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RESUMO

APPOLONI, M. C. Estudo dos compostos bioativos da Lycium barbarum. 2015.
52 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Engenharia de Alimentos), Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

O estudo de compostos bioativos de frutas tem atraido cada vez mais atencéo
devido a suas propriedades nutracéuticas. A Goji berry, Lycium barbarum € uma
baga originaria da regido da Asia e vem sendo estudada em virtude de suas altas
atividades biolégicas devido aos seus compostos funcionais. Esta pesquisa teve por
objetivo estudar os compostos fendlicos totais, flavonoides e antocianinas, assim
como seu potencial antioxidante e identificacdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos presentes na fruta. Diferentes concentracdes (v/v) de etanol (20%, 40%,
60%, 80%) foram utilizadas como solvente extrator dos compostos fendlicos, os
quais foram quantificados por meio do método de Folin-Ciocalteau. Flavonoides
totais foram estimados usando o método colorimétrico com cloreto de aluminio e o
diferencial de pH foi utilizado para determinar as antocianinas monoméricas. O
potencial antioxidante foi avaliado por meio dos métodos de Sequestro do Radical
do DPPH e do ABTS. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada
para identificar e quantificar os compostos fendlicos individuais presentes na baga.
Quanto maior o teor de etanol, maior foi a presenca dos compostos fendlicos totais,
flavonoides totais e antocianinas monoméricas. No entanto, as amostras
apresentaram elevado poder antioxidante para a extracdo com menor concentracao
alcodlica. Por meio da CLAE foram identificados: catequina, rutina, acido clorogénico
e por fim, &cido p-cumarico. Por fim, notou-se a importancia desse estudo em virtude
da escassez de estudos sobre os frutos da Lycium barbarum, ja que esta é rica em
compostos bioativos, e pelos fatores extrinsecos e intrinsecos que influenciam na
composicao destes compostos na baga.

Palavras-chaves: Goji berry, Lycium barbarum, compostos bioativos, antioxidantes,
CLAE.



ABSTRACT

APPOLONI, M. C. Study of bioactive compounds of Lycium barbarum. 2015. 52
p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Engenharia de Alimentos), Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

The study of bioactive compounds in fruits has increased attracting attention due to
its nutraceutical properties. The Goji berry, Lycium barbarum is an original berry
cultivated mainly in the Asia region and has been studied due to its high biological
activities due to its functional compounds. This research aimed to study the total
phenolic compounds, flavonoids and anthocyanins, as well as its antioxidant potential
and identification and quantification of phenolic compounds present in the fruit.
Different concentrations (v / v) ethanol (20%, 40%, 60%, 80%) was used as extractor
solvent of phenolic compounds, which were measured by the Folin-Ciocalteu
method. Total Flavonoids were estimated using the colorimetric method with
aluminum chloride and the pH differential was used to determine the monomeric
anthocyanins. The antioxidant potential was assessed by means of scavening
methods of Radical DPPH and ABTS. The High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) was used to identify and quantify the individual phenolic compounds present
in the berry. The higher ethanol content was increased with the presence of phenolic
compounds, total monomeric anthocyanins and flavonoids. However, the samples
showed high antioxidant power to extraction with a lower alcohol concentration. By
means of HPLC were identified as catechin, rutin, chlorogenic acid and, finally, p-
coumaric acid. Finally, its noted the importance of this study due to the lack of studies
on the fruits of Lycium barbarum, since it is rich in bioactive compounds, and the
extrinsic and intrinsic factors that influence the composition of these compounds in
the berry

Keywords: Goji berry, Lycium barbarum, bioactive compounds, antioxidants, HPLC.
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1 INTRODUCAO

O comeércio internacional de alimentos esta crescendo continuamente
liderado pelos gostos dos consumidores e habitos alimentares que vém
mudando, tornando-se amplamente variados e estimulando a demanda por
alimentos provenientes de outras regides, atraente ndo sO pelas suas
caracteristicas culinarias, mas também pelas suas propriedades funcionais
(REEVE, 2010).

Goji berry (Lycium barbarum), também conhecido como wolfberry,
pertence a familia botanica Solanaceae (CARNES, et al., 2013), vem sendo
cultivada por mais de 2500 anos como alimento funcional em paises como
China, Tibete e outras partes da Asia (AMAGASE, NANCE, 2008). Podem ser
consumidas como frutas frescas, desidratadas e embebidas em licor
(AMAGASE, FARNSWORTH, 2011).

Estudos recentes indicam que os extratos das gojis berries possuem
uma gama de atividades biologicas. Essas contribuicbes foram provadas e
associadas em virtude do alto valor nutracéutico. A fruta é rica em
polissacarideos glicoconjugados solUveis em agua, ao qual é atribuida a maior
parte dos efeitos biol6gicos do fruto e, em adicdo a fracdo solavel, niveis
elevados de vitaminas B, acido ascorbico, carotenoides e numerosos
fitoquimicos polifendlicos e fitosteréis foram encontrados na fruta (REEVE,

2010; LI, 2007).

As frutas berries sdo frequentemente fonte de fitoquimicos
antioxidantes entre frutas e vegetais (MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012).
Extensas pesquisas tém indicado que a atividade antioxidante da goji berry
esta relacionada com [(-caroteno e compostos fendlicos, incluindo ainda os
naturalmente existentes nas bagas como 0s compostos fendlicos, taninos,

ligninas, flavonoides e outros compostos fendlicos simples (SONG, XU, 2013).

Os compostos fendlicos em extratos de bagas sdo caracterizados por

terem uma forte capacidade de sequestrar radicais de oxigénio para inibir a
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oxidacdo, bem como o crescimento de bactérias patogénicas (HEINONEN et
al, 1998; MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012).

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular que constituem
a maior parte da coloragdao amarela, vermelha e azul em frutas (LAMPILA et al.,
2009). Estes fitoquimicos também sao eficazes no sequestro dos radicais livres
e sdo importantes antioxidantes devido ao seu elevado potencial redox e sua
capacidade de quelar metais (HAMINIUK et al., 2012).

As antocianinas sao efetivas doadoras de hidrogénio e se encontram
largamente distribuidas na natureza. S&o responsaveis pela maioria das cores
azul, violeta e quase todas as tonalidades de vermelho que aparecem em
flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas. Sdo altamente

instaveis e muito suscetiveis a degradacdo. (VINSON et al., 1999).

Existem relatos de pesquisas realizadas com objetivo de identificar e
isolar substancias com compostos ativos que sejam benéficas a saulde
humana. Para isto, o uso de tecnologias avancadas € essencial na pesquisa
destes compostos bioativos, principalmente devido a complexidade das
matrizes originais em que estes compostos se encontram. Tecnologias
avancadas como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de
Massas (EM), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) sdo as mais
utilizadas (BERNAL et al., 2011; PIEKARSKI, 2013).

