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Resumo

A importancia das plantas alimenticias para a saide humana transcende o aspecto nutricional, podendo contribuir para
a prevencdo de doencas, em funcao da presenca de substancias bioativas, dentre as quais se destacam alguns compostos
fendlicos. Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo fazer uma revisdo integrativa da literatura sobre as
principais metodologias analiticas utilizadas no Brasil para extracdo, identificagdo, quantificagdo e avaliacdo da
atividade antioxidante (AA) de fendlicos totais (FT) em alimentos, abordando seus avancos e fragilidades. Observou-
se que ainda néo foi estabelecido um protocolo universal para estudos de FT e de sua AA, pois fatores como origem da
amostra ainda sdo preponderantes para a escolha dos métodos. O elevado custo é o principal fator limitador para aampla
utilizacdo de técnicas mais modernas como a liofilizagdo, apesar de outras metodologias ndo-convencionais como
extracdo por ultrassom (US) e micro-ondas estarem se popularizando. A maceracdo, a extracdo com solvente, a
percolacdo e a extracdo a frio permanecerem como os métodos de extracdo mais comuns no Brasil. Apesar do uso de
técnicas cromatogréaficas, como HPLC, acopladas a potentes detectores serem mais precisas para quantificacdo e
identificacdo, o elevado custo também tem restringido a popularizacdo de seu uso, permanecendo a técnica
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau como a mais difundida, devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e
conveniéncia. Quanto a medicdo da AA é comum o uso de mais de uma metodologia para a sua determinacéo, a fim de
suprir as fragilidades de cada método.

Palavras-chave: Compostos fenolicos; Atividade antioxidante; Metodologias analiticas.

Abstract

The importance of food plants for human health transcends the nutritional aspect, and can contribute to the prevention
of diseases, due to the presence of bioactive substances, among which some phenolic compounds stand out. Thus, the
present work aims to carry out an integrative literature review on the main analytical methodologies used in Brazil for
the extraction, identification, quantification and evaluation of the antioxidant activity (AA) of total phenolics (TF) in
foods, addressing their advances and weaknesses. It was observed that a universal protocol for studies of TF and its AA
has not yet been established, as factors such as the origin of the sample are still preponderant for the choice of methods.
The high cost is the main limiting factor for the wide use of more modern techniques such as lyophilization, despite
other unconventional methodologies such as ultrasound (US) and microwave extraction are not becoming more popular.
Maceration, solvent extraction, percolation and cold extraction will remain the most common extraction methods in
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Brazil. Although the use of chromatographic techniques, such as HPLC, coupled with powerful detectors are more
accurate for quantification and identification, the high cost has also restricted the popularization of its use, with the
Folin-Ciocalteau spectrophotometric technique remaining as the most widespread, due to its simplicity, reproducibility
and convenience. As for the measurement of AA, it is common to use more than one methodology for its determination,
in order to overcome the weaknesses of each method.

Keywords: Phenolic compounds; Antioxidant activity; Analytical methodologies.

Resumen

La importancia de las plantas alimenticias para la salud humana trasciende el aspecto nutricional, y puede contribuir a
la prevencion de enfermedades, debido a la presencia de sustancias bioactivas, entre las que destacan algunos
compuestos fendlicos. Asi, el presente trabajo tiene como objetivo realizar una revision integradora de la literatura sobre
las principales metodologias analiticas utilizadas en Brasil para la extraccion, identificacion, cuantificacion y evaluacion
de la actividad antioxidante (AA) de los fendlicos totales (FT) en los alimentos, abordando sus avances y debilidades.
Se observd que aun no se ha establecido un protocolo universal para estudios de FT y su AA, ya que factores como el
origen de la muestra siguen siendo preponderantes para la eleccion de métodos. El alto costo es el principal factor
limitante para el amplio uso de técnicas mas modernas como la liofilizacion, a pesar de que otras metodologias no
convencionales como el ultrasonido y la extraccion por microondas se estan volviendo mas populares. La maceracion
y extraccion por solventes seguiran siendo los métodos de extraccion mas comunes en Brasil. Si bien el uso de técnicas
cromatograficas, como HPLC, junto con detectores potentes son mas precisas para la cuantificacion e identificacion, el
alto costo también ha restringido su popularizacion, quedando la técnica espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau como
la mas extendida, debido a su sencillez, reproducibilidad y conveniencia. En cuanto a la medicion de AA, es comun
utilizar mas de una metodologia para su determinacion, con el fin de superar las debilidades de cada método.
Palabras clave: Compuestos fendlicos; Actividad antioxidante; Metodologias analiticas.

1. Introducéo

O crescente mercado dos produtos naturais, juntamente com o interesse dos consumidores por alimentos que tragam
beneficios & salde, tem pressionado a indUstria alimenticia na fabricacdo de produtos mais saudaveis, assim como muitos
cientistas tém direcionado suas pesquisas para este contexto (Mendonga et al., 2004; Alves, 2010; Agostini et al., 2017; Canepelle
et al., 2020; Dias et al., 2020). O interesse dos pesquisadores por compostos fitoquimicos que apresentem bioatividade esta
relacionado a efeitos benéficos a satide, como redugdo do risco de doencgas coronarianas, atividade antioxidante, estimulacdo do
sistema imunoldgico, redugdo da pressdo sanguinea, regulagdo hormonal, dentre outros (Dajas, 2003; Carratu et al., 2005).

Além de utilizacdo de plantas contendo compostos bioativos, ou seus extratos, como alternativa a terapéutica
convencional na prevengdo e controle de doencas cronicas, a indUstria tem usado alguns compostos com propriedades
antioxidantes para a conservacdo de alimentos, substituindo os antioxidantes sintéticos, ou mesmo na producdo de alimentos
funcionais (Martillanes et al., 2017; Dias et al., 2020).

Os compostos fitoquimicos, dentre os quais destacam-se os fendlicos totais (FT), sdo substancias derivadas do
metabolismo secundério dos vegetais (Oksana et al., 2012; Meregalli, 2020; Dias et al., 2020), os quais sdo sintetizadas em
diferentes partes das plantas para atuar contra predadores e presses fisioldgicas, como patogenos e ataque de insetos, radiacao
UV e ferimentos (Diaz Napal et al., 2010; Oksana et al., 2012; Khoddami et al., 2013). Estes compostos estdo associados as
propriedades sensoriais das plantas, mas também podem ter efeitos benéficos a salide humana, como atividade anti-inflamatdria,
antimicrobiana, antioxidante, hipocolesterolemiante, hipoglicemiante e até para prevenir acidentes isquémicos, sendo, neste caso,
também denominados de compostos bioativos vegetais (Dajas, 2003; Dias et al., 2020). Portanto, a importancia dos compostos
bioativos vegetais para a indistria alimenticia, quimica e farmacéutica é crescente. Nesse sentido, vérias pesquisas foram
publicadas evidenciando a capacidade antioxidante de alguns compostos fendlicos e seus beneficios a satde humana (Huber &
Amaya, 2008; Medina et al., 2011; Santos et al., 2020; Bennemann et al., 2018).

De acordo com as diferentes estruturas quimicas dos FT, os mesmos podem ser subdivididos em varios grupos, como
flavonoides, 4cidos fendlicos, taninos e tocoferdis (Angelo & Jorge, 2007). Os flavonoides, por exemplo, si0 0s compostos

fendlicos mais comuns e podem ser classificados em subgrupos como: flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas, flavonois
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e flavanois (Meregalli, 2020). Considerando-se a diversidade dos compostos fendlicos e o extenso nimero de espécies de plantas,
é dificil encontrar uma metodologia universal para sua identificacdo e quantificacdo. Sendo assim, os pesquisadores tém buscado
desenvolver metodologias que envolvam menor custo, menor tempo de analise, uso de menor volume de solvente organico,
dentre outros diferenciais analiticos (Guerra et al., 2016; Pinto, 2016).

