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Resumo:

Neste trabalho, determinou-se a composicdo fendlica do morango (Fragaria X
ananassa) a partir de um procedimento de extracao liquido-solido rapido, seguido de
uma etapa de limpeza empregando a extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) e
analise por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial (UHPLC-MS/MS). O extrato da amostra obtido sob as
condi¢cBes de extracdo e limpeza otimizadas foi submetido a analise cromatogréfica,
e sete compostos fendlicos foram encontrados, sendo que, a catequina (13421 ug
kg™), o &cido clorogénico (12189 pg kg?) e o acido elagico (3619 pg kg™), foram os
compostos majoritarios. A diversidade e concentracdo dos compostos fendlicos
encontrados no morango resultaram em valores de atividade antioxidante elevados
para os métodos de DPPH’ e ORAC.

Introducao

Estudos epidemiolégicos tém indicado que o consumo de quantidades adequadas
de frutas e vegetais estd associado a uma série de beneficios a saude humana,
como a reducdo de doencas cardiovasculares, derrames, diabetes, doencas
cronicas e degenerativas entre outras (BAZZANO et al., 2002; ROLEIRA et al.,
2015). Esses beneficios se devem principalmente aos compostos antioxidantes, os
quais possuem a habilidade de proteger as células contra o estresse oxidativo,
decorrente do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas (radicais livres) e
a remocédo destas pelos sistemas quimicos e enzimaticos de defesa antioxidante.
Dentre os compostos antioxidantes presentes em frutas e vegetais, 0s compostos
fendlicos correspondem a classe mais abundante de antioxidantes naturais
presentes em plantas, incluindo os flavonoides e acidos fendlicos (HUANG et al.,
2005). As frutas vermelhas, conhecidas como “berries”, englobam as familias
Rosaceae (morango, framboesa, amora) e Ericaceae (mirtilo e cranberry), e
constituem uma classe de frutas que possuem quantidades elevadas e uma
diversidade de compostos antioxidantes. O morango (Fragaria X ananassa) é uma
fruta nativa do clima temperado da Europa, porém atualmente € cultivado com
sucesso em grande parte do mundo, sendo o Brasil o maior produtor da América do
Sul (ANTUNES, 2018). O morango apresenta 6tima aceita¢do in natura devido a
suas caracteristicas sensoriais e € largamente utilizado na culinéria para producéo
de sucos, sorvetes, bolos, tortas, doces e geleias. Aléem disso, apresenta uma rica
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combinac¢do de compostos bioativos, que incluem a vitamina C e E, o acido fdlico, os
carotenoides e os compostos fendlicos (SZADEK e BOROWSKA, 2008). Visto os
efeitos benéficos de uma dieta rica em compostos antioxidantes, a investigacéo
acerca da presenca e a quantidade desses compostos nos alimentos vém sendo
alvo constante de pesquisas. Dentro deste contexto, para a determinacdo desses
compostos em matrizes alimentares complexas, é necessario o emprego de técnicas
de preparo de amostra eficientes, de modo a garantir a extracdo seletiva dos
analitos bem como, uma etapa de limpeza, para a remocao dos interferentes. Para
avaliar o potencial antioxidante dos alimentos, os ensaios de atividade antioxidante
avaliam a capacidade de inibicdo dos radicais livres e sdo amplamente utilizados
devido a sua simplicidade e pela possibilidade de correlacdo com os dados
cromatograficos. Assim, um estudo detalhado foi realizado para a avaliagdo quanto a
presenca e quantidade de compostos fendlicos em extratos de morango usando um
procedimento de extracdo liquido-solido seguido de uma etapa de limpeza utilizando
a extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE) e andlise por cromatografia liquida de
ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-
MS/MS).

Materiais e métodos

As amostras de morango foram adquiridas no mercado local de Maringa — Parana.
Nesta etapa, as frutas foram lavadas com agua corrente, trituradas até obter-se uma
pasta, embaladas a vacuo e armazenadas em freezer a temperatura de -18°C até sua
utilizacdo. Para a extracdo dos compostos fendlicos foram adicionadas 5,0 g de
amostra e 5,0 mL de acetonitrila em tubos de centrifuga. Os tubos foram agitados em
vortex durante 1 min e centrifugados durante 10 min a 5000 rpm. Em seguida, 1,0 mL
do sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga contendo diferentes
guantidades dos sorventes. Otimizou-se a etapa de limpeza empregando-se a técnica
de d-SPE, onde foram avaliados os seguintes sorventes: amina primaria secundaria
(PSA), terra diatomécea (DE) e carbono grafitizado (GCB), nas seguintes propor¢des
e combinacdes: PSA 25 mg, DE 50 mg, PSA 25 mg + GCB 5 mg e PSA 50 mg +
GCB 2,5 mg. Para todos os testes de limpeza avaliados, a mistura foi agitada em
vortex durante 1 min, centrifugada durante 10 min a 5000 rpm e filtrada antes da
andlise por UHPLC-MS/MS. Para andlise cromatogréfica foi desenvolvido um método
com vinte e quatro compostos fendlicos, sendo eles, os acidos galico, protocatecuico,
clorogénico, 4-hidroxibenzéico, vanilico, cafeico, siringico, p-cumarico, ferdlico,
sinapico, elagico e trans-cindmico, catequina, rutina, resveratrol, miricetina,
quercetina, luteolina, naringenina, galato de epicatequina, kaempferol, apigenina,
epicatequina e crisina. O extrato obtido com a condicdo otimizada foi também
analisado quanto a atividade antioxidante pelos métodos DPPH"e ORAC.

