018), como potassio, calcio, ferro,
magnésio, manganés e zinco (Minighin, 2023). Suas folhas sdo destaque ainda pelo

seu expressivo efeito antioxidante e antimicrobiano (Azevedo, 2018).

3.5 COMPOSTOS BIOATIVOS
Conhecidos como nutrientes e/ou ndo nutrientes com agao fisiolégica ou
metabdlica especificas, os compostos bioativos atuam como antioxidantes, ativando

enzimas, bloqueando a agado de toxinas virais ou antibacterianas, interferindo na
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absorgao de colesterol, reduzindo a agregagao plaquetaria ou combatendo bactérias
gastrointestinais danosas (Queiroz, 2012).

Nas plantas, trata-se de compostos naturalmente produzidos como metabolitos
secundarios associados ao sistema de defesa das plantas contra radiacao, injurias de
insetos e demais microrganismos (Khurana et al.,2013). Possuem estruturas quimicas
distintas e, por consequéncia, fungbdes biolégicas diferentes também. No entanto,
possuem caracteristicas em comum, como o fato de serem substancias organicas e
normalmente de baixo peso molecular, ademais ndo s&o sintetizados pelo organismo
humano (Carratu; Sanzini, 2005).

Os vegetais apresentam uma vasta variedade de compostos bioativos, sendo
que diversos estudos tém sido realizados com intuito de identificar e quantificar esses
compostos. Dentre estes compostos, os polifendis ou compostos fenélicos destacam-
se devido sua importancia nas caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor e textura)
das hortalicas (Santos, 2017).

3.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sado caracterizados por possuirem uma estrutura
basica com um anel aromatico que possui um ou mais grupos hidroxila com estruturas
que variam entre moléculas fendlicas simples, como os acidos fendlicos, a complexos
polimeros de elevada massa molecular, como os taninos (Dai; Mumper, 2010b;
Haminiuk et al., 2012b; Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013a). Sdo os metabdlitos
secundarios mais abundantes das plantas, com mais de 8.000 estruturas fendlicas
conhecidas (DAI; MUMPER, 2010).

A sintese dos fendlicos ocorre a partir de um limitado numero de precursores
biossintéticos, especificamente: fosfenol piruvato, piruvato, acetato e alguns
aminoacidos, acetil-CoA e malonil-CoA por intermédio de duas vias metabdlicas
principais: a via do acido chiquimico e a via dos poliacetatos (Bravo, 2009; Robards
et al., 1999; Ross; Kasum, 2002).

A via do acido chiquimico, apresentada pela Figura 4, é responsavel pela
producao a maioria dos compostos fendlicos, obtendo como produto aminoacidos
aromaticos, a tirosina e a fenilalanina, bem como os &acidos cindmicos e seus
derivados (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, lignanas e derivados dos
fenilpropanoides). Ocorrem nesta via uma sequéncia de reagdes enzimaticas que se

inicia nos plastidios com a condensagédo de dois metabdlitos fosforilados:
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fosfoenolpiruvato, provenientes da glicdlise e eritrose-4-fosfato, proveniente da via das
pentoses (Croft, 1998; Quifiones; Miguel; Aleixandre, 2012; Ryan et al., 2002).

A via dos poliacetatos, conforme apresenta a Figura 4, se inicia a partir de uma
molécula de acetilCoa e por meio de inumeras reagdes de condensagao sao gerados.
Com a reducgao destes se formam os acidos graxos e pela ciclizagado se forma uma
ampla variedade de compostos aromaticos, como as quinonas, enquanto outro
metabolitos sdo gerados por rotas mistas (via do acido chiquimico e via dos
poliacetatos), como os flavonoides (Quifiones; Miguel; Aleixandre, 2012b). Na
biogénese dos flavonoides, trés moléculas de malonil-CoA se condensam a uma
molécula de p-cumaril-CoA. Tal reacao é catalisada pela chalcona sintase, produzindo
a naringerina chalcona, precursora dos flavonoides. Quando a reacdo € catalisada
pela estilbeno sintase ocorre a formagao dos estilbenos (Garcia; Carril, 2009).

Figura 4 - Representacao esquematica da biossintese de fendélicos nos

vegetais.
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Fonte: (Pereira, 2014)
Os metabdlitos produzidos por estas vias atuam em diversas funcoes

relacionadas a defesa, reprodugéo, desenvolvimento e estrutura dos vegetais (Vogt,
2010), além de desenvolverem um importante papel nas propriedades sensoriais cor,
aroma, sabor e adstringéncia (Tomas-Barberan; Espin, 2001).

A diversidade de estruturas de compostos fendlicos se relaciona com a varias
propriedades que se correlacionam as suas fungdes especificas nas plantas, o que

impacta em sua distribuicido na natureza. Ao passo que alguns fendlicos sao
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intensamente presentes nos vegetais, outros sao proprios de certas familias, certos
orgaos especificos ou em determinadas fases de desenvolvimento das plantas
(Boudet, 2007; Cheynier, 2012).

Os compostos fendlicos podem ser classificados em 10 classes de acordo o
numero de carbonos constituintes em conjunto com a estrutura basica do composto
como mostrado abaixo no Quadro 1:

Quadro 1 — Classificagao dos compostos fendlicos em plantas

Esqueleto
. Classe

C6 Fendlicos simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas,cromonas
C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antaraquinonas
C6-C3-C6 Chalconas, flavonoides
(C6-C3) n Ligninas e lignanas
(C6-C3-C6)n Polifendis

Fonte: Angelo e Jorge (2007), Bravo (1998), Robards et al. (1999)

Os compostos fendlicos com estrutura C6 sao extensivamente distribuidos
dentre varias espécies vegetais, sdo exemplos timol, resorcinol e orcinol. Os
compostos C6-C1 sado representados pelos acidos fendlicos como o galico, vanilico,
siringico e p-hidroxibenzoico. Ja os compostos de estrutura C6-C2, tais como acidos
fenilacéticos e acetofenonas, sdo pouco descritos na literatura. O esqueleto C6-C3 é
caracterizado por fendlicos de baixo peso molecular derivados de fenilpropanoide, séo
os acidos hidroxicinamicos (p-cumarico, caféico e ferulico) e derivados (Carocho;
Ferreira, 2013). Se enquadram também dentre os compostos C6-C3, os constituintes
basicos das ligninas e as cumarinas (Shahidi; Naczk, 2006).

As ligninas séo polimeros com estrutura (C6-C3) n com diversas ramificagoes.
Os principais grupos sao ligninas de madeira macias, de madeiras duras e ligninas de
plantas herbaceas, sendo esta, o polimero mais abundante na natureza. As
naftoquinonas (C6-C4) sao representadas pelas julgonas, presentes nas nozes.
Enquanto as xantonas (C6-C1-C6) estdo basicamente em vegetais superiores. A

estrutura C6-C2-C6 é representada pelos estilbenos, sdo vastamente distribuidos no
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reino vegetal, sendo o resveratrol o mais importante desta familia (Carocho; Ferreira,
2013).

As chalconas e os flavonoides representam os fendlicos com estrutura C6-C3-
C6. As chalconas nao possuem anel C heterociclico, mas uma cadeia aberta com dois
anéis aromaticos unidos por um sistema de carbonilas com trés carbonos a-
insaturados. Elas ocorrem principalmente em flores, mas também em alguns érgéos
vegetais (Naczk; Shahidi, 2004). Ja os flavonoides sdo amplamente distribuidos nos
vegetais e sdo apontados como o grupo mais importante dos fendlicos. Eles séo
sintetizados via condensacéao de fenilpropanoides (C6-C3) com a participacao de trés
moléculas de malonil coenzima A, que leva a formagdo de chalconas que,
posteriormente sofrem ciclizacdo sob condigdes acidas (Shahidi; Naczk, 2006;
Valverde; Periago; Gaspar, 2000).

Grande parte destes compostos ocorre primordialmente na forma conjugada,
associado com um ou mais residuos de acgucar ligados ao grupo hidroxil (C3 ou C7)
ou diretamente ligado ao carbono aromatico (Rice-Evans; Miller; Paganga, 1996).
Compostos como acidos carboxilicos, aminas e lipideos também sdo comuns nestas
associagdes, assim como com outros fendlicos. Nos tecidos vegetais é possivel
observar fendlicos na forma livre, porém, € pouco comum, supostamente em fungao
do potencial toxico destas substancias quando estdo na forma livre (Bravo, 1998; Reis
Giada, 2013).

3.5.1.1 Acidos fenélicos

De acordo com Balasundram; Sundram; Samman, (2006), os acidos fendlicos
podem ser divididos em dois grupos de substancias:

a) Acidos benzéicos, que possuem sete atomos de carbono. Estes sdo os mais
simples encontrados na natureza, como os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e siringico.

b) Acidos cindmicos, que tém nove atomos de carbono, como os acidos caféico,
p-coumarico e sinapico.

Estes acidos desempenham um importante papel sobre a estabilidade
estrutural dos vegetais, visto a sua composigao quimica que possibilita a formacao de
inumeras ligagdes cruzadas de ésteres e éteres. S40 compostos encontrados em
grande quantidade na natureza, especialmente em sementes, cascas, caules e folhas

sao fontes ricas em acidos fendlicos (Morton et al., 2000).
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3.5.1.1.1 Acidos hidroxibenzéicos

Geralmente, os acidos hidroxibenzdicos sdo encontrados na natureza na forma
de estruturas complexas como taninos hidrolisaveis. Também podem ser encontrados
como acidos organicos e glicosideos (Manach et al., 2004; Naczk; Shahidi, 2004). Os
acidos elagico, acido galico, p-hidroxibenzoico, protocatequinico, siringico e vanilico
sdo os principais representantes desta classe de acidos fendlicos (Pereira, 2014).
Visto que estes acidos, tanto em sua forma livres quanto esterificados, s&o
encontrados em poucas plantas consumidas pelos seres humanos, eles ndo sio
estudados a fundo e nédo sédo considerados de relevante interesse nutricional (Manach
et al., 2004). A Figura 5 apresenta algumas estruturas de acidos hidroxibenzéicos.

Figura 5 — Estrutura das substancias pertencentes a classe dos acidos
hidroxibenzéicos.
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HO Y4 OH
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0 OH
Acido elagico Acido galico
0. OH 0. _OH
H
H H
OH OH
o Ac_i_do p- Acido
COOH
H,CO CH,
H
Acido siringico Acido vanilico

Fonte: Pereira (2014)



35

3.5.1.1.2 Acidos hidroxicinamicos

Os acidos hidroxicindmicos sao raramente encontrados em forma livre. As
formas ligadas sdo derivadas glicosilados ou ésteres de acido quinico, acido
chiquimico e acido tartarico (Manach et al., 2004). Presentes abundantemente nos
vegetais, desempenham fungdes estruturais e de defesa (Cartea et al., 2010), sendo
as principais substancias desta classe os acidos p-cumarico, caféico, ferulico e
sinapico (Pereira, 2014). Os acidos fendlicos podem ligar entre si ou até mesmo com
outros compostos. Uma importante combinagao ocorre entre acidos caféico e quinico,
originando o acido clorogénico(Figura 6) (Soares, 2002).

Figura 6 - Estrutura do acido clorogénico formado da associagao dos acidos
caféico e quinico.

HQ CO,H

HO™"

OH
OH

Fonte: Pereira (2014)

3.5.1.2 Flavonodides

Composto por uma cadeia com 15 carbonos dispostos em dois anéis
aromaticos unidos por uma ponte de trés carbono (Figura 7), os flavonoides sao os
compostos fendlicos mais abundantes e diversificados(Bravo, 1998; Garcia; Carril,
2009; Ross; Kasum, 2002). De acordo com a posi¢ao de ligagéo do anel B, bem como
0 grau de saturagcédo e oxidagédo do anel C, os flavonoides podem ser classificados
subclasses, sendo as principais: flavonas, flavonais, flavanonas, flavandéis, isoflavonas
e antocianinas (Fan et al., 2019; Nabawvi et al., 2020; Tuenter et al., 2020; Wang; Li; Bi,
2018)

Figura 7 - Estrutura genérica dos flavonoides

3!

Fonte: Pereira (2014)
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Os flavonoides sdo encontrados principalmente na epiderme de folhas e nas
cascas dos frutos, sendo responsaveis pela pigmentacao, resisténcia a patégenos e
protecdo aos raios UV (Carocho; Ferreira, 2013) S&o relativamente resistentes ao
calor, oxigénio, desidratacdo, porém sao fotossensiveis (Aherne; O’Brien, 2002).

Quanto as caracteristicas antioxidantes, que se relacionam a capacidade de
eliminacao de radicais livres e de quelar ions metalicos, estas dependem de seus
grupos substituintes, do numero de grupos hidroxila, de outras substituicbes e
conjugagdes (Balasundram; Sundram; Samman, 2006; Zhang, Q. et al., 2020). A
atividade antioxidante desempenhada pelos flavonoides exerce efeito protetor no

organismo, auxiliando assim na prevencao de diversas doencgas (Pereira, 2014).

3.5.1.2.1 Flavonois

Os flavonois sdo um grupo de flavonoides que possuem um grupo cetona.
Ocorrem em grande quantidade em uma variedade de frutas e vegetais. A quercetina,
o caempferol e a miricetina sdo os flavonodis mais estudados (Figura 8) (Panche;
Diwan; Chandra, 2016). Possuem um grupo hidroxila na posi¢édo 3 do anel C, que
pode ser glicosilado, além de serem diversos nos padroes de metilagao e hidroxilagao.
Os diferentes padroes de glicosilacdo, faz com que seja o maior e mais comum
subgrupo de flavonoides em frutas e vegetais (lwashina, 2013).

Figura 8 - Estrutura das principais substancias pertencentes a classe dos
flavonois

Quercetina Kaempferol Miricetina

Fonte: Pereira (2014)
3.5.1.2.2 Flavonas
Amplamente distribuidas em folhas, flores e frutos como glicosideos. A luteolina
e a apigenina fazem parte desta subclasse de flavonoides. Compostas por uma
ligacdo dupla entre as posi¢cdes 2 e 3, e uma cetona na posicao do anel C. Grande
parte das flavonas de vegetais e frutas possui uma hidroxila na posi¢céo 5 do anel A,

ja a hidroxilagdo em outras posi¢des, geralmente na posi¢céo 7 do anel Aou 3’e 4°do
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anel B, pode alternar de acordo com a classificagdo biolégica do fruto especifico ou
vegetal (Panche; Diwan; Chandra, 2016). Nas plantas, atuam na protegdo e
comunicagdo, protegendo contra radiagdo UV, interagem com microrganismos e
insetos (Pereira, 2014). AFigura 9 apresenta as estruturas da epigenina e da luteolina.

Figura 9 - Estrutura das principais substancias pertencentes a classe das
flavonas

Apigenina Luteolina
Fonte: Pereira (2014)

3.5.1.2.3 Flavanois

A catequina e a epicatequina (Figura 10) fazem parte desta classe de grande
ocorréncia em alimentos. Trata-se de uma classe mais complexa, pois incluem nao
apenas moléculas simples, mas estruturas polimerizadas, como os chamados taninos
condensados. Os flavonois ndo possuem uma estrutura plana, visto a saturacédo do
elemento C3 no anel C. Nas plantas, agem na protegdo contra microrganismos,
insetos e herbivoros. Ademais, apresentam capacidade de quelar ions metalicos,
dando resisténcia aos tecidos vegetais. Sdo responsaveis pela adstringéncia,

amargor, acidez, aroma e cor nos alimentos (Carocho; Ferreira, 2013).

Figura 10 - Estrutura das principais substancias pertencentes a classe dos
flavonois
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Fonte: Kumar et al.(2021)
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3.6 METODOS DE EXTRAGAO PARA ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
ALIMENTOS

Os vegetais apresentam uma grande variedade de compostos bioativos.
Diversos estudos sado desenvolvidos com intuito de identificar e quantificar os
compostos fendlicos devido sua importancia nas caracteristicas sensoriais de vegetais
(Santos, 2017) e pelos beneficios a saude humana que lhe séo atribuidos (Silva et al.,
2020).

No entanto, antes de se realizar a identificagao e quantificagdo dos compostos
fendlicos presentes em um alimento seja por espectrometria, espectrofotometria ou
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), o primeiro passo € selecionar o

método de extragao.

3.6.1 Preparo da amostra

Sabe-se que a preparagcdo da amostra € um processo importante, pois
influencia significativamente a repetibilidade e precisdo da analise (Zhao et al., 2011).
De acordo com Haminiuk et al. (2012), a extragdo de compostos fendlicos tende a
apresentar melhores resultados quando usadas amostras frescas, mas, devido a
sazonalidade, perecibilidade, prazo de validade e qualidade, muitos trabalhos usam o
processo de congelamento e secagem para preservar as amostras vegetais.

A utilizacdo de material vegetal em pé favorece a extragdo de compostos
fendlicos, pois particulas menores, aumentam a area superficial da amostra e
promove a ruptura da parede celular da planta, o que leva a um maior rendimento da
extracao (Giao et al., 2009; Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013b; Kim; Lee, 2002)

3.6.2 Métodos de extragao

A selecao de um método de extragao eficiente é fundamental para garantir bom
desempenho e maior estabilidade dos compostos extraidos (Ignat; Volf; Popa, 2011;
Hao et al., 2022;). Avaliar quais podem ser as melhores condi¢des de extragéo, deve
ser uma etapa preliminar a realizagao dos experimentos para assegurar a qualidade
dos extratos obtidos (Alirezalu et al., 2020; Goyeneche et al., 2015; Haminiuk et al.,
2012a).