Como os alimentos constituem uma matriz complexa, com produtos variando de textura solida, liquida e pastosa, além
da interacdo de varias substancias quimicas presentes, deve-se atentar para todas as etapas envolvidas no processo metodoldgico
utilizado para a identificacdo e quantificagdo dos FT, que envolve a amostragem, preparo e armazenamento da amostra, extracao,
pureza dos padrdes e a identificagdo e quantificacdo propriamente dita. Segundo Ignat et al. (2011), a determinagdo dos varios
grupos de fendlicos é uma atividade complexa, apesar de varios estudos terem sido publicados (Agostini et al., 2017; Cardoso
etal., 2017; Espinosa et al., 2017; Ignat et al., 2011). Visto isto, existem diversas possibilidades metodoldgicas de identificacao
e quantificacdo de compostos fendlicos a serem utilizadas, principalmente, por meio de métodos cromatogréaficos (cromatografia
liquida de alto desempenho (CLAE) e cromatografia gasosa (GC), associados a diferentes (fluorescéncia, espectrometria de
massa, UV, entre outros) (Khoddami et al., 2013; Kivilompolo & Hyotylainen, 2009; Mendes et al., 2018; Peres, 2007; Santos
et al., 2020).

Assim, este artigo objetivou realizar uma revisdo integrativa da literatura sobre as metodologias analiticas utilizadas no
Brasil para identificagdo, quantificacdo e avaliagdo da atividade antioxidante (AA) de fendlicos totais (FT) em alimentos,
abordando os avancos e as fragilidades das diversas técnicas. Neste intuito, inicialmente foi realizada uma abordagem sobre os
compostos fendlicos, suas caracteristicas quimicas e sua importancia para a sallde humana e, posteriormente, foram apresentadas
as principais etapas envolvendo os métodos para identificacdo e quantificagdo de fendlicos totais (amostragem e preparo das
amostras, obten¢do dos extratos, métodos analiticos de identificacdo e quantificacdo), bem como os métodos para a medicdo da

atividade antioxidante.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada através de uma reviséo integrativa da literatura cientifica, conforme metodologia de Mendes
(2008), em seis etapas: identificagdo do tema e selegdo da hip6tese ou questdo de pesquisa para a elaboracdo da revisdo
integrativa; estabelecimento de critérios para inclusdo e excluséo de estudos; definicdo das informacGes a serem extraidas dos
estudos selecionados; interpretagdo dos resultados e apresentacéo da revisdo/sintese do conhecimento.

As técnicas e métodos em uso no Brasil para a identificacdo, quantificacdo e avaliagdo da atividade antioxidante (AA)
de fenolicos totais (FT) em alimentos foram eleitas como o tema central do presente estudo, sendo a hipotese principal a de
que existem inimeras técnicas e adaptacGes para estes fins e que, apesar dos muitos avancgos tecnoldgicos, os diversos métodos
ainda apresentam fragilidades que devem ser levadas em consideracdo para seu correto uso.

Como critérios de inclusdo foram utilizados artigos cientificos, livros impressos e ebooks, dissertacdes, teses e demais
produces cientificas em inglés e portugués prospectados principalmente nos bancos de dados Scielo, PubMed e Google
Scholar entre 0s anos 2000 e 2021, que versavam sobre compostos fendlicos, presenga de compostos fendlicos em alimentos,
sintese vegetal, métodos de extracdo, separacao, identificacdo, quantificacdo e atividade antioxidante destas substancias, com
foco em estudos nacionais, ndo descartando os internacionais para fins de conceituacao tedrica.

Foram estabelecidos como critérios de excluséo publicacfes anteriores ao ano 2000, publicagdes escritas em linguas
diferentes do portugués e do inglés, artigos com divergéncias quanto ao tema ou que ndo se encaixasse nas definicbes de
informacdes a serem extraidas, expostas na abordagem de construcdo textual adotada: caracteristicas quimicas e importancia

dos compostos fendlicos para a saide humana; métodos para identificacdo e quantificagdo de fendlicos totais em alimentos
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(amostragem e preparo das amostras, obtencdo dos extratos, métodos analiticos de identificacdo e quantificagdo) e métodos
para a medicdo da atividade antioxidante.

Um fluxograma resumido das etapas metodologicas é apresentado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma da revisdo integrativa.
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“— Artigos Escolhidos (n=120)

Fonte: Adaptado do fluxograma PRISMA. Fonte: Autores (2021).

3. Resultados e Discussao

3.1 Compostos fendlicos: caracteristicas quimicas e sua importéncia para a salde humana

Os compostos fitoquimicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas os quais atuam, principalmente, na
protecdo contra infeccdes, radiagdes UV, ferimentos, agentes invasores (Angelo & Jorge, 2007), sendo responsaveis pela cor,
aroma, adstringéncia e sabor de alimentos ou bebidas oriundas de plantas (Sequeiros, 2009; Carratu, 2005).

Estes metabolitos secundarios sdo divididos em trés grades grupos quimicamente distintos, compreendendo terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados. As rotas envolvidas na biossintese dos metabolitos secundarios e suas

interconexdes com o metabolismo primario estdo apresentados, de forma simplificada, na Figura 2 (Taiz & Zeiger, 2004).
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Figura 2. Principal rota da biossintese de metabdlitos secundarios.
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Fonte: Adaptado de Taiz & Zeigert (2004).

Os compostos fenodlicos possuem uma grande diversidade estrutural com aproximadamente 10.000 compostos, sendo
gue alguns sdo solUveis apenas em solventes organicos, outros, como os acidos carboxilicos e glicosideos, sdo solGveis em agua
e ha ainda aqueles que s&o grandes polimeros insolUveis (Oksana et al., 2012; Khoddami et al., 2013). A conformagéo basica
estrutural desses compostos, € a presenca de um anel aromético com um ou mais substituintes de hidroxila, incluindo grupos
funcionais, como ésteres e glicosideos. Sao classificados em fendis simples (&cidos fendlicos) ou em polifenéis (flavonoides,
taninos) (Figura 3) conforme o nimero de unidades de fenol na estrutura. Os &cidos fendlicos consistem em dois subgrupos, 0s
acidos hidroxibenzdicos e os acidos hidroxicinamicos (Figura 4) (Oliveira & Bastos, 2011; Oksana et al., 2012; Savi, 2015).

A maior parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na natureza, mas na forma de ésteres ou de
heterosideos sendo, portanto, sollveis em agua e em solventes organicos polares, porém ndo sdo muito reativos quimicamente.
Assim, estes compostos, possuem em geral caracteristicas 4cidas, e podem ser isolados através da sua solubilidade em solucées
fracamente basicas (Carvalho et al., 2004).

Figura 3. Estrutura quimica do acido cindmico (A) e do tanino flavan-3,4-diol (B).

OH

HO

R'

OH OH

Acidos cinamicos Flavan-3, 4-diol

Fonte: Autores (2021).
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Figura 4. Derivados do acido Hidroxibenzoico (A) e do acido Hidroxicinamico (B).

Rq Rq
OH OH
A B
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R3 COOH R3 COOH

Acido p-hidroxibenzéico: Ry= Ry=H Acido p-cumérico: Rq= Ry

A’cido protocatecuico: R1=Rz=H Acido caféico: Ry= OH, Rz=H

Acido vanilico: Ry= OCH3'R=H Acido ferdlico: Ry=OCH3 Ry = H

Acido siringico: Ry= Ry= OCH3

Fonte: Autores (2021).

Quimicamente, os flavonoides sdo constituidos por 15 atomos de carbono, organizados como C6-C3-C6, na
configuracdo de dois anéis aromaticos, ligados através de um pirano, flavandis e antocianinas ou pirona como as flavonas,

flavondis, flavanonas, conforme expresso na Figura 5 (Oksana et al., 2012; Khoddami et al., 2013).

Figura 5. Estrutura quimica de alguns flavonoides.

i o

o
Flavan-3-ol Flavona

Fonte: Autores (2021).

Os flavondides sao de baixo peso molecular, sdo frequentemente encontrados nas plantas (hortaligas, frutas, café, vinho,
suco de frutas) (Meregalli, 2020), sendo agentes responsaveis pelos pigmentos das folhas e flores. As flavonas se fazem presentes
nos graos, cereais e especiarias, enquanto as flavanonas sdo comuns nos frutos citricos conhecida pelo flavour e o sabor amargo

que concedem a estes alimentos (Gomes, 2003).

