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Resumo

O presente trabalho teve por principal objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
para a determinagao do perfil de compostos fendlicos em melancia, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detetor de diodos (HPLC-DAD).

Foram testadas diversas formas de preparacido de amostras, diferentes programacoes de
eluentes, entre outros, tendo como propoésito a otimizacdo do método. Os compostos
pesquisados foram os seguintes: acido galico, acido protocatecuico, dcido gentisico, acido
clorogénico, acido vanilico, acido cafeico, acido ferulico, acido o-cumario, luteolina, apigenina
e campeferol.

Apoés a implementagdo e otimiza¢cdo do método, o mesmo foi validado para os seguintes
parametros: a reprodutibilidade do sistema, a especificidade/seletividade, a exatiddao que
compreende a precisdo e a recuperacdo, a linearidade/sensibilidade, os limites de detecdo e
de quantificagdo, a amplitude e a estabilidade das solu¢des de trabalho. Para a avaliagdo de
compostos fendlicos na melancia foram selecionadas vinte e cinco amostras de melancias de
cinco cultivares diferentes (Crimson sweet, Augusta, Crimstar, Romeria e Romalinda) em
funcdo dos seus teores em polifendis totais e em soélidos soluveis totais, aplicando-se a
metodologia previamente validada.

De acordo com os resultados, provou-se que a metodologia era valida para os onze
compostos fendlicos testados, sendo que para o acido galico, o acido clorogénico, o acido
cafeico e o acido ferulico se confirmou a sua presenca em amostras de melancia.

Os resultados demonstraram que o acido galico e o acido cafeico foram identificados
apresentando valores inferiores ao limite de quantificacdo. Ja o acido clorogénico, apesar de
ter sido identificado nas cinco cultivares, apenas é quantificavel na cultivar Romalinda, com
teores entre 0,57 mg L1 e 0,61 mg L, enquanto que a presenca do acido fertlico é
quantificavel em todas as cultivares em quantidades mais abundantes em comparacio com os
restantes compostos identificados, em teores compreendidos entre 0,47 mg L-1 e 4,52 mg L-1.

Nao obstante, além destes compostos, os resultados permitiram também verificar a
existéncia de muitos outros para os quais nio foi possivel a sua classificagdo. Alguns destes
compostos apresentam-se em quantidades mais elevadas, pelo que a sua identificacdo podera
ter importancia relevante para a caracterizacao do valor nutricional da melancia.

Assim, neste trabalho foi possivel a validacdo de uma metodologia simples e célere para a
identificacio e quantificacio de compostos fendlicos em melancia. E de salientar ainda a
detecdo de quatro compostos fendlicos e a quantificacdo de acido ferulico nas cultivares de
melancia Crimson sweet, Augusta, Crimstar, Romeria e Romalinda.

Palavras chave

Melancia, compostos fenolicos, validacdao, HPLC-DAD, acido fertulico
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Abstract

The main purpose of the present work was the development of a methodology for
determination of phenolic compounds in watermelon, by high performance liquid
chromatography with diode array detector (HPLC-DAD).

For this purpose were tested several sample preparations and different elutions in order
to do the optimization of the method. The compounds investigated were: gallic acid,
protocatechuic acid, gentisic acid, chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic acid, ferulic acid, o-
coumaric acid, luteolin, apigenin and kaempeferol.

After the implementation and optimization of the method, the same was validated for the
following parameters: the system reproducibility, the specificity/selectivity, the accuracy
comprehending the precision and the recovery, the linearity/sensitivity, the limits of
detection and quantification, the amplitude and stability of the working solutions. In what
concerns the evaluation of the presence of phenolic compounds in watermelon, twenty five
samples from five different cultivars (Crimson sweet, Augusta, Crimstar, Romeria e
Romalinda) were selected, in accordance to its total polyphenol levels and total soluble solids,
applying the methodology previously validated.

According to the results, it was proved that the methodology was valid for the eleven
phenolic compounds, and for gallic acid, chlorogenic acid, caffeic acid and ferulic acid its
presence was confirmed in watermelons samples.

The results showed that gallic acid and caffeic acid were identified in lower contents than
the quantification limit. The chlorogenic acid, although being identified in the five cultivars,
was only quantified in the Romalinda cultivar, with contents between 0,57 mg L-! and 0,61
mg L-1; the presence of ferulic acid was quantified in all cultivars in more abundant quantities
in comparison to the others identified compounds, that vary between 0,47 mg L-1 and 4,52 mg
L1,

Nevertheless, besides these compounds, the results showed the existence of several
others for whom no classification was possible. Some of these compounds present
themselves higher quantities, highlighting its nutritional importance for watermelon fruits.

In this work it was possible to validate a simple and rapid method for the identification
and quantification of phenolic compounds in watermelon. It is noteworthy also four detection
and quantification of phenolic compounds ferulic acid cultivars of watermelon Crimson
sweet, Augusta, Crimstar, Romeria and Romalinda.

Keywords

Watermelon, phenolic compounds, validation, HPLC-DAD, ferulic acid
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Validagdo de métodos para a determinagdo de compostos funcionais em melancia

1. Introducao

A familia das Cucurbiticeas tem uma importancia econémica consideravel, uma vez que
compreende cerca de 122 géneros e 900 espécies diferentes que sdo muito utilizados na
alimentacao humana (Simpson, 2010). Desta familia destaca-se a melancia, como um dos
frutos mais largamente cultivados em todo o mundo (Abu-Reidah et al., 2013).

A melancia (Citrullus lanatus) é reconhecida, principalmente, pela elevada capacidade
antioxidante natural, um atributo que destaca a qualidade de muitos alimentos. Neste caso
em concreto, a responsabilidade desta capacidade é atribuida aos compostos fenoélicos, que
sdo referidos como sendo os principais compostos que contribuem para a sua atividade
antioxidante (Tlili et al, 2011).

Os compostos fendlicos apresentam estruturas muito diversas e, portanto, também sio
suscetiveis de apresentar diferentes propriedades funcionais. Neste sentido, é indispensavel
analisar a composicdo destes compostos nos alimentos, realizando estudos antes da
atribuicdo das respetivas propriedades (Abu-Reidah et al,, 2013).

Nesta ordem de ideias, o desenvolvimento e a validagio de uma metodologia para a
andlise da presenca de compostos fendlicos nos alimentos deve ser parte integrante da
caracterizacdo e do controlo de qualidade dos mesmos (Abu-Reidah et al, 2013). E neste
contexto que se desenvolveu o presente trabalho, que consistiu na validagdo de métodos para
a determinacdo de compostos fendlicos na melancia.

0 trabalho insere-se no ambito do projecto RITECA e realizou-se em colabora¢io com a
empresa Hortas d’ldanha. Foram estudadas cinco cultivares de melancia - Crimson sweet,
Augusta, Crimstar, Romeria e Romalinda - e numa primeira fase foi avaliada a sua composicao
em fendis totais. Estes resultados iniciais permitiram selecionar as amostras com mais fendis
totais por diferentes datas de colheita, zona da melancia e cultivar para posterior
caracterizagdo do perfil feno6lico por HPLC-DAD.

Por ultimo, o que se traduz no principal objetivo deste trabalho foi a validacdo da
metodologia em HPLC-DAD para a determinacdo do perfil de compostos fenoélicos ja referido.
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1.1 Importancia e Caracterizacdao da Melancia

A melancia é um fruto muito apreciado pelo seu poder refrescante, uma vez que é
maioritariamente constituida por 4gua, mas também pelo seu baixo teor calérico (Tlili et al.,
2011). Comercializado durante as épocas mais quentes do ano, entre os meses de maio a
setembro, a melancia é um fruto consumido sazonalmente.

Relativamente a sua taxonomia, tal como referenciado na Tabela 1, este fruto pertence a
familia Cucurbitaceae e a sua espécie é Citrullus lanatus.

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da melancia (Citrullus lanatus).

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Género Citrullus
Espécie C. lanatus

Esta planta teve origem no continente africano, mas é ja largamente cultivada em todo o
mundo, ocupando a maior produc¢ado de todos os frutos e legumes pertencentes a esta familia.
Estima-se que a producdo mundial atual de melancia seja em torno de 99 milhdes de
toneladas (FAOSTAT, 2010). Demonstra ser muito muito adaptavel e resistente, mas para o
seu desenvolvimento prefere solos arenosos e profundos, mas suficientemente drenados
(Rocha, 2010).

Citrullus lanatus é uma planta rasteira, com folhas triangulares e divididas em trés lobos e
as suas flores sdo pequenas e amareladas. Frutifica uma vez por ano e os seus frutos tém uma
forma arredondada ou alongada, sendo que a sua polpa é suculenta e doce e, normalmente, de
cor vermelha. Apresenta um alto teor de agua e um diametro variavel entre 20 e 50 cm. A
casca é espessa, verde e lustrosa e algumas variedades apresentam estrias numa tonalidade
de verde mais escura, como a Figura 1 demonstra.

Crimstar Romeria

Figura 1 - Melancias da cultivar Crimstar (a esquerda) e da cultivar Romeria (a
direita).
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Validagdo de métodos para a determinacdo de compostos funcionais em melancia

Ao contrario da maioria dos frutos desta familia, as sementes da melancia estdo
distribuidas pelo fruto desordenadamente. No entanto, atualmente e fruto de varios testes de
campo, desenvolvidos na zona do Ladoeiro, uma cultivar de melancia sem sementes tem
vindo a ser produzida. A cultivar é designada por Romalinda e também sera caracterizada no
presente estudo. A Figura 2 representa o interior do fruto (a2 esquerda) demostrando a
inexisténcia de sementes escuras e apresentando apenas pequenas sementes de cor clara,
menos percetiveis aquando da degustacdo da melancia. Na mesma imagem é possivel ver o
aspeto exterior dos frutos desta cultivar (a direita) que apresentam um diametro mais
pequeno que cultivares ja existentes.

Figura 2 - Cultivar Romalinda: imagem do interior do fruto (a esquerda) e do exterior
de varios frutos (a direita).

J& no que diz respeito a sua composicdao nutricional, além de ser rica em agua, a sua
composicdo também apresenta vitaminas, como a A e C, fendis e aminodacidos especificos
(Rimando e Perkins-Veazie, 2005).

Por norma, as frutas, como é o caso da melancia, sido consumidas sem qualquer
necessidade de preparagdo, sendo ingeridas ao natural, sendo que assim ndo existem perdas
ao nivel do seu valor nutritivo.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de macronutrientes, acidos gordos, vitaminas e
minerais da melancia, destacando apenas alguns exemplos, bem como de outros frutos com
os quais pode ser comparada.

Tabela 2 - Valores por 100g de parte edivel dos varios componentes em diferentes
frutos. Legenda: Monoins. - Monoinsaturados e Polins. - Polinsaturados. (Adaptado de
INSA, 2007)

Polins. B6 Potassio  Cinza

Monoins.

(8) (8) (8) (mg) (mg)  (mg) (g)

Kiwi 82,9 0,1 0,2 72 0,02 302 0,72
Manga 83,5 0,1 0,1 23 013 115 0,50
93,6 0,1 0,1 40 014 100 0,29

Morango 90,1 0,1 0,2 47 0,05 138 0,58
Papaia 88,2 0,1 0 68 0,03 210 0,59
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Sabe-se que, apesar da melancia ter um menor teor de compostos fendlicos em
comparacgdo com outros frutos é consumida em grandes quantidades. Tendo em conta esta
realidade, Vinson et al. (2001) concluiram que esta fruta é um dos frutos que fornecem
maiores quantidades de compostos fenélicos para a dieta americana e espanhola.

No que respeita aos habitos alimentares, nos ultimos anos, tem-se verificado cada vez
mais deficiéncias nutricionais que potenciam problemas de obesidade e doengas crénicas
relacionadas com o consumo excessivo e/ou desequilibrado de alimentos (Claro et al., 2007).
Nestes casos, aquando da existéncia de disturbios, a dieta alimentar é caracterizada
principalmente pelo consumo insuficiente de frutas, legumes, verduras e pelo consumo em
excesso de alimentos de alto valor energético e ricos em gorduras, agucares e sal. Entende-se
assim que, o consumo insuficiente de hortali¢as e frutas é um fator de risco relacionado com
doencas crénicas. Estes alimentos sdo importantes para uma dieta saudavel, uma vez que sdo
fontes de micronutrientes, fibras e de outros componentes com propriedades funcionais.

Uma alimentagdo saudavel compreende um padrio alimentar adequado as necessidades
biolégicas e sociais dos individuos de acordo com as fases de desenvolvimento de cada um.
Neste sentido, pode afirmar-se que existem dois principios:

e a variedade - consumir alimentos variados que pertencam aos diversos grupos
alimentares;

e 0 equilibrio - consumir alimentos variados, respeitando a quantidade de porgoes
recomendadas para cada grupo de alimentos.

Assim, a alimentacdo saudavel e adequada deve, além da composicdo nutricional,
compreender também a percecdo dos padroes de vida e a introducao de alimentos funcionais
na dieta alimentar.

A fruta é o grupo de alimentos mais abordado quando se debate esta questdo da
alimentacdo saudavel. Neste caso das frutas, além dos nutrientes essenciais e dos
micronutrientes, ainda contribuem com diversos componentes provenientes do metabolismo
secundario, principalmente os de natureza fendlica. Estas podem assim ser apontadas como
boas fontes de antioxidantes naturais que podem ser mais efetivas e econémicas do que o uso
de suplementos dietéticos na protecao do organismo contra os danos oxidativos e, portanto, o
seu consumo deve ser estimulado (Melo et al., 2008).

1.2 Compostos Fendlicos

0 consumo de frutas e hortaligas esta associado ao baixo risco de incidéncia e mortalidade
devido a problemas cancerigenos ou a doengas cardiacas e devido a presenga, em especial,
dos flavonodides e das antocianinas que pertencem a diversificada classe dos compostos
fendlicos. Estdo descritos para estes compostos numerosos efeitos bioldgicos, como o
combate a radicais livres, a modificacdo da atividade de algumas enzimas, a inibicao da
proliferacdo celular, bem como o seu potencial como agente antibiético, anti-alergénico e
anti-inflamatério. De uma forma geral, estes compostos podem proteger os constituintes
celulares da sua oxidacdo e assim limitar o risco de varias doencas associadas a degeneragao
por oxidagdo. (D’Archivio et al., 2007).

A presenca destes compostos num dado alimento pode variar de acordo com a variedade,
as condi¢cdes agricolas em que foram produzidos, as condi¢cdes de armazenamento e de
processamento do mesmo (Amarowicz et al., 2009).
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Este grupo de compostos constituem um dos mais numerosos e amplamente distribuidos
grupos de produtos naturais no reino vegetal. Mais de 8000 estruturas fenodlicas sdo
atualmente conhecidas e entre elas mais de 4000 flavondides foram identificados (Harborne
e Williams, 2000), sendo compostos caracterizados como sendo fortes antioxidantes.