Assim, o estudo propBe ao avaliar o teor de compostos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, potencial antioxidante e a caracterizacdo dos
compostos presente no extrato etandlico da fruta goji berry, integrard maior
namero de informacgdes ao assunto abordado, e podera incentivar a utilizacao

desta fruta.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GOJI BERRY

Lycium barbarum (Solanaceae) vem sendo utilizado na medicina
tradicional chinesa ha séculos. Seus frutos (Figura 1) possuem de 1-2 cm de
comprimento, sdo brilhantes, de coloracdo vermelho-alaranjado e com formato
elipsoides (DONNO et al., 2014). Sdo comumente conhecidos como Goji
berries ou wolfberries, que vem do carater "gou", relacionando-a com o que
significa lobo. O nome da baga € uma extrapolacdo de uma série de palavras
nativas, e foi originalmente cunhado em 1973 por pesquisadores do Instituto
Tanaduk Botanical Research (TBRI) (AMAGASE, FARNSWORTH, 2011).
Atualmente séo valorizadas pela sua versatilidade de cor e sabor nas refeicbes

comuns, lanches, bebidas e aplicacdes medicinais (KONCZAK et al., 2010).

Figura 1 - Imagem ilustrativa da fruta Goji Berry

FONTE: https://riguezanatural.com.br/blog/goji-berry-tem-poder-rejuvenescedor-e-ajuda-a-
emagrecer-2/

A fruta Goji berry tem sido amplamente utilizada como um ingrediente
funcional em produtos nutracéuticos. Estudos indicam que os extratos das
bagas possuem uma gama de atividades benéficas ao organismo, incluindo
efeitos sobre o envelhecimento, neuroprotecéo, antifadiga/resisténcia, aumento

do metabolismo, controle da glicose em diabéticos, glaucoma, propriedades
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antioxidantes, imuno-modulacéo, atividade antitumoral, e citoprotecdo (LUO,
2002; LI, 2007; AMAGASE, NANCE, 2008; SONG, XU, 2013).

O goji contém 18 aminodcidos, incluindo os oito que sédo essenciais, tais
como a isoleucina e triptofano; mais de 21 oligoelementos, incluindo o zinco, o
ferro, o selénio e germanio; alto teor de proteina; contém carotenoides
antioxidantes, incluindo B-caroteno, zeaxantina, luteina, licopeno, criptoxantina
e xantofilas. A fruta é considerada uma das fontes com maior concentragcdo de
vitamina C, contendo 500 vezes mais vitamina C do que a laranja; ainda sao
ricos em vitaminas B1l, B2, B6 e vitamina E; contém fitonutrientes, acidos
graxos essenciais e ainda uma grande quantidade em fibra (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2010).

Ao lado do fruto seco de goji berry vendido no mercado, os produtos
mais notaveis sao a bebida goji e vinho goji (goji marinado em licor de gréos),
gue foram reconhecidas como bebidas funcionais (SONG, XU, 2013).

Os antioxidantes existentes naturalmente na goji berry sdo compostos
fendlicos, incluindo taninos, flavonoides e outros compostos fendlicos simples.
E amplamente aceito que a atividade antioxidante significativa de alimentos

esta relacionada ao alto teor de compostos fendlicos totais (SONG, XU, 2013).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos na natureza,
com mais de 8000 compostos fendlicos que fazem parte dos constituintes de
uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Esses
compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em
doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do
alimento, particularmente de lipidios (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; SILVA et
al., 2010).
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Os compostos fendlicos possuem um anel aromatico contendo um ou
mais grupos hidroxilas e sua estrutura pode ser simples, com apenas uma
molécula fendlica ou complexa, com alto peso molecular (BALASUNDRAM et
al., 2006). Devido a presenca de hidroxilas em sua molécula, estas séo
capazes de eliminar os radicais livres pela formacdo de radicais fenoxil
(SALVADOR, HENRIQUES, 2004), atuando como antioxidante, no qual os
produtos intermediarios formados séo estaveis devido a ressonancia do anel
aromatico apresentada por estes compostos, ou seja, estes retém o elétron
desemparelhado sem causar danos as estruturas (OETTERER, et al. 2006;
SOARES, 2002), como observado na Figura 2.

o 0 0 0
L -
— — —
Figura 2 - Formas de estabilizacdo do anel fendlico de uma molécula antioxidante por
ressonancia interna.

FONTE: Oetterer et al., 2006.

2.2.1 Quantificacdo dos compostos fendlicos

O conteudo de fendis totais pode ser determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON, ROSSI, 1965). Este
método é sensivel a reducado pelos fendis e diminui a tendéncia a precipitacao,
sendo baseados nas reacfes de oxi-reducdo entre os compostos fendlicos e
ions metalicos. O método de Folin-Ciocalteu utiliza a reducao pelos fendis, em
meio alcalino, do fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio, cuja coloracdo é
azul (SILVA et al., 2010; ROCKENBACH et al., 2008)

Para este teste, a quantidade de grupos hidroxilas ou de grupos
potencialmente oxidaveis controla a quantidade de cor formada. O grupo
fendlico deve estar na forma de fenolato para os anions molibdo e
tungstofosfato produzirem a oxidacdo. As moléculas reduzidas sdo azuis e as
nao reduzidas sao amarelas (ANGELO, JORGE 2007).
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2.3 FLAVONOIDES

Pesquisas recentes tém reforcado a importancia de flavonoides em
virtude de seus papéis significativos em relacdo as atividades antioxidantes e
as atividades bioldgicas (SONG, XU, 2013).

Os flavonoides (Figura 3) compreendem um grupo de compostos
fendlicos amplamente distribuidos nas frutas e nos vegetais, apresentando-se
sob muitas variacdes como flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas. Suas principais fontes séo: frutas, vinho
tinto e cha (GRAHAM, 1992; SILVA et al., 2010).

Figura 3 - Estrutura basica dos flavonoides.

FONTE: Adaptado de Silva et al., 2010.

Os flavonoides presentes nos alimentos normalmente estdo na forma
glicosilada, ou seja, ligados a um acucar. Apresentam acéao direta no sequestro
de radicais livres pela doacdo de elétrons ou transferéncia de moléculas de
hidrogénio, apresentando, portanto, atividade antioxidante e demonstram acéo
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anti-inflamatoria, sendo esta atribuida principalmente a modulacéo de citocinas.
Os flavonoides apresentam ainda atividade antiviral e anticarcinogénica, além
de serem capazes de proteger moléculas de LDL da oxidagdo e prevenir a
agregacao plaquetaria. Pequenas diferencas existentes entre o tipo de ligacao
com mondmeros, a isomerizacdo ou a reducdo da polimerizacdo influenciam
nas atividades biol6gicas destes compostos. Quanto maior o namero de
hidroxilas na molécula, por exemplo, melhor sera a atividade antioxidante dos
flavonoides via sequestro de radical (CALIXTO et al., 2004; PIEKARSKI, 2013).