3.1.1 Compostos fenodlicos e sua importancia para o organismo humano

O Brasil tem uma grande diversidade bioldgica vegetal (Brack, 2020), e esta, junto a grande produtividade, pode ser
utilizada na alimentacdo humana e explorada sustentavelmente para produzir extratos com aplicacdo terapéutica no controle e
prevencao de diversas doencas (Faller & Fialho, 2009; Santos et al., 2020). As frutas, por exemplo, podem se tornar uma fonte
inesgotavel de recursos nutricionais, uma vez que sdo uma fonte potencial de compostos bioativos, como os compostos fendlicos,
vitaminas, carotenoides e minerais, e reconhecidas como fontes de fibras alimentares (Schiassi et al., 2018). Habibi e Ramezanian
(2017) afirmaram que o alto consumo de frutas é associado a uma menor incidéncia de doengas como cancer, disfuncdes
cardiovasculares, inflamacdo, aterosclerose, declinio do sistema imunolégico, entre outros. Assim, as espécies vegetais

produzem substancias que hoje sdo bastante reconhecidas pelos seus beneficios para a salde, sendo muitas destas utilizadas na
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industria farmacéutica, na producdo de medicamentos e cosméticos, nas industrias alimenticias, entre outras (Croteau et al.,
2000; Pinto et al., 2002; Martillanes et al., 2017; Nollet & Gutierrez-Uribe, 2018).

A utilizacdo de produtos naturais € tdo antiga quanto a humanidade. O ser humano passou a utilizar produtos de origem
vegetal na forma de infusdo ou condimentos, como alternativa para cura de doencas e como flavorizantes, para dar sabor e cheiro
aos alimentos. Devido ao consumo de espécies vegetais para fins terapéuticos, os povos do mundo inteiro realizaram descobertas
que ainda hoje a ciéncia e a medicina continuam a pesquisar (Pereira et al., 2012; Aradjo & Lima, 2019; Silva et al., 2020). A
determinacédo da composigdo de compostos fendlicos e a investigacdo de seus efeitos, portanto, é apontada como uma necessidade
mundial e estd eminente na literatura, nacional e internacional, por estar associada a reducao do risco de doengas cardiovasculares
e de cancer (Peres, 2020). Jiao e colaboradores (2018) reforcam que os estudos desses compostos associados a capacidade
antioxidante sdo de grande interesse porque sdo capazes de absorver radicais livres e assim inibir a cadeia de iniciacdo ou até
mesmo interromper a cadeia de propagacdo das reacdes oxidativas, causadas pelos radicais livres no organismo humano (Soares,
2002).

Santos e colaboradores (2020) avaliaram o perfil dos compostos fendlicos e carotenoides presentes no dleo da casca da
pupunha (Bactris gasipaes Kunth), bem como suas implicacdes para a salde humana e observaram que a acao destes é associada
a protecdo do corpo contra o estresse oxidativo, o qual é causado por espécies reativas de oxigénio que afetam os constituintes
celulares, sendo considerados, portanto, um dos fatores responsaveis pela etiologia de varios tipos de cancer.

O aragé-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) foi pesquisado por Medina et al. (2011), os quais citam as diversas
propriedades nutricionais, entre elas alto teor de vitamina C e quantidades significativas de compostos fendélicos, como
epicatequina e &cido galico, além de importante capacidade antimicrobiana e atividade antioxidante. E apontado que o extrato
de aracé reduz a metéstase de células cancerigenas do pulméo, de c6lon e mama (Im, 2012). Texeira et al. (2008) citam que a
roma (Punica granatum L.) possui teores reduzidos de antocianinas quando comparados com a jabuticaba e o hibisco, mas ndo

menosprezando o fruto porque no mesmo existem outros compostos bioativos também importantes para a satde.

3.2 Metodologias analiticas
3.2.1 Amostragem e preparo das amostras (desidratacdo e moagem)

Uma das etapas mais importante para determinacdo dos FT é a preparacdo das amostras da forma mais adequada
possivel, a fim de proporcionar uma melhor representatividade e rendimento na obten¢éo dos extratos. Os vegetais possuem alto
teor de umidade em sua composi¢do, o que dificulta a quantificacdo de FT. Assim, para que a extragdo e a quantificagdo dos
compostos sejam mais eficientes, o vegetal é submetido & desidratacio. Desse modo, antes da etapa de extracdo é necessario que
a amostra seja desidratada, seguido de moagem, pois quando o produto seco é fragmentado, a superficie de contato aumenta,
facilitando a absorcao e acdo do solvente e, consequentemente, a extragio (Angelo & Jorge, 2007).

A secagem consiste na retirada de dgua das amostras em ambientes que tém controle da temperatura, da umidade relativa
e da velocidade do ar de secagem. Alguns métodos séo utilizados para o preparo da amostra, como desidratagdo com o ar quente,
forno micro-ondas, secador de esteira, liofilizacdo, radiagdo infravermelha, entre outros. Essa etapa metodolégica é importante
porque visa garantir a umidade desejada, ajuda o solvente a adentrar na amostra otimizando gastos e minimizando as impurezas
no produto final (Canepelle et al., 2020).

A secagem em estufa com ar forgado é o0 método mais empregado industrialmente, também sendo utilizado para fins
analiticos, e consiste na remocéo da agua através da transferéncia de calor e de massa. E um procedimento lento, podendo levar
até 72 horas dependendo da temperatura empregada e do produto a ser desidratado, levando ao alto consumo de energia. Como
vantagens tem-se a simplicidade do processo, baixo custo e facil manuseio. Entretanto, essa € uma etapa critica pois se a

temperatura for elevada, a amostra pode sofrer perdas dos compostos bioativos volateis, subestimando a quantificagdo (Kaur et
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al., 2020, Davoodi et al., 2007). Dessa forma, se faz necessario avaliar também outras técnicas (Cecchi, 2003).

Agostini e colaboradores (2017) realizaram a secagem das partes aéreas de trés espécies: a Passiflora caerulea L.
(maracuja), Myrcia oblongata DC. (guamirim) e Equisetum giganteum L. (cavalinha) em estufa (40°C / 48h) com circulacdo de
ar forcado, enquanto que Santos et al. (2016), estudaram o perfil de compostos fendlicos nas folhas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) com a temperatura 35°C + 2°C por 48h. Estes autores citam que a temperatura de secagem das folhas para a
producdo da farinha da folha de mandioca é um fator que interfere negativamente nos niveis de compostos fenolicos. No estudo
realizado por Sobrinho et al. (2010), foi avaliado o feito da secagem em diferentes temperaturas (25, 40, 60 e 80°C) nas folhas
da Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel para quantificagdo de flavonoides. Os resultados mostraram uma perda de umidade
entre 67,47 a 68,99%, sendo que a 25°C as concentracdes de flavonoides foram maiores, corroborando com a afirmativa dos
estudos anteriores. Os autores afirmam ainda que a temperatura de desidratacdo nao deve exceder 60°C para a quantificacdo dos
flavonoides.

Uma alternativa para reduzir a degradacgao dos fitoquimicos na etapa de secagem, principalmente quando realizada em
escala industrial, é a utilizacdo do secador de esteira. Trata-se de um equipamento que contém uma esteira de aco inoxidavel que
permite o transporte da amostra durante todo o processo de desidratacdo e a circulacdo do ar quente é disposta
perpendicularmente sobre a mesma, no entanto, o método tem pouca aplicabilidade para amostras analiticas (Jensen et al., 2011;
Zanoelo, 2007).

A extracdo de agua por meio do forno micro-ondas envolve a radiacdo sobre as moléculas de agua, de forma seletiva,
podendo acelerar a secagem para tempos mais curtos (x 20 min), quando comparados com 0s métodos convencionais como a
secagem em estufa, e propicia a determinagcdo da umidade mais precisa, simples e rdpida (Ribeiro, 2018). Melo et al. (2013)
compararam a desidratacdo de folhas de 4 diferentes frutos (videira, caquizeiro, macieira e pessegueiro) utilizando a secagem da
estufa com a temperatura variando entre 65 a 70°C por 48 horas e o forno de micro-ondas em tempos diferentes. Foi constatado
que a desidratacdo por micro-ondas é muito mais rapida (x 7min) que na estufa, o que é corroborado por Marur e Canepelle

(2020) e Nery e colaboradores (2004), entretanto, mais estudos sdo necessarios com relacdo as possiveis perdas por degradacdo

durante o processo, principalmente no que tange aos FT.