Quimicamente, os compostos fenolicos sdo um grupo de compostos naturais com
caracteristicas estruturais fenolicas. Trata-se de um termo coletivo para varios subgrupos de
compostos fenolicos, levando a existéncia de uma nomenclatura variada, pois estes
apresentam significativas diferencas estruturais.

Os efeitos na saide dependem da quantidade consumida e da sua biodisponibilidade. De
salientar que, devido a sua elevada diversidade estrutural, esta biodisponibilidade ¢é
naturalmente muito influenciavel. Esta difere assim entre os diferentes compostos e é
importante assinalar que os mais comuns na dieta humana ndo sdo os mais ativos
biologicamente. Tal é justificado por inimeras razdes, como a baixa atividade intrinseca, a
absorcdo intestinal reduzida ou a rapida metaboliza¢do e excre¢do. Nao obstante, nem todos
os compostos fenolicos sdo absorvidos com a mesma eficacia, sendo que sido extensivamente
metabolizados pela microflora intestinal.

Neste sentido, um conhecimento mais profundo da biodisponibilidade das diferentes
classes deste grupo de compostos podera ajudar a identificar os que sdo mais susceptiveis de
exercer efeitos protetores da saude.

1.3 Caracterizacdao dos Compostos Fendlicos

A distribuicdo da diversidade e variedade de compostos fendlicos em plantas conduziram
a formas diferentes de classificar estes compostos naturais. Normalmente, estes compostos
sdo classificados pela sua estrutura de origem, pela sua funcdo biolégica e pela sua natureza
quimica.

Estes subgrupos podem também diferir significativamente em termos de estabilidade,
biodisponibilidade e fungdes fisioldgicas relacionadas com a saide humana.

De qualquer modo, é unanime que este grupo de compostos apresenta grandes beneficios
para a saide humana, apesar de existirem outros, como as vitaminas, aos quais também tem
sido dada atencdo devido a sua atividade antioxidante contra radicais livres.

Este grande grupo é assim dividido em classes de acordo com o nimero de anéis fenolicos
que possuem e das estruturas que ligam estes anéis entre si. Deste modo, tal como
representado na Figura 3, distinguem-se cinco classes de fendis: os acidos fenolicos,
flavonéides, lignanos, estilbenos e outros compostos fenélicos (Neveu et al., 2010).

De seguida, apresenta-se uma pequena descricdo de cada uma.
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Figura 3- Classificacao dos Compostos Fendlicos (Adaptado de Neveu et al., 2010).

A. Acidos Fenélicos

Os acidos fendlicos sdo compostos nao flavondides caracterizados por terem um anel
benzénico, um grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxilo e/ou metoxilo conferindo
propriedades antioxidantes para os vegetais (Castro, 2008).

Este grupo de compostos pode ainda ser dividido em dois tipos principais: acidos
hidroxibenzéicos e acidos hidroxicindmicos.

e Os acidos hibroxibenzoéicos (Figura 4) compreendem, por exemplo, o acido galico,
acido protocatecuico, acido gentisico, cido vanilico e acido siringico, que tém uma estrutura
comum, Ce-C;.
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= COOH

R, = OH - Acido Salicllico; R, = R, = OH — Acido Gentisico; R, = OH — Acido
p-hidroxibenzsico; R, = R, = OH — Acido Protocatequinico; R, = OCH,;
R, =0H - Addo Vanilico; R, =R, =R, = OH — Addo Galico; R, =R, = OCH,;
R, = OH — Acido Siringico

Figura 4- Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (Soares, 2002).

e Os Aacidos hidroxicinamicos (Figura 5) compreendem, por exemplo, o A&cido
clorogénico, acido cafeico, acido fertlico e acido cumarico. Estdo presentes nos tecidos
vegetais principalmente na forma de ésteres e caracterizam-se por serem compostos
aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (Cs-C3).

3 CH = CH — COOH

Ry =Ry= Ry = Ry = H— Addo dnamico; Ry = OH — Adido o-cumérico;
R, = OH — Acido m-cumdrico; Ry = O4 — Addo p-cumérico; Ry = Ry =
OH — Acdido Caféico; Ry =0CH3; R3 =0H — Acido Ferdlico; Ry=Ry=
OCH3; Ry = OH — Addo Sinapico

Figura 5 - Estrutura quimica dos proncipais acidos hidroxicinamicos (Soares, 2002).

Os acidos hidroxicindmicos, como o acido ferulico e o cumadrico, sdo antioxidantes mais
ativos do que os derivados do acido benzdico, tais como o protocatecuico, siringico e vanilico.
Tal situacdo é justificada pela dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do acido
cindmico que intervém na estabilidade do radical por ressondncia do deslocamento do
eletrdo desemparelhado, enquanto que os derivados do acido benzbico ndo apresentam essa
caracteristica.

Podemos também salientar que, enquanto que os frutos e os vegetais contém muitos
acidos fendlicos livres, quando falamos em graos, sementes ou cascas estdo muitas vezes na
forma ligada. Estes acidos fendlicos s6 podem ser libertados ou hidrolisados mediante
hidrélise acida ou alcalina ou através da acdo enzimatica.

B. Flavonoides

Este grupo é um dos que se encontra largamente distribuido nos vegetais na forma de
glicosideos ou agliconas. Tratam-se de compostos de baixo peso molecular, sendo
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constituidos por quinze atomos de carbono, organizados na configuracdo Cs-C3-Cs. A
estrutura destes compostos compreende dois anéis aromaticos, anel A e B, que sdo unidos
por trés carbonos formando um anel heterociclico, o anel C (Figura 6).

o

"

Figura 6 - Estrutura basica dos flavonoides (Dornas et al.,2007).

Na realidade, é a disposicdo deste anel C que é responsavel pela grande variedade de
compostos que estdo presentes neste grupo, como sendo:

e Antocianinas

e Flavonois: Campeferol.

e Flavanoéis

e Flavanonas

¢ Flavonas: Luteolina (Figura 7) e Apigenina.

e (Chalconas

H()\‘ ’//l‘\
L/ H
1}/,/ N /’O\ .-;f: . /’OH
[\ ,/L‘\ ,J
T
o} OH

Figura 7 - Estrutura quimica da luteolina (Neveu et al., 2010).

C. Lignanos

Relativamente ao grupo dos lignanos, estes sdo produzidos por dimerizacdo oxidativa de
duas unidades de fenilpropano, que estdo na sua maioria presentes na natureza sob a forma
livre.

Um dos exemplos de um composto pertencente a este grupo é o sesamol, que se encontra

representado na Figura 8.
e f‘j”"u\
S Iq__‘ 7
Sne T

Figura 8 - Estrutura quimica do sesamol (Neveu et al., 2010).

D. Estilbenos

Este grupo de compostos fenolicos estd presente na dieta humana em pequenas
quantidades, sendo que o composto fendlico principal é o resveratrol (Figura 9). Este
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composto é produzido pelas plantas em resposta a infe¢des por agentes patogénicos ou
quando sujeitas a diversas situacdes de stresse. Ja foi detetado em mais de setenta espécies
de plantas, nomeadamente em uvas e amendoins. Relativamente ao resveratrol existem
varios estudos a relatar o seu potencial efeito contra agentes cancerigenos.

{;pT-/O H
,‘\Q}‘“T'j —%"\—é_/'—L\Q&,—-’J

5

HO.

OH

Figura 9 - Estrutura quimica do resveratrol (Neveu et al., 2010).

E. Outros Compostos Fendlicos

Todos os outros compostos fendlicos que ndo se enquadram num grande grupo, como o0s
descritos anteriormente, sdo, com a indicacdo de alguns exemplos para cada um, enumerados
de seguida.

* Alquimetoxifenois: 4-Etilguaiacol, 4-Vinilguaiacol e 4-Vinilsiringol.

» Alquifendis: 4-Etilfenol, 4-Metilcatecol, 4-Vinilfenol, entre outros.

e Curcuminéides: Bisdemetoxicurcumino, Curcumino, Demetoxicurcumino

* Furanocumarinos: Bergapteno, Isopimpinelio, Xantotoxina, entre outros.

» Hidroxibenzaldeidos: 4-Hidroxibenzaldeido, Siringaldeido, Vanilina, entre outros.

* Hidroxibenzocetonas: 2,3-Dihidroxi-1-guaiacilpropanona e 3-Metoxiacetofenona.

* Hidroxicinamaldeidos: Ferulaldeido e Sinapaldeido.

* Hidroxicumarinos: Cumarino, Esculino, Meleino, entre outros.

» Hidroxifenilpropenos: Acetil eugenol, Anetole, Eugenol, entre outros.

* Metoxifendis: Guaiacol.

* Naftoquinonas: 1,4-Naftoquinona e Juglona.

+ Terpenos fendlicos: Acido carnosico, Carvacrol, Rosmanol, entre outros.

» Tirosoéis: Hidroxitirosol, Oleuropeina, Tirosol (Figura 10), entre outros.

*  Outros fendis: Arbutina, Catecol, Pirogalol, entre outros.

OoH

J

OH

Figura 10 - Estrutura quimica do tirosol (Neveu et al., 2010).

1.4 Métodos Analiticos

No que diz respeito as determinagdes a realizar é desde o inicio que devem ser tomadas
precaucdes com as amostras a testar. Estas devem ser obtidas, manipuladas e tratadas de
modo a que a probabilidade de detec¢do da substincia a analisar seja maxima. Os
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procedimentos para tal devem evitar a possibilidade de uma contaminag¢do acidental ou da
perda das substancias que se pretendem analisar (JOCE, 2002).

1.4.1 Fenois Totais

No que concerne a determinagdo dos fendis totais, de uma forma geral,a mesma pode ser
realizada pelos métodos espetrofotométricos de Folin-Ciocalteau ou do azul da Prussia
modificado, que se baseiam em reacdes de oxidacdo-redugdo entre os compostos fendlicos e
ides metalicos (Silva et al, 2010). O método colorimétrico segundo Folin-Ciocalteau é o mais
utilizado neste tipo de determinacgoes e serd o colocado em pratica no corrente trabalho.

Numa primeira fase, pode realizar-se a extracdo dos compostos que se pretendem testar,
tendo como principal objetivo a obtencdo de uma extragdo completa. Com a utilizacdo do
reagente de Folin-Ciocalteau, pretende-se que o mesmo reaja, ocorrendo a sua reducdo pelos
compostos fendlicos das amostras, formando-se um complexo azul. No final, temos entdo a
analise espetrofotométrica que permitira a quantificagio dos compostos fenoélicos presentes
(Figura 11). Para esta quantificacdo é necessaria a realizagdo de um reta de calibragao, tal
como sera detalhado ainda no decorrer deste trabalho, e o composto utilizado nesta
calibracgdo, por norma, é o acido galico.

Figura 11 - Espetrofotometro UV-Visivel, utilizado para a determinacao dos fenois
totais.

1.4.2 Perfil de Compostos Fendlicos

Para estas determinagdes recorre-se habitualmente a metodologias cromatograficas.

O objetivo da cromatografia é a separa¢do individual de diversos constituintes de uma
mistura, quer se pretenda a identificacdo, quantificacdo ou, simplesmente, a obtencdo de uma
substancia pura. Esta separacdo ocorre por passagem de uma mistura através de uma fase
estaciondria, tendo como intermedidrio um fluido que serd considerado a fase médvel,
sabendo que estas duas serao misciveis (Kenndler, 2004).

Devido a diversidade de combinagdes entre estas duas fases, existem diferentes técnicas
de cromatografia. De entre todos os tipos de cromatografia, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) é uma das mais relevantes. Trata-se de uma técnica de cromatografia em
que a fase mével é liquida e encontra-se sobre pressdo, passando através de uma coluna que
contem a fase estacionaria, sendo um processo bastante eficiente e rapido.
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Mais recentemente, a capacidade desta técnica para separar os compostos fendlicos foi
bem conhecida, sendo a técnica de separacdo mais utilizada para a determinacido de
compostos bioativos (Abu-Reidah et al., 2013).

Para a leitura dos resultados existem diferentes detetores que podem ser utilizados.
Temos como exemplos os de indice de refracdo, os de espetrofotometria ou ainda os de
fluorescéncia. Dentro dos espetrofotométricos destacam-se os de UV-Visivel (UV-Vis) e os de
diodos (DAD). Este ultimo apresenta vantagens em relagcdo ao anterior, uma vez que permite
monitorizar todos os comprimentos de onda simultaneamente, permitindo a selecio do
melhor para cada um dos compostos que se pretendem pesquisar, aumentando a
sensibilidade do sistema. Tal ndo acontece com o detetor de UV-Vis que apenas permite a
selecdo de um s6 comprimento de onda, podendo este ndo ser o adequado para todos os
compostos (CRQ, 2010).

Neste contexto e para uma melhor interpretacdo dos resultados, importa referir a
definicdo de eficiéncia e resolu¢do do sistema. A eficiéncia é avaliada a partir do namero de
pratos tedricos e esta designacdo corresponde a uma etapa em que ambas as fases estdo em
equilibrio. Assim, quanto maior for o nimero de pratos teéricos, mais situagdes de equilibrio
existirdo. Tal, levarda a uma maior eficiéncia, permitindo uma melhor separacdo dos
compostos. J& a resolucdo do sistema avalia, precisamente, a capacidade da coluna na
separacao de dois componentes.

Relativamente a esta metodologia em concreto, para a determinacdo do perfil de
compostos fenoélicos na melancia, recorrer-se-a a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC
- High-performance liquid chromatography) com detetor de diodos (DAD - Diode array
detector) - Figura 12.

Figura 12 - Sistema HPLC utilizado, constituido por uma bomba binaria, amostrador,
compartimento de coluna, detetor DAD e sistema de registo de dados.

Através desta técnica é possivel separar as moléculas com base nas suas diferencas de
hidrofobicidade. A fase estacionaria é apolar sendo a coluna mais utilizada a C18 (octadecil -
silica), em que a matriz de suporte (silica) se encontra ligada um n-alcano com 18 atomos de
carbono. Os eluentes, também designados por fase moével, que serdo utilizados na coluna,
deverao ser testados no sistema cromatografico. Como sabemos, a prepara¢do das amostras
deve ser realizada tendo em conta a fase movel selecionada, pois os eluentes utilizados
deverdo ser semelhantes a esta mesma fase mével. Sendo assim, apenas apds a selecdo dos
eluentes, podera ser determinado também o modo de preparagido das amostras.

Tendo em conta esta metodologia, quando a amostra é injectada no HPLC, a mesma
percorre a fase estaciondria ficando retidas, por mais tempo, as moléculas que apresentam
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maior afinidade com a coluna, através de ligagdes hidrofébicas. As moléculas que apresentam
menor afinidade atravessam a coluna mais rapidamente. Apds atravessarem a coluna, os
analitos sdo detectados pelo DAD e quantificados. Cada composto é identificado através do
seu tempo de retencao, que depende do modo de interagdo do mesmo com a fase estaciondaria
(Ball, 2006).

