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RESUMO

PERFIL QUIMICO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE METABOLITOS NA
POLPA DO ACAI (Euterpe oleracea Mart.) POR RMN. O acai é um alimento
amplamente consumido em toda a Regido Norte do Brasil e tém conquistado
consumidores em outras regides do pais e no exterior. Com a crescente procura pela
polpa, medidas de controle de qualidade se tornam necessarias para o auxilio da sua
comercializagdo, mas existem alguns problemas como a rapida degradagao da polpa,
contaminagao microbioldgica e, nenhum conhecimento sobre o comportamento dos
compostos organicos presentes na polpa dos frutos com diversas origens, cultivo,
sazonalidade, transporte, processamento. No presente trabalho analisou-se a
influéncia da sazonalidade, condi¢cdes de cultivo, variagbes genotipicas da polpa do
acai de Belém - PA por RMN de 'H aliada a métodos quimiométricos e, a
caracterizagao estrutural dos constituintes quimicos em baixa concentragéo por LC-
DAD-SPE/NMR. A realizagao deste trabalho foi em 4 etapas: ) Identificagdo do maior
numero de compostos orgénicos através da RMN 1D e 2D, sem a necessidade de
isolamento; 1l) Obtengdo do perfil quimico por RMN de 'H aliado a tratamentos
quimiométricos das polpas dos frutos de 31 gendtipos cultivados em condigbes de
controle agronémico (Embrapa Amazénia Oriental) e também de amostras comerciais
(Belém-PA); 1ll) Verificagdo da correlagdo entre o perfil quimico por RMN de 'H e os
dados fisico-quimicos medidos nas mesmas amostras; e V) Identificagdo dos
compostos organicos presente nos extratos da polpa do agai comercial obtidos com o
ASE™ (extragdo acelerada por solvente), sendo os majoritarios por RMN 1D e 2D e,
os minoritarios utilizando LC-DAD-SPE/NMR com time-slice como modo de
trapeamento. Foram verificadas tendéncias na distribuicdo das amostras das polpas
do agai de acordo com o tipo de cultivo (controle agrondmico x sem controle), a
sazonalidade (safra x entressafra), melhoramento genético e o modo de
armazenamento realizado pelos comerciantes de Belém e quais os compostos
responsaveis por essas observagoes. Foi verificada a grande variabilidade nos dados
fisico-quimicos das polpas avaliadas e, dessa forma nao houve correlagcdo com os
dados espectrais por RMN de 'H. O uso do ASE forneceu melhores extratos quando
comparados a extratos obtidos por método de extracdo convencional e, da fragao
metandlica da polpa de agai foram isolados alguns compostos aromaticos por LC-
DAD-SPE que tiveram suas estruturas identificadas com base na analise dos
experimentos de RMN 1D e 2D, UV e EM. Esse trabalho mostrou o potencial da
técnica de RMN de alta resolugado na obtengao de informagdes quimicas das polpas
do acai liofilizadas. Os métodos tradicionais de analises (fisico-quimicos) ndo se
mostraram viaveis pois nao forneceram boa compreensdo sobre as variagoes das
polpas do agai. O extrator acelerado por solvente foi uma boa alternativa para
realizacdo de clean-up e extragdo de compostos orgénicos presentes no agai e o
modo time-slice mostrou-se eficiente para o isolamento de compostos em pequena
concentragao presente no extrato metandlico da polpa do acai.
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ABSTRACT

FINGERPRINT PROFILE AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF THE
METABOLITES IN ACAi BERRY PULP (Euterpe oleracea MART.) BY NMR. Acai is a
widely consumed fruit in the North Region of Brazil and has gained consumers in other
regions of the country and abroad. With the increasing acai pulp demand, quality
control measures become necessary to improve its trading; however, there are some
problems, such as the fast degradation of the pulp, microbiological contamination and
no knowledge on the behavior of the organic compounds present in the pulp of fruits
of different origins, growing, seasonality, transport and processing. This study
describes the influence of seasonality, growing conditions and genotypic variations on
the acai pulp from Belém - PA by '"H NMR combined with chemometric methods, and
structural characterization of the chemical constituents by LC-DAD-SPE/NMR. This
work was performed in 4 stages: I) Identification of the greatest number of organic
compounds by 1D and 2D NMR, without the need for isolation; Il) Attainment of the
chemical profile by "H NMR combined with the chemometric treatment of the pulp of
the fruits of 31 genotypes cultivated under agronomic control (Embrapa Amazdnia
Oriental) and also of commercial samples (Belém-PA); 1ll) Verification of the correlation
between the "H NMR chemical profile and the physical-chemical data measured in the
same samples; and |V) Identification of the organic compounds present in the
commercial acai pulp extracts obtained with an ASE™ (accelerated solvent extractor),
being the major compounds obtained by 1D and 2D NMR, and the minor ones by LC-
DAD-SPE/NMR with time-slice as trapping mode. Tendencies in the distribution of the
acai pulp samples were observed according to the type of growing (agronomic control
x without control), seasonality (harvest season x inter-harvest season), genetic
improvement, and the storage system used by the retailers from Belém, and the
compounds responsible for such tendencies were identified. The great variability in the
physical-chemical data of the evaluated pulps was verified and, thus, there was no
correlation with the "H NMR spectral data. The ASE provided the best extracts when
compared to extracts obtained with the conventional method. Some aromatic
compounds were isolated from the acai pulp methanolic extract by LC-DAD-SPE, and
their structures were determined based on the analysis of 1D and 2D NMR, UV and
MS experiments. This study showed the potential of the high-resolution NMR
technique to obtain chemical information from the lyophilized acai pulp. The traditional
analysis methods (physical-chemical ones) were not viable, since they did not provide
good comprehension of the variations of the acai pulps. The ASE extractor was a good
alternative to perform the clean-up and extraction of the organic compounds present
in acai and the time-slice mode proved efficient in the isolation of compounds at low
concentration present in the acai pulp methanolic extract.
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Capitulo-I: INTRODUCAO



1.1. A matriz Agai (Euterpe oleracea)

1.1.1. Aspectos botanicos

Euterpe oleracea Mart. € uma palmeira da familia Arecaceae composta
por aproximadamente 200 géneros e 2600 espécies, com ampla distribuigdo em areas
tropicais e subtropicais (JONES, 1995 aput OLIVEIRA, 2007) (Figura 1.1a).

Os acgaizeiros s&o altos e delgados, alcangando de 15 a 30 metros de
altura, possuem raquis com dezenas de raquilas onde se encontram os frutos do tipo
baga (Figura 1.1b). Seus frutos e o palmito sdo muito apreciados e muito utilizados na
alimentagdo humana.

Os frutos sé&o redondos com 1 a 2 cm de diametro e peso médio de 1,5
gramas, apresentam uma camada externa fibrosa e rigida, com parte comestivel de
apenas 5 a 15% do fruto e crescem na forma de cachos (Figura 1.1c) (OLIVEIRA,
CARVALHO & NASCIMENTO et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2007).

Seus frutos sao popularmente conhecidos como agai, mas dependendo
da localidade recebem outras denominagdes como acai-de-touceira, acai-do-Para,
acai-verdadeiro, entre outros (Figura 1.1b). A palavra acai tem origem indigena tupi
(ya-cai) que remete a fruto que chora ou deita agua (OLIVEIRA, CARVALHO &
NASCIMENTO, 2000; NASCIMENTO, 2008).

FIGURA 1.1 - Palmeira de Euterpe oleracea (A), cacho do agai-roxo (B) e fruto do agai
roxo (C). Fotos: prépria autora obtida na Embrapa Amazénia Oriental — Belém-PA.

Séo descritas algumas variedades ou eco tipos de agai como agai-roxo,
agai-branco, agai-boi, agai-agu, agai-chumbinho, agai-espada, agai-sangue-de-boi e,
sao diferenciados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas (OLIVEIRA, 2007;
NASCIMENTO, 2008).



A palmeira é nativa da Amazoénia brasileira, mas também é encontrada
em paises da América do Sul (Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Venezuela,
Colémbia, Equador) e na América Central (Panama). No Brasil, grandes populagbes
naturais sdo localizadas no estuario do Rio Amazonas, onde o Estado do Para é
destaque na producdo e comercializagdo dos frutos (NOGUEIRA et al.,, 2005;
OLIVEIRA, 2007; IBGE, 2016).

1.1.2. Cultivo, colheita e processamento dos frutos do acai

O acaizeiro nativo é encontrado em solos alagados (varzea e igapd) e
foi adaptado para cultivo em terra firme com boa distribuicao pluviométrica. Na regiao
amazoénica brasileira, tanto a floracdo quanto a frutificagdo ocorrem o ano todo. No
estado do Para, entre os meses de julho a dezembro (periodo de secal/veréao) é
quando ocorre a maior frequéncia na producdo média dos frutos (70-80%), época
denominada safra do agai. Ja no periodo de chuvas (janeiro a junho), entressafra do
acgai, concentra-se a floragdo (NOGUEIRA et al., 2005; NASCIMENTO, 2008;
OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA, CARVALHO & NASCIMENTO,
2000).

Os frutos do acgai roxo possuem maior frutificagdo que as demais
variedades e possui grande apreciacdo pelos consumidores (OLIVEIRA, 2007;
NOGUEIRA et al., 2005; NASCIMENTO, 2008). Na safra, o agai apresenta coloragao
vermelho-arroxeada e ¢é considerado de melhor qualidade sensorial. Ja na
entressafra, os frutos sdo colhidos com diferentes estagios de maturagao, possuem
coloracéo roxo-azulada e apresenta menor qualidade sensorial (NOGUEIRA et al.,
2005; OLIVEIRA, 2007).

A colheita ocorre de maneira rustica, dificil e trabalhosa, pois é realizada
através da escalada na palmeira por trabalhadores habilitados (colhedor) com uso de
peconha (corda de folhas verdes do agaizeiro com as pontas amarradas e colocadas
em volta do tronco e dos pés do colhedor). Atualmente, em alguns locais de cultivo ja

utilizam escada e podao (Figura 1.2a). Apos a subida, é realizado o corte dos cachos



carregados de acgai na sua base, entdo sdo depositados no solo sob lona ou toalha de
plastico (Figura 1.2b) (NOGUEIRA, 2005).

acai colhido e depositado sobre lona (B). Fotos: prépria autora em Embrapa Amazoénia
Oriental — Belém-PA.

Apos a colheita, os frutos passam por etapas de debulha,
acondicionamento, armazenamento, transporte e processamento (conhecido como
beneficiamento) que € iniciado com a etapa de imersao dos frutos em agua quente
(15 - 20 minutos), seguido de despolpamento em equipamento especifico
(despolpadeira), filtrado e entdo obtida a polpa do agai, também chamado de suco,
vinho ou bebida do acgai (Figura 1.3) (NOGUEIRA et al., 1995; NOGUEIRA, 2005;
OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2015).

FIGURA 1.3 — Processo de imersao dos frutos em agua QUénte (A), fruto do agai apés
imersao (B), frutos dentro da despolpadeira (C) e suco do acai/ vinho do acgai (D).
Fotos: prépria autora obtida na Embrapa Amazénia Oriental — Belém-PA.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento
(MAPA), o vinho do agai é classificado de acordo com a adigédo ou ndo de agua no
processamento, sendo chamado de polpa de acai (sem adicao de agua), acai do tipo

grosso ou especial (teor de sdlidos totais superiores a 14%), agai do tipo médio ou



regular (teor de solidos totais entre 11-14%) e agai do tipo fino (teor de sélidos totais
entre 8-11%) (BRASIL, 2000).

1.1.3. Caracteristicas nutricionais e atividades farmacolégicas

O acai é considerado um alimento completo, pois € rico em lipideos,
fibras e proteinas. Contém carboidratos, minerais (ferro, calcio, magnésio, potassio,
niquel, manganés, cobre, boro e cromo), vitaminas (A, B1, B2, B3, B5, C, E e K) e
diversos compostos antioxidantes como antocianinas, polifendis e outros flavonoides
(GORDON et al., 2012;DEL POZO-INSFRAN et al., 2004;SCHAUSS, et al., 2006a).

O acai faz parte da dieta alimentar da comunidade amazdnica, sendo
consumida diariamente na forma de suco puro (polpa de agai) com farinha de tapioca
ou farinha de mandioca com pescados e carnes, com ou sem agucar (NOGUEIRA et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007). Seu consumo diario pode contribuir com o
crescimento e bom funcionamento das fungdes metabdlicas do corpo humano, devido
aos seus nutrientes.

Além do seu consumo alimenticio, as raizes do agaizeiro sao utilizadas
na medicina popular para a prevengao de febre, gripe, dores, infec¢des parasitarias e
como vermifugo, anticoagulante, adstringente e antidiarreico (SCHAUSS, 2006a;
NOGUEIRA et al., 1995; MATHEUS et al.,, 2006). Na literatura sdo encontrados
estudos de atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas com extratos da polpa do agai,

principalmente sobre seus efeitos antioxidante e anti-inflamatério (Tabela 1.1).

TABELA 1.1 — Atividades bioldgicas dos frutos do agai (Euterpe oleracea).

ATIVIDADE TIPO DE REFERENCIAS
AVALIADA ESTUDO

GORDON et al., 2012; SCHAUSS et al., 2006a;

Antioxidante in vivo e in vitro PACHECO-PALENCIA et al., 2008a ;CHIN et al.,
2008; KANG et al., 2012; KANG et al., 2011

Anti-inflamatoria invivoeinvitro SCHAUSS et al., 2006b; KANG et al., 2011;
MOURA et al., 2011; FAVACHO et al., 2011

Cito protetora in vitro CHIN et al., 2008; MOURA et al., 2011
Cardioprotetora / in vivo de SOUZA et al., 2010; COSTA et al., 2012; de
anti-hipertensivo SOUZA et al., 2012

Anti- FRAGOSO et al., 2012; SILVA et al.,, 2014;

carcinogénicas in vivo e in vitro PACHECO-PALENCIA et al., 2008b; DEL POZO-
INSFRAN et al., 2006
Antiproliferativo in vitro e in vivo RIBEIRO et al., 2010; HOGAN et al., 2010




1.1.4. Constituintes fitoquimicos

A espécie Euterpe oleracea tem sido extensivamente estudada ha quase
duas décadas objetivando conhecer o maior numero dos constituintes quimicos
presentes em seus frutos. Ja foram descritos dezenas de compostos, pertencentes
as classes dos: acidos graxos, carboidratos, aminoacidos, carotenoides, tocoferdis,
antocianinas, proantocianidinas, flavonoides nao-antocianicos, acidos fendlicos, entre

outros (Tabela 1.2).

TABELA 1.2 — Compostos quimicos descritos nos frutos do agai (Euterpe oleraceae).

PARTE
COMPOSTOS* glljiol;llslgi DO REFERENCIAS

FRUTO

palmitico, estearico, araquidico,

laurico, miristico, butirico,

caproico, caprilico, caprico, Acidos graxos

tridecanoico, pentadecanoico, saturados

margarico, nonadecanoico,

eicosanoico

oleico, palmitoleico, vacénico, OP NASCIMENTO et al,

elaidico, tridecenoico,  Acidos graxos 2008; SCHAUSS et al,

miristoleico,  pentadecenoico, monoinsaturados 2006a; RUFINO et al,

margaroleico, gadoleico, 2011

erucico, nervoénico

linoleico, linolénico,

gammalinolénico,

eicosadienoico, eicosatrienoico, Acidos graxos

araquiddénico, docosadienoico, poli-insaturados

homogamalinolénico,

docosahexaenoico

Acido aspartico, acido glutamico,

leucina, lisina, prolina, valina,

alanina, fenilalanina, treonina, Aminoacidos PA SCHAUSS et al., 2006a;
serina, glicina, metionina, OLIVEIRA, 2007
isoleucina, tirosina, histidina,

arginina, hidroxiprolina, cistina e

triptofano

NOGUEIRA, 2005;

Glicose, frutose, maltose Carboidratos PA OLIVEIRA, 2007;
SCHAUSS et al., 2006a;

da COSTA et al.,, 2010;

A, B1,B2,B3,B5, C,EeK Vitaminas PA NOGUEIRA, 2005;
SCHAUSS et al., 2006a




Continuacao TABELA 1.2

luteina, a-caroteno, B-caroteno,
o-tocoferol (vitamina E), pB-

RIBEIRO et al., 2010;
SCHAUSS et al., 2006a;

tocoferol, y-tocoferol, §-tocoferol Carotenoides PA 8g¥TE,|ARQ'aI.é%(1)Z)’; Da
DARNET et al., 2011

campesterol, estigmasterol, da COSTA et al.,, 2010;

sitostanol, B-sitosterol Fitosterol PA SCHAUSS et al., 2006a;
OLIVEIRA, 2007;

(+)-isolariciresinol, (+)-5-metoxi-

isolariciresinol, (+)-lariciresinol,

(+)-pinoresinol, (+)-

siringaresinol,

(+)-5-

metoxidihidrodehidroconiferil

alcool, (-)-dihidrodehidroconiferil

alcool, eritro-1-(4-hidroxi-3- Lignanas

metoxifenil)-2-[4-(3-

hidroxipropil)-2-metoxi-fenoxi]-

1,3-propanediol, treo-1-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2-[4-(3-

hidroxipropil)-2-metoxi-fenoxi]-

1,3-propanediol PAL
3-hidroxi-1-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxifenil)-1-propanona, 3,4'-
dihidroxi-3’-metoxipropiofenona,
alcool dihidroconiferil, acido
protocatecuico metil éster
2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona
acido (S)-mentiafolico, (E,Z)-2,6-
dimetil-2,6-octadieno-1,8-diol,
(E,E)-2,6-dimetil-2,6-octadieno-
1,8-diol

(-)-Loliolideo,
(4R)-4-[(1E)-3-hidroxi-1-butenil]-
3,5,5-trimetil-2-ciclohexen-1-one

Benzenoides

Benzoquinonas

Monoterpenoides

Norisoprenoides

CHIN et al., 2008

cianidina-3-O-glicosideo,
cianidina-3-O-rutinosideo,
peonidina-3-glicosideo,

GALLORI et al., 2004 e
LICHTENTHALER et al.,
2005;PACHECOPALEN

CIA et al.,, 2009; DEL

eonidina-3-rutinosideo Antocianinas PA

Eianidina-3-sambubiosic§eo POZO-INSFRAN et al.,
. . , ’ 2004; SCHAUSS et al,,

plela.rglon|d|na-3-gI|COS|deo, 20062; De ROSSO et al.,

cianidina-3-arabinosideo, 2008; BOBBIO et al.,

cianidina-3-acetilhexose 2000

cianidina-3-

arabinosilarabinosideo

acido  ferulico, acido p- LICHTENTHALER et al.,

hidroxibenzoico, &cido galico, 2005; RIBEIRO et al.,

acido elagico, acido vinilico, Acidos PA 2010;  Del ~ POZO-

acido p-CUMArico, acido fendlicos INSFRAN ‘et al., 2004;

benzoico, acido protocatecuico e
acido siringico

PACHECO-PALENCIA et
al., 2008b; PACHECO-
PALENCIA et al., 2009.




Continuacao TABELA 1.2

homoorientina, orientina,

isoorientina, isovitexina, catequina, Del POZO-INSFRAN et
epicatequina, taxifolina-3- al., 2004; GALLORI et al.,
ramnosideo, luteolin-8-glicosideo, 2004;_SCHAUSS et al,
apigenin-6-glicosideo, velutina, gg?ga RIBEIFI?AOC:ECaOI.:
escoparin, quercetina-rutinosideo, Flavonoides PA; PALIéNCIA et al. 2008b:
taxifolin deoxihexose, PAL PACHECO-PALENC'A ei
ihidrokaempferol 3-O-B-p-glicosideo al., 20009;
e seu isbmero e dihidroxi-7’,3’,5'- LICHTENTHALER et al.,
trimethoxiflavona, crisoeriol, 2005; CHIN et al., 2008.

gpigenin, (2R, 3R)-dihidrokaempferol
Acido protocatecuico, acido p-

hidroxibenzoico, acido vanilico, acido Acidos OP PACHECO-PALENCIA et

siringico, acido fertlico e catequina;  fendlicos e al., 2008a

Acido protocatecuico e epicatequina flavonoide S RODRIGUES et al., 2006

Procianidina dimero, trimero, Del POZO-INSFRAN et

tetramero, pentamero,hexamero, al., 2004; SCHAUSS et

hepamero, octamero, nonamero, PA al., 2006a;

decamero Proantociani LICHTENTHALER et al,

dinas 2005;

Procianidina dimero, trimero, S RODRIGUES et al., 2006

tetramero e pentamero

Procianidina dimero, trimero OoP PACHECO-PALENCIA et
al., 2008a

* Compostos identificados com valor menor a 0,1% foram desconsiderados.; PA= polpa do agai; PAL=
polpa do agai liofilizada; OP= 6leo da polpa do agai; S= sementes dos frutos

A polpa do acgai é composto majoritariamente por lipidios (até 52,9%),
constituidos por acidos graxos monoinsaturados (60%), saturados (27%) e poli-
insaturados (13%) (NOGUEIRA, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; SCHAUSS et al.,
2006a; MENEZES et al.,, 2008; OLIVEIRA et al.,, 2007; RUFINO et al., 2011;
CARVALHO et al., 2016).

No entanto, diversos poli fendis como flavonoides e antocianinas sao
encontrados nos frutos e sdo esses que conferem coloragao roxo ao fruto do agai (Del
POZO-INSFRAN et al., 2004).

O teor de antocianinas totais apresenta valores entre 71 a 440 mg/kg de
fruto (LICHTENTHALER et al., 2005; NOGUEIRA, 2005; KANG et al., 2012;
OLIVEIRA, 2007) e essa grande variagdo esta relacionada ao estagio de
amadurecimento dos frutos na colheita (ROGEZ et al., 2011; GORDON et al., 2012),
ao tipo de cultivo, sazonalidade (MALCHER & CARVALHO, 2011), processamento,
pasteurizacdo e armazenamento (MATTIETTO et al., 2009; LIMA et al., 2005).



No acai, as antocianinas cianidina-3-O-rutinosideo e cianidina-3-O-
glicosideo sao relatadas como majoritarias (PACHECO-PALENCIA et al., 2007 e
2009; GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a; LICHTENTHALER et al., 2005;
Del POZO-INSFRAN et al., 2004) e os flavonoides encontrados em maior
concentragdo sao isoorientina, orientina e isovitexin (Figura 1.4) (GALLORI et al.,
2004; Del POZO-INSFRAN et al., 2004; PACHECO-PALENCIA et al.,, 2009;
SCHAUSS et al., 2006b).

Cianidina-3-glicosideo Cianidina-3-rutinosideo ©H

Isoorientina R=OH

Isovitexina R=H Orientina

FIGURA 1.4 — Antocianinas e flavonoides majoritarios relatados no agai.

Em 2008, Chin e colaboradores relataram o isolamento de 9 lignanas do tipo
ariltetrahidronaftaleno, dihidrobenzofurano, furofurano, 8-0O-4’-neolignana e
tetrahidrofurano, inéditas nas polpas do acai, juntamente com outros 13 compostos
conhecidos (CHIN et al., 2008). Em 2012, Mulabagal & Calder6n relataram a
identificagao de 40 constituintes majoritarios (polifendis, acidos graxos e antocianinas)
presentes em extratos do acai através de anadlises de fingerprint por LC/MS
(cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas) (MULABAGAL &
CALDERON, 2012)(Figura 1.5).



OMe

OMe

(+)-(6R,7S,8S)-isolariciresinol R=H Alcool (-)-7R,8S-dihidrodehidroconiferil R=H
(+)-(6R,7S,8S)-5-metoxiisolariciresinol  R= OCHj5 Alcool (+)-7R,8S-5-metoxidihidrodehidroconiferil R=0CHj3

OH OH
OH OH
COH CO,CHs
Acido protocatecuico Acido protocatecuico metil ester
0 (@]
OH
HO H,CO OCH,
OCH; o
Acido vanilico 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona

FIGURA 1.5 — Lignanas e outros compostos relatados no agai (Euterpe oleracea).

Em funcdo da sua propriedade nutricional, importante para a saude
humana, e dos compostos quimicos (principalmente fendlicos e lignanas) que
possuem correlagdo com atividades farmacolégicas e medicinais (Del POZO-
INSFRAN et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006b; RIBEIRO et al., 2010; CHIN et al.,
2008; KANG et al., 2010 e 2011), o fruto do agai possui propriedades nutracéuticas
que podem auxiliar na prevencgao e tratamento de doencgas degenerativas (MENEZES
et al., 2008; KANG et al., 2010; SCHAUSS et al., 2006a; Del POZO-INSFRAN et al.,
2004).