A extracao dos compostos fendlicos relaciona-se a afinidade dos mesmos pelos
diferentes tipos de solventes baseando-se na polaridade e capacidade extrativa

destes (Freire et al., 2013), além do mais, as caracteristicas das amostras vegetais e
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a estrutura dos compostos fendlicos, influenciam o processo de extracao (Stegarus et
al., 2021).

Inumeras condi¢gdes analiticas podem ser utilizadas para a extragao e posterior
analise de compostos fendlicos em plantas. O tipo de solvente e a mistura destes,
aplicagado ou nao de calor, a presenga ou nao de agitagdo sao algumas possiveis
variaveis. Independente da técnica, o objetivo comum de todas € extrair ao maximo
os compostos de interesse, aumentar a capacidade de detectar e quantificar e por
consequéncia aumentar o teor de compostos alvo extraidos, adequar a técnica de
forma a faciltar a deteccdo e separagdo dos analitos, além de oferecer
reprodutibilidade do método independentemente do numero de amostras em analise
(Angelo; Jorge, 2007; Azmir et al., 2013).

Normalmente, as técnicas de extracdo de compostos fendlicos possuem
limitagbes, assim como vantagens. Técnicas mais modernas, no geral, favorecem a
preservacdo do meio ambiente pela redugdo ou eliminacdo do uso de solvente
organicos e gasto de energia, com destaque para extragdo assistida por ultrassom e
extracdo assistida por micro-ondas, estas diminuem a degradagao dos compostos
fendlicos, uma vez que usam temperaturas menores, com um menor periodo de
extracéo (Tiwari, 2015). Em contrapartida, mesmo exigindo maiores quantidades de
reagentes organicos e maior tempo de execugéo, a extragao solido-liquido, continua
sendo o tipo mais utilizado por ser simples e facilmente adaptavel (Xu et al., 2017).

A extracdo assistida por ultrassom baseia-se na aplicacdo de ondas mecanicas
que visam intensificar a extracdo por meio da cavitacdo, o que aumenta a taxa de
transferéncia de massa no processo. Esse fendbmeno ocorre com a formagéao de bolha
que colapsam explosivamente na superficie do material vegetal, causando uma
pressdo que rompe o tecido e libera os compostos (Alipanahpour Dil et al., 2020;
Alipanahpour Dil; Asfaram; Sadeghfar, 2019; Asfaram et al., 2018; Chemat; Zill-E-
Huma; Khan, 2011; Dil; Ghaedi; Asfaram, 2019; Meregalli et al., 2020;)

Métodos de extragdo que utilizam equipamento como banho-maria e agitador
orbital, baseiam-se na utilizagado de solvente que extraem os compostos de interesse,

estando ou nao associado ao uso de calor e agitacao (Meregalli et al., 2020).

A escolha do método de extragdo de acidos fendlicos de diferentes produtos
vegetais € complexa, visto que a efetividade desse processo depende de alguns

parametros, como por exemplo, numero de anéis aromaticos e grupos hidroxila
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presentes na estrutura quimica dos fendlicos, bem como sua polaridade e
concentracao (Heleno et al., 2015; Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013b; Martins et al.,
2015). Ja quanto a extracdo de flavonoides, esta fundamenta-se no principio de
compatibilidade similar, com a escolha de solventes adequados segundo a polaridade
e solubilidade dos flavonoides. Além disso, alguns métodos de quebra de parede
celular de vegetais podem auxiliar a separagao primaria, como por exemplo a extragao

ultrassénica (Cui et al., 2022).

A utilizacdo de diferentes solventes, puros ou misturados, no processo de
extracao, pode interferir na composigao final, concentragao ideal e a bioatividade do
extrato em analise (Heleno et al., 2015; Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013b; Martins et
al., 2015; Xu; Chang, 2007). A seletividade, miscibilidade, densidade, recuperacgao,
preco, pressao de vapor, viscosidade, estabilidade quimica e térmica influem na
escolha do solvente mais apropriado (Haminiuk et al., 2012a). A agua em combinacgao
com solventes organicos (acetona, etanol, metanol, acetato de etila) sdo os solventes
mais comumente utilizados para a extragdo de compostos fendlicos (Sultana; Anwar;
Przybylski, 2007).

Além de escolher o melhor solvente, parametros como tempo e temperatura,
afetam o rendimento de fendlicos extraidos de matrizes vegetais. No geral, o aumento
do tempo e da temperatura estimula a solubilidade do analito, contudo, os fendlicos
sdao normalmente degradados ou sofrem reagdes como oxidagcao enzimatica devido
ao tempo de extracao prolongada e as altas temperaturas (Biesaga; Pyrzynska, 2013;
Davidov-Pardo; Arozarena; Marin-Arroyo, 2011), diminuindo a eficacia do
procedimento e o tipo de compostos extraidos (Dai; Mumper, 2010).

Outra condicao importante é a proporgao solvente-amostra e o numero ciclos
de extracbes realizadas para cada amostra, visto que afetam a recuperacdo dos
compostos fendlicos. O aumento da proporcdo solvente-amostra contribui com a
extracdo, mas €& conveniente determinar a proporcéo ideal para que os efeitos de
saturagao do solvente pelos fendlicos sejam diminuidos (Khoddami; Wilkes; Roberts,
2013b).

Vale ressaltar que, fatores como origem geografica, genotipo, estagio
fisiolégico, condigdes de cultivo e manejo exercem forte influéncia sob o conteudo e a
composi¢cao de compostos bioativos extraido de vegetais (Blasi et al., 2016; Duma et
al., 2014).
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3.7 METODOS DE ANALISE
3.7.1 Determinacao de compostos fendlicos totais — Método de Folin-ciocalteau

Entre os diversos métodos de analise desenvolvidos para a determinacéo e
quantificacdo dos compostos fendlicos totais em alimentos, o método Folin-Ciocalteu
pode ser apontado como o mais empregado em laboratoérios de todo o mundo devido
a sua simplicidade e reprodutibilidade (Pérez et al., 2023; Raposo et al., 2024).

O método de Folin-Ciocalteau foi desenvolvido em 1965, mas somente em
1999 o método foi padronizado para a quantificagcao de fendis totais (Singleton et al.,
1999). A reagdo do método de Folin-Ciocalteau baseia-se na redugcdo quimica do
reagente, constituido por uma mistura de acidos de tungsténio e molibdénio (Figura
11). Como produtos desta reacdo tém-se os 6xidos de tungsténio e o molibdénio de
cor azul e que apresentam alta absorcao de luz, apresentando a maxima absorbancia
no comprimento de onda de 765 nm, visto que a intensidade da absorcgéo de luz neste
comprimento de onda é proporcional a concentracdo de compostos fendlicos utilizado
como padréo externo de referéncia (Waterhouse, 2003).

Figura 11 - Reagao do acido galico com molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocalteau
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Fonte:Oliveira et al. (2009)

Destaca-se que a reagdao com o reagente Folin ndo ocorre apenas com
compostos fendlicos, mas com qualquer outra substancia redutora, assim nao serao
quantificados apenas compostos fendlicos, mas também a capacidade redutora total
das amostras (Haminiuk et al., 2012; Ikawa et al., 2003). As limitagbes destes métodos
podem levar a superestimagao do conteudo de fendlicos em larga extensao (Oliveira
etal., 2009). Muitos compostos, como carboidratos redutores, acido ascorbico, aminas
aromaticas, acidos organicos e ions inorganicos, que podem estar presentes nas

amostras, podem levar a reducdo do reagente e superestimar o conteudo de
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compostos fendlicos (Huang; Ou; Prior, 2005; Munteanu; Apetrei, 2021a; Rusak et al.,
2008; Sanchez-Rangel et al., 2013).

Pigmentos como a clorofila, que possuem elevada atividade antioxidante, estao
presente em varias partes da planta (Leite ef al., 2018) e geralmente sdo extraidas
por solventes organico como etanol, acetona e metanol (Tavanandi; Raghavarao,
2019). Com isso, as clorofilas podem ser extraidas juntamente os compostos
fendlicos, levando a super ou subestimacdo das concentragdes de fendlicos. As
reacdes que envolvem aparecimento e desaparecimento de cor como indicativo da
presenga ou auséncia de algumas classes de compostos podem ser influenciadas
pela presenca de clorofila, portanto, a sua redugao € conveniente para que nao haja
interferéncia (Peres et al., 2009). Neste contexto, o carvao ativado, um adsorvente
extremamente eficaz, pode ser usado na adsorcdo em fase liquida permitindo a
adesao de ions e moléculas (Ganjoo et al., 2023). Portanto, antes da analise de CFT
pelo método de Folin-Ciocalteau, a purificagao dos extratos brutos com carvao ativado
para a reducao de possiveis interferentes, tal como a clorofila, pode favorecer a

quantificacdo dos compostos fendlicos.
3.7.2 Avaliacao da capacidade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante, depende de inumeros fatores, como as
condicbes e etapas de oxidagao, a formacéo e estabilidade dos radicais, bem como a
possivel localizagdo dos antioxidantes e estabilidade em distintas fases do
processamento nos alimentos (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Os antioxidantes sao substancias naturais ou sintéticas que, no alimento ou no
corpo humano em pequenas concentragdes, quando comparadas ao substrato
oxidativo, sdo capazes de bloquear, retardar, controlar ou prevenir o dano oxidativo
(BedloviCova et al., 2020), atuando como doadores de hidrogénio ou receptores de
radicais livres, gerando compostos mais estaveis (Munteanu; Apetrei, 2021).

Dada a complexidade dos mecanismos de acao antioxidante e as complexas
interagbes presentes nas matrizes biolégicas, muitos métodos analiticos foram
desenvolvidos para determinar atividade antioxidante em alimentos. No entanto, n&o
existe um método oficial, cada um deles é destinado a aferir um determinado grupo
de antioxidantes. Assim, diferentes métodos podem produzir diferentes resultados e a
atividade antioxidante pode ser aferida por mecanismos distintos (Martinello; Mutinelli,
2021).
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Os ensaios antioxidantes que estdo disponiveis atualmente podem ser
classificados como diretos, quando envolvem estudos de cinética quimica, e indiretos,
quando envolvem reagdes de transferéncia de elétrons (Huang; Ou; Prior, 2005).
Cada uma destas metodologias possui vantagens e desvantagens, sendo os métodos
diretos mais adequados para avaliagao da capacidade antioxidante, mas muito deles
sao tempo-dependentes, o que demanda experiéncia em reagdes de cinética quimica.
Ja os métodos indiretos, como ABTS<+, DPPH e FRAP, sao de simples aplicagao e
manipulagdo, mas podem apresentar baixa reprodutibilidade visto os resultados
serem altamente dependentes da concentragcdo de reagente e tempo de incubagao
(Tomei; Salvador, 2007). Segundo Lllyasov et al. (2020),0s trés métodos de analise
de capacidade antioxidante mais populares sdo ABTS, DPPH e FRAP. Todos eles
sao rotineiramente aceitos e praticados em laboratérios de pesquisa em todo o
mundo.

Sabendo que capacidade antioxidante ndo deve ser analisada com base em
apenas um método e que diversos procedimentos podem ser realizados in vitro para
determinar as capacidades antioxidantes de amostras (Munteanu; Apetrei, 2021) e
considerando ainda as técnicas de analises aplicados no laboratorio onde este estudo
foi desenvolvido, foram utilizados trés métodos, ABTS, DPPH e o FRAP, que, segundo

Rufino et al. (2010), sdo as técnicas amplamente utilizadas.

3.7.2.1 Capacidade antioxidante pelo Método do ABTS. +

Originalmente proposto por Miller et al. (1993), o método ABTS™ (2,2-azino-bis-
(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) € um teste de atividade antioxidante rapido e
que oferece resultados reprodutiveis. Dentre outras vantagens, esta a oferta de varios
maximos de absor¢do e uma boa solubilidade tanto em agua quanto em solventes
organicos, possibilitando analises de amostras de origem lipofilica e hidrofilica (Arnao,
2000; Kuskoski et al., 2005)

O método de ABTS™ baseava-se na ativagdo da meta-mioglobina com peroxido
de hidrogénio na presenca do ABTS para gerar o ABTS™, com a presenga ou nao de
antioxidantes no meio. No entanto, o método foi aperfeicoado sendo que o radical
agora é gerado sem a presencga de antioxidantes (Prado, 2009).

Com as alteragdes, o método permite a geragdo ABTS™ a partir da oxidagao
do sal persulfato de potassio, que ocorre na auséncia de luz, por um periodo de 12 a

16 horas (Figura 12). A energia de ativacdo necessaria é baixa e a reacgao inicia
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instantaneamente (Henriquez; Aliaga; Lissi, 2002). O método consiste em avaliar a
capacidade dos antioxidantes de capturar o cation ABTS™, processo que gera um
decréscimo da absorbancia a 734 nm. O decréscimo produzido pelo trolox é utilizado
como referéncia para determinagdo do composto/extrato antioxidante em analise
(Miller et al., 1993).0s resultados sao entao interpolados na curva de calibragao e
expressos em atividade antioxidante equivalente de trolox (Rufino et al., 2007).

Figura 12- Estabilizagao do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formagao
pelo persulfato de potassio.
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Fonte:(Rufino et al., 2007)
Como limitacdo do método esta o fato dos compostos fendlicos ndo reagirem

apenas com radical dando origem a uma nova molécula, mas podem dar lugar a outros
compostos, gerando dificuldades para determinar a estequiometria da reagéo entre o
ABTS e outro composto (Arts et al., 2004; Osman; Wong; Fernyhough, 2006; Pinelo
et al., 2004)

3.7.2.2 Capacidade sequestrante do radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH)

Sugerido pela primeira vez em meados da década de 50, o método de
sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) era originalmente usado
para descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais, e, posteriormente para
determinar o potencial antioxidante em alimentos (Roginsky; Lissi, 2005). Trata-se de
um metodo quimico, utilizado para determinar a capacidade antioxidante de um
composto em sequestrar radicais livres (Sucupira et al., 2012).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel, de coloragao violeta e
possui uma faixa de absorgao de 515-520 nm. A reducao do radical é observada pelo
decaimento da absorbancia durante a reagdo (Brand-Williams; Cuvelier; Berset,
1995). A acao dos antioxidantes ocorre pelo mecanismo de sequestro de radicais
livres, que pode ser usado na avaliagao da atividade antioxidantes em um curto

periodo (Figura 13). Quando ha a presenga de um doador de hidrogénio ou elétron a



45

intensidade de absorg¢ao diminui e a solugdo com o radical perde a coloragéao, ficando
amarela, isto €, quando o elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio no DPPH
recebe um atomo de hidrogénio vindo de compostos antioxidantes, ocorre a mudanca
de coloragao (Prado, 2009).

Figura 13 - Mecanismos de reacao entre o radical DPPH+ e um antioxidante
através da transferéncia de um atomo de hidrogénio.
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Fonte: (OLIVEIRA, 2015)

Por ser um método rapido, pratico e com boa estabilidade € um dos mais

utilizados (Sucupira et al., 2012); o que acaba resultando também em uma diversidade
de protocolos seguidos e divergéncias de resultados interlaboratoriais (Sharma; Bhat,
2009). Atualmente, utiliza-se a técnica do ECso, ou concentragao inibitéria (1C50),
trata-se da quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracgdo inicial de DPPH (Atmani et al., 2009; Lim; Lim; Tee, 2007; Liu et al.,
2008; Manian et al., 2008; Rumbaoa; Cornago; Geronimo, 2009; Sanchez-Moreno;
Larrauri; Saura-Calixto, 1998).

Como limitacdo deste método esta o fato dos radicais DPPH interagirem com
outros radicais, além da curva de resposta em tempo para atingir a estabilidade nao

ser linear, com diferentes rela¢cdes de antioxidantes/DPPH(Tiveron, 2010).

3.7.2.3 Capacidade antioxidante total pelo Método de redugao do ferro — FRAP
Desenvolvido originalmente como uma opg¢éao para a determinagao da redugéo
do ferro em fluidos bioldégicos e solu¢gdes aquosa de compostos isolados, o método
FRAP (Poder Antioxidante de Redugao do Ferro) fundamenta-se em uma reacgao de
doacao de um elétron na qual ocorre a redugao do complexo férrico tripiridiltriazina ao
complexo ferroso por um antioxidante em meio acido (Benzie; Strain, 1996; Huang;
Boxin; Prior, 2005; Pulido; Bravo; Saura-Calixto, 2000). O pH exerce uma importante

influéncia na redugao do poder antioxidante. Em meio acido, a redug¢ao da capacidade
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pode ser suprimida em virtude da protonagdao com compostos antioxidantes, ao passo
que em meio basico, acontece a dissociagao de prétons de compostos fendlicos que
podem aumentar a capacidade de redu¢do de uma amostra (Huang; Boxin; Prior,
2005)

Tal reacéo acontece na presenga de TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)1,3,5-triazina) em
meio acido (pH=3,6). Desta forma, o complexo Fe I[lI-TPTZ, de cor azul clara, é
reduzido a Fe II-TPTZ, de cor azul escura, na presenga de um antioxidante, sendo
que sua resposta ligada ao aumento da absorbancia a 595 nm (Sucupira et al., 2012)
(Figura 14). Anteriormente, a absorbancia a 595 nm era aferida durante 4 minutos,
mas observou-se que neste curto periodo muitos compostos ndo haviam finalizado
sua reacao, portanto, o tempo foi ampliado para 30 minutos (Pulido; Bravo; Saura-
Calixto, 2000).