2.3.1 Quantificagdo dos flavonoides

Dentre os diversos métodos de quantificacdo dos flavonoides, o método
colorimétrico com cloreto de aluminio de Chang et al. (2002) é um dos mais

utilizados.

O AICI3 é um composto utilizado como um reagente de deslocamento
em espectrometria no UV-visivel para a determinacgéo estrutural dos compostos
flavonoidicos (PONTIS et al., 2014). Baseia-se na formacdo de um complexo
entre o ion aluminio, Al (lll), e os grupos carbonilas e hidroxilas de flavonas e

flavondis que produzem uma cor amarela (POPOVA et al., 2004).

2.4 ANTOCIANINAS

As antocianinas (Figura 4) sdo compostos fendlicos pertencentes ao
grupo dos flavonoides, amplamente distribuidos no reino vegetal. Sao
responsaveis pelas cores vermelha, roxa e azul presentes em frutas, vegetais e
graos, bem como seus derivados. As antocianidinas sao estruturas basicas das
antocianinas e, quando sao encontradas nas formas glicolisadas, sao

conhecidas como antocianinas (LEIDENS, 2011).
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Figura 4 - Estrutura geral de uma molécula de cianidina-3-glicosideo.

FONTE: http://umaquimicairresistivel.com.br/2011/03/antocianinas

Além de serem responsaveis pela coloracdo, as antocianinas exercem
importante atividade antioxidante (PIEKARSKI, 2013).

Estudos sobre as atividades biolégicas das antocianinas foram
realizados e notou-se grande influéncia das mesmas na melhora da
capacidade visual, melhora da funcdo cognitiva, reducdo do risco
cardiovascular, prevencado contra certos tipos de cancer e auxilio na obesidade.
(CHEN et al., 2005; PIEKARSKI, 2013).

2.4.1 Quantificagdo das antocianinas

Diversos estudos falam sobre os métodos existentes para a
quantificacdo de antocianinas, dentre 0s quais se destacam aqueles que
envolvem: polarografia, colorimetria, espectrofotometria UV-VIS, cromatografia
liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas (FAVARO, 2008).

Os métodos espectrofotométricos baseiam-se, fundamentalmente, nas
transformacdes estruturais que as antocianinas sofrem em funcdo das

mudancas de pH a que sédo submetidas. O método oficial internacional para a
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quantificacdo de antocianinas é baseado no método do pH diferencial (LEE et
al., 2005).

Na Figura 5 estdo apresentadas as quatro formas estruturais de
antocianinas em equilibrio em solucdo aquosa: o cation flavilico (AH+), a base
quinoidal (A), a pseudobase carbinol (B) e a chalcona (C). As antocianinas sao
mais estaveis em solucdes &cidas do que em neutras e alcalinas. Em
condicdes é&cidas (pH inferior a 3,0), a antocianina existe primariamente na
forma de cation flavilico, na cor laranja ou vermelha. Aumentando o pH, ocorre
a perda do proton para produzir as formas quinoidais, azuis ou violetas. Em
paralelo, ocorre a hidratacéo do cation flavilico gerando a pseudobase carbinol,
incolor, que atinge o equilibrio lentamente com a chalcona, também incolor. As
guantidades relativas de cétion flavilico, formas quinoidais, pseudobase
carbinol e chalcona na condicdo de equilibrio variam conforme o pH e a
estrutura da antocianina (GIUSTI, WROLSTAD, 2001; LEIDENS, 2011)
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|
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Figura 5 - Formas estruturais das antocianinas em diferentes pH.

FONTE: Constant, 2003.

Antocianinas isoladas sao altamente instaveis e suscetiveis a
degradacdo. A sua estabilidade € afetada por fatores como temperatura de

armazenamento, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio, solventes,
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presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e ions metalicos. No entanto, o
maior problema na estabilidade das antocianinas € a mudanca de
comportamento sob diferentes faixas de pH. As antocianinas sofrem
transformacdes estruturais reversiveis com uma mudanca de pH manifestada
por diferentes espectros de absorbancia. Pode-se notar por meio da Figura 6,
que a coloracdo predominante e maior absorbancia € em pH 1,0 e coloracdo
menos intensa e de menor absorbancia € em pH 4,5 (WROLSTAD, 1993;
LEIDENS, 2011).

2.0
1.8+
1.0

1.4
pH 1.0

Absorbéncia1 “

0.8
0.6+
0.4+
0.2

0.0 ‘ T T
260 360 460 560 0G0 760

pH4.5

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 - Caracteristicas espectrais de antocianinas de rabanete purificadas em solucdes
tampao de pH 1,0 e pH 4,5.

FONTE: Giusti e Wrolstad, 2001.

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Na atualidade, uma maior preocupacédo dos consumidores com a saude
e foco na prevencédo de doengas tem sido notada e, consequentemente em
virtude desse fator, tem-se observado um grande aumento no consumo de
frutas em todo o mundo, pois varias evidéncias cientificas apontam efeitos
benéficos a saude de dietas ricas em frutas, hortalicas e vegetais, que
apresentam em sua composicdo VAarios compostos com capacidade
antioxidante, como vitaminas A e C, carotenoides e compostos fendlicos.
Muitos autores tém demonstrado correlacdo entre a concentracdo destes
compostos e a capacidade antioxidante (ALVES, et al., 2007; CRUZ, 2008)
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Aliado ao interesse de alimentos com alto valor nutracéutico, o estudo na
composicdo da fruta Goji berry tem se intensificado cada vez mais por causa
de uma maior consciéncia de seus possiveis efeitos benéficos para a saude,
pois sao ricas fontes de micronutrientes e fitoquimicos, tais como &acidos
organicos, acucares e compostos fendlicos (MIKULIC-PETKOVSEK et al.,
2012). Alguns destes fitoquimicos, que atuam como antioxidantes foram
recentemente identificados, e dados recentes mostram que elas ajudam a
otimizar a saude humana ao neutralizar os radicais livres no corpo (MIKULIC-
PETKOVSEK et al., 2012; DONNO et al., 2014).

A capacidade que um composto possui em doar elétrons ou hidrogénio,
em deslocar ou estabilizar um elétron desemparelhado, em reagir com outro
antioxidante ou com um oxigénio molecular € definida como potencial
antioxidante, sendo assim, estes apresentam acéo anticancerigena quando sao
causados devido a acdo de radicais livres, ou seja, um antioxidante é uma
substancia quimica que impede a oxidacdo de outros produtos quimicos
(MORAES, COLLA, 2006).

Varios métodos in vitro séo realizados para avaliacdo da capacidade de
eliminacdo de radicais livres, no qual diferentes compostos artificiais tém sido
usados, tais como: 2,2'-azinobis-acido-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e
1,1'-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Porém, por serem radicais artificiais, eles

nao se reproduzem em situacédo in vivo, o que é uma desvantagem.

