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RESUMO GERAL

Considerando a possível importância dos compostos fenólicos à saúde e a

falta de dados brasileiros, o presente trabalho foi realizado para quantificar os

flavonóides miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina e luteolina em frutas e

erva-mate. Também foram determinados o ácido cinâmino e seu ester, ácido

cafeico e ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA) na erva-mate.

Uma revisão bibliográfica, abrangendo a biossíntese e propriedades de

flavonóides nas plantas, a importância de flavonóides em saúde humana e os

dados nacionais e internacionais sobre os conteúdos de flavonóides em frutas e

erva-mate, é apresentada no Capítulo 1. Foram observadas variações na

composição devido a fatores como variedade, clima, grau de maturação entre

outros, ficando demonstrada a falta de dados sobre estes compostos, em frutas e

erva-mate, mesmo no exterior.

O Capítulo 2 descreve o desenvolvimento da metodologia para a

determinação dos flavonóides de interesse, na forma de aglicona, por

cromatografia líquida de alta eficiência. As condições cromatográficas foram

definidas como: coluna de fase reversa Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5µm) e

fase móvel de metanol e água, acidificados com 0,3% de ácido fórmico, em

gradiente linear. Utilizando Delineamento Estatístico de Composição Central,

definiu-se as condições ótimas para a hidrólise dos flavonóis à forma aglicona
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para cada fruta que foram: acerola, 0,4M HCl, 90 minutos; maçã, 0,5M HCl, 70

minutos; caju, 0,2M HCl, 110 minutos; figo, 0,5M HCl, 160 minutos; goiaba, 0,6M

HCl, 55 minutos; jaboticaba, 0,6M HCl, 45 minutos; laranja, 1,5M HCl, 90 minutos ;

pitanga, 0,6M HCl, 40 minutos; morango, 1,2M HCl, 120 minutos de hidrólise.

Aplicando as condições estabelecidas para a análise, no Capítulo 3 estão

apresentados os dados obtidos para acerola (2 cultivares), caju, goiaba (2

cultivares), figo, jaboticaba, manga, laranja (4 cultivares), mamão (3 cultivares) e

pitanga, analisadas em cinco diferentes períodos, utilizando amostras compostas

adquiridas em três supermercados diferentes. Os cinco flavonóides investigados

não foram detectados em manga e mamão e as flavonas apigenina e luteolina não

foram encontrados em nenhuma das frutas estudadas. Quercetina foi encontrada

em todas as outras frutas estudadas, variando de 3,0 mg/kg na laranja cultivar

Pêra a 75 mg/kg em maçã cultivar Fuji. O kaempferol foi encontrado na acerola

(8,7 – 12 mg/kg), morango (7,0 – 8,9 mg/kg), pitanga (3,9 – 4,5 mg/kg) e caju (<LQ

– 2,7 mg/kg). A miricetina foi detectada em pitanga (31 – 37 mg/kg) e caju (20

mg/kg).

No Capítulo 4 estão relatados os níveis de flavonóides em 24 amostras de

erva-mate provenientes do Sul do Brasil e em extrato de chimarrão preparadas

destas. A extração/hidrólise para obtenção das formas agliconas dos flavonóides

foi definida por Delineamento Estatístico de Composição Central (1,2 M de HCl e

60 minutos de hidrólise) e as condições para análise por CLAE foram: coluna C18

Nova Pak e fase móvel metanol:água (acidificados com 0,3% de ácido fórmico),

em gradiente linear. O teor de quercetina variou de 19 a 65  µg/mL no chimarrão e

de 1090 a 3940 µg/g na erva. O kaempferol variou de 8 a 18 µg/mL no chimarrão
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e de 447 a 1000 µg/g na erva. Observou-se que o preparo do chimarrão não

extraiu totalmente os flavonóides da erva-mate.

O Capítulo 5 apresenta os teores obtidos por CLAE do flavonol glicosídico

rutina e dos ácidos cafeico e 5-cafeoilquínico em erva-mate e no extrato de

chimarrão correspondente de 12 amostras provenientes do Paraná e Rio Grande

do Sul. O ácido cafeico livre não foi detectado nas amostras. O teor de rutina no

chimarrão variou de 0,04 a 0,15 mg/mL e na erva-mate de 2,37 a 8,03 mg/g. O

ácido 5-cafeoilquínico variou de 0,25 a 0,49 mg/mL  no chimarrão e de 13,1 a 24,7

mg/g na erva-mate. A preparação de chimarrão extraiu de 82 a 96 % do conteúdo

de rutina e de 98 a 101% do conteúdo de ácido 5-cafeoilquínico da erva-mate.
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GENERAL ABSTRACT

Considering the potential importance of phenolic compounds in health and the

lack of Brazilian data, the present work was carried out to quantify the flavonoids

myricetin, quercetin, kaempferol, apigenin and luteolin in fruits and erva-mate. The

cinnamic acid and its ester, caffeic and 5-caffeoylquinic acids, were also

determined in”erva-mate”.

A review, covering the biosynthesis and properties of flavonoids in plants, the

importance of flavonoids in human health, and national and international data on the

flavonoid contents of fruits and “erva-mate”, is presented in Chapter 1. Compositional

variation was observed due to such factors as variety, climate, stage of maturity, and the

lack of data on these compounds in fruits and “erva-mate”, even in other countries, was

demonstrated.

Chapter 2 describes the development of the method for the determination of

the flavonoids of interest, in the aglycone form, by high performance liquid

chromatography (HPLC). The chromatographic conditions were defined as:

reverse phase Symmetry C18 column (2.1 x 150 mm, 3.5 µm) and mobile phase of

methanol and water, acidified with 0.3% formic acid, in linear gradient. Using

Statistical Design of Central Composition, the optimum conditions for the hydrolysis

of flavonols to their aglycones for each fruit were: acerola, 0.4M HCl, 90 minutes;

apple, 0.5M HCl, 70 minutes; cashew-apple, 0.2M HCl, 110 minutes; fig, 0.5M HCl,

160 minutes; guava, 0.6M HCl, 55 minutes; jaboticaba, 0.6M HCl, 45 minutes;
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orange, 1.5M HCL, 90 minutes; pitanga, 0.6M HCl, 40 minutes; strawberry, 1.2M

HCl, 120 minutes of hydrolysis.

Applying the conditions established for analysis, the data obtained for acerola (2

cultivars), cashew-apple, guava (2 cultivars), fig, jaboticaba, mango, orange (4 cultivars),

papaya (3 cultivars) and pitanga, analyzed at five different times, utilizing composite

samples acquired from three different supermarkets, are presented in Chapter 3. The five

flavonoids investigated were not found in mango and papaya and the flavones apigenin

and luteolin were not encountered in any of the fruits studied. Quercetin was found in all

of the other fruits studied, varying from 3.0 mg/kg in orange cultivar Pêra to 75 mg/kg in

apple cultivar Fuji. Kaempferol was encountered in acerola (8.7 – 12 mg/kg), strawberry

(7.0 – 8.9 mg/kg), pitanga (3.9 – 4.5 mg/kg) and cashew-apple (< LQ – 2.7 mg/kg).

Myricetin was detected in pitanga (31 – 37 mg/kg) and cashew-apple (20 mg/kg).

In Chapter 4, the flavonoid levels in 24 samples of “erva-mate” from Southern

Brazil and in “chimarrão” extract prepared from them are reported. The

extraction/hydrolysis for obtaining the aglycones of the flavonoids was defined by

Statistical Design of Central Composition (1.2M HCl and 60 minutes of hydrolysis)

and the HPLC chromatographic conditions were: Nova Pak C18 column and

mobile phase of methanol:water (acidified with 0.3% formic acid) in linear gradient.

The quercetin content varied from 19 to 65 µg/mL in “chimarrão” and from 1090 to

3940 µg/g in “erva-mate”. Kaempferol varied from 8 to 18 µg/mL in “chimarrão” and

from 447 to 1000 µg/g in “erva-mate”. It was observed that the preparation of the

“chimarrão” did not fully extract the flavonoids of the “erva-mate”.

Chapter 5 presents the concentrations of the flavonol glycoside rutin and of

caffeic and 5-caffeoylquinic acids in “erva-mate” and the corresponding “chimarrão”
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extracts of 12 samples from Paraná and Rio Grande do Sul. Free caffeic acid was

not detected in the samples. The rutin content in “chimarrão” varied from 0.04 to

0.15 mg/mL and in the “erva-mate” from 2.37 to 8.03 mg/g. 5-Caffeoylquinic acid

varied from 0.25 to 0.49 mg/ml in “chimarrão and from 13,1 to 24.8 mg/g in “erva-

mate”. The preparation of “chimarrão” extracted 82 to 96% of the rutin content and

from 98 to 101% of the 5-caffeoylquinic acid content of “erva-mate”.
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INTRODUÇÃO GERAL

Estudos epidemiológicos relacionam a ocorrência de doenças

degenerativas à dieta e apontam uma relação inversa entre o consumo de frutas e

vegetais e a incidência destas doenças, particularmente doenças cardiovasculares

e cancêr. Os compostos fenólicos são considerados um dos grupos de compostos

bioativos responsáveis pelos efeitos benéficos de vegetais à saúde. Embora

existam outros mecanismos, o modo de ação mais citado é a atividade

antioxidante pela habilidade de seqüestrar espécies ativas de oxigênio e quelar

íons metálicos.

O conhecimento do conteúdo dos compostos fenólicos em alimentos, a

base de plantas, é ferramenta para o entendimento do seu papel na fisiologia da

planta e na saúde humana, bem como para programas que visam o aumento do

seu consumo. Este trabalho, portanto, foi realizado para determinar a composição

de flavonóides e ácidos hidroxicinâmicos em erva-mate, bem como flavonóides em

frutas produzidas no Brasil: acerola, caju, figo, goiaba, jaboticaba, laranja, maçã,

mamão, manga, morango e pitanga.

A erva-mate (Ilex paraguariensis) de origem brasileira é habitualmente

consumida na forma de chimarrão no sul do Brasil. O país também tem uma

diversidade de frutas. Tanto para erva-mate como para frutas brasileiras, existem

ainda poucos estudos dos compostos fenólicos.
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Flavonóides em Frutas e Erva-Mate

Rosemary HOFFMANN-RIBANI1

Delia RODRIGUEZ-AMAYA2

RESUMO

Os  flavonóides são compostos naturais encontrados numa variedade de alimentos de

origem vegetal. Estes compostos pertencentes a uma classe dos polifenóis,  apresentam

atividade antioxidante, sendo também capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o

comportamento de muitos sistemas celulares. Eles podem conferir efeitos benéficos a

saúde, reduzindo a ocorrência de doenças cardiovasculares e câncer, podendo ainda possuir

outras atividades como antialérgica e anti-inflamatória. O Brasil é rico em frutas tropicais,

subtropicais e de clima temperado, com produção considerável para consumo doméstico e

exportação. São largamente apreciadas pela população que as consome principalmente na

forma natural, ou na forma de sucos, doces e geléias. A determinação da composição dos

flavonóides de frutas brasileiras está apenas começando, assim a maioria das informações

desta revisão relatam dados do exterior. Mesmo no exterior, os dados ainda são limitados.

A erva-mate, consumida principalmente na forma de chimarrão, faz parte do hábito

alimentar de grande parte da população  do sul do Brasil e também é fonte de flavonóides.

Termos de indexação: flavonóides, frutas, erva-mate (Ilex paraguariensis)
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ABSTRACT

Flavonoids are natural compounds found in a variety of foods of plant origin. These

compounds, which belong to a class of polyphenols, have antioxidant activity, and are also

capable of modulating the activity of enzymes and affect the behavior of many cellular

systems. They can confer beneficial effects on health, reducing the occurrence of

cardiovascular diseases and cancer, additionally having other activities such as anti-allergic

and anti-inflammatory properties. Brazil is rich in tropical, sub-tropical and temperate

fruits, with considerable production for domestic consumption and export. These fruits are

widely appreciated by the population, being consumed principally fresh or as juices, sweets

or marmalades. The determination of the flavonoid composition of Brazilian fruits is only

starting, thus majority of the information in this review is from abroad. But even abroad,

the data are still limited. Erva-mate, consumed mainly as “chimarrão”, is part of the dietary

habit of a great part of the population of Southern Brazil. It is also a source of flavonoids.

Index terms: flavonoids; fruits, erva-mate (Ilex paraguariensis)

1 Doutoranda, Departamento de Ciência de Alimentos, Faculdade de Engenharia de

Alimentos, UNICAMP – Universidade Estadual de Campinas, São Paulo.

2 Departamento de Ciência de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

UNICAMP – Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6121, 13083-862, Campinas ,SP.

Correspondência para / Correspondence to: E-mail: delia@fea.unicamp.br
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INTRODUÇÃO

Os flavonóides são metabólitos aromáticos secundários sintetizados pelas plantas,

pertencentes ao grupo dos fenólicos 1-3. Estão presentes na maioria das frutas e vegetais

comestíveis, variando qualitativa e quantitativamente entre espécies e entre diferentes

partes e populações da mesma espécie4-6.  Esses compostos não nutritivos apresentam

atividade antioxidante, anti-mutagênica e anti-carcinogênica  em diferentes sistemas 7-14.

Os flavonóides consistem de dois anéis benzênicos (A e B), que são conectados por

um anel de três carbonos contendo oxigênio (anel C) . O anel C pode ter forma cíclica

piranóica (núcleo flavonóide básico) ou ainda conter um grupo carbonila na posição 4.

Figura 1. A- Estrutura básica dos flavonóides e B- Estrutura básica dos flavonóides com

grupo carbonila no C-4.
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A variação estrutural no anel C subdivide os flavonóides em seis principais classes:

flavonóis (p.ex., quercetina, kaempferol, miricetina),  contendo uma hidroxila na posição 3

e carbonila na posição 4 do anel C; flavonas (p.ex., luteolina, apigenina), contendo apenas a

carbonila na posição 4; flavanóis (p.ex. catequina) contendo apenas a hidroxila no C-3,

porém sem a dupla ligação entre os  C-2 e C-3; flavanonas contendo apenas a carbonila no

C-4, também sem a dupla ligação entre os C-2 e C-3; antocianidinas (p.ex., cianidina,

pelargonidina) apenas contendo a hidroxila no C-3; isoflavonas (p.ex., genisteína,

daidzeina) em que o anel B está localizado na posição C-3 do anel C (Figura 2)15-18.

Glicosilação, esterificação, amidação, hidroxilação, etc., são mecanismos importantes

para modular a polaridade, toxicidade, solubilidade e direcionamento intracelular  dos

flavonóides,  estocados nos vacúolos das células das plantas. A forma conjugada contribui

para a extraordinária variação na distribuição, propriedades e funções destes4,17,19. São

encontrados em plantas principalmente na forma conjugada como glicosídios, pelo menos 8

monossacarídeos diferentes ou combinações desses (di ou trissacarídeos) podem ligar-se

aos diferentes grupos hidroxilas do flavonóide aglicona,  resultando no grande número de

flavonóides conhecidos. Os açúcares mais comuns incluem D-glucose e L-ramnose. Os

glicosídeos são normalmente O-glicosídeos, com a molécula de açúcar ligada ao grupo

hidroxila na posição C-3 ou C-76,20,21.
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Figura 2. Principais classes dos flavonóides.
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Biossíntese dos Flavonóides

Os flavonóides, junto com os isoprenóides e alcalóides, compreendem as três

maiores classes de produtos secundários produzidos pelas plantas superiores, e são parte

essencial na adaptação à vida destes num ambiente adverso e inconstante. Na maioria das

espécies de  plantas, o excesso de luz e alta radiação UV desencadeiam um aumento na

síntese e acúmulo de compostos não fotossintéticos relacionados a via dos fenil

propanóides contendo o esqueleto C6-C3 (fenil propano), derivados do ácido cinâmico,

sintetizado do ácido shiquímico3,21-24.

Os flavonóides são sintetizados pela combinação  das vias metabólicas do ácido

shiquímico e da acetil-CoA carboxilase (Figura 3). A chalcona sintase  é a enzima que

cataliza a formação da chalcona intermediária básica C15, da qual todos flavonóides são

formados, pela condensação de três moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-

coumaroil-CoA, (C6-C3). Além do 4-coumaroil-CoA, que é o principal substrato

fisiológico para formação das chalconas, a chalcona sintase de algumas espécies de plantas

aceita como substratos o cafeoil-CoA ou o feruloil-CoA. O  substrato éster da CoA do

ácido cinâmico vem da fenilalanina. A fenilalanina amônio liase  canaliza o esqueleto C6-

C3  da fenilalanina via o ácido trans-cinâmico pelo metabolismo fenilpropanoide. A

introdução da função hidróxi na posição 4 do ácido trans-cinâmico é catalizada pela

cinamato 4-hidroxilase, fornecendo o 4-coumarato. O ácido hidróxi-cinâmico é ativado

para futuras reações, pela formação de um éster da CoA  (4-coumaroil-CoA), substrato

preferido pela chalcona sintase. O segundo substrato da chalcona sintase, o malonil-CoA, é

sintetizado da acetil-CoA e CO2 . Através de subseqüentes hidroxilações e reduções, as

plantas sintetizam as diferentes classes dos  flavonóides21,25-27.
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Figura 3. Esquema ilustrando as etapas da biossíntese para formação da chalcona

intermediária básica C15, da qual todos flavonóides são formados. As enzimas são: I-Fenil

amônia liase; II-Cinamato 4-hidroxilase; III-4-coumarato:CoA ligase; IV- Acetil-CoA

carboxilase; V-Chalcona sintase.

Propriedades nas Plantas

Além de proporcionarem uma pigmentação bonita em flores, sementes e folhas para

atrair polinizadores e disseminadores de sementes, os flavonóides também tem importantes

funções na sinalização entre plantas e micróbios, na fertilidade de algumas espécies, na

defesa como agentes contra micróbios e na proteção à radiação UV26,28.
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Os flavonóides absorvem na região do UV ao visível do azul ao verde, essa

absorção de radiação age como um anteparo para o excesso de luz e radiação UV, sendo

importantes na fotoproteção23,24. Outra função importante para os flavonóides é sua

atividade antioxidante como seqüestrador  de espécies reativas de oxigênio, relevante em

problemas de saúde humana. Numerosos experimentos in vitro fornecem evidências,

sugerindo uma relação  entre estrutura e função na ocorrência dessa atividade. A principal

característica é a presença das ligações duplas conjugadas permitindo o deslocamento dos

elétrons π 29-32, bem como o grupo orto-dihidroxi do anel B-catecol, em alguns flavonóides,

que permite uma transição redox envolvendo a formação de radical semiquinona livre, com

função antioxidante19,33,34.