A liofilizacdo € um método de desidratagdo em que a amostra é submetida a temperatura de congelamento e a baixa
pressdo e que consiste no congelamento prévio da amostra a - 40°C. A seguir a amostra congelada é colocada no liofilizador,
onde ocorre a sublimacdo com consequente desidratacdo, obtendo-se um produto final desidratado com propriedades
conservadas (Marques, 2008). Trata-se de um dos métodos mais confidveis e adequados para desidratacdo de amostras,
apresentando-se mais eficiente na conservacgdo de FT, pois ndo sdo utilizadas altas temperaturas, permitindo menores perdas de
compostos volateis e por decomposicao térmica (Garcia, 2009; Borges, 2015). Todavia, como desvantagens tem a lentidao do
procedimento de secagem e alto custo operacional (Borges, 2015). Benneman et al. (2018), avaliaram a eficiéncia da desidratacéo
de bagaco de uvas em liofilizador e em estufa com circulagcdo de ar (45°C), verificando a influéncia desses processos na
determinacdo de compostos bioativos. Os teores de antocianinas das amostras desidratadas no liofilizador foram maiores (20,74
e 218,19 mg/100g) quando comparado com a estufa (15,78 e 114,67 mg/100g), confirmando a eficiéncia do liofilizador.

O método de desidratacdo por radiacdo infravermelha consiste na secagem da amostra com uma lampada de radiagdo
infravermelha com 250 a 500 watts, e painéis metalicos aquecidos. O calor é transferido para 0 material a ser analisado na forma
de energia eletromagnética (Nascimento, 2015). Como vantagens, esse método tem a simplicidade do equipamento, 0 menor
tempo de processamento e menor custo com energia, porque a radiacdo € transmitida diretamente na amostra. Como
desvantagens, tem-se a ndo uniformidade da desidratacdo devido a pequena penetracdo da radiacdo na matriz, necessitando,
portanto, de uma amostra com pouca espessura (Neto et al., 2014; Nascimento, 2015). Melo e Almeida-Muradian (2011)

investigaram a desidratacdo do polen apicola por diferentes métodos: estufa convencional a 100°C, estufa a vacuo a 70°C,
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secagem por radiacao infravermelha, liofilizacdo e Karl Fisher. De acordo com os resultados obtidos, os melhores métodos para
determinacdo de umidade do p6len apicola foram a secagem por radiacdo infravermelha e a liofilizacdo, os quais apresentaram
menores valores de umidade.

Assim, atualmente estdo disponiveis diferentes métodos para a desidratacdo de vegetais, cada um com suas vantagens
e limitagBes. A liofilizacdo apresenta-se como o método mais eficiente e com menores perdas de FT, entretanto, bastante oneroso.
Por isto, 0 secador de esteira é o método mais comum industrialmente, enquanto que, em termos analiticos, € a secagem em
estufa, preferencialmente de ar forgado. Desde que cuidados para inibir a degradagao térmica sejam tomados, todos os métodos

citados se mostraram bastante eficazes.

3.2.2 Extracéo

A extracdo também é considerada uma etapa critica no processo metodoldgico para compostos bioativos (Garcia-Salas,
2010). Para uma melhor eficiéncia na obten¢do dos extratos dos compostos fendlicos é imprescindivel a escolha da técnica de
extragdo mais adequada para sua matriz em investigacdo. Como ndo existe uma metodologia Unica para a extragdo dos
fitoquimicos, principalmente FT, em todas as amostras vegetais, é necessario analisar o melhor processo para cada caso de acordo
com as caracteristicas do material vegetal, sua estrutura anatdbmica (raiz, caule, folhas, frutos, sementes), a estabilidade frente ao
solvente, quando empregados, o grau de solubilidade da substancia a ser extraida, entre outros (Queiroz et al. 2007; Oliveira et
al., 2016).

A extracdo é um procedimento que consiste na transferéncia de massa, tendo como objetivo a separacdo de compostos
desejados de uma forma mais seletiva possivel, a partir de processos quimicos, fisicos e/ou mecéanicos (Tzia & Liadakis, 2003).
Dentre os métodos mais comuns de extracdo, estdo a maceracdo, extragdo com solvente, arraste (percolagdo), extracéo a frio
(prensagem mecénica), hidrodestilagéo (Oliveira et al., 2016) e as metodologias consideradas como ndo-convencionais, como a
assistida por ultrassom (US) e micro-ondas, liquido pressurizado (PLE) eletroforese capilar, fluido supercritico (SFE) e até
mesmo enzimas (Santos et al., 2010; Garcia-Salas, 2010).

A maceracdo é um procedimento estatico que consiste em adicionar a amostra em contato com o solvente em um
recipiente fechado & temperatura ambiente ou controlada, por um tempo que pode variar de horas até dias. E uma técnica prética
e econdmica, contudo ndo garante o aproveitamento maximo da matriz vegetal, uma vez que os extratos vegetais podem ser
degradados, se altas temperaturas forem utilizadas, além da possibilidade do quantitativo dos FT poder ser subestimado devido
a possibilidade de saturacdo do solvente (Guerra et al., 2016). Como opcdo para otimizar o tempo da execucdo, existe a
maceracdo dindmica, que consiste no mesmo principio, sob constante agitacdo mecéanica e a remaceracdo, a qual é baseada na
repeticdo do procedimento com a mesma amostra com renovagdo do liquido extrator, ou seja, o solvente, minimizando a
fragilidade ocasionada pela possivel saturagdo do solvente (Cardoso et al., 2017).

Neste caso, a escolha do solvente também tem influéncia sobre o rendimento quali quantitativo do fitoquimico na
amostra. Solventes como metanol, hexano, butano, podem contaminar a amostra, uma vez que, mesmo sendo removidos apds a
extracdo, pode ficar um residual no extrato final, comprometendo as etapas posteriores (Khoddami et al., 2013). Entretanto,
solventes como etanol e dgua sdo extratores ndo toxicos, seguros para 0 consumo (Brum et al., 2009). Como os diversos
fitoquimicos possuem estrutura quimica diferentes, deve-se também levar em conta a polaridade das substancias em estudo e o
solvente.

Hayouni et al. (2007) avaliaram diferentes solventes para obtencdo do extrato em frutos de Quercus coccifera L.
(Fagaceae) e Juniperus phoenicea L. (Cupressaceae) e verificaram que os melhores solventes empregados para a extragao foram
a acetona, metanol, agua, e que de modo geral, quando aplicados individualmente afeta significativamente a extragdo de

polifendis totais. No estudo de Vizzotto e Pereira (2009) foi pesquisado a otimizacdo do processo de extragdo de compostos
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fendlicos totais (FT) e outros antioxidantes em Mirtilo (Vaccinium ashei Reade), sendo utilizado uma combinag&o de solventes
(4gua ultrapura, metanol, etanol, acetona e hexano), volumes e tempo de contato. Foi verificado que os teores de compostos FT
ndo sofreram modificacdes referente ao volume do solvente, indicando que é possivel economizar solvente e reduzir a
contaminacdo ambiental.

A percolacdo ou arraste é feita a partir do transporte da substancia alvo através da passagem constante do liquido extrator
na amostra, que esta posta dentro de um recipiente de vidro. Essa técnica permite a aquisicdo de solugdes mais concentradas,
diminuindo o liquido extrator, além de ser rapida (Hartanti et al., 2019), barata e sustentavel (Cardoso et al., 2017). Cardoso et
al., (2017) avaliaram o uso do etanol:agua (7:3 v/v) em folhas secas de Alpinia zerumbet (B. L. Burtt & R. M. Smith)
comparando-se quatro técnicas de extracdo para FT (percolacdo, maceracdo estatica, extracdo por ultrassom e maceracao
dindmica). A percolacdo demonstrou ser a técnica mais eficiente, seguida da maceracdo dinamica, extragdo por ultrassom e, com
menor eficiéncia, a maceracdo estatica.

Com a preocupagdo cada vez mais crescente com a preservacdo do meio ambiente, pesquisadores tém procurado
desenvolver tecnologias limpas com o uso da menor quantidade possivel de solventes, como por exemplo, o processo de extracdo
e fracionamento que utiliza fluidos supercriticos. Esta técnica de obtengéo do extrato utiliza o didxido de carbono como solvente,
por ser inerte e vastamente disponivel, além de ndo produzir residuos (Reverchon et al., 2006). A Extracdo com fluidos
supercritico tem como vantagem a facilidade de separacao do soluto do solvente, além de possibilitar a alteracdo da temperatura,
pressdo e co-solvente, evidenciando, deste modo, a eficacia da utilizagdo desse procedimento que, quando combinado com o
etanol, apresenta um bom rendimento, amostra com alto grau de pureza e com grande maior variedade de substancias quando
comparado com os métodos convencionais (Aradjo & Lima, 2019).