1.1.5. Importancia econémica

A polpa do agai (vinho-do-agai) € extensamente consumida pela
populacdo do Norte do Brasil como bebida pura (Figura 1.6a,b) e muito usada na
producao industrial/artesanal de doces, bebidas, em mistura com xarope de guarana
e também pasteurizado (Figura 1.6c,d) (NOGUEIRA et al., 1995; 2005; OLIVEIRA,
2007 e 2015). Mas em outras regides do Brasil, principalmente no Centro-Oeste e

Sudeste, a polpa do agai € consumida com frutas, granola e outros ingredientes doces
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como leite condensado e chocolate. Muito diferente do consumo no Norte e Nordeste
(Figura 1.6e).

FIGURA 1.6 — Modo de consumo e produtos comercializados do acai. Fotos: A e B:
prépria autora em Mercado Ver-o-Peso, Belém (PA). C-E: http://guaravita.com.br/produtos/guaraviton;
https://frooty.com.br/produtos-acai/.

Em 1995, Nogueira comentou que ja havia o interesse de agricultores e
empresarios no plantio do agaizeiro em terra firme devido a perspectivas de mercado
interno e externo, além das facilidades de manejo, transporte (rodoviario quando
comparado ao modo de cultivo extrativista), aumento na produ¢do e melhoria da
qualidade dos frutos (NOGUEIRA et al., 1995; OLIVEIRA, 2007). E nas duas ultimas
décadas essa previsdo vem se concretizando pois a comercializagdo da polpa
processada e também do palmito tém ganhado destaque no mercado nacional e
internacional (OLIVEIRA, 2007 e 2015; IBGE, 2016).

Os dados oficiais da producao dos frutos do agai com procedéncia extrativista
entre o final da década de 90 e meados de 2013 s&o muito variaveis, mas o dominio
da produgéo foi no estado do Para (OLIVEIRA et al., 2015). Em 2016, o agai liderou o
valor da producéo na extragao vegetal no Brasil, gerando 538,9 milhdes de reais,
seguidos da erva-mate (R$ 398,8 milhdes) e do p6 de carnauba (R$ 187,5 milhdes).
A producgao nacional dos frutos do agai foi de 215.609 mil toneladas, sendo o Para
maior produtor nacional (61,2%) e com crescimento de 4,6% em relacédo a 2015
(IBGE, 2016).

Dados de 2005 indicaram que foram movimentados no mercado interno
cerca de doze (12) mil toneladas/ano da polpa congelada de agai e mais de um (1)
mil toneladas na exportacdo para paises da Europa e América do Norte,
principalmente Estados Unidos e Japao (OLIVEIRA, 2007; NOGUEIRA, 2005;
BRASIL, 2017). Ja 10 anos depois, os dados mostram que foram exportadas
aproximadamente oito (8) mil toneladas de agai, rendendo R$ 93 milhdes (BRASIL,
2017).
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A venda dos frutos do acgai é fonte de sobrevivéncia de milhares de
familias ribeirinhas do estuario Amazonico, mais de 12.000 produtores movimentam
cerca de 4 bilhdes de reais/ano s6 no estado do Para (BRASIL, 2017; IBGE, 2016)
que é o principal produtor de acgai, seguido do Amapa e Amazonas (OLIVEIRA, 2007).
Na cidade de Belém (PA) foram arrecadadosR$ 1.120 milhdo com a venda dos frutos
do acai em 2016 (IBGE, 2016). Por esses motivos, 0 acgai € reconhecido como uma
expressao econdmica brasileira, no qual o Para € o maior produtor, exportador e
consumidor (OLIVEIRA, 2007; MENEZES et al., 2008; IBGE,2016).

Em Belém, o agai € o segundo alimento mais consumido pela populagéo
seguido da farinha de mandioca. Seu consumo ¢€ tao significativo pelos nativos, que
no periodo de safra do agai (julho-dezembro) o consumo diario da populagcdo de
Belém (200.000 litros) ja ultrapassou os 360 mil litros de polpa (OLIVEIRA et al., 2002
e ROGEZ, 2000 aput OLIVEIRA et al., 2015).

O prego do agai pode variar de acordo com o eco tipo, procedéncia e
época do ano. Por exemplo, o preco da lata do acai (aproximadamente 15 kg) na
entressafra (baixa producédo dos frutos) é 400% mais caro que na safra, causando
problemas socioecondmicos para populacdo ribeirinha dependente do acai
(OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2015). Além da elevagdo dos pregos ao
consumidor local, 0 aumento do consumo no mercado interno e das exportagdes vem
provocando a escassez do produto, esses fatores fortalecem o interesse e incentivo

do Governo pelo plantio em larga escala e em terra firme.

1.1.6. Dificuldades na comercializagao

A comercializagdo das polpas do agai apresenta alguns problemas como
a rapida degradacao, contaminagéo microbioldgica, adulteragao, falta de controle em
relacdo a origem dos frutos coletados, grau de maturagao e cultivo.

Os frutos do agai s&o altamente pereciveis devido a sua morfologia
vegetal que possui auséncia de casca protetora, tornando parte da polpa exposta ao
ar assim que debulhada das raquilas (Figura 1.1b) e a sua composi¢do quimica rica
em polifendis susceptiveis a degradacdo (NOGUEIRA, 2005; LIMA et al., 2005;
PACHECO-PALENCIA et al., 2008a; PACHECO-PALENCIA et al., 2009). Os frutos in
natura resistem poucas horas sob temperatura ambiente e no maximo 12 horas sob

refrigeragdo. A degradacgao do acai é acelerada pela temperatura e exposigao a luz e
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pode ser verificada através da alteracdo na coloragdo roxa para marrom e 0
aparecimento do sabor azedo (NOGUEIRA, 2005; SOUSA et al., 1999; Del POZO
INSFRAN et al., 2004).

Sua alta perecibilidade esta relacionada também com a elevada carga
microbiana (bactérias, leveduras e fungos) presente no fruto. A contaminagao
microbiolégica do acai ocorre por uma juncao de fatores como: reacdes enzimaticas,
pH da polpa, -cultivo, fatores ambientais e falta de cuidados na
colheita/transporte/processamento que favorecem a proliferagdo de microrganismos,
acelerando o processo de degradacgéo e prejudica as caracteristicas sensoriais e
higiénico-sanitarias da polpa (NOGUEIRA, 2005; SOUSA et al., 1999; ALEXANDRE
et al., 2004; CAYRES et al., 2017). No periodo da entressafra (janeiro a junho) a
contaminagao de bactérias é quase 100 vezes maior que na safra (julho a dezembro),
ja os bolores e leveduras apresentam niveis idénticos durante todo o ano e bactérias
como Staphylococcus aureus, Coliformes totais e C. fecais sao encontradas nas
polpas comercializadas (SOUSA et al.,, 1999). Atualmente, nas agroindustrias de
polpa do agai sado realizados processos de branqueamento, congelamento e
pasteurizagdo afim de minimizar os problemas de contaminagdo microbiolégica e
obter produto seguro, com maior vida util e que atenda as normas do MAPA (SOUSA
eta., 1999; MATTIETTO et al., 2010; NOGUEIRA, 2005; BRASIL, 2000).

Com a baixa produgao dos frutos do agaizeiro entre os meses de janeiro
a junho (entressafra) e consequentemente aumento do pre¢co da polpa do acai,
ocorrem sérios problemas de adulteragao da polpa do agai, principalmente no estado
do Para que é o maior produtor e exportador do agai. Ja alguns anos sao relatados
pontos comerciais que adicionam farinha de trigo, farinha de mandioca, farinha de
tapioca, trigo, papel higiénico, jornal, acetona e liga neutra (expessante goma guar e
carboximetilcelulose) as polpas do acgai para engrossar o produto diluido e vender
como acai do tipo médio (maior qualidade). Podem ser adicionados também corantes
para mascarar a coloracéo (IGBE,2016; G1 PA, 2014a; G1 PA, 2015a)

Na cidade de Belém, ocorrem fiscalizacbes pelo Departamento de
Vigilancia Sanitaria (Devisa) com aplicacbes de multas e fechamento de pontos
comerciais que nao obedecem aos requisitos higiénico-sanitarios e boas praticas de
processamento, a fim de evitar a contaminagéo por Trypanosoma cruzi (causador da
Doencga de Chagas) e infecgbes causadas por microrganismos patogénicos (BRASIL,
2012; G1 PA, 2016; G1 PA, 2011).
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Batedores comerciais de acgai que seguirem as normas Sao
caracterizados com selo “Agai Bom”. No entanto, em 2014 quase todos os 5 mil pontos
de venda de acgai da capital paraense estavam com irregularidade, principalmente os
localizados na periferia. Em marco de 2018 a situagao esta ainda pior, pois os pontos
de agai com selo de qualidade diminuiram 16% em relagédo a 2017 restando apenas
159 estabelecimentos de 7 mil. Esse comportamento desperta o alerta a comunidade
local (G1 PA, 2014b; BELEM, 2017; G1 PA, 2015b; BRASIL DOU, 2012; ORM, 2015;
ORM, 2018).

Todas essas dificuldades verificadas para a comercializagdo do agai
acarretam em problemas na busca de controle de qualidade (além das fitossanitarias)
e rastreabilidade do produto processado, principalmente para o exportado, visto que
o mercado internacional exige produtos com elevado controle de qualidade
(OLIVEIRA, 2007; SEBRAE, 2015).

E possivel que um maior conhecimento do comportamento dos
compostos organicos presentes na matriz frente a diversas variedades, origens, tipos
de cultivo, fatores climaticos, sazonalidade, tipos de processamento, armazenamento
e transporte possa auxiliar na iniciativa de melhores propostas para o controle de
qualidade e rastreabilidade da polpa do agai nacional. No entanto, no melhor do nosso

conhecimento ndo ha estudos com essa abordagem.

1.2. A Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear € uma técnica espectroscopica muito
poderosa, tradicionalmente aplicada na elucidacao estrutural de pequenas moléculas
(sintéticas e naturais) e, seu fendmeno € muito discutido em livros textos (RIBEIRO &
SOUZA, 2007; CLARIDGE, 1999; GIL & GERALDES, 2002).

Os avancgos tecnoldgicos tém promovido varias transformacgbes na
técnica desde seu surgimento na década de quarenta (40). O desenvolvimento de
sondas HR-MAS (High-Resolution - Magic Angle Spinning); de técnicas com aplicagao
de supressao do solvente; de sequéncias de pulso para realizagdo de experimentos
uni e bidimensionais (1D e 2D); de imas supercondutores comerciais que permitem
um campo magnético (Bo) forte como o de vinte e quatro (24) Tesla (1020 MHz na
frequéncia do hidrogénio); de microssondas com 1 a 1,7 mm de didmetro interno; o

uso de sonda criogénicas que possibilitam um maior poder de detecgado; o
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acoplamento da RMN com técnicas cromatograficas e, a criagcdo de rapidos
trocadores de amostras para um processo automatizado sao alguns exemplos
(ALCANTARA et al., 2007; HASHI et al., 2015; MIAO et al., 2015; EXARCHOU et al.,
2003; 2005; BRUKER, 2018).

Estes proporcionaram uma ampliagdo no campo de atuagado da RMN
como em estudos de quantificagdo (QNMR); de dinamica molecular; de cinética de
reacdes; para controle de qualidade e rastreabilidade de produtos alimenticios; em
interagbes de macromoléculas com farmacos; em amostras sdélidas e heterogéneas;
na identificacdo de compostos com baixas concentragdes, entre outros (ALCANTARA
et al.,, 2007; BOFFO & FERREIRA, 2006; FILHO et al., 2015; HOLZGRABE et al.,
2005; PAULI et al., 2012; HARRIS, 2007; BERTOCCHI & PACI, 2008; THOMASI et
al., 2016; COLNAGO et al., 2011).

Apesar de técnicas quantitativas como a espectroscopia por ultravioleta
(UV), o infravermelho (IV) e a espectrometria de massas (EM) apresentarem menor
limite de deteccdo que a RMN, esta apresenta a vantagem de n&o ser destrutiva,
fornecer alta repetibilidade, possuir facil preparo da amostra e um baixo tempo de
analise (RAMAKRISHNAN & LUTHRIA, 2017; SACCHI & PAOLILLO, 2007).

1.2.1. RMN aplicada as analises de alimentos

As analises qualitativas e quantitativas por RMN podem ser aplicadas
em matrizes bioldgicas, ambientais, combustiveis, alimentos, produtos farmacéuticos
e produtos naturais (MONTEIRO et al., 2009; BOFFO et al., 2009; FILHO et al., 2015;
DE OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS & COLNAGO, 2013; ALCANTARA et al., 2007).
Mas, alguns fatores como a grande necessidade da industria na busca por controle
de qualidade, garantia e autenticidade dos produtos, no desenvolvimento de novos
alimentos e a conscientizagao publica sobre seguranga alimentar, promoveram um
crescimento no uso da ressonancia como uma ferramenta analitica em alimentos in
natura e processados (SPYROS & DAIS, 2012; RAMAKRISHNAN & LUTHRIS, 2016;
SACCHI & PAOLILLO, 2007).
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As diferentes técnicas de RMN, tais como, alto campo (high-field NMR),
SNIF-NMR (Site-specific Natural Isotopic Fractionation by Nuclear Magnetic
Resonance), estado sdlido, imagem (MRI, Magnetic Resonance Imaging), baixo
campo (low-field NMR ou TD-NMR) e a relaxometria tém sido aplicadas na ciéncia de
alimentos (BOFFO et al., 2006; BARISON et al., 2010; COLNAGO et al., 2011;
BERTOCCHI & PACI, 2008; LIAO et al., 2010; SACCHI & PAOLILLO, 2007). O avango
nas pesquisas dessa area pode ser verificado através do crescente numero de artigos

divulgados na literatura cientifica, principalmente nos ultimos 15 anos (Figura 1.7).

1000
800
600
400
200

Numero de publicacoes

FIGURA 1.7 — Publicagdes incluindo o termo “Food” e “NMR’ no titulo, palavras-chave
e resumo da base de dados Scielo.

O crescimento no uso da RMN na area de metabolémica e perfil quimico
(fingerprinting profile) em amostras de alimentos foi auxiliado por fatores como: a
maior acessibilidade aos espectrometros por pesquisadores dos centros de pesquisas
e industrias; o desenvolvimento de hardware mais sofisticados e programas de facil
uso; o preparo de amostras mais simples, rapido e constituido de menos etapas; a
obtencdo de informagdes da composi¢cdo quimica e quantitativa em uma Unica
medida; uso de espectros de RMN 2D e banco de dados (comerciais e gratuitos) que
ajudam na identificacdo/caracterizacdo de metabdlitos em misturas, além de
ferramentas estatisticas multivariadas que possibilitam o tratamento dos dados
quimicos (SACCHI & PAOLILLO et al., 2007; RAMAKRISHNAN & LUTHRIS,2016).

Nesse sentido, diversas matrizes simples e complexas como bebidas
nao alcodlicas (chas e suco de frutas), bebidas alcoodlicas (cervejas, aguardente e
vinhos), 6leos e gorduras, frutos e vegetais, produtos de laticinios, carnes e derivados,
vinagres, méis, café, dentre outros, sao utilizadas na quantificagcdo e caracterizagéao
por RMN.
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Os estudos com amostras alimenticias sdo baseadas em diferentes
problemas que podem envolver caracterizagdo dos compostos, controle de qualidade
(nutricional, sensorial e frescor), rastreabilidade (origem geografica, origem botanica,
espécie, tipo de processo tecnologico aplicado), autenticagdo, adulteragao,
diferenciagcado de variedades, condi¢gdes de armazenamento, condigdes de plantio,
condigdes climaticas e geograficas, condigcbes agrondmicas de cultivo e modificagdes
genéticas (BOFFO et al., 2009; TAVARES & FERREIRA, 2006; RAMAKRISHNAN &
LUTHRIS, 2016; BARRISON et al., 2010; LAMANNA et al., 2008; SHUMILINA et al.,
2015; 2016; 2018; SPYROS & DAIS, 2012; SACCHI & PAOLILLO et al., 2007;
KORTESNIEMI et al., 2015).

A metodologia utilizada no estudo de metabolédmica em alimentos é
composta das seguintes etapas: problema a ser estudado; coleta amostral de
alimentos (animal ou vegetal); o preparo da amostra (extracdo ou analise direta)
seguindo um protocolo estabelecido; a otimizacdo e aquisicdo dos experimentos a
serem realizados; a identificacdo/caracterizacdo dos metabdlitos; realizagdo do

tratamento estatistico e, finalmente a analise dos resultados (Figura 1.8).

ALIMENTO
ANIMAL / VEGETAL
Identificagao A
/ metabolitos £
Atribui¢ao .
Preparo da amostra espectral

Analises estatisticas e

/ quimiométricas

Dados
quantitativos
Avaliagdo da Qualidade
Rastreabilidade
Variedades
" Modificagoes genéticas

Aquisicao dos experimentos de RMN

FIGURA 1.8 — Esquema geral da metodologia realizada para o estudo de metaboloma
por RMN em alimentos. Exemplo em RMN de alta resolugdo em polpas do acai.
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Cada etapa da metodologia possui a sua particularidade e todas sao
importantes para a formagao do trabalho como um todo. Como demandam tempo sao
necessarios conhecimentos especificos e planejamento para que ao final, o trabalho
fornega a integridade das amostras, robustez, uma correta analise das informacdes e,
garanta a qualidade e confiabilidade dos dados gerados. A amostragem deve ser
representativa, o armazenamento deve ser realizado corretamente de maneira a
cessar as reagdes enzimaticas, o preparo da amostra deve ser otimizado a fim de
obter as melhores condicbes de extracdo e preservagcdao da amostra preparada
(ANDRADE et al., 2008; SKOOG et al., 2006; ALEXANDRE SILVA, 2016), o
equipamento deve apresentar repetibilidade, robustez e estabilidade (SACCHI &
PAOLILLO et al.,, 2007), assim como alguns cuidados devem ser tomados na
realizacdo dos tratamentos estatisticos (BEEBE, PELL & SEASHOLTZ, 1998;
BRERETON, 2003).

No Brasil, a RMN como ferramenta analitica aplicada em amostras de
alimentos € ainda uma técnica explorada por poucos laboratorios de pesquisa, apesar
de contribuir amplamente com a area (BARISON et al., 2010; DE OLIVEIRA et al.,
2014; LIAO et al., 2010; BOFFO et al., 2012; COLNAGO et al., 2011; ALVES FILHO
et al., 2016; FREITAS et al., 2018).

1.2.2. A hifenacédo LC-DAD-SPE/NMR

Matrizes complexas como alimentos e extratos de produtos naturais
contém muitos compostos de diferentes classes quimicas. Dessa forma, para realizar
a identificacao/caracterizacdo dos metabdlitos presentes nas amostras sao
necessarias etapas de extracao, separacao, purificacéo e isolamento.

Com o crescimento da instrumentagcado nas pesquisas, muitas analises
da composicdo quimica de alimentos sao realizadas através de técnicas
cromatograficas como: liquida (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) e
gasosa (GC, Gas Chromatography) e, a extragao por fase sélida (SPE, Solid Phase
Extraction) acopladas aos detectores de espectrometria de massas (MS, Mass
Spectroscopy) e de RMN, como nas técnicas hifenadas de LC-SPE-NMR, LC-MS,
GC-MS, GC-SPE-MS e LC-SPE-NMR/MS.

O desenvolvimento da técnica hifenada LC-NMR (cromatografia liquida

acoplada a ressonancia magnética nuclear) iniciada no final dos anos 70 (WATANABE
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& NIKI, 1978; BAYER & KELLER, 1979) e a melhoria acelerada da eletrdnica
(hardwares e softwares) promoveram um imenso progresso No Seu uso Como uma
importante ferramenta de isolamento e elucidacdo estrutural de compostos
desconhecidos e, em pequena concentragao em matrizes complexas.

A técnica LC-NMR possui varios modos de operagdo, que sao
escolhidos e desenvolvidos de acordo com o interesse da abordagem e considerando
as caracteristicas de cada amostra. Sao descritos o fluxo por meio continuo (on-flow
LC-NMR), com paradas na corrida cromatografica (stopped-flow LC-NMR), com
coletor de amostras (loop storage mode LC-NMR) e, com armazenamento em
cartuchos de fase estacionaria (SPE) que sem duvida alguma é o mais utilizado
(Figura 1.9).
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FIGURA 1.9 — Esquema geral com os modos de operagao da hifenagdo LC-UV-NMR.
Fonte: Figura adaptada de STURM & SEGER, 2012 e BRUKER, 2018.

O modo de operacdo por fluxo continuo se baseia na utilizacdo do
espectrometro de RMN de maneira semelhante ao detector UV em um cromatégrafo,
pois a aquisicao do experimento de ressonadncia (deteccdo) € realizada sem a
interrupgdo da vazéo da fase movel cromatografica. Esse método pode ser utilizado
para uma rapida triagem em misturas complexas, mas apenas para compostos
majoritarios (BAYER & KELLER, 1979; ELIPE, 2003; EXARCHOU et al., 2005;
GODEJOHANN & PREISS, 1997). No entanto, como as fragbes sdo analisadas pelo
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RMN em uma mistura de solventes e com concentragao vindos da cromatografia sao
geradas algumas desvantagens como baixa sensibilidade na detecg¢ao e problemas
com mudanca dos solventes (BAYER & KELLER, 1979).

Ja o modo stopped-flow consiste na interrup¢cédo da vazdo quando a
fracdo de interesse chega na cela de detecgao do RMN, apds a obtengao de espectros
1D e 2D o fluxo é liberado e, entado repete 0 mesmo processo a cada fragao seguinte
(BAYER & KELLER, 1979; ELIPE, 2003; TODE et al., 2009). No entanto, a realizagao
de diversas paradas gera desvantagens pois, diminui a eficiéncia da separagéo
cromatografica e, compostos muito concentrados podem causar efeito de memadria na
cela de detecgdo do RMN (BAYER & KELLER, 1979; EXARCHOU et al., 2005). Esses
dois primeiros modos de operacédo sdo pouco usados pois apresentam uma grande
desvantagem devido ao seu custo elevado pois sdo usados solventes deuterados na
fase mével da separacdo cromatografica (BAYER & KELLER, 1979).

No modo de operagdo com coletor de amostras (loop storage) ocorre o
armazenamento das fragdes de interesse em capilares para que posteriormente sejam
realizados os experimentos de RMN. Uma limitacdo é que os analitos devam ser
quimicamente estaveis no solvente durante o tempo de armazenamento no capilar e,
periodo de aquisi¢ao dos experimentos de RMN 1D e 2D. Mas como esse é um fator
de dificil controle, ndo é um método muito utilizado e pouco recomendado no estudo
de matrizes desconhecidas (ELIPE, 2003; TSENG et al., 2000).

Na quarta modalidade de operagao, com a retencdo dos analitos em
cartuchos do tipo SPE, o cromatdgrafo realiza a separagéo dos constituintes quimicos
geralmente focando nos compostos de baixa concentragao e, as fragdes de interesse
sao enviadas para uma unidade com cartuchos individuais de fase estacionaria sélida.
Essa técnica hifenada denominada LC-UV-SPE, concentra os analitos presente nas
bandas cromatograficas através de diversas injegdes (frapping) que promovem uma
concentracdo do analito para posteriormente serem analisados no equipamento de
RMN. Utilizando esse procedimento ocorre um expressivo aumento na concentragcao
do soluto e, consequentemente na detecgao, comerem um fator de 2 a 4 vezes quando
comparado a técnica LC-NMR (EXAUCHOU et al., 2003; EXARCHOU et al., 2005).

O limite de detecg¢ao é uma grande limitagao da técnica de LC-NMR. No
entanto, o acoplamento com a espectrometria de massas (LC-NMR/MS) e o uso de
acessorios, como cartuchos de SPE e sondas criogénicas, sao alguns dos progressos

que proporcionam um aumento significativo na sensibilidade das medidas de RMN
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permitindo a detecgdo de compostos em mistura na faixa de ppm (EXARCHOU et al.,
2005; SILVA et al., 2013; SPRAUL et al., 2003; THOMASI et al., 2014).

A técnica de LC-NMR tém mostrado grande eficiéncia na separagao e
identificacdo de constituintes ndo alvo (non-target compounds) e com baixa
concentragdo, principalmente em amostras complexas como farmacos, produtos
naturais, amostras ambientais e em polimeros (EXARCHOU et al., 2005; THOMASI
et al., 2014; CARDOZA et al., 2003; THOMASI et al., 2016; HILLER et al., 2013;
SCHOLOTTERBECK & CECCARELLI, 2009; LOMMEN et al., 2000).