Metabolismo dos Flavonóides

Os flavonóides são extensivamente metabolisados para formas bioativas in vivo que

não são aquelas formas encontradas nas plantas, por exemplo, os glicosídeos e, em alguns

casos, agliconas, mas os conjugados e metabólitos formados destes na absorção intestinal35-

39.  Isso afeta a atividade biológica destes compostos, sua habilidade para entrar nas células

e altera seu potencial redox. Existem agora evidências fortes para a extensiva ocorrência da

fase I - deglicosilação extensiva e fase II - metabolismo das agliconas resultantes para as

formas glucoronídeas, sulfatos e O-metiladas, durante a passagem através do intestino

delgado35,40. Conjugados glucoronídeos e sulfatos são formados com a maioria dos

flavonóides no intestino delgado e no fígado, enquanto as formas O-metiladas são formadas

somente quando o flavonóide possui um anel B-catecol como a epicatequina ou quercetina.



10

Os flavonóides uma vez na corrente sangüínea podem sofrer três formas de

metabolismo intracelular : (1) conjugação com tióis, particularmente glutationa; (2)

metabolismo oxidativo; e (3) metabolismo relacionado com P450. O metabolismo

intracelular da quercetina, em fibroblastos dérmicos humanos têm demonstrado envolver a

formação de produtos de oxidação intracelular, a geração de 2’-glutationil quercetina , e a

demetilação das formas O-metiladas da quercetina41.  Os metabólitos gerados na célula,

como o 2’-glutationil quercetina, são de interesse uma vez que são capazes de proporcionar

efeitos benéficos ou tóxicos nas células.

Atividade Biológica dos Flavonóides

O potencial dos flavonóides em reduzir a ocorrência de doenças cardiovasculares e câncer é

normalmente explicado pelos efeitos biológicos como antioxidantes42-44,

antiestrogênicos45,46 e inibidores da proliferação celular47,48. Existem estudos porém que

relatam o efeito prooxidante destes em certas condições49-51, sendo ainda necessárias mais

pesquisas sobre este assunto. Além disso, os estudos têm sido conduzidos principalmente

com flavonóides agliconas ou glicosídeos. Até muito recentemente, metabólitos de

flavonóides raramente eram usados, principalmente porque dados sobre sua identidade

eram raros e padrões químicos para apenas poucos metabólitos podiam ser adquiridos

comercialmente6. Tem-se colocado ainda que os flavonóides, e seus metabólitos in vivo,

não agem como os convencionais antioxidantes doadores de hidrogênio52. As evidências

sugerem que os efeitos celulares dos flavonóides podem ser mediados pela sua interação

com proteínas específicas, fundamentais para a cascata intracelular sinalizante53. Podem
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interagir seletivamente dentro da via sinalizante de proteína kinase mitogênio ativada

(MAPK)54,55. Os flavonóides parecem ser capazes de proteger neurônios contra stress

oxidativo mais eficientemente que o ascorbato, mesmo quando o último foi utilizado em

concentrações 10 vezes maiores56, o que apóia uma atividade  não antioxidante.

Composição de Flavonóides em Frutas Brasileiras e Erva-mate

Neste artigo de revisão, serão focalizados frutas brasileiras e erva-mate,

demonstrando a falta de dados sobre flavonóides destes alimentos importantes na dieta

brasileira. Em relação as frutas, a maior parte dos dados são do exterior, observando-se

variações na composição dos flavonóides devido a diferentes fatores como

variedades/cultivares e partes do fruto. A composição é dependente do grau de incidência

de luz uma vez que a formação dos flavonóides é influenciada pela luz. São localizados

principalmente nas folhas, flores, e nas frutas em suas partes externas, pele ou casca,

decrescendo em concentração até o centro destas16,25,57-60.

       Os flavonóides podem contribuir para a qualidade das frutas de várias maneiras, por

exemplo, com os atributos sensoriais como a coloração e sabor (p.e. gosto amargo de

algumas frutas). Em frutas como a maçã, os flavonóides contribuem para a textura da

fruta. Também estão envolvidos na formação de pigmentos marrons indesejáveis em

frutas frescas após injúria ou corte como resultado da oxidação enzimática dos fenólicos

em quinonas que então polimerizam formando produtos marrons1,25.

Acerola (Malpighia punicifolia L.)
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A acerola ou cereja das antilhas (Malpighia glabra L. ou Malpighia punicifolia L.

ou ainda Malpighia emarginata DC) é originária das Antilhas, e devido ao seu elevado teor

de vitamina C dispersou-se para outras regiões do mundo. No Brasil, a introdução desta

frutífera ocorreu na década de 50, mas só nos anos 80, depois de sua divulgação como fruta

rica em vitamina C, é que se espalhou rapidamente e de forma indiscriminada61,62.

A principal região brasileira produtora de acerola é a Nordeste representando cerca

de 70% da produção brasileira, seguida da região Sudeste com 15%. Dentre os principais

estados brasileiros produtores de acerola estão Pernambuco, Ceará e São Paulo63. Além da

geléia a acerola pode ser consumida de várias outras formas: in natura ou em suco, licor,

xarope, sorvete, em calda e pastas. Pode ainda ser misturada a outros sucos

industrializados64.

Lima et al.
65, trabalhando com 15 genótipos de Pernambuco definiu o conteúdo de

fenólicos totais variando de 1888 a 7370 mg/kg. Musser66 relatou teor de flavonóis totais

calculados em quercetina na faixa de 70 a 185mg/kg da polpa. Vendramini et al.67,

trabalhando com acerolas do Rio de Janeiro, apenas identificaram os flavonóis quercetina e

kaempferol e determinaram o teor total de antocianinas na casca das acerolas maduras que

foi de 375 mg/kg. Os pigmentos identificados foram a pelargonidina e  cianidina 3-

monoglicosilada e a malvidina 3,5-diglicosilada67. As frutas maduras de Pernambuco,

estudadas por Musser66 apresentaram antocianinas totais de 381 a 474 mg/kg.
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Caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro Anacardium occidentale L., pertencente à família Anacardiaceae, é uma

árvore originária do Brasil, encontrada em vários países de clima tropical.. É no litoral do

Nordeste brasileiro, onde o cajueiro encontra as melhores condições ecológicas para seu

cultivo68.  O caju, fruto do cajueiro, tem duas partes: o fruto propriamente dito, que é a

castanha, e o pseudofruto ou pedúnculo floral hipertrofiado, carnoso e suculento,

geralmente de excelente sabor. São conhecidos cerca de vinte tipos de caju, classificados

segundo a consistência da polpa, o paladar, o formato e a cor da fruta, predominando as

periformes e arredondadas e as colorações vermelha e amarela e com matizes destas duas

cores69. A produção nacional concentra-se na região nordeste, sendo produtores os estados

do Ceará, Piauí,  Rio Grande do Norte e Maranhão.

   A parte suculenta do caju é muito apreciada em diversas formas: suco, em forma

de compota, fruta cristalizada, massa “cajuada” e passa de caju, além do suco pasteurizado,

a “cajuína”, e do suco fermentado, o “mocororó”. O suco filtrado, cozido, contendo 20% de

álcool dá a “jeropiga”, consumida como vinho. Se, antes de acrescentar o álcool, o suco for

concentrado para a metade de seu volume, chega-se e uma jeropiga encorpada, usada como

vinho licoroso. O suco fermentado dá um vinho fino69.

 Segundo Wang et al.
70, parte da capacidade antioxidante das frutas se deve aos

flavonóides. Abas et al.71 determinaram a atividade antioxidante do Annacardium

occidentale e concluíram ser esta fruta uma  boa fonte de compostos antioxidantes. Miean

et al.72 analisando frutas tropicais da Malásia, relatou conteúdos de 188 mg/kg para

miricetina e 262,5 mg/kg para quercetina em amostra desidratada de caju.
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Goiaba (Psidium guajava L.)

 A goiabeira pertence a família das Myrtaceae sendo originária das regiões tropicais

Americanas, onde ocorre desde o México até o Sul do Brasil. Atualmente, é cultivada em

todas as regiões tropicais e sub-tropicais do mundo73.

No Brasil, o cultivo em escala comercial da goiabeira é praticado desde o Rio

Grande o Sul até o Maranhão, com destaque para os Estados de São Paulo e Pernambuco. A

goiabada é o doce em massa mais servido no Brasil. Compotas, geléias, xaropes e sucos de

goiaba são muito apreciados74.

Miean et al.72, trabalhando com diversas frutas, relatou o conteúdo de 549,5 mg/kg

para o flavonol miricetina e  de  579 mg/kg para a flavona apigenina em goiaba desidratada.

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba e Myrciaria cauliflora Berg)

Originária do Centro-Sul do Brasil, destacam-se dentre as espécies de jaboticaba a

Myrciaria jaboticaba  (Vell) Berg, conhecida como Sabará, sendo comuns outras espécies

como a Myrciaria cauliflora (DC) Berg ou jaboticaba Paulista, Açú ou Ponhema. São

árvores pequenas em que as flores e frutas nascem diretamente sobre o tronco principal ou

galhos mais velhos. As frutas crescem rapidamente, completando seu desenvolvimento

entre 40-60 dias69, 75. As frutas são globosas, com 2-3cm de diâmetro, sendo vermelhas a

roxas ou mesmo pretas quando maduras. A jaboticaba além de ser consumida in natura,

também é utilizada na produção artesanal de licores e geléias76.
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       Einbond et al.77 avaliando antocianinas antioxidantes em frutas comestíveis,

identificaram cianidina 3-O-β-glucopiranosídeo em amostras de jaboticaba (Myrciaria

cauliflora).

Laranja (Citrus sinensis L. Osbeck)

Laranja da família Rutaceae, fruta originária da Ásia, especialmente da China e do

Arquipélago Malaio, é o nome genérico dado a várias frutas que pertencem ao grupo dos

citrus. No Brasil, as variedades mais cultivadas e conhecidas de laranjas são: laranja-da-

baía, também conhecida como laranja-de-umbigo porque tem uma saliência na parte de

baixo; laranja-da-terra, conhecida em algumas regiões como laranja-cavalo e em outras

como laranja-azeda ou laranja-bigarada, tem cor amarelo-forte com tons avermelhados,

forma achatada e não é muito grande; laranja-lima uma variedade menos ácida, tem casca

fina de cor amarelo-clara, sabor suave e doce e polpa muito suculenta; laranja-seleta, quase

do tamanho da laranja-da-baía, é bem suculenta, tem sabor adocicado, pouco ácido, e casca

amarelo-clara; laranja-pêra, menor que as outras variedades, tem casca fina e lisa, cor

amarelo-avermelhada e polpa suculenta, sabor adocicado, e é especial para o preparo de

sucos e geléias; laranja-barão, embora com formato parecido ao da laranja- pêra, é menor e

tem cor mais clara, casca fina e lisa e a polpa muito suculenta, sendo recomendada para o

preparo de sucos. Com mais de 1 milhão de hectares de plantas cítricas em seu território, o

Brasil tornou-se, na década de 80, o maior produtor mundial da fruta. A maior parte da

produção brasileira de laranjas destina-se à indústria do suco, concentrada no estado de São

Paulo, responsável por 70% das laranjas e 98% do suco que o Brasil produz78.
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As flavanonas são os principais flavonóides presentes em citrus1,79, sendo

relativamente rara sua ocorrência em outras plantas. São encontrados em maior

concentração na casca da fruta80, que na laranja representa em torno da metade da massa da

fruta81. Hesperetina  e naringenina são as principais flavanonas presentes na polpa (Tabela

1) e casca de laranjas81-85, sendo também encontradas em sucos comerciais obtidos pelo

esmagamento da fruta com casca86,87. Quercetina é um flavonóide minoritário em

laranjas82,88,89. Franke et al.89, também relataram a presença da flavona luteolina (12-

18mg/kg) em polpa de laranja. Também é peculiar nas frutas cítricas a ocorrência de

flavonas polimetoxiladas (p.ex. nobiletina, sinensetina)25,81,82. Além do interesse nas

propriedades farmacológicas destes compostos90, a sinensetina presente na casca (Tabela 1)

pode conferir sabor amargo ao suco de laranja mesmo em concentração inferior a

0,1mg/L91.

Maçã (Malus pumila Mill.)

A macieira, uma planta da família das rosáceas, sub família das pomáceas, produz a maçã,

que devido a sua exuberante aparência e beleza, possui o título de “a rainha das frutas”92,93.

Fruta das regiões temperadas tem duas épocas de produção no Brasil, de março a maio e de

agosto a outubro94.  As cultivares mais produzidas são: gala, golden delicious e fuji, que
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Tabela 1. Conteúdo de flavonóides em laranja, maçã e morango segundo alguns autores.

Fruta Flavonóides Conteúdo (µg/ g)  REFERÊNCI A

Laranja
                polpa Quercetina 8-982; 4-789;

Naringenina 170- 28682; 11083;
Hesperetina 169-14982; 31083;
Luteolina 12-1889;

                casca Quercetina 360-41082;
Naringenina 170-37482; 33-42684;
Hesperetina 149-109482; 905 -  110184;
Sinensitina 6981; 170-19682

Nobiletina 9881;
Maçã
           com casca Quercetina 2083; 25-8089; 21 – 72102

Quercetina  Glicosídios totais 4-10182; 54 – 9896; 26-74100;
Quercetina-3-Galactosideo 2296; 1-29100;
Quercetina-3-Rutinosídeo 2 96; nd-3100;
Quercetina-3-Glicosídeo 396; 3-7100;
Quercetina-3-Xilosídeo 1196; 2-10100;
Quercetina-3-Arabinosídeo 3296; 5-19100;
Quercetina-3-Ramnosídeo 4196; 4-22100;
Catequina 13-5182;
Epicatequina 54-10482; 9996

Phloridzina 20-2382; 2096

Cianidina-3- Galactosideo nd82; 596

Morango
Quercetina 3-5109; 22-57110;

683; 989; 8-10102;
Kaempferol 583; 689; 7-16102; 2-9109; 5-20110

Antocianinas 120108; 130-550110; 800111;  300112

variam na textura e sabor da polpa. Muito bem adaptadas aos climas regionais brasileiros,

provém especialmente do Sul e do Sudeste do país, onde os estado de Santa Catarina, Rio

Grande do Sul, São Paulo e Paraná são responsáveis pela quase totalidade do volume

produzido, destacando-se Santa Catarina e Rio Grande do Sul com 99,6 % do total

produzido em 2001.  Além do consumo in natura, podem ser aproveitadas industrialmente
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como suco, polpa, produtos fermentados (sidra, vinho, vinagre e bebidas destiladas),

produtos desidratados, conservas, geléias e pectina comercial93,95.

A composição de flavonóides da maçã é caracterizada por apresentar flavonóis

em glicosídios da quercetina96-,98, flavanols (catequina, epicatequina e epigalocatequina)

82,85,96,97,99,100, dihidrochalcona (phloridzina)82,96 e antocianina (cianidina 3-

galactosídeo)57,58,100,101. Price et al.100, observaram que o conteúdo dos flavonóis

glicosídeos está concentrado na casca das maçãs, representando de 63,0% a 97,1% do

flavonol nas frutas estudadas. Awad et al.57, também observaram que flavonóides

individuais não são igualmente distribuídos na fruta, sendo que quercetina 3-glicosídeo e

antocianina foram encontrados quase exclusivamente na casca das maçãs, o teor sendo

maior em frutas nascidas no topo das árvores seguidas das frutas das partes externas das

árvores, enquanto os menores níveis foram encontrados em frutas do interior das árvores.

A Tabela 1 indica os flavonóis conjugados da quercetina e os flavanóis catequina e

epicatequina, como os principais flavonóides presentes na fruta.

Manga (Mangifera indica L.)

A mangueira é uma planta tropical pertencente à família Anacardiaceae , que se

desenvolve bem em condições de clima subtropical. Originária do Sul da Ásia, a manga

dispersou-se por todos os continentes, sendo cultivada, atualmente, em todos os países de

clima tropical e subtropical. O Brasil é o quinto maior produtor mundial de manga, sendo

sua produção destinada principalmente para exportação. São Paulo e Bahia são os

principais produtores brasileiros, outros estados importantes são Minas Gerais, Ceará,

Paraíba e Piauí. Os produtos derivados da fruta verde incluem picles, chutney, concentrado,
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barra de frutas e manga em pó. A partir da fruta madura são produzidos o purê, seu

concentrado, suco e o néctar, etc103,104. As variedades mais cultivadas são de origem norte

americana, como Haden, Tommy Atkins e Keitt104.

Berardini et al.105 utilizando as cascas geradas no processamento de manga como

fonte para obtenção de polifenóis observou que a capacidade antioxidante destes foi

superior a da mangiferina e quercetina 3-O-glicosídio. Schieber et al.106 analizou amostras

de purê industrial concentrado de manga determinando cinco glicosídios de quercetina(Q) e

um de kaempferol (K).  Os flavonóis glicosídios predominantes foram Q-3-galactosídio

(22,1 mg/kg), Q-3-glicosídio (16mg/kg), e Q-3-arabinosídio (5mg/kg). A quantificação da

mangiferina (4,4mg/kg) também foi avaliada por CLAE.

Morango (Fragaria  ananassa Duch.)

O morangueiro, botanicamente classificado como uma hortaliça da família das

rosáceas, é uma cultura típica de climas mais amenos, não sendo muito tolerante a

temperaturas elevadas. No Brasil o morango tem se adaptado melhor do sul de Minas

Gerais até o Rio Grande do Sul, porém existem experiências até mesmo no cerrado. Nas

principais regiões produtoras do Brasil a colheita é realizada de agosto a dezembro sendo

comercializado na primavera quando há poucas frutas à venda. Ademais, na indústria é

conhecido pelo uso freqüente em iogurtes e sorvetes107. Além de sua coloração e sabor

atrativos, os morangos são fonte de carboidratos, vitamina C e compostos fenólicos1.

Entre doze frutas estudadas por Wang et al.70, o morango apresentou a maior

atividade antioxidante sendo que a vitamina C da fruta contribuiu com menos que 15%
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desta atividade. O conteúdo de flavonóis em morango (Tabela 1) é representado pela

quercetina e kaempferol.  O teor de antocianina (Tabela 1) é importante para avaliar a

maturidade dos frutos, sendo  principal a pelargonidina 3-glicosídeo e presentes como

componentes menores a cianidina 3-glicosídeo e pelargonidina 3-rutinosídeo108.

Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A pitangueira é mais uma mirtácea originária do Brasil, de regiões mais chuvosas,

desde a fronteira com as Guianas até o norte da Argentina, tem sido largamente

disseminada por outras regiões tropicais e subtropicais do mundo. Geralmente a pitangueira

produz duas safras por ano, uma em outubro e outra entre dezembro e janeiro,

aproximadamente três semanas após a floração. A pitanga é uma baga de 1,5 a 3 cm de

diâmetro, apresentando oito sulcos longitudinais. Sua coloração (alaranjada, vermelho-

sangue ou roxa, quase preta) torna essa fruta muito ornamental69,113. A elevada

perecebilidade da pitanga faz com que o mercado da fruta in natura torne-se restrito aos

centros próximos às regiões de plantio, e o seu comércio seja realizado apenas durante o

período de colheita. Sua polpa apresenta excelentes condições para a industrialização, em

razão do seu alto rendimento, aroma agradável, cor atrativa e do sabor exótico113. O seu

cultivo no estado de Pernambuco vem crescendo em razão da utilização do fruto para o

preparo de polpa e suco, como também para a fabricação de sorvetes, refrescos, geléias,

licores e vinhos114,115.

Quanto aos flavonóides em pitanga, atualmente apenas foram identificadas as

antocianinas cianidina 3-O-β-glucopiranosídeo e delfinidina 3-O-β-glucopiranosídeo77.
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Erva-mate (Ilex paraguariensis Auguste de Saint-Hilaire)

 A erva-mate é uma espécie florestal arbórea nativa da família Aquifoliaceae,

encontrada principalmente no Brasil, na Argentina e no Paraguai. Sua produção no Brasil

compreende os estados do Paraná, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do

Sul116. A erva-mate constitui uma das principais matérias-primas na elaboração de

bebidas estimulantes sendo consumida de três formas diferentes. O mate tradicional que

é a forma principal, em que se coloca erva-mate em um recipiente similar a um vaso,

sobre o qual se verte água quente (entre 70 a 85ºC) e se suga por meio de uma bomba. A

segunda forma, de uso durante os meses de verão ou em regiões quentes, é similar a

anterior, porém utilizando água a temperaturas que variam entre 5 e 100C (tererê). A

terceira forma de consumo é uma infusão preparada de maneira similar aos chás117.

A relevância do caráter social da atividade ervateira é demonstrada pelos

indicadores das propriedades rurais envolvidas, ou seja, um total aproximado de 180.000

produtores. Além disso, essas propriedades envolvidas com a erva-mate permitem que

sejam gerados empregos para cerca de 710.000 pessoas118.

Filip et al.119 estudaram compostos fenólicos em sete espécies Ilex da América do

Sul.  Analisaram diretamente as infusões obtidas das folhas secas e moídas por

cromatografia líquida de fase reversa determinando rutina (600mg/kg), quercetina

(31mg/kg) e kaempferol  (12mg/kg) em base seca.

Matsubara120 trabalhando com erva-mate após hidrólise da amostra para liberação

das formas agliconas dos flavonóis, obteve conteúdos de quercetina (2500-3300mg/kg)

comparáveis ao dos chás verde e preto, embora o kaempferol (300-600mg/kg) estivesse
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em baixos teores. Curiosamente, nenhum flavonol foi encontrado no chá mate, apesar

deste ser proveniente de mesma fonte que a erva-mate, devido provavelmente ao efeito

de processamento de torragem das folhas.

Matsubara120 utilizando cromatografia líquida e detecção por arranjo de diodos

não encontrou catequinas e teaflavinas em amostras de erva-mate e chá mate. Esses

resultados são concordantes com os relatados por Carlson et al.121, que também não

encontraram catequinas em amostra de mate.
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DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO PARA DETERMINAÇÃO DE FAVONÓIS E

FLAVONAS POR CLAE EM FRUTAS1

Rosemary HOFFMAN-RIBANI2,  Delia B. RODRIGUEZ-AMAYA2

RESUMO

Os flavonóides, que incluem os flavonóis e flavonas, proporcionam efeitos

biológicos benéficos à saúde humana. O Brasil possui uma grande variedade de

frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado que são potencias fontes de

flavonóides, sendo poucos os estudos publicados de seus conteúdos. O objetivo

do presente trabalho foi otimizar as condições de cromatografia líquida de alta

eficiência para determinar os flavonóides luteolina, apigenina, miricetina,

quercetina e kaempferol na forma aglicona, bem como definir as melhores

condições para hidrólise/extração destes flavonóides, utilizando delineamento

estatístico de Composição Central com pontos axiais e Análise por Superfície de

Resposta. Onze frutas foram estudadas e as análises foram conduzidas em

cromatógrafo a líquido com detector de arranjo de diodos. A melhor resolução

dos flavonóides foi conseguida com a coluna de fase reversa Symmetry C18

(2,1 x 150 mm, 3,5µm) e fase móvel de metanol e água acidificados com 0,3%

de ácido fórmico em gradiente linear. As condições ótimas para a hidrólise dos

flavonóis para cada fruta foram: acerola, 0,4M HCl, 90 minutos; maçã, 0,5M HCl,

70 minutos; caju, 0,2M HCl, 110 minutos; figo, 0,5M HCl, 160 minutos; goiaba,

0,6M HCl, 55 minutos; jaboticaba, 0,6M HCl, 45 minutos; laranja, 1,5M HCl, 90

minutos ; pitanga, 0,6M HCl, 40 minutos; morango, 1,2M HCl, 120 minutos de
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hidrólise. Os flavonóides investigados não foram detectados em manga e

mamão e as flavonas apigenina e luteolina não foram encontrados em nenhuma

das frutas estudadas.

Palavras-chave: flavonóides, análise por CLAE, frutas

SUMMARY

The flavonoids, which include the flavonols and flavones, have beneficial

biological effects on human health. Brazil has a wide variety of tropical, sub-

tropical and temperate fruits which are potential sources of flavonoids, but few

studies have been published on their contents. The objective of the present work

was to optimize the conditions of high performance liquid chromatography to

determine the flavonoids luteolin, apigenin, myricetin, quercetin and kaempferol

in aglycone form, as well as to define the best conditions for hydrolysis/extraction

of these flavonoids, using statistical design of Central Composition with axial

points and Analysis of Response Surface. Eleven fruits were investigated, the

analyses being conducted in a liquid chromatograph with photodiode array

detector. The best resolution of the flavonoids was achieved with a reverse

phase Symmetry C18 column (2.1 x 150 mm, 3.5 µm) and mobile phase of

methanol and water acidified with 0.3% formic acid in a linear gradient. The

optimum conditions for the hydrolysis of the flavonols for each fruit were: acerola,

0.4M HCl, 90 minutes; apple, 0.5M HCl, 70 minutes; cashew-apple, 0.2M HCl,

110 minutes; fig, 0.5M HCl, 160 minutes; guava, 0.6M HCl, 55 minutes;

jaboticaba, 0.6M HCl, 45 minutes; orange, 1.5M HCl, 90 minutes; pitanga, 0.6M
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HCl, 40 minutes; strawberry, 1.2M HCl, 120 minutes. The flavonoids investigated

were not detected in mango and papaya and the flavones apigenin and luteolin

were not found in the fruits studied.

Keywords: flavonoids, HPLC analysis, fruits
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2Departamento de Ciência de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6121, 13083-862 Campinas, SP.

*A quem a correspondência deve ser enviada.



41

1 – INTRODUÇÃO

     Um aumento na ingestão de frutas e vegetais tem sido correlacionado com a

redução do risco de doenças crônicas como as doenças cardiovasculares e

câncer [2, 4, 6, 8, 25, 30 31]. A atividade antioxidante dos flavonóides,

encontrados na maioria das frutas e vegetais, é considerada um dos fatores que

contribuem para esta redução [10, 15, 18, 19, 23, 27, 28].

     Os flavonóides constituem uma família de moléculas diversas que consistem

de dois anéis aromáticos, que estão conectados por um anel pirano. Estes

compostos podem ser agrupados em seis subgrupos principais: flavonas (p.e.

apigenina, luteolina), flavonóis (p.e. quercetina, miricetina), catequinas ou

flavanóis (p.e. epicatequina, galocatequina), flavanonas (p.e. naringenina,

hesperitina), antocianidinas (p.e. cianidina, pelargonidina) e isoflavonas (p.e.

genisteina, daidzeina). Das principais classes, os flavonóis glicosídicos

predominam em frutas e verduras [20, 22, 32].

     A determinação quantitativa de flavonóides glicosídicos individuais é difícil

porque a maioria dos compostos de referência não existe para aquisição

comercial. Além disso, mais de 50 glicosídios diferentes para cada um dos

flavonóides mais comuns já foram descritos. A hidrólise dos glicosídios para

liberar as agliconas oferece um método mais prático para determinação dos

flavonóides [17].

     Dependendo do tipo de açúcar ligado ao flavonóide, muitos parâmetros podem

influenciar na eficiência da hidrólise como a composição de solventes, tempo de
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extração, concentração do ácido empregado, temperatura de extração entre

outros, podendo ocorrer degradação ou mesmo hidrólise incompleta do glicosídio.

HERTOG, HOLLMAN & VENEMA [17] definiram em seu estudo o uso do ácido

clorídrico para hidrólise dos flavonóides, bem como maior eficiência da extração

dos flavonóides com solução aquosa a 50% de metanol.

     A resposta de um processo é resultado da influência interativa dos vários

parâmetros sobre este, e o procedimento estatístico para otimização permite levar

em consideração estas interações [13]. A Análise por Superfície de Resposta

(ASR), originalmente descrita por BOX & WILSON [5], permite a avaliação dos

efeitos dos muitos fatores e suas interações sobre as variáveis de resposta.

Assim, ASR é uma coletânea de técnicas matemáticas e estatísticas que têm sido

utilizadas com sucesso para desenvolver, melhorar e otimizar processos [24].

Utilizada com freqüência na modelagem e otimização de processos bioquímicos e

biotecnológicos relacionados a sistemas de alimentos, a ASR também tem sido

empregada na otimização de metodologias para extração e análise de alimentos

[7, 9, 11, 21].

     No Brasil há uma grande variedade de frutas tropicais, subtropicais e de clima

temperado que são principalmente consumidas cruas. Sendo potenciais fontes de

flavonóides, estudos dos conteúdos nestas, se fazem necessários.

     O objetivo deste trabalho foi definir as condições cromatográficas para a

determinação dos flavonóides luteolina (L), apigenina (A), miricetina (M),

quercetina (Q) e kaempferol (K) em frutas na forma aglicona, bem como definir as

melhores condições da hidrólise/extração destes flavonóides utilizando ASR.
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 – Amostras

     Frutas maduras e frescas foram adquiridas em três supermercados ou jardins

de Campinas/São Paulo-Brasil (pelo menos 1kg de cada fruta para cada local), no

período entre junho e setembro de 2004. As seguintes frutas foram analisadas:

acerola (Malpighia glabra L.), maçã (Mallus pumila Mill), cajú (Anacardium

occidentale L.), figo (Ficus carica L.), goiaba (Psidium guajava L.), jaboticaba

(Myrciaria jaboticaba Berg), manga (Mangifera índica L.), laranja (Citrus sinensis L.

Osbeck), mamão (Carica papaya L.), pitanga (Eugenia uniflora L.) e morango

(Fragaria ananassa Duch.).

2.2 - Reagentes e padrões

     A água utilizada para o preparo das amostras e fases móveis foi purificada

em sistema Milli-Q (Millipore). O metanol e acetonitrila de grau cromatográfico e

o ácido acético, ácido fórmico, ácido ascórbico e ácido clorídrico de grau

analítico foram adquiridos da Merck, Brasil. As fases móveis foram filtradas em

filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45µm de

diâmetro.
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     Os padrões de miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina foram

adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Soluções estoque dos

padrões foram preparadas pela dissolução de cada flavonóide em metanol grau

cromatográfico, em concentração de aproximadamente 500 µg/mL, conservadas

a –18ºC e protegidas da luz. As soluções estoque apresentaram estabilidade

superior a 2 meses em –18ºC. As curvas de calibração foram construídas pela

injeção em triplicata de soluções padrões de trabalho em cinco concentrações

diferentes. Como a altura, forma e tempo de retenção dos picos cromatográficos

podem ser afetados pela composição da solução de injeção, preparou-se a

solução padrão de trabalho simulando as condições após hidrólise das frutas.

Alíquotas da solução estoque de cada padrão foram diluídas em 1,5mL de água

purificada em Milli-Q com 0,08% de ácido ascórbico. A esta solução foi

adicionado 1mL de HCl 6M e o volume foi completado a 5mL com metanol

(solução padrão de trabalho).

2.3 - Preparo das amostras

     Ao contrário dos trabalhos publicados, neste estudo foi decidido que as

amostras seriam utilizadas na forma natural, sem prévia liofilização. Durante o

processo de liofilização pode ocorrer perda de flavonóides, especialmente a

miricetina. Além disso, para o cálculo dos teores obtidos de amostras

liofilizadas, é necessária a determinação do teor de umidade destas. Apesar de

ser uma determinação simples, uma imprecisão nas análises de umidade, em



45

torno de g/100g, pode influenciar significativamente nos conteúdos de

flavonóides, que estão em torno de mg/kg.

     As frutas pequenas (morango, pitanga, acerola e jaboticaba), foram misturadas

e, por quarteamento, o tamanho da amostra foi reduzido para aproximadamente

800g. As frutas maiores (mamão, manga, laranja, maçã, goiaba, cajú e figo), foram

cortados em quatro longitudinalmente e duas porções opostas de cada fruta foram

juntadas. Após a retirada da parte não comestível das frutas, estas foram cortadas

manualmente em pequenos pedaços (1-2cm).  Cada amostra foi inicialmente

homogeneizada em multiprocessador de alimentos com 0,135% (p/p) de ácido

ascórbico como antioxidante. Foi então homogeneizada durante 3 minutos na

velocidade 25 em homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG

(Luzern, Suiça).

2.4 – Estabelecimento das condições cromatográficas para CLAE

     As análises por CLAE foram conduzidas em cromatógrafo a líquido Waters

(Milford, EUA), controlado pelo Software Millennium 32, injetor manual com alça

de volume fixo Rheodyne (modelo 7725i), e detector de arranjo de diodos modelo

996, a detecção fixada em 370nm e espectros na faixa de 200 a 600nm.

     Foi  inicialmente utilizada uma coluna Nova Pak C18 (3,9 x 150 mm, 4 µm) e

depois definido o uso da coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5µm), ambas da

Waters.
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     Para definir as condições cromatográficas de separação dos flavonóides

agliconas, foi empregada a seguinte estratégia. Utilizando uma solução de

padrões, foram inicialmente testados vários gradientes de fases móveis aquosas

com solventes orgânicos, metanol ou acetonitrila, acidificadas com 0,3% de

ácido acético ou ácido fórmico. Posteriormente, extratos hidrolisados das

amostras de frutas, com ou sem adição de padrões, foram injetados no

cromatógrafo sob as melhores condições conseguidas para os padrões, fazendo

os ajustes necessários para a melhor resolução dos picos.

2.5 - Extração e hidrólise dos flavonóides

     Para obter a máxima eficiência de extração e hidrólise sem promover

degradação, a hidrólise dos flavonóides glicosídicos à forma aglicona para cada

amostra de fruta, foi otimizada utilizando delineamento estatístico de Composição

Central com pontos axiais [3]. Foram tomadas 15,0g de cada fruta homogeneizada

com os 0,02g de ácido ascórbico já adicionado no preparo da amostra. Dez mL de

HCl em diferentes concentrações molares iniciais (três níveis) e 25mL de metanol

foram adicionados. A solução de extração assim obtida consistiu de diferentes

concentrações molares finais de HCl em solução aquosa a 50% em metanol (v/v),

com 0,04% de antioxidante. Após o refluxo a 90ºC durante diferentes períodos

(três tempos), os extratos foram resfriados e o volume completado a 50mL com

metanol. Então cada amostra foi filtrada primeiro em peneira de 130 mesh e

depois por filtro (PTFE) MILLIPORE de  0,45µm de diâmetro, antes da análise por

CLAE.
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2.6. Delineamento estatístico

     Um delineamento estatístico de Composição Central (DCC) com pontos

axiais foi escolhido para investigar a não linearidade dos efeitos dos fatores,

concentração do ácido e tempo de hidrólise, na eficiência da extração e hidrólise

das agliconas. Cada fator foi testado em três níveis (Tabela 1).

TABELA 1. Fatores e níveis testados (valores codificados estão entre

parênteses) para o Delineamento de Composição Central com pontos axiais

Fatores (Ma / minb)Fruta
Ponto axial

inferior
(-1,41)

Nível
inferior

(-1)

Nível
intermediário

(0)

Nível
superior

(+1)

Ponto axial
superior
(+1,41)

Acerola (Eugenia

uniflora)
0,2M / 15min 0,3M / 40min 0,4M / 90min 0,5M/140min 0,6M/165min

Maçã (Mallus pumila

Mill.)
0,3M / 10min 0,5M / 20min 0,9M / 45min 1,3M / 70min 1,5M/80min

Cajú (Anacardium

occidentale L.)
0,1M/40minc 0,1M / 40min 0,2M / 90min 0,3M/140min 0,3M/140minc

Figo (Fícus carica L.) 0,6M / 45min 0,8M / 60min 1,2M/120min 1,6M/180min 1,8M/205min
Goiaba (Psidium

guajava L.)
0,12M/15min 0,2M / 35min 0,4M / 90min 0,6M/140min 0,7M/165min

Jaboticaba (Myrciaria

jaboticaba Berg)
0,2M/15minc 0,2M / 15min 0,6M / 45min 1,0M / 75min 1,0M / 75minc

Laranja (Citrus

sinensis )
0,2M / 15min 0,4M / 30min 1,0M / 60min 1,6M / 90min 1,8M/105min

Pitanga (Malpighia

glabra L.)
0,2M / 15min 0,4M / 30min 1,0M / 60min 1,6M / 90min 1,8M/105min

Morango (Fragaria

ananassa Duch.)
0,6M / 35min 0,8M / 60min 1,2M/120min 1,6M/180min 1,8M/205min

aConcentração molar do HCl  na solução de hidrólise; bTempo de hidrólise em

minutos; cDelineamento onde pontos no centro de cada lado do quadrado

substituem os pontos axiais
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Um DCC com k-fatores e três níveis requer 2k + 2k + C experimentos, onde 2k

pontos estão nos cantos do quadrado, representando a amplitude (o domínio) do

experimento. Os pontos axiais 2k estão numa distância codificada de ±1,41 (±α)

do centro do delineamento que medem a possibilidade da não linearidade nos

valores obtidos de agliconas em função dos fatores. Os pontos C em replicatas no

centro do quadrado (ponto central) são uma estimativa do erro experimental.