Benelli et al. (2010) pesquisando os compostos bioativos de bagaco de laranja (Citrus sinensis L.) comparou diferentes
técnicas de extracdo como a hidrodestilacdo, ultrassom, soxhlet e extracdo com fluido supercritico (ESC), com diferentes
solventes. Os dados obtidos mostraram que o teor de compostos FT foi maior quando usado a técnica por meio da ESC e que,
embora o etanol e a dgua terem apresentados um resultado mais significativo em comparacdo a outros solventes (hexano;
diclorometano; acetato de etila), o etanol pode ser mais adequado como co-solvente para a ESC, uma vez que a 4gua possui
viscosidade e tensdo superficial altas, o que normalmente ndo séo desejadas pois dificulta a absorc¢éo do solvente nos poros da
matriz (Markon et al., 2007).

A extracéo assistida por micro-ondas (MAE), que consiste em combinar a extragdo por micro-ondas mais o emprego de
um solvente extrator, provoca o movimento molecular na matriz vegetal ou solventes polar ou apolar, efetuando o aquecimento.
Os solventes aquecidos penetram facilmente na matriz vegetal e extraem os compostos bioativos. Para as amostras sensiveis ao
calor, podem ser utilizados os solventes como o hexano, cloroférmio e tolueno, uma vez que estes reduzem a degradagdo dos
compostos bioquimicos. E importante salientar que os solventes sdo adequados com base em seus pontos de ebuligéo,
transferéncia de energia e propriedades isolantes (Mandal et al., 2007). Os solventes polares podem ter uma propriedade isolante,
ou seja, inibe a passagem elétrica, podendo absorver mais energia do micro-ondas o que facilita 0 maior rendimento de fendlicos
(Khoddami et al., 2013). Comparando com os métodos tradicionais de extracdo como a maceracao, é evidenciado a otimizacéo
do tempo com a MAE (inferior a 30 min), menor adi¢do de solventes organicos e maior rendimento da amostra (Huie, 2002).

Espinosa, et al. (2017) utilizaram a extracdo assistida por micro-ondas em frutas secas de mirtilo (Vaccinium
meridionale Sw.) para a recuperacdo de FT, utilizando o etanol como solvente. Foi observada eficiéncia na metodologia
empregada, assim como velocidade no processo extrativo, uma vez que requer menor consumo de energia. O etanol tem sido
apontado como adequado para ser utilizado como co-solvente para a extracdo ultrassénica e com fluidos supercriticos devido ao
melhor rendimento. As desvantagens da extragdo com o emprego do etanol é que se necessita da remogdo do mesmo para obter

0 extrato seco e, como dito anteriormente, além do gasto de energia com implicagdes ambientais, econdmicas, podendo ter
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também o surgimento de compostos secundarios indesejaveis (Brum et al., 2009).

Por fim, as metodologias extrativas ndo-convencionais tém como vantagens a necessidade de um volume menor de
solvente e de tempo para a obtencdo de resultados, e se mostram mais eficazes do que as convencionais. A ESC utilizando CO
supercritico modificado com co-solvente (principalmente etanol) se demonstrou extremamente eficiente na extracdo de FT
(Tys$kiewicz et al., 2018) todavia, os custos sdo altos para a realizagdo dos processos, 0 que faz com que a extragdo liquido-

liquido ainda seja 0 método analitico mais difundido para a extragdo de FT, devido a sua praticidade e custo mais acessivel.

3.2.3 Métodos analiticos de identificacdo e quantificacao

Devido a grande polaridade, reatividade e susceptibilidade a degradacdo enzimatica dos compostos fendlicos, sua
identificacdo e quantificacdo em alimentos tornou-se uma tarefa complexa, com elevado grau de dificuldade metodolégica. Os
métodos de andlise podem ser classificados como métodos para determinagdo de compostos FT, por classe ou grupo, a exemplo
dos taninos condensados ou flavondides totais, ou ainda, identificacdo e quantificagdo de uma substancia isolada, sendo as
anélises altamente influenciadas pela natureza fisico-quimica dos compostos em questdo, técnicas de amostragem, secagem,
extracao, padréo utilizado e presenca de outras substancias (Angelo & Jorge, 2007; Bastola et al., 2017).

Apesar dos metodos espectrofotométricos ainda serem 0s mais empregados, por causa da elevada praticidade em
laboratdrio e rapidez nos ensaios (Bastola et al., 2017; Wolff et al., 2019), a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC
ou CLAE) acoplada a diferentes tipos de detectores, como UV-Vis ou espectrometro de massa (MS), é uma das técnicas mais
empregadas para a determinacdo e quantificacdo dos polifenois, sendo considerada a mais robusta, principalmente quando é
necessario se efetuar a separacgéo e quantificacdo dos componentes isolados ou efetuar elucidacéo estrutural de um compenente
de estrutura desconhecida (Campos & Grinberg, 2001; Kalili & Villiers, 2011).

3.2.3.1 Métodos Espectrofotométricos

Os métodos espectrofotométricos, por serem convenientes, simples e reprodutivos, sdo os mais utilizados para a
determinacdo de FT em espécies vegetais (Veber et al., 2015; Bastola et al., 2017; Wolff et al., 2019). Estes métodos
fundamentam-se na medig&o da absorbancia, ou capacidade de absorcdo de luz radiante, por uma solucéo, efetuando curvas de
solucbes padréo de concentragBes conhecidas, para comparagéo.

Dentre os métodos espectrofotométricos utilizados para a determinagdo dos compostos FT, destacam-se os métodos
com os reagentes de Folin-Denis ou com o reagente de Folin-Ciocalteu, ambos com diversas variagfes e adaptagdes, a fim de
atender as necessidades metodoldgicas impostas pelo tipo de amostra (Angelo & Jorge, 2007; Veber et al., 2015; Bastola et al.,
2017; Wolff et al., 2019). Estes reagentes baseiam-se na reducdo do &cido fosfomolibdico (HsPMo012040) e do éacido
fosfotdngstico (HsPW12040) pelas hidroxilas fendlicas, em meio alcalino, geralmente obtido com uso de uma solugéo saturada
de carbonato de sodio, o que resulta num complexo de coloragdo azulada de molibdénio azul (MogO-s3) e tungsténio azul (WsO-s3),
capaz de absorver entre 620 e 740 nm. O reagente de Folin-Ciocalteu é uma adaptacdo do reagente Folin-Denis que apresenta
menor chance de precipitacdo e maior sensibilidade, devido a adigdo de sulfato de litio, o que o transformou no método mais
popular para determinacio de compostos fendlicos (Angelo & Jorge, 2007; Veber et al., 2015; Bastola et al., 2017), sendo o
resultado da andlise, comumente, expresso em miligramas equivalente de acido galico, também podendo ser expressos através
de outros padrdes, como &cido ferulico, acido clorogénico, catecol e acido vanilico (Milani et al., 2012; Ferreira et al., 2016;
Bastola et al., 2017).

Apesar da existéncia de técnicas mais avancadas como o HPLC para a analise dos FT, diversos pesquisadores tém
utilizado métodos espectrofotométricos como o de Folin-Ciocalteu nos seus estudos devido as vantagens supracitadas, como sua

simplicidade, reprodutibilidade e baixo custo (Bastola et al., 2017). Assim, Milani e colaboradores (2012) quantificaram FT no
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extrato hidroetandlico bruto e fragdes hexanicas, cloroférmica, de acetato de etila de caqui (Diospyros kaki L.), tendo metanol
como branco e curva padréo de &cido galico como referéncia. Veber et al. (2015) analisaram FT em extratos aquosos e etandlicos
de Jambolao (Syzygium cumini L.) e Wolff et al. (2019) em erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.).

Apesar de suas inegaveis vantagens, os métodos espectrofotométricos ndo possuem uma elevada especificidade
determinando, além de todos os compostos fenolicos presentes, qualquer outra substancia redutora adicionada a amostra ou
presente naturalmente no extrato, sendo ainda fortemente influenciados pelo padréo utilizado, o que superestima a quantificacéo
(Angelo & Jorge, 2007; Bastola et al., 2017).

3.2.3.2 Métodos Cromatograficos

Os métodos cromatograficos sdo métodos de separacdo de componentes de uma mistura amostral através da interagédo
destes com a fase movel, ou eluente, e a fase estacionaria, durante a elui¢do ou corrida cromatogréfica. Na Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC/CLAE), geralmente se utiliza uma coluna de fase reversa, pela qual a amostra é inserida, devidamente
diluida num sistema binario de solventes, sendo um polar e um apolar, tendo um detector acoplado, o que permite a analise
simultanea de polifendis de diferentes classes (Collins et al., 2006).