Em alimentos foram encontrados trabalhos com o isolamento e a
identificacédo de sete (7) flavonoides (rutina, hiperina, isoquercitrina, reinoutrina,
avicularina, quercitrina e floridzina) no extrato bruto de cascas de maca por LC-NMR-
MS (LOMMEN et al, 2000); nove (9) flavonoides glicosilados em tomates
geneticamente modificados utilizando as técnicas de LC/NMR e LC/MS (LE GALL et
al., 2003); cinco (5) flavonoides (taxifolin, aromadendrina, eriodictiolina, naringenina e
apigenina), o acido rosmarinico € o monoterpeno carvacrol em extrato de orégano
grego (Origanum vulgare) por LC-UV-SPE-NMR-MS (EXARCHOU et al., 2003); vinte
e cinco (25) compostos majoritarios do azeite de oliva extra virgem por LC-DAD-SPE-
NMR/MS (PEREZ-TRUJILLO et al., 2010) e, compostos bioativos por LC-SPE-
NMR/MS em um estudo com dezenove (19) tipos de algas marinhas comestiveis (LIU
et al., 2016).

1.3. A Quimiometria aplicada a RMN

Amostras de alimentos normalmente sdo misturas complexas de
diferentes compostos orgénicos, de diferentes classes quimicas e possuem diversas
variaveis. Para a polpa do agai n&o é diferente pois, além de conter um grande numero
de compostos de diferentes classes organicas, ainda & susceptivel a varios fatores
que afetam a sua composigdo como, sazonalidade, clima, condi¢des de cultivo, grau
de maturagao dos frutos, condicbes de transporte, tipos de processamento, entre
muitos outros (NEVES et al., 2015; MALCHER & CARVALHO, 2011; MATHEUS et al.,
2006; MENEZES et al., 2008; SOUSA et al., 2006).

A técnica de RMN de "H pode ser empregada para analisar as variagdes
dos constituintes presentes no acgai pois, em uma unica analise é possivel obter

informacgdes qualitativas e quantitativas dos compostos orgéanicos.
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O conjunto de dados espectrais gerados sao muito similares e com
elevado numero de informacdes e, dessa forma realizar a andlise dos mesmos por
comparacgao visual é impraticavel. Portanto, é necessaria a utilizagdo de métodos que
possibilitem um diagnostico abrangente das informag¢des quimicas. Os métodos
quimiométricos tornam possivel a verificagdo das modificagcbes na concentragao e
variacdo da composicao quimica das amostras, permitindo avaliar similaridades e/ou
diferencas entre as mesmas (BRERETON, 2003; BEEBE, PELL & SEASHOLTZ,
1998; DEFERNEZ & COLQUHOUN, 2003).

O uso das ferramentas quimiométricas tém grande aplicagdo em
diversas areas da quimica, sendo utilizada por diferentes técnicas como
infravermelho, voltametria, cromatografia gasosa, cromatografia liquida, Raman, entre
outras. As pesquisas por RMN de 'H em amostras de alimentos sdo muito
significativas e apresentam crescente aplicagdes, principalmente nos ultimos dez (10)
anos (RAMAKRISHNAN & LUTHRIA, 2017; SACCHI & PAOLILLO, 2007; TODASCA
et al., 2011). Alguns dos trabalhos mais recentes utilizaram essas ferramentas para
verificagbes de mudangas nos metabdlitos em fungédo da sazonalidade da erva-mate
(FREITAS et al., 2018), na detec¢cdo da qualidade e condigdes de estocagem de
salmdo da Noruega com armazenamento por um (1) a vinte e um (21) dias em
temperatura de 0 e 4°C (SHUMILINA, DYKYY & DIKIY, 2018) e, estudos para a
determinagao da origem geogréafica de méis provenientes do Sul da Africa, Eslovaquia
e Zambia (OLAWODE et al., 2018), entre muitas outras aplicagdes.

1.3.1. A quimiometria

Na década de 70, iniciaram os estudos e as aplicagdes de métodos
matematicos e estatisticos para processamentos e interpretacdo de dados quimicos
no Brasil. Em 1980, aconteceu o primeiro curso de quimiometria no Instituto de
Quimica da Unicamp, ministrado pelo Prof. Bruce Kowalski (um dos pioneiros da area)
dando inicio a pesquisa e divulgagdo nacional desta nova area da ciéncia,
denominada Quimiometria (DE BARROS NETO et al., 2006).

A Quimiometria € uma area da ciéncia que desenvolve e aplica métodos
matematicos e estatisticos em dados de origem quimica permitindo planejar, extrair e
fornecer importantes informag¢des de um determinado problema em estudo. Ela é
dividida em quatro vertentes (MANLY, 2005; PEREIRA FILHO, 2015): ) Emprego de
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planejamento fatorial para otimizagéo e estudo das condi¢des experimentais ideais de
um determinado problema; IlI) Analise exploratéria dos dados quimicos com a
utiizacdo de PCA (Principal Component Analysis) e HCA (Hierarchical Cluster
Analysis); Ill) Calibracdo multivariada com a utilizacdo da PCR (Principal Component
Regression) e PLS (Partial Least Squares); e, IV) Proposicdo de modelos de
classificagao, como KNN (k-Nearest Neighbor), SIMCA (Soft Independent Modelling
of Class Analogy) e PLS-DA (PLS for Discriminant Analysis).

Neste trabalho foram realizados estudos de planejamento fatorial para
otimizagcdo das condi¢des experimentais das analises de HPLC-DAD e, analises
exploratorias nos dados de RMN de 'H e nas medidas da composigdo fisico-quimicas

das polpas do acai por PCA.

a) Planejamento fatorial

O método de planejamento fatorial, também conhecido como
planejamento experimental, € utilizado para planejar e realizar experimentos de forma
objetiva e organizada em um estudo que possui muitas variaveis. Com o uso do
planejamento fatorial € possivel observar interagdes entre as variaveis, prever a
resposta do sistema em estudo em uma condicao que nao foi testada na pratica,
identificar o numero de experimentos a ser realizado, além de gerar menos residuos
quimicos, economia de tempo e recursos financeiros (PEREIRA FILHO, 2015; SILVA
et al., 2008b).

A identificagdo das variaveis que possuem maior importancia (ou efeito
sobre o estudo) é realizada de acordo com o numero de variaveis e, pode ser dividida
em planejamento fatorial completo, quando envolve de 2 a 4 variaveis e, planejamento
fatorial fracionado quando envolve de 5 a mais variaveis (Figura 1.10).

Etapa 2: Refinamento das varidveis
Etapa 1: Triagem das variadveis

-~ ~ 4 - MODELOS DE )
g . REGRESSAO |
- PLANEJAMENTO PLANEJAMENTO !
] FATORIAL FATORIAL | . | o RV
ou Planejamento
COMPLETO FRACIONADO # composto central
Doehlert
2 a 4 variaveis 5 ou mais variaveis \ Box-Behnken )

FIGURA 1.10 — Representacéo das etapas envolvidas no planejamento fatorial em um
estudo. Fonte: PEREIRA FILHO, 2015.
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Apos a primeira etapa de triagem, é necessario realizar o ajuste fino das
variaveis mais significativas para entdo, construir modelos que correlacionem as
variaveis com as respostas obtidas no estudo (Figura 1.10). Este refinamento pode
ser feito através de modelos de regressdo que geram respostas graficas como a
superficie de resposta e o grafico de contorno (Figura 1.11) que possibilitam a
visualizacdo dos pontos experimentais testados com as respectivas respostas e a
identificacdo da regidao de maximo sinal analitico (PEREIRA FILHO, 2015; BEZERRA
et al., 2008).

=\ il

Superficie de resposta Graéfico de contorno
FIGURA 1.11 — Representagao dos graficos de superficie de resposta (a esquerda) e

de contorno (a direita) de um determinado estudo. Fonte: ZHAO et al., 2012

O planejamento fatorial € amplamente utilizado para otimizagdo de
processos em métodos analiticos como eletroforese capilar, espectrometria de
emissao optica por plasma acoplado indutivamente (ICP OES), espectrometria de
emissao optica com detector espectrometria por massa (ICP-MS), voltametria, HPLC,
GC, Raman e entre outros, com aplicacbes em analises farmacéuticas, alimentos,
ambientais e fluidos biolégicos (CASS & CASSIANO, 2015; BEZERRA et al., 2008;
COLOMBO et al., 2013; LEME et al., 2014; TARLEY et al., 2009).

b) Analises por Componentes Principais (PCA)

Dentre as vertentes da quimiometria, a analise exploratoria dos dados
por meio da Analises por Componentes Principais (PCA) é a mais utilizada no
tratamento dos dados de RMN de 'H (fingerprint profiling) pois, possibilita agrupar
amostras que possuam caracteristicas comuns e separa-las de outras que por ventura
tenham perfil diferente, auxiliando na verificagdo de amostras que nao apresentam o
mesmo padrao espectral das demais (outliers) (SPYROS & DAIS, 2012; MANUAL
AMIX, 2009; MORGANO et al., 1999; RAMAKRISHNAN & LUTHRIA, 2017).
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A PCA é uma ferramenta quimiométrica que utiliza algoritmos
matematicos que reduz a dimensionalidade dos dados, tornando uma matriz complexa
em dados mais simples o que facilita a interpretacdo dos resultados e destaca as
informagdes mais relevantes. A matriz de dados da analise exploratéria é formada
pela relagcdo entre as amostras (linhas) e as variaveis (colunas), no qual em dados
espectrais por RMN de 'H, as amostras sdo os espectros e as variaveis sdo os
deslocamentos quimicos (Figura 1.12) (BEEBE, PELL & SEASHOLTZ, 1998;
BRERETON, 2003; MANUAL AMIX, 2009).
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FIGURA 1.12 — Representagédo do tratamento quimiométrico por PCA em dados de
RMN de "H das polpas do agai.

Os graficos de PCA sao expressos por um conjunto de vetores
ortogonais entre si denominados componentes principais (PCs) que, a partir de
combinagao linear reduzem a dimensionalidade dos dados originais. Sdo construidos
em ordem decrescente de variancia explicada (informagdes dos dados originais) e,
dessa forma as informagdes mais relevantes se apresentam nas primeiras PCs e
diminuem sucessivamente nas posteriores. No entanto, isso nao significa
necessariamente que por conter uma menor variancia explicada dos dados, as PCs
maiores sejam irrelevantes ou despreziveis. Essa afirmag¢ado somente é possivel apos
avaliagao dos resultados fornecidas por estas PCs e, isso € inerente a cada estudo e

matriz em questao.
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A matriz PCA é decomposta em escores (scores) e pesos (loading). Os
escores mostram a localizagdo das amostras no espag¢o multidimensional, no qual
quanto maior a semelhanca, maior sera a proximidade das mesmas no modelo. Ja os
pesos mostram quais sao as variaveis que carregam mais informag¢des em cada PC.

Para que um estudo quimiométrico seja bem-sucedido, alguns
tratamentos matematicos podem ser realizados com o objetivo de diminuir e até retirar
fontes de variacdo do conjunto de dados, otimizando as respostas e evitando
resultados equivocados. Estas sao realizadas na etapa denominada pré-
processamento dos dados (BEEBE, PELL & SEASHOLTZ, 1998; BRERETON, 2003).

1.3.2. Pré-processamentos

Os pré-processamentos aplicados em amostras obtidas por medidas de
RMN de 'H s3o: a corregido de linha de base, o ajuste da fase e referenciado (Figura
1.13). Se ndo executados corretamente acarretam em problemas com a intensidade
dos sinais, com diferengas causada por oscilacdes entre as amostras e, variagdes nos
deslocamentos quimicos. Estes fatores influenciam nas respostas observadas nas
analises quimiométricas (BRERETON, 2003; BARISON, 2005).

Ja os pré-processamentos - quimiométricos sdo aqueles aplicados nas
variaveis. Os mais comuns sdo a centralizagdo dos dados na média e
autoescalonamento. O primeiro é recomendado quando existe flutuacdo na linha de
base espectral, pois diminui a influéncia dos ruidos espectrais e variaveis de baixa
concentracio; se baseia na subtracdo de cada variavel da coluna pelo vetor média da
mesma gerando a soma de seus valores igual a zero, nesse tratamento o centroide
do grupo fica localizado na origem do sistema. Ja o segundo, ao escalonar os dados,
o conjunto de dados é ajustado de modo a igualar a variancia de cada variavel
(BRERETON, 2003; BEEBE, PELL & SEASHOLTZ, 1998).
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FIGURA 1.13 — Espectros de RMN de 'H das polpas do agai com diferentes fatores
que influenciam nas analises quimiométricas.

1.4.Extragao com liquido pressurizado (PLE)

A técnica de extracdo com liquidos pressurizados (PLE, Pressurized
Liquid Extraction) também chamada extragdo acelerada por solvente (ASE®
DIONEX™, Accelerated Solvent Extractor) e extragdo com solventes pressurizados
(PSE, Pressurized Solvente Extraction) consiste na extragdo de analitos utilizando
solventes organicos com alta pressdo e elevadas temperaturas em amostras
homogeneizadas dentro de uma cela de extragcao (DIONEX, 2018; STICHER, 2008;
MUSTAFA & TURNER, 2011). Na Figura 1.14, sdo mostrados alguns equipamentos

comerciais de PLE, um da FMS (Fluid Management Systems) e dois da Dionex™.
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Dionex™  ASE™  Dionex™ ASE™

FIGURA 1.14 — Equipamentos para extragao com liquido pressurizado (PLE) da FMS
e Dionex™. Fonte: DIONEX, 2018 e FMS, 2018.

1.4.1. Histérico e principios da técnica

As primeiras publicagdes surgiram em meados da década de 90 e, a
partir de entdo seu uso tém crescido nos centros de pesquisas e em industrias devido
as vantagens como facil uso, grande eficiéncia, maior rapidez, o uso de menor
quantidade de amostra e menor consumo de solvente quando comparado a técnicas
convencionais de extragdo (LEHOTAY & LEE, 1997; BENTHIN et al., 1999; MUSTAFA
& TURNER, 2011; STICHER, 2008; SCHANTZ, NICHANTZ & WISE, 1997).

Os equipamentos comerciais apresentam opgdes de clean up e extragao
de analitos em amostras sélidas e semissolidas, utilizando de 1 a 200 g de amostra
com celas de extragcao com capacidade de 5 a 250 mL, pressao entre 0 a 2500 psi e,
temperatura variando de 25 °C até 200 °C (DIONEX, 2018; FMS, 2018; THERMO
SCIENTIFIC, 2013).

Existem dois modos de extracédo por PLE, o estatico e o dinamico. No
modo estatico, a cela de extragdo é preenchida com solvente e aquecida para gerar
pressdo dentro dela. Apés um periodo determinado pelo usuario, o extrato é
direcionado ao frasco coletor, a cela é lavada com solvente puro e posteriormente o
sistema é purgado com nitrogénio gasoso (N2) para evitar quaisquer perdas na
extragao, garantindo que todo o extrato seja obtido. Este processo pode ser realizado
de uma a varias vezes (ciclos) na mesma cela de extragdo. Ja no segundo modo de
extracdo, o solvente € percolado continuamente pela cela sob alta pressdo e com
vazao constantes, durante o tempo escolhido pelo usuario (MUSTAFA & TURNER,
2011; STICHER, 2008).
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1.4.2. Aplicagcoes e seu uso em alimentos

A extragao com liquido pressurizado € muito utilizada em laboratérios de
pesquisa e industrias para a extracdo de pesticidas em amostras ambientais e de
alimentos e, seu uso foi impulsionado principalmente devido a demanda dos ultimos
anos por controle de qualidade e seguranga alimentar.

Em amostras de alimentos, a técnica PLE € aplicada para extracédo de
lipidios, dioxinas, pesticidas, herbicidas, antibidticos e, tém despertado o interesse
para compostos nutricionais e bioativos (SUN et al., 2012; STICHER, 2008; THERMO
SCIENTIFIC, 2013). Um trabalho recente aplicou a técnica de PLE para obter as
melhores condi¢cdes de extragdo de compostos fendlicos na casca do abacate, e, apés
a obtencdo do extrato com 200 °C e solvente organico etanol/agua (1:1) foram
identificados e quantificados quarenta e cinco (45) compostos fendlicos por HPLC-
DAD-ESI-TOF-MS (FIGUEROA et al., 2018).

Na literatura sdo encontradas publicacbes com polimeros, em amostras
criminais, farmacéuticas, clinicas, entre outras. A sua aplicacdo em produtos naturais
tém crescido, principalmente no estudo de plantas medicinais para a extracdo de
constituintes fendlicos, lignanas, carotenoides, isoflavonas, 6leos e lipidios, dentre
outras classes de compostos bioativos (STICHER, 2008; MUSTAFA & TURNER,
2011; BENTHIN, DANZ & HAMBURGER, 1999).

1.5. Justificativa

O levantamento bibliografico realizado neste trabalho evidencia o valor
nutricional e grande potencial farmacolégico da polpa do agai (Euterpe oleracea), a
sua importancia para a economia brasileira e, a necessidade de ferramentas que
auxiliem para o controle de qualidade e rastreabilidade das polpas comercializadas no
mercado interno e externo, visto que adulteragdes sao constantemente realizados na
cidade de Belém (PA).

A extracdo com liquido pressurizado, analises de fingerprint profile por
RMN de 'H, estudos utilizando a quimiometria e, a hifenagao por LC-DAD-SPE/NMR
para separagao e identificacdo de compostos em baixa concentracdo sao técnicas
modernas com ampla aplicagdo e, uma interessante estratégia para o estudo de

matrizes complexas como é o caso de amostras de alimentos.
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Vale ressaltar que ndo foram encontrados estudos na literatura que
aplicaram as técnicas de extragdao com liquido pressurizado e perfil quimico por RMN
de 'H no estudo da sazonalidade, condigdes de cultivo e melhoramento genético em
polpas do agai. A aplicagédo do LC-DAD-SPE/NMR em polpas do agai foi realizado
(durante o periodo deste doutorado) em parceria com o Prof. Dr. Sérgio Scherrer
Thomasi. O referido trabalho esta em processo de submissao com o titulo “Chemical
constituents of Agai berry pulp (Euterpe oleracea Mart.) by LC-DAD-BPSU/NMR and
LC-DAD-SPE/NMR”. Dessa forma, esse trabalho apresenta uma abordagem inédita e

muito pode contuibuir com as pesquisas da matriz agai.
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OBJETIVOS




2. OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia da sazonalidade, condi¢cdes de cultivo, variacdes
genotipicas das polpas comerciais e em cultivo controlado de polpas do agai por RMN
de 'H e isolamento de metabdlitos através da LC-DAD-SPE/NMR.

2.1.Objetivos especificos

|. Realizar a identificacdo dos compostos orgénicos presentes nas polpas de
acgai liofilizadas de gendtipos da Embrapa Amazénia Oriental e das comerciais

encontradas no comércio local da cidade de Belém-PA através da RMN 1D e 2D.

Il. Obtencao de fingerprint por RMN de 'H para polpas de agai liofilizadas dos
gendtipos cultivados (Embrapa Amazdnia Oriental) e comerciais (comércio da cidade
de Belém-PA) e anadlise de tendéncias da sazonalidade, condi¢bes de cultivo,

variagdes genotipicas utilizando a quimiometria.

lll. Realizar correlagdes dos dados espectrais por RMN de 'H com anélises
fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, °Brix, umidade, sdlidos totais, lipidios, proteinas,
cinzas, antocianinas e compostos fendlicos) realizadas no Laboratério de
Agroindustria da Embrapa Amazoénia Oriental, das polpas do agai utilizando a

quimiometria.

IV. Identificar os compostos organicos presente na fragdo metandlica da polpa
do acai obtido com o extrator acelerado por solvente (DIONEX ASE™ 350), utilizando
o sistema hifenado LC-DAD-SPE/NMR no modo off-line com modo de operagao time-

slice.
A fim de auxiliar a apresentagao dos resultados, esse trabalho foi

apresentado na forma de capitulos que envolvem os objetivos especificos citados

acima.
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Capitulo-I1: Fingerprint por RMN de
'H e andlises quimiometricas das
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.0rigem e preparo das polpas do acgai

a) Gendtipos da EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL — Belém (PA)

Foram colhidos cachos do agai em maturagdo completa de vinte e nove
(29) gendtipos selecionados no Programa de Melhoramento Genético do Agaizeiro da
Embrapa Amazénia Oriental (CPATU), um (1) gendtipo da mistura da Unidade de
Observagao de uma cultivar em fase de finalizagdo e um (1) gendtipo da cultivar BRS-
Par4, totalizando 31 gendtipos. A coleta dos frutos do acgai foi realizada nos mesmos
dias da colheita dos cachos, durante os anos de 2014 a 2016.

Os cachos colhidos foram embalados em lona de plastico (Figura 1.2;
Capitulo 1) e encaminhados ao Laboratério de Fitomelhoramento da CPATU para

realizacéo dos processos de debulha, pesagem, identificagdo, armazenamento dos

frutos em sacos plasticos identificados (Figura 2.1) e entdo encaminhados ao
Laboratorio de Agroindustria (CPATU).

FIGURA 0.1 - Protocolo de preparo dos frutos do acai na Embrapa Amazdnia Oriental
(CPATU) em Belém — PA. Fotos: propria autora em Embrapa Amazonia Oriental.

No Laboratério de Agroindustria, cerca de dois (2) kg de frutos do acai
apos limpeza, sanitizagao (imersao em solucao de hipoclorito de sédio) e imersdo em
agua morna foram processados mecanicamente em despolpador (Metvisa) com
adicdo de 1 (um) litro de agua (proveniente do abastecimento urbano) filtrada. As

polpas do acai in natura foram acondicionadas em potes plasticos de polietileno de
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alta densidade e imediatamente congeladas a -18 °C em camara fria. Algumas
imagens do processo podem ser visualizadas na Figura 1.3 (Capitulo 1) e o esquema

do protocolo de extragdo na Figura 2.2.

Frutos Imersdo em Imersdao em
in natura lavagem em hipoclorito de sédio lavagem em agua morna
(2 kg) sgua (30 mg/L por 15 min) 3gua (60°C por 15 min)
corrente corrente
retirada da agua
. N Polpa do agai
Re'frlge.ragao i:naturag Despolpamento
imediata ) <4— | Adigdo de agua potavel
o z
(-18 Q) Acondicionamento (fruto:agua 2:1)

potes plasticos de
polietileno de alta densidade

FIGURA 0.2 - Protocolo de extragcdo da polpa dos frutos de agai na Embrapa
Amazébnia Oriental (Belém — PA).

b) Polpas comercializadas em Belém (PA)

As polpas do agai comerciais foram adquiridas em dez (10) pontos de
venda (batedores de acgai) do municipio de Belém do Para. Os estabelecimentos
acompanhados na coleta foram os mesmos durante trés (3) anos de coleta das polpas,
com excegao de dois (2) locais que fecharam no periodo da entressafra de 2016 (CAP
e CADC) e foram substituidos por outros pontos de venda denominados CANM e
CPOA (Tabela 2.2). As polpas do acai comerciais e de genoétipos possuem a
classificagao ‘agai do tipo médio’ ou ‘Tipo B’, com teor de sdlidos totais entre 11 a 14%
m.m. de acordo com a legislagéo vigente (BRASIL, 2000).

As polpas congeladas de gendtipo e comerciais foram liofilizadas
(LIOTOP modelo L101) durante 48 horas, armazenadas em trés (3) tubos tipo
Eppendorf?® de 2 mL com protegdo da luz, em temperatura ambiente e entio,
transportadas em temperatura ambiente via transporte aéreo para o Laboratorio de
RMN da UFSCar - Sado Carlos/SP e permaneceram acondicionadas em um

refrigerador a -20 °C.
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As amostras das polpas do agai foram codificadas, de maneira que
amostras provenientes dos gendtipos cultivados na Embrapa Amazénia Oriental
possuem inicial com a letra G e as amostras obtidas no comércio de Belém (PA)
possuem inicial com a letra C. As informagbdes do periodo da coleta (safra ou
entressafra) e ano também estdo no cédigo.

Os dados das polpas do acai liofilizadas de gendétipos e comerciais

estudadas neste trabalho sdo apresentados nas Tabelas 2.1 e 2.2.
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TABELA 0.1 — Amostras das polpas do agai de genétipos do Programa de Melhoramento Genético (PMG) da Embrapa Amazobnia
Oriental — Belém (PA).