Neste campo, para se obter a identidade de um composto fenélico, o método mais comum
é a comparagdo do tempo de retencdo de um composto particular com o padrao desse mesmo
composto. Assim, se verificarmos que o tempo de retengdo obtido coincide com o tempo de
retencdo do padrdo podemos, com reservas, presumir que o composto possa estar
identificado. Tendo em conta que com o DAD podemos analisar os espetros de absorgao UV-
Vis dos compostos que sdo separados, uma das formas de confirmar esta identificacao
passard por comparar o espetro obtido e o espetro do padrao. Se os mesmos coincidirem,
podemos ter a certeza desta identificagdo. Assim, a combina¢do do tempo de retencdo e o
espetro de absorcdo UV-Vis resulta na identificacdo dos compostos testados, para os quais
existe padrao.

Importante também é a forma como é realizada a quantificacdo utilizando-se o método do
padrao externo. Para tal, realiza-se uma reta de calibracio com diferentes niveis de
concentracdo do padrdo. Posteriormente, ao injetar-se a amostra cuja concentragdo se
pretende determinar, verifica-se a area obtida e, utilizando-se a reta de calibragio é possivel a
quantificagdodo composto pesquisado.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 sdo descritas metodologias que serviram de base a formulagdo da
metodologia utilizada neste trabalho. As Tabelas 3 e 4 resumem uma pesquisa mais
abrangente desta tematica, utilizando-se HPLC para a determinag¢do de compostos fendlicos e
focando a prepara¢do da amostra e os compostos determinados.

Ja nas Tabelas 6 e 7, a informacgdo presente é mais centralizada no método cromatografico
a utilizar, descrevendo as fases utilizadas, bem como o sistema de dete¢do e as condicdes
gerais de trabalho.

Tabela 3 - Compilacao de algumas metodologias para a determinacao do perfil de
compostos fenolicos segundo varios autores.

Compostos Fase Sistema
Amostra Fenolicos Preparagdo da Amostra . de Referéncia
Estacionaria -
detetados Detecdo

Extratos de cha
imergidos em agua a
ferver, evaporacao,
filtracdo em 13 de Hypersil ODS
algodao, o residuo S5 (250x4,6

Extratos | Maioritariamente , Yao etal
, . . lavado com agua mm; 5 pm) DAD
de Cha | Acidos fendlicos. _ (2004)
destilada e o extrato | coluna ( 10x4
levado até a secura. mm)

Reextracdo com adig¢ao
de solvente e diluicdo.
Filtragdo (0,45 pm).
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Tabela 4 - Compilacao de algumas metodologias para a determinacao do perfil de
compostos fendlicos segundo varios autores (cont.).

Compostos " Sistema
. Preparagdo da Fase .
Amostra Fendlicos .. de Referéncia
Amostra Estacionaria .
detetados Detecdo
Extratos de cha
dissolvidos em
metanol durante 4
mina 20 C,
evaporacao, filtragao Hypersil
em la de algodao, ODS S5
Extratos |Maioritariamente | residuo lavado com (250x4,6 Yao et al.
’ ‘s L1s DAD
de Cha acidos fendlicos. | metanol e o extrato | mm; 5 pm) (2004)
levado até a secura. coluna
Adicdo de metanol (10x4 mm)
para dissolugdo
completa dos
componentes secos.
Diluicao com metanol.
Extratos de cha
dissolvidos em .
Hypersil
metanol durante 4
mina20 C ODS S5
Extratos | Maioritariamente evaboracio filt1:a %0 (250x4,6 DAD Yao et al.
de Cha | 4cidos fendlicos. poragao, fltra¢ mm; 5 pm) (2004)
em la de algodao e o
) coluna
residuo lavado com
O (10x4 mm)
metanol. Diluicdo com
metanol.
Framboesas
homogeneizadas a
partir de um
homogeneizador
(Polytron PT 1200E); | LiChroCART
7 . . 5g de fruto foram LiChrospher
Acido El3
Cultivares 3e§va3§f2 € misturadas com 50ml | 100 RP-18 Bobinaité
de de metanol acidificado | (125x4 mm; | UV-Vis etal
compostos !
Framboesa desconhecidos (HCI 2M), ficando em 5 um) (2012)
" | repouso20ha85 C. | coluna (4x4
Apo6s a hidrolise foram mm)
arrefecidas a
temperatura ambiente
e perfeitas com
100mL de metanol.
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Tabela 5 - Compilacao de algumas metodologias para a determinacao do perfil de
compostos fendlicos segundo varios autores (cont.).

Compostos - Sistema
- Preparagdo da Fase ..
Amostra Fendlicos . de Referéncia
Amostra Estacionaria "
detetados Detecdo
As porgoes
Diferentes comestiveis foram Capcell C18
compostos escolhidas UG120
Vegetais e P aleatoriamente e (250x4,6 Sakakibara
dependendo do ) DAD
Frutas roduto posteriormente mm, S-5, 5 etal (2002)
P ) trituradas e pum) coluna
analisado. )
homogeneizados em | (10x4 mm)
azoto liquido.
Diferentes Capcell C18
Chas compostos As porgdes obtidas uG120
’ b P (; (250x4,6 Sakakibara
Caucaue | dependendodo | foram trituradas e de DAD
; e s mm, S-5, 5 etal (2002)
Café produto seguida liofilizadas.
analisado Hm) coluna
! (10x4 mm)

Tabela 6 - Compilacdo e descricao de alguns métodos cromatograficos para a
determinacao do perfil de compostos fenolicos por HPLC segundo varios autores.

Tempo Sistema .
Fase . Referéncia
Amostra de Eluentes o, de Observagdes | .. .. .
L Estacionaria 5 Bibliografica
analise Detecdo
Hypersil ODS Fluxo: 1,2
' S5 (250x4,6 L/mi
Extratos de 65 Acetonitrilo mr£155 Xm') DAD Vr:lu{nn:ze Yao etal.
Cha minutos |  B: Acido ' ll, L (2004)
L. com pré- injegdo: 20
Acético
coluna uL
A Acido L.,lchrocart
Cultivares Férmico B: Lichrospher
40 N 100RP-18 _ Fluxo: 1,0 | Bobinaité et
de ) Acetonitrilo/ UV-Vis )
minutos (125x4 mm; mL/min al. (2012)
Framboesa Metanol 2 )
(85:15) : P
coluna
A:Agua | Phenomenex® Fluxo: 0,8
Maytenus . .
s (0,05% TFA) | Gemini RP C18 mL/min;
ilicifolia - 25 Lopes etal.
. ) (250x4,6mm; uv Volume de
Espinheira- | minutos o . o (2010)
santa" Acetonitrilo | 5pm) com pré- injecdao: 100
(0,05% TFA) coluna uL
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Tabela 7 - Compilacao e descricao de alguns métodos para a determinacdo do perfil
de compostos fendlicos por HPLC segundo varios autores (cont.).

Tempo Sistema .
Fase 5 Referéncia
Amostra de Eluentes . de Observagdes | ... .
Lo Estacionaria 5 Bibliografica
analise Detecao
A: Fosfato de
Sédio 50 mM | Capcell pak Fluxo: 1,0
, (pH3,3) e Cc18 mL/min; )
Chas, Frut 95 Sakakib
ezi ;;;S Lo | 10%de | UG120(250 | DAD | Volumede Q;Lft;&;;
& Metanol | x4,6 mmi.d.; S- injecdo: 10 '
B: 70% de 5, 5um) uL
Metanol

1.5 Validacao

A validacdo de um método tem como objetivo demonstrar que o mesmo é indicado para o
fim que se pretende. De acordo com a Diretiva 96/23 do Conselho Europeu (JOCE, 2002), a
validacdo é a confirmagdo, mediante exame e o fornecimento de provas cabais de que sdo
respeitados os requisitos especificos para uma determinada utilizacao pretendida. Neste caso
e de acordo com o objetivo, pretende-se a validacdo de um método que seja adequado para a
determinacdo de compostos funcionais em melancia, nomeadamente os compostos fenolicos.

A mesma diretiva é também muito atil quando nos elucida acerca dos critérios de
desempenho e dos requisitos comuns. Refere-nos que quando uma substancia é confirmada
através da cromatografia, deve obter-se apenas um pico, cujo incremento na altura (ou area)
deverd ser equivalente a quantidade de substancia a analisar adicionada. No caso da
cromatografia liquida, a largura do pico a metade da sua altura maxima devera estar
compreendida entre 90 % e 110 % da largura inicial, e os tempos de retencdo deverao ser
idénticos, com um desvio de 5 %.

Relativamente as curvas de calibragdo, quando estas sdo usadas para a quantificacao,
deve ter-se em conta que:

e Na construcdo da curva devem usar-se, pelo menos, cinco niveis, incluindo o zero;

e Deve descrever-se o intervalo de trabalho da curva de calibracao;

e Deve indicar-se a equacdo da curva;

e Devem mencionar-se os intervalos de aceitabilidade dos parametros da curva -
limites de detecdo e quantificacao.

De salientar que, sempre que seja necessaria uma calibracio em série baseada numa
solucdo padrao, devem indicar-se intervalos aceitaveis para os parametros da curva de
calibracdo, os quais podem variar em cada série.

Neste sentido, para que a validacdo desta metodologia seja possivel, é necessario que se
verifiquem pré-requisitos dos equipamentos a serem usados, bem como alguns parametros
que se enumeram de seguida:

A. Reprodutibilidade do Sistema

15



Ana Lucia Colago Silveira

B. Especificidade / Seletividade
Exatidao
C.1. Veracidade ou Recuperagao
C.2. Precisao
Linearidade / Sensibilidade
Limite de Dete¢ao
Limite de Quantificacdo
Amplitude
Estabilidade

O

T o mmEy

A. Reprodutibilidade do Sistema

Destacamos este pré-requisito porque estd principalmente relacionado com o
equipamento utilizado e com a metodologia em si. Este tem como objetivo verificar se o
equipamento, nas mesmas condi¢des e com as mesmas amostras, apresenta valores
concordantes.

Para a avaliagdo deste pré-requisito, seleciona-se uma diluicdo dos compostos a ser
testados, repete-se a leitura da diluicao selecionada e calcula-se o coeficiente de variacao (CV)
dos valores obtidos. Para esta determinacdo utiliza-se a equagdo seguinte e o resultado
obtido deve ser menor que 10%, para concentragdes préximas de 1 mg kg1 (JOCE, 2002).

(1)
tdesio padran
V(%) — . = 100
meddia

B. Especificidade / Seletividade

A especificidade de um método é a capacidade do mesmo distinguir a substancia a
analisar de outras substancias. Esta caracteristica depende, essencialmente, do tipo de
detetor utilizado, mas também varia de acordo com o tipo de composto ou de matriz. A
presenca de uma dada substancia deve ser determinada mesmo que estejam também
presentes impurezas, componentes da matriz ou mesmo produtos de alguma degradacao.
Para tal, é necessario demonstrar a capacidade de selegdo do método entre compostos e
estruturas relacionadas que podem estar presentes.

Os termos especificidade e seletividade sdo muitas vezes utilizados indistintamente. No
entanto, podemos indicar de uma forma simples que um método que produz uma resposta
para apenas um analito é considerado especifico, ja um método que produz respostas para
varios analitos, mas que consegue distinguir a resposta de um analito relativamente a outros,
é considerado seletivo.

No que diz respeito a determinacdo da especificidade de um método, deve estimar-se em
que medida a mesma é possivel. Devem usar-se estratégias para ultrapassar qualquer
interferéncia previsivel de outras substancias, como por exemplo isémeros, metabolitos,
produtos de degradacao, substancias enddgenas ou componentes da matriz.

Assim, deve realizar-se a comparagdo de amostras com ensaios em branco e com outras
amostras semelhantes. Desta forma, serd possivel verificar quais os possiveis interferentes
suscetiveis de produzir efeitos nos resultados esperados.
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C. Exatidao
A exatiddo de um método analitico é o grau de concordancia entre o resultado de um

ensaio e o valor de referéncia aceite. Este parametro é determinado através da precisio e da
veracidade (JOCE, 2002).

C.1 Precisao

A precisdo é o grau de concordincia entre resultados de ensaios independentes,
repeticoes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, obtidos em condicoes
especificas (pré-estabelecidas). E normalmente determinada para circunstancias especificas
de medicdo e as duas formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetibilidade e a
reprodutibilidade, sendo normalmente expressas em termos de incerteza.

Para verificar este parametro comparam-se as areas das amostras fortificadas calculando
o respetivo coeficiente de variacdo. Espera-se que o coeficiente de variacido obtido seja menor
que 10%.

C.2 Veracidade / Recuperacao

A veracidade é o grau de concordancia entre o valor médio de uma longa série de
resultados de ensaios e um valor de referéncia aceite. A veracidade é geralmente expressa
como o desvio sistematico ou enviesamento e s6 pode ser estabelecida através de um
Material de Referéncia Certificado (MRC).

Quando nao existe um MRC, a op¢do passa pela realizacdo de testes de recuperacdo. Neste
sentido, a determinagdo de recuperacoes é realizada através de experiéncias com uma matriz
em branco fortificada, sendo a recuperagdo calculada da seguinte forma:

(2)

teor medido

Recuperacio= 100 x —; P———
’ nivel de fortificacio

De salientar que, ao contrario da substancia a analisar, o elemento adicionado nao se
encontra ligado quimicamente a matriz real e, neste sentido, os resultados obtidos com este
método sdo menos fidveis que os resultados da utilizacdo de um MRC. Os dados relativos a
recuperacdo, obtidos através da aplicagdo da equacgdo da figura 12, sé sdo aceitaveis se se
encontrarem entre os 70 e os 120% (SANCO, 2007).

D. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. Para esta quantificacdo é necessario que se conheca a dependéncia
entre a resposta medida e a concentracao do analito. Este parametro pode ser representado
pela equacdo dareta y = mx + b.

Em que:

y =resposta medida

m = declive da reta

X = concentracao do analito

b = interse¢do com o eixo das ordenadas (dos yy)
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Apés a realizacdo da reta de calibracdo para cada padrio, avalia-se a correlacdo da
linearidade dos valores obtidos e, para tal, determina-se o coeficiente de correlacao (r2). Este
coeficiente de correlacdo é utilizado para avaliar a adequacdo da representacdo do modelo
matematico expresso pela equacgao de cada reta.

Assim, a linearidade da curva de calibragdo é determinada pela determinacdo deste
coeficiente, que devera ser superior ou igual a 0,99 e também pela verificagdo do desvios dos
valores obtidos, que devera ser inferior a 10%. Do mesmo modo, devera ser verificada a
passagem da reta pela origem, ou seja, b ndo devera ser diferente de 0 (zero).

E. Limite de Detecao

O limite de detecdo (LD) é a concentracdo minima do analito presente numa amostra que
pode ser detetada, mas ndo necessariamente quantificada pelo método (Ribani et al.,, 2004).
Mede e declara com 95% ou 99% de confianca que a concentra¢do do analito é maior que
zero. Desta forma, este limite é detetado através da andlise de uma solugdo contendo o
composto que se pretende detetar e, posteriormente, recorrendo a férmulas como as
descritas no ponto F, relativo ao limite de quantificagdo.

F. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) de um método é a menor quantidade do analito numa
amostra que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo, sob as
condigOes experimentais estabelecidas. Na pratica, deve usar-se o LQ como inicio da zona em
que se reportam valores numeéricos, pois corresponde ao inicio da gama em que o coeficiente
de variacdo do sinal e o erro relativo se reduziram a valores razoaveis, por norma 10%, para
que se possa realizar uma avaliagcdo quantitativa (IPAC, 2011).

Tendo em conta as definicbes de ambos os limites, no caso de amostras abaixo ou
proximas do LQ, o primeiro padrao de calibragdo deve ser igual ou préximo ao LQ.

Para estimar estes limites existem trés métodos

a) Experimentalmente, a partir da razao sinal/ruido instrumental:

(3)

vips =g ¥n. 10syp

LD e LQ

dArclarre drrlare

Nestas equacgodes, yo é o valor médio do sinal (ruido) e syo é o desvio padrdo do sinal
(ruido).

b) Experimentalmente, a partir de uma série de ensaios com um branco representativo
(ou um padrdo de baixa concentragdo, caso o branco nao tenha flutuacdo significativa) e
calculando a respectiva média e desvio-padrao.

Neste caso, recomenda-se que sejam usados brancos independentes para obter esta
estimativa.

c¢) Teoricamente, a partir da estatistica de minimos quadraticos da reta de calibragao,

admitindo-se que o desvio-padrdo da estimativa (Sy/xX) representa o desvio-padrdo do
branco e interpolando o correspondente valor em concentragdo obtém-se:
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(4)
ERiSt] 1=yp
Ln e I
drelnze Q drrlars
~ IIE (¥teirico Yerperimental)
sendo Sp ™Sy, —
iz ‘J n 2

Apesar da opcdo c) ser a recomendada e ter sido a utilizada, este método, no entanto,
pode conduzir a valores irrealistas caso ndo haja homogeneidade de variancias ou ndo haja
linearidade até a origem, ou seja, caso nao se exclua branco da curva de calibrac3o.

Em qualquer caso, o LQ e o LD sao referentes a variavel medida, pelo que deverao ser
tidas em conta as dilui¢des efetuadas nas amostras.

Deve também ser verificado experimentalmente o valor estimado para o LQ obtido por
calculo tedrico. Normalmente, o coeficiente de variacdo e o erro relativo médio neste ponto
sdo na ordem dos 10%, podendo, no entanto, estes valores variar (e ser superiores a 10%)
conforme as metodologias analiticas e os parametros a determinar (nomeadamente na
analise de microelementos e de vestigios). Salienta-se que as incertezas associadas devem ser
coerentes com os valores destes parametros estatisticos.

Dado que o LQ e o LD dependem de varios fatores que variam no tempo, como por
exemplo contaminagdes, tipo de amostra, equipamento ou operador, eles devem ser
reavaliados sempre que haja variacdo de equipamento, de pessoal ou de critérios, quando se
trabalha na gama baixa. Como precaucdo, o laboratério pode adotar o uso de um valor
“tipico” de LQ majorado por excesso.

Ainda no que respeita a estes dois ultimos pontos, o intervalo entre o LD e o LQ deve ser
entendido como uma zona de detecdo semi-quantitativa e ndo quantitativa, pelo que ndo se
devem reportar valores numéricos neste intervalo.

G. Amplitude

A amplitude corresponde a gama de trabalho que serd utilizada para a determinacdo que
se pretende. Pode definir-se a amplitude ou o intervalo do método analitico como a faixa do
maior ao menor nivel que possa ser determinado com precisdo e exatiddo, usando a
linearidade. Por norma, os analistas seguem um caminho inverso. Em primeiro lugar,
selecionam o intervalo de trabalho, tendo como base o nivel de concentracdo do composto
que pretendem estudar e, de seguida, determinam se a relacdo entre o sinal obtido versus a
concentracio € linear.

Esta verificacdo foi realizada mediante a analise dos valores obtidos no primeiro ensaio.

H. Estabilidade

Deve assegurar-se que todos os reagentes, em especial, os padrdes utilizados para a
validacdo desta metodologia apresentam estabilidade de acordo com a qualidade exigida. E
importante que os produtos adquiridos sejam de qualidade, mas ndo menos importante sdo
os cuidados com o manuseamento e o acondicionamento dos mesmos.

Quando falamos em condi¢des de armazenamento, destaca-se a importincia da
temperatura e esta deve estar de acordo com a indicada em cada produto. Do mesmo modo, a
preparacdo das solucdes também deve ser realizada tendo em conta uma correta juncdo de
reagentes e corretas metodologias.
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Nao obstante, durante o acondicionamento é importante que se mantenha uma avaliacdo
permanente da qualidade do produto, para que aquando da ocorréncia de possiveis
alteragdes, as mesma sejam facilmente percetiveis e permitam aferir o intervalo de tempo
que pode ser indicado como o periodo estavel do mesmo.

Assim, para que seja possivel indicar a estabilidade de um produto sdo realizados testes
as amostras de trabalho ao longo do tempo, considerando estdveis as amostras que
apresentem um desvio inferior a 5%.
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2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacao das Amostras

As cultivares de melancia analisadas neste trabalho sdo comercializadas pela empresa
“Hortas d’Idanha”. A sua proveniéncia é o Ladoeiro e as cinco cultivares selecionadas para
este estudo foram as seguintes:

=  Augusta (A)
Crimson Sweet (CS)
Crimstar (C)
Romeria (R)
Romalinda (RM)

v ¥y

Relativamente a colheita dos frutos na campanha de 2012, a mesma ocorreu no periodo
compreendido entre 13/07 a 27/08, em seis datas distintas, tal como representado na Tabela
8.

Tabela 8 - Datas de colheita das cinco cultivares de melancia estudadas.

Data de Colheita
Cultivar 13-07 18-07 08-08 20-08 22-08 27-08
Crimson Sweet X X X X X
Augusta X X X X X
Crimstar X X X X
Romeria X X X
Romalinda X X X

2.2 Preparacao Inicial da Amostra

Em todas as datas de rececdo dos frutos, prepararam-se de forma cuidada todas as
melancias para as analises a que seriam sujeitas.

Inicialmente as melancias foram individualmente caracterizadas relativamente a cultivar
a que pertenciam, a sua textura, ao seu peso e dimensio, ao seu teor de solidos soltveis totais
ou ainda relativamente a sua cor.

Prepararam-se ainda, para posterior andlise, amostras que foram utilizadas no presente
estudo para as determinagcdes de compostos fenolicos. Enumeram-se, de seguida, todas as
etapas desta preparacdo de amostras:

Identificacdo e caracterizacido de cada melancia;

Corte longitudinal do fruto;

Divisdo de cada metade em 4 zonas: pedunculo, periferia, apical e central;
Cada um das zonas foi separadamente triturada apds retiradas as sementes;
0 sumo da melancia obtido de cada zona foi reservado em sacos plasticos;
Congelacdo das amostras a -80°C;

Conservacgido das amostras a -20°C.

O 0O 0 O 0O O O

21



Ana Lucia Colaco Silveira

2.3

Quantificacao dos fenois totais

0 método de andlise para esta quantificacdo foi baseado no procedimento descrito por
Tlili et al. (2011), tendo sido adaptado tendo em conta o objetivo proposto e os resultados
obtidos durante a optimizacao.

2.3.1

2.3.3

Equipamentos e materiais

Centrifugadora refrigerada Biofuge Primo R (Heareus-Thermo Scientific)
Espetrofotémetro UV-Vis (GBC - Cintra 202) (Figura 16)
Software: Cintral

Reagentes

Acido galico monohidratado (Fluka);
Carbonato de so6dio a 7 % (Merck);
Metanol (Prolabo);

Reagente de Folin-Ciocalteau (Merck);
Gelo.

Preparacao dos padrées

Preparacdo da solucdo-mie de acido galico, em metanol, com uma concentragio de

500 mg L1 (Cy);

L]

Preparacado das sete solugdes de calibracdo de acordo com a Tabela 9, sabendo que o

volume final de cada um é também completado com metanol;

Tabela 9 - Preparacao dos padroes de calibracao.

Solugio Vi(mL) Vi(mL) C;(mg acido galico L-1)
Acido galico 1 (branco) 0 10 0

Acido gélico 2 0,5 10 25

Acido gélico 3 1 10 50

Acido gélico 4 2 10 100

Acido galico 5 3 10 150

Acido gélico 6 4 10 200

Acido gélico 7 5 10 250

A quantificacdo a realizar de seguida estd de acordo com o descrito no ponto 2.3.4 - b)

posteriormente descrito.

No final, pretende-se que a reta de calibracdo apresente um coeficiente de correlacao (R2)
superior a 0,98, mantendo-se valida cerca de 15 dias, desde que os reagentes utilizados sejam
0S mesmos.
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2.3.4 Procedimento Analitico
a) Preparacdo da amostra e extracdo dos compostos

A amostra de melancia previamente triturada que se pretende analisar é retirada, no dia
anterior a andlise, de uma temperatura de -20°C para 4°C, de modo a sofrer um processo de
descongelamento gradual. Para que ocorra a extracdo dos compostos que se pretendem
analisar, uma quantidade conhecida de melancia é dissolvida em metanol, permanecendo
durante 24 horas na auséncia de luz.

b) Quantificacao

Caso ndo exista uma reta de calibracio valida, é necessario efetuar uma nova calibracido
antes de quantificar as amostras. Utilizam-se os padrdes ja descritos no ponto 2.3.3 que sido
quantificados da mesma forma que os extratos. O procedimento para tal esta descrito tendo
em conta os ensaios em branco e as amostras a analisar.

Para cada série de amostras, prepara-se um branco constituido por:
500 pL de metanol;
2 mL de dgua ultrapura;

500 pL de reagente Folin-Ciocalteau;
¢ 5 mL de carbonato de sédio a 7%, perfazendo o volume a 12 mL com agua ultrapura.
Para as amostras, a preparacdo é constituida por 500 pl. de extrato metandlico e a
restante preparacdo segue a mesma sequéncia do ensaio em branco anteriormente descrito.

A partir desta fase, o procedimento a ter € 0 mesmo para todas as solugdes, as amostras e
o branco. O mesmo passa pela:

e agitacdo durante cerca de 10 segundos;

e repouso na auséncia da luz, durante 150 minutos;

e centrifugacdo, durante 5 minutos a 2500 rpm e a temperatura ambiente.

A leitura das absorvancias é realizada a 760 nm. No entanto, ainda é necessario proceder
a correcdo do valor do teor de fendis, tendo em conta a massa que efetivamente foi pesada
para cada determinagdo. Assim, para o calculo da concentragdo de fendis totais é aplicada a
seguinte equacao:

(5)

. : : : el
Teorde fenois dotas (mg acrdo galico anvdro [k {rutea) w1
m

rrr ST

Em que:
Cida - Concentragdo da amostra lida (mg acido galico anidro L-1);
M amostra — Massa da amostra (g).

Os resultados obtidos sdo expressos em mg de acido galico kgt de fruta.
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2.4 Identificacdo e quantificacdo do perfil de compostos
fendlicos por HPLC-DAD

0 método de andlise para esta quantificacdo foi baseado no procedimento descrito por
Yao et al. (2004), tendo sido adaptado tendo em conta o objetivo proposto e os resultados
obtidos durante a optimizacao.

2.4.1 Equipamentos e materiais

. Sistema HPLC (Dionex - Ultimate 3000) (Figura 17)

. Detetor DAD (Dionex - DAD 3000RS) (Figura 17)

. Coluna Restek Pinnacle Ultra C18 (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 pm)
. Membrana de nylon, 0,22 pm, 25 mm de @

. Software: Chromeleon.

2.4.2 Reagentes

. Acido Férmico a 0,1% (Merck);
. Acetonitrilo (Merck);
. Metanol para HPLC (Prolabo).

Além dos enumerados, utilizaram-se também os padrdes, cuja identificacio esta
representada na Tabela 10.

Relativamente aos compostos utilizados, podemos verificar no Anexo A uma
caracteriza¢do mais detalhada de cada um.

Tabela 10 - Identificacao dos compostos utilizados como padroes.

Composto Marca CAS Pureza
Acido Galico Sigma- Aldrich  5995-86-8 299% (HPLC)
Acido Protocatecuico | Sigma- Aldrich  99-50-3 >97 %
Acido Clorogénico Sigma- Aldrich ~ 327-97-9 >95 %
Campeferol Sigma- Aldrich ~ 520-18-3 >97 % HPLC
Apigenina Sigma- Aldrich  520-36-5 95.4 %
Luteolina Extrasynthese = 491-70-3 >90%
Acido Gentisico Extrasynthese = 490-79-9 >90%
Tirosol Aldrich 501-94-0 98 %

Acido Cafeico Sigma- Aldrich ~ 331-39-5 > 98 % HPLC
Acido Siringico Acros 530-57-4 97 %

Acido Vanilico Fluka 121-34-6 =97 % HPLC
Acido Ferilico Fluka 531-98-4 > 99 % HPLC
Acido o-cumarico Aldrich 614-60-8 97 %

2.4.3 Método cromatografico

a) Fases Méveis (Eluentes)
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Eluente A: Acetonitrilo
Eluente B: Acido Férmico a 0,1 %

b) Descri¢do do Método

Condic¢oes operacionais utilizadas no HPLC:

- Coluna a 35°C;

- Detetor: 200 a 600 nm, com os canais selecionados a 280 nm, 310 nm e 340 nm;

- Temperatura do amostrador: 5°C;

- Fluxo de 1,2 mL.min-;

- Volume injetado: 20 pL;

- Gradiente linear de eluicdo: Inicia-se com 4% de eluente A, aos 30 minutos atinge os
18% e aos 45 minutos 50% do mesmo eluente. Aos 47 minutos apresenta 100% de eluente A,
mantendo este valor até aos 50 minutos. Aos 55 minutos retoma o valor inicial de 4% de
eluente A mantendo-o até aos 65 minutos;

- Tempo total de elui¢do: 65 minutos.

c) Quantificacdo

A leitura das absorvancias foi realizada em trés comprimentos de onda diferentes:
280nm, 310nm e 340nm (Yao et al,, 2004).

Assim, para esta quantificacdo utilizaram-se as areas dos picos no comprimento de onda
definido para cada composto, definiram-se as respetivas retas de calibragido e estabeleceu-se
a verificacdo com as areas dos picos dos padrdes injetados.

2.4.4 Calibracao - Preparac¢ao das solucées-mae dos padrées

A solucdo-mae de cada padriao é preparada de acordo com a Tabela 11. Pesam-se as
massas indicadas para cada um (Mpesada), © volume final é completado com metanol até ao
volume pretendido para cada caso e obtém-se uma concentracgao final (Cr) para cada padrao.

A Tabela 11 expressa as concentragdes que sao obtidas em cada caso.

Tabela 11 - Concentracao das solucao-mae de cada padrao.