Dutra et al. (2010) realizaram a anélise de compostos fendlicos - acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), &cido cafeico (AC)
e rutina (Ru) - em amostras de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) de 06 diferentes regides de Sdo Mateus (Parand). Para
quantificacéo, foi utilizado um método isocrético de HPLC de fase reversa usando metanol: agua (35:65 v/v) acidificada com
acido acético 0,5% como fase mével e um detector de fotodiodo. Os resultados mostraram que o contetdo de 5-CQA e Ru sdo
mantidos constantes durante 0 armazenamento. Um outro trabalho avaliou &cidos fendlicos e flavonoides de méis produzido por
trés espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona flavolineata, M. fasciculata e Apis mellifera) de diferentes regiGes da Amazonia
pelatécnica de separacdo com HPLC. Os Resultados mostraram que as amostras de méis podem ser distinguidas pela composicao
fendlica e que méis com maiores teores de compostos fenélicos tinham maior capacidade antioxidante e cor mais escura (Oliveira
etal., 2012).

Um dos desafios no uso dos métodos cromatograficos é otimizar a separa¢do dos componentes do extrato vegetal na
coluna cromatografica, permitindo uma melhor separagdo e leitura dos picos cromatograficos resultantes. Hoffmann-Ribani e
Ribani (2010) obtiveram um bom resultado neste desafio efetuando testes preliminares com diferentes proporcées de fase movel
para diversos padrfes de fendlicos, cuja presenca era esperada na amostra, 0 que serviu de base para definir a separagdo para
amostras de erva-mate, com e sem adicdo de padrdes externos, apesar da quantificagdo ter sido realizada apenas por padronizacao
externa. Segundo os autores, a validagdo do método apresentou-se como o maior desafio, pois é uma etapa do trabalho na qual
é necessario a realizacdo de diversas alteracdes na composi¢do da fase mdvel, de modo a permitir a leitura dos trés padrbes
externos sem sobreposicdo de nenhum deles entre si e sem retencdo completa de algum deles na coluna, para somente entéo eluir
a amostra, com as definicdes da melhor fase mdvel ja plenamente estabelecidas para a amostra teste.

A Cromatografia Gasosa (CG) é baseada na distribuicdo dos componentes de uma amostra entre uma fase estacionaria
solida ou liquida e uma fase mdvel gasosa, constituida por um gas de arraste quimicamente inerte, como o hélio, e oferece alta
sensibilidade, seletividade, capacidade de separagdo (Collins et al., 2006) e também tem sido empregada na identificacdo e
quantificacdo de compostos mais volateis. O surgimento de inovagdes tecnoldgicas nas colunas de cromatografia a gas, como
colunas de alta temperatura, controladores de pressdo e detectores eletrdnicos, otimizaram a resolucéo e o alcance, principalmente
no que tange a ampliacdo da capacidade para se trabalhar com substancias de peso molecular mais elevado, que a grande
fragilidade da técnica quando utilizada em equipamentos mais antigos (Angelo & Jorge, 2007). As colunas para CG podem ser
confeccionadas com diversos tipos de materiais, como vidro, aco inoxidavel, ou aluminio e podem ser classificadas em capilares,

onde a fase estacionaria é depositada na parede interna do tubo na forma de um fino filme, ou empacotadas, nas quais séo
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preenchidas integralmente pelo material da fase estacionaria e coluna capilar. Sua eficiéncia esta diretamente relacionada as
dimensdes, tanto com relacdo ao didmetro interno quanto com relagdo ao comprimento da coluna (Collins et al., 2006).

Entretanto, para possibilitar o uso da CG com estas inovacdes, é necessario que 0s componentes a serem isolados e
identificados sejam volateis e estaveis a altas temperaturas (Amorim, 2019). A termossensibilidade dos compostos fenolicos e
sua baixa volatilidade geram uma necessidade de derivatizacio das substancias para possibilitar a utilizagdo da CG, processo
que dificulta o uso desta técnica para identificagdo e quantificagdo de compostos FT ou isolados (Frias et al., 2014). A
derivatizacdo é um processo no qual substancias de interesse analitico sdo submetidas a reagfes quimicas que alteram sua
estrutura, a fim de aumentar a sua volatilidade, diminuir a polaridade e melhorar a sua estabilidade, obtendo caracteristicas fisico-
quimicas compativeis com as técnicas de separacdo e quantificacdo, mas de modo que 0s componentes originais possam
continuar a ser identificados pela relacdo entre a composicdo quimica original do analito e o produto oriundo da derivatizacéo
(Frias et al., 2014; Pacheco et al., 2014).

Augusto et al. (2014) utilizaram a CG para identificacdo de compostos fendlicos em extratos hidroalcodlicos de murtilla
(Ugni molinae Turcz.), utilizando hélio como carreador, o que somente foi possivel ap6s derivatizacdo dos componentes dos
extratos com o n-metil-n (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA), vaporiza¢do com nitrogénio, congelamento e liofilizacdo
das fracOes aquosas, além de diversas etapas intermediérias para preparo da amostra. Mesmo com todos estes cuidados, o estudo
relata que ndo foi obtida uma separacdo completa. Entretanto, Adelowo e Oladeji (2016) ndo relataram dificuldades em seu
estudo utilizando CG para identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em extratos metandlicos de Senna alata L., com
adicdo de alcool absoluto para eluigdo, nem Yang et al. (2013) para a mesma analise em extratos etandlicos de Geranium
sibiricum L. utilizando acetonitrila e agua na fase movel e detector UV-Vis a 220 nm.

Deste modo, apesar de todos os avangos nos métodos de CG, que possibilitaram analise de uma maior diversidade de

compostos, HPLC ainda é o método cromatografico mais difundido para separacdo, identificacdo e quantificacdo de fendlicos.

3.2.3.3 Tipos de detectores

Detectores sdo equipamentos conectados aos cromatdgrafos que medem, de forma continua, alguma propriedade fisica
ou fisico-quimica dos componentes de uma amostra, enviando um sinal para um processador de dados, cuja interpretagéo produz
dados qualitativos e quantitativos sobre estas substancias, permitindo sua identificacdo e quantificacdo (Amorim, 2019).

Atualmente existem diversos detectores que podem ser utilizados para a identificacdo e quantificacdo de compostos
analisados por métodos cromatograficos, como detectores do espectro ultravioleta e visivel (UV-VIS), detectores do espectro
infravermelho, detectores de massas, de fluorescéncia, de ressonancia magnética nuclear, dentre outros. Cada detector é baseado
em propriedades fisico-quimicas especificas, 0 que torna a escolha do detector um importante passo do processo metodolégico
da pesquisa, pois se deve ponderar a escolha de um detector que tenha boa aplicabilidade para analise dos tipos de substancias
que se espera identificar (Amorim, 2019).

Como grupos de compostos fendlicos absorvem radiacdes de diferentes comprimentos de onda, quando um feixe de luz
Ihe ¢ incidido, o detector UV-VIS torna-se uma boa opgdo de escolha, pois é possivel selecionar o comprimento de onda
compativel com o absorbido pelo grupo que se deseja quantificar, possibilitando a identificacdo e a quantificagdo diferencial,
além de ser um equipamento de menor custo. Os detectores UV-VIS podem ser multiplexados (empregam um Unico detector
que recebe informagdes simultaneas codificadas segundo um determinado padrdo) ou ndo multiplexados, que abrange os
monocanais ou multicanais, que séo capazes de analisar comprimentos de onda variavel, ou com arranjo de diodos (DAD), mais
versatil, por determinar simultaneamente os espectros das substdncias com diferentes comprimentos de onda, através da
transformac&o da radiagcdo luminosa em corrente elétrica e esta, por sua vez, em absorbancia ((Skoog, West, Holler & Crouch,

2002; Silva, 2012).
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O detector DAD consiste em um circuito integrado Unico, composto por detectores de fotodiodos posicionados lado a
lado num cristal de silicio, onde cada diodo atua simultaneamente como transdutor de intensidade luminosa/carga elétrica e como
elemento de armazenamento de carga, de modo que cada comprimento de onda difratado pela grade atinge um ponto deste
arranjo, e consequentemente um dos detectores, permitindo, assim, a determinacdo da absorbancia de uma amostra de modo

simultaneo em todos os comprimentos de onda (Silva, 2012). Yang et al. (2013) utilizou 0 UV-VIS como detector em seu estudo

para identificacdo de compostos fendlicos em extratos de Geranium cibiricum L., enquanto Tallini et al. (2015) utilizaram o
detector de arranjo de diodos (DAD) acoplado ao HPLC e UPLC para identificacdo de flavondides em extratos de capinuriba
verde (Rubus erythrocladus Schott) e amora (Morus nigra L.).