Entretanto, esses compostos artificiais sdo Uteis para classificar a
atividade antioxidante de substancias e de alimentos que os contém, ou seja,
podem servir para avaliar a influéncia do processo na elaboracdo de um
determinado alimento, por exemplo, a influéncia sobre a atividade antioxidante
do produto e, além disso, podem ser um indicador do potencial antioxidante
antes do consumo dos alimentos avaliados (VILLANOA et al., 2007).
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2.6 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS POR CLAE

A cromatografia pode ser utilizada para a identificagdo de compostos,
por comparacdo com padrbes previamente existentes para a purificacdo de
compostos, separando-se as substancias indesejaveis ou dos componentes de
uma mistura (LA TORRE, 2013).

As técnicas cromatograficas ficam atuais ao se incluir a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, CLAE (LA TORRE, 2013). E um tipo de cromatografia
que emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase movel que é eluida sobre altas pressdes. Ela tem a
capacidade de realizar separacfes e analises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em Varios tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade
(SKOOG, 1992).

A CLAE é uma técnica de ultra microanalise podendo, dependendo da
substancia e do detector empregado, quantificar massas de componentes
inferiores a 10" g. As misturas que podem ser separadas por CLAE s&o
liquidos e solidos, ibnicos ou covalentes com massa molar de 32 até 4.000.000.
Para uma substancia qualquer poder ser “arrastada” por um liquido ela deve
dissolver-se nesse liquido, ndo tendo Ilimitacdo de volatiidade ou de
estabilidade térmica (COLLINS, 1988).

As vantagens da cromatografia liquida de alta eficiéncia se dao por néo
necessitar que a amostra seja volatil, quando comparadas a cromatografia
gasosa. Ainda a CLAE, possui um tempo reduzido de analise, fornecendo alta
resolucdo, boa detectabilidade, bons resultados qualitativos e quantitativos e
por fim sua versatilidade e automacdo. No entanto, entre as suas
desvantagens, pode ser citado o alto custo de instrumentacéo e operacéo, falta
de detector universal sensivel, a necessidade de experiéncia no seu manuseio
e por ser pouco usada para analises qualitativas (SNYDER, 1979; COLLINS,
1988).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral estudar os compostos bioativos e

a atividade antioxidante da fruta goji berry.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair os compostos bioativos utilizando diferentes concentragbes de
etanol;

e Quantificar o teor dos compostos fendlicos totais;

e Quantificar a concentracao dos flavonoides totais;

e Quantificar o teor das antocianinas monomeéricas;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos etandlicos da baga por meio
do sequestro dos radicais do 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe¢) e do
2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS+¢);

¢ Identificar, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), os
compostos fendlicos presentes nos diferentes extratos etandlicos da

amostra.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE GOJI BERRY

As amostras desidratadas de goji berry foram adquiridas em
estabelecimento comercial na cidade de Campo Mourédo (PR), Brasil. As frutas
foram armazenadas em ultrafreezer por 3 dias em temperatura de
aproximadamente -40 °C e posteriormente liofilizadas. Por fim, as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos fechados a vacuo e armazenadas
em ambiente protegido da luz e a temperatura de refrigeracdo. Para a

utilizacdo, as amostras foram trituradas em um mini processador doméstico.

4.2 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a extracdo dos compostos fendlicos totais, utilizaram-se diferentes
concentracdes de etanol, em condi¢des de 20%, 40%, 60% e 80%. A extracao
ocorreu em tubos do tipo falcon, na razéo 1:20, sendo 1,5 g de amostra seca e
moida e 30 mL do solvente. Durante 12 horas, os tubos foram agitados em um
homogeneizador de amostras (30 rpm), sob abrigo da luz. Posteriormente, o
material foi centrifugado durante 15 minutos, a 20 °C e 4000 rpm. O
sobrenadante coletado foi utilizado nas anélises de compostos fendlicos totais,
flavonoides, antocianinas, avaliacdo da capacidade antioxidante, utilizando os
métodos de sequestro dos radicais do DPPH e do ABTS, e ainda para analise
por CLAE.

4.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor dos compostos fendlicos foi realizado pelo método de Folin-

Ciocalteu segundo metodologia de Singleton e Rossi (1965). Para o
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desenvolvimento da reagao foram utilizados tubos eppendorf e assim, foram
pipetados 30 pL do sobrenadante, 2370 uL de agua destilada, e 150 pL de
Folin-Ciocalteu. Apds 2 minutos de repouso, adicionou-se 450 pL de solucdo
de carbonato de sodio (Na,CO3) a 15%. As solucbes foram incubadas ao
abrigo da luz por 2 horas para completa reacdo do reagente. A seguir, a
absorbancia foi determinada a 765 nm em espectrofotdmetro (modelo UV / VIS
T-80, PG Instruments Limited, Pequim, China). O procedimento foi realizado

em triplicata.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracao
construida com padrdes de acido galico e expressos em miligramas de
equivalente de &cido galico por litro e miligramas de equivalente de &cido galico

por 100 gramas de amostra em base seca (mg EAG.L' e mg EAG.100 g*).

4.4 QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES TOTAIS

A guantificacdo dos flavonoides totais foi baseado no método
colorimétrico com cloreto de aluminio de acordo com a metodologia de Chang
et al. (2002). Em triplicata, pipetou-se 250 pL de amostra, 1250 uL de agua
destilada e 75 L de nitrito de sédio (NaNO,) 5%. Ap6s 6 minutos, acrescentou-
se 150 pL de cloreto de aluminio hexaidratado (AICI3.6H,0) a 10%. Esperou-se
5 minutos e foram adicionados 500 L de hidroxido de sodio (NaOH) a1 M e
275 pL de agua destilada. Calibrou-se o espectrofotdmetro (modelo UV / VIS T-
80, PG Instruments Limited, Pequim, China) e a absorbancia foi lida a um
comprimento de onda de 510 nm.

Os resultados foram interpolados com a curva de calibracdo de
catequina e expressos em miligramas de equivalentes de catequina por litro e
miligramas de equivalentes de catequina por 100 gramas de amostra em base
seca (mg EC.L"* e mg EC.100 g™%).
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4.5 QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS MONOMERICAS

O teor de antocianinas foi determinado segundo o método de pH
diferencial, proposto por Giusti e Wrolstad, 2001. Foi realizado em triplicata a
medicéo espectrofotométrica (modelo UV / VIS T-80, PG Instruments Limited,
Pequim, China) em 520 nm e 700 nm das absorbancias das amostras de
extrato puro de antocianinas em duas faixas de pH, 1 e 4,5, por meio das
solucBes de cloreto de potassio (KCl) a 0,025 mol.L™ e de acetato de sédio
(CHsCOONa) a 0,4 mol.L™?, respectivamente. Os célculos dos teores de
antocianinas foram feitos através da equacéo (1) e da equacéao (2).