Padrio M, pesar (Mg)  Vr (ml) Cs(mgL1)
Acido Galico 25,0 50,0 500,0
Acido Protocatecuico 25,0 50,0 500,0
Acido Clorogénico 25,0 50,0 500,0
Campeferol 10,0 50,0 200,0
Apigenina 10,0 50,0 200,0
Luteolina 25,0 50,0 500,0
Acido Gentisico 25,0 50,0 500,0
Tirosol 5,0 100,0 50,0
Acido Cafeico 5,0 100,0 50,0
Acido Siringico 0,15 10,0 15,0
Acido Vanilico 5,0 100,0 50,0
Acido Fertilico 5,0 100,0 50,0
Acido o-cumérico 5,0 100,0 50,0
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No final da preparacao, todas as solu¢cdes devem ser conservadas no frio de acordo com as

indicacGes de cada fornecedor.

2.4.5 Preparacao das solucdes para a reta de calibragao

A mistura dos padroes preparada a partir das respetivas solugdes-mae é designada por
solucdo PF8 e a sua composicdo esta representada na Tabela 12. O volume final (V¢) de 50 ml

é obtido perfazendo a solugao com agua ultrapura.

Tabela 12 - Preparacao da solucao PF8 e respetiva concentracao final de cada um dos

padroes.
Composto Vi (ml) Vi (ml) Cfinal (mg L-1)
Acido Galico 1,0 10,0
Acido Protocatecuico 1,0 10,0
Acido Clorogénico 0,5 5,0
Campeferol 3,0 12,0
Apigenina 1,0 4,0
Luteolina 1,0 10,0
Acido Gentisico 1,0 50 10,0
Tirosol 3,0 3,0
Acido Cafeico 1,0 1,0
Acido Siringico 3,0 0.9
Acido Vanilico 2,0 2,0
Acido Ferulico 2,0 2,0
Acido o-cumaérico 2,0 2,0

A partir desta solucdo PF8 sdo entdo realizadas as respetivas dilui¢des, sendo obtidos no
final seis niveis de concentragdes. Estas dilui¢cdes sdo também preparadas com agua ultrapura
e na Tabela 13 pode verificar-se o volume inicial (V;) e final (V¢) de cada uma delas.

Tabela 13 - Preparacao das solucées-padrao a partir da solucao PF8.

Dilui¢oées | Vi(mL) | V¢(mL)
PF3 1 10
PF4 2 10
PF5 4 10
PF6 6 10
PF7 8 10

Para o calculo das concentragdes finais, além das massas e volumes de dilui¢des, também

foi tido em conta o grau de pureza e humidade dos padrdes.
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2.4.6 Preparacao das amostras

A semelhanca do procedimento para a determinacdo dos fendis totais, a amostra de
melancia previamente triturada que se pretende analisar é retirada, no dia anterior a analise,
de uma temperatura de -20°C para 4°C, de modo a sofrer um processo de descongelamento
gradual.

De seguida, é realizada uma filtracdo (membrana de nylon) de cerca de 1 mL da amostra
da melancia para um vial.

2.4.7 Sequéncia de trabalho

A sequéncia de trabalho definida para esta metodologia compreende diferentes etapas
com objetivos distintos.

a. Em primeiro lugar, realizam-se duas elui¢des em branco, de maneira a proporcionar a
estabilizacdo do sistema;

b. De seguida, faz-se correr uma série de cinco repeticdes da diluicdo PF3, possibilitando
a verificacdo da reprodutibilidade /adequabilidade do sistema;

c. Posteriormente, realiza-se a calibracdo do sistema injetando em duplicado todas as
dilui¢bes preparadas de acordo com o ponto 2.4.5, da mais diluida a mais concentrada;

d. No seguimento desta ordem, ap6s cada sequéncia de dez amostras, é injetado um
branco seguido de um padrdo de controlo, por norma o segundo padrao mais baixo utilizado
na reta de calibragao;

e. Apos a calibracdo, seguem-se as amostras de melancia que se pretendem analisar.
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2.5 Validacdao da metodologia

Relativamente a validacdo da metodologia foram testados todos os parametros ja
descritos na introdugdo a esta fase do estudo.

Na Tabela 14, para cada um dos parametros definidos, bem como para o pré-requisito
considerado, é indicada a forma como é concretizada cada avaliacao, sendo que a mesma é
repetida em trés dias diferentes consecutivos, e também o critério de aceitacao para cada um
deles.

Tabela 14 - Avaliacdo dos parametros e pré-requisito de validacao.

Parametro Como avaliar? Critérios de
aceitacao

Repeticdo da diluigao PF3 (cinco vezes) CV<10%

Comparagdo entre amostras com os brancos e -

com amostras fortificadas Comparacio
espetros
Comparagdo das areas das amostras fortificadas CV<10%
Fortificacdo de amostras, com quantidades 70% <
conhecidas da solucdo PF8 Recuperacgdo
<120%
Medicgdo dos seis niveis de concentragao, r2=0,99
construcdo do grafico com a reta de calibragdo ~ Desvio < 10%
correspondente a cada composto e b ndo #0
determinagdo do coeficiente de correlagio para
cada caso

Aplicagdo das férmulas indicadas para o efeito, -
de acordo com os valores obtidos
Analise dos resultados obtidos no 12 ensaio -
Teste a amostras de trabalho armazenadas ao Desvio < 5%
longo do tempo

Apesar de a mesma sequéncia de trabalho ser utilizada para a determinac¢do de varios
pardmetros, cada um deles foi avaliado distintamente. Assim, a programacao realizada para
esta etapa é a que se encontra descrita de seguida.

e 19Ensaio
Este primeiro ensaio teve como principal objetivo a selecdo da gama de trabalho, ou seja,
a amplitude do método a ser validado. Neste ensaio prepararam-se dilui¢des a partir da

solucdo PF8, com diferentes concentracdes para os diferentes padrdes que variaram entre os
0,9 e 0s 10,0 mg L.

Assim, os parametros avaliados desde logo sdo os seguintes:
a. Reprodutibilidade do sistema
b. Especificidade
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c. Linearidade
d. Limite de Detegdo e de Quantificagdo
e. Amplitude

e 29 3%2e 42 Ensaio

Apo6s a determinacdo da gama de trabalho todos os ensaios realizados mantiveram
sempre a amplitude selecionada no 12 ensaio. Neste sentido, definiu-se uma sequéncia de
trabalho que foi repetida nos trés ensaios seguintes, portanto, no segundo, terceiro e quarto

ensaios.

Importa referir que as dilui¢gdes a partir das solugdes-mde foram preparadas de novo por
cada ensaio realizado e as condi¢cdes do método mantiveram-se sempre as mesmas em cada
um deles.

Neste conjunto de ensaios, a excecdo da amplitude e além dos parametros ja avaliados no
19 ensaio sao considerados ainda:

a. Precisao

b. Recuperacio

c. Estabilidade
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3. Resultados e Discussao

3.1 Fenois totais

Os resultados obtidos nesta quantificacdo foram determinados mediante a férmula (5).

Em primeiro lugar, foram agrupados por zonas: pedunculo, periferia, apical e central.
Posteriormente, agruparam-se os valores das diferentes datas de colheita e, dentro da mesma
data, distinguiram-se as diferentes cultivares (Figura 13).

230.0
200.0
E‘ 1500 B Crimison swsst
i B Augusts
[} Crimistar
.:ﬂ 10,0 H Crimista
B Romeria
E
B Romailinda
300
00
1 2 3 4 5 -]
Data de Colheits

Figura 13 - Fendis totais das cinco cultivares em diferentes momentos de colheita -
zona central.

Para avaliar os valores obtidos, é necessario ter em conta que ndo foi realizado qualquer
controlo ao estado de maturacdo das melancias. Inicialmente definiu-se um critério de
aceitacdo para as mesmas em termos de sélidos soldveis totais considerando que deveriam
conter, no minimo, 8 °Brix, pardmetro este avaliado num outro estudo desenvolvido também
no ambito deste mesmo projeto, como ja havia sido referido.

Na Figura 13 apresentam-se os resultados apenas para a zona central, onde foram obtidos
valores de fendis totais mais elevados. A partir da leitura dos valores, em termos médios, é a
cultivar Romalinda que apresenta teores superiores de fendis totais, seguida pela Crimson
sweet, pela Crimstar, Augusta e, por fim, pela cultivar Romeria. De qualquer modo e segundo
a andlise de variancia (ANOVA) realizada, estes valores estatisticamente ndo apresentam
diferencas significativas (p>0,05).

De acordo com a bibliografia e em comparacdo com outros frutos, os valores de fenoéis
totais na melancia sdo, de um modo geral, inferiores. No entanto e tal como ja havia sido
abordado, o facto de a melancia ser consumida em grandes quantidades, faz com que, mesmo
sendo menos rica em compostos fendlicos, forneca maiores quantidades dos mesmos (Vinson
etal,2001).
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3.2 Selecdo das amostras a analisar

A selecdo das amostras a analisar, de acordo com o que se pretendia, também foi realizada
de forma cuidada. Para os ensaios de validacdo, nomeadamente para os testes de
recuperacdo, as melancias selecionadas foram as que apresentavam menores teores de fendis
totais.

Para a quantificagdo do perfil de compostos fendlicos, de um total de sessenta e cinco
melancias foram selecionadas vinte e cinco. Esta selecdo teve como base os resultados
obtidos na determinacdo dos fendis totais, mas também dos solidos soluveis totais (SST). A
determinacdo dos SST estd também incluida no ambito deste projeto, sendo desenvolvida
num outro estudo. Neste sentido, as vinte e cinco melancias selecionadas foram as que
apresentaram teores elevados, mas tendo atencdo para nao selecionar valores anormalmente
elevados, em ambas as determinagdes. Para o perfil de compostos fendlicos por HPLC-DAD, a
zona da melancia que foi avaliada foi a central, uma vez que, tal como ja havia sido indicado, é
a que apresenta valores de fendis totais superiores relativamente as restantes.

3.3 Perfil de compostos fenélicos por HPLC-DAD
3.3.1 Desenvolvimento da metodologia

Para a otimizacdo desta metodologia foram efetuados varios procedimentos que serdo
descritos neste capitulo.

a) Ajustes de gradiente
Neste ambito, foram testados diferentes tempos de eluicao e diferentes gradientes.

Uma das programacgdes realizadas era composta por um aumento de acetonitrilo mais
acentuado ao longo do tempo, ndo permitindo a separacdo de alguns compostos, que
necessitavam que este aumento fosse realizado mais lentamente no tempo. O grande objetivo
destes ajustes era o aumento da resolucdo dos picos dos compostos testados.

De seguida, apresentam-se dois exemplos dos resultados obtidos com os diferentes
ajustes de gradiente, utilizando padrdes. Importa referir que os tempos de retencdo foram
determinados através da injecdo de solucdes padrao individuais. O primeiro exemplo, a
Figura 14, diz respeito a um cromatograma obtido aquando dos testes iniciais para a
separacao dos compostos, utilizando variacées mais bruscas de gradiente. Neste caso, é
notdria a ndo separacdo de dois compostos: o acido cafeico e o acido siringico, exigindo
alteracdes ao nivel do método definido para contornar esta questao.

Figura 14 - Cromatograma obtido a partir do gradiente de eluicdo testado inicialmente.
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Surge assim o gradiente que foi descrito ja na metodologia deste trabalho e que permitiu a
separacdo de todos os compostos em estudo. A Figura 15 é um dos bons exemplos obtidos
com as alteracdes realizadas. Salienta-se a ja conseguida separacdo entre o acido cafeico e o

acido siringico.

Figura 15 - Cromatograma obtido a partir do gradiente de eluicdo utilizado neste
trabalho.

b) Preparacdo dos padrées com diferentes solventes

A preparacdo dos padrdes foi também uma das fases deste estudo em que varias
tentativas foram realizadas. A prepara¢do das solu¢des-mae foi realizada utilizando como
solvente o metanol, que de acordo com a literatura solubiliza os compostos em estudo e
confere estabilidade as solugdes.

Os solventes utilizados para a preparacdo das solugdes a analisar em HPLC deverdo ser
semelhantes aos eluentes escolhidos para cada metodologia. Como tal, testou-se a utilizacdo
de acetonitrilo puro, acetonitrilo a 8%, para que se assemelhasse as condi¢oes iniciais da fase
movel, e ainda agua ultrapura.

Relativamente ao acetonitrilo puro, os resultados demonstraram que a eficiéncia da

coluna diminuia, como é verificavel na Figura 16.

AN — o3l

Figura 16 - Comparacao dos solventes: acetonitrilo puro (azul) e acetonitrilo a 8%
(preto).

Por fim e para evitar a ocorréncia de todas estas questdes, prepararam-se as solugdes de
trabalho utilizando como solvente a agua ultrapura, tida como a op¢do mais pratica para o

pretendido.
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c) Leitura em diferentes comprimentos de onda

Segundo a literatura, os comprimentos de onda mais utilizados para a leitura deste tipo de
compostos sdo: 280, 310, 340, 380, 450 e 510 nm (Yao et al., 2004).

Todos eles foram testados nesta metodologia (Figura 17), no entanto, para cada composto
foi verificado qual o comprimento de onda onde a absor¢do era maxima e onde existia
também um menor ruido. A partir desta verificagdo, distinta para cada composto, foi
escolhido o comprimento de onda a utilizar para a leitura dos resultados.

280 nm 316 nm
! |
| i = s o o I o — |  meeam A —————
Il LI B
o 380 nm
340 nm
I
h I
| ———— | —
450 nm o 510 nm ‘

Figura 17 - Cromatogramas obtidos nos diferentes comprimentos de onde testados.

Em conclusdo optou-se por escolher trés dos comprimentos de onda testados: 280, 310 e
340 nm, uma vez que facilmente se observa que a partir dos 340 nm os cromatogramas
obtidos sdo limpos, sem detecdo de compostos (Sakakibara et al., 2002).
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Segundo o apurado nestas tentativas, podemos assinalar que o comprimento de onda de
280 nm serd o adequado para os acidos hidroxibenzo6icos, 310 nm para os acidos
hidroxicindmicos, enquanto que 340 nm adequar-se-a a familia dos flavondides. Esta deducdo
obteve-se a partir da analise do maximo de absor¢do de cada composto.

d) Diversas formas de preparacdo de amostra

Para a determinacdo da forma de preparagdo das amostras foram realizados diferentes
testes: injecdo direta do sumo, extracdo em metanol da amostra liofilizada, Solid-phase
extraction (SPE) ou ainda a hidroélise acida dos compostos.

No que concerne a hidroélise acida, os resultados demonstraram uma clara redugido do
ndmero de picos com um aumento significativo das areas dos mesmos, sendo que estes picos
também nao eram identificados com os padrdes utilizados.

Ja no que diz respeito a técnica de SPE e extracdo em metanol da amostra apds liofilizacao,
os resultados obtidos foram idénticos entre eles. No entanto, ambos revelaram que estas
técnicas, apesar de apresentarem resultados também semelhantes aos da injecdo direta do
sumo, ndo apresentam vantagens relativamente a esta dltima que justificassem os custos.