Figura 14 - Redugao do complexo Fe3+/tripiridiltriazina - TPTZ (2,4,6-tri(2-
piridil) -1,3,5-triazina) a Fe2+.
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Fonte: (RUFINO et al., 2006)
Meétodos indiretos, como o FRAP, sao criticados pois a capacidade de reducao

obtida nao reflete necessariamente a atividade antioxidante da amostra. Visto que o
método nao inclui um extrato oxidavel, ndo ha informacdes fornecidas sobre as

propriedades antioxidantes(Frankel; Meyer, 2000; Roginsky; Lissi, 2005).

3.7.3 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

A Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), uma técnica de separagao
rapida, tem recebido maior atencdo nos ultimos tempos. A UPLC difere da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) por trés motivos que, quando
combinados, aumentam significativamente a eficiéncia de separacao: a utilizacdo de
particulas de fase estacionaria com menor didmetro e/ou particularmente

desenvolvidos para UPLC, a utilizagcao de maiores temperaturas de separagao e o uso
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de pressbes muito elevadas para concluir as separagdées cromatograficas (Snyder;
Kirkland, 1979).

A cromatografia liquida € uma técnica de separagdo analitica amplamente
utilizada, especialmente na analise de substancias presentes em matrizes complexas,
visto a sua sensibilidade, a sua adaptabilidade a determinagdes quantitativas, a sua
facilidade de automatizar, a sua adequagao para separar substancias nao volateis ou
frageis termicamente, e principalmente, a sua vasta aplicagdo a substancia
importantes para diversos ramos da ciéncia (Meija et al., 2016).

As diferentes estruturas moleculares e os grupos funcionais das substancias
presentes na amostra possuem distintos graus de afinidade com as fases mével e
estacionaria, isso faz com que suas velocidades de migragdo sejam distintas,
viabilizando o desenvolvimento da separagdo cromatografica, assim dizendo, a
substancia com maior afinidade com a coluna cromatografica € aquela que elui por
ultimo e a substancia que elui primeiro sera a de menor afinidade com a fase
estacionaria (Skoog, 2002).

Com intuito de diminuir o tempo de analise e melhorar a eficiéncia da
separagao, muitos trabalhos tém quantificado compostos bioativos por UPLC (Liu et
al., 2017; Pereira et al., 2010). Os compostos fendlicos possuem diversas ligagdes
duplas conjugadas e, portanto, possuem absorgao no espectro UV-vis. O detector de
arranjo de diodos (DAD) é usado para analise dos fendlicos de varias classes, pois
permite a varredura completa da absorgdo dos compostos na regido do UV-vis, visto

que a faixa mais usada é de 200 a 800 nm (Motilva; Serra; Macia, 2013).

4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nos Laboratério de Quimica de Alimentos e no
Laboratério de Referéncia em Analise de Alimentos, ambos do Departamento de
Alimentos da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Belo Horizonte.

A selecdo das espécies de plantas alimenticias ndo convencionais, Rumex
acetosa L. (azedinha), Tropaeolum majus L (capuchinha) e Stachys byzantina K. Koch
(peixinho) para a realizagado deste trabalho teve o intuito de dar continuidade aos
estudos previamente desenvolvidos pelo grupo de pesquisa no qual este esta inserido.

Além disso, foi considerada a disponibilidade de fornecimento imediato das amostras



48

por parte da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), vistos

os respectivos ciclos de produgao das espécies.

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

Agitador de Tubos (Vértex Phoenix Modelo AP56)

Agitador de Tubos (Vortex Nova Instruments Modelo NI 1036)
Balanca analitica (Shimadzu modelo AY220)

Balanca analitica (Shimadzu modelo AUY220)

Balanca analitica (Bel Engineering modelo M214Ai)

Balanga centesimal (Shimadzu modelo BL3200H)

Centrifuga digital (Anco CD6000)

Espectrofotdmetro (KASVI modelo K3-UVVIS)

Estufa para determinacdo de umidade (Fanem, 320 — SE)
Estufa com circulag&o de ar forgada (Biopar S480AD)
Incubadora Shaker de bancada com aguecimento (Labinfarma Scientific modelo
LIF650E)

Liguidificador (ARNO, Modelo L.S)

Millipore Direct-Q® 3 UV Water Purification System, ZRQSVP300
Peneira tamis (Bertel Industria Metallrgica Ltda., 16 mesh)
Pipeta monocanal autoclavavel (Digipet 5-50 L)

Pipeta monocanal autoclavavel (Digipet 10-100 uL)

Pipeta monocanal autoclavavel (Digipet 20-200 uL)

Pipeta monocanal autoclavavel (Larmate Pro 1-10 mL)

Pipeta monocanal autoclavavel (MDI 100-1000 L)

Pipeta monocanal autoclavavel (Peguepet 20-200 pL)

Pipeta monocanal autoclavavel (Transferpette 100-1000 L)
pHmMétro de bancada com calibracdo automatica (Instrutherm modelo PH-5000)
Sistema de osmose reversa (Permution modelo RO 0310)
Waters ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
Bomba de vacuo (Primar modelo 141)

4.1.2 Reagentes

2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich®)
2,4,6-Tris(2-Pyridyl) -S-Triazine (TPTZ) (Sigma Aldrich®)



Acetato de sodio Anidro PA (CRQ Quimica)

Acetona PA (Exodo Cientifica)

Acetonitrila HPLC (Dinamica)

Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) - (ABTS) (Sigma Aldrich®)
Acido acético glacial PA (Synth)

Acido cloridrico (Neon)

Acido cloridrico (Synth)

Acido galico monohidratado P.A (Neon)

Acido férmico 98%-100% -

Alcool etilico (Sciavicco)

Alcool etilico (Exodo Cientifica)

Alcool etilico (Dinamica)

Carvéo ativo granulado - 6,25% de umidade, 0,49 g/cm3de densidade aparente,
2,40% de retencdo em 20 mesh e 9,19% de passante 50 mesh (Brascarbo)
Ciclo Hexano (Synth)

Cloreto de Ferro Hexahidratado (Exodo Cientifica)

Cloreto de ferro Ill (ICO) P.A (Exodo Cientifica)

Ferric Reducing Antioxidant Power (Sigma Aldrich®)

Folin Cioauteau (Sigma Aldrich®)

Metanol HPLC (Exodo Cientifica)

Metanol PA (Vetec)

Sulfato de ferro (0so) 7H20 P.A (Quimica Moderna)

4.1.3 Padroes analiticos

Acido caféico (Sigma Aldrich®)
Acido clorogénico (Sigma Aldrich®)
Acido ferulico (Sigma Aldrich®)
Acido p-coumarico (Sigma Aldrich®)
Apigenina (Sigma Aldrich®)
Campferol (Sigma Aldrich®)
Catequina (Sigma Aldrich®)
Epicatequina (Sigma Aldrich®)
Miricetina (Sigma Aldrich®)

Rutina (Sigma Aldrich®)

49
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4.2 METODOS
4.2.1 Coleta e preparo das amostras

Todas as amostras deste estudo foram coletadas no Banco de Hortalicas Nao
Convencionais do Campo Experimental Santa Rita da EPAMIG (Latitude
19°27'15.80"S e Longitude 44° 9'24.37"W), em Prudente Morais, Minas Gerais, Brasil.
O cultivo das hortaligas foi realizado em sistema organico de produgao sem o uso de
agrotoxicos e os tratos culturais foram realizados conforme a necessidade de cada
cultura. As folhas das hortalicas foram colhidas no periodo da manha, entre os meses

de agosto e setembro de 2023.

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 Gestao do Patrimonio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o numero de registro
AC4BDDa3.

Tabela 1 - Plantas alimenticias nao convencionais (PANC) selecionadas para a
realizagao das analises

Nome Cientifico Nome Popular Abreviacido Registro Parte estudada

Rumex acetosa L. Azedinha Ra 58869 Folhas

TropaeoILu.m majus Capuchinha Tm 58875 Folhas
Sthachys Peixinho Sb 58803 Folhas

byzantina K. Koch

Ap0s a coleta, foi realizada a secagem, em estufa com circulacao de ar forcada
a 35°C * 5 por 48 horas. As amostras ja secas foram devidamente armazenadas em
sacos de papel pardo e encaminhadas para o Laboratério de Quimica de Alimentos
do Departamento de Alimentos da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Em seguida, foram trituradas em liquidificador
(ARNO, Modelo L.S) até a obtengdo de um pé fino e homogéneo (padronizado em
tamis 16 mesh) (Figura 15), para posterior armazenamento em frasco de vidro, em
local seco, arejado e ao abrigo de luz até o momento das analises. As folhas de
peixinho foram apenas trituradas visto que as caracteristicas da matriz vegetal e as

condi¢cbes de secagem nao possibilitam a obtencao de p6 fino e homogéneo.
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Figura 15 — Folhas de azedinha (A), capuchinha (B) e peixinho (C) trituradas.

Fonte: Do autor (2024)

4.2.2 Determinacao da umidade

A umidade foi obtida em triplicata pelo método gravimétrico conforme descrito
por AOAC (2016). Trés gramas de amostra foram pesados em cadinhos previamente
secos e pesados, e colocados em estufa (Fanem 320-SE) a 105°C por 12 horas. Apos
esse periodo os cadinhos foram transferidos para um dessecador, onde

permaneceram por 30 minutos e foram entdo pesadas.

4.2.3 Selecao dos métodos de extragao

A selecao dos procedimentos analiticos de extracdo de compostos fendlicos
que foram utilizados na execucgao deste trabalho ocorreu apds a realizagao de testes
de extragdo usando a metodologia de Rufino (2008) com algumas modificagbes. O
método desenvolvido por Rufino € um trabalho referenciado em varias pesquisas de

enfoque na analise de compostos bioativos.

Nestes testes, substituiu-se a etapa de repouso da mistura amostra e solvente
do método de referéncia citado acima pela inclusdo de etapas adicionando o
processamento fisico, como emprego do banho ultrassoénico e o ultraturrax. Finalizada
as extragdes, procedeu-se a identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos por
cromatografia e observou-se que a inclusdo de etapas de processamentos fisicos

melhorava a extracdo dos compostos fendlicos.

ApOs realizados os testes de extracdo com a inclusdo de parametros fisicos,
selecionou-se da literatura dez métodos de extragcdo de compostos fendlicos totais.
Os métodos de extragao foram identificados aleatoriamente com numeros de 1 a 10.

As metodologias selecionadas foram descritas por Ajila et al. (2007); Azevedo
(2018); De Morais et al. (2020); De Souza et al. (2021); Fidelis et al. (2020); Grutzmann
Arcari et al. (2020); Nascimento et al. 2020; Pérez-Jiménez et al. 2008; Rodrigues et
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al.2013; Rufino (2008). Todos os métodos selecionados passaram por adaptagdes por
motivos diversos tais, como, o trabalho nao descreveu com exatidao algumas etapas,
levando a impossibilidade de reproduzir fielmente alguns parametros e necessidade
de adequacao em funcédo da amostra. A Tabela 2 apresenta as adaptacgdes realizadas

em cada um dos métodos.

Tabela 2 - Relagao de adaptagoes realizadas nos métodos de extragao de

compostos fendlicos

Referéncia

Alteragdes do método

Azevedo (2018)

Velocidade da centrifuga alterada de 2341 para 2810 x g. Nao foi
realizada a etapa de secagem do extrato em banho-maria a 42°C.

Nascimento et al.,
(2020)

Temperatura do banho ultrassénico alterada de 60° C para 35°C.

De Souza et al.
(2021)

Agitagao sob movimento orbital alterada de 200 rpm para 120 rpm.

Pérez-Jiménez et
al. (2008)

Nao informou modo de agitacéo.
Agitacdo em mesa orbital a 120 rpm.

De Morais et al.
(2020)

Alteragéo da relagdo amostra:solvente de 1:10 para1:100.
Temperatura do banho ultrassénico alterada de 25°C para 35°C

Grutzmann Arcari
et al. (2020)

Alteracao da relagao amostra:solvente de 1:10 para1:100.
Agitacdo em movimento orbital alterado de 100 rpm para 120 rpm.
Temperatura do banho ultrassénico alterada de 25°C para 35°C e a

frequéncia alterada de 42 kHz para 40 kHz.

Fidelis et al. (2020)

Substituicdo da etapa de filtragdo em papel de filtro.
Acrescentada a centrifugacéo por 10 minutos a 2810 x g.
Agitacdo magnética substituida por agitacdo em mesa orbital a 120
rpm.

Rodrigues et al.,
(2013)

Nao houve agitagado no vortice por 5 minutos, apenas 10 segundos.
Velocidade da centrifuga alterada de 3.864 x g para 2810 x g, sem
controle da temperatura.

Ajila et al. (2007)

Velocidade da centrifuga alterada de 10.000 x g para 2810 x g.

Rufino (2008)

Velocidade da centrifuga alterada de 3.000 x g para 2810 x g.




53

Além das adaptacgdes supracitadas, para todos os métodos foi incluida uma
etapa de homogeneizagao em voértice por 10 a 15 segundos apos adicao do solvente

de extragcao nas amostras.

4.2.4 Obtencgao dos extratos

As extragbes foram realizadas em triplicata, em ambiente protegido da luz, os
tubos falcon foram cobertos com papel aluminio e seguindo as etapas descritas na
Tabela 3, na qual sdo apresentados os 10 métodos de extragcado adaptados utilizados
para a obtencao dos extratos brutos das PANC. Finalizada as extragdes, os extratos
foram devidamente identificados e armazenados sob refrigeracdo em freezer a -25°C

até o momento das analises.
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Tabela 3 — Condigoes experimentais para extragcao de compostos fendlicos totais em PANC azedinha, capuchinha e

peixinho.
Método Relagao Banho Incubadora N° de Vol.
de Solventes amostra: Ultrassénico* c/ Mov. Centrifugagcao ciclos de Final Referéncia
Extracgdo solvente Orbital extragcbes (mL)
. Azevedo (2
Metanol:agua (50:50 v/v) . . ,
01 acetona:agua (70:30 VIV) 1:20 30min. - 15 min. 2810 x g 4 50 018)
‘A . . : ; Nascimento et
02 Etanol:agua (80:20 v/v) 1:20 10 min. - 5min. 1970 x g 2 10 al., (2020)
L ) . 120 rpm, 42 . De Souza et
03 Metanol:agua (85:15 v/v) 1.75 - °C. 10 min. 10 min. 2000 x g 2 25 al.(2021)
Metanol:agua (50:50 v/v) ¢/ 2 . .
04  pH 2 (Acidif. o/ &cido acético)  1:40 - 120rom, 25 4 i 2500xg (1 plcada 50 T erezdimenez
. . C, 60 min. et al.(2008)
e acetona:agua (70:30 v/v) solvente)
Metanol: 4gua: 4cido . : . De Morais et
05 cloridrico (80:19:1 viv/v) 1:100 30 min. - 15 min. 2810 x g 2 25 al. (2020)
Acetonitrila:agua acidificada 120 rom. 25 Grutzmann
06 c/acido acético 2% (50:50, 1:100 5 min. o pm, 10 min.1970 x g 1 10 Arcari et
C, 15 min.
viv) al.(2020)
Agua:acetona:etanol ) 120 rpm, 45 ; Fidelis et al.
07 (33,4:33,3:33.3, VIVIV) 1:20 - °C, 45 min, 10 min.2810xg 1 25 (2020)
08 Metanol:agua (80:20, v/v) 1:100 ] ] 10 min. 2810 x g 5 5o  rodrigues et
al.,, (2013)
09 Acetona:agua (80:20, v/v) 1:100 ] ] 15 min.2810 x g 1 10 Ajila et al.
(2007)
. 2
Metanol:agua (50:50 v/v), i . ,
10 acetona:agua (70:30 V/v) 1:20 - - 15 min. 2810 x g (s1o|F\)//eCr?t((jge)l 10 Rufino (2008)

*Frequéncia 40 kHz; temp. 35°C
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4.2.5 Purificagao do extrato para analise de compostos fendlicos totais
Optou-se por realizar uma purificagdo com carvao ativado proposta por Peres
et al. (2009) com adaptagdes, no intuito de reduzir a concentracdo de possiveis
interferentes no extrato, tal como a clorofila, visto que sua presenca, assim como de
outros compostos redutores, pode levar a superestimar os resultados de compostos
fendlicos totais ao reagir com o Folin-Ciocalteau. Portanto, todos os extratos obtidos
pelos dez métodos de extragcdo foram submetidos ao processo de purificagdo com

carvao ativo.

Para a realizacéo da purificagdo com carvao ativado foram utilizadas aliquotas
de extrato bruto que variaram entre 2 e 5 mL, de forma a manter a proporcdo massa

vegetal: carvao 1:1.

O carvao ativado granuloso foi pesado em tubo falcon de 15 mL, seguido da
adicdo do volume de extrato bruto (2 a 5 mL). Em seguida, homogeneizou-se por 10
segundos em agitador de tubos e levou a agitagdo em uma incubadora com
movimento orbital, a 130 rpm, a temperatura ambiente, por 20 minutos. Apos a
agitacao, a suspensao foi filtrada com papel de filtro quantitativo, faixa azul (Quanty),
8 um, em baldo volumétrico de 5 mL e o volume final foi ajustado com agua deionizada.
Finalizada a etapa de purificacdo, os extratos foram armazenados em eppendorf e

congelados a -25°C até o momento das analises.
4.2.6 Compostos fendlicos totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada em triplicata de
acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton
et al. (1999) e Rufino et al. (2010). As aliquotas dos extratos purificados utilizados
nesta analise, que variaram em funcado das amostras, estdo apresentadas na Tabela
4.