A = (Asz0 — A700)PH 1,0 — (As20 — A700)PH 4,5 (1)

MA = Ax M x DF x 1000 (2)

Axe

Onde: Asyo = Absorbancia medida em 520 nm e Az = Absorbéncia medida em
700 nm; MA é a concentragcdo do pigmento de antocianina monomeérica (mg/L);
M é a massa molar das antocianinas (g/mol); DF é o fator de diluicdo da
amostra; € é o coeficiente de extingdo molar (L*mol™) e 1 é o comprimento do

caminho Optico da cubeta (1 cm).

Segundo Giusti e Wrolstad (2001), quando ndo se tem conhecimento o
tipo de antocianina majoritario na amostra, calcula-se o teor de pigmento como
cianidina-3-glicosideo, onde M = 449,2 g/mol e & = 26900 L™mol™.

Assim, os resultados foram expressos em mg cia-3-gli.L e mg cia-3-

gli.100 g*'em base seca.
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4.6 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Método ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-4cido sulfénico)

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS*" foi realizada
segundo Thaipong et al., (2006). Uma solucédo de trabalho foi preparada pela
agitacdo de duas solucées estoque (solugéo 7,4 mmol.L™" de ABTS e solucéo
2,6 mmol.L™! de persulfato de potassio) em quantidades iguais, deixando reagir
por 12 horas em temperatura ambiente no escuro. Decorrido o tempo da
reacdo, a solucéo foi diluida pela mistura de 1 mL de solucédo de ABTS®*" com
60 mL de metanol para se obter uma absorbéancia de 1,1 a 734 nm. Para a
analise, um volume de 150 pL do extrato foi misturado com 2850 uL da solucao
de ABTS*". Ap0s 2 horas em ambiente escuro, a absorbancia das amostras foi
lida a 734 nm e como controle negativo utilizou-se agua.

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
comparados a curva de calibracdo de Trolox e expressos em TEAC, atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) em umol. TEAC L™ e umol. TEAC 100 g™.

4.6.2 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O ensaio do DPPH foi realizado segundo metodologia de Mensor et al.
(2001) com algumas modificagdes. Inicialmente, 2500 yL de extrato diluido
foram adicionados & 1000 pL de solugdo métandlica de DPPH 0,3 mmol.L™.
Também foi preparado um controle negativo contendo 2500 pL da solugéo
extratora (etanol) e 1000 uL de DPPH, e quatro brancos para desconsiderar a
coloragao dos extratos (2500 uL do extrato e 1000 pL de etanol 20, 40, 60 e
80%). As misturas foram armazenadas ao abrigo da luz durante 30 minutos e a
absorbancia foi registrada a 518 nm em espectrofotdmetro (modelo UV / VIS T-
80, PG Instruments Limited, Pequim, China). Etanol foi utilizado como branco
para calibracdo do equipamento.
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As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
comparados a curva de calibracdo de Trolox e expressos em TEAC, atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) em umol.TEAC L™ e umol. TEAC 100 g*.

4.7 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

A andlise de compostos fendlicos foi baseada na metodologia descrita
por Haminiuk et al. (2012), com algumas modificacbes. Os extratos foram
filtrados através de um filtro de seringa de nylon de 0,22 um (Millipore, Sao
Paulo, Brasil). A analise de CLAE foi realizada em triplicata, usando um
cromatografo Dionex Ultimate 3000 (Dionex, Idstein, Alemanha) equipado com
uma bomba Ultimate 3000, coluna do compartimento de amostra Ultimate
3000, detector de fotodiodo Ultimate 3000. O software Chromeleon foi utilizado
para controlar o amostrador automatico, configurar os gradientes e realizar a

aguisicao de dados.

As fases moveis utilizadas foram acido acético 1% (A) e metanol (B)
para um total de tempo de execucdo de 65 min. O gradiente foi programado
como segue: 5-10% B (0-2 minutos), 10-12% B (2-3 minutos), 12-16% B (3-5
minutos), 16-23% B (5-10 minutos), 23-33% B (10-20 minutos), 33-45% B (20-
30 minutos), 45-65% B (30-40 minutos), 65-80% B (40-45 minutos), 80-100% B
(45-50 minutos), 100% B (50-55 minutos), 100-5% B (55-60 minutos) e 5% B
(60-65 min). O volume de injecdo foi de 5 pL. As separacdes foram realizadas
numa coluna Acclaim® 120, C18 5 um 120 A (4,6 mm x 250 mm), operando a
40 °C com vazéo de 1,0 mL.min™.

Como padrdes para a identificacdo dos compostos fendlicos das
amostras, foram utilizados os compostos mostrados na Tabela 1, com as

respectivas curvas de calibracdo e seus coeficientes de determinacao.



Tabela 1- Compostos utilizados como padrao para CLAE e sua respectiva curva de calibracdo

Padrao Equacédo da curva de Coeficiente de
calibracéo determinacéo (R?)
Acido galico y = 0,0608x 0,9952
Catequina y = 0,0108x 0,9973
Acido siringico y = 0,0545x 0,9974
Naringenina y = 0,0261x 0,9970
Acido vanilico y = 0,0886x 0,9968
Acido clorogénico y = 0,0512x 0,9970
Acido caféico y = 0,0914x 0,9973
Acido p-coumarico y = 0,1054x 0,9974
Acido ferulico y = 0,0886x 0,9973
Piceatanol y =0,0171x 0,9973
Rutina y = 0,0233x 0,9969
Quercetina y = 0,0616x 0,9940

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram apresentados por meio das médias e 0s
tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a um nivel de significAncia
de 5%, utilizando software STATISTICA 7.0 (Statsoft, OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONTROLE ANALITICO

5.1.1 Curva padrao de acido galico

Para a determinacdo de compostos fendlicos totais, elaborou-se uma
curva padrdo de &cido galico (Figura 7), com ajuste linear (R? de 0,9993 e a

equacdao da reta apresentado abaixo.

y=0,001x+0,0226
18 - :

1,6

1,4 A

1,2 1
Absorbdncia 1
{nm) 0,8
0,6 -

0,4

0,2

o T T T 1

o 500 1000 . 1500 2000
Concentracdo da solugdo de Acido Galico (mg/fL)

Figura 7 - Curva padrao de &cido gélico utilizada para a quantificagdo dos compostos fenélicos
totais.

5.1.2 Curva padréo de catequina

A curva padrédo de catequina (Figura 8), obtida para quantificacdo de
flavonoides totais, foi representada pela equacédo abaixo e um ajuste linear (R?
de 0,9961.
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Figura 8 - Curva padrédo de catequina utilizada para a quantificagdo dos flavonoides totais.

5.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E
ANTOCIANINAS MONOMERICAS

As médias das determinac¢bes do conteldo de compostos fendlicos

totais, flavonoides totais e antocianinas monoméricas, extraidos da amostra

sdo observadas na Tabela 2

Tabela 2 - Contetido de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas
guantificados em extratos de diferentes concentra¢des etandlicas da fruta goji berry.

