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RESUMO

Um planejamento experimental sequiencial foi realizado para determinar as condi¢fes ideais
de extracdo de compostos fendlicos para as andlises de fendis totais e flavondides totais.
Depois de estabelecidas as condi¢bes 6timas, a recuperagéo e a repetibilidade do método
otimizado foram avaliadas. As taxas de recuperacao para fendis totais do extrato foram de
105% e 103% para os dois niveis estudados; apds a etapa de extragcdo em fase sélida os
resultados, para os mesmos niveis de adicdo, foram 103% e 98%. A recuperacao na analise
de flavondides totais foi de 112% e 103%, para os dois niveis avaliados. O método mostrou
boa repetibilidade, com coeficientes de variacdo de 3,2% para fendis totais do extrato, 1,6%

para fendis totais apOs extracdo em fase sélida e 4,7% para flavondides totais.

ABSTRACT

An experimental design was carried out to study the best conditions for analysis of phenolics
compounds and total flavonoids in tomatoes. After established the optimum extraction
conditions, the recovery and the repeatability were evaluated. The recovery rates for the two
studied levels was about 105% and 103% for phenolic compounds on the extract and 103%
and 98% after clean up. The recovery of total flavonoids determination was 112% e 103%,
for the same levels of addition. The repeatability was evaluated by the coefficients of
variation that were 3,2% for phenolic compound in the extract, 1,6% after clean up, and 4,7%

for total flavonoids determination.
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1. INTRODUCAO

Compostos fendlicos sdo espécies organicas de ocorréncia natural que possuem pelo
menos um anel aroméatico com um ou mais grupos hidroxilicos ligados a ele (Escarpa &
Gonzalez, 2001). Os flavonoides sdo compostos fendélicos de peso molecular intermediério,
gue tém acdo antioxidante, reduzindo a peroxidacgéo lipidica e o efeito dos radicais livres
(Kinsella et al., 1993). Algumas propriedades vém sendo atribuidas aos flavonoides como
prevencédo de inflamacédo, alergias e cancer, além de reduzir a pressao arterial e regular o

ritmo cardiaco. (Escarpa & Gonzalez, 2001).

Estudos recentes encontraram quantidades significativas de flavondides em tomates.
Quantidades maiores foram encontradas ap6s a hidrélise acida, indicando que a maior parte
dos flavondides presentes no tomate encontra-se sob a forma glicosidica, isto €, com
alguma molécula de acucar ligada a sua estrutura, onde o principal glicosidio é a rutina
(quercetina 3-ramnosilglicosidio). Os flavondides do tomate podem resistir aos processos

industriais, sendo encontrados em diversos produtos processados (Stewart et al., 2000).

Existe grande variedade entre os métodos encontrados na literatura para extracao de
compostos fendlicos, sobretudo no que diz respeito aos solventes e aos procedimentos de
extracdo. Os solventes mais utilizados sdo metanol, etanol e acetona, puros ou em solucdes
aquosas podendo estas serem acidificadas. Diferentes técnicas de extracdo foram
empregadas, desde uma simples extracdo em extrator Soxhlet até procedimentos mais
complexos que fazem uso de varios equipamentos como agitadores, ultra-som e
centrifugas. Alguns métodos acrescentam uma etapa de extracdo em fase solida (clean up)

para purificar e/ou concentrar os flavonoides.

O presente trabalho propde a adequacao dos métodos disponiveis para a quantificacdo de

compostos fendlicos/flavonéides em tomate e derivados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

Reagentes: Reagente para fenol segundo Folin-Ciocalteau, carbonato de sddio p.a., nitrito
de sédio p.a., cloreto de aluminio p.a., hidroxido de sddio p.a.. Reagentes grau HPLC/UV:
Metanol, etanol absoluto, acetona. Padrdes: Acido galico, quercetina e rutina (Sigma-
Aldrich). Equipamentos: Espectrofotometro de UV/Vis Varian Cary 50. Amostras: polpa de

tomate concentrada e posteriormente liofilizada em laboratério.



2.2. METODOS

2.2.1. Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (fendis totais)

A determinacao de fendis totais foi feita segundo metodologia de Singleton & Rossi, 1965,
adaptada por Kim et al., 2003: Transferir 1,0 mL do extrato fendlico para um tubo de ensaio
com 9,0 mL de agua deionizada. Adicionar 1,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e
misturar. Apos 5 minutos, adicionar 10,0 mL de carbonato de so6dio a 7% p/v. Em seguida,
completar o volume para 25 mL com 4gua deionizada. Agitar por 20 segundos e incubar a
temperatura ambiente no escuro por 90 min. Fazer a leitura da absorbancia em 750 nm
contra um branco. Quantificar contra uma curva-padrdo de acido galico e expressar 0s

resultados em mg de equivalente de acido galico/100g (mg EAG/100g).