Assim, considerando dois fatores e quatro replicatas do ponto central, o

planejamento envolveu 12 experimentos, que foram executados em ordem

aleatória (Tabela 2).

TABELA 2. Condições experimentais do delineamento estatístico de

Composição Central (DCC) com pontos axiais (fatores com valores

codificados)

Fatores (valores codificados) Concentração de flavonóis em pitanga
(mg/kg)

Experimento
(seqüência

teórica) Concentração
Molar HCl

Tempo de
hidrólise

(min)
Miricetina Quercetina Kaempferol

1 -1 -1 43,8 55,7 2,81
2 +1 -1 24,1 49,2 2,58
3 -1 +1 42,5 59,9 2,94
4 +1 +1 21,9 38,9 2,53
5 -1,41 0 43,9 59,3 2,08
6 +1,41 0 15,2 32,7 1,69
7 0 -1,41 45,7 59,7 3,34
8 0 +1,41 32,1 54,1 2,81
9 0 0 42,8 62,3 3,68
10 0 0 42,5 60,7 3,71
11 0 0 42,6 61,5 3,69
12 0 0 42,6 61,6 3,70
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As primeiras 4 linhas da Tabela 2 são suficientes para a determinação do

modelo linear para hidrólise/extração, da linha 5 até a linha 8 do planejamento

estão os pontos axiais e as 4 replicatas do experimento, que são os pontos

centrais, estão da linha 9 até a linha 12.

2.7 - Análise de Superfície de Resposta

     A hidrólise e extração podem ser otimizadas estatisticamente se o valor das

concentrações das agliconas dos flavonóides for conhecido como uma função

dos fatores experimentais, gerando um modelo matemático. Um gráfico dessa

função produz a superfície de resposta para as agliconas que é obtida aplicando

regressões lineares múltiplas para os valores obtidos das concentrações em

µg/g em função dos fatores experimentais.

     A superfície de resposta pode ser representada pelo modelo matemático

como segue:

 Y= b0 + b1X + b2Z + b11X
2 + b22Z

2 + b12XZ                Eq.(1)

Na Eq. (1), a resposta (Y) ou variável dependente foi a concentração em mg/kg,

obtida para cada aglicona dos flavonóides por peso de amostra de fruta. Os

valores b são as estimativas dos coeficientes do polinômio, os valores X e Z

representam os valores codificados dos fatores (tempo de hidrólise e

concentração do ácido, respectivamente). Os termos lineares, b1X e b2Z, são

responsáveis pelos efeitos principais, os termos quadráticos, b11X
2 e b22Z

2,

responsáveis pelos efeitos da curvatura e pelo produto bifatorial dos termos, e

b12XZ, é responsável pelos efeitos das interações. Foi realizado teste estatístico
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de F para determinar a significância dos diferentes modelos obtidos. A análise

estatística completa foi conduzida separadamente para a definição da condição

de extração e hidrólise de cada tipo de fruta e cada aglicona presente nesta.

Todas as análises e testes foram conduzidos utilizando o pacote estatístico

STATISTICA for Windows, versão 6.0 da STATSOFT.

2.8 Validação do método

     A linearidade do método por cromatografia foi verificada para flavonóis e

flavonas na faixa de 0,2 – 50 µg/mL. As curvas analíticas foram construídas pela

injeção em triplicata de soluções padrões de trabalho em cinco concentrações

diferentes, baseadas nas faixas esperadas dos seus teores nas amostras de

frutas. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), foram calculados como

a mínima concentração correspondente a 3,3 x (SD/S) e 10 x (SD/S)

respectivamente, sendo SD o desvio padrão do branco e S a inclinação da curva

analítica [29]. Para comprovação prática dos valores calculados, estes foram

injetados nas condições estabelecidas para a análise por CLAE.  Para verificar a

exatidão e precisão do método, valores de sete recuperações foram obtidas

utilizando um nível de concentração em torno de 10 µg/g de acerola para os

flavonóis e 17 µg/g de acerola para as flavonas. Todas as determinações nas

amostras foram conduzidas em duplicata.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 - Condições cromatográficas ótimas para CLAE

     Para a coluna Nova Pak C18 (3,9X150 mm, 4 µm), com volume de injeção de

20 µL e vazão de 1mL/minuto, fases móveis de água e acetonitrila, acidificadas

com 0,3% de ácido fórmico, não separaram os picos de quercetina e luteolina,

bem como a apigenina do kaempferol, conforme também relatado por outros

autores [17]. Água e metanol, acidificados com 0,3% de ácido acético resultaram

em boa separação dos compostos, porém, os picos apresentaram cauda. A

melhor separação de padrões foi conseguida com a fase móvel metanol e água

acidificados com 0,3% de ácido fórmico, iniciando na proporção de 20:80,

chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos,

sempre com gradiente linear. Utilizando estas condições para amostras como o

morango e a jaboticaba, ricas em antocianinas, a adição de padrões demonstrou

co-eluição destes constituintes com o padrão de miricetina. (Figura 1).
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FIGURA 1. Cromatogramas da adição do padrão de miricetina com constituinte

do extrato hidrolisado da amostra de morango, obtido com coluna Nova Pak

C18 (3,9X150 mm, 4 µm). A) extrato hidrolisado de morango adicionado dos

padrões. B) extrato hidrolisado de morango. M = Miricetina; CA =

Componente da Amostra; Q = Quercetina; K = Kaempferol; Lu = Luteolina;

Ap = Apigenina. Fase móvel, metanol e água acidificados com 0,3% de ácido

fórmico, iniciando na proporção de 20:80, chegando a 45:55 em cinco

minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos, sempre com gradiente

linear.

     A coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5µm) com volume de injeção de

5µL e vazão  de 0,2 mL por minuto, teve desempenho muito melhor. A melhor

separação foi obtida utilizando como fase móvel metanol e água acidificados
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com 0,3% de ácido fórmico, iniciando com a proporção de 20:80 passando para

48:52 em 6 minutos, esta proporção mantida até os 29 minutos, então alterada

para 28:72 em 2 minutos, permanecendo até aos 40 minutos. Finalmente aos 43

minutos foi alterada para a composição inicial 20:80, mantida assim até aos 60

minutos para re-equilíbrio da coluna antes da próxima injeção. Cromatogramas

típicos dos flavonóides agliconas para cada extrato das frutas são apresentados

na Figura 2. Os flavonóides miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol e

apigenina eluiram nesta seqüência nos tempos de retenção de 29,0 minutos,

33,5 minutos, 35,5 minutos, 41,0 minutos e 42,0 minutos, respectivamente.

3.2 - Condições ótimas de extração e hidrólise dos flavonóides

     A Tabela 2 apresenta as concentrações em µg/g, obtidos para os flavonóis

agliconas em pitanga para diferentes condições experimentais do DCC.

Utilizando os valores codificados, foram calculadas por regressões múltiplas as

estimativas dos efeitos (parâmetros b) do modelo matemático de regressão (Eq.

1) e foram determinados seus erros padrões. Ao nível de 95% de confiança,

todos os parâmetros do modelo para extração/hidrólise foram estatisticamente

significativos (p<0,05) em amostra de pitanga (Tabela 3).
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FIGURA 2.       Cromatogramas típicos dos flavonóides agliconas M = miricetina,

      Q = quercetina, K = kaempferol, dos extratos hidrolisados de pitanga;

goiaba; jaboticaba; figo, para coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5µm).

Fase móvel, metanol e água acidificados com 0,3% de ácido fórmico,

iniciando com a proporção de 20:80 passando para 48:52 em 6 minutos, esta

proporção mantida até os 29 minutos, então alterada para 28:72 em 2

minutos. Finalmente aos 43 minutos alterada para a composição inicial

20:80, mantida assim até aos 60 minutos.
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TABELA 3. Estimativas dos coeficientes da regressão do modelo polinomial

quadrático, erro puro e significância (p), para a resposta dos teores de

flavonóis agliconas em pitanga

Miricetina Quercetina Kaempferol
Coefi-
ciente

Estimativa
Coeficiente

do
polinômio

Erro
Puro

p
Estimativa
Coeficiente

do
polinômio

Erro
Puro

p
Estimativa
Coeficiente

do
polinômio

Erro
Puro

p

b0 42,63 0,05 4,53E-09 61,53 0,33 3,51E-07 3,695 0,006 8,02E-09

b1 -10,12 0,04 1,2E-07 -8,14 0,24 5,37E-05 -0,148 0,004 4,45E-05

b2 -2,83 0,04 5,5E-06 -1,76 0,24 0,004983 -0,085 0,004 2,29E-04

b11 -6,84 0,04 5,49E-07 -7,93 0,26 8,15E-05 -0,849 0,005 3,3E-07

b22 -2,17 0,04 1,73E-05 -2,44 0,26 0,002713 -0,251 0,005 1,29E-05

b12 -0,22 0,05 0,026476 -3,62 0,33 0,001674 -0,045 0,006 4,173

p – significância de 5%

Os cálculos da análise de variância (ANOVA) para os resultados da regressão

são apresentados na Tabela 4.

     Nos limites do experimento, as três primeiras equações da Tabela 5

representam o modelo experimental da extração/hidrólise de miricetina,

quercetina e kaempferol, respectivamente, para amostra de pitanga. As

equações estão em função das variáveis estudadas, tempo de hidrólise em

minutos (X) e concentração molar do HCl (Z), sendo r2 o coeficiente de

determinação destas.
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TABELA 4. Análise de variância (ANOVA) para os flavonóis em amostra de

pitanga

Flavonol Fonte de
Variação

Soma dos
Quadrados

Graus de
Liberdade

Quadrado
Médio

Fcalculado F tabelado

Regressão 1182,942 5 236,588 41,57 F(5,6)=4,3
9

Resíduo 34,144 6 5,691
Falta de
ajuste

34,109 3

Erro puro 0,035 3

Miricetina

Total 1217,086 11
Regressão 1010,076 5 202,01 80,29 F(5,6)=4,3

9
Resíduo 15,093 6 2,516
Falta de
ajuste

13,759 3

Erro puro 1,334 3

Quercetina

Total 1025,169 11
Regressão 4,865 5 0,973 28,62 F(5,6)=4,3

9
Resíduo 0,206 6 0,034
Falta de
ajuste

0,205 3

Erro puro 0,001 3

Kaempferol

Total 5,071 11

     Aplicando a mesma seqüência analítica por regressões múltiplas aos dados

dos DCC, foi possível obter um modelo matemático para cada flavonol aglicona

presente nas demais frutas estudadas, considerando os termos lineares,

quadráticos e seus produtos. Nos modelos matemáticos refinados obtidos

(Tabela 5), ao nível de 95% de confiança, todos os coeficientes foram

significativos (p<0,05). Os valores dos coeficientes de determinação (r2) de cada

equação gerada variaram de 0,83 a 0,99. Estes resultados demonstraram que o

modelo quadrático seria adequado para descrever as condições de

extração/hidrólise. Para verificar o quanto o modelo matemático calculado

representa os dados experimentais, foi conduzida análise de variância
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(ANOVA). As razões entre o quadrado médio da regressão pelo quadrado médio

do resíduo FCAL= (QMREGRESSÃO/QMRESÍDUO), variaram de 15,80 a 209,60 (Tabela

5) para as equações dos modelos de extração/hidrólise dos flavonóis nas

demais frutas. Todos valores foram superiores ao valor tabelado de F5,6=4,39

para o nível de 95% de confiança, indicando equações de regressão

significativas, ou a validade do modelo experimental. A boa repetitividade do

experimento na análise de cada flavonol pode ser avaliada pelos baixos valores

dos erros puros obtidos na análise de variância das regressões para cada fruta,

também apresentados na Tabela 5, que variaram de 0,001 a 1,334.

Uma vez que os modelos propostos são válidos, as equações de regressão

permitem prever o efeito dos dois parâmetros estudados sobre a

extração/hidrólise das agliconas. A relação entre as variáveis independentes e a

dependente é representada tridimensionalmente pela superfície de resposta

gerada pelos modelos para as agliconas dos flavonóis presentes em cada

amostra, conforme Figura 3.

     Constatou-se através da análise de superfície de resposta que as faixas

ótimas de trabalho para determinação dos flavonóis em pitanga foram: 0,2M a

1M de HCl e 15 a 80 minutos de tempo de hidrólise para miricetina , 0,2M a

1,2M de HCl e 15 a 105 minutos de hidrólise para quercetina, e 0,6M a 1,2M de

HCl e 15 a 90 minutos de hidrólise para kaempferol, conforme Tabela 5. Estão

apresentadas também na Tabela 5 as faixas para as demais frutas estudadas,

obtidas através do mesmo procedimento utilizado para pitanga. Para pitanga

que contém os três flavonóis, pela análise da superfície de resposta, as

condições de extração/hidrólise são: 0,6M/40minutos; 0,6M/60minutos
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e1M/50minutos para miricetina, quercetina e kaempferol respectivamente.

Optou-se pela condição de 0,6M HCl por 40 minutos.

Tabela 5. Equações de regressão em modelo codificado representando a

superfície de resposta dos experimentos em teores dos flavonóis presentes

nas frutas estudadas

FRUTA
F
L
A
V
O
N
O
L

EQUAÇÃO
Y = (µg Flavonol /g Fruta)

(Modelo Codificado )

r2 FCAL ERRO
PURO

FAIXA ÓTIMA
DE TRABALHO

(MODELO)
CONDIÇÕES

DE
HIDRÓLISE

M Y= 42,63 -10,12X -2,83Z -6,84X2

-2,17Z2 -0,22XZ
0,97 41,57 0,035 15 < X < 80

0,2 < Z < 1
Q Y= 61,53 -8,14X -1,76Z -7,93X2

-2,44Z2  -3,62XZ
0,98 80,29 1,334 15 < X < 105

0,20 < Z < 1,2

Pitanga (Eugenia
uniflora L.)

K Y= 3,695 - 0,148X - 0,085Z
+ 0,849X2 - 0,251Z2  -0,045XZ

0,96 28,62 0,001 15 < X < 90
0,6 < Z < 1,2

40 X  e  0,6 Z

Q Y= 35,34 + 0,66X –0,36Z –3,27X2

 –2,10Z2 +0,37XZ
0,83 15,79 0,055 50 < X < 130

0,25 < Z < 0,5
Acerola (Malpiglia

glaba L.)
K Y= 15,07 –0,92X –0,11Z –0,10X2

–0,87Z2
0,83 18,65 0,019 15 < X < 90

0,3 < Z < 0,5

90 X  e  0,4 Z

Maçã (Mallus pumila
Mill.)

Q Y= 56,64 –0,37X –6,05Z –4,57X2

–4,01Z2  -5,87XZ
0,98 82,40 0,018 30 < X < 80

0,30 < Z < 1,0 70 X  e  0,5 Z
M Y= 19,96 –1,77X –0,26Z –2,61X2

–1,02Z2  -0,23XZ
0,99 209,6 0,032 90 < X <130

0,15< Z < 0,3
Q Y= 11,55 –0,80X –0,44Z –1,27X2

–0,99Z2 -0,80XZ
0,96 25,90 0,062 80 < X < 140

0,15 < Z < 0,3

Caju (Anacardium
occidentale L.)

K Y=2,47  +0,23X –0,08Z –0,25X2

–0,03Z2 -0,09XZ
0,95 29,80 0,003 60 < X <140

0,1 < Z < 0,3

110 X  e 0,2 Z

Figo (Fícus carica L.) Q Y= 14,42 -1,86X –4,29Z –2,20X2

–2,06Z2 -3,06XZ
0,95 23,15 0,009 45 < X < 205

0,60 < Z < 1,6 160 X  e 0,5 Z
Goiba (Psidium

guajava L.)-
Q Y= 10,74 –0,32X –0,17Z –0,81X2

–0,28Z2 -0,60XZ
0,97 36,27 0,031 15 < X < 110

0,20 < Z < 0,7 55 X  e  0,6 Z
Jaboticaba (Myrciaria

jaboticaba Berg)
Q Y= 8,53 –0,39X –0,51Z –0,88X2

–1,20Z2 -0,87XZ
0,98 75,60 0,018 25 < X < 70

0,40 < Z < 1,0 45 X  e  0,6 Z
Laranja (Citrus

sinensis)
Q Y= 3,69 –0,59X –0,73Z –0,41X2

–0,66Z2
0,90 15,86 0,003 60 < X < 105

0,60 < Z < 1,8 90 X   e  1,5 Z
Q Y= 7,88 +0,79X –0,40Z –1,17X2

–0,86Z2 -0,99XZ
0,88 18,57 0,275 90 < X < 200

0,80 < Z < 1,8Morango (Fragaria
ananassa Duch.) K Y= 11,01 –0,43X –1,26Z –1,42X2

–1,36Z2 -1,94XZ
0,88 19,12 0,122 100 < X < 205

0,6 < Z < 1,2
120 X  e 1,2 Z

M =  miricetina; Q = quercetina; K = kaempferol; X= tempo de hidrólise em minutos; Z= HCl Molar,

concentração na solução de hidrólise;

r2= coeficiente de determinação; FCalc =  (QMRegressão/QMResíduo)
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PITANGA

GOIABA FIGO JABOTICABA

FIGURA 3. Superfícies de resposta na determinação das agliconas miricetina,

quercetina e kaempferol em amostras de pitanga; e quercetina em goiaba,

figo e jaboticaba, em função da concentração molar do HCl e tempo de

hidrólise em minutos.

As condições que resultaram na melhor resposta experimental em mg/kg,

(Tabela 5) para cada fruta foram: pitanga (0,6M HCl/40 minutos de hidrólise);

acerola (0,4M HCl/90 minutos de hidrólise); maçã (0,5M HCl/70 minutos de

hidrólise); caju (0,2M HCl/110 minutos de hidrólise); figo (0,5M HCl/160 minutos
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de hidrólise); goiaba (0,6M HCl/55 minutos de hidrólise); jaboticaba (0,6M

HCl/45 minutos de hidrólise); laranja (1,5M HCl/90 minutos de hidrólise); pitanga

(0,6M HCl/40 minutos de hidrólise); morango (1,2M HCl/120 minutos de

hidrólise).

3.3 Desempenho do método desenvolvido

     As curvas analíticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas

faixas de concentração em que se encontraram as amostras, com coeficientes

de correlação entre 0,9971 até 0,9999. A Tabela 6 mostra os dados obtidos para

cada curva analítica.

     Os Limites de Detecção (LOD ), obtidos pelos parâmetros da curva analítica,

foram: 0,86 mg/kg ; 0,73 mg/kg; 0,86 mg/kg; 1,03 mg/kg e 2,71 mg/kg,

respectivamente para miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina.