Concentragbes 20% 40% 60% 80%
Etandlicas
Fenolicos Totais 654,4% + 30,61 679,4° + 58,28 713,7° + 24,70 699,1° + 33,56

(mg.EAG.L™)

Fendlicos Totais
(mg.EAG.100 g™

Flavonoides Totais
(mg EC.L™

Flavonoides Totais
(mg EC.100 g™

Antocianinas
(mg cia-3-gli.L™)

Antocianinas
(mg cia-3-gli.100 g'l)

1308,8" + 61,22 1358,80* + 116,56  1427,47°+ 49,40 1398,13" + 67,12

57,32% + 3,25 62,8" + 2,93 78,3°+ 2,75 90,02 + 2,56
114,63%+ 6,51 125,63 + 5,86 156,63° + 5,51 179,97° 5,13
1,447° + 0,19 0,724% + 0,09 3,562° + 0,38 15,252° + 0,19
2,894° 0,38 1,447% £ 0,19 7,125°+ 0,77 30,503 + 0,38

Nota: Resultados expressos em média + desvio-padrdo. Médias com letras diferentes na
mesma linha séo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Durante os ultimos anos, a busca de alimentos alternativos com alto
valor nutricional tem aumentado o interesse na fruta goji berry, no entanto,
estudos sobre os compostos fendlicos totais, atividade antioxidante, e a maioria
dos agentes potenciais de promocdo da saude da baga permanecem sem
muitos resultados. Apesar de relatos sobre os compostos fendlicos e atividade
antioxidante em frutas comumente disponiveis, como mirtilo, kiwi, laranja e
maca, existe pouca informacéo disponivel para frutas atualmente subutilizadas
(SONG, XU, 2013; DONNO et al., 2014).

Como pode-se notar, a maior concentracdo de compostos fendlicos
totais foi encontrada na extracdo com 60% de etanol, enquanto para os teores
de flavonoides e antocianinas foram maiores na extracdo de 80%. Segundo,
Wang et al. (2010) essa diferenca de quantificagdo aos compostos fendlicos
totais pode ser explicada devido a superestimacédo do conteudo fendlico pelo
meétodo de Folin-Ciocalteu, em virtude de que o reagente adicionado também
pode reagir com compostos nao fendlicos, tais como acidos organicos,
aclcares e aminodacidos. E também possivel que diferentes compostos
fendlicos respondem de forma diferente ao reagente de Folin-Ciocalteu. Por
exemplo, enquanto catequina, acido cafeico, rutina e acido géalico mostram
comportamentos de absorcdo semelhantes com o reagente, varios flavonoides
podem apresentar uma absorcao baixa, resultando em subestimacao do teor
de fendlicos totais.

Neste estudo, o teor de compostos fendlicos totais presentes nas
extracOes etandlicas de goji berry foi maior para a concentracdo de 60% de
etanol, 1427,47 + 49,40 mg EAG.100 g* em base seca (b.s.) e menor para a
concentracdo de 20%, 1308,8 + 61,22 mg EA G.100 g™ em base seca.

Segundo os estudos de Cai et al. (2004), para a extracao feita com cinco
gramas de amostra em p6 da baga com 100 mL de agua (1:20) a 80 °C durante
20 minutos em um agitador, foi obtido um valor de 700 mg EAG.100 g™ em
base seca, valor inferior ao obtido no presente estudo. Ja para a extracdo com
cinco gramas de amostra em 100 mL de um solu¢cdo metandlica de 80% (1:20)
a 35 °C durante 24 horas, os autores obtiveram 2580 mg EAG.100 g™. Liu et al.
(2008), utilizando condi¢cdes de extracdo muito similares a este trabalho,

encontraram a concentracao de 1253 mg EAG.100 g'lem base seca.
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Alguns estudos apresentam os resultados analisados do teor dos
compostos fendlicos expressos em peso fresco. Para Donno et al. (2014), a
extracao destes compostos foi realizada com quinze bagas, com média de 0,67
gramas no total, as quais foram moidas e extraiu-se com 25 mL de solucéo de
metanol e agua acidificada com HCL a 37%, durante uma hora e obteve-se
uma valor médio de 268.35 mg EAG.100 g'em base Gmida (b.u.). Mikulic-
Petkovsek et al. (2012), utilizaram cinco gramas de amostra triturada e extraida
com 10 mL de metanol com 3% (v / v) de &cido formico durante 1 hora. O valor
encontrado foi de 131,9 mg EAG.100 g, em base Umida. Dessa forma, para
comparar com os resultados deste trabalho, deve-se levar em consideragao a
umidade perdida (42,96%). Assim, o teor de compostos fendlicos para o extrato
obtido com etanol a 60% foi de 613,24 mg EAG.100 g* em b.u. e para a
solucédo de 20%, de 562,26 de mg EAG.100 g em base Umida, mostrando
gue ambos os estudos acima referenciados apresentaram valores inferiores ao
do presente trabalho.

Alguns fatores influenciam na diferenca da composicdo e teor de
compostos fendlicos, por isso, muitas vezes ndo ha uma concentracdo padrao
para comparagdo. Em gojis berries, o que poderia contribuir para essas
diferencas sdo os estadgios de maturacdo, espécies de bagas analisadas,
atributos genéticos, bem como condicbes ecoldgicas, que dificultam a
comparacdo destas concentracbes com demais estudos (MIKULIC-
PETKOVSEK et al., 2012; DONNO et al., 2014). Além disso, em uma analise
de compostos fendlicos, o método de extracdo influencia diretamente na
eficiéncia do processo, no qual qualquer alteracéo, no pH, temperatura, tipo de
solvente, nimero de passos para a extracdo, razdo solvente/sélido e tamanho
da particula do sélido, por exemplo, altera a concentracédo destas substancias
na amostra analisada (ESCRIBANO-BAILON, SANTOS-BUELGA, 2003).

Na China, uma das aplicacdes mais populares da goji berry é fazer vinho
por meio da maceracao da fruta no licor de graos. No entanto, sabe-se que o
processo de maceracdo afeta as capacidades antioxidantes e os fitoquimicos
da baga. Segundo Song & Xu (2013), o efeito da concentracéo de etanol afeta
diretamente os compostos fendlicos e a capacidade antioxidante da fruta. Por
determinacdo em espectrofotometro UV-Visivel, os resultados mostraram que

concentragéo elevada, em geral, aumenta a difusdo de flavonoides e reduzem
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a atividade antioxidante.

Os flavonoides sdo um grande grupo de metabdlitos secundarios da
classe dos compostos fendlicos de baixo peso molecular encontrados em
diversas espécies de vegetais e frutos (PONTIS, 2014). No presente trabalho, a
quantificacdo dos compostos flavonoidicos foi maior na extracdo com etanol
80%, sendo de 179,97 + 5,13 mg EC.100 g™em base seca e menor na de 20%,
com 114,63 + 6,51 mg EC.100 g™em base seca.