Posto isto, a forma de preparacdo da amostra utilizada foi, de entre as possibilidades, a
injecdo direta do sumo de melancia.

e) Testes com outros alimentos

Outros alimentos, ricos em polifendis, também foram testados com a técnica de SPE e
também com esta metodologia em HPLC, como sendo a rom3, a framboesa, a cereja e o mel.

A Figura 18 serve de exemplo para os resultados obtidos nesta experiéncia com diferentes
alimentos. Verifica-se que, apesar da técnica permitir a separacao aceitavel dos compostos, é
necessario confirmar a identificagdo dos mesmos através dos espetros de absor¢ao.
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Figura 18 - Comparacao de uma amostra de melancia, apos preparacdao com a técnica
de SPE (preto) e uma amostra de framboesa (azul).
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3.3.2 Validacao da metodologia
A. Reprodutibilidade do Sistema

A forma como foi avaliado este pré-requisito do equipamento, isto é, a repeticao da
diluicdo PF3, permitiu obter os resutados através da utilizacdo da férmula indicada para o
efeito (1) que sdo os apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Coeficiente de variacao (CV) obtidos nos trés dias de ensaios realizados.

Coeficiente de Variacao

12 Dia 292Dia 32Dia
AGal 09% 09% 0,9%
AP 09% 09% 0,9%
Tir 09% 09% 0,9%
AGen 09% 09% 0,9%
AClor 09% 09% 0,9%

AV 9,1% 33% 34%
ACaf 06% 06% 0,6%
AS 44%  72%  72%
AF 44%  12%  2,8%
AO 05% 28% 2,0%
Lut 51%  2,8% 19,2%
Api 33% 2,0% 7,0%

Camp 4,4%  2,6% 12,1%

0 sistema é reprodutivel para todos os compostos, excetuando a luteolina e o campeferol.

Para estes dois compostos os valores do coeficiente de variagdo no 32 dia estdo acima do
intervalo aceitavel. Esta situa¢do podera ser justificada pelo facto dos mesmos se degradarem
com facilidade, pelo que tera que ter-se em atengdo este aspeto na utilizacao destes padrdes.

B. Especificidade / Seletividade

Nesta fase, os resultados obtidos a partir dos testes em branco, da solu¢dao PF4 , bem como
de melancias fortificadas e ndo fortificadas sdo apresentados de seguida.

Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados de todos os valores relativos ao segundo
ensaio utilizado para a validagdo da metodologia. Os ensaios em branco e a solu¢do PF4 foram
repetidos trés vezes cada um, ao contrario dos ensaios com melancia e melancia fortificada
que foram repetidos seis vezes cada um. Os valores apresentados correspondem a média dos
resultados obtidos em cada caso. Na mesma tabela é também referido o comprimento de
onda escolhido para a leitura dos resultados de cada composto em particular.
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Tabela 16 - Comparacao de resultados para avaliacao da especificidade/seletividade
do método. (Area em mAU*minutos e tempo de retencao em minutos).

Branco PF 4 Melancia Mel_ancia
Fortificada

Composto Fendlico | £ (nm) | Tr |Area| Tr |Area| Tr |Area| Tr | Area
280 -- -- 551 | 1,56 | 554 | 0,03 | 549 | 1,54
280 -- -- 110,25| 0,91 | 10,21 | 0,03 | 10,22 | 0,97
280 -- -- 15,51 1,02 | 15,30 | 1,97 | 1542 | 2,66
340 -- -- 115,97 0,60 -- -- 15,93 | 0,66
310 -- -- 116,77 0,70 | 16,67 | 0,03 | 16,74 | 0,73
280 -- -- 119,10 0,18 -- -- 19,07 | 0,19
310 -- -- 119,58 2,64 | 19,32 | 0,02 | 19,54 | 2,42
280 -- -- 120,80 | 14,54 -- -- 20,76 | 15,54
310 -- -- 130,50 0,50 | 30,48 | 0,56 | 30,46 | 1,13
340 -- -- |36,75] 0,23 -- -- 36,73 | 0,24
340 -- -- 140,68 | 1,84 - - 40,68 | 1,85
340 -- -- 143,09| 0,89 -- -- 43,08 | 0,97
340 -- -- |43,64| 1,53 -- -- 43,64 | 1,35

7

Na leitura destes resultados é importante salientar que a concentracio de PF4
corresponde a concentragdo adicionada na melancia, ou seja, a concentragio de fortificacao.
Como tal, podemos verificar que os valores da area da melancia somados aos valores da area
da solucao PF4 resultam no valor da drea da melancia fortificada.

De acordo com o que era expectidvel, em todos os ensaios em branco, ensaios estes
realizados com agua ultrapura, ndo sio detetados compostos fendlicos (Figura 19).

Figura 19 - Cromatograma de um ensaio em branco.

J& a Figura 20 apresenta-nos a sobreposicdo dos cromatogramas de uma amostra
fortificada e uma amostra nao fortificada.

A partir da comparagdo dos mesmos é claramente percetivel a diferen¢a entre ambas.
Para a melhor avaliacdo destes resultados foi necessario recorrer aos espetros de absorgio
no UV-Vis de composto.
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Figura 20 - Cromatogramas de uma das amostras de melancia com fortificacao (azul)
e sem fortificacao (preto).

Na Figura 21 e 22 estdo retratados um caso em que o composto é confirmado e outro em
que a confirmacdo ndo se realiza, através do cromatograma (1 e 1’), do espetro do composto
(2 e 2) bem como do Isoplot (3 e 3’). Verifica-se que para o acido siringico (Figura 21) ndo se
confirma a identificacdo do composto, pois os espetros (2 e 2’) ndo sdo coincidentes.
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Figura 21 - Cromatogramas, espetros e isoplot do padrao (a esquerda) e de amostras
de melancia (a direita) do composto puro - acido siringico.
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Ja para o acido ferulico (Figura 22), esta confirmacdo é positiva, provando-se a presenca
deste composto.

Padrao Amostra

Acido Ferilico

1

.
‘: |

Figura 22 - Cromatogramas, espetros e isoplot do padrao (a esquerda) e de amostras
de melancia (a direita) do composto puro - acido ferdlico

Este sistema demonstrou ser seletivo para todos os compostos, a excecdo do tirosol e do
acido siringico. Como tal, a partir desta ilacdo, os dados destes dois compostos deixardo de
ser tratados no decorrer deste trabalho.

C. Exatidao

C.1. Precisao

Para a verificagdo da precisdo da metodologia estipulada, como ja foi indicado, procedeu-
se a avaliacdo dos coeficientes de variagdo obtidos nas seis recuperagoes realizadas em cada
uma das retas, para cada um dos compostos.

Na Tabela 17 sdo apresentados os valores do coeficiente de variacio referidos, que devera
ser, em todos os casos, inferior a 10 %.

Tabela 17 - Coeficientes de variacao das recuperacoes das amostras fortificadas de
cada um dos compostos fendlicos nos trés dias de ensaio.

cv
12 dia | 22 dia | 3 dia
6,75| 3,10| 3,14
1,12 1,52| 2,60
2,79 2,51| 1,33
2,57| 2,52| 1,27
5,68| 2,20| 8,03
342 2,49| 3,33
6,00 17,07 11,10
2,18 6,04| 2,86
2,16 1,79| 9,42
1,79 1,01 3,91
8,02| 5,57| 13,62

% Recuperacao
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De acordo com os valores obtidos verifica-se que, existem apenas dois compostos que
apresentam valores que ultrapassam o valor limite definido. Nestes casos a precisdo deve ser
repetida, preparando-se as fortificagcdes a partir da mesma solugao pois as fortificacdes foram
efetuadas em seis amostras diferentes, podendo assim provocar varia¢des no ensaio, como
podera ser o caso do acido ferulico. Ja o campeferol, tal como sera possivel assinalar ainda no
decorrer deste trabalho, demonstrou ser um composto instavel de acordo com a preparagao
realizada. Neste sentido, esta devera ser a razdo que para a qual o resultado ultrapassou o
limite estabelecido.

Assim, o sistema provou ser preciso, com excecdo do acido ferulico e do campeferol. No
caso do acido ferulico, deveria ser realizado um novo teste de validacdo com amostras sem
acido ferulico, no entanto, tal nao foi possivel concretizar.

Neste sentido é necessario ter especial cuidado aquando da utilizagio de ambos os
compostos.

C.2. Recuperacao

Nesta determinagdo, é necessario que se avaliem os resultados das recuperacgoes testadas.
Como foi ja indicado os dados relativos a recuperagdo sé sdo aceitaveis se se encontrarem
num limite estipulado. Assim, neste caso em concreto, pretende-se que a percentagem de
recuperacao se encontre entre os 70% e os 120%.

Das recuperacgdes indicadas na Tabela 18 o caso mais preocupante é o do acido vanilico,
para o qual existem valores além do intervalo estipulado. Nesta situagao, como este composto
apresenta um nivel de fortificacdo muito préximo do LQ, leva a que as percentagens de
recuperagdo possam apresentar valores superiores.

Tabela 18 - Comparacao das percentagens de recuperacbes de cada composto
fendlico em cada uma das retas realizadas.
% Recuperacio

AGal AP AGen AClor AV ACaf

1 104,2% 102,8% 1069% 100,2% 107,6% 92,2%

o S 2 102,6% 1049% 110,7% 103,8% 99,8% 100,9%

g % E 3 101,5% 104,1% 112,5% 102,1% 109,5% 99,8%
o £ 2 4 1029% 101,2% 1055% 100,7% 96,4% 99,3%
<2 5 84,6% 103,3% 1139% 97,1% 111,1% 93,7%

6 992% 102,8% 112,3% 105,1% 1129% 95,3%

1 957% 109,6% 111,4% 101,0% 127,2% 98,3%

o S 2 963% 108,6% 103,8% 97,2% 121,6% 102,8%

g % E 3 104,5% 1083% 103,4% 97,1% 126,8% 99,4%
3 £ 2 4 100,0% 112,9% 107,7% 104,2% 128,2% 99,9%
<2 5 96,5% 111,9% 107,1% 101,5% 128,2% 98,2%

6 978% 110,2% 107,8% 101,5% 122,1% 94,5%

1 952% 113,6% 1048% 992% 131,7% 102,3%

o S 2 1023% 117,0% 106,0% 102,5% 118,0% 95,7%

g % g 3 102,1% 1184% 1083% 102,7% 132,3% 101,1%
o £ B 4 992% 116,6% 1064% 999% 1099% 103,7%
<2 5 94,4% 123,7% 107,2% 101,5% 107,3% 95,7%

6 973% 119,4% 109,0% 101,9% 120,5% 96,5%
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0 mesmo acontece na Tabela 19 na qual o acido ferulico apresenta algumas percentagens
que também nao estdo de acordo com o intervalo referido, para o qual também nao se
conseguiu apurar a causa do comportamento.

Tabela 19 - Comparacao das percentagens de recuperacbes de cada composto
fenolico em cada uma das retas realizadas (cont.).

% Recuperacao

AF AO Lut Api Camp

1 1134% 103,1% 985% 106,1% 93,4%

s 2 2 1262% 1060% 99,0% 107,3% 90,6%

g % g 3 1347% 106,8% 955% 102,1% 81,3%
o | g 8 4 1186% 1026% 98,1% 1050% 92,4%
< £ s 131,0% 108,7% 92,9% 1079% 73,8%

6 1194% 102,8% 97,2% 1049% 88,6%

1 109,6% 98,0% 984% 1099% 86,4%

s 8 2 1057% 96,7% 97,0% 107,8% 91,7%

g % g 3 113,4% 989% 93,7% 1083% 76,8%
oo | EE 4 1440% 97,7% 990% 110,5% 88,1%
<£ s 793% 1119% 97,2% 110,8% 83,5%

6 1098% 109,6% 958% 109,6% 82,2%

1 99,0% 1095% 1079% 113,2% 106,4%

s 2 2 984% 111,3% 111,7% 114,4% 113,1%

g % g 3 996% 1172% 114,6% 116,7% 113,6%
o | EE€ 4 908% 1173% 941% 1151% 88,8%
< £ s 127,2% 1179% 90,5% 103,5% 82,6%

6 1057% 116,6% 93,4% 1158% 83,7%

As recuperagdes obtidas com esta metodologia estdo de acordo com o limite definido, a
excecdo dos casos do acido vanilico e do acido ferulico.

D. Linearidade/Sensibilidade

Nesta avaliacdo da linearidade/seletividade procedeu-se a regressdo linear de cada
composto, a partir dos seis pontos testados em cada uma das trés retas de calibragao.

0 que se pretende é que o coeficiente de correlacdo (r?) seja maior ou igual a 0,99, que o
valor da ordenada na origem (b) nao seja diferente de 0 (zero) e que os desvios obtidos sejam
inferiores a 10%.

Na Tabela 20 sdao apresentados os valores detalhados para o acido fertlico, verificando-se
que todos os critérios aplicados estdo em conformidade.
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Tabela 20 - Valores do intervalo de b, valores de r? e dos desvios associados nas trés
retas de calibracdo para o acido ferdulico.

12 reta 22reta 32reta
desvio
PF3 0,0% -3,6% -0,6%
PF3 -0,1% -5,4% 2,6%
PF3 -1,8% -1,5% 3,9%
PF4 2,0% -0,4% 3,1%
PF4 1,8% 0,9% 2,5%
PF4 0,8% -2,4% 2,5%
PF5 0,9% 0,1% -0,7%
PF5 0,0% -1,7% -1,0%
PF5 -0,3% -2,9% -2,7%
PF6 -1,1% 1,0% -1,0%
PF6 -1,9% 2,5% -0,8%
PF6 -1,1% 2,8% -1,3%
PF7 0,0% 2,6% 0,2%
PF7 1,2% 2,0% -0,2%
PF7 0,3% 0,6% -0,2%
PF8 -0,9% -2,5% 0,5%
PF8 0,5% 0,0% 0,4%
PF8 0,7% -2,1% 0,6%
r2
09970 | 09986 | 09997
b
[-0,023 2 0,004] | [-0,008 a0,050] | [-0,008 a 0,018]

Para cada um dos compostos foram realizadas as trés retas de calibracdo e apresenta-se
como exemplo o caso do acido ferulico (Figura 23). Os restantes compostos estao presentes

no Anexo B e C.

3,000
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2,300 . 4
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0,500 i LUnsar |3t Reta)

]
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Figura 23 - Retas de calibracao obtidas para o acido ferGlico em trés dias para a
validacao da metodologia.
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0 sistema ¢é linear/sensivel para todos os compostos, cumprindo-se em todos os casos 0s
critérios de aceitacao.

E. Limites de Detecio e de Quantificagio

A determinacdo dos limites descritos na Tabela 21 foi realizada recorrendo as féormulas
descritas para este fim (4) e os resultados apresentam-se em termos de concentracao(mg L-1).

Estes resultados revelam um grande interesse para a avaliacdo e a validacdo da
metodologia em causa e para que seja possivel confirmar a presenca ou a auséncia de um
dado composto fendlico na melancia.

Tabela 21 - Valores médios de LQ e LD, bem como os erros padrao (Sxy) obtidos na
execucao das trés retas de calibracdo para cada um dos compostos.