Tabela 6. Propriedades das curvas analíticas

Flavonóide Faixa de concentração

(µg/mL)

Coeficiente de

determinação ( r2 )

Miricetina 0,6 – 23 0,9995

Quercetina 0,3 – 48 0,9999

Kaempferol 0,18 – 37 0,9997

Luteolina 1,1 – 26 0,9989

Apigenina 1,6 – 38 0,9971
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A média dos sete valores de recuperação dos flavonóides em percentagem

(Tabela 7) resultou em 87,1%; 94,8%; 95,4%; 96,3% e 94,8%, respectivamente,

para miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina, mostrando a

exatidão do método. A precisão (repetitividade) foi demonstrada pelos

coeficientes de variação das recuperações, expressos na Tabela 7.

Tabela 7. Quantidades adicionadas, percentagens de recuperação e

coeficientes de variação (CV) das recuperações dos flavonóides estudados

sobre a amostra de acerola

Flavonóide Quantidade

adicionada (mg/kg)

Recuperaçãoa

(%)

CV (%)

Miricetina 9,7 87,1 2,4

Quercetina 10,0 94,8 2,3

Kaempferol 10,2 95,4 3,1

Luteolina 21,3 96,3 1,9

Apigenina 14,7 94,8 1,4

a Média de sete determinações.

3.4 - Verificação experimental

     Para verificar a performance nas condições definidas pelas análises por

superfície de resposta, estas foram aplicadas nas amostras das frutas em

estudo, resultando nos valores expressos na Tabela 8. Os teores de quercetina

e kaempferol obtidos (Q=10 mg/kg e K=9,6 mg/kg) para amostra de morango,

são comparáveis aos reportados por FRANKE et al. (Q=9 mg/kg e K=6 mg/kg)
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[12], HÄKKINEN & TÖRRÖNEN (Q=3 a 5 mg/kg e K=2 a 9 mg/kg) [14] e

HERTOG, HOLLMAN & KATAN (Q=7,7 a 10 mg/kg e K=7 a 16 mg/kg) [16].

Para maçã, o teor de quercetina de 63 mg/kg obtido é coerente ao citado nos

trabalhos de ARABBI, GENOVESE & LAJOLO (4 a 104 mg/kg) [1], FRANKE et

al. (26 a 76mg/kg) [12] e PRICE & PROSSER (26,4 a 73,9 mg/kg) [26]. Também

para amostra de laranja o baixo teor de quercetina observado (4,3 mg/kg) é

comparável ao relatado por FRANKE et al. (4 a 6 mg/kg) [12] e ARRABI,

GENOVESE & LAJOLO (8 a 9 mg/kg) [1].

     Em todas amostras estudadas não foram detectadas as flavonas apigenina e

luteolina.
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Tabela 8. Conteúdo de flavonóis em frutas analisadas segundo as condições

     estabelecidas neste estudo.

Concentração (mg/kg) a

Fruta Miricetina Quercetina Kaempferol
Acerola  (Eugenia uniflora L.)
     De jardins (variedade não
     definida)

nd 41 ± 0 11 ± 0

Maçã (Mallus pumila Mill.)
     Fuji (vermelha, com casca) nd 63 ± 1 <LQ
Cajú (Anacardium occidentale
L.)
    De supermercado (variedade
    não definida)

23 ± 1 13 ± 1 2,7 ± 0,5

Figo (Ficus carica L.)
     Roxo nd 13 ± 0 nd
Goiaba (Psidium guajava L.)
     Ogawa  (vermelho) nd 11 ± 1 nd
Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba
      Berg) de supermercado
      (variedade não definida) nd 8,7 ± 2,8 nd
Laranja (Citrus sinensis)
    Selecta nd 4,3 ± 0,7 nd
Pitanga (Malpighia glabra L.)
    De supermercado (variedade
    não definida)

42 ± 2 67 ± 2 4,1 ± 1,0

Morango (Fragaria ananassa
Duch.)
     Oso Grande nd 10 ± 0 9,6 ± 0,7
a Média  ±  desvio padrão (mg/kg de fruta natural), análise em duplicata

LQ= Limite de quantificação: miricetina=2,6mg/kg; quercetina=2,3mg/kg;

kaempferol=2,6mg/kg

nd= não detectado / LOD = Limite de Detecção: miricetina=0,86mg/kg;

quercetina=0,73mg/kg; kaempferol=0,86mg/kg
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4 - CONCLUSÕES

     As melhores condições cromatográficas para análise dos flavonóides

agliconas em frutas foram: coluna de fase reversa Symmetry C-18 (2,1 x 150

mm, 3,5 µm), volume de injeção de 5 µL; fase móvel de metanol e água

acidificados com 0,3% de ácido fórmico, em gradiente linear e vazão de 0,2 mL

por minuto. A alta correlação dos modelos definidos pela análise de superfície

de resposta demonstrou que o modelo polinomial de segunda ordem deve ser

usado para otimização das condições de extração e hidrólise dos flavonóides

em amostras de frutas. As condições estabelecidas de extração e hidrólise

foram diferentes para cada amostra e permitiram uma rápida e confiável

quantificação dos flavonóis miricetina, quercetina e kaempferol nas frutas

estudadas.
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Abstract

Flavonols (myricetin, quercetin, kaempferol) and flavones (luteolin and apigenin) were

determined in tropical and sub-tropical fruits. Ripe fruits of acerola (2 cultivars), cashew-

apple, guava (2 cultivars), fig, jaboticaba, mango (3 cultivars), oranges (4 cultivars),

papaya (3 cultivars), and pitanga were sampled at different times from July 2004 to

January 2005. Apple (3 cultivars) and strawberry (3 cultivars) were also sampled and

analyzed for comparison. The flavonoids were determined as aglycones by HPLC-DAD.

The optimum condition for hydrolysis for each fruit was established using Central

Composite Experimental Design (CCD). The five flavonoids investigated were not

detected in mango and papaya. Quercetin was found in all the other fruits investigated,

varying from 3.0 mg/kg in orange cultivar Pêra to 74.7 mg/kg in apple cultivar Fuji.

Kaempferol was encountered in strawberry (7.0 – 8.9 mg/kg), acerola (8.7 – 12.2 mg/kg),
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pitanga (3.9 – 4.5 mg/kg) and cashew apple (<LQ – 2.7 mg/kg). Myricetin was detected

only in pitanga (31.5 – 36.8 mg/kg) and cashew-apple (19.9 mg/kg). Luteolin and

apigenin were not detected in any of the fruits. Among the fruits analyzed, the best

sources of flavonoids are pitanga and cashew apple, containing the three flavonols, and

acerola with quercetin and kaempferol.

KEYWORDS: flavonols, flavones, HPLC determination, fruits
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INTRODUCTION

Numerous articles have been published on the possible health benefits of flavonoids.

Antioxidant (1, 2), anti-inflammatory (3) and antimutagenic (4) properties have been

attributed to these compounds. Epidemiological studies have shown a correlation

between increased consumption of flavonoids and reduced risk of cardiovascular diseases

(5 - 8) and certain types of cancer (9-11), but the evidence is still not conclusive (12) as

such association was not observed in other studies (13, 14).

Reliable analytical data are needed to identify food sources of flavonoids and study

their role against diseases. The flavonoid composition of fruits has been reported (15 -

18), but more data are needed. Marked compositional variability has been observed due

to varietal or cultivar differences, season, climate, degree of ripeness, processing, and

storage of the fruits (19, 20), but analytical uncertanity appears to be also involved.

Except the flavanols, flavonoids are usually found in plants as glycosides. Quantitative

determination of individual glycosides is difficult because several glycosides can occur

for each flavonoid, each has a characteristic spectrum different from that of the aglycone,

and standards are not commercially available for most of these compounds (21).  Reports

on food flavonoids levels generally determine the aglycones after hydrolysis of food

extracts in order to reduce the complexity of the analysis. However, methodological

differences, particularly the conditions of hydrolysis, can result in different flavonoid

levels (16, 21, 22).

Brazil is rich in tropical and subtropical fruits, which are frequently consumed fresh. The

objective of this study was to determine three major flavonols (myricetin, quercetin and
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kaempferol) and two major flavones (luteolin and apigenin) in these fruits, after optimizing

the extraction/hydrolysis procedure.

MATERIAL AND METHODS

   Fruits. Ripe fresh fruits were sampled and analyzed at five different times from July

2004 to January 2005, harvest time for most of the fruits in Brazil. At each sampling date,

samples of each fruit (1 kg or a minimum of 3 units) were purchased from three

supermarkets or gardens in Campinas, São Paulo. A composite sample was prepared for

analysis as described below. The following fruits were analyzed: acerola (Malpighia glabra

L.) cultivars Olivier and Longa Vida and garden lots of undefined variety; apple (Malus

pumila Mill) cultivars Fuji, Gala, and Golden; cashew apple (Anacardium occidentale L.)

supermarket lots of undefined variety; fig (Ficus carica L.) purple type; guava (Psidium

guajava L.) white and red cultivar Ogawa; jaboticaba (Myrciaria jaboticaba Berg)

supermarket lots of undefined variety; mango (Mangifera índica L.) cultivars Haden,

Palmer, and Tommy Atkins; oranges (Citrus sinensis) cultivars Bahia, Selecta, Lima, and

Pêra; papaya (Carica papaya L.) cultivars Formosa, Golden, and Solo; pitanga (Eugenia

uniflora L.) supermarket and garden lots of undefined varieties; strawberry (Fragaria

ananassa Duch) cultivars Oso Grande, Sweet Charlie, and Kamarossa.

   Chemicals. The standards of myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and apigenin

were purchased from Sigma Chemicals Co. (St. Louis, USA). Water was purified with a

Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, USA). Methanol (HPLC-grade) was

purchased from Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, USA). Reagent grade formic acid
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and ascorbic acid were from Merck (Frankfurt, Germany) and  Labsynth Ltda. (Diadema,

Brazil) respectively.

   Sample preparation. To preserve the labile analytes during storage of samples prior to

analysis, studies on the flavonoid content of food frequently use lyophilized samples. In

this work, samples were analyzed immediately after collection. Aside from the need of a

freeze dryer, lyophilization can cause rupture of cell walls and increase the porosity of the

samples, thus promoting oxidative losses of flavonoids, especially myricetin. Additionally,

to calculate the flavonoid concentrations in the food, it is necessary to measure the moisture

content, and despite being a simple analysis, the moisture content (which is in percentage)

is not too accurate and the error could be carried on to and magnified in the flavonoid

content  (which is at the low mg/kg level).

   For each composite sample small fruits (acerola, jaboticaba, strawberry and pitanga)

taken from the three sampling sites were mixed, quartered to reduce the size of the sample

to approximately 800g, homogenized first in a food processor with 0.135 % w/w ascorbic

acid as antioxidant, then homogenized at speed 25 during 3 min in a Polytron homogenizer

(Polytron System MR2100, Kinematica-AG, Switzerland). For the bigger fruits, the

unedible parts of the fruits taken from the three sampling sites were removed, the fruits

were cut longitudinally into quarters, opposite section were combined, sliced (1-2cm) by

hand and homogeneized as described for the small fruits.

   HPLC analysis. This analysis was performed on a Waters System,  equipped with a

Rheodyne injection valve with a 5 µL fixed loop, a quaternary pump (Waters model 600),

and a UV-Visible photodiode array detector (Waters model 996), controlled by a Millenium

workstation (version 32). A Symmetry C-18 (2.1 x 150 mm, 3.5 µm) Waters columm was
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used, the mobile phase consisted of methanol and water, both acidified with 0.3% formic

acid and the flow rate being 0.2 mL per min. A multilinear gradient was applied from 20:80

to 48:52 in 6 min, this proportion being maintained until 29 min, and then changed to 28:72

in 2 min, this proportion being maintained until 40 min. Finally, the mobile phase was

bought back to the initial proportion of 20:80 in 3 min, maintaining this proportion until 60

min, for column reequilibration before subsequent injection. Analytes were monitored from

200-600 nm and detection at 370 nm were used for quantification. Samples were injected in

duplicate, and the flavonoids were quantified by external standardization.

Standards. Stock solutions were prepared by dissolving the flavonoids in HPLC grade

methanol to a concentration of approximately 500 µg/mL, stored at –18°C, and protected

from light, when in use. Standard stock solutions were found to be stable for over 2 months

at -18ºC. To match the standard and sample solutions, the standard working solution was

prepared as follows: standard stock solutions were diluted in 1.5 mL Milli-Q water to

which 0.08% ascorbic acid was added. One mL of 6M HCl was added and the solution was

made up to 5 mL with methanol.

  Flavonoid extraction and hydrolysis. To insure efficient extraction while avoiding

sample degradation, the factors acid concentration and time for the hydrolysis of the

flavonoid glycosides to the aglycones were optimized using a Central Composite

Experimental Design (CCD) with axial points (23). Each factor was tested at three levels ,

where four points were in the corners of the square of the experimental design, four axial

points were at a codified distance of ±1.41 (±α) from the center of the design, and four

replicates points in the center of the square. This involved 12 experiments, which were

performed in random order. By applying multiple regression analysis on the CDD data, it

was possible to obtain a refined mathematical model for each flavonoid, with all
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coefficients significant ( p < 0.05 ). Statistical F tests were performed to determine

significances of the different models obtained. The three-dimensional plot of these

mathematical models formed the response surface for each aglycone, allowing that

optimum ranges of hydrolysis conditions be obtained. All statistical analysis and tests were

carried out using the statistical package STATISTICA for Windows, version 6.0 from

STATSOFT.

   For this optimization, a 15 g subsample was taken and 10 mL HCl at different initial

molar concentration (three levels) and 25 mL methanol were added. The extraction solution

thus obtained consisted of different final HCl concentration in 50% aqueous methanol

(v/v), and 0.04% antioxidant. After refluxing at 90°C during different periods (three

periods), the extracts was allowed to cool and the volume subsequently made up to 50 mL

with methanol. The sample was passed through a 130 mesh sieve and filtered through a

0.45 µm  polytetrafluoroethylene (PTFE) filter (Millipore Ltd., Bedford, USA) prior to

HPLC analysis.

   Validation of the HPLC method. The linearity of the HPLC method was checked for flavonols

and flavones in the 0.2 – 50 µg/mL range. Calibration was performed by injecting the standard

working solution in triplicates at five different concentrations for each flavonoid work solution,

based on the expected flavonoid content ranges in the samples.

The limits of detection (LOD), calculated as the minimal concentration corresponding to

3.3x(SD/S), SD being the standard deviation of the blank and S the slope of the standard curve (24).

The calculated values were confirmed with actual analytical values under the chromatographic

conditions established. The accuracy of the method, was verified in recovery tests, using acerola

samples spiked with 10 µg/g of flavonol standards and 17 µg/g of flavone standards, the test being

done seven times for each flavonoid.
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RESULTS AND DISCUSSION

   Optimum conditions for extraction/hydrolysis. In the final refined mathematical model

obtained for each flavonoid aglycone, the statistical F test demonstrated the goodness of fit

of the calculated model to the experimental data. The extraction and hydrolysis showed a

dependence on the factors acid concentration and hydrolysis time, which could be

represented by the response surface. The three-dimensional plots of the modelled response

surface for some fruits are shown in Figure 1.

   Based on these data, the optimum conditions for each fruit were: acerola, 0.4M HCl for

90 min; apple, 0.5M HCl for 70 min; cashew apple, 0.2M HCl for 110 min; fig, 0.5M HCl

for 160 min; guava, 0.6M HCl for 55 min; jaboticaba, 0.6M HCl for 45 min; oranges, 1.5M

HCl for 90 min; pitanga, 0.6M HCl for 40 min; strawberry, 1.2M for 120 min.

   HPLC/DAD method Performance.  All standard curves passed through the origin, were

linear in the concentration ranges expected in the samples, with coefficients determination

of 0.9971 to 0.9999. Table 1 presents the standard curve data. The LOD, defined with the

standard curve parameters, were   0.86 µg/g; 0.73 µg/g; 0.86 µg/g; 1.03 µg/g and 2.71 µg/g,

respectively, for myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and apigenin.

   The recoveries mean of the flavonoids in percentages (Table 2) were 87.1%; 94.8%;

95.4%; 96.3% and 94.8%, respectively, for myricetin, quercetin, kaempferol, luteolin and

apigenin. The Coefficients of Variation (CV) showed good repeatability (Table 2).
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Figure 1. Response surface of the extraction and hydrolysis of quercetin in fruits as a

function of (X)= real hydrolysis time in minutes  and (Z)= HCl molar concentration in

hydrolysis solution; the (Y)= regression equations in real model, and the optimum model

work range for acerola, apple and cashew apple.

Y (µg quercetin/ g fruit) =

35,34 + 0,66X – 0,36Z – 3,27X2 – 2,10Z2

+0,37 XZ

Y (µg kaempferol/ g fruit) =

15,07 –0,92X –0,11Z –0,10X2 –0,87Z2

ACEROLA

Y (µg quercetin/ g fruit) =

56,64 –0,37X –6,05Z –4,57X2 –4,01Z2  -

5,87XZ

APPLE

Y (µg myricetin/ g fruit) =

19,96 –1,77X –0,26Z –2,61X2 –1,02Z2

-0,23XZ

Y (µg quercetin/ g fruit) =

11,55 –0,80X –0,44Z –1,27X2 –0,99Z2

-0,80XZ

Y (µg kaempferol/ g fruit) =

2,47  +0,23X –0,08Z –0,25X2 –0,03Z2

-0,09XZ

CASHEW APPLE
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Table 1. Standard Curve Characteristics

flavonoid concentration range

(µg/mL)

coefficient of determination

 ( r2 )

myricetin 0.6 – 23 0.9995

quercetin 0.3 – 48 0.9999

kaempferol 0.18 – 37 0.9997

luteolin 1.1 – 26 0.9989

apigenin 1.6 – 38 0.9971

Table 2. Added Amounts, Recoveries (%) and Coefficients of Variation (CV) of Acerola

Samples Spiked with Flavonoids.

flavonoids added contend in

µg/g of  fruit

mean recovery a (%) CV (%)

myricetin 9.7 87.1 2.4

quercetin 10.0 94.8 2.3

kaempferol 10.2 95.4 3.1

luteolin 21.3 96.3 1.9

apigenin 14.7 94.8 1.4

a Mean of the recovery determinations.

Flavonol and flavone levels in the fruits. Typical chromatograms of the flavonols of

some fruits are shown in Figure 2. Quercetin was found in all fruits, the highest

concentrations being found in apple cultivar Fuji and pitanga, with mean values of 75 and

62-55 mg/kg, respectively. Kaempferol ranged from below the limit of detection (LOD) for

most fruits to about 12 mg/kg in acerola (garden lot). Myricetin was not detected in the
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fruits, except pitanga and cashew apple with about 31-37 and 20 mg/kg, respectively

(Table 3). The flavones luteolin and apigenin were not detected in all the fruits analyzed.