2.2.2. Determinacdo do teor de flavondides totais

Para a determinacao de flavondides totais foi utilizada a metodologia segundo Zhishen et al.,
1999: Transferir 1,0 mL do extrato fendélico para um tubo de ensaio com 4,0 mL de agua
deionizada. Adicionar 0,3 mL de NaNO, 5% e, apdés 5 min, 0,3 mL de AICl; 10%. Apés 6
min, adicionar 2 mL de NaOH 2M e completar o volume para 10 mL com &gua deionizada.
Agitar por 20 segundos. Fazer a leitura da absorbancia a 510 nm contra um branco.
Quantificar contra uma curva-padrédo de quercetina ou rutina e expressar os resultados em

mg de equivalente de quercetina (ou rutina)/100g (mg EQ (ER)/100g).

2.2.3. Obtencdao dos extratos fendlicos
A partir dos métodos descritos por Price et. al.,, 1999 e Berhow, 2002 elaborou-se o
procedimento analitico (Figura 1) que foi submetido ao planejamento experimental e

posterior validagao.

2.2.4. Planejamento experimental e validacao

Adotou-se uma estratégia de planejamento experimental seqiencial, segundo Rodrigues &
lemma, 2005. Para a selecao das variaveis utilizou o delineamento de Plackett & Burman
(PB12) e, posteriormente, um delineamento composto central rotacional (DCCR). O
planejamento experimental foi gerado e analisado através do software Statistica versao 5.0.
Apbs a definicdo das condicdes 6timas, foram avaliadas a repetibilidade e a recuperacao.
Para a determinacao da precisao, foram realizadas 8 repetic6es analiticas independentes do
procedimento de extragdo. A exatiddo do método foi avaliada através das taxas de

recuperacao obtidas em 2 niveis de adicao.



Extracdo dos compostos fendlicos

X; g de amostra

X, x 50 mL de solvente extrator (X3%EtOH e X;,% HAC)

Homogeneizar por Xs minutos em ultra turrax

¢ Concentracédo dos Flavonéides (Clean up)

(coluna de poliamida de 1g/6mL)

Filtrar em papel de filtro comum

Evaporar a X¢°C 20 mL de metanol

Condicionamento

Transferir para baldo volumétrico de 50 mL 60 mL de agua deionizada

v v

Completar o volume com agua Milli-Q (extrato) ———» X, mL de extrato

Determinacao de fendis totais 20 mL de 4gua deionizada

v

Xg mL de metanol (recolhido em baldo de 125mL)

Evaporar a 45°C

v

Determinacao de fendis totais e flavonoides

Figura 1. Fluxograma do método a ser otimizado com as variaveis que foram testadas em negrito.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento experimental | (Plackett e Burman - PB12) — Selecao das variaveis
As variaveis apresentadas na Figura 1 foram testadas nas seguintes faixas: massa de
amostra (X;) entre 2 e 5 g; nimero de extracbes (X,) entre 1 e 3; concentracdo de etanol
(X3) entre 60 e 80%; concentracdo de acido acético (X,) entre 0 e 1%; tempo de extracdo
(Xs) entre 0,5 e 1,5 min; temperatura de extracdo (Xg) entre 40 e 50°C; volume de extrato
para o clean up (X;) entre 10 e 25 mL; e volume de metanol (Xg) entre 40 e 60 mL. Os
resultados mostraram que, para a analise de fendis totais, apenas o niumero de extracdes
(X2) e o volume de amostra (X;) utilizado no clean up foram estatisticamente significativos
(p<0,05). J& para a determinacdo de flavondides totais as varidveis estatisticamente
significativas (p<0,05) foram a massa de amostra (X;), 0 nimero de extracdes (X,) e a

concentracdo de etanol no solvente extrator (Xs).

3.2. Planejamento experimental Il (DCCR) — Otimizacao das variaveis

ApOs o primeiro planejamento, algumas variaveis foram fixadas: X, = 0,1%; Xs = 1,5 min; X
= 45°C; X; = 20 mL e Xg = 50 mL. As demais foram alteradas a fim de se encontrar a
condigdo 6tima. As novas faixas testadas foram: massa de amostra (X;) entre 1 e 3 g;

namero de extracdes (X,) entre 1 e 5; concentracdo de etanol (X3) entre 50 e 70%.



O modelo quadratico proposto foi valido apenas para as determinagcfes de fendis totais do
extrato e flavonoides totais. Desta forma, foram geradas as curvas de contorno para estes
modelos (Figuras 2 e 3) e a partir destas foram determinadas as condi¢cbes Otimas de
analise: massa de amostra = 1,5 g; numero de extracoes = 3; e concentracdo de etanol no

solvente extrator = 60%.
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Figura 2. Curvas de contorno dos testes de fendis do extrato: (a) massa de amostra versus namero
de extracBes, (b) massa de amostra versus concentracdo de etanol, (¢) nimero de extragcfes versus
concentracao de etanol.
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Figura 3. Curvas de contorno dos testes de flavonéides totais: (a) massa de amostra versus ndmero
de extracgdes, (b) massa de amostra versus concentracdo de etanol, (c) nimero de extragbes versus
concentragéo de etanol.