GENOTIPOS
CODIGO  SAFRA 2014 ENTRESSAFRA 2015 SAFRA 2015 SAFRA 2015 ENTRESSAFRA 2016 SAFRA 2016

AMOSTRAS (07 -12/2014) (01 - 06/2015) (07 -12/2015) 22 COLETA (01 - 06/2016) (07-12/2016)
G1 G1-S814 - G1-S15 - - -
G2 G2-S14 - - - - -
G3 G3-S14 - G3-S15 G3-S15 - -
G4 G4-S14 - G4- S15 - - -
G5 G5-S14 - - - - -
G6 G6- S14 - G6- S15 G6- S15 G6- E15 -
G7 G7-S14 - G7-S15 G7-S15 - -
G8 G8-S14 - - - - -
G9 G9-S14 G9-E15 G9- S15 - - -
G10 G10- S14 - - - - -
G11 G11-S14 - G11-S15 - G11-E15 -
G12 G12-S14 - - - - -
G13 - G13—-E15 - - - G13-S16
G14 - G14-E15 G14-S15 - - -
G15 - G15-E15 - - - -
G16 - G16—- E15 G16—S15 G16—-S15 - -
G17 - - G17-S15 - - -
G18 - - G18-S15 G18-S15 - -
G19 - - G19- S15 - - -
G20 - - G20- S15 G20- S15 - -
G21 - - G21-S15 G21-S15 - -
G22 - - G22—-S15 - - -
G23 - - G23-S15 G23-S15 - -
G24 - - G24—- S15 - - -
G26 - - G26— S15 - - -
G27 - - G27-S15 - - -
G28 - - G28-S15 - - -
G29 - - G29- S15 - - -
G30 - - G30/G31-S15 - - -
QUANTIDADE 12 5 23 8 2 1

- Nao houve coleta dos frutos
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TABELA 0.2 — Amostras de polpas do agai comerciais obtidas na cidade de Belém — PA.

COMERCIAIS
PONTOS CODIGO SAFRA 2014 ENTRESSAFRA SAFRA 2015 ENTRESSAFRA 2016 SAFRA 2016 ENTRESSAFRA
DE VENDA AMOSTRA (07 -12/2014) 2015 (07 -12/2015) (01 - 06/2016) (07 - 12/2016) 2017
(01 - 06/2015) (01-06/2017)
1 CAP CAP-S14 CAP-E15 CAP-S15 # # #
2 CPA CPA-S14 CPA-E15 CPA-S15 CPA-E16 CPA-S16 CPA-E17
3 CAU CAU-S14 CAU-E15 CAU-S15 CAU-E16 CAU-S16 CAU-E17
4 CBA CBA-S14 CBA-E15 CBA-S15 CBA-E16 CBA-S16 CBA-E17
5 CAF CAF-S14 CAF-E15 CAF-S15 CAF-E16 CAF-S16 CAF-E17
6 CADC CAC-S14 CADC-E15 CADC-S15 # # #
7 CA25 CA25-514 CA25-E15 CA25-515 CA25-E16 CA25-516 CA25-E17
8 CFA CFA-S14 CFA-E15 CFA-S15 CFA-E16 CFA-S16 CFA-E17
9 CAl CAI-S14 CAI-E15 CAI-S15 CAL-E16 CAL-S16 CAI-E17
10 CAL CAL-S14 CAL-E15 CAL-S15 CAI-E16 CAI-S16 CAL-E17
11 CANM* - - - CANM-E16 CANM-S16 CANM-E17
12 CPOA* - - - CPOA-E16 CPOA-S16 CPOAE17
QUANTIDADE 10 10 10 10 10 10

* Ponto de venda acompanhado a partir da entressafra 2016;
- Polpa congelada néo obtida;
# Ponto de venda fechado
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c) Estudo da degradacgao (amostras expostas a temperatura ambiente e luz)

Quinhentos (500) gramas de polpa de acai congelada obtida no
comércio local da cidade de Belém no ponto de venda CPOA no periodo da
entressafra de 2016 (jan-jun) foram levados para o Laboratério de Agroindustria
localizado da CPATU dentro de uma (1) hora entre a coleta e o transporte. A polpa de
acai foi dividida em trés (3) recipientes, a primeira parte foi liofilizada assim que
chegou ao laboratério e armazenada em refrigerador a -18° C. A segunda e terceira
partes ficaram expostas em condigdes ambientes sob temperatura (26,3 °C, em
média) e luminosidade local por 6 e 12 horas respectivamente e, entdo foram
liofilizadas e armazenadas em refrigerador a -18 °C. As trés (3) amostras liofilizadas
foram encaminhadas ao Laboratério de Ressonéncia Magnética da UFSCar — S&o

Carlos.

3.2. Preparo das amostras do acai liofilizadas

a) Fingerprint profile por RMN (amostras comerciais e de gendtipos do acgai)

A fim de obter um extrato com a maior representatividade dos compostos
organicos presentes na polpa do acgai, foram realizados diversos experimentos para o
desenvolvimento do protocolo de preparo das amostras. Foram avaliados varios
parametros como massa da amostra; volume de solvente; tipo de solvente deuterado;
tempo de extracdo; temperatura durante a extragdo; concentracido da referéncia
interna; uso de tampao; tempo de sonicagcdo (banho de ultrassom); tempo de
centrifugacéao; filtragem; extragdo em agitagdo continua; estabilidade da amostra
preparada e analise da repetibilidade do preparo da amostra e do equipamento de
RMN. Ao finalizar os varios experimentos, obtiveram-se as melhores condi¢des para
o protocolo do preparo das amostras de polpas do agai para obtengao de fingerprint
por RMN de 'H. As amostras foram preparadas em quintuplicata utilizando 60 mg da
polpa do agai liofilizada em 1000 puL de metanol deuterado (MeOH-ds) contendo 0,02%
de 2,2,3,3-Ds-trimetilsililpropionato de sédio (TMSP-ds). A solugéo foi agitada em
vortex (Biomixer QL-901) por dez (10) segundos e armazenadas sob refrigeragéo a

17 °C durante 24 horas (em repouso € ao abrigo da luz). Apds esse periodo, os frascos
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tipo Eppendorff (2 mL) foram agitados por 5 (cinco) minutos em banho de ultrassom
(Unique UltraCleaner750) seguido de centrifugacao (Eppendorf MiniSpin Plus) por dez
(10) minutos com 10.000 rpm. 600 yL da parte sobrenadante foram transferidos para
tudo de RMN (Bruker™ 178 mm, @ 5 mm) submetidos as analises de RMN. O metanol
(D, 99,8%) foi adquirido da Aldrich™, Acros™ e Deutero™ e o 2,2,3,3-Ds-
trimetilsililpropionato de sédio (TMSP-ds) da Cambridge Isotope Laboratories (Lote I-

18625, USA) usado como referéncia interna.

b) Caracterizagdo dos compostos (amostras comerciais e dos genétipos do acai)

As amostras de polpas do agai comerciais (Belém — PA) e de gendtipos
(Embrapa Amazénia Oriental) foram selecionadas para estudo por RMN 1D e 2D com
base na comparagédo do perfil obtido por RMN de 'H (ltem 4) e medidas fisico-
quimicas (descritos no Capitulo 3). As que apresentaram maiores variagdes estédo

descritas na Tabela 2.3.

TABELA 0.3 — Polpas do acai selecionadas para estudo por RMN 1D e 2D.

ORIGEM TIPO CODIGO DAS AMOSTRAS
. Genétipo G4
EMBRAPA AMAZONIA Genotipo G6
ORIENTAL (Belém — PA) Genétipo Go
Comercial CA25
o Comercial CPA
?grenlz:g'g 'F‘,’/i‘;" Comerecial CFA
Comercial CAU
Comercial CAF
Comercial CPOA

Para a realizagao dos experimentos de RMN 1D e 2D foram pesados 60
mg da polpa do agai liofilizada em 1000 uL de metanol deuterado (MeOH-ds) contendo
0,02% de 2,2,3,3-Ds-trimetilsililpropionato de sédio (TMSP-ds). A solugéo foi agitada
em vortex por 10 segundos e 5 minutos em banho de ultrassom seguido de
centrifugacdo por 10 minutos (13.000 rpm). 600 uL da parte sobrenadante foram
transferidos para tudo de RMN com 5 mm de didmetro e submetidos as analises de
RMN.
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3.3.Aquisi¢ao dos experimentos de RMN

a) Fingerprint profile por RMN (amostras comerciais e dos genétipos do acgai)

Todos os experimentos de RMN de 1H foram realizados em um
espectrometro Bruker AVANCE Il 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio
e 100 MHz para *C) com sonda de detecgéo inversa de 5 mm equipada com gradiente
de campo no eixo z, ATMA® (Automatic Tuning MAtching) e amostrador automatico
SampleXpress®, localizado no Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da
UFSCar, Sédo Carlos — SP. As sequéncias de pulso zgpr, zgcppr, noesypriD e
noesygppriD (denominagdo Bruker) e seus parametros foram avaliados para a
obtencgdo dos espectros de RMN de 'H do extrato metandlico das polpas do agai. Os

melhores resultados sdo descritos na Tabela 2.4.

TABELA 0.4 — Parametros de aquisi¢ao e processamento dos espectros de RMN de
'H usados para obtencéo de fingerprint das polpas do acai liofilizadas.

PARAMETROS RMN DE 'H
Sequéncia de pulso (denominac¢ao Bruker) noesygppr1D*
Tempo de aquisicao (AQ) 3,98 s
Tempo de espera entre cada aquisi¢ao (d1) 4s
Numero de promediacbes (ns) 64
Largura do pulso (p1) 8.80 us (90°)
Tempo de mistura (d8) 10 ms
Atenuacao da poténcia para saturagao do sinal do HDO (PI19) 55 dB
Ganho do receptor (RG) 101
Janela espectral (SW) 20 ppm
Numero de pontos digitalizados TD (F1) 65.536
Numero de pontos usados no processamento (Sl) 65.536
Fator de multiplicacdo exponencial (LB) 0,3 Hz
Temperatura 300 K

* Sequéncia de pulso com pré-saturagéo do sinal da agua do solvente (HOD).

A calibracao da temperatura da sonda do equipamento foi realizada com
amostra padrao de metanol-ds 99.8% e a verificagéo das condi¢des do espectrdmetro
de RMN foram realizadas antes de cada conjunto de analises. O processamento dos
dados de RMN de 'H foi executado automaticamente em cada espectro realizando o
ajuste da fase, linha de base e calibragao pelo sinal da referéncia interna em 0,0 ppm

pelo programa TopSpin 3.1 (Bruker BioSpin GmbH, Alemanha).
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b) Caracterizagdo dos compostos (amostras comerciais e de gendtipos do agai)

Para os experimentos de identificagdo dos compostos organicos
presentes nas polpas do agai liofilizadas do estudo de degradagéo, alguns parametros
de aquisicao dos espectros de RMN de 'H foram ajustados para cada amostra como
janela espectral, largura do pulso de 90°, numero de varredura e ganho do receptor.
Os experimentos 2D COSY foram realizados no modo de aquisigdo QF; os 2D 'H-"3C
HSQC foram realizados no modo echo—antiecho phase-selective e os 2D 'H-'3C
HMBC foram realizados com modo QF de aquisicdo. Outros parametros de aquisi¢cao
e processamento utilizados nos experimentos bidimensionais podem ser verificados
na Tabela 2.5.

TABELA 0.5 — Parametros de aquisicao e processamento utilizados nos espectros de
RMN 2D usados para identificacdo dos compostos organicos presentes nas polpas do
acai liofilizadas.
PARAMETROS COSsYy TOCSY HsQcC* HMBCA
Sequéncia de pulso cosygpprgf mlevphpr hsqcetgpprsisp2.2  hmbcgplpndgf
(denominacéo Bruker)

AQ 0,22 (F2) 0,34 (F2) 0,22 (F2) 0,22 (F2)
0,14 (F1) 0,02 (F1) 0,14 (F1) 0,0035 (F1)
d1 10s 10s 10s 10s
ns 16 8 32 128
p1 cal. 'H* cal. 'H* cal. 'H* cal. "H*
PL9 45.77 dB 45.77dB 45.77 dB 45.77 dB
RG 2050 2050 2050 2050
SW (F2) 15 ppm 15 ppm 15 ppm 15 ppm
SW (F1) 15 ppm 15 ppm 238 ppm 238 ppm
TD (F2) 4098 4098 4098 4098
TD (F1) 256 256 256 256
Sl (F2) 1024 1024 4098 4098
Sl (F1) 1024 1024 1024 1024

* Valor calibrado no experimento de RMN de 'H para cada amostra. #Constante de acoplamento 'H—
13C de 145 Hz; » Constante de acoplamento '"H-"3C foi 145 Hz e Constante de acoplamento 'H-"3C (J?-
J%) de 8 Hz.

O processamento dos dados de RMN de 'H e os 2D foi executado em
cada espectro realizando o ajuste da linha de base (para os de 'H), ajuste da fase,
calibragao do espectro pelo sinal da referéncia interna em 0,0 ppm e aplicado Ib (/ine
broadening) de 0.3 Hz em F1 e 1.0 Hz em F2 através do programa TopSpin da

Bruker™,
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c) Estudo da degradacao (amostras expostas a temperatura e luz)

Os experimentos 1D foram realizados da mesma forma que no item a).
O experimento 2D '"H-'H JRES no modo de aquisigcdo QF foi obtido com a sequéncia
de pulso jresgpprqgf (denominagao Bruker) e teve as seguintes configuragdes: niumero
de promediagdes de 4; pulso de 90 de 8.76 us; pontos de dados de 8 Kem F2 e 40
em F1; poténcia de pré-saturacdo PL9= 50.20 dB; largura espectral de 15 (F2) € 0.19
(F1) ppm; tempo de espera (delay) de 2 s e tempo de mistura (mixing time) de 0,01 s
e dummy scan de 16 s. Os demais experimentos de RMN 2D foram realizados da
mesma forma que no item b. Os espectros foram processados com o programa
TopSpin 3.1 (Bruker BioSpin GmbH, Alemanha).

3.4.Caracterizagao dos compostos

Para a identificacdo dos compostos organicos presentes nas polpas do
acai foram utilizados: os experimentos de RMN de 'H, os experimentos bidimensionais
de correlagdo homonuclear 'H-"H (COSY e TOCSY) e heteronuclear 'H-"*C (HSQC e
HMBC); os dados publicados para padrboes de referéncia em bases de dados como
HMDB (Human Metabolome Database), BMRB (Biological Magnetic Resonance Data
Bank), YMDB (Yeast Metabolome Data Base), SDBS (Spectral Database for Organic
Compounds) e NMR Shift Data Base; sugestbes utilizando o programa AMIX® versao
3.9.14 da Bruker® disponibilizado pelo Laboratério de RMN da UFSCar - S&o Carlos
e ampla comparacgao com a literatura (SCHAUSS, et al., 2006a; NASCIMENTO et al.,
2008; MANTOVANI et al., 2003; SHUMILINA et al., 2015; TOMITA et al., 2017;
GOTTLIEB et al.,, 1997; CARPINELLI et al.,, 1984; VAN DER REST et al., 2002;
CARPINELLI et al., 1984; MERCHANT & GLONEK, 1990; BARISON et al., 2010).

3.5. Analises quimiométricas
As analises por componentes principais (PCA) foram desenvolvidas
utilizando o programa Amix® 3.9.14 (Bruker BioSpin, GmbH) disponivel no laboratério

de RMN da UFSCar — Sao Carlos. Para a construgao da matriz de dados, os espectros

de RMN de 'H foram subdivididos em intervalos formados com largura espectral fixa
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(0,04 ppm, por exemplo) ou largura com tamanho variavel. Esses intervalos geram
uma unica variavel e sdo denominados bucket.

Os buckets foram integrados pela intensidade positiva e o pré-tratamento
das variaveis foram realizados com os dados centrados na média ou escalonados.
Para todas as analises foi utilizado 95% de intervalo de confianga. Foram
selecionadas as regides espectrais entre 0,67 e 11,5 ppm, com excluséo de supressao
dos hidrogénios relativos ao HOD (& 4,92 - 4,73), sinal do solvente MeOH-d4 (& 3,27 -
3,30) e regides contendo apenas ruido (Figura 2.3).
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FIGURA 0.3 - Regibes do espectro de RMN de 'H de uma amostra de agai utilizada
nas analises de quimiometria. (a) exclusao da regido sem sinal da amostra (b) do sinal
do solvente MeOH-ds (c) pré-saturagédo do sinal do HDO do solvente (faixa na cor
cinza).

A andlise multivariada dos dados de RMN de 'H foi realizada através de
Analise de Componentes Principais (PCA) criando o banco de dados com as bucket
tables para os estudos com todas as amostras (comercial e genotipo) e, as matrizes
isoladamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.Caracterizagao dos compostos majoritarios por RMN 1D e 2D

Na Figura 2.4, pode-se verificar o espectro de RMN de 'H para uma
amostra da polpa do acai liofilizada comercial e uma do gendétipo (espectros na mesma
escala e escolhidos aleatoriamente). E possivel observar sinais de varios compostos
presentes nas regides espectrais de hidrogénios alifaticos (6 0,0 - 3,0), carboidratos
(® 3,0 — 5,5) e aromaticos (6 6,0 — 8,5), o que caracteriza a polpa do agai como uma

amostra complexa.
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FIGURA 0.4 - Espectros de RMN de 'H da polpa do agai liofilizada comercial (azul) e
genotipo (verde). MeOH-ds em um 400 MHz.

E possivel verificar nos espectros de RMN de 'H que os sinais na regido
de hidrogénios alifaticos estdo mais intensos e, essa informac&o corrobora com a
literatura, no qual sdo descritos uma grande quantidade de lipidios principalmente
acidos graxos saturados, monoinsaturados e poucos poli-insaturados (GORDON et
al., 2012; NASCIMENTO et al., 2008; SCHAUSS et al., 2006a).

Tendo em vista que a identificacdo de todos os compostos presentes do
extrato do agai é muito complexa devido a grande sobreposi¢ao de sinais e dificuldade

na verificagdo das multiplicidades e/ou auséncia das correlagdes 'H-'"H e 'H-3C, esse
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trabalho abordou os compostos que estdo em maior concentragdo ou apresentaram
maior clareza espectral. Desta forma, foi possivel identificar 30 compostos orgéanicos
presentes nas amostras de polpas do agai liofilizado, os quais sao detalhados na

Tabela 2.6 e estao ilustrados na Figura 2.5.

TABELA 0.6 - Compostos organicos identificados nas polpas do acgai liofilizado
comercial e genotipo.

8 'Hem ppm COSY HSQC HMBC
n° Composto Hidrogénio (multiplicidade?, (3'H (6™C (8"C

J em Hz) ppm)  ppm) ppm)
Aminoacidos
1 Leucina (Leu) 2 3,71 (m) 1,70 56,30 -
5 0,98 (m) 1,70 24,5 42,1
2 Serina (Ser) 2 3,81*(m) - 58,60 -
3 3,96 (m) - - -
3 Acido glutamico 2 3,73* (m) 2,10 58,50 178,20
(Glu) 3a 2,0 (m) - 30,14 177,6;
36,7
3b 2,10 (m) 2,33; 30,14 36,7
3,76
4 2,33* (m) 2,10 36,75  30,14;
182,8
4 Valina (Val) 2 3,56 2,22 62,84 -
3-CHs 0,96 (d, 7,0) - 19,66 31,22
4 1,04* (d, 7,0) - 21,28 19,66
5 Alanina (Ala) 2 3,60 (q, 7,15) 1,44 53,5 -
3 1,44 (d, 7,15) 3,58 - 53,5;
177,7
6 Fenilalanina 2 7,31 7,44 129,0 -
(Phe)
Carboidratos
1 5,08 (d, 3,75) 3,34; 94,0 73,2;
3,62; 70,8
3,70;
2 3,34 dd* (9,6; 5,08 74,1 70,1
7 a-glicose (a-gli) 3,75)
3 3,62 (m) 5,08 71,80 75,0
4 3,62 (m) 3,65; 74,71 -
3,70;
5 3,65 (m) 3,62; 74,71 -
3,70;
1 4,45 (d, 7,80) 3,12 98,7 -
8 PB-glicose (B-gli) 2 3,12* dd (7,80, 4,45; 76,6 74,0
9,20) 3,34
1 3,58 (m) - 66,2 -
4 3,99 (m) 3,68 72,4 -
9 Frutose (Fru) 5 4,02 (m) 3,68 - 72,4
6a 3,68 (m) 3,84; 65,0 72,4
3,99;
4,02




Continuacao TABELA 2.6

Compostos Lipossoluveis**

F 0,88 (m) 1,28 16,3 -
G 1,28 (m) 0,88; 26,0; 27,8
1,59; 324
10 Esteres de acidos 2,01;
graxos totais (AG) D 1,59 (m) 1,27, 27,8 30,7;
1,31; 32,4;
2,32 172,0
B 2,30 (dt, 7,40) 1,59 36,8 27.,8;
172,0
E 0,97 t (7,45) - 16,3 -
C 2,01 (m) 1,28; 30,7 30,7
Esteres de acidos 2,30;
11 graxos 5,35
insaturados (AGI) A 2,76 (m) 5,35 25,2 128,0
H 5,35 (m) 2,76; 132,8 26,0
2,01
12 Glicerideo B 5,25 (m) 4,14; 68,8 61,2;
(-CHO-) 4,34 1741
Glicerideo o 4,14dd 61,61; 70,4,
(-CH20-) (6,20;11,85) 5,25 68,22 172,7
4,34 dd
(4,40; 11,85)
13 Demais grupos - 1,01 m 1,95 21,8 40,6;
~acila 53,3
14 (-CHs) - 0,7-0,85m 1,32; 16,3 40,3,
1,65; 49,8,
1,76 59,1
Demais grupos -CH-O-CO- 5,03-5,07
gliceril R
Demais grupo -OCO-CH2- 2,231(7,5)
acila CH»-
(o carbonila)
Demais grupo =CH-CH.,- 2,79-2,82
acila CH=
Acidos organicos
15 Acido férmico (AF) 2 8,52 (s) - - -
16 Acido acético 2 1,96 (s) - - 177,3
(Ace)
17 Acido ascorbico 1 3,84* (m) 4,71; - 73,3
(Vit,C) 3,66;
3,69
2 3,67 — 3,69 (m) 3,84 64,4 -
18 Acido Y- 2 1,87 (m) 2,35; 26,36 -
aminobutirico 2,95
(GABA) 4 2,95 (t, 7,20) 1,87 42,30 -
19 Acido  succinico 2,3 2,53 (s) - 33,60 33,60
(Suc)
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Continuacao TABELA 2.6

Outros

20 Metanol (MeOH) 1 3,33 (s) - - -

21 Graxa silicone - 0,14 (s) - - -

22 Etanol (EtOH) 2 1,16 (t, 7,0) 3,65 19,80 -

23 Acetona (Ac) 1,3 2,14 (s) - 30,86 -

24 Acetonitrila 2 2,07 (s) - - -

25 Colina (Col) N-(CHa)3 3,19 (s) - 54,81 714

26 Glicerofosfocolina N-(CHs)s 3,20 (s) - 54,70 69,4
(GPC)

27 5- 3 7,41 (m) 6,56 - -
hidroximetilfurfural
(5-HMF)

28 2,3-butano-diol 1 1,12 d (6,30) 3,54; 20,56 74,3
(meso)*** 3,72

29 (2R, 3R)-butano- 1 1,10 d (6,20) 3,50; 20,65 -
2,3-diol*** 3,73

30 Acido p- 3 6,80 (d; 8,5) 7,12 118,5 -
hidroxifenilacético 2 7,12 (d; 8,5) 6,80 133,7 -

31 Uracila 5 5,57 (d, 8,0) 8,00 - -

6 7,98 (d, 8,0) 5,57 - -

*s: simpleto; sl: simpleto largo; d: dupleto; t: tripleto; q: quadrupleto; dd: duplo dupleto; dt: duplo tripleto;
m: multipleto. * Sinal sobreposto; ** Compostos confirmados nas analises da Parte IV deste trabalho.
*** Compostos confirmados nas analises do Item 4.4 deste trabalho.

AMINOACIDOS
0 o o) o)
HO)H/\/ HO)IJ\‘/\OH HO)J\/\HJ\OH
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NH NH; NH,
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O,
1 "OH
HO™ 1 >, (
NH, HO NH; P NH,
Valina Alanina Fenilalanina
CARBOIDRATOS
6
oA CHzOHO OH
1 2
] H HO
'l,”'OH H CIH2OH
4
OH H
B-glicose a-glicose Frutose

FIGURA 0.5 - Compostos identificados nos extratos metandlicos das polpas do acai
comercial e de gendtipo por RMN 1D e 2D.
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COMPOSTOS LIPIDICOS
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FIGURA 0.5 — Continuagao compostos identificados nos extratos metandlicos das
polpas do agai comercial e de gendtipo por RMN 1D e 2D.