Sxy LD (mgL?!) LQ(mgL?)

AGal 0,05 0,25 0,75
AP 0,03 0,26 0,80
Tir 0,03 0,07 0,22
AGen 0,02 0,25 0,75
AClor 0,03 0,13 0,42
AV 0,01 0,08 0,25
ACaf 0,14 0,04 0,11
AF 0,02 0,04 0,15
AO 0,01 0,06 0,17
Lut 0,09 0,46 1,01
Api 0,05 0,18 0,44
Camp 0,10 0,66 1,50

F. Amplitude

Neste ponto, importa salientar que a amplitude para cada um dos compostos foi
determinada desde o primeiro ensaio.

Nas Tabelas 22 e 23 descreve-se o intervalo de concentragdes de cada composto desde o
LQ até a solucdo de concentragdo mais elevada, a solucdo PF8.

Tabela 22 - Intervalo de concentracao correspondente a cada composto, desde o LQ
até a solucao PF8.

Composto [LQ] (mg L-1) [PF8] (mg L1)
Acido Galico 0,75 10,102
Acido Protocatecuico 0,8 10,597
Acido Gentisico 0,8 9,162
Acido Clorogénico 0,42 4,861
Acido Vanilico 0,3 2,000
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Tabela 23 - Intervalo de concentracao correspondente a cada composto, desde o LQ
até a solucao PF8 (cont.)

Composto [LQ] (mg L-1) [PF8] (mg L1)
Acido Cafeico 0,11 1,000
Acido Fertlico 0,15 2,000
Acido o-cumarico 0,2 2,000
Luteolina 1,0 9,025
Apigenina 0,4 3,804
Campeferol 1,5 10,888

G. Estabilidade

Neste caso em concreto, testaram-se as amostras de trabalho armazenadas a temperatura
controlada, cerca de 3 °C, ao longo do tempo.

A partir da Figura 24, relativa as solugdes de trabalho preparadas no dia 22/01/2013,
podemos assumir que, tendo em conta os desvios obtidos, os compostos fendlicos das
solugcdes de trabalho apresentam-se estaveis até duas semanas ap6s a sua preparacdo. Na
terceira semana alguns compostos apresentam varia¢des, ndo estando ja em condi¢des para
serem utilizados. Esta preparacdo teve como solvente agua ultrapura e, dependendo do
solvente utilizado, os comportamentos serdo diferentes. Conforme a literatura, a preparacgdo
das solugdes-mae dissolvidas em metanol apresentam uma maior estabilidade ao longo do
tempo.

10,00

Desvio (%)

-6,00

Figura 24 - Estabilidade das solucoes de trabalho (1).

Tal como representado na Figura 25, no caso concreto da luteolina, da apigenina e do
campeferol, os resultados obtidos demonstraram-se diferentes dos restantes. Estes
compostos fenodlicos demonstraram que sdo instaveis desde a primeira semana. Neste
sentido, além desta situagdo implicar um maior cuidado com as amostras, a preparacdo de
padrdes destes compostos também devera ser inevitavelmente realizada de novo para cada
ensaio a realizar.
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Figura 25 - Estabilidade das solucoes de trabalho (2).

No final da avaliacdo de todos os parametros, o sistema demonstrou ser reprodutivel,
existindo apenas valores que ultrapassam o limite estabelecido para a luteolina e o
campeferol. Sabe-se, no entanto que, estes dois compostos juntamente com a apigenina
revelaram-se instaveis de acordo com as condi¢cdes em que foram preparados. No que diz
respeito a seletividade, o método permite a separacdo dos compostos em estudo, no entanto é
necessario proceder a sua confirmagao através do espetro de absor¢cdo UV-Vis do padrio do
composto fendlico em causa. O método é exato, as recuperagdes cumprem 0s critérios
definidos para a maioria dos compostos, apenas no caso do acido vanilico e do acido ferulico,
os valores de percentagens de recuperacdo que se obtiveram revelaram pontualmente ser
superiores ao esperado, devido aos baixos teores de acido vanilico testados e a presenca
irregular de acido ferulico nas amostras que foram fortificadas. Esta metodologia também
determinou ser precisa para a maioria dos casos, bem como a linearidade que foi provada em
todos os compostos fendlicos testados.
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3.3.3 Perfil de compostos fenélicos em melancia por HPLC-DAD

Na Figura 26 é apresentado um exemplo de
melancia da cultivar Crimson sweet.

um cromatograma de uma amostra de

POLIFENGIS Il 20130411(2) #41 [modified by geral.lb] Amostra 17 uv_Vis_1
mAY WVL:280 nm

100

Figura 26 - Cromatograma de uma amostra de melancia da cultivar Crimson sweet.

Neste ponto temos os resultados conseguidos com os ensaios das vinte e cinco melancias
selecionadas, recorrendo a metodologia que tem vindo a ser descrita.

Na Tabela 24 apresentam-se todos os resultados obtidos nos referidos ensaios sendo que
arespetiva legenda é a seguinte:

(valor numérico) Quantificavel

<LQ Detetado
n.d. Nao Detetado (<LD)
int. Interferente

Quando é apresentado o valor numérico significa que o composto fendlico é detetado em
quantidades quantificaveis. Ja quando se apresenta <LQ enuncia-se que o composto é
detetado mas em quantidades que ndo permitem a sua quantificacdo. No que diz respeito a
n.d. clarifica que o composto ndo tera sido detetado e quanto a abreviatura int. indica que o
cromatograma apresenta um pico, mas o composto, recorrendo ao espetro de absor¢do UV-
Vis do padrao, nao é confirmado.

De todos os resultados obtidos para os onze compostos, nas amostras de melancia apenas
a presenca de quatro compostos é confirmada: acido galico, acido clorogénico, acido cafeico e
acido ferulico.

0 composto que claramente se destaca é o acido ferulico, pois apresenta valores
perfeitamente quantificaveis, comprovando a presenca do mesmo em quantidades mais
elevadas na melancia.

Quanto ao acido clorogénico e acido cafeico também estdo presentes na melancia, no
entanto, em quantidade menores que permitem apenas a sua identificacao.

No que diz respeito ao acido galico, apenas em duas amostras é possivel a identificagdo
deste composto. Noutras amostras, a sua presenca na melancia é indiciada, mas em
quantidades muito baixas, sendo inferiores ao LD.
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Tabela 24 - Resultados dos ensaios realizados com as vinte e cinco amostras de melancia selecionadas.

Cultivar AGal AP AGen AClo AV ACaf AF AO Lut Api Camp | Melancia N2
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 0,98 n.d. n.d. n.d. int. 12
. n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 0,54 n.d. n.d. n.d. int. 13
Crimson ; ; . : :
— n.d. int. int. <LQ int. <LQ 0,94 n.d. int. n.d. int. 14
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 4,52 int. int. int. int. 17
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 1,35 n.d. n.d. n.d. int. 19
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 2,12 n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 2,08 n.d. n.d. n.d. n.d. 5
Augusta n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 2,19 n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 0,57 int. n.d. n.d. int. 78
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 1,15 n.d. n.d. n.d. int. 79
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 1,79 int. int. n.d. int. 8
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 0,47 n.d. n.d. n.d. int. 9
Crimstar n.d. int. int. <LQ int. <LQ 0,92 n.d. n.d. n.d. int. 10
<LQ int. int. <LQ n.d. <LQ 2,30 n.d. int. n.d. int. 26
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 1,45 n.d. n.d. n.d. int. 28
n.d. int. n.d. n.d. int. <LQ 1,00 n.d. n.d. n.d. int. 47
n.d. int. n.d. <LQ int. <LQ 1,52 n.d. n.d. n.d. int. 48
Romeria n.d. int. n.d. <LQ int. <LQ 1,31 n.d. n.d. n.d. int. 49
n.d. int. int. <LQ n.d. <LQ 2,92 n.d. n.d. n.d. int. 50
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 2,13 n.d. n.d. n.d. int. 71
n.d. int. int. 0,61 n.d. <LQ 1,07 n.d. n.d. n.d. int. 61
n.d. int. n.d. <LQ n.d. <LQ 0,63 n.d. n.d. n.d. int. 62
Romalinda <LQ int. n.d. 0,57 n.d. <LQ 3,40 int. int. int. int. 63
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 0,64 int. n.d. n.d. int. 81
n.d. int. int. <LQ int. <LQ 1,24 int. n.d. n.d. int. 82
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Na Tabela 25 encontram-se agrupados os valores médios dos compostos confirmados
para cada uma das diferentes cultivares de melancia.

Tabela 25 - Compostos fendlicos quantificados em cada cultivar (média + desvio-

padrao).
Cultivar Acido Acido Acido Acido

Galico  Clorogénico Cafeico Ferilico

(mg L) (mglt)  (mgL?) (mgL?)
Crimson Sweet n.d. <LQ <LQ 1,67+1,45
Augusta n.d. <LQ <LQ 1,62+0,65
Crimstar <LQ <LQ <LQ 1,39+0,64
Romeria n.d. <LQ <LQ 1,78+0,68
Romalinda <LQ 0,59+0,16 <LQ 1,40+1,03

O acido galico ndao é detetado em todas as cultivares e na Crimstar e Romalinda é
identificado, mas em quantidades que ndo permitem a sua quantificacdo. Ja o acido
clorogénico é detetado em todas elas, mas apenas na Romalinda é possivel a sua
quantificacdo. O acido cafeico esta também presente em todas as cultivares, mas o seu teor
ndo é quantificavel.

O contrario acontece com o acido ferulico que é quantificado nas cinco cultivares. No que
diz respeito a este acido sdo muitos os alimentos basicos que fazem parte da alimentagdo
diaria, como por exemplo, cereais integrais, citrinos, banana, café, brécolos ou espinafres, que
sdo importantes fontes de ingestdo ricas neste composto fendlico. De todos os efeitos
bioldégicos que lhe podem ser atribuidos, as propriedades antioxidantes sdo as que mais se
salientam, sendo que as mesmas permitem considera-lo benéfico na prevencao e/ou
tratamento de problemas relacionados com o stresse oxidativo, como a doencga de Alzheimer,
a diabetes, o cancro, a hipertensdo ou ainda a aterosclerose (Manaia, 2011). Estudos mais
recentes avaliaram a capacidade do acido ferulico na eliminacdo de radicais livres em
culturas de neurénios e sistemas de sinaptossomas. Nestes foi possivel perceber que a
presenca do acido ferulico reduz de forma significativa os danos provocados pelos radicais
livres nos sistemas de células neuronais, mas sem provocar a morte celular. Estes dados
sugerem assim a importancia que este composto tem na intervencdo terapéutica contra
doencas neurodegenarativas (Kanski et al., 2002). Para os valores obtidos nesta quantificagdo
foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey e os resultados provaram
que os valores obtidos para as diferentes cultivares ndo sao estatisticamente diferentes
(p>0,05).

Nas Figuras 27 e 28 representam-se os espetros dos quatro compostos fendlicos referidos
na Tabela 22. Pela utilizacdo do detetor de diodos, existe a possibilidade de determinar a
pureza dos picos cromatograficos (Antunes et al., 2008). Assim, para cada caso pode verificar-
se a coincidéncia do espetro no maximo do pico, bem como na meia altura, antes e depois do
mesmo. Quanto mais coincidentes, mais elevado sera o grau de pureza.
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Acido Galico

Acido Clorogénico

Figura 27 - Espetros de absorcdo UV-Vis para os dois compostos fenolicos (AGal e
AClo), mostrando a pureza de cada pico.

Acido Cafeico

Acido Fertlico

Figura 28 - Espetros de absorcao UV-Vis para os dois compostos fenolicos (ACaf e AF),

mostrando a pureza de cada pico.

Além destes quatro compostos fenoélicos, que se provou estarem presentes na melancia,

existem outros que, apesar de nao ter sido possivel a sua identificacdo, surgem nas andlises
realizadas. Na Figura 29 e 30 é possivel verificar a existéncia de alguns destes mesmos

compostos ndo identificados.

A partir destes resultados compararam-se os espetros dos picos que mais se destacam
com os espetros dos padroes utilizados nesta metodologia e é possivel perceber a que grupo

de compostos pertencem.

Assim, e de acordo com as ilagdes que Inbaraja et al. (2010) realizaram, comparando o
espetro do pico destacado na Figura 29 podemos concluir que o mesmo coincide com o
espetro do acido galico, indicando que, provavelmente, este composto é um derivado deste
mesmo acido, pertencendo aos acidos hidroxibenzoicos.
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Figura 29 - Comparacao dos espetros de absorcao UV-Vis do acido galico com um dos
picos que mais se destaca nas amostras de melancia analisadas.

J& o composto destacado na Figura 30 foi comparado com os espetros dos compostos

puros e a comparacgao permitiu também perceber que coincide com o acido protocatecuico e
que, por isso, se assume que o composto fendlico ndo identificado podera ser um derivado

deste meso acido, fazendo também parte dos acidos hidroxibenzéicos.
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Figura 30 - Comparacao dos espetros de absorcao UV-Vis do acido protocatecuico
com um dos picos que mais se destaca nas amostras de melancia analisadas.

50



Validacdo de métodos para a determinacao de compostos funcionais em melancia

4. Consideracdes Finais

O trabalho desenvolvido tratou essencialmente da validagdo de metodologias que
permitissem a determinacdo de compostos fendlicos em melancia. Para tal, inicialmente
recorreu-se a todo um conjunto de recursos bibliograficos, testando-se varios métodos até se
obter um que fosse considerado viavel para que se atingissem os objetivos propostos. Esta
meta foi atingida e do grupo de compostos testados foi possivel validar a metodologia para
onze compostos fendlicos.

Como foi detalhado ao longo do trabalho foram varios os parametros a ter em conta para
esta validacdo. Quanto a reprodutibilidade do sistema, o mesmo demonstrou ser
reprodutivel, existindo apenas valores que ultrapassam o limite estabelecido para a luteolina
e o campeferol. Sabe-se, no entanto que, estes dois compostos e a apigenina revelaram-se
instaveis de acordo com as condi¢cbes em que foram preparados. No que diz respeito a
seletividade, o método comprovou separar os compostos em estudo, no entanto é necessario
realizar a sua confirmacdo através do espetro de absor¢ao UV-Vis do padrao do composto
fenolico em causa. No caso do acido vanilico e acido ferulico, os valores de percentagens de
recuperacdo obtidas revelaram pontualmente ser superiores ao esperado. Esta metodologia
também mostrou ser precisa, bem como linear em todos os compostos fenolicos enumerados.

Dos onze compostos fendlicos para os quais a validacdo da metodologia foi conseguida,
nomeadamente para o acido galico, o acido clorogénico, o acido cafeico e o acido ferulico foi
também possivel a sua detegdo nas amostras de melancia. Relativamente ao acido ferulico
conseguiu-se ainda a sua quantificacdo nas mesmas amostras, demonstrando estar presente
no fruto em quantidades superiores relativamente aos restantes, dado relevante para o valor
nutricional da melancia, ja que este acido fendlico pelas suas propriedades antioxidantes, é
considerado muito importante na prevencdo e/ou tratamento de problemas relacionados
com o stresse oxidativo.