3.3. Validagcdo do método

A metodologia otimizada foi validada nos parametros exatiddo e precisdo para as
determinacdes de compostos fendlicos totais (antes e apos o clean up) e flavondides totais.
No teste de repetibilidade para fendis totais do extrato foi obtido um CV de 3,2%, apds o
clean up o CV foi de 1,6% para fendis totais e 4,7% para flavondides totais. Todos estes
valores ficaram abaixo do CV maximo aceitavel, segundo Horwitz, 1982. A metodologia
otimizada também apresentou boa exatiddo para a determinacdo de fendis totais com
médias de recuperacado entre 103 e 105% para a analise do extrato e entre 98 e 103% para
a determinacdo apods o clean up. Estes resultados estdo proximos aos obtidos por Singleton
& Rossi, 1965, que obtiveram uma recuperagcdo média de 100,5%, e aos resultados obtidos

por Marinova et al., 2005, que determinaram uma recuperacdo de 97% para a quantificacdo



de fendis totais. As taxas de recuperacao de flavondides totais também foram de 112 e

103%, estando acima da encontrada por Marinova et al., 2005 (96%).

4. CONCLUSAO

Através da estratégia sequencial de planejamentos, foi possivel otimizar uma metodologia
de extracdo de compostos fendlicos para a determinacéo simultanea de fendis e flavondides
totais em polpa de tomate. O método otimizado foi validado, apresentou boa repetibilidade e

bons niveis de recuperacéo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BERHOW, M. A. Modern analytical techniques for flavonoid determination. In: BUSLIG, B. S;
MANTHEY, J. A. (ed.) Flavonoids in the living cell. New York: Klusher Academic, p. 61-76, 2002.
(Adv. Exp. Med. Biol., v. 505).

ESCARPA, A. & GONZALEZ, M. C. An overview of analytical chemistry of phenolic compounds in
foods. Critical Reviews in Analytical Chemistry, v. 31, n. 2, p. 57-139, 2001.

KIM, D-O.; JEONG, S. W.; LEE, C. Y. Antioxidant capacity of phenolic phytochemicals from various
cultivars of plums. Food Chemistry, v. 81, p. 321-326, 2003.

KINSELLA J. E.; FRANKEL E.; GERMAN B.; KANNER J. Possible mechanisms for the protective role
of antioxidants in wine and plant foods. Food Tecnology, v. 47, n. 4, p. 85-89, 1993.

HORWITZ, W. Evaluation on analytical methods used for regulation of foods and drugs. Analytical
Chemistry, v. 54, n.1, p. 67-76, 1982.

MARINOVA, D.; RIBAROVA, F.; ATANASSOVA, M. Total phenolics and total flavonoids in bulgarian
fruits and vegetables. Journal of the University of Chemical Technology and Metallurgy, v.
40, n. 3, p. 255-260, 2005.

PRICE, K., R.; PROSSER, T.; RICHETIN, A. M. F.; RHODES, M. J. C. A comparison of the flavonol
content and composition in dessert, cooking and cider-making apples; distribution within the fruit
and effect of juicing. Food Chemistry, v. 66, p. 489-494, 1999.

RODRIGUES, M. |. & IEMMA, A. F. Planejamento de Experimentos e Otimizacdo de Processos:
Uma estratégia seqiiencial de planejamentos. 12 Ed. Campinas, SP — Casa do Pao Editora,
2005.

STEWART, A. J.; BOZONNET, S.; MULLEN, W.; JENKINS, G.l.; LEAN, M. E. J.; CROZIER, A.
Occurrence of flavondis in tomatoes and tomato-based products. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 48, p. 2663-2669, 2000.

SINGLETON, V. L.; ROSSI, J. A. Jr. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and Viticulture, v. 16, p. 144-158,
1965.

ZHISHEN, J.; MENGCHENG, T.; JJIANMING, W. The determination of flavonoid contents in mulberry
and their scavenging effects on superoxide radicals. Food Chemistry, v. 64, p. 555-559, 1999.



	2.2.1. Determinação do teor de compostos fenólicos totais (f
	2.2.2. Determinação do teor de flavonóides totais
	2.2.3. Obtenção dos extratos fenólicos
	2.2.4. Planejamento experimental e validação
	3.1. Planejamento experimental I (Plackett e Burman - PB12) 
	3.2. Planejamento experimental II (DCCR) – Otimização das va
	3.3. Validação do método