Por meio dos estudos de Wang et al., (2010), cuja extracao foi feita com
10 gramas de frutos moidos de L. Barbarum e misturados com 50 mL de
solucéo de sulfato de sédio anidro 10%, agitados por 3 minutos, e adicionados
de 100 mL de uma solugdo de hexano:etanol:acetona:tolueno (10:6:7:7, em
volume) e por fim agitados durante 1 hora. O resultado encontrado para o teor
de flavonoides foi de 11,6 mg EC.100 g* em base seca. Enquanto para o
trabalho de Liu et al. (2008), com o método de extracdo descrito anteriormente,
obteve-se um teor de 351 mgRE.100 g em base seca, aproximadamente o
dobro do valor encontrado para esse trabalho.

Segundo Huber (2008), diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos
influenciam na composicao e quantificacdo do teor dos flavonoides. Os perfis
de flavonoides em cada espécie vegetal sdo determinados por um sistema
intrinseco de enzimas controladas geneticamente que regulam a sintese e
distribuicdo nas plantas. Em adicdo aos fatores intrinsecos, o contetudo de
flavonoides é fortemente influenciado por fatores extrinsecos, como estacao do
ano, incidéncia de radiacdo UV, clima, composicdo do solo, preparo e

processamento do alimento.

As antocianinas séo corantes naturais que conferem cor a folhas, flores
e frutas, sdo derivados glicosilados do cation flavilio, da classe dos flavonoides
e apresentam potencial para uso como corante, além de atividade antioxidante
e terapéutica (COELHO, 2011)

Os valores encontrados neste trabalho foram maiores para a extracao
etandlica 80%, sendo de 30,503 + 0,38 mg cia-3-gli.100g™ e menores para a
extracdo de 40%, correspondendo a 1,447 + 0,19 mg cia-3-gli.100g™*. Em

estudos realizados com a planta Lycium intricatum, do mesmo género da
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Lycium barbarum e possuindo bagas vermelhas semelhantes aos frutos de goji
berry, com extracdo feita por uma solucdo composta de n-hexano, éter de
petroleo e cloroférmio. Os frutos apresentaram um teor de 7,90 mg por 100

gramas de amostra em peso seco (ABDENNACER et al., 2015).

Segundo Liu et al. (2014), a pigmentacao vermelha da fruta madura L.
barbarum é devido a elevada acumulacdo de carotenoides especificos,
enquanto nos frutos da planta do mesmo género, Lycium ruthenicum, a

pigmentacdo é em virtude do acumulo de antocianinas.

Em seu estudo, Zenga et al. (2014) comparou o teor das antocianinas
dos frutos de dois tipos de Lycium, a L. barbarum e a L. ruthenicum. A extracéo
feita com metanol em diferentes fases de maturacdo do fruto mostrou que o
contedudo de antocianina em L. ruthenicum aumentou de forma constante e
atingiu niveis maximos no ultimo estagio, enquanto o teor de antocianinas foi

indetectavel em todas as fases dos frutos da L. barbarum.

Para Kosar et al. (2003), a extracdo de antocianinas para os frutos da L.
barbarum e L. ruthenicum foi feita com diversos solventes, como éter de
petréleo, acetato de etilo, metanol, n-butanol, 4gua e etanol 70%. O teor de
antocianinas foi detectado com teores significativos apenas nos extratos
metandlicos e etandlicos a 70% dos frutos da L. ruthenicum. Para os demais

extratos e para a fruta goji berry, foram quantificados tracos de antocianinas.

Sabe-se que a estabilidade das antocianinas € influenciada por diversos
fatores, tais como temperaturas de extracdo e de armazenamento, genotipos,
exposicdo a luz, variacdes de pH e acdo de agentes oxidantes. A interacao
destes parametros também pode afetar a estabilidade e ainda, eles nao
seguem um padrédo, pois sao especificos e independentes para cada alimento,
ou seja, como exemplo temos que para extratos de jamboldo, a temperatura e
o tempo de armazenamento influenciam menos que 1% na degradagcao de

antocianinas, enquanto que o efeito do pH é de 87% (FAVARO, 2008).
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5.3 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante foi avaliado por meio de métodos in vitro, sendo
estes a atividade sequestrante do DPPH e do ABTS*". Os resultados dos testes

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade antioxidante em extratos de diferentes concentracfes etandlicas da fruta
goji berry pelos ensaios de DPPH e ABTS™.

Concentracfes 20% 40% 60% 80%
Etandlicas
DPPH 3101,66" + 167,21 2501,29° 30,42 2282,14° + 110,68 2000,37% + 80,50

(umol TEAC.L™)

DPPH 6203,31° + 334,43  5002,58°+ 60,86  4564,27°+ 221,36  4000,74% + 161,01
(umol TEAC.100 g™

ABTSe+ 5002,18°+ 160,29 4911,56° + 311,07 4452,18° + 198,43  3477,18% + 245,73
(umol TEAC.L™)

ABTS«+ 10004,4° + 320,58  9823,13°+ 320,58 8904,38" + 396,86  6954,38% + 491,45
(umol TEAC.100 g

Nota: Resultados expressos em média = desvio-padrdo. Médias com letras diferentes na
mesma linha sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

A determinacdo da atividade antioxidante foi considerada uma
importante metodologia para avaliar as propriedades nutracéuticas de frutas,
destacando assim as da fruta goji berry (DONNO et al., 2014).

Segundo o trabalho de Song e Xu, (2013), sabe-se que a concentracéo
de alcool tem uma relacéo direta com a atividade antioxidante, ficando definido
gue a baixa concentracdo de etanol aumenta a atividade antioxidante da baga.
Sendo assim, notou-se no presente trabalho, que a extracdo de 20% de etanol,
alcancou a maior concentracdo de equivalente trolox em relacdo a atividade
antioxidante. Pelo método do DPPH, obteve-se o valor de 6203,31 + 334,43
umol TEAC.100 g e para o método ABTS™ 10004,4 + 320,58 pmol TEAC.100
g . O menor valor encontrado esteve de acordo com o comportamento descrito
em literatura. A extracao de 80% representou o valor de 4000,74 £ 161,01 pmol
TEAC.100 g™ e 6954,38 + 491,45 ymol TEAC.100 g™ respectivamente.

Por meio do estudo de Cai et al. (2004), o ensaio da capacidade

antioxidante total foi realizada através da atividade sequestrante de radicais
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livres, ABTS™. Pela metodologia da sua extracdo ja citada anteriormente,
obteve-se para o extrato metandlico, o valor de 490,8 umol TEAC.100 g* e
para o extrato com agua, 389,4 ymol TEAC.100 g, sendo ambos os valores

menores do que o encontrado por este trabalho.