Nas figuras 2.6 e 2.7, é possivel verificar as ampliagdes de um espectro

de RMN de COSY e o espectro de HSQC de uma amostra da polpa do agai comercial

(CAU). As correlacdes verificadas dos compostos estdo indicadas com numeros

referentes aos compostos.
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FIGURA 0.6 - Mapa de contorno COSY de uma polpa comercial de agai com
ampliacdes. MeOH-d4 em um 400 MHz. A) regido de 0,50 a 3,5;B)3,0a6,0e C)54 a
8,40. Compostos: 1, leu; 2, ser; 3, glu; 4, val; 7, a-gli; 8, B-gli; 9, fru; 18, GABA; 10, AG; 11,
AGI; 12, glicerideo; 13, metilas; 14, acilas; 30, Ac. p-hfa.
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FIGURA 0.7 - Mapa de contorno HSQC de uma polpa comercial do acai com
atribuicdes de alguns compostos identificados. MeOH-d4 em um 400 MHz. Compostos:
2, ser; 3, val; 7, a-gli; 8, B-gli; 9, fru; 10, AG; 11, AGI; 12, glicerideo; 13, metilas; 14, grupos
acilas.

Com as analises por RMN 1D e 2D foi possivel verificar que a polpa do
acgai possui grande quantidade de compostos lipidicos, seguido de carboidratos,
aminoacidos e entdo compostos fendlicos.

Na Figura 2.8, pode-se verificar um espectro de RMN de 'H com

atribuicbes dos compostos identificados nas amostras de polpas do acai.
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FIGURA 0.8 - Espectro de RMN de '"H de uma amostra de polpa do agai liofilizada
comercial com atribuicdes dos compostos caracterizados por RMN 1D e 2D. MeOH-
d4 em um 400 MHz.

As amostras das polpas comerciais e de gendétipos do agai analisadas
nesse estudo apresentaram perfis espectrais muito semelhantes, com variagdes em
apenas alguns sinais e na intensidade dos mesmos. Isso mostrou previamente que,
embora sejam de origens distintas a maioria dos compostos principais estao presentes
em ambas as polpas.

Para algumas amostras comerciais foram verificadas a reducado na
intensidade de alguns compostos (etanol, glicose, glicerofosfocolina) e o
aparecimento de sinais (6 1,10 e 1,12) que estao relacionados com a degradagao da
polpa do agai. Esses sinais foram caracterizados posteriormente no estudo do Topico
4.4.2 deste trabalho.

Estes compostos organicos identificados no extrato metandlico das
polpas do agai serdo utilizados no estudo quimiomeétrico das amostras comerciais e

de gendtipos descritos no Item 4.3 deste capitulo.
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4.2.Detalhes sobre a obtencao das polpas do agai

a) Genétipos da Embrapa Amazénia Oriental

Um aspecto relevante no desenvolvimento deste trabalho e que causou
dificuldades, foi na obtencdo da representatividade amostral para as polpas de
gendtipos do Programa de Melhoramento Genético nos diferentes periodos de coleta
(Tabela 2.1).

Sabe-se que o processo de maturacédo dos frutos do acaizeiro envolve
atividade bioldgica, entdo ndo podiamos prever com exatidao a colheita de todos os
31 gendtipos nos periodos de coleta acompanhados neste trabalho. Esse processo
sofre forte influéncia climatica (fenédmenos naturais), do manejo da cultura (rogagens,
coroamento e adubagao quimica e/ou organica), além de um fator externo ao nosso
controle, como foi a ocorréncia de furtos dos cachos na cultivar da CPATU (Embrapa

Amazénia Oriental) que fica proximos a bairros residenciais da cidade de Belém (PA).

b) Polpas congeladas comerciais

No periodo da entressafra de 2016, dois pontos de venda (CADC e CAP)
das polpas do agai na cidade de Belém (PA) decretaram faléncia. Ent&o, outros dois
pontos de venda (CANM e CPOA) foram selecionados e acompanhados até o periodo
final do trabalho, mantendo assim os 10 locais de venda da polpa pela vigéncia do

trabalho.

4.3. Andlises quimiométricas dos dados de RMN de 'H

O estudo da andlise multivariada dos dados RMN de 'H foi realizado
para correlacionar a concentragao dos analitos (intensidade dos sinais) presentes nas
amostras das polpas do acai com a referente faixa espectral, e desta forma obter
observagdes mais seguras.

Para as analises com todos os constituintes quimicos (considerando os
sinais presente na regido de 6 0,67 a 11,5) das polpas comerciais e gendtipos do acai,

as bucket tables foram montadas com tamanho variavel e geraram 160 variaveis. Da
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mesma forma, para as analises considerando apenas os sinais tpiicos de lipidios
(regidao de 6 0,70 e 5,34) e, os hidrogénios aromaticos e nitrogenados (regiao de &
6,00 e 11,5) foram geradas 15 e 142 variaveis, respectivamente. Com as variaveis
geradas foram testados diversos processamentos para as analises, no qual as
informacdes serao descritas em cada item.

As variaveis sdo apresentadas pela faixa de deslocamento quimico
(ppm) do espectro de RMN de 'H e, a partir da caracterizacgao realizada com a analise
dos experimentos 1D e 2D (ltem 4.1), é possivel identificar qual o composto orgénico
esta presente naquela variavel. A Analise de Componentes Principais (PCA) foi
aplicada em quatro (4) estudos a fim de avaliar tendéncias em relagao ao tipo de
cultivo (palmeiras com controle agronémico x sem controle), melhoramento genético
dos frutos do agai (CPATU), sazonalidade (safra x entressafra) e perfil das amostras

comerciais de Belém - PA.

4.3.1. Analise do tipo de cultivo — Genétipos (controle agronémico) e comerciais

(sem controle)

i) Estudos com todos os sinais de RMN de 'H

Para se ter uma visao geral do comportamento das amostras de polpas
do acgai de genotipos do Programa de Melhoramento Genético (PMG) da Embrapa
Amazobnia Oriental e das polpas comercializadas na cidade de Belém (PA), verificar
tendéncias em relacdo ao tipo de cultivar e identificar as possiveis variaveis
responsaveis pela distingdo entre estes dois grupos, realizou-se uma analise
exploratoria dos dados espectrais de RMN de 'H por PCA.

As analises foram realizadas com 555 espectros de RMN de 'H
referentes as quintuplicatas amostrais de 60 polpas do acai comerciais e 51 polpas
de gendtipos da cultivar da CPATU em todos os periodos de coleta (3 anos) (Figura
2.10).
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FIGURA 0.9 - Espectros de RMN de 'H de extratos metandlicos das polpas do acgai
liofilizadas comerciais e de gendétipos. MeOD-ds (0,02% TMSP-d4) em um 400 MHz.
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Neste estudo, a matriz de dados foi montada com bucket tables com
tamanho variavel com modo de integragao por intensidades positivas e as variaveis

geradas foram escalonadas.

Genatipo (azul)
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FIGURA 0.10 - Grafico de escores da PC1 x PC4 para os espectros de RMN de 'H
das polpas do agai de gendtipos da CPATU e comerciais de Belém (PA).
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No grafico de escores (Figura 2.10) pode-se verificar um grupo central
constituido pelas amostras de gendtipos (azul) e comerciais (preto), o que mostra a
similaridade do perfil quimico por RMN de 'H destas polpas apesar do diferente tipo
de cultivo agronémico. No entanto, nos eixos da PC1 foi possivel verificar uma
tendéncia na separagao das amostras sem controle agrondmico (eixo positivo; elipse
preta) e das com controle (eixo negativo; elipse azul).

As polpas do acai de gendtipos (azul) da Embrapa Amazénia Oriental
avaliadas neste trabalho apresentaram uma menor dispersdo no modelo que as
amostras comerciais (preto). Essa observagdo era esperada, pois os frutos do
comércio de Belém - PA possivelmente sejam coletados em diferentes locais que
podem apresentar solo distintos (baixa varzea, igap6 e terra firme) e diferentes
condigbes edafoclimaticos, estagio de maturagao, procedimentos de colheita, pos-
colheita, processamento, armazenamento, dentre outros fatores que afetam a
composi¢ao quimica dos frutos do agai. Provavelmente, as dispersdes verificadas nas
amostras dos gendtipos estejam relacionadas ao fator genético da espécie Euterpe
oleracea promovido pelos estudos do Programa de Melhoramento Genético da
CPATU e/ou a sazonalidade (CARVALHO et al., 2017; MENEZES et al., 2008; NEVES
et al., 2015; SOUSA et al., 2006; ALEXANDRE et al., 2004).
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FIGURA 0.11 - Gréfico de pesos (PC1 x PC4) para os espectros de RMN de 'H das
polpas do agai. Polpas de gendtipos da CPATU e comerciais de Belém (PA).
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Com o gréfico de pesos na forma de coordenadas (Figura 2.11) foi
possivel verificar quais foram as variaveis significativas no posicionamento das
amostras verificadas no grafico de escores. As variaveis associadas com as amostras
comerciais (sem controle agrondmico) distribuidas na PC1 positiva sdo caracteristicas
de ésteres com cadeia saturada (6 0,89; 1,32; 1,60; 2,26; 2,35) e glicerideos (6 4,14
e 4,34 e 5,25), no qual podemos sugerir que algumas amostras comerciais possuem
maior concentracgao de triacilgliceréis com cadeias saturadas (TGS) que as amostras
de gendtipos. Ja as variaveis da PC1 negativa que apresentaram sinais de serina,
leucina, acido glutamico, glicose, frutose, acido ascorbico, compostos lipidicos (grupos
acila) e colina estao relacionados com amostras com controle agronémico (genétipos).

Os compostos verificados nas polpas estudadas sao produtos do
metabolismo (primario e secundario) realizado pelas plantas (DEWICK, 2001) e, sabe-
se que o tipo de cultivo e condigdes edafoclimaticas (chuva, temperatura, ventos,
umidade relativa do ar, entre outros) interferem diretamente no crescimento,
desenvolvimento, metabolismo e na producdo dos mesmos (MONTEIRO, 2009;
HOOGENBOOM, 2000; HOFFMANN & NACHTIGALL, 2003). Além disso, para o
cultivo do agaizeiro, boa luminosidade, solos com boa umidade, disponibilidade de
nutrientes e baixa acidez propiciam o rapido desenvolvimento das palmeiras e melhor
qualidade dos frutos do acai (NOGUEIRA et al., 1995; OLIVEIRA, CARVALHO &
NASCIMENTO, 2000; CARVALHO et al., 2010).

Desta forma, devido aos compostos organicos em maior concentragéo
observados em algumas polpas sem controle agrondmico (comerciais), € possivel
sugerir que estes frutos sejam de palmeiras provenientes de areas degradadas (igapo,
mata, terra firme sem adubagao e/ou irrigacédo) com solo pobre em nutrientes, ja que
na Embrapa Amazodnia Oriental o cultivo das palmeiras do PMG é realizado com
rogagem mecanizada, limpeza das plantas, coroamento, adubag¢ao quimica a cada 2
meses (N.P.K 10:28:20) e adubagao organica a cada 6 meses (esterco bovino
curtido), o que fornece um solo rico em nutrientes e que pode ter auxiliado a maior
producdo de aminodacidos, carboidratos e outros compostos que possuem bom valor

nutricional.

i) Estudos quimiométricos com os sinais de hidrogénios lipidicos do
espectro de RMN de 'H
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Como a polpa do agai é composta majoritariamente por lipidios como
acidos graxos saturados e insaturados (SCHAUSS et al., 2006a; OLIVEIRA, 2000;
CARVALHO & NASCIMENTO, 2000; GORDON et al., 2012), realizou-se um estudo
dos dados multivariados por PCA para verificar possiveis contribuicdes dos
compostos lipidicos na distingdo das amostras do acai com diferentes tipos de cultivo.

As buckets table deste estudo foram montadas com tamanho variavel
considerando apenas os sinais de compostos lipidicos majoritarios do espectro de
RMN de 'H (Figura 2.13) (BARISON et al., 2010 e COLZATO et al., 2008 e WYCOFF
et al., 2015; ALONSO-SALCES et al., 2010). As faixas espectrais utilizadas e sua

respectiva denominagao sao informadas na Tabela 2.7.
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FIGURA 0.12 - Espectro de RMN de 'H de polpas do agai com a representagdo dos

intervalos variaveis (sub-linha azul) selecionados para a formacéo das bucket table

geradas pelo programa Amix™,

TABELA 0.7 - Deslocamento quimico dos sinais de RMN de 'H dos compostos
lipidicos majoritarios das polpas do agai.

é (ppm) Denominagao
0,70-0,85 -CHs metilas terminais de todos os acidos graxos
0,86-0,91 -CHs metilas terminais de todos os acidos graxos
0,94-0,98 -CHs (w-3) metila do éster linolenato
1,27-1,32 -(CH2)n- metilenicos de todos os acidos graxos
1,57-1,62 -OCO-CH,-CH.- metilenicos B olefinicos
1,98-2,05 -CH,-CH=CH- metilenicos a olefinicos
2,21-2,25 -OCO-CH2-CH>- metilenicos o carbonila
2,27-2,34 -OCO-CH2-CHa- metilenicos o carbonila
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Continuacao TABELA 2.7

6 (ppm) Denominagao
2,74-2,78 =CH-CH,-CH= metilenicos entre olefinas dos acidos graxos
2,79-2,82 =CH-CH,-CH= metilenicos entre olefinas dos acidos graxos
4,12-4,16 -CH2-O-CO-R grupo gliceril do TG* (o carbonila)
4,32-4,36 -CH,-O-CO-R grupo gliceril do TG* (a carbonila)
5,03-5,07 -CH-O-CO-R grupo gliceril (B carbonila)
5,23-5,27 -CH-O-CO-R grupo gliceril (B carbonila)
5,32-5,34 -CH=CH- metilicos de todos os acidos graxos insaturados

*TG= triacilglicerois

A matriz de dados foi composta por 555 espectros (300 comerciais + 250

gendtipos) e as bucket foram integradas e as variaveis geradas escalonadas

considerando 95% de nivel de confianga
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FIGURA 0.13 - Gréfico de escores e pesos da PC5 x PC6 (4,03% variancia total) para
os espectros de RMN de 'H das polpas do agai dos genétipos e comerciais.

Com o grafico de escores da PC5 x PC6 (Figura 2.13) foi possivel

verificar uma tendéncia na distingdo de algumas amostras de polpas comerciais (sem

controle agronédmico) e de gendtipos (com controle agronédmico da CPATU) quando

avaliado o perfil lipidico por RMN de "H. As variaveis significativas na distribuigdo de

algumas amostras de genotipos pelo eixo positivo da PC5 foram os sinais
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caracteristicos de triacilgliceréis com cadeias insaturadas (6 0,85; 2,23; 2,76; 2,81;
4,15; 4,33; 5,23 e 5,33).

Ja no estudo com as buckets sem escalonamento (Figura 2.14) foi
possivel verificar no grafico de escores da PC1 x PC2, que alguns gendtipos (G15-
E15 e G20-S15) distribuidos nos quadrantes da PC1 e PC2 positiva destacaram-se
dos demais da cultivar pois possuem maior concentragao de acido linolénico (w-3),

verificado no grafico de pesos.
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FIGURA 0.14 - Grafico de escores e pesos da PC1 x PC2 para os espectros de RMN
de 'H das polpas do agai dos genotipos (“G”) e comerciais (“C”) do agai avaliadas pelo
perfil lipidico.

Algumas amostras comercializadas na entressafra (CPA-E15 e CPA-
E17) localizadas no eixo negativo da PC1, apresentaram as variaveis com
deslocamento quimico em 1,31 e 2,23 ppm como as responsaveis pela distingao.
Esses sinais sdo caracteristicos de hidrogénio do grupo acil (cadeias saturadas). Dois
grupos com amostras comerciais obtidas na safra de 2014 (PC2 positiva) foram
distintas devido a maior concentracao de triacilgliceréis com cadeias saturados devido
as variaveis em 0 0,89; 1,60; 2,31 e 4,15.

Podemos sugerir com essas observacdes que as palmeiras do acai que
sdo cultivadas com controle agronédmico em terra firme na CPATU, por ter um solo

com tratamento agronémico e ja serem palmeiras selecionadas do estudo de PMG,
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provavelmente promovem a maior produg¢ao desse tipo de compostos, visto que os
lipidios sdo maijoritarios no agai (NOGUEIRA, 2005; OLIVEIRA, 2007; NASCIMENTO
et al., 2008; SCHAUSS et al., 2006a; MENEZES et al., 2008).

Os acidos graxos insaturados, principalmente d&mega 3 (acido linolénico)
sao importantes para a saude humana e recomendados para a prevengao e auxilio
no tratamento de doengas cardiovasculares, além de possuir atividade anti-
inflamatoria (ALISSA & FERNS, 2012 e JOHNSTON, 2010). No 6leo do agai, ja foi

confirmada sua atividade antioxidade in vivo (FAVACHO et al., 2011).

iii) Estudos quimiométricos dos sinais de hidrogénios na regido de

aromaticos do espectro de RMN de 'H

Flavonoides e compostos fendlicos estdo em torno de 5% nas polpas do
agai (matéria seca). Embora os compostos como antocianinas, flavonoides né&o
antocianicos e acidos fendlicos estejam relativamente em pequena concentracao
quando comparado aos lipidios, realizou-se um estudo dos dados multivariados por
PCA para verificar possiveis contribuicbes dos sinais de compostos aromaticos na
distingdo de amostras do agai com diferentes tipos de cultivo.

As buckets table deste estudo foram montadas com tamanho fixo de 0,04
ppm considerando apenas a faixa espectral que engloba a regido com hidrogénios
aromaticos e nitrogenados (5,92 — 11,5 ppm) desconsiderando regides que né&o

continham sinais da amostra (Figura 2.15).

" v i A ki oz L il
11.00 10.00 9.00 8.00 7.00 6.00

FIGURA 0.15 - Espectro de RMN de "H de polpas do agai com a regido para o estudo
de hidrogénios aromaticos e nitrogenados para a formagéao das bucket table com 0,04
ppm. Exclusdo das regides sem sinal da amostra (retdngulo azul). MeOH-ds em um
400 MHz.
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A matriz de dados foi composta por 555 espectros (300 comerciais + 250
gendtipos) e as 142 bucket foram integradas e as variaveis geradas nao foram
escalonadas, considerando 95% de nivel de confianga.

Para a matriz agai, a grande maioria dos sinais presentes na regiao
aromatica nao foram caracterizados devido a grande complexidade espectral que
envolve a sobreposicdo dos sinais no espectro de RMN de 'H e/ou a n3o verificagao

das correlagdes nos espectros de RMN 2D.
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FIGURA 0.16 - Grafico de escores e pesos da PC2 x PC4 (33,16% variancia total)
para os espectros de RMN de 'H das polpas do acai dos genotipos (“G”) e comerciais
(“C”).

Com as analises por PCA (Figura 2.16) verificou-se uma grande
semelhanga no perfil dos sinais de compostos aromaticos das polpas do acai
comerciais e dos gendtipos, ndo havendo distingdo entre as amostras pelo tipo de
cultivo, quando avaliada pela regido aromatica por RMN de 'H. No entanto, no grafico
de escores (PC2 x PC4) foi possivel verificar a distingdo de algumas amostras
comerciais (sem controle agrondmico) e de gendtipos (com controle agronémico da
CPATU) das demais polpas do agai.

A variavel responsavel pela distingao do gendtipo G10-S14, eixo positivo

da PC2, foi principalmente o sinal em 7,24 ppm. Ja os sinais que caracterizaram as
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amostras do gendtipo G16 na safra e entressafra de 2015, PC2 positiva e PC4
negativa, foram 6,76 e 6,80 ppm. O gendtipo G20-S15 localizado no eixo positivo da
PC4 apresentou os sinais 6,56 e 7,00 como os responsaveis por sua distincdo das
demais amostras. As polpas comerciais CAF e CBA ambas obtidas no comércio da
cidade de de Belém - PA no periodo da safra de 2014 (jul-dez) e dois (2) gendtipos
(G8-S14 e G13-E15) foram distintos principalmente pelo sinal em 5,92 ppm.

Ja outro modelo com a terceira e quarta componentes (Figura 2.17) foi possivel
verificar que oito (8) das dez (10) polpas comerciais (sem controle agronémico)
obtidas no periodo da safra de 2014 apresentaram distincdo das demais polpas,
exceto as polpas dos pontos de venda CAl e CAL que nao tiveram altas concentragdes

de compostos aromaticos nesse periodo.
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FIGURA 0.17 - Grafico de escores e pesos da PC3 x PC4 (17,37% variancia total)
para os espectros de RMN de 'H das polpas do agai dos genotipos (“G”) e comerciais
(“C”).

O gréfico de pesos (Figura 2.17) sugeriu altas concentragdes de compostos
relacionados com as variaveis em 6,12; 6,88; 6,92 e 8,28 ppm; para as amostras
comerciais no eixo positivo da PC3 e, 6,00; 6,04; 6,16; 6,20; 6,48 e 6,52 ppm para
amostras comerciais no eixo da PC3 negativa.

Os estudos quimiométricos realizados com a regido de hidrogénios aromaticos
mostraram que dentre os 31 gendtipos do Programa de Melhoramento Genético
desenvolvido na Embrapa Amazénia Oriental (Belém — PA), cinco (5) deles podem ser
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considerados promissores para a continuagdo dos estudos, pois apresentaram
destaque na concentragao de compostos fendlicos. Sao eles: G8, G10, G13, G16 e
G20. Foi possivel verificar que as algumas polpas congeladas comercializadas na
cidade de Belém - PA no periodo da safra de 2014 apresentaram maiores
concentragdes de compostos aromaticos que as demais amostras, isso pode estar
relacionada a caracteristica sazonal ou a quantidade de agua adicionada na polpa
comercial.

Tanto para amostras comerciais quanto para as de genaotipos verificou-se que,
de alguma forma os fatores edafoclimaticos no periodo da seca local (safra do agai)
devam influenciar a produgéo do maior teor de alguns compostos como flavonoides,
antocianinas e outros compostos aromaticos, pois verificou-se que as amostras que

se distinguiram das demais foram coletadas na safra.

4.3.2. Analise das amostras de genétipos da Embrapa Amazénia Oriental
(Belém - PA)

Aposs obter uma compreensao geral das amostras de polpa do agai comercial
e de gendtipos foram desenvolvidos estudos quimiométricos para cada matriz
separadamente e com essa proposta buscou-se verificar caracteristicas e variagdes
mais detalhadas das matrizes e a influéncia dos compostos quimicos.

Neste topico, foram analisadas apenas as amostras provenientes dos frutos do
cultivar da Embrapa Amazobnia Oriental (Belém — PA) para estabelecer modelos
relacionados com o melhoramento genético (item a) e sazonalidade da coleta dos
frutos do acgaizeiro (item b).

Os espectros de RMN de 'H das polpas do agai liofilizadas de gendtipos que
foram utilizadas nos tratamentos quimiométricos podem ser verificados na Figura
2.18.
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FIGURA 0.18 - Espectros de RMN de 'H de extratos metandlicos da polpa de
gendtipos do agai liofilizada. MeOD-ds (0,02% TMSP-d4) em um equipamento 400
MHz.

a) Avaliagao dos frutos do Programa de Melhoramento Genético do
acaizeiro (PMG)

Neste estudo, a matriz de dados foi montada com 160 bucket table com
tamanho variavel, integradas pela intensidade positiva, as variaveis geradas foram
escalonadas e utilizou-se 95% de nivel de confianga. Foram utilizados 255 espectros
referentes as replicatas de 51 amostras de polpa do acai liolifizada.

A maioria das PCs analisadas mostrou que as polpas dos frutos dos 31
gendtipos do PMG da Embrapa Amazénia Oriental ficaram localizadas em um grande
grupo central, mostrando a grande similaridade no perfil quimico nestas polpas,
independente do periodo da coleta dos cachos e do fator genético dos frutos (Figura
2.20). No entanto, foi possivel verificar que quatro (4) genétipos se distinguiram dos
demais. Foram os genotipos: G15 e G14 (Figura 2.19a) ambos com frutos coletados
na entressafra (periodo de chuvas) de 2015 e, G6, G8 e G14 (Figura 2.19b) com frutos

coletados na safra (periodo de chuvas) de 2014.
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FIGURA 0.19 - Grafico de escores para os espectros de RMN de 'H das polpas do
acgai dos gendtipos do agai. a) PC1 x PC2 (57,57% variancia total) e b) PC1 x PC4
(49,71% variancia total).