Quercetin was the main flavonol in acerola. Its concentration ranged from 23 to 92 mg/kg

fresh weight, being lowest in the cultivar “Longa Vida” (41 + 11 mg/kg) and highest in the

cultivar “Olivier” (53 + 2.4 mg/kg). Kaempferol varied from 6.4 to 16 mg/kg, being also

lowest in “Longa Vida” (8.7 + 2.9 mg/kg) and highest in the garden lots ( 12 + 3.5 mg/kg).

The kaempferol contents in acerola fruits were the highest among those analyzed in this

study.

Figure 2.  HPLC chromatograms of the flavonoids aglycons of acerola, apple and cashew

apple. Descriptions of the chromatographic conditions are in text.

M = myricetin, Q = quercetin, K = kaempferol

Minutes
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Table 3. Flavonol Content of Brazilian fruits

concentration (mg/kg fresh weight) a

fruit n myricetin quercetin kaempferol

acerola (Malpighia glabra Linn.)
     garden lots (undefined variety) 6 nd 35 - 92

(50 ± 1.3)
7.8 - 16

(12 ±  3.3)
     cultivar Longa Vida 5 nd 23 - 54

(41 ± 11)
6.4 - 12

(8.7 ± 2.9)
     cultivar Olivier 3 nd 50 - 55

(53 ± 2.4)
8.2 - 11

(9.6 ± 1.4)
apple (Mallus pumila Mill.)
     cultivar Fuji (red, with skin) 5 nd 63 - 86

(75 ± 11)
<LQ

    cultivar Golden Delicious (green,
         with skin)

5 nd 28 - 42
(37 ± 6)

nd

    cultivar Gala (red, with skin) 5 nd 40 - 80
(56 ± 16)

<LQ

cashew-apple (Anacardium occidentale L.)
    supermarket lots (undefined
       variety)

5 13 - 28
(20 ± 5.3)

10 - 19
(13 ±3 .5)

<LQ-2,7

fig (Ficus carica L.)
     purple type 5 nd 8.3 - 19

(13 ± 3.9)
nd

guava (Psidium guajava L.)-
    cultivar Ogawa (red) 7 nd 8.4 - 11

(9.7 ± 0.9)
nd

    white type (white) 5 nd 10 - 12
(12 ± 0.8)

nd

jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg)
    supermarket lots (undefined
       variety)

8 nd 8.7 - 13
(11 ± 1.6)

nd

orange (Citrus sinensis)
    cultivar Pêra 5 nd 2.3 - 4.1

(3.0 ± 0.9)
nd

    cultivar Bahia 5 nd 2.9 - 4.8
(3.8 ± 0.8)

nd

    cultivar Lima 5 nd 2.6 - 4.1
(3.2 ± 0.6)

nd

    Cultivar Selecta 4 nd 2.4 - 4.3
(3.2 ± 0.8)

nd

pitanga (Eugenia uniflora L.)
    garden lots(undefined variety) 3 33 - 42

(37 ± 4.1)
56 - 73

(62 ± 9.2)
3.8 – 4.4

(3.9 ± 0.3)
    supermarket lots (undefined
       variety)

4 27  - 36
(31 ± 4.5)

51 - 67
(55 ± 10)

3.1 – 5.8
(4.5 ± 1.1)

strawberry (Fragaria ananassa Duch.)
    cultivar Kamarossa 3 nd 7.2 - 8.8

(7.8 ± 0.9)
5.6 – 7.9

(7.0 ± 1.2)
    cultivar Oso Grande 5 nd 8.6  - 14

(11 ± 2.2)
5.5 – 13

(8.9 ± 2.5)
    cultivar Sweet Charlie 2 nd 7.3 - 10

(8.8 ± 2.1)
6.2 – 9.8

(7.9 ± 2.6)
a range (mean + standard deviation)
n= number of composite samples analyzed in duplicate
LQ= Limit of Quantitation: myricetina=2.6mg/kg; quercetin=2.3mg/kg; kaempferol=2.6mg/kg
nd= not detected; LOD = Limit Of Detection: myricetina=0.86mg/kg; quercetin=0.73mg/kg;
kaempferol=0.86mg/kg
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The “Golden Delicious” apple cultivar had lower quercetin content (37 + 6 mg/kg),

compared to the apples “Gala” (56 + 16 mg/kg) and “Fuji” (75 + 11 mg/kg). In general, the

apple quercetin levels (28 to 86 mg/kg) obtained in the present study compare well with

findings reported earlier by Arabi et al., (25), Franke et al. (16), Price et al., (26) and Hertog

et al. (17) ranging from 4 to 104 mg/kg, 25 to 80 mg/kg, 26.4 to 75.9 mg/kg and 21 to 72

mg/kg, respectively (Table 4).

Table 4. Comparison of Quercetin and Kaempferol Levels in Apple, Strawberries and

Orange, Reported in Different Studie

concentration range (mg/kg)
fruits references quercetin kaempferol

apple

3 cultivars present study 28 – 86 nd - ‹ 2.7

3 cultivars Arabbi et al. (25) 4 - 104 nd

2 cultivars Franke et al. (16) 25 - 80 ‹ 0.1

4 cultivars Price et al. (26) 26.4 – 73.9 nd

6 cultivars Hertog et al. (17) 21 - 72 nd

orange (pulp)

3 cultivars present study 2.3 – 4.8 nd

2 cultivars Franke et al. (16) 4 - 6 nd

2 cultivars Arabbi et al. (25) 8 -  9 nd

strawberry

             3 cultivars present study 7.2   -   14 5.5   -   13

3 samples Hertog et al. (17) 7.7   -   10 7.0   -   16

4 samples Justenssen et al. (31) 6 5

2 cultivars Häkkinen et al. (30) 7 5  -   8

9 cultivars Häkkinen et al.(32) 3   -   5 2   -   9

1 variety Franke et al. (16) 9 6

3 Varieties Cordenunsi et al. (29) 39   -    53 13   -   21

nd = not detected
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   Unlike the other fruits, cashew apple had myricetin (19.9 + 5.5 mg/kg) as the major

flavonol followed closely by quercetin (13.4 + 3.5 mg/kg). Kaempferol ranged from below

the LQ to 2.7 mg/kg. The cashew-apple lots analyzed in the present study were purchased

at local supermarkets and were mixtures of 3 types, elongated yellow, elongated red and

round red, which botanically are not considered established cultivars.

   Only quercetin was found in fig, guava, and jaboticaba with similar concentration

ranges. The purple fig had 8.3 to 19 mg/kg quercetin. The red guava “Ogawa” had slightly

lower quercetin concentration (9.7 + 0.9 mg/kg) compared to the white type (12 + 0.8

mg/kg). The anthocyanin-rich jaboticaba had 11 + 1.6 mg/kg quercetin. Miean et al. (18),

reported myricetin and apigenin contents of 549.5 and 579.0 mg/kg dry weight,

respectively, in guava.

Quercetin was also the only flavonol detected in the four cultivars of oranges analyzed

but at much lower levels (about 3 mg/kg of pulp). This is not surprising since the

flavanones hesperidin and narirutin are the predominant flavonoids in orange pulp (16, 25),

orange juice (27) and peel (28).

Among the fruits investigated in the present study, pitanga had the highest myricetin

content (31 + 4.5 and 37 + 4.1 mg/kg, respectively, for the supermarket and garden lots). It

also presented the highest quercetin concentration (55 +10 and 62 + 9.2 mg/kg,

respectively, for the supermarket and garden lots). This fruit also had kaempferol but at

levels (3.9 + 0.3 and 4.5 + 1.1 mg/kg, respectively, for the supermarket and garden lots)

lower than those of acerola and strawberry.

 In strawberry, the lowest quercetin and kaempferol values were observed in the cultivar

“Kamarossa” (7.8 + 0.9 and 7.0 + 1.2 mg/kg, respectively) and the highest in the cultivar
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“Oso Grande” (11 + 2.2 and 8.9 + 2.5 mg/kg, respectively). In general, our findings with

strawberry compare well with those reported in earlier studies (Table 4). In the present

study quercetin concentrations were higher than those of kaempferol, similar to the pattern

found by several authors (16, 29, 30, 31), although Cordenunsi et al, (29) obtained much

higher values than our results and those of the other authors.   On the other hand, Hertog et

al. (17) and Häkkinen et al. (32), reported kaempferol as the main flavonol in strawberries,

although the ranges of Hertog et al.(17) are close to ours. The concentrations found by

Häkkinen et al. (32) are lower.

   Conclusions. Among the Brazilian fruits analyzed, the best sources of flavonoids are

pitanga and cashew apple, containing the three flavonols, and acerola, containing quercetin

and kaempferol.
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Resumo

Foram analisadas 24 amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) provenientes do Sul

do Brasil e os extratos simulando a bebida chimarrão preparados destas, quanto ao

conteúdo de flavonóis miricetina, quercetina  e kaempferol, e as flavonas luteolina  e

apigenina. Empregou-se análise de superfície de resposta para definir as condições ótimas

de hidrólise/extração para obtenção dos flavonóides na forma aglicona. Para quantificação,

usou-se cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjo de diodos e coluna

C18. A fase móvel foi metanol:água (acidificados com 0,3% de ácido fórmico) em

gradiente linear. Os teores de quercetina variaram de 19 a 65 µg/mL no chimarrão e de

1090 a 3940 µg/g na erva-mate. Os teores de kaempferol variaram de 8 a 18 µg/mL no

chimarrão e de 447 a 1000 µg/g na erva-mate. Observou-se que a erva-mate contém teores

de flavonóis superiores em 13,3% para quercetina (µg/g) e 15,0% para kaempferol (µg/g),

quando comparado ao chimarrão, indicando que o extrato elaborado não extrai totalmente

os flavonóis da erva-mate. As amostras dos ervais nativos contiveram menores teores de

quercetina que as dos ervais plantados.

Palavras-chave: Flavonóides; Erva-mate (Ilex paraguariensis L.); Análise por CLAE
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1. Introdução

O mais distribuído e diverso dos grupos fenólicos é o dos flavonóides, que tem o

esqueleto C6-C3-C6, cujas classes são diferenciadas no grau de insaturação e oxidação do

anel intermediário. As principais classes de flavonóides são: flavonóis, flavonas,

flavanonas, catequinas (ou flavanóis), antocianidinas, isoflavonas. São constituintes

importantes da dieta humana e comumente encontrados em vegetais como legumes, cereais

e frutas e seus produtos derivados e também em chá, cidra, óleo e vinho, (Erlund et al.,

2004; Maiani et al, 1997; Ross et al., 2002). Os flavonóides contribuem com as

características sensoriais como cor, sabor e adstringência de alimentos (Ross et al., 2002;

Robards et al., 1997).

Existem agora evidências convincentes que o desenvolvimento de doenças

cardiovasculares e câncer está associado a espécies reativas que iniciam reações que

causam danos a moléculas orgânicas de importância biológica no organismo e, além disso,

que os efeitos podem ser amenizados por constituintes da dieta (Block et al., 1992;

Cheeseman et al., 1993; Hertog, et al., 1993; Keli et al., 1996; Knekt et al., 1996; Rimm et

al., 1996 ). Os flavonóides, bem como os carotenóides e outros metabólitos secundários,

tem demonstrado agir como antioxidantes e acredita-se que contribuam com os efeitos

benéficos dos vegetais e frutas à saúde (Wilms et al., 2005; DiSilvestro, 2001; Schieber et

al, 2001; Fremont, et al., 1998; Ness, et al., 1997).

Além dos fatores intrínsecos como enzimas geneticamente controladas, os conteúdos de

flavonóides nas plantas são fortemente influenciados por fatores extrínsecos como estação,

clima, grau de amadurecimento, preparação do alimento, e processamento.

Exceto para catequinas, os flavonóides ocorrem como derivados glicosídicos nas

plantas, (Aherne et al, 2002, Hertog et al, 1992b e 1992a ; Crozier et al, 1997).  A
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glicosilação aumenta a polaridade da molécula, que é necessária para estocagem nos

vacúolos das células das plantas (Harborne 1999; Edreva, 2005).

A hidrólise dos glicosídios para agliconas oferece um método prático para determinação

dos flavonóides, (Hertog et al, 1992a; Rommel et al., 1993), sendo empregada pela maioria

dos estudos de níveis de flavonóides em alimentos (Franke et al, 2004; Hertog et al, 1992b;

Matsubara et al., 2001). Hertog et al. (1992a) observaram maior eficiência na extração dos

flavonóides agliconas com solução aquosa a 50% de metanol.

A erva-mate (Ilex paraguariensis) consumida na forma de chimarrão no sul do Brasil,

segundo estudos de amostras comercializadas em Campinas, São Paulo, é fonte de

flavonóis quercetina e kaempferol ( Matsubara, 2001).

Este estudo teve por objetivo determinar os teores dos flavonóis miricetina (M),

quercetina (Q) e kaempferol (K), e as flavonas luteolina (Lu) e apigenina (Ap), após

otimização do procedimento em amostras de chimarrão preparadas de erva-mate

provenientes do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Para verificar se o conteúdo

de flavonóides é totalmente transferido ao chimarrão, foram analisadas também as amostras

de erva-mate.

2.  Materiais e métodos

2.1.  Reagentes e Soluções.

O metanol e acetonitrila de grau cromatográfico da JT Baker (Phillipsburg, USA) e o

ácido acético, ácido fórmico, ácido ascórbico e ácido clorídrico de grau analítico foram

adquiridos da Labsynth Ltda. (Diadema, Brasil). A água utilizada para o preparo das fases
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móveis foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore). As fases móveis foram filtradas em

filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45µm de diâmetro.

Os padrões de M, Q, K, Lu e Ap foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis,

EUA). Soluções estoque dos padrões foram preparadas pela dissolução de cada flavonóide

em metanol grau cromatográfico, em concentração de aproximadamente 500 µg/mL,

conservadas a –18ºC e protegidas da luz. As soluções estoque apresentaram estabilidade

superior a 2 meses em –18ºC. A solução de trabalho para cada padrão foi preparada

simulando as condições após hidrólise das amostras. Alíquotas da solução foram diluídas

em 1,5mL de água purificada em Milli-Q com 0,08% de ácido ascórbico. A esta solução foi

adicionado 1mL de HCl 6M e o volume foi completado a 5mL com metanol.

2.2.  Amostras.

Vinte e quatro amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) foram obtidas dos estados

da Região Sul do Brasil, fornecidas diretamente pelos produtores, sendo quatorze amostras

do estado do Paraná, três amostras de Santa Catarina e sete  amostras do Rio Grande do

Sul. Cada  amostra foi composta de três a cinco embalagens de 700 a 1000g de erva moída

a granel. Para composição de cada amostra analítica as embalagens foram misturadas,

homogeneizadas, quarteadas, sub-amostras foram retiradas e pesadas.

2.3  Preparação dos extratos de chimarrão.

Para simular a bebida chimarrão foi preparado um extrato seguindo metodologia

validada por Duarte et al. (2000). Para cada amostra, 5g em duplicata foram pesadas em
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balão volumétrico de 250 mL e o volume completado com água a 70°C. A infusão foi

agitada por 3 minutos e filtrada sob vácuo.

2.4.   Extração da erva-mate.

Amostra de 2 g de cada erva-mate foi macerada com 100mL de solução H2O:MeOH

(1:1) e deixado por uma noite com agitação mecânica, a temperatura ambiente.

Seguiram-se  três extrações com 25mL da solução hidro-metanólica a 50% sob refluxo

por 30 minutos, juntando todos extratos em balão volumétrico, o volume completado a

200mL com a solução hidro-metanólica.

2.5.  Análise por CLAE.

Foi empregado um cromatógrafo  a líquido Waters, controlado pelo Software

Millennium 32, com detector de arranjo de diodos (DAD) modelo 996,  injetor manual com

alça de volume fixo de 20µL Rheodyne, e coluna Nova Pak C18 (3,9 X 150 mm, 4 µm) da

Waters. A detecção foi fixada em 370nm e os espectros obtidos na faixa de 200 a 600nm.

Cada hidrolisado foi filtrado em filtro PTFE da Millipore, de  0,45µm de diâmetro, antes da

análise por CLAE.

Para definir as condições cromatográficas que permitiram a separação dos flavonóides

agliconas, foi  empregada a seguinte estratégia. Utilizando a solução padrão de trabalho,

foram inicialmente testados vários gradientes de fases móveis aquosas com solventes

orgânicos, metanol ou acetonitrila, acidificadas com 0,3% de ácido acético ou ácido

fórmico. Posteriormente, extratos hidrolisados das amostras de chimarrão, com ou sem
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adição de padrões, foram injetados no cromatógrafo, inicialmente sob as melhores

condições conseguidas para os padrões. Estas condições foram modificadas até se

conseguir a melhor separação dos flavonóides constituintes do chimarrão.

A quantificação foi por padronização externa e a identificação pelo conjunto de dados

de tempo de retenção, adição de padrões e espectro de absorção obtido pelo  DAD.

2.6. Otimização da extração e hidrólise dos flavonóides por análise estatística.

Para obter a máxima eficiência da hidrólise sem promover degradação, as condições

para esta etapa foram otimizadas utilizando Delineamento Estatístico de Composição

Central (DCC), (Barros Neto et al., 1995). Foram avaliados os fatores concentração do

ácido e tempo de hidrólise em três níveis (Tabela 1). Um DCC com k-fatores e três níveis

requer 2k + 2k + C experimentos, assim, considerando dois fatores e quatro replicatas do

ponto central (C), o planejamento envolveu 12 experimentos. O planejamento experimental

com os valores codificados, que foram executados em ordem aleatória, é apresentado na

Tabela 1. A resposta Y ou variável dependente foi a concentração das agliconas quercetina

e kaempferol na amostra de chimarrão.

Para execução do experimento, foram tomados 15mL de chimarrão, adicionados de

0,02g de ácido ascórbico como antioxidante, 10mL de HCl em diferentes concentrações

molares iniciais (três níveis) e 25mL de metanol. A solução de extração assim obtida

consistiu de diferentes concentrações molares finais de HCl em solução aquosa a 50% em

metanol (v/v), com  0,04%  de antioxidante. Após   o   refluxo  a  90ºC   durante   diferentes
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períodos (três tempos), os extratos foram resfriados e o volume completado a 50mL com

metanol.