Para, Le et al. (2007), a fruta foi seca em estufa e 30 gramas de amostra
seca foram moidas e extraiu-se por 2 h com 600 mL de etanol a 95% a 90 °C,
com agitacdo. O extrato foi reduzido até um pequeno volume por evaporagao
rotativa sob vacuo a 40 °C e, em seguida, liofilizado que posteriormente, foi
dissolvido em metanol a 100 mg por mL de concentracdo e mantido a -20 ° C
até serem usadas. Sua avaliacao da atividade antioxidante deu-se pelo método
ABTS e seu resultado obtido foi de 3600 umol TEAC por 100 gramas de frutas

Secas.

Segundo Rockenbach (2008), a atividade antioxidante pode depender de
diversos fatores, incluindo as propriedades coloidais dos substratos, as
condicBes e etapas de oxidacao, os diferentes solventes extratores, a formacéao
e estabilidade dos radicais, assim como a possivel localizacdo dos
antioxidantes e estabilidade em distintas fases do processamento nos
alimentos. O autor diz ainda que ha diferencas significativas na atividade
antioxidante pelo método ABTS, influenciadas pela polaridade e pelo pH do
solvente, com valores maiores em solventes mais polares e pHs maiores.
Assim, pode-se declarar que a capacidade antioxidante é dependente do teor e
da composicao dos compostos fendlicos presentes na amostra.

5.4 ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A pesquisa de identificagcdo dos compostos fendlicos nos extratos
etanolicos da fruta goji berry foi realizada por meio da cromatografica liquida de
alta eficiéncia, no qual os compostos determinados por meio dos 12 padrbes
existentes séo observados na Tabela 4,



39

Tabela 4 - Compostos fendlicos extraidos de goji berry em funcéo do teor de etanol na solugao

extratora.

Compostos (mg/100 g)

Etanol (%) Catequina Acido Acido p- Rutina
clorogenlco cumarico
20 87,82* + 0,73 463 + 003 6,32° + 001 518 + 0,06
40 90,19° + 167 6,15° + 0,17 4,36* + 0,20 1815" + 0,09
60 88,31° + 049 754° + 0,17 4,535 & 0,02 21,36° + 0,07
80 111,34* + 157 12,05 + 0,17 431* + 005 19,32° + 0,06

Nota: Médias com letras diferentes na mesma coluna sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

A catequina foi o composto fendlico majoritario encontrado nas
diferentes extracdes etandlicas, sendo a concentracdo com 80% de etanol a
que apresentou a maior concentracdo, com 111,34 # 1,57 mg.100 g* de
amostra. A catequina é um nutriente da familia dos compostos fendlicos e tem
uma forte acao antioxidante. Sdo poderosos antioxidantes, inibindo os danos
causados ao DNA pelos radicais livres, a imunossupressédo e a inflamacao
cutanea induzida pelos raios UV. A atividade antioxidante da catequina deve-se
ao mecanismo de transferéncia de elétrons desta para os radicais livres,

estabilizando assim essas substancias (SA et al., 2010).

A rutina foi 0o segundo maior composto encontrado nas amostras
etandlicas, a qual apresentou o maior teor na ordem de 21,36 + 0,07 mg.100 g’
! de amostra na extracdo etandlica de 60%. Sendo um flavonol glicosidico, a
rutina pertence a uma importante classe dos flavonoides, sendo extensamente
encontrados na nhatureza. Ela apresenta uma importancia terapéutica em
virtude de determinar a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade das
paredes dos vasos capilares, além de inibir o processo de formacao de radicais
livres em varios estagios (PEDRIALLI, 2005).

O écido clorogénico foi o terceiro composto identificado em relagdo a
quantidade. Este apresentou um valor maior de 12,05 + 0,17 mg.100 g* de
amostra, encontrado na extracdo etanolica de 80%. O acido clorogénico é uma
familia de ésteres polifendlicos encontrado em plantas medicinais e
amplamente distribuido em diversos alimentos. Ele atua em diversos sistemas
bioldgicos, evidenciados por atividades anti-mutagénica, antitumoral, no

controle da obesidade, analgésica, antipirética, ansiolitica, anti-microbicida,
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antifangica, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e anti-angiogénica
(FARSKY, 2013).

O &cido p-cumérico foi o composto que apresentou menor concentracao
em relacdo aos outros compostos. Seu valor maximo foi de 6,32 + 0,01 mg.100
g’ de amostra na extragcdo com 20% de etanol. O &cido para-cumarico é um
acido hidroxicinamico, um derivado do acido cinamico com um grupo hidroxilo
no carbono 4 do anel benzénico. Existem trés isoformas deste acido, cujas
diferencas advém da posicdo do grupo hidroxila, sendo o acido p-cumarico o
mais abundante. Também s&do conhecidos pela sua atividade antioxidante
(LIANDA, 2009).

Estes mesmos componentes foram encontrados por outros autores,
como Donno et al. (2014) e Wang et al. (2010). Para Donno, a analise de
compostos bioativos com o CLAE é hoje uma ferramenta de caracterizacéo
generalizada e bem desenvolvida. O seu estudo aponta que 0s compostos
fendlicos identificados na baga contribuem significativamente para o
fitocomplexo e a atividade antioxidante. E ainda, segundo Wang et al. (2010),
varios picos durante o processo da cromatografia liquida de alta eficiéncia ndo
sao identificados devido a diferenca do comprimento de onda, ou seja 0 pico
padrdo ndo corresponde ao pico da analise, podendo assim, explicar a

divergéncia nos valores encontrados em outros trabalhos.
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6 CONCLUSOES

A pesquisa dos compostos bioativos na Goji berry € de grande
importancia em virtude da escassez de estudos sobre a fruta. Sua gama de
efeitos benéficos a salude se da pela presenca dos compostos fendlicos

presentes na mesma e outros fitoquimicos.

A investigacdo do teor dos fendlicos totais, flavonoides totais,
antocianinas monoméricas, atividade antioxidante e caracterizacdo dos
compostos fendlicos por CLAE dos frutos da Lycium barbarum, foram
realizados a partir de quatro diferentes concentracdes etandlicas. Os resultados
indicaram que a quantificacdo dos compostos foram superiores nas maiores
concentracdes etandlicas, enquanto o potencial antioxidante se sobressaiu nas
menores concentracdes. Na analise dos compostos fendlicos por meio da
cromatografica liquida de alta eficiéncia, foram identificadas substancias como
a catequina, a rutina, o acido clorogénico e o acido p-cumarico, que podem

apresentar efeitos positivos ho organismo.

Portanto, todos os resultados obtidos nesta pesquisa podem ser aceitos
quando comparados a outros estudos. Nota-se que a pesquisa sobre as
variabilidades que influenciam na composicdo da fruta abre novas
possibilidades de desenvolvimento da L. barbarum como cultura que contém
fitoquimicos influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos, podendo dessa
forma otimizar a composi¢do quimica da fruta, dando a ela um melhor valor

agregado.
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