Foi possivel notar também que ha uma dispersdao nos genaétipos nos
quatro quadrantes do grafico de escores da PC1 x PC2 e da PC1 x PC4 (Figura 2.20),
isso sugere que apesar das polpas apresentarem perfil quimico similar, provavelmente
a concentragcdo dos compostos organicos presente nos frutos das palmeiras de acai

do Programa de Melhoramento Genético da Embrapa apresenta grandes variagdes

entre os genotipos.
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FIGURA 0.20 - Gréfico de pesos para os espectros de RMN de 'H das polpas dos
gendtipos do agai por RMN de 'H. a) PC1 x PC2 e b) PC1 x PC4.
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Com os graficos de pesos da PC1 x PC2 (Figura 2.20) verificou-se que
as variaveis responsaveis pela distingdo do gendtipo G14-E15, eixo positivo da PC1,
foram 2,25; 2,35; 4,09, 1,32, 0,89 ppm. Os sinais em 0,77; 0,81; 0,83; 1,07 ppm
caracterizaram as amostras do genotipo G15 localizada no eixo negativo da PC1.
Como esses sinais sao tipicos de compostos lipidicos podemos sugerir que estes dois
(2) gendtipos (G14 e G15) no periodo da entressafra de 2015 produziram maior
concentragdo de acidos graxos. Os espectros de RMN de 'H das amostras do
genotipo G14 e G15 confirma essa observagao (Figura 2.21).
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FIGURA 0.21 - Regido dos espectros de RMN de 'H da polpa do agai de gendtipos
que apresentaram distingao nas analises quimiométricas. MeOH-ds em um 400 MHz.

Com o grafico de pesos da PC1 x PC4 (Figura 2.20) verificou-se quais
foram as variaveis responsaveis pela distingado dos gendétipos G6, G8 e G14, ambos
da safra de 2014, dos demais da cultivar. O genétipo G6 apresentou maior teor de
aminoacidos (serina, leucina, acido glutdmico) e carboidratos (frutose e glicose). O
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gendtipo G8 apresentou frutos com maior teor de compostos fendlicos, pois
apresentou as variaveis em 5,90 e 6,52 ppm (compostos nao identificados e o G14
com maior teor de triacilgliceréis com cadeia insaturada.

Verificou-se que dos 31 gendtipos estudados foi possivel identificar mais
dois (2) provaveis promissores para a continuacdo dos estudos de melhoramento
genético, que foram G6 e G14. Os gendtipos G8 e G15 que se destacaram nesse
estudo, ja haviam sido verificados anteriormente quando analisados no modelo com
as amostras comerciais (Topico 4.3.1), onde apresentaram maior concentragao de
hidrogénios aromaticos e w-3, respectivamente. Os resultados obtidos nestes estudos
quimiométricos fornecem importantes informacbées para os pesquisadores que
trabalham com o Programa de Melhoramento Genético do Acaizeiro da Embrapa
Amazoénia Oriental (Belém — PA), que objetiva a distribuicdo de sementes de palmeiras
que possam ser cultivadas em terra firme, com alta produtividade, bom rendimento da
parte comestivel e que apresentem frutos com boas concentragées de compostos
bioativos (OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2005).

b) Avaliagdo da Sazonalidade: Entressafra (periodo de chuva) x Safra
(periodo de seca)

Como mencionado anteriormente, infelizmente a representatividade
amostral das polpas de gendtipos no periodo da entressafra foi prejudicada devido a
fatores externos ao nosso controle, como os climaticos e episédios de furtos de cachos
do agai dentro da cultivar na Embrapa Amazoénia Oriental (Tabela 2.1).

Durante o ciclo de cultivo, a planta reage diretamente as condi¢des
meteorologicas (chuva, temperatura do ar e radiagdo solar) que representam fatores
exdégenos, no qual seus efeitos afetam diretamente no crescimento, no
desenvolvimento, nos processos metabdlicos e na produtividade vegetal. Além
destes, ainda pode ocorrer influéncia do fotoperiodo, da umidade do ar e do solo
(HOOGENBOOM, 2000; PEREIRA et al., 2002 aput MONTEIRO, 2009). Na cidade de

Belém-PA as condi¢gdes meteoroldgicas sdo bem caracteristicas durante o ano, sendo

68



que, no cultivo do agai caracterizam os periodos de safras (estiagem e pequeno déficit

hidrico) e entressafras (chuvoso) (Figura 2.22).
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FIGURA 0.22 — Informagdes mensais de algumas condi¢des meteoroldgicas da

cidade de Belém (PA) para o ano de 2017. Fonte: Instituto Nacional de Metereorologia - INMET
(normal climatolégica 61-90). E: entressafra do acai; S: safra do acgai.

De maneira geral, no ultimo ano, o més de margo foi 0 que apresentou
maior precipitagdo (436,3 mm) e novembro foi 0 més mais seco (90,3 mm). A
temperatura média variou cerca de 1,3 °C no decorrer do ano, com menores
temperatura em fevereiro (25,8 °C) e 27,1 °C no més mais quente (novembro).

No periodo de chuva local (jan-mai), a queda na frutificagao do acaizeiro
€ um fendbmeno descrito na literatura e conhecido pela populagédo paraense, no qual
a baixa na produgéo pode chegar a 30% (NOGUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2015; OLIVEIRA, CARVALHO & NASCIMENTO, 2000).

Sabe-se que o0 agaizeiro apresenta bom desenvolvimento em locais com
temperaturas na faixa de 28 °C, umidade relativa em torno de 80%, solo com alto teor
de matéria organica e boa incidéncia de radiagcao solar. Sendo este ultimo um fator
que tem grande efeito na producéo e na qualidade dos frutos do agai (NOGUEIRA et

al., 1995). No entanto, na cultivar da CPATU, apesar das praticas agricolas realizadas
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nas palmeiras (rogcagem, adubacéo, irrigacdo, coroamento, entre outros) ainda foi
verificada a significativa queda na producédo dos frutos e o amadurecimento dos
cachos do acgai. Na vigéncia desse trabalho foram obtidos apenas sete (7) gendtipos
com quantidade de frutos necessaria para a realizagdo do processo de
despolpamento e obtengao da polpa do agai.

A literatura indica que apesar da realizagdo destas praticas agricolas,
estas dependem também de condigbes especificas como do clima e da umidade do
solo para que sejam realizadas de maneira eficiente (PEREIRA et al., 2002 aput
MONTEIRO, 2009), visto isso, podemos sugerir que o fendmeno observado esteja
fortemente relacionado aos fatores meteorolégicos e que possivelmente a
disponibilidade hidrica, umidade do solo e a radiacdo solar tenham afetado mais
significativamente na frutificagdo e amadurecimento dos frutos do agai nos periodos
da estiagem (julho — novembro).

Desta forma, embora nem todos os 31 gendtipos puderam ser
submetidos as analises por RMN de 'H, foram realizados estudos quimiométricos para
verificar possiveis tendéncias em relagdo a sazonalidade dos frutos de gendétipos do
agai coletados no periodo de vigéncia do trabalho. Foram utilizados 35 espectros
referentes as replicatas das amostras coletadas nas entressafras e 220 espectros
referentes as replicatas das amostras coletadas nas safras. A matriz de dados foi
montada com 160 bucket table com tamanho variavel no modo de integracéo por
intensidades positiva, as variaveis geradas foram escalonadas e utilizou-se 95% de

nivel de confianca.
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FIGURA 0.23 - Grafico de escores da PC5 x PC6 (6,83% variéncia total) para os
espectros de RMN de 'H das polpas do agai dos gendtipos da CPATU.
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Com o grafico de escores (Figura 2.23) pode-se verificar que nao houve
uma clara distingdo entre as amostras coletadas nos periodos de seca (safra) e de
chuvas (entressafra) na cidade de Belém — PA entre os anos de 2014 e 2016. Essa
observagao sugere que polpas do agai possuem um perfil quimico por RMN de 'H
muito semelhantes, independente da sazonalidade.

Os espectros para as amostras coletadas nas safras apresentaram
grande distribui¢cado por todo modelo, o que pode mostrar uma grande variabilidade na
concentragdo dos compostos organicos dos frutos coletado nesse periodo. Mesmo
com a pequena amostragem deste estudo, foi possivel observar uma tendéncia na
localizac&o de frutos do acgai coletados nas entressafras distribuidas pelo eixo positivo
da PC5.
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FIGURA 0.24 - Gréfico de pesos da PC5 x PC6 para os espectros de RMN de 'H das
polpas do agai dos gendtipos do agai da CPATU (Belém — PA).

Com o grafico de pesos da PC5 x PC6 (Figura 2.24) verificou-se que as
variaveis significativas na tendéncia da distribuicdo das amostras da safra pelo eixo
negativo da PC5 foram da alanina, ésteres de acidos graxos, glicerideos,
glicerofosforilcolina, sinais na regido compostos aromaticos (5,99 — 6,54; 7,31; 8,17
ppm) e de carboidratos (5,41 — 5,72 ppm), esses ultimos nao caracterizados devido a
sobreposi¢cao e complexidade espectral. A variavel responsavel pela tendéncia das

amostras da entressafra ao longo da PC5 positiva foi, principalmente o acido acético

71



(6 1,96), mas também sinais de compostos lipidicos (& 2,25 e 1,60) e em & 3,49-3,52
ed7,42.

O acido acético é o produto da oxidacao do etanol realizada por bactérias
aerobicas do género Acetobacter e Gluconobacter, normalmente presente em frutos
(RIZZON, 2006; CONSTANTINO, 2008). Esta observagdo mostra que no periodo da
entressafra ocorre um maior processo de fermentagao nos frutos e, isso pode estar
estar relacionado com a alta carga microbiana presentes nos frutos do agai dessa
época (SOUSA et al., 1999).

4.3.3. Analise das polpas do agai comercializadas em Belém - PA

Para conhecer o comportamento das polpas de acai comerciais,
realizamos analises de PCAs das amostras obtidas em todos os periodos (safra 2014,
entressafra 2015, safra 2015, entressafra 2016, safra 2016 e entressafra 2017) dos
dez (10) pontos de venda (batedores do acai) localizados na regidao metropolitana da
cidade de Belém - PA.

FIGURA 0.25 - Espectros de RMN de 'H de extratos metandlicos das polpas do acai
comerciais liofilizadas. MeOD-ds (0,02% TMSP-d4) em um equipamento 400 MHz.

a) Avaliagao da Sazonalidade: Entressafra x Safra

Foram utilizados 300 espectros referentes as replicatas das 60 polpas
do agai congeladas comerciais obtidas entre a safra de 2014 e a entressafra de 2017
em 10 pontos de venda na cidade de Belém - PA. Nesse estudo, a matriz de dados

de RMN foi montada com 160 bucket table de tamanho variavel. Foi realizada a

72



integracao por intensidade positiva, as variaveis geradas nao foram autoescalonadas

e utilizou-se 95% de nivel de confianga.
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FIGURA 0.26 - Grafico de escores da PC3 x PC4 (1,56% variancia total) para os
espectros de RMN de 'H das polpas do agai liofilizada comerciais (“C”) por RMN de
'H. Polpas congeladas obtidas na entressafra de 2017 (preto), entressafra de 2016 (verde),
entressafra de 2015 ( ), safra de 2016 (azul), safra de 2015 (vermelho), safra de 2014
(roxo).

Com o grafico de escores da PC3 pela PC4 (Figura 2.26) pode-se
verificar a grande similaridade do perfil quimico das polpas comerciais pois a maioria
delas estdo agrupadas no centro do modelo. Essa observagéo € muito interessante,
pois os frutos do agai séo obtidos pelos comerciantes nos mercados da cidade (Ver-
0-Peso) e sdo comercializados sem nenhum controle agronémico (solo pobre/rico em
nutrientes; irrigacao; diferentes cultivares), possivelmente com diferentes origens,
graus de maturagédo, modo de transporte, etapas de higienizagdo, processamento e
armazenamento da polpa.

Apenas dois (2) pontos de venda de polpas do acai em Belém - PA
apresentaram amostras com distincdo das demais. Foram eles, CPA com as amostras
da entressafra de 2015 localizadas no eixo positivo da PC3 (CPA-E15) e da
entressafra de 2016 no eixo negativo da PC3 (CPA-E16) e, o local CAP com as
amostras da safra de 2015 no eixo negativo da PC3 (Figura 2.28).

Com a representatividade das amostras foi possivel verificar tendéncias

em relagdo ao efeito da sazonalidade das polpas do agai congeladas comercializadas
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na cidade de Belém — PA. As polpas obtidas nas safras de 2016 (azul), 2015
(vermelho) e 2014 (roxo) ficaram distribuidas pelo eixo negativo da PC4 e a grande
parte das polpas obtidas nas entressafras de 2017 (preto), 2016 (verde) e 2015

(laranja) se localizou no eixo positivo da PC4.
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FIGURA 0.27 - Grafico de pesos da PC3 x PC4 das amostras da polpa de acai
liofilizada comerciais (“C”) por RMN de H.

Com o grafico de pesos da PC3 x PC4 (Figura 2.27) verificou-se que as
variaveis significativas para a tendéncia da distingdo das amostras dos dois (2) pontos
de venda (CPA-E16 e CAP-S15) foram os sinais em 2,25 ppm para a polpa do local
CPA na entressafra de 2015; 2,03 ppm para a polpa da entressafra de 2016 e sinais
de ésteres de acidos graxos insaturados para com a polpa da safra de 2015 do local
CAP.

Foi possivel verificar também que as variaveis significativas na tendéncia
da distribuicdo das amostras das safras (eixo negativo da PC4) foram os sinais de
ésteres de acidos graxos insaturados, glicerideos, carboidratos (glicose, frutose),
colina e os compostos nio caracterizados com deslocamento quimico em 3,26 e 4,09
ppm. Essa observacgao para as amostras comerciais corrobora com as verificadas nas
amostras da safra de gendétipos (Tépico 4.3.1), pois as variaveis significativas foram
da mesma classe de compostos (lipidios e carboidratos), com exce¢ao dos compostos

aromaticos que ndo foram significantes nas polpas comerciais. E provavel que as
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amostras comerciais possuam menor quantidade de compostos aromaticos por causa
de fatores como a rapida degradacao das antocianinas e compostos fendlicos, pela
baixa qualidade do solo, processamento, armazenamento das polpas e, por isso os
sinais dos compostos aromaticos ndo apresentam significativa importancia nesse
estudo de PCA (GORDON et al., 2012; LIMA et al., 2005; LICHTENTHALER et al.,
2005; MALCHER & CARVALHO, 2011; MATTIETTO et al., 2009; ROGEZ et al., 2011)

Sabe-se que os lipidios e os agucares sao compostos que atribuem
sabor (flavor) aos alimentos e é interessante verificar que a polpa do agai no periodo
da safra (jul-dez) é mais consumido e agrada mais o paladar do consumidor por ser
considerado de melhor qualidade sensorial e também visual, pois apresenta coloragéo
vermelho-arroxeada em fung¢ao das antocianinas.

Podemos sugerir também que, no periodo de estiagem (safra) onde
ocorre naturalmente a maior producdo e amadurecimento dos frutos do acai,
provavelmente é o periodo em que a palmeira produz nos frutos os seus compostos
majoritarios, principalmente os lipidios que sdo 40-60% da polpa seca (NOGUEIRA,
2005; OLIVEIRA, 2007; NASCIMENTO et al.,, 2008; SCHAUSS et al., 2006a;
MENEZES et al., 2008).

Para as polpas obtidas na entressafra (eixo positivo da PC4), as
variaveis significativas foram sinais de ésteres de acidos graxos saturados, etanol,
acido aceético, acetona, glicerofosfocolina, (2R, 3R)-butano-2,3-diol e de compostos
lipidicos ndo identificados (1,50; 2,03; 2,25 ppm). Com as analises quimiométricas dos
dados de RMN de 'H das polpas comerciais obtidas na entressafra foi possivel
verificar que as mesmas sofrem processo de degradacdo devido aos compostos
responsaveis por sua discriminacéo. Isso pode estar relacionado a alguns fatores
como a alta carga microbiana presente nos frutos desta época (SOUSA et al., 1999);
a dificuldade em encontrar cachos carregados com agai pode ocasionar aumento no
tempo de coleta e estes frutos coletados ficam submetidos a uma maior exposi¢cao ao
ar e a luz solar que no periodo de safra (NOGUEIRA, 2005; SOUSA et al., 1999; Del
POZO INSFRAN et al., 2004); tempo e condicbes no transporte de barcos e
caminhdées que levam frutos produzidos no Maranhdo e no Amapa para os
comerciantes de Belém neste periodo (NOGUEIRA, 2005) e tempo prolongado de
amolecimento dos frutos nos batedores do acai (OLIVEIRA et al., 2007).

Essas suposi¢cdes concordam com a literatura especifica e também com

a cultura popular do consumidor nativo (Para) que afirmam que o agai no periodo das
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chuvas é “ralo”, mais azedo, menos roxo e apresenta qualidade sensorial inferior ao
acai da safra (NOGUEIRA, 2005; OLIVEIRA, 2007; G1,2014a; G1, 2015a).

Para verificar quais sdo os processos fermentativos/degradacéo
envolvidos nas amostras da entressafra, foi realizado um estudo com polpas do acai
expostas a temperatura e luz por 6 e 12 horas e que sera discutido no Item 4.4 deste

capitulo.

b) Avaliagao dos pontos de venda de polpa do acai (Belém — PA)

Realizamos um estudo com as amostras comerciais para verificar o
comportamento das polpas congeladas vendidas no mesmo ponto de venda durante
o tempo de monitoramento amostral de (3) trés anos. Foram utilizados 300 espectros
referentes as replicatas das 60 polpas do agai congeladas obtidas entre a safra de
2014 e a entressafra de 2017 em 10 pontos de venda (batedores de agai) na cidade
de Belém — PA.

Para fins de melhor visualizagcao, os espectros foram analisados a cada
8 grupos de amostras para evitar a repeticdo da cor dos plots nos graficos de escores.
A matriz de dados foi montada com 160 bucket table de tamanho variavel foram
integradas, sendo que as variaveis geradas nao foram escalonadas e utilizou-se 95%
de nivel de confianga. Os graficos de escores das amostras comerciais dos pontos de

venda podem ser verificados nas Figuras 2.28 a 2.30.

0.0150 ]

,,,,,,,,,,,,,,,, 0.0100

» 0.0090 1

PC4 (0,34%)

. e -0.0080 3

*s
E ]
-
.
-
.
2

e aen R -0.0100

PC3 (0,53%)

FIGURA 0.28 - Grafico de escores da PC3 x PC4 (0,87% da variancia total) das
amostras da polpa de acai liofilizada comerciais por RMN de 'H. Pontos de venda (grupo
1): CA25 safras (preto), CA25 entressafras (azul), CADC safras (verde), CADC entressafras
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(vermelho), CAF safras ( ), CAF entressafras (roxo), CAl safras (marrom) e CAI
entressafras (azul claro).
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FIGURA 0.29 - Gréfico de escores da PC3 x PC4 (11,48% da variancia total) das
amostras da polpa de agai liofilizada comerciais (“C”) por RMN de 'H. Pontos de venda
(grupo 2): CAL safras (preto), CAL entressafras (azul), CANM safras (verde), CANM
entressafras (vermelho), CAP safras ( ), CAP entressafra (roxo), CAU safras (marrom)
e CAU entressafras (azul claro).
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FIGURA 0.30 - Grafico de escores da PC3 x PC4 (2,09% da variancia total) das
amostras da polpa de acai liofilizada comerciais por RMN de H. Pontos de venda (grupo
3): CBA safras (preto), CBA entressafras (azul), CFA safras (verde), CFA entressafras
(vermelho), CPA safras ( ), CPA entressafras (roxo), CPDA safra (marrom) e CPDA

entressafras (azul claro).

Os graficos de escores (Figuras 2.28 — 2.30) com as amostras
comerciais apresentaram similaridade no perfil por RMN de 'H. Dos 10 pontos de
venda do agai, um (1) deles (CADC) néo realiza a etapa de branqueamento e dois (2)
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batedores (CAF e CA25) s&o locais com selo de controle de qualidade fornecido pela
Secretaria de Agricultura do Para (SAGRI), ou seja, tem a certificagao oficial que todos
os procedimentos recomendados no despolpamento dos frutos (lavagem,
branqueamento e pasteurizagdo) séo realizados (DOE Belém, 2012).

Nos estudos por quimiometria foram verificados que as amostras dos
locais citados acima (CA25, CADC e CAF), todos da safra de 2014, apresentaram
similaridade no perfil quimico quando avaliado juntamente com as amostras dos
genotipos (ltem 4.3.3) e como as polpas desses trés locais ndo se distinguiram das
demais amostras comerciais (Figuras 2.30 a 2.32), isso sugere que o perfil quimico
da polpa néao foi alterado fortemente a ponto de se distanciar das amostras de um
local que realiza ou nao a etapa de branqueamento dos frutos do acai.

E importante salientar que boas praticas de processamento sdo
recomendadas para minimizar os problemas com contaminagdo microbioldgica,
diminuir o processo de degradagao - que prejudica as caracteristicas sensoriais e,
garantir qualidade higiénico-sanitaria nos alimentos (NOGUEIRA, 2005; MATTIETTO
et al., 2010; SOUSA et al., 1999; BRASIL, 2000).

Os graficos de escores (Figuras 2.30 a 2.32) indicam que algumas
amostras obtidas em batedores do agai da cidade de Belém em periodos e anos
diferentes apresentaram-se muito préximas umas das outras. Esse comportamento
ocorreu em quatro (4) pontos de venda, CA25 (amostras da safra de 2014 e
entressafra de 2015) (Figuras 2.30), CAL (safra 2014 e entressafra de 2015) (Figuras
2.31), CAU (safra 2014 e entressafra 2016) (Figuras 2.31) e CBA (safra 2014 e
entressafra 2015) (Figuras 2.32). Ja os demais pontos de venda da polpa do acai
apresentaram polpas do acai com distingao entre os periodos de safras e entressafras
dos anos analisados (2014-2017).

Essas verificagbes indicam que a maioria dos comerciantes dos
batedores de acai (monitorados na cidade de Belém) compram os frutos do agai nos
mercados centrais com grande frequéncia e muito provavelmente nao trabalham com
estoques da polpa congelada. As verificagbes observadas para os trés (3) locais que
provavelmente armazenaram polpas congeladas na safra de 2014 (jul-dez) e a
comercializaram na entressafra de 2015 (jan-jun) corroboram com as informacgdes
fornecidas pelos colaboradores que realizaram a compra das polpas, que afirmaram

que esses locais s&o grandes comércios da cidade, principalmente CA25 e CAL.
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E possivel que um incentivo governamental aos comerciantes em
relagdo a este ponto seja interessante para evitar problemas econémicos devido ao
aumento dos pregos, escassez do produto e auxiliar como medida de controle de
qualidade da polpa do agai. Pois se ela for pasteurizada e armazenada nos periodos
de alta producdo (safra), pode fornecer polpas no periodo da entressafra (baixa
frutificacdo) com melhor qualidade sensorial que € mais aceitavel pelo mercado
consumidor, principalmente o externo (NOGUEIRA 2005; OLIVEIRA, 2007).

4.4. Amostras de polpas do agai expostas a temperatura e luz ambiente

(Estudo da degradacao).

O efeito da exposicao a temperatura e luz ambiente das polpas de acai
in natura foi avaliado. A polpa do acgai foi exposta em condigcbes ambientes
(temperatura e iluminacao solar local) por seis (T6) e doze (T12) horas. Tempo zero
(TO) € o tempo em que a amostra da polpa do agai comercial chegou ao laboratério

da Embrapa e logo foi liofilizada.

4.41. Analise quimiométricas

Com os resultados observados nas analises quimiométricas dos dados
de RMN de 'H para as amostras comerciais obtidas nas entressafras (periodo de
chuvas), verificou-se que os sinais responsaveis por sua discriminagao podem ser
produtos de fermentagdo ou degradagao da polpa. E dessa forma, realizamos um
estudo com uma amostra comercial degradada a fim de verificar e entender quais séo
0s processos envolvidos quando a polpa do agai liofilizada fica exposta a temperatura
eluz por6e 12 h.

Para o estudo quimiométrico foram utilizados 310 espectros de RMN de
'H (Tabela 2.8). A matriz de dados foi montada com 160 bucket table de tamanho
variavel com modo de integracao por intensidade positiva, as variaveis geradas nao

foram escalonadas e utilizou-se 95% de nivel de confianga.
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TABELA 0.8 - Amostra utilizadas no estudo de degradagao da polpa do agai.

Amostras Quantidade de Numero de espectros de
comerciais amostras RMN de 'H
de Belém - PA
Safra 2014 10 50
Entressafra 2015 10 50
Safra 2015 10 50
Entressafra 2016 10 50
Safra 2016 10 50
Entressafra 2017 10 50
Exposicao por 6h 1 5
Exposigao por 12 h 1 5
Total 62 310
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FIGURA 0.31 - Gréfico de escores e pesos da PC1 x PC3 (85,33% variancia total) das
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Com o grafico de escores da PC1 x PC3 (Figura 2.31) foi possivel
verificar uma tendéncia em relacdo as polpas do acai expostas a temperatura e a
iluminagdo ambientais. A amostra no tempo zero (T0) (sem exposi¢cao) se localizou
no centro do modelo junto com a grande parte das polpas comerciais. No entanto,
quando exposta a condigbes ambientes por seis horas (T6, cor verde), a polpa

apresenta um afastamento da amostra original e 0 mesmo acontece com a polpa
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exposta por doze (T12, cor vermelho), que se apresenta mais distante ainda de todas
as demais amostras. Verifica-se entao que o perfil quimico dos compostos presentes
na polpa do agai sofre alteragdo no decorrer do tempo da exposi¢céo. Algumas polpas
apresentaram proximidades com a amostra exposta por seis horas (T6), foram as
amostras CAL-S16, CPA-E16 e CAL-E16.