Tabela 4 - Volume de extratos purificados e de solugcao de acetona a 70%

utilizados nas diluicoes para analise de compostos fendlicos totais

, = . Aliquota de Aliquota de
Método de Extragao Matriz Vegetal Extrato* (uL) Acetona 70% (uL)
30 270

1e2 Ra

60 240




90 210
30 270
Tm
sb 45 255
60 240
100 200
Ra
3,5,6,9¢e10 Tm 150 150
Sb
200 100
50 250
Ra
4 Tm 100 200
Sb
150 150
30 270
Ra 60 240
90 210
7
25 275
Tm
sh 50 250
75 225
150 150
Ra 200 100
250 50
100 200
8
Tm 150 150
250 50
25 275
Sb
50 250
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75 225

*Extrato purificado com carvao ativado. Ra — Rumex acetosa L. (Azedinha); Tm — Troapeolum majus
(Capuchinha); Sb - Stachys byzantina K. Koch. (Peixinho). Métodos de extragédo: 1 (Metanol a 50% e
acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitagdo
a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50% acidif. c/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80%
acidif. ¢/ 1% acido cloridrico e acetona a 70%, 30 min. de US); 6 (Acetonitrila e 4gua acidificada ¢/ acido
acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15 min. de agitacdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 (Agua, acetona e etanol,
viviv, 45 min. de agitacdo a 120 rpm, a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a
50% e acetona a 70%).

As diluicdes supracitadas foram adicionadas em seus respectivos tubos falcon
de 15 mL revestidos de papel aluminio totalizando 300 pL de extrato diluido em
acetona 70%. Em seguida adicionou-se 1,5 mL da solucdo reagente Folin-Ciocalteau
a 10% (reagente Folin e 4gua destilada). Essa mistura foi homogeneizada por 5
segundos em agitador de tubos e mantida em repouso por 8 minutos. Apds este
tempo, foram adicionados 1,2 mL da solucdo de carbonato de sédio a 7,5% (p/v) e
homogeneizando-se em agitador de tubos. Em seguida, as amostras, foram mantidas
por 30 min a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A leitura das absorbancias foi
realizada a 760 nm, com auxilio de cubeta de vidro no espectrofotdmetro (KASVI
modelo K3-UVVIS) utilizando a solu¢cédo de acetona a 70% como branco para calibrar
o espectrofotdbmetro. A curva padrdo de acido galico em 6 pontos foi realizada nas
concentragbes que variaram de (1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5 a 9,0 yg/mL), nas mesmas
condi¢cdes das amostras. Para cada dia de analise foi preparada uma curva padréao
(R?>0,99). Os resultados foram expressos em equivalente de éacido galico (mg
GAE.100g-1 de amostra/base seca). As andlises foram realizadas em triplicata e em

ambiente com pouca iluminacéo.

4.2.7 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante nos extratos foi determinada por trés métodos:
Captura do radical livre ABTS *+; Reagao com 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e

Reacéo de reducgao do ferro (FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power).

Para a realizagao destas analises foram utilizados os extratos obtidos pelos 10
métodos de extracdo, sem a etapa de purificagdo com carvao ativado.
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4.2.7.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS *+

Areacéo pelo radical livre ABTS foi realizada conforme Rufino et al. (2010) com
algumas adaptacgdes. A partir dos extratos obtidos anteriormente, preparou-se em
tubos falcon de 15 mL trés diluicées diferentes. As aliquotas dos extratos utilizados
nesta analise, que variaram em funcado das amostras, estdo apresentadas na Tabela
5.

Tabela 5 - Volume de extrato bruto e de alcool etilico utilizados nas diluigcées
para Analise de Atividade Antioxidante — ABTS.

Método de Extragio Matriz Vegetal Aliquota de Extrato  Aliquota de Alcool

(uL) Etilico (uL)
100 900
Ra
o 300 700
500 500
1
100 900
Tm 200 800
300 700
100 900
Ra 200 800
Tm
300 700
2
100 900
Tm 300 700
500 500
300 700
Ra
3 Tm 600 400
Sb
900 100
Ra 100 900
4 Tm

Sb 300 700




500 500
50 950
Ra
e 450 550
750 250
5
50 950
m 350 650
650 350
100 900
Ra
6 Tm 300 700
Sb
500 500
100 900
$a 200 800
m
300 700
7
100 100
Sb 300 300
500 500
250 750
Ra
8 Tm 500 500
Sb
750 250
300 700
Ra
9 Tm 500 500
Sb
700 300
Ra 100 900
10 Tm
Sb 200 800
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300 700

Ra — Rumex acetosa L. (Azedinha); Tm — Troapeolum majus (Capuchinha); Sb - Stachys byzantina K.
Koch. (Peixinho). Métodos de extracdo: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol
a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitagéo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50%
acidif. c/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80% acidif. c/ 1% acido cloridrico e acetona
a 70%, 30 min. de US); 6 (Acetonitrila e dgua acidificada c/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15
min. de agitagdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 (Agua, acetona e etanol, v/v/v, 45 min. de agitacdo a 120 rpm,
a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a 50% e acetona a 70%).

O radical ABTS*+ foi preparado a partir da mistura da solugcao de ABTS (7 mM)
com solugao de persulfato de potassio (140 mM). Apés manter por 16 h em repouso
no escuro, a solugéo do radical ABTS foi diluida com alcool etilico até atingir uma ABS
de 0,700 £ 0,050 nm a 734 nm.

Preparadas as dilui¢des, transferiu-se uma aliquota de 30 uL de cada diluigao
dos extratos para tubos falcon de 15 mL recobertos com papel aluminio. Em cada tubo
foram adicionados 3,0 mL do radical ABTS:+ e procedeu a homogeneizagdo em
agitador de tubos, aguardou-se 6 minutos para a medida da ABS a 734 nm. A solugéo
padrao de Trolox a 0,5 mg. mL-" foi utilizada para a construgéo da curva analitica na
faixa de 100 a 2000 uM. A partir das absorbancias das diferentes concentracboes da
amostra, construiu-se a curva da amostra (concentragdo em mg.L x ABS) e a equacgéao
da reta obtida foi usada para calcular a concentragao equivalente a 1.000 uM de trolox.
Para cada dia de analise, uma curva analitica foi construida (R?>0,99). Todas as

analises foram realizadas em triplicata e em ambiente com pouca iluminagéo.
4.2.7.2 Capacidade antioxidante pela reagcao com o radical livre DPPH

A analise pela reacdo com o radical livre DPPH foi realizada conforme Rufino
et al. (2010) com algumas adaptagdes. A partir dos extratos obtidos anteriormente,
preparou-se em tubos falcon de 15 mL trés diluicbes diferentes. As aliquotas dos
extratos brutos utilizados nesta analise, que variaram em fungao das amostras, estao
apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Volume de extrato bruto e de alcool metilico utilizados nas diluigoes
para Analise de Atividade Antioxidante — DPPH.

Aliquota de Extrato  Aliquota de Alcool

Método de Extragao Matriz Vegetal (uL) Metilico (uL)

Ra 100 900
1,2,5e7 Tm
Sb 200 800




300 700
200 800
Ra 400 600
600 400
200 800
Tm 300 700
400 600
100 900
Sb 300 700
500 500
200 800
Ra 300 700
400 600
100 900
Tm 300 700
500 500
50 950
Sb 100 900
150 850
50 950
Ra
Tm 100 900
Sb
150 850
Ra 250 750
Tm
Sb 500 500
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750 250
300 700
Ra 400 600
500 500
9

300 700

Tm
sh 500 500
700 300
50 950

Ra

Tm
10 sb 150 850
250 750

Ra — Rumex acetosa L. (Azedinha); Tm — Troapeolum majus (Capuchinha); Sb - Stachys byzantina K.
Koch. (Peixinho). Métodos de extragéo: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol
a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitacdo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50%
acidif. ¢/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80% acidif. ¢/ 1% acido cloridrico e acetona
a 70%, 30 min. de US); 6 (Acetonitrila e agua acidificada c/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15
min. de agitagdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 (Agua, acetona e etanol, v/v/v, 45 min. de agitacdo a 120 rpm,
a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a 50% e acetona a 70%).

Preparadas as dilui¢des, transferiu-se uma aliquota de 100 pL de cada diluigao
dos extratos para tubos falcon de 15 mL recobertos com papel aluminio. Em cada tubo
foram adicionados 3,9 mL do radical DPPH e procedeu a homogeneizacdo em
agitador de tubos. Para o preparo da solugéo controle (solugdo preparada com os
solventes utilizados para a extragao), transferir uma aliquota de 100 L para tubo
falcon com 3,9 mL do radical DPPH. Em seguida, procedeu-se a leitura das amostras,
bem como da solugdo controle, no espectrofotdmetro com a absorbéancia a 515 nm,
utilizando o alcool metilico como branco para calibragao do equipamento. As leituras
foram monitoradas a cada 10 minutos até a estabilizacdo da absorbancia (tempo
ECso).

A curva padrao foi obtida a partir de solugao inicial de DPPH (60 uM), com
concentragbes que variaram de (10 uM a 60 puM), nas mesmas condigbes das
amostras. A capacidade antioxidante foi avaliada como a concentracédo de
antioxidante necessaria para reduzir a quantidade inicial de radicais livres em 50 %

(EC50), sendo o resultado expresso em g de amostra/g de DPPH. Para cada dia de
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andlise, uma curva analitica foi construida (R?>0,99). Todas as analises foram

realizadas em triplicata e em ambiente com pouca iluminagéo.
4.2.7.3 Capacidade antioxidante pela reagcao de reducao do ferro (FRAP).

A técnica descrita por Rufino et al. (2010) foi empregada para a determinagéo
da atividade antioxidante pela reacao de reducao do ferro. A partir dos extratos obtidos
anteriormente, preparou-se em tubos falcon de 15 mL trés dilui¢des diferentes. As
aliquotas dos extratos brutos utilizados nesta analise, que variaram em fungao das
amostras, estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Volume de extrato bruto e de agua destilada utilizados nas diluigoes
para Analise de Atividade Antioxidante — FRAP.

Método de Extraco Matriz Vegetal Aliquota de Extrato Aliquota de Agua

(ML) Destilada (pL)
100 900
Ra
1e6 Tm 200 800
Sb
300 700
100 900
$a 200 800
m
300 700
2
100 900
Sb 150 850
200 800
100 900
Ra
3 Tm 300 700
Sb
500 500
200 500
4 Ra 300 700

400 600




100 900
Tm
Sh 200 800
300 700
300 700
Ra
5 Tm 400 600
Sb
500 500
100 900
Ra
7 Tm 150 850
Sb
200 800
500 500
Ra
8 Tm 750 250
Sb
1000 0
200 800
Ra
9 Tm 300 700
Sb
400 600
100 900
Ra
Sb 150 850
200 800
10
50 950
Tm 100 900
150 850
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Ra — Rumex acetosa L. (Azedinha); Tm — Troapeolum majus (Capuchinha); Sb - Stachys byzantina K.
Koch. (Peixinho). Métodos de extracao: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol
a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitagéo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50%
acidif. c/ 4c. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80% acidif. c/ 1% acido cloridrico e acetona
a 70%, 30 min. de US); 6 (Acetonitrila e dgua acidificada c/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15
min. de agitacdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 (Agua, acetona e etanol, v/v/v, 45 min. de agitacdo a 120 rpm,

a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a 50% e acetona a 70%).
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A solucdo do reagente FRAP foi preparada misturando-se tampao acetato pH
3,6 (0,3 M), solugao de TPTZ (10 mM) e solucao de cloreto férrico (20 mM) (10:1:1,
respectivamente). Preparadas as dilui¢ées, transferiu-se uma aliquota de 90 yL de
cada diluicdo dos extratos para tubos falcon de 15 mL recobertos com papel aluminio.
Em cada tubo foram adicionados 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP. As solugdes foram homogeneizadas em agitador de tubos e mantidas em
banho-maria a 37° C por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi feita a 595 nm e o
reagente FRAP foi utilizado como branco. A solugéo de sulfato ferroso (2mM) foi
utilizada para a construgao da curva analitica (concentragéo de 500 - 2000 uM), nas
mesmas condicbes das amostras e a partir da equagdo da reta calculou-se a
absorbancia referente a 1000 uM de sulfato ferroso. A partir dos valores obtidos de
absorbancia para as trés concentracdes da amostra, construiu-se a curva da amostra
(concentragao x ABS) e por meio da equacéao da reta foi determinada a concentragao
equivalente a 1000 yM de sulfato ferroso. Para cada dia de analise, uma curva
analitica foi construida (R?>0,99). Todas as analises foram realizadas em triplicata e

em ambiente com pouca iluminagao.

4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC)
4.3.1 Obtencao dos extratos para analise por Cromatografia Liquida de Ultra
eficiéncia — UPLC.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia liquida as
matrizes vegetais foram extraidas pelos métodos descritos na Tabela 3. Foi
necessario ajustar a massa de amostra utilizada na extragdo, sem alterar a relagao
amostra:solvente. Portanto, para todas as extragdes foram utilizados 500 mg de planta
independente do volume de extrato final, obtendo assim extratos com concentracoes

que variaram entre 5mg/mL até 50mg/mL.

Desta forma, previamente a inje¢cao no equipamento foi realizada a diluicdo dos
extratos em metanol grau HPLC. Como cada extrato possuia uma concentracao de
matriz vegetal por mL, diferentes aliquotas foram utilizadas. As aliquotas de extrato

utilizadas nas diluigdes em metanol grau HPLC sao apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Volume de extrato e alcool metilico utilizados nas diluigdes para
analise de compostos fendlicos totais por cromatografia.

Método de Extracdo Matriz Vegetal Aliquota de Extrato Aliquota de Metanol

(ML) Puro - HPLC (pL)
Ra 400 600
1 T
m
Sb 500 500
Ra
Sb 450 550
2
Tm 400 600
Ra
3 Tm 500 500
Sb
Ra 450 550
4 T
m
Sb 500 500
Ra
5 Tm 600 400
Sb
Ra 400 600
® T
m
sb 450 550
Ra 200 800
! T
m
Sh 300 700
Ra 750 250
8 T
m
Sb 850 150
Ra 450 550
° T
m
Sh 600 400
Ra 450 550
10 Tm
500 500
Sb

Ra — Rumex acetosa L. (Azedinha); Tm — Troapeolum majus (Capuchinha); Sb - Stachys byzantina K.
Koch. (Peixinho). Métodos de extragado: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol
a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitagdo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50%
acidif. ¢/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80% acidif. ¢/ 1% acido cloridrico e acetona
a 70%, 30 min. de US ); 6 (Acetonitrila e agua acidificada c/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15
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min. de agitacdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 ( Agua, acetona e etanol, v/v/v, 45 min. de agitacdo a 120 rpm,
a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a 50% e acetona a 70%).

Apos as diluigdes, as concentragdes dos extratos diluidos (massa de matriz
vegetal seca por mL) variaram entre 1,5 e 15 mg/mL. Antes da injecdo, os extratos
foram filtrados em filtro de seringa PVDF(didmetro 25mm, poro 0,22 uL) e transferido
para um frasco de vidro. A identificacdo dos compostos baseou-se na comparagao
dos seus tempos de retengao e espectros UV-VIS com os padrdes. A quantificagao foi

realizada por calibragdo com padrdes externos.

4.3.2 Preparo de solugdes estoque dos padroes de compostos fendlicos na

concentragao 100 p/mL

O perfil de compostos fendlicos foi determinado em ftriplicata conforme o

método cromatografico descrito por Felix Avila et al. (2024) com adaptacdes.

Na preparacédo das solucdes estoque dos padrdes de analise, pesou-se em
balanca com precisao de 0,00001g (5 casas decimais) a massa de 1,00 mg (0,0019),
de cada um dos padrdes, individualmente, um composto por tubo eppendorf, com o

auxilio de micro espatula.

Apos a pesagem, adicionou-se 2 mL de metanol no tubo contendo o padréo.
Os tubos foram levados para agitador de tubos e o volume foi transferido com o auxilio
de uma micropipeta de 1000uL para um baldao volumétrico de 10 mL. O processo foi
repetido por mais duas vezes. Em seguida, o volume do baldo foi completado com
metanol. Entdo, as solugdes foram fracionadas em tubos criogénicos, adicionando
aproximadamente 1,5 mL em cada tubo. Todos os tubos foram identificados e

armazenados a temperatura de -25°C até o momento da analise.
4.3.3 Diluigdes da curva padrao de calibragao

O preparo das solucdes a serem usadas para estabelecer a calibragao foi
dividida em duas curvas (A e B), sendo a curva A composta por dois padrbes (acido
clorogénico e catequina) analisada pelo método A e a curva B composta por nove
padrbées (acido caféico, acido ferulico, acido p-coumarico, apigenina, campferol,
epicatequina, miricetina, quercetina e rutina) analisada pelo método B. Cada curva foi
constituida por sete concentragdes individuais de padrées (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;
7,0 ug/mL) que se somavam na diluigdo. As Tabelas 9 e 10 apresentam os volumes
das diluicdes das concentragdes das curvas de calibracédo A e B, respectivamente.
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Tabela 9 - Volumes das diluicées das concentragdes da curva de calibragao A

Volume de solugao

C°’(':ge;'r:f)95° mae de cada Volume (‘:'J‘f_)metam' Volume final (uL)
padréao (uL)
1,0 20,0 1960,0 2000,0
2,0 20,0 960,0 1000,0
3,0 30,0 940,0 1000,0
4,0 40,0 920,0 1000,0
5,0 50,0 900,0 1000,0
6,0 60,0 880,0 1000,0
7,0 70,0 860,0 1000,0

Tabela 10 - Volumes das diluicoes das concentragoes da curva de calibragdao B

Volume de solugao

C°’(':ge;'r:f)95° mae de cada Volume (‘:'ﬁ_)meta"m Volume final (uL)
padréao (uL)
10 20,0 1820,0 2000,0
2,0 20,0 820,0 1000,0
3,0 30,0 730,0 1000,0
4,0 40,0 640,0 1000,0
5,0 50,0 550,0 1000,0
6,0 60,0 460,0 1000,0
7,0 70,0 370,0 1000,0

As diluicoes foram preparadas em tubos eppendorfs pouco antes do inicio das

andlises para evitar a degradagcdo dos compostos e os tubos foram devidamente

identificados com as concentragdes e a qual curva pertence. Foram realizadas trés

repeticbes de cada concentracdo para que as analises fossem feitas em ftriplicata

verdadeira.
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4.3.4 Preparo das fases moveis

Para o preparo da fase mével, dois processos sdo importantes, a filtragdo dos
componentes constitutivos da fase mével e a desgaseificagdo em banho ultrassénico

para que o gas dissolvido na fase médvel seja retirado.