Apesar de ndo serem de uso tdo popular quanto os detectores DAD, os detectores de fluorescéncia, cujo principio
baseia-se na medida da luz emitida pelas substancias previamente irradiadas com luz UV, é bastante Gtil na deteccdo de
compostos fluorescentes, como vitaminas e compostos derivatizados (Amorim, 2019). Vinas et al. (2000) otimizaram o método
HPLC de fase reversa por eluigdo de gradiente, para a separacdo de trans- e cis-resveratrol, catequina, epicatequina, quercetina,
e rutina em vinho. A deteccéo foi realizada detector de fotodiodo, embora o uso de um detector fluorimétrico tenha reduzido
consideravelmente os limites de detec¢do para catequina, epicatequina e ambos os isdmeros de resveratrol.

O espectrémetro de massa (MS) é tido como o tipo de detector que obtém melhores dados com relacdo a estrutura das
moléculas, permitindo a identificacdo e a quantificacdo de compostos individuais através da massa total de uma substéncia e das
massas dos fragmentos de sua decomposicéo a partir de quatro etapas: ionizagao, separacdo, analise e deteccdo. O principio da
técnica consiste na ionizagdo de moléculas e sua identificacdo a partir da razao massa/carga, que é especifica de cada composto
(El-Aneed et al., 2009). A analise das trajetdrias dos ions no vacuo possibilita determinar com precisdo as massas moleculares e
identificar corretamente os analitos em estudo, por meio da avaliacdo dos seus fragmentos de massas, que sdo separados e
encaminhados para detecc¢do e quantificacdo com o auxilio de softwares (Lancas, 2009; El-Aneed et al., 2009). A ionizacéo € a
etapa inicial para a anélise via espectrdmetro de massas e pode ser realizada através de diversas técnicas, adaptadas para melhor
se ajustar as caracteristicas da amostra, dentre as quais se destacam o electrospray (ESI-MS), que permite a analise de uma ampla
gama de compostos, desde que a molécula possa ser solubilizada em um solvente polar para permitir a incorporacéo da carga
(Mann et al., 2001) e a ionizag8o por dessorcéao a laser assistida por matriz (MALDI-MS) (Glish & Vachet, 2003). A ionizacdo
por impacto de elétrons é a mais antiga e ainda é a mais difundida. Baseia-se no bombardeamento da amostra, presente em fase
gasosa, por elétrons de alta energia de colisdo, que se ioniza com carga positiva, permitindo a obtencdo de espectros de massas
reprodutiveis, que sdo direcionados para o analisador de massas (Glish & Vachet, 2003; El-Aneed et al., 2009; Emidio et al.,
2015).

Existem diversos modelos de analisadores de massas, que separam e analisam os ions gerados na etapa de ionizagdo de
acordo com sua razdo massa/carga (El-Aneed et al., 2009). O mais utilizado é o analisador quadruplo, pois apresenta melhor
relacdo custo versus beneficio e facilidade operacional (Glish & Vachet, 2003; El-Aneed et al., 2009). Um destes modelos,
denominado quadruplo simples ou MS, é constituido por quatro hastes metalicas com cargas opostas, permitindo que ions em
consonancia com o campo elétrico o percorram completamente, até atingir o detector, enquanto os demais serdo desviados da
trajetdria e eliminados. A realizagdo desta técnica em triplicata sequencial, visando a redugdo de ruidos e aumentando a
especificidade, é denominada de triplo quadruplo ou MS/MS (Glish & Vachet, 2003; EI-Aneed et al., 2009; Emidio et al., 2015).

Quanto a etapa de detecgdo, onde ha o registro da carga induzida quando um fon atinge a superficie de um detector,
gerando um espectro de massas em funcdo da razdo massa/carga, os dois principais tipos utilizados sdo o detector de Faraday ou
copo de Faraday (CF) e o multiplicador de elétrons (ME). O primeiro é constituido por um copo metalico que capta particulas
carregadas em baixa pressdo, cuja medida da corrente elétrica ¢ utilizada como base para quantificar os ions, enquanto o segundo

é composto por catodos que perdem elétrons quando atingidos por um ion, gerando, uma cascata de elétrons em quantidade

14


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i2.25193

Research, Society and Development, v. 11, n. 2, e1311225193, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i2.25193

proporcional a quantidade de ions que chegam ao detector, com amplificacdo da corrente elétrica detectada (Glish & Vachet,
2003; El-Aneed et al., 2009; Lancas, 2009; Emidio et al., 2015).

A grande diversidade de sistemas no uso da espectrometria de massas permite aplicacdes especificas. Geralmente os
sistemas MS e MS/MS sdo aplicados para identificacdo e quantificacdo de compostos de estrutura conhecida, selecionando ions
ja conhecidos que se espera encontrar na amostra, propiciando sua quantificacdo, enquanto sistemas de alta resolugdo, como os
baseados em tempo de voo (TOF-MS, ion trap-MS) sdo destinados para a identificacdo de compostos desconhecidos e sua
elucidacdo estrutural (Glish & Vachet, 2003; Lancas, 2009; Emidio et al., 2015).

Diversos estudos de ponta utilizaram os detectores de massas em suas analises de compostos fendlicos. Seraglio et al.
(2018) identificou e quantificou compostos fenolicos de frutos de acerola (Malpighia emarginata D. C.) utilizando cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), Caleja et al. (2017) para a caracterizagdo do perfil fendlico de extratos
aquosos de camomila (Matricaria recutita L.) via HPLC-DAD-ESI/MS e Cheng et al. (2014) estudou o perfil de degradacéo
dos compostos fendlicos em altas temperaturas, utilizando HPLC/MS.

Apesar do detector de MS acoplado ao HPLC ou UPLC ser o melhor método para elucidacgdo estrutural de FT, é uma
metodologia extremamente onerosa e de dificil acesso, deste modo, nos casos onde esta elucidacdo nédo é essencial, a utilizacao
de HPLC-UV-VIS ou de HPLC-DAD é extremamente satisfatdria para identificagdo e quantificacdo de fendlicos isolados

(Chiaradia, Collins & Jardim, 2008).

3.2.4 Métodos analiticos para determinagdo de atividade antioxidante (AA)

Apesar dos radicais livres possuirem significativa importancia para o bom funcionamento dos organismos vivos, 0
excesso destes elementos frente a quantidade de agentes antioxidantes pode provocar lesfes celulares e o desencadeamento de
diversas doencas (Prior et al., 2005). Os compostos fendlicos constituem a maior classe de substancias com AA, ou seja, de inibir
ou neutralizar agentes oxidantes, presentes naturalmente nos alimentos. Entretanto, outras substancias também podem apresentar
esta bioatividade, o que faz com que a determinacdo da AA ndo seja uma metodologia especifica para determinagdo e
quantificacdo de compostos fendlicos, mas de uma de suas principais caracteristicas (Milani et al., 2012). Uma vez que 0s
alimentos sdo considerados matrizes complexas no que se refere as determinagdes analiticas, pois possuem uma infinidade de
diferentes compostos bioativos com caracteristicas quimicas especificas e, muitas vezes, interagem entre si, hd& um consenso
entre os pesquisadores que ndo ha uma metodologia que especifica para a determinacdo da AA nesses produtos. Desse modo,
muitas vezes sdo utilizadas mais de uma metodologia para a determinagdo da AA (Prior et al., 2005; Apak et al., 2007).

Por outro lado, o crescente interesse pelos efeitos benéficos dos antioxidantes a salide humana tem feito com que seja
desenvolvida uma grande quantidade de métodos para determinar a AA dos extratos de alimentos (Rufino et al., 2006). Desse
modo, a literatura descreve varios métodos para a determinacdo de antioxidantes in vitro em extratos de plantas. Dentre as mais
utilizadas estdo a capacidade de sequestro do radical DPPH- (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), a capacidade de sequestro do radical
ABTS+ (2,2"- azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), a atividade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio,
poder antioxidante de reducio do ferro (FRAP) e Sistema pCaroteno/Acido Linoleico (Rufino et al., 2006; Rufino et al., 2007).