Além dos compostos identificados, verificou-se também a existéncia de muitos outros
para os quais nao foi possivel a sua identificacdo. Apesar de existir um grande nimero de
investigacdes analiticas para os compostos fendlicos, a sua separacdo e quantificacdo tem-se
revelado dificil.

No presente trabalho, por comparagdo com os compostos conhecidos, procedeu-se a uma
tentativa para a sua classificagdo, reconhecendo as familias as quais podem pertencer, no
entanto, esta certeza nao foi conseguida. Neste sentido, seria de todo o interesse em trabalhos
futuros identificar estes compostos, que surgem em quantidades superiores relativamente
aos que foram quantificados e que podem representar grande importancia no valor
nutricional da melancia.

Ja para os compostos que foram detetados, mas que nao foram quantificaveis (<LQ), como
é o caso do acido galico, acido clorogénico, quantificado apenas na cultivar Romalinda, e acido
cafeico podera recorrer-se a outras formas de prepara¢dao de amostras, nomeadamente por
SPE, como alias foi ainda testado neste trabalho. Esta forma de preparacdo de amostras, ao
conduzir a uma concentracdo dos compostos fendlicos, permitird melhorar os limites de
detecao.

Assim, destaca-se deste trabalho, a validagdo de uma metodologia para identificacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos em melancia, que por sua vez pode ser aplicada a
outros frutos. E de salientar ainda a dete¢io de quatro compostos fendlicos e a quantificacio
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de &cido ferulico nas cultivares de melancia Crimson sweet, Augusta, Crimstar, Romeria e
Romalinda.

Estes resultados sdo pioneiros na avaliagio de compostos fendlicos em melancia e
revelaram-se animadores e encorajadores para a progressdo da investigagdo em futuros
estudos.
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Anexos
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ANEXO A

Identificacdo dos treze padrdes utilizados neste estudo.
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Flavonois

Flavonas

Tirosois

Campeferol

Apigenina

Luteolina

Tirosol

C15H1006

C15H1005

C15H1006

CsH1002

HO
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ANEXO B

Retas de calibracao dos restantes compostos testados.
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ANEXO C

Tratamento dos valores obtidos aquando da realizacdo de cada uma das retas de calibracao.
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Conc. Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio
mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%)

mg L 280 nm mg L mg L 280 nm mg L’ mgL” 340 nm mg L’
4 | Polifendis 3
5 | Polifendis 3 1,010 0,747 1,0061 1,060 0,441 1,0453 0,916 0,300 0,9643
6 Polifendis 3 1,010 0,763 1,0266 1,060 0,458 1,0837 0,916 0,294 0,9469
7 | Polifendis 3 1,010 0,768 1,0328 |2,2% 1,060 0,449 1,0622 0,2% 0,916 0,297 0,9551 4,2%
8 Polifendis 3 1,010 0,756 1,0176 [0,7% 1,060 0,452 1,0704 1,0% 0,916 0,297 0,9545 4,2%
9 | Polifendis 3 1,010 0,755 1,0161 [ 0,6% 1,060 0,464 1,0984 [3,6% 0,916 0,294 0,9459 3,2%
10 | Polifendis 4 2,020 1,554 2,0583 | 1,9% 2,119 0,905 2,1235 0,2% 1,832 0,595 1,8352 0,2%
11 | Polifendis 4 2,020 1,575 2,0849 |3,2% 2,119 0,923 2,1655 2,2% 1,832 0,615 1,8939 3,4%
12 | Polifendis 4 2,020 1,547 2,0495 |1,4% 2,119 0,912 2,1402 1,0% 1,832 0,601 1,8511 1,0%
13 | Polifendis 5 4,041 3,031 3,9835 | -1,4% 4,239 1,800 4,2042 -0,8% 3,665 1,191 3,5948 | -1,9%
14 | Polifendis 5 4,041 3,046 4,0035 |-0,9% 4,239 1,820 4,2499 [ 0,3% 3,665 1,189 3,6867  |-2,1%
15 | Polifendis 5 4,041 3,066 4,0295 |-0,3% 4,239 1,813 4,2330  [-0,1% 3,665 1,186 3,5782 | -2,4%
16 | Polifendis 6 6,061 4,537 5,9467 | -1,9% 6,358 2,670 6,2261 -2,1% 5,497 1,798 5,3855 |-2,0%
17 | Polifendis 6 6,061 4,589 6,0144 |-0,8% 6,358 2,692 6,2773 | -1,3% 5,497 1,817 54424 | -1,0%
18 | Polifendis 6 6,061 4,566 5,9854 |-1,3% 6,358 2,686 6,2636 | -1,5% 5,497 1,816 54383 |-1,1%
19 | Polifendis 7 8,082 6,173 8,0801 |0,0% 8,478 3,651 8,5063 | 0,3% 7,330 2,499 7,4539 1,7%
20 | Polifendis 7 8,082 6,237 8,1638 | 1,0% 8,478 3,684 8,5829 1,2% 7,330 2,502 7,4633 1,8%
21 | Polifendis 7 8,082 6,188 8,0995 |0,2% 8,478 3,662 8,5311 0,6% 7,330 2,483 7,4072 1,1%
22 | Polifensis 8 10,102 7,641 9,9941 |-1,1% 10,597 4,488 10,4523 | -1,4% 9,162 3,050 9,0834 |-0,9%
23 | Polifendis 8 10,102 7,759 10,1480 | 0,5% 10,597 4,567 10,6354 | 0,4% 9,162 3,068 9,1357  |-0,3%
24 | Polifendis 8 10,102 7,830 10,2403 | 1,4% 10,597 4,608 10,7310 | 1,3% 9,162 3,090 9,2008 | 0,4%
Média Polifenois 4 1,559 0,914 0,604
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Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio
mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%)

mg L’ 310 nm mglL”’ mg L’ 280 nm mglL”’ mg L’ 310 nm mglL”’
4 Polifendis 3
5 Polifendis 3 0,486 0,343 0,4988 0,200 0,082 0,1891 0,100 1,284 0,1005
6 Polifendis 3 0,486 0,349 0,5075 0,200 0,089 0,2047 0,100 1,289 0,1009
7 Polifendis 3 0,486 0,363 0,5264 8,3% 0,200 0,077 0,1781 -10,9% 0,100 1,288 0,1008 0,8%
8 Polifendis 3 0,486 0,342 0,4982 2,5% 0,200 0,098 0,2248 12,4% 0,100 1,309 0,1024 2,4%
9 Polifendis 3 0,486 0,346 0,5029 3,5% 0,200 0,079 0,1836 -8,2% 0,100 1,281 0,1004 0,4%
10 | Polifendis 4 0,972 0,686 0,9735 0,1% 0,400 0,188 0,4202 5,1% 0,200 2,654 0,2028 1,4%
11 | Polifendis 4 0,972 0,702 0,9966 2,5% 0,400 0,180 0,4039 1,0% 0,200 2,629 0,2009 0,4%
12 | Polifendis 4 0,972 0,704 0,9997 2,8% 0,400 0,176 0,3936 -1,6% 0,200 2,674 0,2042 2,1%
13 | Polifendis 5 1,944 1,364 1,9122 -1,7% 0,800 0,358 0,7898 -1,3% 0,400 5,236 0,3953 -1,2%
14 | Polifendis 5 1,944 1,363 1,9120 -1,7% 0,800 0,370 0,8165 2,1% 0,400 5,317 0,4014 0,3%
15 | Polifenois 5 1,944 1,369 1,9198 -1,3% 0,800 0,373 0,8232 2,9% 0,400 5,321 0,4016 0,4%
16 | Polifendis 6 2,917 2,035 2,8419 -2,6% 1,200 0,526 1,1547 -3,8% 0,600 7,824 0,5883 -1,9%
17 | Polifendis 6 2,917 2,040 2,8484 -2,3% 1,200 0,537 1,1786 -1,8% 0,600 7,857 0,5908 -1,5%
18 | Polifendis 6 2,917 2,072 2,8926 -0,8% 1,200 0,539 1,1835 -1,4% 0,600 7,880 0,5925 -1,2%
19 | Polifenois 7 3,889 2,802 3,9043 0,4% 1,600 0,745 1,6324 2,0% 0,800 10,689 0,8021 0,3%
20 | Polifendis 7 3,889 2,824 3,9339 1,2% 1,600 0,740 1,6220 1,4% 0,800 10,784 0,8092 1,1%
21 Polifendis 7 3,889 2,800 3,9010 0,3% 1,600 0,736 1,6133 0,8% 0,800 10,696 0,8026 0,3%
22 | Polifendis 8 4,861 3,454 4,8062 -1,1% 2,000 0,899 1,9668 -1,7% 1,000 13,197 0,9891 -1,1%
23 | Polifendis 8 4,861 3,510 4,8833 0,5% 2,000 0,923 2,0185 0,9% 1,000 13,404 1,0045 0,5%
24 | Polifendis 8 4,861 3,561 4,9542 1,9% 2,000 0,913 1,9963 -0,2% 1,000 13,491 1,0110 1,1%
Média Polifenois 4 0,697 0,181 2,652
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Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio
mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%)

310 nm mg L mgL” 340 nm mg L’ mgL” 340 nm mg L’
4 | Polifendis 3
5 Polifendis 3 0,200 0,235 0,1939 0,200 0,117 0,2119 0,903 0,881 0,9200
6 Polifendis 3 0,200 0,226 0,1863 0,200 0,117 0,2129 0,903 0,863 0,9043
7 Polifendis 3 0,200 0,243 0,2000 0,0% 0,200 0,116 0,2106 5,3% 0,903 0,974 1,0000 10,8%
8 Polifendis 3 0,200 0,243 0,1998 -0,1% 0,200 0,116 0,2112 5,6% 0,903 0,964 0,9914 9,8%
9 Polifendis 3 0,200 0,239 0,1965 -1,8% 0,200 0,116 0,2099 5,0% 0,903 0,968 0,9950 10,2%
10 | Polifendis 4 0,400 0,506 0,4082 2,0% 0,400 0,227 0,3981 -0,5% 1,805 1,838 1,7434 -3,4%
11 Polifendis 4 0,400 0,505 0,4070 1,8% 0,400 0,230 0,4019 0,5% 1,805 1,846 1,7500 -3,0%
12 | Polifendis 4 0,400 0,500 0,4033 0,8% 0,400 0,233 0,4066 1,6% 1,805 1,833 1,7391 -3,7%
13 | Polifendis 5 0,800 1,010 0,8075 0,9% 0,800 0,456 0,7817 -2,3% 3,610 3,949 3,5603 -1,4%
14 | Polifendis 5 0,800 1,001 0,8002 0,0% 0,800 0,460 0,7889 -1,4% 3,610 4,020 3,6213 0,3%
15 | Polifendis 5 0,800 0,998 0,7980 -0,3% 0,800 0,461 0,7900 -1,2% 3,610 3,990 3,5951 -0,4%
16 | Polifendis 6 1,200 1,490 1,1868 -1,1% 1,200 0,694 1,1821 -1,5% 5,415 5,984 5,3114 -1,9%
17 | Polifendis 6 1,200 1,477 1,1770 -1,9% 1,200 0,702 1,1962 -0,3% 5,415 6,033 5,3532 -1,1%
18 | Polifendis 6 1,200 1,490 1,1872 -1,1% 1,200 0,697 1,1872 -1,1% 5,415 6,038 5,3577 -1,1%
19 | Polifendis 7 1,600 2,012 1,6001 0,0% 1,600 0,951 1,6141 0,9% 7,220 8,240 7,2525 0,4%
20 | Polifendis 7 1,600 2,036 1,6195 1,2% 1,600 0,946 1,6065 0,4% 7,220 8,270 7,2781 0,8%
21 | Polifenois 7 1,600 2,017 1,6042 0,3% 1,600 0,941 1,5980 -0,1% 7,220 8,198 7,2166 0,0%
22 | Polifendis 8 2,000 2,494 1,9815 -0,9% 2,000 1,169 1,9802 -1,0% 9,025 10,226 8,9612 -0,7%
23 | Polifendis 8 2,000 2,529 2,0094 0,5% 2,000 1,189 2,0139 0,7% 9,025 10,327 9,0486 0,3%
24 | Polifenois 8 2,000 2,535 2,0139 0,7% 2,000 1,194 2,0231 1,2% 9,025 10,456 9,1592 1,5%
Média Polifenois 4 0,504 0,230 1,839
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Area Conc. Desvio Conc. Area Conc. Desvio
mAU*min Calc. (%) mAU*min Calc. (%)

mg L’ 340 nm mglL”’ mg L’ 340 nm mglL”’
4 Polifendis 3
5 Polifendis 3 0,380 0,434 0,3899 1,089 0,729 1,0996
6 Polifendis 3 0,380 0,430 0,3867 1,089 0,712 1,0772
7 Polifendis 3 0,380 0,467 0,4148 9,1% 1,089 0,789 1,1748 7,9%
8 Polifendis 3 0,380 0,456 0,4066 6,9% 1,089 0,791 1,1781 8,2%
9 Polifendis 3 0,380 0,463 0,4116 8,2% 1,089 0,784 1,1683 7,3%
10 | Polifendis 4 0,761 0,895 0,7429 -2,3% 2,178 1,533 2,1174 -2,8%
11 | Polifendis 4 0,761 0,896 0,7434 -2,3% 2,178 1,535 2,1205 -2,6%
12 | Polifendis 4 0,761 0,893 0,7412 -2,6% 2,178 1,529 2,1127 -3,0%
13 | Polifendis 5 1,522 1,898 1,5114 -0,7% 4,355 3,280 4,3304 -0,6%
14 | Polifendis 5 1,522 1,916 1,5252 0,2% 4,355 3,312 4,3697 0,3%
15 | Polifenois 5 1,522 1,905 1,5167 -0,3% 4,355 3,296 4,3506 -0,1%
16 | Polifendis 6 2,282 2,836 2,2303 -2,3% 6,533 4,922 6,4093 -1,9%
17 | Polifendis 6 2,282 2,869 2,2558 -1,2% 6,533 4,971 6,4706 -0,9%
18 | Polifendis 6 2,282 2,857 2,2469 -1,5% 6,533 4,947 6,4410 -1,4%
19 | Polifenois 7 3,043 3,928 3,0673 0,8% 8,710 6,791 8,7760 0,8%
20 | Polifendis 7 3,043 3,942 3,0779 1,1% 8,710 6,818 8,8105 1,2%
21 Polifendis 7 3,043 3,906 3,0509 0,3% 8,710 6,757 8,7323 0,3%
22 | Polifendis 8 3,804 4,839 3,7654 -1,0% 10,888 8,369 10,7747 | -1,0%
23 | Polifendis 8 3,804 4,906 3,8171 0,4% 10,888 8,482 10,9172 10,3%
24 | Polifendis 8 3,804 4,950 3,8505 1,2% 10,888 8,551 11,0049 |[1,1%
Média Polifenois 4 0,895 1,533
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