Tabela 1

Condições experimentais do Delineamento Estatístico de Composição Central (DCC)

Fatores (valores codificados estão

entre parênteses)

Y=Concentração de flavonóis

obtidos no chimarrão (µg/g)Experimento

(seqüência

teórica)

Concentração

molar HCl

Tempo de

hidrólise(min) Quercetina Kaempferol

1 0,8M (-1) 30 (-1) 1049,0 458,1

2 1,6M (+1) 30 (-1) 1200,4 569,3

3 0,8M (-1) 90 (+1) 1415,2 662,6

4 1,6M (+1) 90 (+1) 1202,0 549,9

5 0,8M (-1) 60 (0) 1227,8 528,2

6 1,6M (+1) 60 (0) 1253,7 555,2

7 1,2M (0) 30 (-1) 1299,7 555,3

8 1,2M (0) 90 (+1) 1426,7 658,7

9 1,2M (0) 60 (0) 1452,5 681,9

10 1,2M (0) 60 (0) 1457,5 692,8

11 1,2M (0) 60 (0) 1455,0 680,9

12 1,2M (0) 60 (0) 1451,1 698,0

A hidrólise e extração podem ser otimizadas estatisticamente se o valor das

concentrações das agliconas dos flavonóides for conhecido como uma função dos fatores

experimentais, gerando um modelo matemático. Um gráfico dessa função produz a

superfície de resposta para as agliconas que é obtida aplicando regressões lineares múltiplas

para os teores das agliconas (µg/g), em função dos fatores experimentais. Foi realizado
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teste estatístico de F para determinar a significância dos diferentes modelos obtidos. A

análise estatística completa foi conduzida separadamente para a definição da condição de

extração e hidrólise de cada tipo de aglicona presente no chimarrão. Todas as análises e

testes foram conduzidos utilizando o pacote estatístico Statistica for Windows, versão 6.0

da STATSOFT.

2.7. Validação do método.

A linearidade do método por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção

fixada em 370nm em detector de arranjo de diodos foi verificada além de duas ordens de

grandeza para flavonóis e flavonas na faixa de 1 – 40 µg/mL. As curvas analíticas foram

construídas pela injeção em triplicata de soluções padrões de trabalho em cinco

concentrações diferentes, baseadas na faixa esperada dos seus teores no chimarrão e

extrato.

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), foram calculados como a mínima

concentração correspondente a 3,3x(SD/S) e 10x(SD/S) respectivamente, sendo SD o

desvio padrão do coeficiente linear e S a inclinação da curva de calibração (Shabir, 2003).

Para verificar a exatidão e precisão do método, valores de sete recuperações foram

estudadas para um nível de concentração, sendo de aproximadamente 420 µg/g de erva para

os flavonóis e 850 µg/g de erva para as flavonas na hidrólise. Todas as determinações

foram conduzidas em duplicata.
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3. Resultados e discussão

3.1. Condições cromatográficas ótimas

Utilizando a estratégia proposta foi definida a melhor condição cromatográfica para

separação  dos flavonóides agliconas do chimarrão após extração/hidrólise. Inicialmente

para a mistura de padrões, a fase móvel  composta de água e acetonitrila, acidificadas com

0,3% de ácido fórmico, não separaram os picos de quercetina e luteolina , bem como a

apigenina do kaempferol, conforme também relatado por outros autores (Hertog et al.,

1992a). Água e metanol, acidificados com 0,3% de ácido acético resultaram em boa

separação dos compostos porém os picos apresentaram cauda. A melhor separação dos

padrões foi conseguida com a fase móvel metanol e água acidificados com 0,3% de ácido

fórmico, iniciando na proporção de 20:80, chegando a 45:55 em cinco minutos, 48:52 em

17 minutos e 20:80 em 20 minutos, sempre com gradiente linear. Para o chimarrão, porém,

a adição de padrões verificou a co-eluição com componentes do chimarrão, inclusive com

espectros de absorção mostrando a presença de misturas dos compostos. A separação da M

e Q dos componentes da erva foi conseguida iniciando com a composição da fase móvel em

20:80 (MeOH:H2O), ambos com 0,3% acido fórmico, passando para 38:62 em 1 minuto e

permanecendo até aos 6 minutos, passando para proporção 40:60, aos 7 minutos. Para

separar a Ap do último componente da amostra foi preciso patamar isocrático de pelo

menos 10 minutos antes da eluição destes , Figura 1.
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Figura 1

Cromatogramas típicos dos flavonóides no A) chimarrão e B) chimarrão adicionado de

padrões. M= miricetina, Q= quercetina, K= kaempferol, Lu=luteolina e Ap=apigenina. Fase

móvel, metanol e água acidificados com 0,3% de ácido fórmico, iniciando com 20:80,

chegando em 38:62 em 1 minuto, durante 5 minutos e  aos 7minutos passando para 40:60,

até os 25 minutos,   voltando para 20:80 em 5 minutos para re-equilíbrio da coluna, sempre

com gradiente linear. Coluna: Nova Pak C18 (3,9 X 150 mm, 4µm) da Waters

3.2. Condições ótimas de extração e hidrólise dos flavonóides

A Tabela 1 apresenta as concentrações em µg/g (Y), obtidas para os flavonóis agliconas

em chimarrão para diferentes condições experimentais do DCC.

A

B
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Utilizando os valores codificados, foram calculadas por regressões múltiplas as

estimativas dos efeitos (parâmetros b) do modelo matemático de regressão (Eq. 1) e foram

determinados seus erros padrões.

 Y =  b0 + b1X + b2Z + b11X
2 + b22Z

2 + b12XZ                             Eq.(1)

Ao nível de 95% de confiança, todos os parâmetros do modelo refinado para extração e

hidrólise das agliconas foram estatisticamente significativos (p<0,05), (Tabela 2).

Os cálculos da análise de variância (ANOVA) para os resultados da regressão são

apresentados na Tabela 3. As relações entre o quadrado médio da regressão pelo quadrado

médio do resíduo foram 47,1 e 15,4 para os modelos da quercetina e kaempferol,

respectivamente. Estes valores são muito superiores aos valores de F(5,6) = 4,39 e F(4,7) =

4,12 para o nível de 95% de confiança, para quercetina e kaempferol, respectivamente,

indicando equações de regressão válidas para utilização do modelo quadrático. Os valores

dos resíduos apresentados na Tabela 3, foram baixos quando comparados com os

respectivos valores de regressão, e os baixos valores dos erros puros, que mostram a

magnitude do erro experimental.

As Equações 2 e 3 representam o modelo experimental codificado para extração e

hidrólise da quercetina e kaempferol, respectivamente em função das variáveis estudadas,

onde  X = concentração molar  de HCl na solução de hidrólise, e  Z= tempo de hidrólise em

minutos.

Y (µg/g) = 1442,898-5,98702X -82,47578Z -179,944X2 -57,4285Z2 -91,1374XZ            Eq (2)

Y (µg/g) = 671,7971 + 48,08482Z -96,8557X2 -31,582Z2 -55,9553XZ                             Eq (3)
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Tabela 2

Estimativa dos efeitos da regressão do modelo polinomial quadrático, erro puro e

significância (p), dos teores de flavonóis agliconas em chimarrão

Quercetina KaempferolCoeficientes
Estimativa
dos
Coeficientes
do
polinômio

Erro
Puro

p
Estimativa
dos
Coeficientes
do
polinômio

Erro
Puro

p

b0 1442,9 1,3 1,5E-09 671,8 3,8 4,1E-07
b1 -5,9 1,1 1,3E-03 - - -
b2 82,5 1,1 5,9E-06 48,1 3,4 7,0E-05
b11 -179,9 1,7 1,9E-06 -969 5,1 3,0E-05
b22 -57,4 1,7 5,9E-05 -31,6 5,1 8,6E-04
b12

-91,1 1,4 8,1E-06 -55,9 4,2

9,0E-
05

p – significância de 5%

Tabela 3

Análise de variância (ANOVA) para os flavonóis em chimarrão

Flavonol Fonte de
variação

Soma dos
quadrados

Graus de
liberdade

Quadrado
médio

Fcalculado F tabelado

Regressão 201954,5 5 40390,9 47,1 F(5,6)=4,39
Resíduo 5148,9 6 858,15
Falta de
ajuste

5125,1 3

Erro puro 23,8 3

Quercetina

Total 207103,4 11
Regressão 63650,0 4 15912,5 15,4 F(4,7)=4,12
Resíduo 7244,6 7 1034,9
Falta de
ajuste

7034,4 4

Erro puro 210,2 3

Kaempferol

Total 70894,6 11
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A relação entre as variáveis independentes e a dependente é representada

tridimensionalmente pela superfície de resposta  gerada pelos modelos das equações para as

agliconas dos flavonóis, conforme Figura 2.

Figura 2

Superfícies de resposta para determinação das agliconas  quercetina e kaempferol em

amostras de chimarrão, em função da concentração molar do HCl, e tempo de hidrólise em

minutos.

Analisando estas superfícies dentro dos limites do experimento executado, observa-se

as faixas ótimas de trabalho para determinação dos flavonóis no chimarrão. Para quercetina

a faixa compreende valores de 0,9M a 1,3M de HCl e 60 a 90 minutos de tempo de

hidrólise, para o kaempferol compreende valores de 0,7M a 1,3M de HCl e 60 a 90 minutos

de hidrólise. Os ensaios no ponto central (0), ou seja, concentração de 1,2 molar  de HCl e

60 minutos de hidrólise, foram as condições ótimas que resultaram nos maiores teores das

agliconas estudadas no chimarrão.
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3.3. Desempenho do método analítico.

As curvas analíticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas faixas de

concentração em que se encontraram as amostras, com coeficientes de determinação entre

0,9998 até 1,0000.  A Tabela 4 mostra os dados obtidos de cada curva.

Tabela 4

Propriedades das curvas analíticas

Flavonóide Faixa de concentração

(µg/mL)

Coeficiente de

determinação

Miricetina 3 - 40 0,9998

Quercetina 3 - 40 0,9999

Kaempferol 1 - 21 0,9999

Luteolina 2,5 - 32 1,0000

Apigenina 2,5 - 31 0,9999

Os Limites de Detecção obtidos pelo método da curva analítica resultaram nos

valores de 83 µg/g ; 14 µg/g ; 40 µg/g ; 25 µg/g e 18 µg/g, respectivamente, para

miricetina, quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina.

As médias dos sete valores de recuperação dos flavonóides em percentagem (Tabela

5) foram 89,7%; 94,4%; 99,0%; 98,6% e 97,9%, respectivamente, para miricetina,

quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina. A precisão (repetitividade) foi

demonstrada pelos Coeficientes de Variação das recuperações, expressos na Tabela 5.
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Tabela 5

Valores adicionados, recuperação em percentagem e Coeficientes de Variação (CV) das

recuperações dos flavonóides estudados sobre amostra de chimarrão

Flavonóide Conteúdo

adicionado em

µg/g de erva

Recuperaçãoa

média  em (%)

CV (%)

Miricetina 498,3 89,7 1,7

Quercetina 445,0 94,4 2,1

Kaempferol 441,7 99,0 2,2

Luteolina 885,0 98,6 2,4

Apigenina 851,7 97,9 1,8

a Média de sete determinações.

3.4. Teores de flavonóides em chimarrão e erva-mate

Em todas amostras analisadas não foram detectados o flavonol miricetina, e as flavonas

luteolina e apigenina. A Tabela 6 apresenta os teores de quercetina e kaempferol em

chimarrão e erva-mate. Observou-se que a quercetina nas amostras de ervais nativos

resultou em menores teores do flavonol quando comparado as correspondentes amostras de

ervais plantados.

Os teores de quercetina variaram de 19 µg/mL a 65 µg/mL para chimarrão e de 1090

µg/g a 3940 µg/g na erva-mate. Os conteúdos de kaempferol variaram de 8 µg/mL a 18

µg/mL para chimarrão e de  447 µg/g a 1000 µg/g para erva-mate. Considerando somente

as amostras de chimarrão do Paraná as faixas foram 20 - 65 µg/mL para quercetina e 9 - 14

µg/mL para kaempferol. Os valores correspondentes para as amostras de chimarrão do Rio
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Grande do Sul foram 19 - 64 µg/mL e 8 - 18 µg/mL. Considerando as variações naturais de

amostras de alimentos e bebidas, estas faixas são equivalentes. As três amostras de Santa

Catarina encaixaram nesta faixa.

Comparando-se os valores obtidos no trabalho com os da literatura (Tabela 7), os

presentes valores são comparáveis aos relatados por Matsubara, (2001).  Filip et al. (2001)

analisaram a amostra diretamente sem hidrólise, quantificando apenas as formas agliconas

livres na infusão, portanto os teores são muito mais baixos.

 Para verificar a eficiência da passagem dos flavonóis da erva-mate para o chimarrão, o

conteúdo do flavonol foi calculado em teores de µg/g da erva utilizada para a infusão e

relacionada ao teor em µg/g da erva. A percentagem (razão entre o teor do flavonol obtido

do chimarrão e da erva-mate, multiplicado por 100), variou de 74,2% a 95,5% (média de

86,7%) para a quercetina e de 68,2% a 99,5% (média de 85,0%) para o kaempferol,

indicando que a preparação de bebida por chimarrão não extrai totalmente o conteúdo de

flavonóis da erva-mate.
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Tabela 6

Conteúdos (µg/g) de quercetina e kaempferol em chimarrão e erva-mate

Quercetina Kaempferol

Amostras

Chimarrão

(µg/mL)

Chimarrão

(µg/g folhas)

Erva-

mate

(µg/g)

Chimarrão

(µg/mL)

Chimarrão

(µg/g folhas)

Erva-

mate

(µg/g)

1N-PR 20 1000 1250 9 468 470

1P-PR 60 3000 3300 13 638 650

2N-PR 39 1950 2380 9 469 481

2P-PR 45 2230 2510 11 526 580

3N-PR 22 1080 1230 11 547 578

3P-PR 37 1830 2000 10 509 602

4-PR 49 2460 3150 12 583 805

5-PR 55 2750 3320 14 709 822

6-PR 65 3270 3940 13 642 830

7-PR 48 2420 2690 14 723 802

8-PR 46 2320 3120 10 500 682

9-PR 28 1410 1860 13 642 890

10-PR 47 2350 2530 11 554 653

11-PR 52 2580 2840 12 608 700

12-RS 37 1830 2080 10 489 631

13-RS 45 2240 2580 11 559 820

14-RS 59 2930 3290 11 539 617

15-RS 64 3180 3330 8 404 542

16N-RS 19 972 1090 9 446 613

16P-RS 35 1770 1920 18 913 1000

17-RS 64 3200 3650 8 402 447

18-SC 31 1550 1640 11 535 555

19-SC 30 1500 1640 11 528 587

20-SC 29 1430 1670 10 507 597

N= erva nativa; P= erva plantada; PR= Paraná; SC= Santa Catarina; RS= Rio Grande do Sul

Limite de detecção: miricetina= 83 µg/g ; quercetina= 14 µg/g ; kaempferol= 40 µg/g ; luteolina= 25 µg/g e

apigenina= 18 µg/g
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Tabela 7

Comparação dos níveis de flavónóis em infusões de erva-mate (Ilex paraguariensis)

Faixa de Concentração (µg/g folha)

Referência

Preparação das Amostras

(Ilex paraguariensis) Quercetina Kaempferol

Presente Estudo Chimarrão (com hidrólise)

(n=24)

972  a 3270 402  a 913

Filip et al, 2001 Infusão (sem hidrólise)

(n=1)

31 +  9 12  +  3

Matsubara et al,

2001

Infusão (com hidrólise)

(n=3)

2000 a 3300 400 a 600

n= número de amostras analisadas
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Resumo

Compostos fenólicos são encontrados em chás e são extremamente diversos incluindo

flavonóides e os ácidos hidroxicinâmicos. Muitos compostos fenólicos ( p.ex. ésteres

cafeicos, quercetina), influenciam nas propriedades sensoriais dos alimentos, bem como

demonstram atividades fisiológicas benéficas a saúde do homem. No sul do Brasil,

consome-se o chimarrão, preparado da erva-mate (Ilex paraguariensis), que é fonte destes

compostos fenólicos. O objetivo deste trabalho foi determinar o flavonol glicosídico rutina

e os ácidos hidroxicinâmicos, ácido cafeico e 5-CQA (ácido 5-cafeoilquínico) em

chimarrão preparado de 12 amostras de erva-mate provenientes do Paraná e Rio Grande do

Sul. Para verificar se estes compostos são totalmente transferidos ao chimarrão, foram

analisadas também as amostras de erva-mate. O chimarrão foi obtido da infusão a partir de

5g de erva-mate em 250mL de água a 70ºC. Um extrato hidro-metanólico da erva-mate foi

obtido por maceração de 2,5g das amostras em 100mL solução H2O:MeOH (1:1) por uma

noite com agitação, seguida de três extrações com solução hidro-metanólica 50% sob

refluxo por 30minutos. Usou-se cromatógrafo líquido, com injetor Rheodyne, coluna

Symmetry C18, 3,5µm (2,1x150mm) e detector de arranjo de diodos. Utilizou-se fase
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móvel  metanol:água (acidificados com 0,45% de ácido fórmico) sempre em gradiente

linear. Ácido cafeico livre não foi detectado nas amostras. Nas ervas, os teores de rutina

variaram de 0,04 a 0,15 mg/mL  no chimarrão e de 2,37  até  8,03 mg/g na erva-mate. O 5-

CQA variou de 0,25 a 0,49 mg/mL  no chimarrão e de 13,1 a 24,7 mg/g na erva. A

preparação de bebida por chimarrão extraiu de  82,0  a 96,3 % da rutina  e quase a

totalidade do 5-CQA da erva.

Palavras-chave: Rutina; Ácido 5-cafeoilquínico; Ácido cafeico; Erva-mate (Ilex

paraguariensis); Chimarrão
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1. Introdução

Compostos fenólicos são constituintes bioativos de chás e estão relacionados com as

propriedades sensoriais destes (Graham et al., 1992; Hara et al., 1995; Harbowy et

al.,1997). Formam uma das principais classes de metabóticos secundários das plantas com

uma grande variação de estruturas e funções. São definidos pela origem metabólica

(Robards et al., 1999 e 1997; Aherne et al., 2002), sendo substâncias derivadas da rota

shiquímica e do metabolismo fenilpropanóide. A classificação dos principais grupos é

baseada no tipo e número de conjugados ao fenol. O mais distribuído e diverso dos grupos

fenólicos é o dos flavonóides, construído sobre o esqueleto flavona (C6-C3-C6), no qual a

ponte de três carbonos entre os grupos fenil normalmente é ciclisado com oxigênio

(Robards et al., 1999). As classes de flavonóides são diferenciadas no grau de insaturação,

hidroxilação, e oxidação do segmento de três carbonos. As principais classes de flavonóides

incluem: flavonóis, flavonas, flavononas, catequinas (ou flavanóis), antocianidinas,

isoflavonas. São normalmente encontrados na forma glicosídica em frutas, verduras e chás

(Crozier et al.,1997; Filip et al., 2001; Yao et al., 2004; Arabbi et al., 2004).