Resultados e Discusséo

As frutas e vegetais sdo parte de um grupo de matrizes de plantas extremamente
diversificado, que contém quantidades significativas de pigmentos, acuUcares,
lipidios, proteinas, e outras substancias que podem interferir na analise
cromatografica. Neste sentido, a adicdo de uma etapa de limpeza para o
procedimento de extracdo € fundamental para minimizar erros e obter resultados
quantitativos confiaveis e, além disso, para reduzir a necessidade de manutencdo do
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sistema cromatografico. Assim, o primeiro estudo consistiu em avaliar a extracao dos
compostos fendlicos da amostra associado a uma etapa de limpeza para a remocao
dos interferentes, especialmente pigmentos e acucares. Na Figura 1, estédo
apresentados 0s compostos fenodlicos extraidos do extrato do morango com as
respectivas quantidades (em termos de média de area de pico) utilizando-se os
diferentes sorventes de limpeza d-SPE.
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Figura 1. Avaliacdo de diferentes sorventes usados individualmente ou em combinac&o na etapa de
limpeza (d-SPE) do extrato do morango. AG: acido galico, AHB: acido 4-hidroxibenzéico, CAT:
catequina, ACL: &cido clorogénico, APC: acido p-cumarico, AEL: acido elagico e RUT: rutina.

Pode-se observar que dentre os vinte e quatro compostos avaliados, sete deles
foram extraidos e que as quantidades dos mesmos variaram de acordo com 0s
sorventes utilizados na etapa de limpeza. A rutina e o &cido clorogénico
apresentaram poucas variacdes entre as quantidades extraidas para todos os
sorventes de limpeza utilizados. Por outro lado, quando foram empregados
individualmente 25 mg de PSA e 50 mg de DE o acido p-cumarico apresentou
retencdo significativa e o acido galico ficou completamente retido. Além disso,
qguando foi empregado 25 mg de PSA combinado com 5 mg de GCB, tanto o acido p-
cumarico quanto o acido elagico apresentarem retencao significativa. Com base
nestes dados, a condicao definida para a etapa de limpeza d-SPE para o extrato do
morango foi: 50 mg de PSA combinado com 2,5 mg de GCB, que foi a condicéo que
removeu os interferentes sem reter significativamente os compostos fendlicos. Em
seguida, o extrato da amostra obtido sob as condicbes de extracdo e limpeza
otimizadas foi submetido a andlise cromatografica e a analise de atividade
antioxidante. Na Figura 2 estdo apresentados os compostos fendlicos que foram
encontrados no morango, sendo que 0s compostos majoritarios foram a catequina
(13421 ug kg, o acido clorogénico (12189 pg kg™) e o acido elagico (3619 pg kg™).
As quantidades elevadas de compostos fendlicos encontrados no morango refletiram
também em valores de atividade antioxidante elevados, tanto para o método de
DPPH’ (221 + 0,30 umol TE 100 g*) quanto para o método de ORAC (153 + 13,2
umol TE 100 g™).
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Figura 2 - Composicao fenélica do morango. AG: acido galico, AHB: acido 4-hidroxibenzéico, CAT:
catequina, ACL: &cido clorogénico, APC: acido p-cumarico, AEL: acido elagico e RUT: rutina.

Conclusbes

A partir desse estudo foi possivel determinar a composicdo fendlica do morango
empregando um método de extracdo liquido-sdlido simples e rapido. A etapa de
extracdo foi seguida de uma etapa de limpeza (d-SPE), com a qual, na condicéo
otimizada (50 mg de PSA combinado com 2,5 mg de GCB) foi possivel remover os
interferentes sem remocao significativa dos compostos fendlicos. Dentre os vinte e
guatro compostos fendlicos avaliados, sete deles foram encontrados na amostra
sendo a catequina, o acido clorogénico e elagico os majoritarios. O extrato também
foi avaliado quanto a atividade antioxidante (DPPH' e ORAC), e os resultados
corroboraram com os dados cromatograficos indicando que o morango tem potencial
antioxidante elevado.
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