No grafico de pesos (Figura 2.31), foi possivel verificar que a amostra
exposta por doze (12) horas apresentou alta concentracao de acido acético mostrado
pela variavel com deslocamento quimico em & 1,96 e, o grupo de amostras com a
polpa exposta por seis (6) horas apresentou variaveis relacionadas aos compostos
2,3-butanodiol, colina, etanol, acido succinico e triacilglicerideos saturados. No eixo
oposto, pode-se verificar sinais de carboidratos como frutose e glicose.

O etanol, o acido acético, 2,3-butanodiol e o acido succinico podem ser
produtos e subprodutos da fermentagéo de carboidratos por microrganismos aerdbios
ou anaerdbios que ocorrem naturalmente em plantas e alimentos com exposigao ao
ar, elevadas temperaturas ou longo tempo de prateleira (HMDB; HAN et al., 2006;
SHUMILINA et al., 2015, 2016). Isso sugere que as polpas CAL-S16; CPA-E16 e CAL-
E16 que estdo proximas da exposta por seis horas (CPOA-E17-T6) sofreram
processos fermentativos levando a degradagao.

A fim de entender como esses compostos identificados no grafico de
pesos, estdo relacionados e quais sdo as reacbes que estdo envolvidas na
degradacgéo da polpa realizamos a analise dos espectros de RMN de 'H das polpas
do ponto de venda CPDA no tempo zero (T0), tempo seis (T6) e tempo doze (T12)

horas de exposigao a temperatura e luz.
4.4.2. Analise dos espectros de RMN de 'H
O perfil espectral das polpas do acai comercial (CPOA-E16) nos trés (3)
tempos de exposi¢ao analisados (TO, T6 e T12) é similar. No entanto foram verificadas

diferengas na intensidade da maioria dos sinais, mas também a auséncia/surgimento

em outros (Figura 2.32)
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FIGURA 0.32 - Espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos da polpa de acai
liofilizado nos tempos de exposicéo TO, T6 e T12. MeOH-d4 com 0.02% TMSP-d4 em
um 400 MHz.

A atribuicdo dos metabdlitos presentes na polpa foi realizada utilizando
os dados publicados para padrées de referéncia nas bases de dados (HMDB,
SDBS,YMDB), dados da literatura (FAN & LANE, 2008; CARPINELLI et al., 1984 e
MERCHANT & GLONEK, 1990 e VAN DER REST, 2002; SHUMILINA et al., 2015;
BEN-YOSEPH et al., 1993); e experimentos de RMN 1D ('H, 3C, 3'P) e 2D (COSY,
JRES, HSQC e HMBC) realizados para esse fim. A maioria dos compostos
majoritarios é idéntica aos determinados nas amostras de fingerprint profile abordados
anteriormente (ltem 4.1; Tabela 2.6) e os identificados neste estudo de degradacgéo

podem ser verificados na Tabela 2.9.

TABELA 0.9 - Atribuicdes de sinal para espectro de RMN de 'H da polpa de acai
comercial CPDA submetida a exposigao solar e temperatura.

TH* COSsYy HSQC HMBC
Compostos 5 em ppm (ppm) (d *C ppm) (5 "°C ppm)
(J/ em Hz)
2,3-butanodiol 1,12d (6,30) 3,54; 3,72 20,65 74,3

(2,3-But.1) meso
2,3-butanodiol (2,3-But.2) 1,10d (6,20) 3,50; 3,73 20,65 -

Colina (Col) 3,19 s - 54,81 71,4
Glicerofosfocolina (GPC) 3,20 s - 54,70 69,4
"-0,57 #4,28; 3,99;
3,62; 3,65
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Continuagao Tabela 2.9

Hidrogénios metilénico 180,2;
composto desconhecido 1 2,24t (7,5) 1,60 37,20 32,2;
(UNK1) 28,3
Desconhecido 2 (UNK2) 2,15 s - - -

Na Figura 2.33 pode-se verificar a atribuicdo dos sinais dos compostos
identificados nas amostras nos tempos de exposigao 0, 6 € 12 horas e a partir disso

realizou-se a andlise do perfil por RMN de 'H das mesmas por regides espectrais.

fren]
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FIGURA 0.33 - Espectro de RMN de 'H com atribuigbes dos sinais mais intensos.
Polpa de acai liofilizado em MeOH-d4 com 0.02% TMSP-d4 em um 400 MHz. AG: acido graxo;
EtOH: etanol; Col: colina: GPC: glicerofosforilcolina; Fru: frutose: Gli: glicose; AF: acido
acético; p-HFA: acido hidroxifenilacético.

Glicrd Fru

Gli

Gli

AF p-HFA

i) Regido analisada com sinais entre 0.7 — 3.0 ppm

Esta regido analisada apresentou sinais tipicos de compostos alifaticos,
aminoacidos, acidos organicos e outros. Os sinais de acidos graxos saturados,
insaturados e de glicerideos apresentaram grandes intensidades nos espectros.
Foram ainda atribuidos nessa regido, os sinais para os seguintes aminoacidos: acido
glutdmico (Glu), alanina (Ala), glutamina (GIn), acido aspartico (Asp) e acido y-
aminobutirico (GABA), acido acético e succinico, e outros compostos como etanol,

acetona e 2,3-butanodiol também foram detectados nessa regiao (Figura 2.34).

83



. Glicerideos ., ; ,
~ |/

2,3-But.2
2,3-But.1

TO

T T T T T T T T T T T T T T T T T

30 25 20 15 10 05 [ppm]

FIGURA 0.34 - Espectros de RMN de 'H na regiéo de 0,7 - 3,0 ppm das polpas de
acai liofilizado. MeOH-d4 com 0.02% TMSP-d4 em um 400 MHz a 300 K. Tempos de
exposicdo: TO (abaixo), T6 (intermediario) e T12 (acima).

O efeito da exposicao nas polpas de acgai por dois (2) diferentes periodos
foi observado por espectroscopia de RMN de 'H analisando a regido de 0,7 a 3,0 ppm
dos espectros obtidos, em especial, na polpa com 12h de exposigao (T12) foram
observadas a formagao dos compostos 2,3-butanodiol referente ao composto meso
(But2; 6 1,12) e da mistura racémica (But1; & 1,10 ppm), respectivamente; o aumento
muito evidente na intensidade do acido acético (AA; s, & 1.95), o consumo total do
etanol (EtOH; t, 1.17 ppm) e do acido succinico (AS; s, d 2.52) e a mudanga na
multiplicidade do composto desconhecido 1 (UNK1, t, & 2.24).

Foi possivel notar também que o sinal do composto GABA (t, d 2.95)
diminui sua intensidade no decorrer do tempo de exposi¢cdo e o composto denominado

desconhecido 2 aumenta de intensidade (UNK2, s, 6 1.15).
ii) Regido analisada com sinais entre 3.0 — 5.5 ppm
Esta regido apresentou sinais de compostos insaturados (ésteres de
acidos graxos e glicerideos), aminoacidos, carboidratos e outros. Foram atribuidos

nessa regiao, os hidrogénios ligados ao carbono-a dos seguintes aminoacidos: acido

glutamico (Glu), glutamina (GIn), acido aspartico (Asp), serina (Ser). Os carboidratos
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glicose e frutose e os compostos colina (Col), glicerofosfocolina (GPC) e acido

ascorbico (Vit.C) foram detectados nessa regiao (Figura 2.35).

R GPC [
AGI Glicerideos . Glu; Gln; Asp; Ser; Vit. C; Gli; Fru \ Col |:-

/ Glicerideos

2.5 [rel]

TO

e S
50 45 40 35 [ppm]

FIGURA 0.35 - Espectros de RMN de 'H da regiéo entre 3.0 — 5.5 ppm das polpas de
acai liofilizado. MeOH-d4 com 0.02% TMSP-d4 em um 400 MHz a 300 K. Tempos de
exposicao: TO (abaixo), T6 (intermediario) e T12 (acima).

Foi possivel verificar que na polpa com 12 horas de exposigao (T12)
houve o consumo total da glicose (Gli; 6 4.45 d; 6 5,08 d e & 3.12 dd) e a diminuigao
na intensidade do glicerofosforilcolina (GPC; s, ® 3.20) (Figura 2.39). Foi possivel
notar também que os demais sinais presentes nessa regiao espectral nao
apresentaram variacdo ou a variagao foi insignificante no decorrer do tempo de

exposicao.
iii) Regido analisada com sinais entre 5.5 — 11.0 ppm

Esta regido apresentou sinais tipicos de compostos aromaticos e
nitrogenados. Apenas alguns compostos como fenilalanina (Phe) e os acidos férmico
(AF) e 4-hidroxifenilacético (Ac. p-HFA) foram caracterizados nessa regiao, devido a
sobreposi¢ao dos sinais ou a nao verificacdo das correlagdes nos espectros de RMN
2D.

Verificou-se a diminuicao da intensidade na maioria dos sinais com o

decorrer do tempo da exposicao das polpas de agai (Figura 2.36).
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FIGURA 0.36 - Espectros de RMN de 'H da regi&o entre 5.5 a 11.0 ppm para polpas
de acai liofilizado. MeOH-d4 com 0.02% TMSP-d4 em um 400 MHz a 300 K. Tempos de

exposicao: TO (abaixo), T6 (intermediario) e T12 (acima).

Para a obtengdo de dados estatisticos de alguns metabolitos
verificados nas analises dos perfis por RMN de 'H (item b) e dos compostos que
apresentaram maior significancia nas analises quimiométricas (item a), as integrais
relativas foram obtidas nos espectros de RMN de '"H da polpa nos tempos 0, 6 e 12
horas de exposi¢cdo a temperatura e luz. Com os valores foi realizada a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,05) utilizando o programa R™,

Dessa forma, foi verificado que a concentragdo de cinco (5) compostos
nao identificados na regido de 5,5 a 11 ppm diminuem significativamente com a

exposicao da polpa do agai (Figura 2.37).
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FIGURA 0.37 - Variagao de alguns metabolitos na polpa do agai comercial CPOA
exposta por 0, 6 e 12 horas na regido de 0,7 a 3,0 ppm espectro de RMN de 'H.

Embora os compostos relativos a estes sinais ndo tenham sido
atribuidos devido a falta da verificacdo de correlagdes nos experimentos de RMN 2D,
possivelmente sejam nucleotideos como adenosina, xipoxantina, inosina ou seus
derivados (CHAUTON et al., 2015; SAVORANI et al., 2010; YE et al., 2012). Ja foram
descritos em alimentos como pasta de caranguejo (YE et al., 2012), cerveja, suco de
uva (GIL et al., 2003), peixes (SAVORANI et al., 2010; SHUMILINA et al., 2015) e,
alguns estao associados com a degradacédo em alimentos (SHUMILINA et al., 2015).

Foi possivel visualizar que os compostos glicose com deslocamento
quimico em 0 4,46 e etanol em & 1,16 estdo sendo consumidos durante o tempo de
exposigao da polpa e, isso sugere que 0s mesmos nao estao relacionados entre si por
meio da fermentagdo alcodlica pois se fosse seria observado um comportamento
inverso.

Varios processos fermentativos utilizam a glicose como um substrato, no
entanto a producdao do composto 2,3-butanodiol (& 1,10 e 1,13) sugere que esses
compostos estejam relacionados por meio da fermentagao butanodioica.

O composto 2,3-butanodiol (2,3-BD) possui trés (3) formas
estereoisoméricas: (2S,3S)-2,3-BD, (2R,3R)-2,3-BD e meso-2,3-BD (Figura 2.38).
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Esses compostos sao subprodutos naturais de hexoses e pentoses produzidos por
uma variedade de microrganismos como Saccharomyces cerevisiae, Klebsiella spp,
Bacillus spp, Lactococcus lactis, Enterobacter aerogenes, Aeromonas hydrophila,
Serratia marcescens, Methanocaldococcus spp, dentre outros, em um processo

conhecido como fermentacao butanodioica.

OH OH

OH
H3C H3C\/k H.C :
CHs Y CH, 3 \:/\CH3
OH oH &
(28,35)-butano-2,3-diol ~ (28,3R)-butano-2.3-diol - (oR 3R)-butano-2,3-diol
dextrogiro meso-2,3-BD levogiro

FIGURA 0.38 - Os estereoisoméros do 2,3-butanodiol.

Os estereoisdbmeros do 2,3-butanodiol sdo produzidos a partir da
molécula precursora piruvato (via glicolitica) e, neste processo de fermentac¢ao natural
envolve compostos intermediarios como o acetolactato, acetoin e diacetil (KEGG; LIU
et al., 2011; BIEBL et al., 1999; SHUMILINA et al., 2016 (Figura 2.39).
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FIGURA 0.39 - Via bioquimica da fermentag¢ao butanodioica a partir do piruvato.

A estereoquimica dos metabolitos individuais pode ser desenvolvida

pela estereoespecificidade da enzima individual que catalisa cada etapa.

Esse composto ja foi encontrado em alguns alimentos como vinagres,

cacau, carne, salmao fresco e foi verificado aumento na concentragdo com tempo de
estocagem, temperatura e tipo de embalagem (CALIGIANI et al., 2007; ERCOLINI et
al., 2011; SHUMILINA et al., 2016). Ele é caracteristico em produtos de média acidez

(BIEBL et al., 1999) e como o pH da polpa do agai é em torno de 4,08 a 5,40
(CARVALHO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2008; SOUSA et al., 2006; NEVES et

al., 2015) é muito provavel que esse fendmeno ocorreu como um dos processos de

degradacéao da polpa.
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Em funcéo da glicose atuar como um substrato, seu consumo total no
decorrer do tempo de exposicdo da polpa do acgai foi associado a fermentacao

butanodioica (Figura 2.40).
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FIGURA 0.40 - Variagdo dos metabolitos glicose e 2,3-butanodiol na polpa do agai
comercial CPOA exposta por 0, 6 e 12 horas.

Como citado anteriormente, o acido acético € produzido por bactérias do
género Acetobacter e Gluconobacter, que normalmente estdo presentes em frutos e
vegetais pelo processo de fermentagdo acética ou oxidagdo do etanol
(CONSTANTINO, 2008 e RIZZON, 2006). A fermentacao é composta da formagao do
acetaldeido por oxidagao do etanol e entdo convertido a acido acético.

Como o composto etanol € consumido, é possivel que ele atue como um
substrato e o seu consumo no decorrer do tempo de exposig¢ao da polpa do agai pode

estar associado a esse tipo de fermentagao (Figura 2.41).
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FIGURA 0.41 - Variacdo dos compostos etanol e acido acético na polpa do acai

comercial CPOA exposta por 0, 6 e 12 horas.
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Foi verificado também que ocorre uma inversdo nas concentragoées dos
sinais em com deslocamento quimico em 3,20 ppm (glicerofosforilcolina) e 3,19 ppm

(colina), no qual o primeiro diminui e o segundo aumenta (Figura 2.42).

3,20 ppm (GPC) Colina (6 3,19)

= _— 2 =
g . | }——\ 5
) = o
3 ) s g 4
3 ¢ [S— — -
2 g —_—
C = |
0] <
+< 2 :
E o g — i

° e — —i—

TO T6 T12 T0 T6 T12

FIGURA 0.42 - Variagao dos compostos colina e glicerofosforilcolina na polpa do acai

comercial CPOA exposta por 0, 6 e 12 horas. GPC: glicerofosforilcolina.

Existe dificuldade de resolucdo espectral por RMN de 'H para
identificacdo inequivoca entre os metabdlitos glicerofosfocolina (GPC) e fosfocolina
(PC), componentes das membranas plasmaticas, pois ambos os dois apresentam um
singleto correspondente as metilas da amina em deslocamento quimico idéntico
(VILLA et al., 2013), entdo muitas vezes o uso do RMN de 3'P se faz necessario.

Para confirmar o metabdlito com deslocamento quimico em & 3,20 e
assim propor o mecanismo bioquimico que esta relacionado com a formagao da colina
(Figura 2.48), obtivemos espectro de RMN de 3'P para as polpas do agai no tempo

zero (T0) e tempo doze (T12) horas de exposi¢ao (Figura 2.43).

——M0.79%
—M0.1916
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FIGURA 0.43 - Espectro de RMN de 3'P {'H} da polpa do agai com zero horas de
exposicéo (TO) com atribuigbes dos compostos identificados.
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O sinal com deslocamento quimico em -0,57 ppm no espectro de RMN
de 3'P {'H} (Figura 2.43) e suas correlagdes no mapa de correlagdo HMBC (Figura
2.44) confirmaram a presenga do composto glicerofosforilcolina (GPC) (CARPINELLI
etal., 1984; DENNIS & PLUCKTHUN, 1984; REST et al., 2002; LOENING et al., 2005).

OH
3.65
o\@/

3,65

— 11—
44 4.2 4.0 38 16 F2 [ppm]

FIGURA 0.44 — Mapa de contornos 'H — 3'P HMBC da polpa do agai zero horas de
exposicao (TO) com as correlagdes identificadas na estrutura. Sequéncia de pulso
hmbcgpndgf com 128 varreduras. MeOH-ds em um 400 MHz.

Os demais sinais observados sédo de outros glicerofosfodiesteres,
provavelmente o glicerofosfoinositol (GPI; & 0,1916) e o glicerofosfoglicerol (GPG; &
0,7994) presente em menor concentragcdo na polpa do agai com zero horas de
exposigao (T0) (REST et al., 2002; MERCHANT & GLONEK, 1990).

Os fosfolipidios sdo componentes primarios em todas as membranas
celulares. O glicerofosforilcolina (GPC), um produto da completa deacilagdo da
fosfatidilcolina, € precursor da colina que € uma amina responsavel pela sintese dos
fosfolipidios. Ambos sdo amplamente encontrados em alimentos (KEGG, 2017;
ZEISEL et al., 2003; REST et al., 2002). A via metabdlica para a inter conversédo dos

compostos individuais sdo mostrados na Figura 2.45.
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FIGURA 0.45 - Esquema geral da via metabdlica da colina.

Na area de alimentos, os compostos colina, fosfocolina e
glicerofosforilcolina ja foram descritos como biomarcadores de degradagdo em
amostras de peixes e queijos (LAMANNA et al., 2008 e LOCCl et al., 2011). E possivel
que esses compostos estejam relacionados com processo de oxidagao lipidica
(FERRARI, 1998).

Com os espectros de RMN de 3'P verificou-se a diminuigdo do composto

GPC com o tempo de exposi¢ao da polpa de 0 para 12 horas (Figura 2.46).
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FIGURA 0.46 - Espectros de RMN de 3'P das polpas do agai no tempo 0 (abaixo) e
tempo 12 horas (acima). GPC: glicerofosfocolina.

Apesar de nao se observar a formagao do glicerol-3-fosfato (Gli-3-P) em
torno de 4,4 ppm (REST et al., 2002; DENNIS & PLUCKTHUN, 1984), as demais

verificagdes observadas nos espectros de RMN de 'H e 3'P sugerem que, no decorrer
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do tempo de exposi¢cado da polpa do agai ocorrem alteragdes na concentragcéo de
metabolitos envolvidos no metabolismo dos fosfolipidios, a partir da conversao da
GPC em colina. Sabe-se que processos de degradacdo em matrizes de alimentos
envolvem atividades enzimaticas e mecanismos complexos que ainda estao
progresso (SECCO et al., 2012).

Com os resultados verificados é possivel sugerir que o acido acético, o
2,3-butanodiol e a glicofosforilcolina sejam possiveis marcadores de degradacao da

polpa do acai in natura.
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Capitulo-I11: Andlises fisico-
quimicas das polpas do-acai e
tratoumento- quimiométrico- dos dados
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1.Preparo das polpas do agai — Genétipos e Comerciais

As 31 polpas de gendtipos provenientes do Banco de Germoplasma de Agaizeiro
da Embrapa Amazoénia Oriental (CPATU) da cidade de Belém — PA e as polpas obtidas
no comeércio local da cidade de Belém - PA (10 pontos de venda) utilizadas para os
ensaios de caracterizagao fisico-quimica foram as mesmas descritas no Capitulo 2
deste trabalho (Tabela 2.1 e 2.2). As polpas possuem a classificagdo ‘agai do tipo
médio’ ou ‘Tipo B’, com teor de sélidos totais entre 11 a 14% m.m. (BRASIL, 2000).

Ambas as polpas (gendtipos e comerciais) foram acondicionadas em tubos
Falcon® de 5 mL (em triplicata), secas em equipamento de secagem rapida por
centrifugacéo e vacuo (SpeedVac®) a fim de cessar a atividade enzimatica e impedir

o crescimento microbiano e, entdo mantidas sob refrigeragao a —18 °C.

5.2. Analises fisico-quimicas das polpas do acai

As analises de pH, sodlidos soluveis totais, acidez titulavel, determinacdo da
composi¢ao centesimal e fendlica das polpas do agai foram realizadas no Laboratério
de Agroindustria localizado na Embrapa Amazoénia Oriental (Belém- PA) e para cada
parametro, os ensaios foram realizados em triplicata de acordo com as seguintes

metodologias:

a) pH: medidas realizadas com pHmetro MS TECNOPON (modelo Luca 210)
seguindo o método n° 981.12 da American Oil Chemist Society, (AOAC, 1997) .

b) Sdlidos soluveis totais (°Brix): medidas realizadas com refratdmetro digital
REICHERT (modelo AR 200) seguindo o método n° 932.12 da AOAC (1997). As
polpas do agai foram diretamente gotejadas sobre o prisma do refratdmetro. Valores

expressos em °Brix (simbolo °Bx).

c) Acidez titulavel total: medidas de titulagdo com auxilio de pHmetro, segundo o
método n° 942.15 da AOAC (1997). Acidez expressa em acido citrico (g/100 g
amostra).
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d) Umidade: medidas realizadas seguindo o método gravimétrico n® 920.151 da AOAC

(1997). Valores expressas em g/100 g amostra.

e) Cinzas totais: medidas realizadas seguindo o método gravimétrico n°® 940.26 da

AOAC (1997). Valores expressos em g/100 g amostra.

f) Fibras totais: medidas realizadas seguindo o método de detergéncia, segundo
GOERING e VAN SOEST (1970). Valores expressos em g/100 g amostra.

g) Proteinas totais: medidas realizadas seguindo o método de Kjeldahl n® 920.152 da

AOAC (1997). Valores expressos em g/100 g amostra.

h) Lipidios totais: extragdes realizadas por solvente a quente em aparato Soxhlet,

seguindo método AOAC (1997). Valores expressos em g/100 g amostra.

i) Teor de antocianinas totais e monoméricas: medidas realizadas pelo método de pH
diferencial, conforme descrito por GIUSTI e WROLSTAD (2001). Os extratos aquosos
filtrados foram apropriadamente diluidos em dois tampdes: cloreto de potassio 0,025
M, pH 1 e acetato de sédio 0,4 M, pH 4,5. Foram feitas medidas de absorbancia a 510
nm e 700 nm em um espectrofotdmetro SHIMADZU UV-VIS (160-A) utilizando cubetas
com um (1) cm de largura. O teor dos pigmentos foi calculado considerando a
absortividade molar (¢) de 26,900 L.cm™".mol! e peso molecular de 449,2 g.mol! da
cianidina-3-glicosideo. Os valores sao expressos como mg de cianidina-3-

glicosideo/100 g de polpa do agai.

j) Compostos fendlicos totais: medidas realizadas pelo método proposto por Singleton
& Rossi (1965), modificado por Georgé et al. (2005). As amostras foram extraidas com
acetona/agua (70:30), carbonato de sddio (7,5%) e o reagente de Folin-Ciocalteu.
Uma curva padrao de acido galico foi elaborada com as concentrag¢des de 20, 40, 60,
80 e 100 mgl/litro. Foram feitas medidas de absorbancia a 760 nm em um
espectrofotometro SHIMADZU UV-VIS (160-A) utilizando cubetas com um (1) cm de
largura. O teor de fendlicos totais, expresso em mg de acido galico por 100 g de

amostra, foi calculado de acordo com a equacéo:
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Fendlicos totais = C x (Des/ma) x 100

Onde: C = concentragdo de acido galico na solugdo de amostra (mg/l) referente ao
Extrato Bruto (EB); Des = diluigdo da amostra referente ao Extrato Bruto (EB) em litros;

ma = massa da amostra utilizada na extragao, expressa em gramas (g)

5.3. Analises quimiométricas

Para cada parametro analisado, os resultados das amostras foram expressos
com média * desvio padréo (n=3). Os estudos de Analise de Componentes Principais
(PCA) foram realizados com o programa MatLab® R2011a do Laboratério de
Quimiometria Aplicada no Departamento de Quimica da UFSCar.