Os ácidos cinâmicos são uma série dos ácidos trans-fenil-3-propenóicos (C6-C3),

diferindo nas substituições do anel fenólico. Os mais comuns são o ácido cafeico (ácido

3,4-dihidroxicinâmico), ferúlico (ácido 3-metoxi, 4-hidroxicinâmico), e p-coumárico (ácido

4-hidroxicinâmico) (Rice-Evans et al., 1996). Raramente encontrados como ácidos livres na

natureza,  estão normalmente conjugados ao ácido quínico, málico ou tartárico, ou  com

glicosídios ou lipídios, entre outros (Clifford et al., 2000). O conjugado mais conhecido é o

ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA), às vezes referido como ácido clorogênico (CGA), termo

que segundo IUPAC deve ser utilizado apenas para se referir à família de ésteres formados

entre ácidos trans-cinâmicos e o ácido quínico. Esses compostos ocorrem naturalmente
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distribuídos no reino vegetal e em seus produtos, alimentos e bebidas (De Maria et al.,

1999; Trugo et al., 1984; Awad et al., 2001; Clifford et al., 1999). Dados publicados por

Clifford et al. (1999) apontam o 5-CQA, 3-CQA e 3,5-diCQA como as principais formas

encontradas em folhas de mate.

A ação antioxidante dos fenólicos nos chás é vista como benéfica para o organismo

humano, onde são oxidados em preferência a outros constituintes do alimento ou

componentes celulares e tecidos (Wiseman et al., 1997; Dreosti, I.E., 2000; Toit et al.,

2001). Filip et al. (2000) correlacionaram  a atividade antioxidante da infusão de erva-mate

com o conteúdo de rutina, quercetina , kaempferol e derivados cafeoílicos desta.

  Ilex paraguariensis St. Hilaire (erva-mate), cresce naturalmente ou é cultivada na

Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. A parte aérea da planta é preparada em forma de

infusão, para consumo, de três formas diferentes: o mate tradicional, que é a forma

principal, onde se coloca erva-mate em um recipiente similar a um vaso, sobre o qual se

verte água quente (entre 70 a 850C) e se suga por meio de uma bomba. A segunda forma, de

uso durante os meses de verão ou em regiões quentes, é similar a anterior, porém utilizando

água a temperaturas que variam entre 5 e 100C (tererê). A terceira forma de consumo é uma

infusão preparada de maneira similar aos chás (Ramallo et al., 1998). Dentre os estados

brasileiros consumidores, destacam-se os da região Sul. Verifica-se que do total de erva-

mate processada no Brasil, aproximadamente 80% é consumido no mercado interno,  o

restante sendo exportado para o Uruguai, Chile,  Alemanha e Estados Unidos.

A relevância do caráter social da atividade ervateira é demonstrada pelos indicadores

das propriedades rurais envolvidas, ou seja, um total aproximado de 180.000 produtores.

Além disso, essas propriedades envolvidas com a erva-mate permitem que sejam gerados
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empregos para cerca de 710.000 pessoas, segundo Câmara Setorial da Cadeia Produtiva da

Erva-mate do Paraná (Maccari et al., 2001).

Neste trabalho foram  determinados os conteúdos do flavonol glicosídico rutina,  ácido

cafeico e seu conjugado 5-CQA, utilizando-se cromatografia líquida de alta eficiência

(CLAE). Foram analisadas  12 amostras de erva-mate provenientes dos estados do Paraná e

Rio Grande do Sul, na forma de chimarrão. Para verificar se o conteúdo de rutina,  ácido

cafeico e 5-CQA  é totalmente transferido ao chimarrão, também foram analisadas as ervas-

mate.

2. Materiais e métodos

2.1.  Padrões e reagentes.

O metanol e acetonitrila de grau cromatográfico da JT Baker (Phillipsburg, USA), o

ácido fórmico, ácido ascórbico e ácido clorídrico de grau analítico, foram adquiridos da

Labsynth Ltda. (Diadema, Brasil). A água utilizada para o preparo das fases móveis foi

purificada em sistema Milli-Q (Millipore). As fases móveis foram filtradas em filtros

politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore, com poros de 0,45µm de diâmetro.

Os padrões de rutina, ácido cafeico e o 5-CQA  foram adquiridos da Sigma Chemicals

Co. (St. Louis, EUA). Soluções estoque dos padrões foram preparadas pela dissolução de

cada padrão em metanol grau cromatográfico, em concentração de aproximadamente

1000µg/mL, conservadas a –18ºC e protegidas da luz. As soluções estoque apresentaram

estabilidade superior a 2 meses em –18ºC. Como a altura, forma e tempo de retenção dos

picos cromatográficos podem ser afetados pela composição da solução de injeção, foi
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preparada uma solução padrão de trabalho simulando as condições das amostras. Alíquotas

da solução estoque de cada padrão foram diluídas em 2,5mL de água purificada em Milli-Q

com 0,04% de ácido ascórbico. Esta solução foi completada a 5mL com metanol (solução

padrão de trabalho).

2.2.  Amostras.

Doze amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) foram obtidas dos estados da região

sul do Brasil, fornecidas diretamente pelos produtores, sendo seis amostras do estado do

Paraná e seis  amostras do Rio Grande do Sul . Cada  amostra foi composta de três a cinco

embalagens de 700 a 1000g de erva a granel. Para composição de cada amostra, as

embalagens foram misturadas, homogeneizadas, quarteadas e sub-amostras foram retiradas

para análise.

2.3.  Preparação das amostras.

O extrato produzido em laboratório simulando a bebida chimarrão, foi obtido segundo

procedimento de Duarte et al. (2000). Para cada amostra, 5g em duplicata foram pesadas

em balão volumétrico de 250 mL e o volume completado com água a 70°C. A infusão foi

agitada por 3 minutos e filtrada sob vácuo.

O extrato aquoso com 50% de metanol foi obtido por maceração de 2g das amostras em

100mL de solução H2O:MeOH (1:1) por uma noite com agitação mecânica, a temperatura

ambiente. Seguiu-se então três extrações com 25mL da solução hidro-metanólica a 50%
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sob refluxo por 30 minutos, juntou-se todos os extratos em balão volumétrico e completou-

se o volume a 200mL com a solução hidro-metanólica.

2.4.  Análise cromatográfica.

Utilizou-se sistema de cromatografia a líquida da Waters equipado com injetor manual

Rheodyne, com alça de volume fixo de 5µL, bomba quaternária e detector UV-Vis de

arranjo de diodos (Waters modelo 996), controlado pelo Software Millennium 32. Uma

coluna Symmetry C-18 (2,1 x 150 mm, 3,5 µm) da Waters foi utilizada com metanol:água,

ambos acidificados com 0,45% de ácido fórmico, como fase móvel, num fluxo de

0,2mL/min. Foi aplicado um gradiente linear inicial de 20:80 alterado para 30:70 em 1

minuto, esta proporção mantido até os 3 minutos, alterada para 45:55 aos 4 minutos, assim

permanecendo até aos 13 minutos, alterada para 100:0 até os 18 minutos, mantida até aos

20 minutos, voltando para 20:80 até os 25 minutos, assim permanecendo até o final de 50

minutos de corrida cromatográfica. A detecção foi fixada em 370 nm para rutina, em  325

nm para o ácido cafeico e 5-CQA e os espectros adquiridos na faixa de 200 a 600 nm.

2.5.  Validação do método.

A linearidade do método por CLAE foi verificada além de duas ordens de grandeza

para rutina, ácido cafeico e 5-CQA na faixa de 1 – 190 µg/mL. As curvas analíticas foram

construídas pela injeção em triplicata de soluções padrões de trabalho em cinco

concentrações diferentes, baseadas na faixa dos seus teores esperados no chimarrão e erva-

mate.
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Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), foram calculados como a mínima

concentração correspondente a 3,3x(SD/S) e 10x(SD/S) respectivamente, sendo SD o

desvio padrão do coeficiente linear e S a inclinação da curva de calibração (Shabir, 2003).

Para verificar a exatidão e precisão do método, valores de sete recuperações foram

estudadas utilizando níveis de concentração em torno de 14 mg/g de erva para  a rutina,

2,7mg/g de erva para o ácido cafeico e 17 mg/g de erva para o 5-CQA no chimarrão. Todas

determinações nas amostras foram conduzidas em duplicata.

3. Resultados e discussão

3.1.  Validação do método cromatográfico.

As curvas analíticas passaram pela origem e apresentaram-se lineares nas faixas de

concentração em que se encontraram as amostras, com coeficientes de determinação entre

0,9979 até 0,9999.  A Tabela 1 mostra os dados obtidos de cada curva.

Tabela 1

 Propriedades das curvas analíticas

Composto

Faixa de concentração

(µg/mL) Coeficiente de

determinação

Rutina 4 – 198 0,9999

Ácido cafeico 1 – 21,5 0,9979

5-CQA 2,7 - 135 0,9997
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Os Limites de Detecção foram 0,48 mg/g,  0,12 mg/g  e 0,71 mg/g respectivamente para

rutina, ácido cafeico e 5-CQA.

A média dos sete valores de recuperação dos flavonóides em percentagem (Tabela 2)

foi 98,9%; 99,6% e 99,5%, respectivamente, para rutina, ácido cafeico e 5-CQA. A

precisão (repetitividade) foi verificada pelo coeficiente de variação das recuperações,

expressos na Tabela 2.

Tabela 2

Valores adicionados, recuperações em percentagens e Coeficientes de Variação (CV) das

recuperações dos flavonóides com amostra de chimarrão.

Composto

Conteúdo

adicionado em

mg/g de erva

Recuperação a

média em (%) CV (%)

Rutina 14,37 98,9 1,4

Ácido cafeico 2,72 99,6 2,2

5-CQA 17,12 99,5 2,1
a Média de sete determinações

3.2.  Conteúdo de rutina, ácido cafeico e 5CQA em amostras de chimarrão e erva-mate.

O cromatograma típico para rutina e 5CQA em amostra de chimarrão de erva-mate é

apresentado na Figura 1.

Os teores da rutina e 5-CQA nas amostras analisadas de chimarrão e erva-mate, estão

apresentados na Tabela 3. Em todas as amostras analisadas não foi detectado o  ácido

cafeico livre. Isso  concorda com a observação de Clifford et al. (2000), de que raramente
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ocorre na natureza o ácido cafeico livre. Porém, Mazzafera (1997) analisando infusão não

hidrolisada de erva-mate, relatou teores de ácido cafeico na faixa de 0,31 a 0,38 mg/mL,

Filip et al. (2001) também relataram um teor de 0,23 mg/g de folha de ácido cafeico para

infusão de  Ilex paraguariensis da Argentina.

Figura 1. Cromatogramas típicos de compostos fenólicos em chimarrão. A) Rutina,

detectada em 370nm (tr = 28,5minutos), B) 5-CQA, detectado em 325nm (tr =

10,5minutos). Fase móvel: metanol:água (ambos com 0,45% de ácido fórmico) em

gradiente linear inicial de 20:80 alterado para 30:70 em 1 minuto, esta proporção mantido

até os 3 minutos, alterada para 45:55 aos 4 minutos assim permanecendo até aos 13

minutos, alterada para 100:0 até os 18 minutos, mantida até 20 minutos, voltando para

20:80 até os 25 minutos, assim permanecendo até os 50 minutos de corrida cromatográfica.

Coluna: Symmetry C-18 (2,1 x 150 mm, 3,5 µm) da Waters.
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A variação no conteúdo de 5-CQA no chimarrão foi de 0,25 mg/mL a 0,49 mg/mL e na

erva-mate foi de 13,1 mg/g a 24,7 mg/g . Considerando somente as amostras de chimarrão

do Paraná, a faixa para 5-CQA foi de 0,26 – 0,49 mg/mL, semelhante a faixa para as do Rio

Grande do Sul  de 0,25 – 0,33 mg/mL.

Tabela 3

Conteúdos de rutina e 5-CQA em amostras de chimarrão e erva-mate.

5-CQA Rutina

Amostras Chimarrão

(mg/mL)

Chimarrão

(mg/g folha)

Erva-mate

(mg/g)

Chimarrão

(mg/mL)

Chimarrão

(mg/g folha)

Erva-mate

(mg/g)

1-PR 0,26 13,0 13,1 0,05 2,50 2,61

2-PR 0,31 15,3 15,2 0,12 6,10 6,94

3-PR 0,49 24,3 24,6 0,10 5,20 6,37

4-PR 0,49 24,3 24,7 0,11 5,70 6,81

5-PR 0,40 19,8 19,8 0,15 7,50 8,03

6-PR 0,37 18,3 18,2 0,10 5,00 5,69

7-RS 0,25 12,7 13,1 0,09 4,70 5,28

8-RS 0,29 14,4 14,6 0,12 6,00 6,83

9-RS 0,27 13,3 13,5 0,13 6,50 6,79

10-RS 0,33 16,5 16,8 0,04 2,20 2,37

11-RS 0,27 13,7 13,8 0,07 3,70 3,90

12-RS 0,28 13,9 14,0 0,13 6,50 7,47

PR = Paraná;   RS = Rio Grande do Sul.

Os valores obtidos  de 5-CQA  no presente trabalho, quando comparados aos da

literatura (Tabela 4), são concordantes aos relatados por  Clifford  et al.(1990) e Filip et al.

(2001), em mg/g folha, bem como aos expressos em mg/mL por Mazzafera (1997).
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Tabela 4

Comparação dos níveis de 5-CQA em infusões de erva-mate

Referência Preparo da amostra 5-CQA (mg/mL) 5-CQA(mg/g folha)

Presente estudo Chimarrão (n=12) 0,25 – 0,49 13,0 – 24,3

Clifford  et al., 1990 Infusão (n=5) 5,7 – 20,2

Mazzafera, (1997) Chimarrão (n=3) 0,42 – 0,54

Filip et al., 2001, Infusão (n=1) 28 + 3,0

n= número de amostras analisadas

Os teores de rutina variaram de 0,04 mg/mL a 0,15 mg/mL para chimarrão e de 2,37

mg/g a  8,03 mg/g para erva-mate. No chimarrão das amostras do Paraná, a faixa de rutina

foi de 0,05 – 0,15 mg/mL, semelhante as amostras do Rio Grande do Sul, com faixa de 0,04

– 0,13 mg/mL.

Ricco et al. (1995), somente citaram a presença de rutina em erva-mate. Os conteúdos

de rutina em chimarrão neste estudo foram superiores ao relatado por  Filip et al. (2001)

que constataram um teor de 0,60 + 0,05 mg/g de folha, na infusão de amostra proveniente

da Argentina.

Para verificar a eficiência da passagem dos compostos fenólicos da erva-mate para o

chimarrão, o teor destes foi calculado em mg/g da erva utilizada para a infusão e

relacionado ao teor em mg/g da erva. A percentagem (razão entre o teor dos compostos

fenólicos obtidos do chimarrão e do da erva-mate, multiplicado por 100), variou de 98,4% a

100,6% (média de 99,1%) para o 5-CQA e de 82,0% a 96,3% (média de 89,7%) para a
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rutina, indicando que a preparação do chimarrão pode extrair todo o conteúdo do 5-CQA da

erva-mate, porém, não extrai totalmente o conteúdo de rutina desta.
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CONCLUSÕES GERAIS

1. Para análise dos flavonóides em frutas por CLAE a melhor resolução foi

conseguida com coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 µm) e fase móvel

de metanol e água acidificados com 0,3% de ácido fórmico em gradiente linear.

2. O delineamento estatístico de Composição Central e a Análise por Superfície

de Resposta auxiliaram na definição da concentração do ácido clorídrico e

tempo de hidrólise para obtenção dos flavonóides nas suas formas agliconas,

que foram diferentes para cada tipo de fruta estudada.

3. Quercetina foi encontrada em todas as frutas analisadas, com exceção de

manga e mamão, sendo a maior concentração encontrada em maçã cultivar

Fuji e pitanga. Kaempferol foi encontrado em acerola, morango, pitanga, cajú e

maçã. A miricetina só foi detectada em cajú e pitanga.

4. As flavonas luteolina e apigenina não foram detectadas em nenhuma das

frutas.

5. Entre as frutas brasileiras analisadas, as melhores fontes de flavonóis foram

pitanga e cajú, contendo os três flavonóis, e acerola, contendo quercetina e

kaempferol.
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6. Para análise dos flavonóides em chimarrão e erva-mate por CLAE a melhor

resolução foi conseguida com coluna Nova Pak C18 (3,9 x 150 mm, 4 µm) da

Waters e fase móvel de metanol e água acidificados com 0,3% de ácido

fórmico em gradiente linear.

7. Com auxílio do delineamento estatístico de Composição Central e a Análise

por Superfície de Resposta foi definida a concentração de 1,2M de HCl e 60

minutos de hidrólise como as condições ótimas de extração e hidrólise de

flavonóides em chimarrão.

8. As amostras de chimarrão apresentaram conteúdos de quercetina até 8 vezes

superiores aos conteúdos de kaempferol.

9. As faixas obtidas de quercetina e kaempferol foram equivalentes para as

amostras de chimarrão do Paraná, Santa Catariana e Rio Grande do Sul.

10. Em todas amostras de chimarrão e erva-mate analisadas, não foram

detectados o flavonol miricetina e as flavonas luteolina e apigenina.

11. A preparação de bebida por chimarrão não extrai totalmente os flavonóis da

erva-mate em pó.
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12. Para análise dos ácidos cafeico e 5-cafeoilquínico (5-CQA) e da rutina em

chimarrão e erva-mate por CLAE, a melhor resolução foi conseguida com

coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 µm) da Waters e fase móvel de

metanol e água acidificados com 0,4% de ácido fórmico em gradiente linear.

13. As amostras de chimarrão e erva-mate provenientes do Paraná e Rio Grande

do Sul apresentaram faixas semelhantes para o conteúdo de 5-CQA, e

concordantes com a literatura. Em todas amostras não foi detectado o ácido

cafeico.

14. Os teores de rutina em chimarrão neste estudo foram até 10 vezes superiores

os relatados em literatura. As faixas de variação de rutina foram equivalentes

entre amostras provenientes do Paraná e Rio Grande do Sul.

15. A preparação de bebida por chimarrão pode extrair totalmente o 5-CQA e boa

parte da rutina da erva-mate.
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