A fase mével foi constituida de duas partes. A primeira foi constituida de agua
ultrapura acidificada a 0,25% com acido formico. A segunda foi constituida por

acetonitrila grau HPLC acidificada a 0,25% com acido férmico.

Ap0s o preparo das fases moveis, estas foram submetidas a filtragao sob vacuo
e através de uma pelicula filtrante compativel 0,22 um. Logo apds a filtragao, as fases
moveis foram submetidas a desgaseificagdo em um aparelho de banho ultrassénico

por um periodo de 15 minutos.
4.3.5 Condi¢coes cromatograficas

Antes de iniciar as corridas cromatograficas, o equipamento foi ligado com
antecedéncia, a lampada do detector permaneceu ligada por 60 minutos. Em seguida,
foi realizada a eluicao da coluna com a fase B (acetonitrila-acido férmico 0,95:0,05

v/v) por 30 minutos no fluxo de 0,3 mL/minuto.

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de ultra eficiéncia Waters
ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA), constituido de uma bomba
quartenaria, desgaseificador on-line, amostrador automatico, controlador de
temperatura da coluna (35°C) e um detector de arranjo ajustado em 271 e 320 nm. A

separagao ocorreu em uma coluna Acquity BEH, C18 (1,7 um x 2,1 x 100mm).

As absorbancias (nm) especificas para cada composto foram: 277
(epicatequina), 279 (catequina), 309 (acido p-coumarico), 322 (acido caféico), 322
(acido ferulico), 325 (acido clorogénico), 338 (apigenina), 354 (rutina), 366 (campferol)
372 (miricetina), 372 (quercetina).

Para ambos os métodos, foram utilizadas as seguintes condigoes
cromatograficas: volume de injecdo de 1 pL, fluxo de 0,3mL/minuto, fase moével
composta por agua/acido férmico (99,75:0,25 v/v) como eluente A e acetonitrila/acido
férmico (99,75:0,25, v/v) como eluente B. Os gradientes utilizados em cada um dos

métodos estdo apresentados nas Tabelas abaixo:
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Tabela 11 - Gradiente de eluicao do método de analise de compostos fendlicos
pelo método A

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)
0-35 100 0
35-4,0 100 - 92 0-8
4,0-10,0 92 8

Fase A - agua/acido férmico (99,75:0,25 v/v); Fase B - acetonitrila/acido férmico (99,75:0,25, v/v).

Tabela 12 - Gradiente de eluicdo do método de analise de compostos fendlicos
pelo método B

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)
0-10,0 90 10
10,0 - 10,5 90 - 82 10-18
10,5- 16,0 82 18
16,0 - 16,5 82-75 18 - 25
16,5 - 25,0 75 25

Fase A - agua/acido férmico (99,75:0,25 v/v); Fase B - acetonitrila/acido férmico (99,75:0,25, v/v).
Para ambas as condigcdes analiticas, os compostos fendlicos foram
quantificados por interpolacdo em curvas analiticas externas (R2>0,993) utilizando
sete pontos de padrbes (1-7 ug/mL), em triplicata. Os dados foram processados no

software Empower® e os resultados foram expressos em ug/100 g de base seca.
4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises de compostos fendlicos totais, capacidades antioxidante pelos
métodos de ABTS, DPPH, FRAP e o perfil dos compostos fendlicos por foram
realizadas em ftriplicata e os resultados da extragao foram expressos como média +
desvio padrao. As analises de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante,
teores de acidos fendlicos e de flavonoides foram submetidos a analise de variancia
por meio da ANOVA one way com Teste de Post Hoc de Tukey (p<0,05) para avaliagao

das médias. Foi realizada uma analise multivariada para obter uma visdo geral do
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padrdao de dados foi obtida por meio da andlise de componentes principais (PCA).

Foram utilizados os Programa R 4.4.1 e Rstudio.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As PANC estudadas neste trabalho, sdo consumidas na sua forma in natura,
no entanto, optou-se por expressar os dados referentes as analises em base seca,
para que haja uma equidade entre as espécies, facilitando a comparagdo dos
resultados obtidos. Dessa forma, nenhuma espécie teve o0s seus valores
superestimados ou subestimados, devido, respectivamente, ao maior ou menor teor
de umidade. Isso & crucial, visto que o teor de umidade pode variar significativamente

entre diferentes PANC, o que pode afetar a comparacao dos resultados.
5.1 TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade das PANC analisadas foi de 85,65% (azedinha), 80,68%
(capuchinha) e 80,98% (peixinho). Um estudo conduzido por Minighin (2023) também
avaliou os teores de umidade destas plantas, e embora nossos resultados sejam
semelhantes aos encontrados pela autora, notamos algumas diferengas. Por exemplo,
enquanto Minighin (2023) encontrou um teor de umidade de 90,53% para azedinha,
este estudo encontrou um teor de umidade ligeiramente menor de 85,65%. O mesmo
ocorreu com o peixinho, cujo teor de umidade encontrado por Minighin (2023) foi de
86,26% e este trabalho encontrou um teor de 80,98%. Ja para a capuchinha, este
trabalho encontrou um teor de umidade relativamente maior de 80,98% enquanto
Minighin (2023), encontrou 72,93%.

5.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT) E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo do teor de CFT se faz importante, pois a capacidade
antioxidante de plantas pode estar correlacionada a presencga de compostos fendlicos

na composi¢ao (Cheung; Cheung; Ooi, 2003).

A Tabela 13 apresenta os resultados da analise de CFT equivalentes ao acido

galico e da capacidade antioxidante nos extratos.
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Tabela 13 - Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante de Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)

METODOS DE EXTRAGAO

Anidlise PANC
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ra 1546,69+1 860,04+14 1011,35+4 1388,41+1 3540,73+4 942,65+12 3135,94+8 638,46+13 787,97+96, 1138,61+2
;ﬁ 87,990 0,84¢cd 4,4Qbcd 5,70b¢ 37,092 2,39bed 66,652 6,054 21cd 7,7Qbed
f_ o2 2015,85+1 1022,50+1 1394,484+6 1862,07+1 3940,83+1 1121,08+6 3586,55+4 1123,60+2 1025,44+3 2120,49+2
€T Tm
L(_L, < u 6,80° 29,244 7,90¢cd 02,94¢bc 21,022 9,284 23,272 6,464 7,994 15,240
5 Sb 1927,83+1 1139,76+2 1862,23+9 1627,44+8 4497,19+2 1670,90+1 3246,65+2 3481,29+3 1060,24+1 1894,85+6
19,34¢ 70,164 5,18¢ 7,04cde 38,542 53,35¢d 79,57 78,78 63,36¢ 0,99¢
S Ra 217,04 103,98 + 144,27 263,54 + 125,84 + 130,56 + 153,12 + 330,55 + 241,66 + 257,60 +
] + 22,08¢ 4,49¢ + 11,164 8,96° 4,069 5,24de 9,234 26,172 3,70pc 10,85P
ﬂ 2 243,32 + 93,65 + 177,40 + 318,46 + 114,51 + 195,83 + 234,26 + 519,62 + 273,25 + 308,55 +
e Tm
Q= 19,55¢d 3,28f 6,27¢ 13,23P 14,75f 5,554 10,48¢d 40,952 16,780 23,75
<
= 198,42 + 106,03 + 194,99 + 230,14 + 180,79 + 210,84 + 91,34 + 393,33+ 215,34 + 267,33 +
E3 Sb
- 15,23 6,19¢ 0,84¢cd 9,35bc 21,98¢ 13,26¢d 7,442 24,812 9,03¢cd 11,65b
172,21 + 536,15 + 385,08 + 295,65 + 1187,56 + 472,82 + 712,95 + 292,41 + 45551 + 341,77 +
Ra
3 %’ 10,659 14,03¢ 12,230 14,46¢f 88,582 19,51¢d 17,52 12,45f 2,48 14,48¢f
E g’ .3 m 196,84 + 455,89 + 342,79 + 273,55 + 1009,43 + 283,10 + 588,76 + 220,88 + 386,35 + 243,28 +
g 8 g 8,88" 13,44¢ 11,15¢ 7,60f 30,702 6,90f 16,59 7,029" 19,824 1,23f9
We 244,68 + 313,71 + 175,25 + 284,38 + 873,69 + 309,47 + 480,05 + 156,02+ 334,73 + 256,23 +
~ Sb
5,76¢ 9,00¢d 4,48f 5,71cde 61,742 18,59¢de 13,83f 6,86f 6,58¢ 21,11de
° Ra 403,97 + 159,95 + 261,45 + 258,33 + 247,14 + 216,84 + 197,23 229,77 + 200,57 + 234,26 +
= ’\a, 7,032 2,63" 5,03° 5,95 5,57bc 3,91¢f + 4,019 11,019 5,57 3,27¢d
& S 9 ™™ 401,75 + 155,52 + 283,79 + 373,59 + 343,54 + 259,34+ 254,94+ 337,04 + 220,80+ 393,94+
E é’ g 12,302 4 .97e 19,124 10,4720 12,31be 0,814 4,514 18,57¢ 8,54¢ 9,502
ae 353,50 + 199,93 + 404,12 + 278,92 + 359,51 + 344,09 + 248,35 + 366,16 + 225,95 + 298,85 +
Sb
5,70° 10,829 14,422 8,75¢d 24 1240 5,23 13,45¢f 8,79° 10,37f9 5,49¢

*Analise realizada nos extratos purificados ¢/ carvao ativado. Valores médios + desvio padrao (n = 3). Valores expressos na mesma linha seguidos de letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 5%) pelo teste de Tukey. Resultados expressos em base seca. CFT = Compostos fendlicos totais. GAE = Acido
Galico Equivalente. Métodos de extragdo: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol a 80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de
agitagédo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50% acidif. ¢/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol 80% acidif. ¢/ 1% acido cloridrico e acetona a 70%,
30 min. de US); 6 (Acetonitrila e 4gua acidificada c/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15 min. de agitagdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 ( Agua, acetona e etanol,
v/vlv, 45 min. de agitacdo a 120 rpm, a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol a 50% e acetona a 70%).
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A analise dos dados da Tabela 13, permite observar que os métodos de
extragao impactaram significativamente na extragcdo dos compostos fendlicos totais e
na atividade antioxidante das PANC.

O método de extragdo n° 5 (metanol a 80% com 1% de acido cloridrico)
proporcionou a maior extracdo de CFT para as trés amostras analisadas
acompanhado do método de extragao n°® 7 (agua, acetona, etanol — v/v/v) que se
destacou para as amostras de azedinha e capuchinha. Enquanto os métodos de
extragcdo n° 2 (etanol a 80%) e n° 9 (acetona a 80%), apresentaram os menores
resultados de CFT, correspondendo em média a 25% dos valores encontrados pelo
método n° 5 para as trés plantas.

Alguns estudos, aplicado diferentes condigdes de extragcdo de CFT,
encontraram resultados semelhantes para as mesmas plantas. Feduraev et al. (2022),
utilizando 1 g de azedinha em 40 mL de etanol a 70% aquecida em banho-maria a
60°C sob refluxo por 1 hora, com 3 ciclos de extragcdo, encontrou um resultado de
compostos fendlicos totais de 2.300mg GAE/100g de peso seco. Ja Ceccanti et al.,
(2020) investigaram CFT em 4 diferentes cultivares de azedinha, utilizando 1 g de
amostra com 4 mL de metanol e agua (80:20, v/v) em ultrassom por 30 minutos a 4°C,
encontraram valores inferiores a 1.000mg GAE/100 de peso seco para todos os
cultivares analisados. Da mesma forma, um trabalho cuja extragao foi obtida com 10
g de azedinha (seca em nitrogénio liquido e pulverizado), em 100 mL de etanol a 70%,
misturados por 3 minutos e sonicado em banho gelado por 5 minutos usando uma
sonda de titanio de 3 mm ajustada para 200 W e 30% de amplitude, com trés ciclos
de extracao, obteve apenas 644,71 mg GAE/100g de peso seco (Cornara et al., 2022).
Quanto a capuchinha e o peixinho, Minighin (2023) utilizando as mesmas condigdes
de extracdo do método n° 10 (metanol a 50% e acetona a 70%), encontrou 2.227,52
mg GAE/100g de peso seco e 2.543,36 mg GAE/100g de peso seco, respectivamente.
Os resultados encontrados na literatura se aproximam aos do presente trabalho, no
entanto, os resultados de extracdo proporcionados pelo método de extracdo n° 5
foram superiores aos encontrados na literatura, o que pode ser explicado pela adicao
de 1% de acido cloridrico que ao acidificar o meio, melhora a eficiéncia da extracao
(Tabart et al., 2011; Vagiri et al., 2012), pois impacta na solubilidade do analito (Gao
et al., 2012).
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Os valores de CFT encontrados eram previstos visto que as folhas sao
consideradas excelentes fontes de compostos fendlicos (Milido et al., 2022;
Rodrigues; Mariutti; Mercadante, 2013a), e tém sido descritas como fontes de
fitoquimicos, especialmente compostos fendlicos (Leal; Alves; Hanazaki, 2018b; Nieto
et al., 2020; Pires et al., 2018).

Herrera-Pool et al. (2021) avaliaram os efeitos do ultrassom e da polaridade de
diferentes solventes e concentragdes (agua, acetato de etila, hexano, acetona,
metanol, acetona a 80%, metanol a 80%, 50% e 20%) na recuperagao de compostos
fendlicos de folhas de Capsicum chinense Jacq., uma pimenta cultivada na Peninsula
Mexicana, e observaram que o uso do metanol a 50% e 80%, acompanhado ou nédo
do uso do ultrassom, promoveram a obtencdo de maiores valores de CFT, quando
comparado aos demais solventes, semelhante ao que foi encontrado no presente
estudo. Avaliaram ainda a relagdo da constante dielétrica, que € um parametro de
polaridade relacionado a interagao molecular entre solventes e solutos, e sugeriram
que a maior recuperacdo dos compostos fendlicos € obtida usando solventes com
valores da constante dielétrica entre 35 e 52, sendo estas as constantes dielétricas

obtidas pelos autores para o metanol a 80% e 50%, respectivamente.

Estes autores explicam ainda que solventes de baixa polaridade como o
hexano, aceto de etila e a acetona apresentaram baixa resposta para a recuperacao
de CFT, visto que estes compostos sdo polares e apresentam melhor recuperacao
com o uso de solventes de alta polaridade, como por exemplo, metanol, metanol a

80%, metanol a 50%, metanol a 20% e acetona a 80%.

Quanto a capacidade antioxidante, € possivel verificar na Tabela 13 que os
extratos do método de extragdo n° 8 (metanol a 80%) apresentaram os resultados
mais elevados para capacidade antioxidante pelo método de ABTS++ para as trés
PANC, diferente do encontrado na analise de CFT, tal fato pode estar relacionado a
presenca de outros compostos com propriedades antioxidantes. Ja os extratos do
método n° 2, estdo entre os menores valores encontrados pelo método de ABTSe+,
semelhante ao que ocorreu na analise de CFT.

Ja considerando-se o método de DPPH, os melhores resultados foram
apresentados pelo método n® 1 (metanol a 50% + acetona a 70%) para a azedinha,
método n° 1 e 8 para capuchinha e métodos n°® 3 (metanol a 85%) e n° 8 para o
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peixinho. Em contrapartida, entre os menores resultados estdo os obtidos dos
extratos do método n° 5 para as trés PANC.

A reagado entre compostos fenodlicos e o radical DPPH pode ocorrer por uma
combinagao de mecanismos, alguns deles s&o transferéncia de elétrons acoplados a
prétons e transferéncia de elétrons com perda de préton sequencial (Craft et al., 2012).
A ocorréncia destes mecanismos depende do tipo de oxidante, solvente, pH e outras
condigdes (Mishra; Ojha; Chaudhury, 2012; Xie; Schaich, 2014). O que poderia entédo
explicar o resultado encontrado pelo método n° 5, visto que a solugao extratora tinha
um pH = 1,01, caracterizando uma maior concentragao de ion hidrogénio, que gera a
mudanca do mecanismo dominante da cinética da reagcdo DPPH/antioxidante de
transferéncia de elétrons com perda sequencial de prétons (mecanismo mais rapido)
para transferéncia de elétrons acoplados a protons (mecanismo mais lento) que ocorre
quando ha aumento da concentracdo de ions hidrogénio (Dawidowicz; Olszowy,
2012).