Um dos métodos mais utilizados para a determinagdo da AA ¢ a avaliacdo da atividade sequestradora do radical livre
DPPHe, de cor purpura que, ao perder elétrons, se converte em difenil-picril-hidrazila, de cor amarelada (Figura 6). A perda de
cor pode ser monitorada pelo decréscimo no valor da absorbancia (A = 515-517 nm), ao longo do tempo de 40min por
espectrofotometria e esta correlacionada com a capacidade antiradicalar da amostra testada (Prior & Schaich, 2005; Apak et al.,
2007; Tirzitis & Bartosz, 2010), sendo utilizado uma solu¢do “branco” e uma solugdo controle com padrdo devidamente

identificado e quantificado (Wolff et al., 2019).
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Figura 6. figura ilustrativa da atividade sequestradora do radical livre DPPHe, de cor plrpura, por um agente antioxidante. Ao

perder elétrons, o DPPHe se converte em difenil-picril-hidrazila, de cor amarelada.
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Fonte: Biovision Company.

Assim, varios pesquisadores tém utilizado esse método para a analise da AA em vegetais. Milani e colaboradores (2012)
determinaram a AA do caqui (Diospyros kaki L.) com o uso do DPPHe e citam a clevada correlagdo entre o conteudo de
compostos polifendlicos encontrados em extratos desta fruta e a porcentagem de inibi¢do da oxidagdo por meio do teste de
captura de radicais livres DPPH. Veber et al. (2015) utilizaram o método DPPHe* para determinacdo da AA em compostos
fendlicos do jambol&o (Syzygium cumini L.) e Ferreira et al. (2016) em abacaxi (Ananas comosus L. — Merr.), ndo sendo relatadas
dificuldades metodoldgicas em nenhum destes estudos. Os autores relataram uma elevada correlacdo entre a inibi¢do da oxidacéo
e a quantidade de compostos fendlicos.

O método de ensaio ABTSe, também chamado de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), é outro método de
determinacéo de AA bastante utilizado. Analisa a oxidagdo do ABTS por persulfato de potéssio ou dioxido de manganés (Figura
7), que é monitorada através de espectrofotometria com méaximos de absor¢do de 415, 645, 734, e 815 nm, utilizando-se o0 trolox
como antioxidante padrdo, sendo o resultado apresentado como massa equivalente de Trolox (Babbar et al., 2011; Goriisiik et
al. 2020). Soares et al. (2008) utilizaram este método para determinacgdo da AA dos &cidos fendlicos presentes no bagago de
maca gala.

Figura 7. Oxidacdo do ABTS por persulfato de potassio ou diéxido de manganés com alteragdo da coloracéo.
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Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007).

Um outro método também utilizado é o que envolve a redugdo do Fe3* a Fe?*, conhecido por FRAP. Seu principio é
baseado na reducédo do complexo Fe3*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a ferroso-tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ) por substancias
antioxidantes, em meio &cido, cujo complexo resultante apresenta coloracdo azulada e absorbancia caracteristica de
aproximadamente 593 nm. Quanto maior for a capacidade antioxidante da amostra, maior serd a producéo do complexo ferroso
de TPTZ, entretanto, uma importante limitacdo desta técnica consiste no fato de apenas avaliar a capacidade da amostra em
reduzir fons férricos e ndo na sua capacidade em neutralizar radicais livres ou outras espécies antioxidantes (Apak et al., 2007).

Cottica et al. (2011) pesquisaram a composi¢do fendlica e AA de extrato de propolis obtido por diversos métodos, e

observaram que os teores de flavondides possuiam importante correlagao para a AA se analisados pelo método DPPH, entretanto,
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isto ndo pdde ser observado através do método FRAP. Este fato foi considerado como indicativo da limitagdo do método para
ensaios com flavonoides, possivelmente, por algumas destas substancias serem antioxidantes que ndo possuem potencial de
reducédo para o ferro. Silva et al. (2018) determinaram a AA do dleo essencial de Myrcia sylvatica (G. Mey.) por diferentes
métodos de analises antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP). Para os autores este 6leo essencial apresentou baixa atividade
antioxidante, sendo pouco eficaz comparativamente as referéncias, mesmo que testado por mais de um mecanismo.

Métodos eletroquimicos também tém sido bastante utilizados pela industria alimenticia na analise de compostos
fendlicos (Angelo & Jorge, 2007). Técnicas voltamétricas, como a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de fluxo diferenciado
(VPD) muitas vezes se mostram mais seletivas e com maior sensibilidade de deteccdo da AA do que métodos
espectrofotométricos. Geralmente, tais técnicas correlacionam potenciais de oxirredugdo e outros parametros eletroquimicos a
capacidade antioxidante dos compostos analisados. Técnicas coulométricas, cujo principio é a medicdo da carga elétrica
requerida para oxidar ou reduzir um analito, sdo baseadas na proporcionalidade entre nimero de elétrons que fluem pelo eletrodo
e a quantidade de moles de uma substancia eletroativa, e se mostram bastante confidveis quando a reacéo eletrolitica ocorre com
eficiéncia (Alves et al., 2010). A eletrolise em fluxo continuo, também apresenta satisfatoria correlagéo entre a intensidade de
corrente e a atividade antioxidante de diversas espécies eletroativas naturais, tais como catequinas e outros polifendis (Alves et
al., 2010).

Dentre os estudos utilizando métodos eletroquimicos, destaca-se o trabalho de Ferreira e Avaca (2008) que utilizou o
método eletroquimico com uso de Ce** como antioxidante (CRAC) em 0,8 V vs Ag/AgCI para determinagdo da AA em sucos
industrializados de frutas, encontrando diferencas quantitativas entre os valores dos ensaios, porém, com manutencdo da
hierarquia de proporcionalidade, o que levou a pesquisadora a atribuir as variagdes as diferencas nos mecanismos de desativacao
radicalar e condigdes experimentais para a aplicabilidade de cada método.

Como os métodos para determinagdo da AA podem sofrer interferéncias de uma infindavel gama de fatores, tem sido
difundido o habito de se realizar anélises com dois a trés métodos diferentes, a exemplo de Silva et al. (2018), a fim de se garantir

uma maior robustez e certeza dos resultados.

4. Consideracgdes Finais

Apesar dos enormes avancos tecnoldgicos das Ultimas décadas, que permitiram o desenvolvimento de diferentes
técnicas para a extragdo, a separacgdo, a identificacdo e a medigdo da AA de compostos fendlicos em alimentos, ndo ha um
protocolo Gnico que possa abarcar todos os tipos de amostras. Fatores como origem da amostra (caule, folhas, frutos, raizes,
casca) e caracteristicas especificas das mesmas ainda sdo preponderantes para a escolha das melhores técnicas de preparo e
extracdo. A liofilizacdo é uma das técnicas de desidratacdo que permite maior preservagdo do conteido originaentes fitoquimicos
de uma amostra, entretanto, seu alto custo ainda é um desafio. Por esta razdo, o uso da maceracdo seguida de extracdo com
solvente permanece mais frequente para a extracdo de compostos fendlicos, entretanto, metodologias consideradas como néo-
convencionais, como extracgao por ultrassom (US) e micro-ondas vém se popularizando.

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos tem excelentes resultados com o uso de técnicas
cromatograficas, como HPLC, acopladas a detectores mais potentes, como MS ou DAD, principalmente quando se faz necessaria
elucidagdo estrutural, entretanto, o elevado custo ainda restringe a popularizagcdo de seu uso, permanecendo a técnica
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau como a técnica mais difundida, devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e
conveniéncia. Quanto a medicdo da atividade antioxidante, € comum o uso de utilizar mais de uma metodologia para a sua
determinacdo, a fim de suprir as fragilidades de cada método.

Atualmente, a enorme diversidade de protocolos utilizados para a extracdo de compostos fendlicos, com bons

rendimentos, demonstra que existem varias opcfes de técnicas reprodutiveis e robustas, tanto para extracdo quanto para
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quantificacdo, identificacdo e determinacdo de AA, cujas adaptacfes para cada tipo de alimento vém incrementando as
perspectivas de novos progressos. Neste sentido, consideramos que novos trabalhos, incluindo revisdes integrativas, comparando
os resultados oriundos da aplicacdo de diversas técnicas para um mesmo tipo de amostra sdo extremamente necessarios para
difundir informagdes, tanto para a pratica de andlise laboratorial em controle de qualidade e pesquisa, quanto para a extracdo

industrial.
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