A capacidade antioxidante pelo método de FRAP, alcangou os maiores
resultados pelo método de extragcao n° 1 para a azedinha e capuchinha. As condi¢cdes
extrativas do método n°® 10 (metanol a 50% e acetona a 70%) também proporcionaram
o melhor resultado para a capuchinha. Enquanto o método n° 3 apresentou as
condicbes extrativas mais favoraveis para a obtengdo do maior resultado de
capacidade antioxidante pelo método de FRAP para peixinho. As condicbes de
extracdo do método n° 2, estdo mais uma vez entre as menos favoraveis,
proporcionando os menores resultados para analise de FRAP. O que parece
demonstrar que as solugdes extratoras contendo metanol sdo mais eficientes na
extracdo dos compostos fendlicos e consequentemente na extracdo de antioxidantes,
enquanto o etanol ndo se destaca neste sentido.

Outro ponto importante é que ao contrario dos outros métodos que se baseiam
em transferéncia de um unico elétron, a analise pelo método de FRAP é realizada em
condigdes de pH acido (pH=3,6) para manter a solubilidade do ferro. A reacédo em pH
baixo diminui o potencial de ionizagdo que impulsiona a transferéncia de elétrons e
aumenta o potencial redox, causando uma mudanga no mecanismo de reagao
predominante (Hagerman et al., 1998). Contudo, o pH das solug¢des extratora parece
nao ter favorecido a reagao, visto que os extratos obtidos pelo método n°® 5, cujo era
pH=1,01, ndo estavam entre os melhores resultados pelo método de reducao do ferro
— FRAP.
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No geral, os valores encontrados demonstraram que diferentes métodos de
extracdo podem gerar resultados distintos para uma mesma amostra e analise, mas
todos contribuiram para demonstrar o potencial antioxidante das PANC, com maior
destaque para os métodos n° 1,3,5,7,8 e 10. Todos estes métodos, com exceg¢ao do
n°7, utilizaram solugbes contendo metanol. Este solvente possui uma cadeia
carbdnica menor que a do etanol e da acetona, e por isso pode ser mais efetivo para
a extracdo de compostos de elevada polaridade, o que explicaria a superioridade dos
resultados obtidos pelos métodos que usaram metanol como um dos solventes (Freire
etal., 2013)

Um estudo conduzido por Mollica et al. (2022), analisando as propriedades
bioldgicas de extratos de Alstonia boonei, popularmente conhecida como arvore de
Deus, corroborou os achados do presente estudo em relagédo ao potencial do metanol
em extrair maiores teores de compostos fendlicos e apresentar maior atividade
antioxidante em comparagdo com a utilizagdo de agua e acetato de etila para

extracao.

Da mesma forma Herrera-Pool et al. (2021) encontraram os maiores resultados
para capacidade antioxidante, quando utilizou metanol a 50% e 80%, acetona a 80%
ao analisar folhas de pimenta. No geral, extratos obtidos com solventes de alta
polaridade apresentam capacidade antioxidante mais elevada, a fase polar do extrato
contribui para a inibicao dos radicais ABTS+ e DPPH através da transferéncia simples

de elétrons e transferéncia de prétons (Prior; Wu; Schaich, 2005).

Estes resultados corroboram com os encontrados no presente trabalho, visto
que os melhores resultados de CFT, ABTS, DPPH e FRAP foram obtidos
majoritariamente dos extratos cujas solugbes extratoras continham metanol a 50%,
80% e 85%.

5.3 Correlagao do teor de compostos fendlicos totais com diferentes métodos
de atividade antioxidante

De acordo com a Figura 16 é possivel verificar, com base nas diferentes
metodologias utilizadas que nao houve correlagéo linear entre teor de compostos
fendlicos totais e a capacidade antioxidante pelo método de ABTS<+ para a maioria
dos extratos. Nota-se que a correlagdo foi baixa para azedinha (R? = 0,1549),
capuchinha (R? = 0,0704) e peixinho (R? = 0,0225). Os métodos de extragio de n° 5

e 7 apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos, enquanto o método de
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extragcao n° 8 apresentou os maiores resultados para capacidade antioxidante pelo

método ABTS++, mesmo com quantidade menores de compostos fendlicos.

Figura 16 — Correlacao entre compostos fendlicos totais e ABTSe+.
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A figura 17, sugere que houve correlagdo linear entre os resultados de
compostos fenolicos totais e DPPH para a maioria dos extratos, No entanto, é
indispensavel destacar que, embora os valores de correlagdo apresentados pela
azedinha, capuchinha e peixinho (R? = 0,6238), (R? = 0,5498) e (R?> = 0,4019),
respectivamente tenham sido maiores aos apresentados pelas outras correlacgoes,
deve se levar em consideracdo que na analise de DPPH o valor do EC50 na
determinacédo da capacidade antioxidante consiste na concentracdo do extrato
necessaria para diminuir 50% do radical DPPH, isto é, essa € a concentragdo de
extrato necessaria para diminuir em 50% a concentragdo inicial de radical DPPH
(Sanchez-Moreno et al., 1998). Sendo assim, quanto menor o valor de EC50, maior o

potencial antioxidante do extrato.

Portanto, os extratos provenientes dos métodos n° 1 da azedinha, n® 1 e 8 da
capuchinha, n° 3 e 8 do peixinho apresentaram a maior capacidade antioxidante nas
analises pelo método de DPPH, mesmo ndo apresentando os maiores teores

compostos fendlicos.
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Figura 17 — Correlagao entre compostos fendlicos totais e DPPH
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Na figura 18, observa-se também que ndo houve correlagéo linear entre os
resultados de compostos fendlicos totais e FRAP para a maioria dos extratos, visto
que os valores de correlagédo apresentados pela azedinha, capuchinha e peixinho (R?
= 0,0052), (R? =0,1047) e (R? = 0,0105), respectivamente, sdo muito baixos.

Figura 18 — Correlagcao entre compostos fendlicos totais e FRAP
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As diferengas entre os melhores resultados encontrados para a analise de
compostos fendlicos totais e para as analises de capacidade antioxidante podem ser
explicadas, visto que as analises de capacidade antioxidante medem o efeito
combinado de muitos antioxidantes que podem estar presentes nos extratos, néo
apenas de compostos fendlicos. A capacidade antioxidante de uma matriz vegetal néo
depende estritamente da concentracéo de fendlicos, mas sobretudo do potencial que
cada molécula tem para agir como antioxidante, o que depende tanto da sua estrutura
quimica quanto das interagbes moleculares que cada estrutura faz com outros
constituintes do alimento, sejam eles macronutrientes ou micronutrientes (Altunkaya

et al., 2009; Hidalgo; Sanchez-Moreno; De Pascual-Teresa, 2010; Panya et al., 2012).

Uma provavel explicagdo pode estar também na composi¢éo fendlica de cada
extrato e o fato de a capacidade antioxidante ocorrer por multiplas reagdes e
mecanismos distintos de seus constituintes antioxidantes (Tabart et al., 2009).
Ademais, cada composto fendlico pode contribuir de maneira diferente para a
capacidade antioxidante geral, o que pode gerar uma variagao significativa entre os
ensaios antioxidantes (Heim; Tagliaferro; Bobilya, 2002).

Os compostos fendlicos sdo conhecidos por seus multiplos beneficios para a
saude. Eles tém sido associados ao auxilio no tratamento de varias condi¢des
médicas, incluindo cancer, diabetes, hipertensdo e doencgas cardiovasculares
(Manivannan et al., 2018). Adicionalmente, os compostos fendlicos podem ter um
impacto positivo na microbiota intestinal. Eles podem ajudar no equilibrio, reduzindo
assim o risco de varias doencgas crbnicas associadas a disbiose intestinal, como

obesidade e doengas inflamatérias (Quatrin et al., 2019).

As diferentes caracteristicas e mecanismo de agcao dos compostos bioativos,
0s reagentes, os principios dos métodos extrativos e até mesmo, possiveis erros de
analises sao as possiveis explicagcdes para que um mesmo extrato ndo apresente os

melhores resultados em todas as analises (Melo et al., 2006).
5.4 COMPOSIGCAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR UPLC.

Apos obtencao dos extratos de azedinha, capuchinha e peixinho, estes foram
analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, por detector DAD para a
identificacdo e quantificacdo dos grupos dos acidos fendlicos e flavonoides presentes

nas amostras, apés serem extraidos com diferentes métodos de extracao. Os teores
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mais elevados de acidos fendlicos totais e flavonoides da azedinha foram obtidos por
meio do método de extragao n° 5, 235,63 + 7,65 mg/100g e 306,81 + 22,01 mg/100g,

respectivamente.

As condi¢des de extragcdo dos métodos n° 1,6,4,8,10 e 3 proporcionaram as
melhores condigdes de extracdo para os acidos fendlicos para a capuchinha (média
de 847,56 + 37,07 mg/100g) sem diferenca significativa (P<0,05) entre eles e os
métodos n°® 1 e 5 apresentaram em média 26,93 £+ 1,14 mg/100g de flavonoides. O
emprego dos métodos n° 4,8,1,3,6 e 10 possibilitou os teores mais elevados de acidos
fendlicos para o peixinho com uma média de 528,06 £ 19,40 mg/100g e os métodos
n° 1 e 5 apresentaram 52,50 £ 6,78 mg/100g de flavonoides. Analisando estes
resultados foi possivel observar que para as amostras capuchinha e peixinho, alguns

métodos foram similares quanto eficiéncia de extracdo de acidos fendlicos.

5.5 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS OBTIDOS PELO DIFERENTES
METODOS DE EXTRAGAO

Foram elaboradas duas curvas de calibragdo, curva A composta por dois
padrées (acido clorogénico e catequina) analisada pelo método A e a curva B
composta por nove padrbes (acido caféico, acido ferulico, acido p-coumarico,
apigenina, campferol, epicatequina, miricetina, quercetina e rutina) analisada pelo
método B. Para a quantificagao dos compostos fendlicos fracionados, utilizaram-se as
areas dos picos de cada um deles e estabeleceram-se as curvas de calibragao dos
padrdes injetados vide Tabela 14 e 15.

Tabela 14 - Curva de calibragao de padrées (Método A) de compostos fendlicos

usados na quantificagdo dos compostos presentes nos extratos de azedinha,
capuchinha e peixinho

Nome do Concentragiao Equacao Comprimento

H 2

composto (ug/mL) da reta Tr (min) de onda (nm) R
Catequina 1-7 y=2854,5x 8,57 279 0,9991
Acido 1.7 y=12119x 8,91 325 0,9994

Clorogénico
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Tabela 15 - Curva de calibragao de padréoes (Método B) de compostos fendlicos
usados na quantificacao dos compostos presentes nos extratos de azedinha,
capuchinha e peixinho

Nome do Concentragiao Equacao Tx (min) Comprimento R2
composto (ug/mL) dareta R de onda (nm)
Acido Caféico 1.7 y=18660x 3,48 322 0,999
Epicatequina 1-7 y=2473,6x 417 277 0,0986
Acido p- 1.7 y=26351x 6,43 309 0,999
coumarico
Acido 1.7 y=20008x 9,18 322 0,9993
Ferrulico
y=7802,5x
Rutina 1-7 12,68 354 0,9994
y=13489x
Miricetina 1-7 13,56 372 0,9949
y=12270x
Quercetina 1-7 15,58 372 0,996
y=27344x
Apigenina 1-7 18,48 338 0,9989
Campferol 1-7 y = 27987x 19,26 366 0,9938

As Figuras 15 e 16 representam os cromatogramas oriundos das curvas de

calibragcédo padrao A e B, respectivamente.

Figura 19 - Cromatograma (A) — Curva de calibragao padrao (Método A)
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Figura 20 - Cromatograma (B) — Curva de calibragao padrao (Método B)
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(3) Acido Caféico; (4) Epicatequina; (5) Acido p-coumarico; (6) Acido Fertlico; (7) Rutina; (8) Miricetina;
(8) Quercetina; (9) Apigenina; (10) Campferol.

A identificagdo dos compostos baseou-se na comparagdo dos tempos de
retencdo e espectros UV-VIS com os padrées. A quantificacdo foi realizada por
calibracdo com 11 padrdes externos de compostos fendlicos por dois métodos
distintos (A e B). Dentre os 11 padrdes estudados, 10 compostos foram identificados
nos diferentes extratos, obtidos das trés plantas empregando-se os dez diferentes
métodos de extracido. As condigcdes extrativas dos métodos utilizados no presente

estudo n&o contribuiram para a extracao e identificacdo do campferol nas trés plantas.

Nas Figuras 17 e 18 sao apresentados os cromatogramas dos extratos de
azedinha, capuchinha e peixinho obtidos pelos métodos A e B de analise de
compostos fendlicos. Observando os cromatogramas apresentados verificou-se a
presenca de muitos picos sem identificacdo, portanto, a atividade antioxidante dos
extratos certamente ndo esta relacionada apenas aos acidos fendlicos identificados.
O aparecimento de muitos picos sem identificagdo pode ser explicado pela nao
purificagdo deste extrato. De acordo com Manach e Donovan, (2004) e Shahidi et al.
(2007), os compostos fendlicos presentes nos vegetais encontram-se
majoritariamente na forma de glicosideos, isto &, ligados a acucares, necessitando de
tratamentos prévios que rompam essas ligagdes para permitir uma melhor
identificacdo dos compostos. Além disso, sao necessarias técnicas com melhor poder
de resposta para que se possa reconhecer a real composicdo dos compostos

fendlicos ligados, nao apenas das agliconas.



Figura 21 — Cromatograma do perfil de compostos fendlicos referente ao

método A (271nm)
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Figura 22 - Cromatograma do perfil de compostos fendlicos referente ao
método B (277nm).
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Os resultados da determinacgao por cromatografia liquida de ultra eficiéncia dos
compostos fendlicos individuais presentes nos diferentes extratos das trés PANC

estao apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Perfil de compostos fendlicos de Plantas Alimenticias Nao Convencionais por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (UPLC)

METODOS DE EXTRAGAO

Comp.  paANc
Fenol. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o Ra 11396132 71762462 99,56:1,86 10531x4,6 90,704,48 80241757 72,56:0,65 100,47+2,9 77.42t519 104,25¢1,3
o a 0a a a 5a a a a 5a a 8a
3 §§ Tm  909,17:64, 708,12:30, 818,02:29, 834,13:45, 3152729, 872,39+25, 707,5857, 823,17+17, 751,17¢17, 819,32425
88% 072 94c ggab 08ab 68d 952 36° 01ab 04be 002>
SE 52375126, 32694164 51437:55 548,14:20, 22222:12, 50395:49, 35100:11, 5426717, 376,32t84 495,65:21,
© 602 2b 3a 072 74¢ 952 53b 562 5b 092
5 Ra  267:009° 1881001 2,52£0,13° 2,1610,13% 9,18£0,97° 201:0,02% 1,7420,04% 23710,14> 1,370,10° 2510,07°
o 8¢9
282 Tm 0470242 ND 0,48+0,22%  0,44+0,03® 0,88+0,262 ND 0,5040,05% 0,87+0,082 0,76+0,102> 0,64+0,02ab
<82
S d b d
S sb 1,87:021¢  1,49:0,03¢ 2,08:0,070c /OT013T 5 eoi045e  1IOEOOI 1y piin 00 22050112 1722025y 59,0 o7
14,67+0,20 12,82+0,56 13,13+0,27 88614169 1569+127 10,52+0,82 12,82+0,60 10,13+0,73 13,57+0,53
O = Ra bc 9787i1703e cd c a b de cd e bc
433
SES  Tm  13840,13% 1,00:0,05> 1,30#0,05° 1,360,167 ND 1,290,042 1,05+0,06° ND 0,40£0,03¢  1,28+0,022
OS99
< 0 E
0= sSb 3,100,162 1,59+0,08% 3,26+0,09° 2,42+0,16bc 2,00+0,15¢ 3.11+0,282 2,07+0,04 211+0,38% 1,16+0,06° 2,76+0,13
R 52,29+1,67 45,01+1,15 52,03+1,84 4853228 47,15+253 3410337 37,95:082 51,75¢121 41,29+2,78 48,78+0,36
- a a bc a ab ab e de a cd ab
[e) (=]
828
535S Tm ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
< &
2
= Sb  0,76+0,15° ND 1,2640,12¢  1,17+0,22¢ ND 5,72+0,542  1,23+0,06° ND ND 2,650,220
b b c c b
- Ra 8,37J_rco,22 5.86.40 40" 8,86-!_;0,29 7,104_;0,66 29,46:;0,67 7,35J_go,41 57140420 10024165 6484062 8,65-!_;0,31
3 S T 20,88+42,55 13,27+0,30 12,71+047 1521+2,05 12,5340,55 1547+129 1591+123 1519+3,09 16,0041,34 1523+0,39
o % m a b b b b b b b b b
® £
o= Sb ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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£5 Ra ND ND ND ND 14234290  ND ND ND ND ND
g% Tm ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2T s ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

— Ra  17282t44 15247%27 17820468 15570168 169,02+11, 18564%15 13240t23 19040t53 142,66+80 167,63+18
¢ D gabo 4pcd 5 50 41260 143 3¢ 62 408 50
£ S Tim  2sssoie 1raroon 21010007 2794008 (oo (o 2431037 20240157 2331023 2264012 237005
"E e ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
c5 Ra 4B13031% 4081026 4560500 oo 0o po1igqpe 420022 4o, AT6E025 3481027° 4183015
- O
85 m 129£0,10° 1133015 129£012° 11420,12° (o0 ooo. 1254017 1134008 152£000° | oo or 1:2330.11
SE g 6102026 4 7i000 3728046° goci0ms 65140380 4,340,190 32550080 S80E031 4 ogigoue 31550110
s Ra ND 0,5340,03" ND ND  4,50+0,282 ND ND ND ND ND
‘g’ % tm a1s04ee OSEONT o oe tigroqge 1326115 114037 106004 ] 08430107 0,8640,02
€ s ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
¥g Ra ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
g% Tm ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ZE g, 51218108 L oan 16764108 3419708 41185386 33204353 26004079 BATE04 g o610 140 24722210

Valores expressos na mesma linha seguidos de letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 5%) pelo teste de Tukey. Valores médios + desvio padréo (n
= 3). Resultados expressos em base seca. ND — Ndo determinado. Métodos de extragédo: 1 (Metanol a 50% e acetona a 70%, 30 min. de US); 2 (Etanol a
80%, 10 min. de US); 3 (Metanol a 85%, 10 min. de agitagdo a 120 rpm, a 42 °C); 4 (Metanol a 50% acidif. ¢/ ac. acético até pH 2 e acetona a 70%); 5 (Metanol
80% acidif. ¢/ 1% acido cloridrico e acetona a 70%, 30 min. de US ); 6 (Acetonitrila e agua acidificada ¢/ acido acético 2%, 50:50, 5 min. de US, 15 min. de
agitacdo a 120 rpm, a 25 °C); 7 ( Agua, acetona e etanol, v/v/v, 45 min. de agitacdo a 120 rpm, a 45 °C); 8 (Metanol a 80%); 9 (Acetona a 80%) e 10 (Metanol
a 50% e acetona a 70%).
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No geral, a maioria dos métodos que promoveram a extragao de elevados
teores de acidos fendlicos e flavonoides, tinham como solvente extrator uma
solugdo aquosa de metanol em diferentes concentragbes, com excegdo ao
método n° 6, cuja solvente extrator era uma solugdo de acetonitrila com agua
acidificada. Neste sentido, Herrera-Pool et al. (2021), encontraram diferengas
significativas na recuperacdo de compostos fendlicos especificos nas analises
cromatograficas, sendo que a extracdo com metanol a 50% em banho
ultrassénico foi adequada para uma melhor recuperacao de acidos fendlicos, e
o uso de acetona a 80%, empregando-se o ultrassom e também com o uso do
banho-maria, mostrou-se mais favoravel para a recuperagcéo de flavonoides.
Estes resultados diferem dos encontrados no presente trabalho, pois, embora o
método n° 9, cuja solugéo extratora € acetona a 80%, tenha extraido flavonoides
como catequina, rutina, miricetina e apigenina, seus extratos ndo apresentaram
os teores mais elevados. Neste sentido, foi observado que nem sempre um
método sera capaz de extrair um maior numero de compostos fendlicos e em
maiores concentragdes, a exemplo do que foi observado quando se empregou o
método n® 9. A extragdo nestas condi¢gdes permitiu identificar 9 compostos
fendlicos, mas estes foram quantificados em teores mais baixos comparando-se

a outros métodos de extragao do presente trabalho.

As misturas de solventes polares também podem ser usadas para a
recuperacao de compostos fendlicos. Diferentes solventes, como agua, acetona,
metanol, etanol, acetonitrila, sozinho ou misturados, podem ser usados para a
obtencdo de alto rendimento de fendlicos, mas a escolha pode influenciar na
composicao final e na atividade antioxidante do extrato (Heleno et al., 2015;
Khoddami; Wilkes; Roberts, 2013; Martins et al., 2015). Solventes como o
metanol possui uma polaridade significativamente menor ao comparar com a
agua e isso favorece a solubilidade e a difusdo dos compostos fendlicos pela
diminuicao da constante dielétrica do solvente. Os solventes polares apresentam
melhor eficiéncia no processo de solvatacdo em decorréncia das interagées
(pontes de hidrogénio) entre os sitios polares dos compostos e o solvente (Thouri
etal., 2017).

Enquanto o uso de solventes organicos puros pode provocar a

desidratacdo, o colapso das células vegetais, e ainda a desnaturagao das
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proteinas da parede celular. Esses fatores juntos podem dificultar a extragao
eficiente de compostos fendlicos (Garcia-Castello et al., 2015). A mistura da
agua, um solvente altamente polar, com solventes de menor polaridade pode
formar uma combinacdo mais eficiente para a extragdo (Peixoto Araujo et al.,
2019). A agua pode ainda atuar como um agente capaz de entumecer a matriz
vegetal, aumentando a superficie de contato, enquanto o metanol, por exemplo,

induz a ruptura da ligagéo entre os solutos e a matriz (Sahin; Samli, 2013).

Ainda neste contexto, a solubilidade de compostos fendlicos em diferentes
solventes relaciona-se a diferentes parametros e ndo apenas a sua solubilidade,
como por exemplo a estereoquimica dos compostos, que diz respeito aos
aspectos tridimensionais das moléculas, e as forcas intermoleculares entre eles
e o solvente (Katsampa et al., 2015). A extragcao pode variar de acordo com a
natureza da matriz da amostra e das propriedades quimicas dos fendlicos
desejados (n° de anéis aromaticos e grupos hidroxila em sua estrutura,

polaridade e concentracdo) (Justino et al., 2022).

E necessario salientar ainda a interagdo do solvente com o sistema de
extracdo, visto que as caracteristicas fisicas do solvente afetam a cavitacao, pois
as cavidades sdo mais facilmente produzidas quando é utilizado um solvente de
alta pressdo com baixa viscosidade e baixa tensao superficial (Corbin et al.,
2015).

Outro ponto importante é a adicdo de &cidos a solugdo extratora. Acidos,
como acido cloridrico, acético e formico, sao frequentemente usados para
acidificar o ambiente e melhorar a eficiéncia da extracéo (Tabart et al., 2011;
Vagiri et al., 2012). Foi identificado que o pH € um fator critico que influencia a
eficiéncia da extracdo visto seu impacto na solubilidade do analito e na

densidade de carga dos extratos e solventes (Gao et al., 2012).

Um trabalho desenvolvido por Xia et al. (2024) que buscava extrair acidos
fendlicos de Prunela vulgaris, uma planta medicinal e alimenticia, observou que
quando o pH era 1, o rendimento de extracdo do acido rosmarinico aumentava,
demonstrando que a mudanga no pH pode exercer um grande efeito na taxa de
extracdo dos acidos fendlicos. Isso poderia explicar o fato de que os fendlicos

possuem uma tendéncia a assumir formas moleculares sob condigdes acidas
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(pH<pKa), o que permite que eles sejam mais facilmente extraidos (Gopal et al.,
2020).

O presente trabalho utilizou trés métodos cuja solugdo extratora era
adicionada de acidos, nos métodos n° 4 e 6, houve a adicdo de acido acético e
o pH das solugbes extratoras ficaram em 2,00 + 0,01 e 2,82 + 0,01,
respectivamente, enquanto o método n° 5, houve adi¢ao de acido cloridrico e a
solugdo extratora apresentou um pH de 1,01 + 0,01. Estes métodos
apresentaram bons resultados de extragao para acidos fendlicos (método n®4 e

6) e flavonoides (método n° 5).

Outro parametro que podem ter contribuiu para a extragao de maior
numero de compostos pelos métodos n° 1 e 6 € a utilizagdo do banho
ultrassénico. A extracio assistida por ultrassom é capaz de induzir uma série de
compressoes e rarefagdes nas moléculas do solvente de extragdo, gerando a
formagao de bolhas, em fungdo de mudangas de temperatura e pressao, que
podem ajudar a liberar os compostos fendlicos das células vegetais, tornando a

extragcao mais eficiente (Shirsath; Sonawane; Gogate, 2012).

Diversos mecanismos estdo relacionados ao ultrassom como a
fragmentacao devido as colisbes entre particulas e ondas ultrassbénicas, que
levam a redug¢do do tamanho das particulas, favorecendo a transferéncia de
massa e o acesso rapido do solvente aos materiais celulares das plantas
(Chemat; Zill-E-Huma; Khan, 2011; Mason; Paniwnyk; Lorimer, 1996). A erosao
que potencializa a acessibilidade do solvente ao implodir as bolhas na superficie
da matriz vegetal (Chemat et al., 2017; Petigny et al., 2013). A sonocapilaridade
€ a sonoporacao, responsaveis por melhorar a penetracao do liquido através dos
canais produzidos pela implosao da bolha e a alteracdo da permeabilidade das
membranas celulares, nesta ordem. Além do cisalhamento que colapsa a bolha

de cavitacao no fluido, devido ao fenbmeno da oscilagao (Chemat et al., 2017).

Vale destacar ainda, que o ultrassom €& uma técnica rapida com minima
degradagao dos compostos fendlicos quando comparado a outros métodos
(Vinatoru, 2001), aumenta a taxa de solubilidade dos compostos no solvente
usado na extragado, reduzindo assim o volume de solvente necessario para

alcancgar a recuperacao completa dos compostos fendlicos. No entanto, longos
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periodos de sonicagao, superiores a 40 minutos, com um nivel de energia acima
de 20 kHz, podem prejudicar a extragao, devido a diminuigao da area e da taxa
de difusdo e ao aumento da distancia de difusdo (Alara; Abdurahman; Ukaegbu,
2021). Trabalho conduzido por Annegowda et al. (2010), que investigou a
influéncia da sonicacdo no conteudo fendlico e na atividade antioxidante das
folhas de Terminalia catappa L, demonstrou que o rendimento da extragcdo, bem
como os fendlicos totais e flavonoides totais aumentaram rapidamente de 20 a
40 minutos de sonicagcdo e comecaram a diminuir conforme a sonicagao foi
prolongada. Os autores acreditam que isso se deve a decomposicdo dos
compostos por sonicagao prolongada ou em fungéo do efeito de enxague inicial
da sonicacao, que facilitou a liberagdo da maior parte dos constituintes ativos
dentro das células para o solvente ao longo dos primeiros 40 minutos.

Outro fator que pode melhorar a extragdo € a combinagao de técnicas
extrativas quando uma unica técnica nao € suficiente, portanto, a juncéo de
diferentes métodos pode ser adequada para extrair com mais eficiéncia,
fornecendo acesso a compostos fendlicos adicionais (Alara; Abdurahman;
Ukaegbu, 2018; Osorio-Tobon, 2020). Este sinergismo de acéao foi executado no
método n° 6, combinando o banho ultrassénico com a agitagao, o que contribuiu

com o processo extrativo.

Em relagdo a temperatura, o aumento deste parametro correlaciona-se
com melhorias nos rendimentos de extracdo em razao da inducéo de rupturas
de ligagdes da matriz (Celli; Ghanem; Brooks, 2015), aumento da solubilidade
do composto, taxa de difusdo do solvente, transferéncia de massa e redugao da

viscosidade e tensao do solvente (Hossain et al., 2011).

Portanto, as temperaturas de 35 °C alcangadas nos métodos n° 1 e 6 e
42°C para o método n° 3, podem influenciaram positivamente o processo de
extracdo. Carrera et al. (2012) avaliaram a influéncia dos efeitos da temperatura
de extragdo (0-75°C) na extragdo de compostos fendlicos totais em uvas e
observaram que a temperatura de 10°C produziu recuperacdes de compostos
fendlicos totais superiores com diferengas significativas (p<0,05) quando
comparadas as temperaturas de 20°C, 50°C e 75°C. Os autores explicam que a
recuperagcao deve aumentar com o aumento da temperatura de extracdo, no

entanto, os processos de degradagao também aumentaram devido ao oxigénio
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e a atividade enzimatica pelo menos a 30 — 40°C. Outro ponto discutido pelos
autores € que o uso de temperaturas mais altas podem provocar altas perdas de
solvente, alterando a propor¢cado solido/liquido, produzindo entdo baixas

repetibilidades.

A utilizacdo de altas temperaturas pode ainda diminuir a constante da taxa
de extragao, devido a reducio na intensidade da cavitagdo como resultado da
menor tensdo superficial e do aumento da pressao de vapor das bolhas de

cavitagao (Tao; Zhang; Sun, 2014).

Enfim, em relag&o a unido dos parametros acima citados, e considerando-
se a amostra de azedinha, a utilizagdo de uma solugcédo extratora aquosa de
metanol a 80% acidificado com &cido cloridrico juntamente com a etapa de 30
minutos de banho ultrassdnico foram preponderantes para que o método n° 5

fosse o0 mais eficiente para a extracao de acidos fendlicos na presente matriz.

Os resultados dos teores de flavonoides presentes nas trés amostras em
funcao dos diferentes métodos de extragdo empregados, apresentaram-se mais
homogéneos conforme pode ser observado na Tabela 16. Os métodos de
extracdo n° 1 e 5 apresentaram-se mais eficientes para as trés PANC.
Interessante observar que ambos os métodos possuiam uma etapa de 30
minutos de banho ultrassénico, enquanto diferiam-se em relacdo as suas
solucbes extratoras e quantidade de ciclos de extracdo. No método n° 1
empregou-se uma solugéo aquosa de metanol a 50% juntamente com solugao
aquosa de acetona a 70% e quatro ciclos de extragdo, enquanto no método n° 5
foi utilizada uma solugéo de metanol a 80 acidificado com HCI e dois ciclos de

extracao.

Trabalho desenvolvido por Vieira et al. (2022), que comparou diferentes
extratos de folhas de chuchu preparados com maceragcdo, micro-ondas e
ultrassom, observou que este ultimo apresentou melhor eficacia de extracao de
compostos fendlicos totais. Um estudo realizado Chen; Yang (2020) que apés a
extragdo por ultrassom examinou a estrutura morfolégica da superficie das
folhas de kiwi, observou a destrui¢cdo celular, enquanto a maceracao resultou
apenas em poros celulares rompidos ligeiramente, o que poderia explicar a baixa

eficiéncia de extracdo por maceracao.
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Dentre os compostos analisados, o acido clorogénico (Tr = 9,2 min) foi o
acido fendlico maijoritario extraido pelos 10 métodos de extragao para as trés
amostras. As condicoes de extragdo dos métodos n° 1,34,6,8 e 10
proporcionaram as melhores extragdes de acido clorogénico, sem diferenca
significativa entres eles (P<0,05) para a capuchinha e o peixinho. Vale destacar
que em todos estes métodos foram utilizadas solugbes aquosas de metanol
(concentragdes variadas, com ou sem adig&o acido), exceto o método n° 6, que
usou solucdo aquosa de acetonitrila com acido acético. Ndo houve diferenga
significativa (P<0,05) entre os teores de acido clorogénico encontrado nos

extratos de azedinha obtidos pelos dez método utilizados.

O acido clorogénico, amplamente presente no café e em diversas frutas,
tem sido associado a prevencao de doengas. Observa-se uma relagao inversa
entre o consumo desses alimentos ricos em acido clorogénico e a incidéncia de
certas condicbes de saude. Isso sugere que o acido clorogénico pode
desempenhar um papel na prevengao de doengas como diabetes, doencas
cardiacas e outras condi¢des relacionadas ao estresse oxidativo (Garambone;
Rosa, 2008).

Em relacédo aos teores de acido caféico (Tr = 3,77 min) os resultados
variaram de acordo com método de extragcdo. Os teores mais elevados foram
observados para o método de extragao n° 5 para o extrato de azedinha, enquanto
os métodos de n° 5 e 8 apresentaram teores de acido caféico mais elevados para
peixinho, sem que houvesse diferenga significativa (P<0,05) entre eles. Os
métodos de extragao n° 1,3,7,10,9,8 e 5 apresentaram os teores mais elevados
de acido caféico para os extratos de capuchinha, sem diferenga significativa
entre eles (P<0,05).

Ha indicios de que os acidos clorogénico e caféico, ambos encontrados
nas trés PANC deste estudo, reduzem a producdo de espécies reativas de
oxigénio induzida pelos trés estimulantes H202, PMA e FMLP de maneira
dependente da concentragao. O H202 € um composto-chave no metabolismo de
radicais livres, pois pode ser transformado em outros que geram espécies
reativas de oxigénio na célula, ja o PMA é um éster de forbol que atua como um

promotor de tumor e o FMLP é um peptideo quimiotatico liberado por bactérias
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durante a infecgao, todos estes estimulam a geragcao de geram espécies reativas
de oxigénio por mecanismos diferentes (Pérez-Garcia; Adzet; Canigueral,
2000). Estao ainda relacionados com a protecéo ao estresse oxidativo induzido
in vitro, nas células hepaticas de ratos ampliando assim as indicagdes da
importancia bioativa das PANC (Gebhardt, 1998).

Em relagdo ao acido p-coumarico (Tr = 6,95 min), mais uma vez o método
de extragao n° 5 apresentou o teor mais elevado para azedinha. Enquanto os
métodos de extragcdo n°® 10,3,6 e 1 apresentaram os teores mais elevados para
capuchinha e peixinho. O acido p-coumarico é encontrado principalmente em
frutas, vegetais e gramineas na forma de acido esterificado ou livre (Mussatto;
Dragone; Roberto, 2007). Este composto possui atividades antioxidantes,
antimicrobianas, antitumorais e anti-inflamatérias, o que revela seu grande
potencial para a aplicagcdo nas industrias de alimentos, cosméticos e

farmacéuticas(Kheiry et al., 2019).

As condic¢oes extrativas dos métodos n° 1,3,4,5,8 e 10 contribuiram para
a quantificagdo de teores mais elevados de acido ferulico (Tr = 9,93) na
azedinha, sem que houvesse diferenga significativa entre eles (P<0,05). O
meétodo de extracdo n° 6 extraiu teores mais elevados deste acido para a amostra
de peixinho. As condi¢des extrativas empregadas nos métodos de extragdo n°
2,5,8 e 9 nao contribuiram de forma eficiente para a extracao de acido ferulico

em condi¢des suficientes para serem quantificados.

Sytar et al. (2018) realizaram a extragcao usando 0,20mg de peixinho e
0,75 mL de metanol 70% acidificado com acido fosférico em um banho de agua
ultrassdnico no gelo e quantificaram acido clorogénico (0,2mg/100g base seca),
acido p-coumarico (0,6 mg/100g base seca) e acido ferulico (0,1 mg/100g base
seca), resultados inferiores aos encontrados neste trabalho. Ja Benedec et al.
(2023) investigaram os teores de compostos fendlicos em peixinho, utilizando
etanol a 70% e ultrassom por 30 minutos, utilizando a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem e foi quantificado acido
clorogénico (201,g mg/ 100), acido p-coumarico (0,44 mg/100g), acido ferulico
(0,35 mg/100g) e epigenina (2,73mg/100g), todos expresso em peso seco. Tais

resultados sao inferiores aos melhores resultados apresentados neste trabalho,
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mas eles se aproximam a alguns resultados, como por exemplo, o emprego do
método n° 5 (metanol a 50% e acetona a 70%) que contribuiu para a obtengao
de extratos de peixinho com 222,25 mg/100g de acido clorogénico, o método n°
9 (acetona a 80%) que permitiu a quantificagdo de 1,16 mg/100g de acido p-
coumarico, ja o método n° 1 (metanol a 50% e acetona a 70%) proporcionou a
quantificacdo de 0,76mg/100g de acido ferulico e 0 método n°® 2, que utilizou
solugéo extratora de etanol a 80% propiciou a quantificagédo de 7,01 mg/100g de
epigenina. Vale destacar que o trabalho de Benedec et al. (2023), investigou a
presenga de rutina, mas nao foi detectado, semelhantemente ao presente

trabalho, onde nenhum dos extratos apresentaram rutina.

O acido ferulico esta presente em sementes e folhas, tanto em sua forma
livre quanto conjugado covalentemente aos polissacarideos da parede celular da
planta, glicoproteinas, poliaminas, lignina e acidos graxos hidroxilados(Kumar;
Pruthi, 2014). Exibe uma ampla variedade de atividades biologicas, como
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, hepatoprotetora e
anticancerigena(KROON; WILLIAMSON, 1999).

Estudos indicam que o consumo de acidos hidroxicinamicos inibe
consideravelmente a absorgédo de glicose e aumenta a produgdo hormonal de
GPL-1, propondo um papel potencial desses acidos fendlicos na prevengao do
diabetes tipos 2 (Bassoli et al., 2008; Johnston et al., 2005; Johnston; Clifford;
Morgan, 2002, 2003; Mccarty, 2005).

Kuceova et al., (2011) investigaram o teor de acido p-coumarico, acido
ferulico, acido caféico, rutina e catequina em flores de azedinha usando metanol
a 90% (2 mL/g) para extragao por 30 minutos a 4°C, com trés ciclos de extragao.
Neste estudo apenas catequina foi quantificada (7,54 mg/100g, base seca)
enquanto no presente trabalho, todos os compostos foram identificados nas
folnas de azedinha. Ja Feduraev et al. (2022) ao investigarem os teores dos
acidos clorogénico, caféico, p-coumarico e catequina, encontrou os seguintes
teores de acido clorogénico e acidos p-coumarico 121 mg/100 g e 15 mg/100 g
em base seca, respectivamente. Tais valores estdo bem proximos aos

encontrados neste trabalho.
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Em relacdo aos flavonoides, identificamos 6 compostos diferentes
(catequina, epicatequina, rutina, miricetina, quercetina e apigenina). Os
flavonoides s&o reconhecidos por seus beneficios a saude e propriedades
funcionais. Eles representam a maior classe de compostos fendlicos
encontrados na natureza. Esses compostos sdo uma parte essencial da dieta
humana e s&o conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (Karak, 2019; Pires et al., 2019; Vuolo; Lima;

Mardostica Junior, 2019) .

As maiores concentragdes de catequina (Tr = 8,84 min) foram obtidas por
meio das condi¢des extrativas do método n°® 5 para a azedinha e do método n°
1 para capuchinha. Em contrapartida, em nenhum dos extratos de peixinho foi
possivel quantificar a catequina. Quanto epicatequina (Tr = 4,55), esta foi
quantificada apenas no extrato de método n° 5 da azedinha. A apigenina (Tr =
23,10 min) foi identificada apenas nos extratos do peixinho, com destaque para

os métodos de n° 1 e 5, entre os quais ndo houve diferenca significativa.

Estudo conduzido por Bahadori et al. (2020) investigou os teores de varios
compostos fendlicos presentes nas folhas, caules e flores de peixinho, por meio
de decocgdo com agua fervente, e dentre os compostos quantificados estavam
catequina, epicatequina, rutina e campferol, compostos que nao foram
encontrados no presente trabalho, o que sugere que as condigdes extrativas dos
dez métodos néo foram suficientes para extrair tais compostos. Isso destaca a
importancia de otimizar as condicbes de extracdo para obter um perfil mais

completo dos compostos fendlicos presentes nas plantas.

Elevados teores de rutina foram obtidos pelos métodos de extragdo n°
1,3,5,6 e 8 para a azedinha, entre os quais nao houve diferencga significativa
(P<0,05). Ja para a capuchinha, os teores mais elevados resultam dos extratos
obtidos pelos métodos n° 1,4,6,8 e 10, sem diferencga significativa (P<0,05) entre

eles.

Didini (2019) analisou amostras de folhas de ora-pro-nobis, por meio de
um planejamento fatorial completo, tendo como variaveis independentes a
concentragcdo de metanol em solugédo aquosa (20%, 50% e 80%) e a temperatura

(40 °C, 70 °C e 100 °C) usadas para a extracao da amostra fresca, com o tempo
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de extracao fixado em 30 minutos em banho-maria. A autora identificou que a
solugao extratora metanol a 80%, a 100°C possibilitou extrair e posteriormente
quantificar elevados teores de rutina, bem como o maior resultado para o teor
total de compostos fendlicos. Enquanto os menores teores de rutina e compostos
fendlicos totais foram quantificados nos extratos provenientes da solugéo
extratora metanol a 50% e acetona a 70°C. Ja no presente trabalho, ndo houve
diferenca significativa entre os maiores teores de rutina encontrados em cinco

dos dez métodos analisados.

A influéncia da temperatura e da agitacdo sobre a extracéo da rutina e
apigenina em folhas de Cnidoscolus quercifolius, conhecido popularmente por
faveleiro, foi investigada por meio de um planejamento fatorial, e concluiu que a
temperatura favorece a extragdo de rutina, mas prejudica a extragdo de
apigenina, que também é prejudicada pela agitagdo, sugerindo que diferentes
condigbes de temperatura e agitagdo podem ser empregadas na extragdo de
flavonoides a depender do tipo de substancias que se deseja extrair (Torres et
al., 2018).

Todos os métodos de extracdo foram capazes de extrair e proporcionar a
quantificacdo da miricetina (TR = 15,48 min) em todas as plantas. Os métodos
n° 3, 8, 1 e 4 extrairam elevados teores de miricetina para a azedinha, sem
diferenca significativa entre eles (P<0,05). Enquanto, as condi¢des de extracao
dos métodos n° 4,10,6,1,3,8 e 9 contribuiram para obtencdo de extratos de
capuchinha com elevados teores deste flavonoide. Os métodos n° 1 e 5
proporcionaram a melhores condi¢gdes de extragcdo de miricetina para o peixinho.
A miricetina € um flavonol universal derivado de plantas, como frutas e vegetais
(Semwal et al., 2016), sendo bem reconhecida pela sua atividade bioldgica e
medicinal (Zhang et al., 2020a).

A quercetina (Tr = 19,85 min) foi extraida em maior quantidade também
pelo método n° 5, tanto para azedinha quanto para a capuchinha. Enquanto para

0 peixinho, nenhum dos extratos foi capaz de extrair quercetina.

O campferol € um flavonoide encontrado em muitas plantas alimenticias,
como brdcolis, repolho, couve, escarola entre outros. O consumo de alimentos

que contenham este composto tem se associado positivamente com a redugao
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do risco de desenvolvimento de varios disturbios, como cancer e doengas do
coragao (M. Calderon-Montano et al., 2011). Um trabalho investigou a presenca
de campferol em extrato etandlico de folhas de capuchinha pela analise de
espectrometria de massas com ionizagado por electrospray e a impressdes
digitais no modo negativo mostraram distribuicbes caracteristica do campferol
(Gasparotto Junior et al.,, 2011). No entanto, as condi¢cdes de extragdo dos
meétodos do presente trabalho ndo foram eficientes para extrair e quantificar o

campferol (Tr = 23,91) em nenhuma das trés PANC.

Um trabalho que buscava otimizar a métodos de extragdo para
caracterizagao de compostos fendlicos em frutos de damasco, realizou
extracdes metandlicas e etandlicas sobre as mesmas condi¢cdes otimizadas para
avaliar o efeito desses solventes na extracdo e caracterizacdo fendlica e
observou que para a maioria dos compostos fendlicos, o metanol extraiu
quantidades mais altas, mas o etanol apresentou algumas taxas de extragcéo
superiores ao metanol, como por exemplo, acido clorogénico (Iglesias-Carres et
al., 2019). Diferentemente, no presente trabalho, os extratos que continham
etanol ndo se destacaram quanto as quantificacbes de compostos fendlicos,
apresentando sempre os menores valores quando comparados aos demais

métodos.

Em um trabalho com flores de lichia, a acetona se mostrou mais eficiente
na extragcéo de polifendis em comparagédo com metanol, agua e etanol (Liu et al.,
2009). Enquanto, o método n°® 9, cuja solugdo extratora era acetona a 80%,
esteve entre os maiores resultado apenas para acido caféico e miricetina

extraidos das folhas de capuchinha.

Extratos de Eugenia brasilienses Lam. e Myrcianthes pungens, duas
frutas nativas do Brasil popularmente conhecidas por grumixama e guabiju
respectivamente, foram preparados com agua acidificada e metanol acidificado,
com intuito de caracterizar o perfil fendlicos destas frutas por meio da
quantificacdo por HPLC. Os resultados demonstraram que a concentragao de
compostos fendlicos identificados nos extratos metandlicos acidificados foram
superiores aos encontrados nos extratos de agua acidificada (Tischer et al.,
2023).
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Portanto, ndo ha um unico solvente que seja capaz de extrair todas as
classes de compostos fendlicos de uma amostra simultaneamente, logo ha
solventes que extraem melhor um tipo de composto do que outro (Mokrani;
Madani, 2016).

No geral, todos os métodos foram capazes de extrair compostos fendlicos
das PANC, sendo que alguns métodos demonstraram ser mais eficientes do que
outros. De acordo com os resultados das analises por cromatografia liquida,
verificou-se que todos os extratos continham acidos fendlicos e flavonoides,
sendo que as maiores concentragdes foram encontradas nos extratos com
metanol e acetonitrila, enquanto os extratos que continham etanol e acetona,

apresentaram resultado inferiores para acido fendlicos e flavonoides.
5.6 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais foi empregada para obter uma viséo
abrangente do desempenho dos diferentes métodos extrativos. A PCA € um
método exploratdrio, que oferece uma visédo geral das analises e permite chegar
a conclusdes significativas para possiveis tomadas de decisdo com base nos
resultados observados, reduzindo a dimensionalidade do conjunto de dados,
proporcionando uma analise estatistica com menos variaveis, em que o0 as
principais informagdes sdo mantidas (Ferreira et al., 2019). Embora a PCA em si
nao possa ser usada como uma ferramenta de classificagao, ela pode indicar
uma tendéncia que é importante para visualizar o espac¢o dimensional (Xiao et
al., 2015). Com intuito de avaliar, de forma geral, o comportamento dos métodos
de extracdo para cada matriz vegetal por meio dos resultados obtidos na
quantificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia, as Figura 23, 24 e 25
apresentam a analise de componentes principais dos extratos de azedinha,

capuchinha e peixinho, respectivamente.
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Figura 23 — Grafico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos extratos
de azedinha
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O primeiro componente principal (DM1) explicou 61% da variagdo entre
os extratos, enquanto o segundo (DM2) explicou 28,5% da variancia e juntas os

dois componentes correspondem a 89,5% da variancia total.

De acordo com a Figura 23, é possivel observar que o acido caféico, o
acido p-coumarico, a catequina, a epicatequina e a quercetina se correlacionam
positivamente e juntos caracterizam a posigdo do método n° 5, visto que esta
amostra apresenta os maiores valores de extracdo para estes compostos
fendlicos. Ja a miricetina tem uma correlagdo negativa com as demais variaveis,
sendo que ela caracteriza a posi¢cao dos métodos n° 1,3,4 e 8, visto que estes
métodos apresentaram os maiores valores para extracao de miricetina. Ja o
acido clorogénico, o acido ferulico e a rutina se correlacionam positivamente e
caracterizam a posicdo dos métodos n°® 1,3,4,8 e 10, visto que estas amostras
apresentam os maiores valores de extragdo para estes compostos fendlicos. Ja
para os métodos n° 2,6,7 e 9, estes apresentaram baixa tendéncia de extracao

dos compostos analisados, portanto estao agrupados com proximidade.
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Figura 24 - Grafico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos
extratos de capuchinha
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O primeiro componente principal (DM1) explicou 56,7% da variagédo entre
os extratos, enquanto o segundo (DM2) explicou 26,1 % da variancia e juntas os

dois componentes correspondem a 82,8% da variancia total.

Observa-se na Figura 24 que o acido p-coumarico, o acido clorogénico, a
rutina, a catequina e a miricetina correlacionam-se positivamente e juntos
caracterizam as posi¢cdes dos métodos n° 1, 3, 4, 6, 8, 9 e 10, visto que estas
amostras apresentam maiores valores de extracao para estes compostos. O
acido caféico e a quercetina correlacionam se positivamente, sendo que esta
caracteriza a posi¢cao do método n° 5, visto que esse método apresenta o maior

valor de quercetina.
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Figura 25 — Grafico de PCA de acidos fendlicos e flavonoides nos extratos
de peixinho
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O primeiro componente principal (DM1) explicou 47,3% da variagao entre
os extratos, enquanto o segundo (DM2) explicou 28% da variancia e juntas os

dois componentes correspondem a 75,3% da variancia total.

De acordo com a Figura 25, é possivel observar que o acido caféico, a
miricetina e a epigenina se correlacionam positivamente, e juntos caracterizam
as posi¢des dos métodos n° 1, 5 e 8, visto que estas amostras apresentam
maiores valores de extracado para estes compostos. Ja o acido p-coumarico, o
acido clorogénico, o acido ferulico correlacionam-se positivamente e juntos
caracterizam as posicdes dos métodos n° 1, 3, 4, 6 e 10, visto que estas
amostras apresentam maiores valores de extragdo para estes compostos.
Podemos inferir ainda que os métodos de extragao n° 2,6,7 e 9 possuem uma

baixa tendéncia de extragdo dos compostos fendlicos.

Ao analisar os graficos de PCA é possivel visualizar como os compostos
fendlicos obtidos por meio dos diferentes métodos de extragao podem contribuir
para a variancia nestes extratos e como eles se agrupam com base nessas
contribuigcdes. Cada método de extracao pode ser analisado de acordo com uma

posicao relativa aos vetores das variaveis para assim demonstrar a sua
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composi¢cao de compostos fendlicos. Isso nos ajuda a compreender melhor a
eficacia de cada método de extragado e a natureza dos compostos fendlicos que

eles sdo capazes de extrair.
6 CONCLUSAO

O teor de compostos fendlicos totais, a capacidade antioxidante e o perfil de
compostos fendlicos foram influenciados pelas diferentes condi¢cbes de extragao
dos métodos utilizados neste trabalho. No entanto, nao foi possivel observar uma
unica condicio de extracio ideal em comum para todas as espécies estudadas,
0 que pode ser atribuido ao fato de que cada espécie possui um perfil especifico
de compostos fendlicos. Além disso, a disposicao dos compostos presentes na
matriz alimentar e a interagdo desses com outras moléculas também podem

causar variagoes nos valores da capacidade antioxidante.

Observou-se que, de maneira geral, os métodos cujas solugcbes extratoras
continham metanol, contribuiu para a extracdo e quantificacdo de teores mais
elevados de compostos fendlicos quando comparado aos métodos que tinham
como agente extrator solu¢gbes aquosas de acetonitrila, etanol e/ou acetona.
Ademais, a acidificagao das solugdes e o uso do banho ultrassénico contribuiram

para a melhor eficiéncia extrativa dos métodos.

Por fim, a avaliacdo dos compostos fendlicos totais, pelo método de Folin-
Ciocalteau e da capacidade antioxidante, avaliada pelos métodos ABTS, DPPH
e FRAP, bem como a investigacado do perfil e teor de compostos fendlicos de
todos os extratos obtidos pelos dez métodos extrativos, comprovou o potencial
de compostos bioativos dessas plantas. Adicionalmente, os resultados
apresentados por este trabalho corroboram a necessidade da realizacdo de mais
estudos que estimem a composicao fendlica de diferentes PANC para que se
tenha um panorama mais amplo sobre os compostos presentes nessas
espécies, e assim revele os atributos funcionais destas, subsidiando sua

insercédo na alimentagao da populagcado e consequente valorizagdo econémica
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SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

v Analisar atividade microbiana dos extratos das diferentes PANC;

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