Foi analisado todo o conjunto de amostras das polpas do acgai (gendtipos e
comerciais) e, as matrizes isoladamente (apenas as comerciais e apenas as de
gendtipos) considerando as variaveis: composigao fisico-quimica (pH, AA, SS,
proteinas, lipidios, umidade, fibras, cinzas) e composic¢ao fendlica (antocianinas totais,
monomeéricas e compostos fendlicos).

Nao foram realizados pré-tratamentos nos dados e o autoescalonamento foi
aplicado gerando o mesmo peso para todas as variaveis. Os estudos foram realizados
a fim de verificar tendéncias em relagéo a sazonalidade (safra x entressafra), tipo de
cultivo (palmeiras com controle agronédmico x sem controle) e melhoramento genético
dos frutos do acai desenvolvido na Embrapa Amazoénia Oriental (CPATU) de Belém -
PA.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Analises fisico-quimicas

Nas Tabelas 3.1 e 3.2 podem ser verificados os resultados das medidas fisico-
quimicas, analises centesimais, antocianinas e fendlicos para as polpas do acai
comerciais e de gendtipos. A tabela completa pode ser verificada no APENDICES

(Topico Capitulo 3).

6.1.1. pH, acidez titulavel (AT) e sélidos sollveis totais (SST)

As medidas de pH, AT e SST sdo amplamente utilizadas na verificagdo
de conformidades em alimentos com objetivo de garantir a qualidade e evitar
adulteragdes e fraudes nos produtos comercializados.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) possui
limites estabelecidos através dos Padrdes de |Identidade e Qualidade Minima (PIQ)
para Polpas de Frutos pela Instrugdo Normativa n°® 01, de 7 de janeiro de 2000, com

o objetivo de auxiliar no controle de qualidade de produtos comerciais (BRASIL, 2000).

pH:

As medidas de pH das polpas do agai de gendtipos provenientes da
cultivar da Embrapa Amazoénia Oriental e de dez (10) diferentes estabelecimentos
comerciais de Belém (PA) obtidas em cinco periodos de coleta entre os anos de 2014
a 2017 apresentaram valores entre 4,46 e 5,56 (TABELA 3.1 e APENDICE Item 3). A
faixa de pH encontrada nas polpas do agai caracteriza-o como um fruto com baixa
acidez.

A amostra de maior acidez (comercial CAU) foi obtida na safra do acgai
(julho a dezembro) de 2014 e a menos acida (comercial CAF) foi obtida na entressafra
(janeiro a junho) de 2017.

Os valores de pH obtidos para as polpas comerciais e de gendtipos estao
de acordo com o limite determinado pelos PIQ do agai que estabelece a faixa entre
4,0 — 6,20 (BRASIL, 2000) e com os encontrados na literatura (4,08 - 5,40)

(CARVALHO et al., 2010; NEVES et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2008; SOUSA et
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al., 2006). J&4 em um estudo com polpas do agai comerciais de Fortaleza — CE, duas
(2) amostras apresentaram pH mais acido, sendo 3,76 e 3,80 (SANTOS et al., 2008).

ACIDEZ TITULAVEL (AT):

As medidas de AT para as polpas do agai apresentaram valores entre
1,22 - 2,60 e 0,85 - 1,89 g de acido citrico/100 g de polpa para amostras comerciais
de Belém-PA e de gendtipos da Embrapa Amazbnia Oriental, respectivamente
(TABELA 3.1 e APENDICE ltem 3).

Tanto as amostras com maior acidez titulavel (genétipo G6 e comercial
CAl) quanto as de menor acidez titulavel (G22 e CPA) foram obtidas quanto nas safras
(periodo de seca) como nas entressafras (periodo de chuvas) do agai. Sendo
entressafra/2016 (G6) e safra/2015 (CAl) para as amostras com maiores valores de
AT e safra/2015 (G22) e entressafra/2016 (CPA) para as de menor AT.

Os valores de AT obtidos nesse trabalho estao proximos dos reportados
por Neves e colaboradores, no qual foram encontradas amostras com 1,73 - 247 g
de acido citrico /100 g em polpas do agai de Roraima e, eles notaram que o teor de
acidez aumenta com os dias de armazenamento da polpa (NEVES et al., 2015). Em
amostras comerciais de Manaus — AM foram encontrados os valores de 1,8 g de acido
citrico /100 g para polpas in natura e 2,7 g/100 g para polpas com fervura e
pasteurizadas (SOUSA et al., 2006). Um estudo realizado com frutos em diferentes
estagios de maturagdo mostrou que o valor de AT em polpas do agai diminui com o
amadurecimento dos frutos, no qual foram encontrados 2,8 g /100 g para frutos nédo
maduros, 1,5 g/100 g para frutos intermediario e 1,2 g de acido citrico /100 g para
frutos maduros (GORDON et al., 2012).

De acordo com os PIQ de Polpas de Frutos, o maximo de acido citrico
permitido para polpas do acai do tipo médio é 0,40 g/100 g de polpa (BRASIL, 2000).
E neste contexto, alguns pesquisadores encontraram 0,19 e 0,31 g/100 g em polpas
do agai comercial do Para (NASCIMENTO et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2004) e
valores entre 0,20 - 0,54 g de acido citrico /100 g em polpas comerciais de Fortaleza
(SANTOS et al., 2008).

A variabilidade encontrada nas medidas de AT pode estar associada a
fatores como grau de maturagdo do fruto, processo industrial, periodo de
armazenamento, dentre outros (SOUSA et al., 2006; NEVES et al., 2015; CARVALHO
et al., 2016).
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SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (SST):

Analises de solidos soluveis totais sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos para medir a quantidade de agucares e acidos organicos em
sucos de frutas, polpas, vinhos, entre outros. Os resultados encontrados para as
polpas do acai de Belém (PA) apresentaram valores na faixa entre 2,38 — 36,4 e 3,06
— 37,1 °Brix para as amostras de genétipos e comerciais, respectivamente.

Os valores de SST entre 2,40 e 8,13 °Brix s&o comumente relatados na
literatura (SANTOS et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2008;
SOUSA et al., 2006; NEVES et al., 2015). No entanto, valores tdo elevados como os
encontrados neste trabalho estdo sendo relatados pela primeira vez nas polpas do
acai (TABELA 3.1 e APENDICE Item 3)

Tanto as amostras com maior teor de SST (gendtipo G6 e comercial
CAl), quanto a com menor teor de sélidos soluveis totais (CAl) foram obtidas nas
safras (periodo de seca) e entressafras (periodo de chuvas). Sendo entressafra/2016
(G6) e safra/2016 (CAl) para as amostras com maiores valores de SST e safra/2014
(CAl) para a de menor teor de SST.

Observando-se os niveis de pH, acidez titulavel e sélidos soluveis totais
encontrados para as amostras do comércio de Belém (PA) e as de gendtipos
cultivados na Embrapa Amazénia Oriental, foi possivel caracterizar as polpas do acai
como levemente acida e com quantidade de agucares e/ou acidos organicos variaveis.
Foi possivel observar também que a variagdo encontrada nestas medidas nao esta
relacionada com a sazonalidade dos frutos do acai, safra (periodo de seca local) ou
entressafra (periodo de chuvas). Possivelmente a grande variabilidade encontrada
nas medidas deste trabalho, assim como nos dados da literatura, pode estar
relacionada a diversos fatores como o estagio de amadurecimento, diferentes
condigbes edafoclimaticos, cultivo, colheita, pds-colheita, processamento, e
especialmente a alta variabilidade genética da espécie (CARVALHO et al., 2016;
MENEZES et al., 2008).
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TABELA 3.1 — Valores das médias e desvio padrao dos parametros fisico-quimicos para as amostras de polpas do agai comerciais

e de gendtipos.

PARAMETROS *

. pH AT SS.T UMIDADE' CINZAS? FIBRAS? PROTEINAS! LIPIDIOST

CODIGO (9/100g &c.citrico) (°Brix) (9/100g) (9/1009) (9/100g) (9/100g) (9/100g)
SAFRA 2014
G4 5,14+0,02 1,29+0,03 4,08+0,00 4,36+0,18 3,8040,12 10,96+0,27 9,18+0,19 47,19+0,09
G6 5,25+0,02 1,39+0,06 5,10%0,00 2,82+0,16 3,700,112 11,4040,19 8,43+0,09 44,80+0,33
G10 5,23+0,00 1,37£0,10 6,46+0,58 2,75+0,08 3,68+0,07 20,37+ 0,15 15,67+ 0,12 46,02+0,06
CAL 5,06+0,04 1,46+0,00 7,140,00 4,36+0,18 3,8040,12 10,96+0,27 9,17+0,19 47,19+0,09
CAl 5,09+0,02 1,44+0,03 3,06%0,00 1,35+0,06 3,6310,14 11,711£0,34 10,1040,18 39,98+0,92
CAU 5,24+0,05 1,34+0,01 4,08+0,00 2,23+0,05 3,4310,04 13,6310,06 9,92+0,48 43,99+0,31
ENTRESSAFRA 2015
G13 5,21+0,01 1,33+0,07 6,80+0,59 4,52+0,18 4,23+0,04 14,9410,14 7,42+0,22 34,67+0,38
G16 5,46+0,01 1,54+0,07 4,14+0,01 6,74+0,14 4,44+0,02 24,12+0,38 10,5510,06 20,51+0,11
G15 5,34+0,02 1,60+0,07 3,06+0,00 3,16+0,12 4,37+0,03 27,66+0,57 10,04+0,02 19,2410,30
CAl 4,94+0,01 1,67+0,04 4,42+0,59 1,44+0,05 3,96+0,08 9,72+0,18 8,63+0,12 47,80+0,23
CFA 4,99+0,01 1,63+0,03 4,08+0,00 1,30+0,04 4,68+0,05 9,46+0,23 9,02+0,21 46,71+£0,02
CAU 5,11+0,01 1,54+0,03 4,76+0,59 1,06+0,03 4,35+0,14 8,51+0,07 9,04+0,25 49,54+0,08
SAFRA 2015
G1 5,04+0,01 1,40+0,00 7,48+0,58 3,20+0,15 3,16+0,00 21,42+0,59 16,44+0,60 42,42+0,24
G11 4,74+0,00 1,42+0,04 3,06+0,01 5,67+0,09 5,67+0,09 25,89+0,24 8,09+0,21 22,53+0,19
G17 5,05+0,00 1,43+0,00 5,10%0,00 1,49+0,15 3,06+0,01 20,15+0,39 19,6910,27 47,72+0,01
CA25 4,74+0,01 1,53+0,00 6,80+0,59 2,89+0,12 3,88+0,02 21,12+ 0,13 15,66 £0,19 47,20+0,08
CAC 5,00+0,01 1,81+£0,04 5,44+0,59 2,59+0,13 4,38+0,01 14,33+ 0,09 19,12+ 0,10 48,27+0,13
CAL 4,95+0,01 2,05+0,04 7,48+0,59 2,41+0,04 2,41+0,04 10,07+0,32 8,61+0,05 48,09+0,25
ENTRESSAFRA 2016

G11 5,19+0,01 0,93+0,04 10,88+0,58 2,08+0,18 3,33+0,04 37,83+0,62 12,97+0,53 19,7940,28
G6 5,05+0,00 1,89+0,01 36,40+1,21 2,71+0,04 3,91+0,10 18,6810,05 18,07+0,56 45,29+0,54
CANM 5,02%0,0 1,85+0,01 32,90+1,21 3,95+0,04 3,78%0,01 21,40+0,05 13,0240,10 40,37+0,22
CFA 5,04+0,01 1,57+0,03 15,64+0,58 2,50+0,13 4,54+0,01 19,2510,56 17,08+0,02 43,61+£0,10
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Continuacao TABELA 3.1

CAl 4,8910,0 1,42+0,03 12,58+0,58  3,61%0,18 3,3610,02 20,59+0,89 17,2710,00 46,5210,14
CPDA 5,22+0,00 1,76+0,01 30,8+3,20 2,98+0,08 4,35+0,04 17,87+0,18 18,52+0,19 48,35+0,10
CPDAG6h 5,10£0,0 1,87+0,03 15,64+0,58  5,12+0,11 3,63+0,77 18,45+0,01 18,99+0,09 49,21+1,35
CPDA12h 4,91+0,0 1,86+0,03 11,22+0,0 5,47+0,07 3,77+0,54 19,35+0,16 17,42+0,27 49,05+0,05
SAFRA 2016
G13 5,11+0,00 1,57+0,00 15,40+0,60  3,43+0,49 3,66+0,03 25,51+0,34 11,50+0,23 37,97+0,32
CA25 4,99+0,02 1,79+0,10 11,55+1,05  7,01+0,22 3,61+0,04 22,54+0,18 15,46+0,25 47,63+0,45
CAl 5,13+0,00 1,57+0,01 37,10£1,21  2,46+0,01 4,13+0,04 22,06+1,28 14,30+0,18 44,20+1,93
CPA 5,01+0,01 1,51+0,04 16,45+0,60 2,81+0,21 3,89+0,04 21,54+0,31 16,01+0,35 47,49+0,14
CBA 5,01+0,00 1,80+0,03 11,90+0,60 2,75+0,16 4,23+0,21 14,65+0,11 18,00+0,24 49,85+0,42
ENTRESSAFRA 2017
CAl 5,12+0,01 1,85+0,03 26,31+1,17  2,34+0,10 3,16+0,01 17,71+0,56 18,30+0,35 51,16+0,19
CPA 5,01+0,02 1,97+0,07 24,25+1,17  3,22+0,12 2,98+0,02 18,17+0,76 11,22+0,09 40,56+1,32
CPDA 5,09+0,01 2,1+0,03 26,4+1,19 2,37+0,13 3,82+0,02 20,16+0,26 17,24+0,01 50,31+0,58
CAU 4,91+0,00 1,97+0,03 21,57+1,21 1,19+0,03 3,08+0,02 20,05+0,39 28,44+1,00 56,80+0,09

*E=entressafra; # Valores médios de trés extracdes + desvio padrao; - Nao determinado; tbase seca

TABELA 3.2 — Teores de antocianinas totais, monoméricas e compostos fendlicos totais em amostras de polpas do agai genétipos
e comerciais.

PARAMETROS
» CODI ANTOCININAS TOTAls ~ ANTOCIANTNAS :‘)"Oog‘kaMER'CAS FENOLICOS TOTAIS
G4 410,9841,29 336,7418,56 2333,8045,56
G6 1572,82+149,71 1345,58487,86 2939,86163,13

SAFRA G10 632,37+24,08
2014 CAL 1200,90463,93
CAl 1401,60+£59,97

527,35+30,56
1159,33+8,08
1283,01+£51,97

1526,39+5,52
2061,62+26,68
1911,71+£28,98
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Continuacao TABELA 3.2

G13 1516,81%6,07 1342,97+6,32 2677,5548,21
G16 229,91+12,30 157,038,25 1529,29+11,91
E2015 G15 371,13+12,83 273,71£19,83 833,86+34,13
CAl 867,62+18,37 807,18+23,17 1866,14+9,64
CFA 729,25+17,80 581,55+11,76 1623,70+16,08
CAU 617,61+1,99 483,96+19,78 1799,32+4,86
G1 933,96+7,42 724,48+10,32 1700,01+3,26
G11 300,91+8,30 198,0616,79 1690,71+14,38
SAFRA  G17 965,63+25,73 780,91+19,67 1703,5672,18
2015 CA25 690,74+11,87 500,62+11,21 1479,67+46,72
CAC 1101,91+9,74 924,33+11,30 1956,65+17,49
CAL 898,31+34,66 749,04+31,24 2824,17+0,32
G11 322,1+1,39 227,242 51 1171£9,75
G6 448,5+0,88 2414243 1516+2,60
CANM 405,11%3,52 272,69+1,64 2613,67+3,87
CFA 624,58+28,94 480,81+33,69 1636,93+8,11
E2016 CAl 624,97+28,78 476,08+33,81 2029,37+19,76
CAU 664,86+47,19 544,88+34,44 2149,36+0,95
CPDA 276,6115,04 164,74+0,96 1373,40+4,85
CPDA6h 113,050,028 82,62+0,07 1305,37+41,22
CPDA12h 72,17+0,058 32,66+0,19 1178,23+20,55
G13 358,09+33,1 214,65+28,61 3197,97+6,40
SAFRA  CA25 534,0+£31,70 383,71+66,84 2261,78+1,71
2016 CAl 664,35+19,01 520,21+56,41 2550,14+32,93
CPA 781,40+85,03 508,30+216,88 2728,44+2 32
CBA 799,14+12,39 652,59+2,34 2913,32+5,23
CAl 902,96+0,25 716,74+0,42 3149,32+1,36
CPA 425,77+0,44 296,4621,27 2090,03+4,13
E2017 CPDA 408,22+0,93 250,9820,59 2064,24+3 46
CAU 449+0,86 400,0821,29 2262,05+6,05

AE= entressafra; *Expressas em cianidina 3-glicosideo; média de trés extragbes + desvio padrao (base seca);

**Expresso em acido galico equivalente; média de trés repetigdes + desvio padrao (base seca).
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6.1.2. Composicao centesimal

UMIDADE:

As polpas do acai estudadas nesse trabalho apresentaram teores de
umidade na faixa de 0,78 a 7,01 g/100 g. A polpa do agai com menor teor (genotipo
G24) foi coletada na safra (periodo de seca) de 2015 e a polpa com maior umidade
(comercial CA25) foi obtida no comércio local de Belém (PA) na entressafra (periodo
de chuva) de 2016 (TABELA 3.1 e APENDICE ltem 3).

Como pode-se notar, a variagdo nos valores de umidade encontrada nas
polpas ndo esta relacionada com a sazonalidade dos frutos do Euterpe oleracea,
possivelmente esta associado ao processo de liofilizagdo das polpas do acai
(CARVALHO et al., 2016).

Os teores de umidade encontrados nas polpas dos frutos cultivados na
Embrapa Amazénia Oriental e das polpas do comércio de Belém-PA estdo de acordo
com os relatados na literatura para polpas liofilizadas, pois sao descritos valores entre
3,4 e 4,92 g/ 100 g de polpa (SCHAUSS et al., 2006a; MENEZES et al., 2008). Ja para
polpas do acai in natura (nao liofilizadas) ja foram encontrados valores de 85,7; 86,01
e 89,18 g/100 g de amostra (ALEXANDRE et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2008;
RUFINO et al., 2011).

CINZAS:

Os teores de cinzas para as amostras comerciais de Belém-PA foram na
faixa de 2,41 - 4,89 g/100 g, no qual tanto as polpas com o menor (CPA) como o maior
teor (CPA) foram obtidas na safra (periodo da seca) dos anos de 2015 e 2014,
respectivamente. Para as amostras de gendétipos foram encontrados teores de cinzas
entre 1,92 — 5,67 g/ 100 g, no qual a polpa com teor maximo (G11) e a com de menor
teor (G20) foram obtidas em frutos coletados na safra de 2015. (TABELA 3.1 e
APENDICE Item 3). Como pode-se notar, a variacdo nos teores de cinzas néo esta
relacionada com a sazonalidade dos frutos de Euterpe oleracea, pois em um mesmo
periodo (safra) foram encontrados valores muito distintos.

Algumas polpas avaliadas neste trabalho apresentaram valores acima
dos citados na literatura, no qual sao descritos teor de 0,41 g /100 g e na faixa entre
1,99 — 3,8 g/100 g polpa do agai (NASCIMENTO et al., 2008; MENEZES et al., 2008;



SCHAUSS et al., 2006a; RUFINO et al., 2011; GORNON et al., 2012; CARVALHO et
al., 2010).

FIBRAS TOTAIS:

Os teores de fibras totais para as amostras comerciais de Belém-PA variaram
na faixa de 6,85 a 27,01 g/ 100 g de polpa do agai, no qual a amostra com a menor
(CBA) e com a maior quantidade (CA25) foram provenientes de polpas congeladas
obtidas durante a safra (periodo da seca) de 2014 e na entressafra (periodo de
chuvas) de 2017, respectivamente. Ja para as amostras de genotipos foram
encontrados teores de fibras entre 5,4 — 37,83 g / 100 g, sendo o teor minimo (G8) e
maximo (G11) obtido na polpa dos frutos coletados no periodo da safra de 2014 e
entressafra de 2016, respectivamente (TABELA 3.1 e APENDICE Item 3). De maneira
geral, os frutos de acgai provenientes da cultivar da Embrapa Amazdnia Oriental
apresentaram maior teor de fibras que as amostras do comércio local da cidade de
Belém no estado do Para.

O conteudo de fibras encontrado em algumas amostras deste estudo foi
semelhante ao descrito na literatura, com 31,67 e 32,10 g/100 g em polpas do agai do
estado do Para (ALEXANDRE et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2011).

As fibras sdo constituintes importantes na alimentacdo humana pois ajudam no
funcionamento do sistema digestivo, a controlar a glicemia, reduz o colesterol total,
reduz o peso corporal, proporciona o bom funcionamento intestinal prevenindo o
cancer de célon (BERNAUD & RODRIGUES, 2013).

O acai € uma boa fonte de fibras e neste trabalho foi possivel verificar que
alguns gendtipos como o G11 (37,83 g/ 100 g), G16 (29,359 /100 g) e G13 (28,51 g
/ 100 g) se destacaram entre as demais palmeiras do cultivar da Embrapa Amazoénia
Oriental (TABELA 3.1).

PROTEINAS:

Os teores de proteinas para as amostras comerciais de Belém-PA apresentaram-
se na faixa de 7,96 a 28,43 g/100 g, no qual a amostra com o menor (CPA) e o maior
teor (CAU) foram provenientes de polpas congeladas obtidas no periodo da safra
(periodo de seca) de 2014 e entressafra (periodo de chuvas) de 2017,
respectivamente. Para as amostras de gendtipo foram encontrados teores de

proteinas entre 5,52 — 28,50 g/100 g, sendo o teor minimo (G6) e 0 maximo (G13)
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descritos em polpas dos frutos coletados nas safras (periodo de seca) de 2015 e 2016,
respectivamente (TABELA 3.1 e APENDICE Item 3).

O PIQ para polpas do agai estabelece o valor minimo de proteinas de 6,00
g/100 g de matéria seca e, nesse contexto foi verificado que todas as amostras
comerciais analisadas neste estudo se encontram dentro do padrao da legislagao
vigente (BRASIL, 2000).

Os valores de proteinas totais obtidos nas polpas do agai comerciais e de
genotipos estado coerentes com os descritos na literatura com 6,27 — 36 g/100 g de
peso seco (CARVALHO et al., 2010; GORDON et al., 2012; RUFINO et al., 2011;
SCHAUSS et al., 2006a; MENEZES et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2004).

LIPIDIOS:

As amostras comerciais de Belém-PA apresentaram teores de lipidios
totais variando de 34,44 a 56,80 g/100 g de polpa, no qual a amostra com menor
(CPA) e maior concentragao lipidica (CAU) foram provenientes de polpas congeladas
obtidas nos periodos da entressafra (periodo de chuvas) de 2016 e 2017,
respectivamente. Para as amostras de gendétipos do cultivar da Embrapa Amazénia
Oriental foram encontrados de 14,16 a 63,08 g de lipidios / 100 g polpa, no qual a
amostra com o teor minimo (G16) e maximo (G20) foram obtidas em polpas dos frutos
coletados no periodo da safra do agai (periodo de chuvas) de 2015 (TABELA 3.1 e
APENDICE Item 3).

Na literatura sao descritas as concentragdes de lipidios totais entre 20,82
e 48,24 g/100 g de matéria seca (RUFINO et al., 2011; SCHAUSS et al., 2006a;
MENEZES et al., 2008; CARVALHO et al., 2010; ALEXANDRE et al., 2004). Em um
estudo, foi verificado que os lipidios aumentam significativamente com grau de
maturagao dos frutos, no qual frutos ndo maduros e maduros possuem 7 e 48 g/100
g de matéria seca, respectivamente (GORDON et al., 2012).

Tanto nas amostras de polpas do agai comerciais de Belém — PA como
nas de gendtipos do cultivar da Embrapa Amazdnia Oriental foram encontrados teores
de lipidios acima dos descritos na literatura. Isso foi verificado em vinte (20) amostras
comerciais e em sete (7) de gendtipos, algumas delas sao: CAU (56,79%), CBA
(53,20%), CAF (52,62%) ambos de entressafras e, G3 (54,54%), G20 (63,08%), G21
(52,32%), ambos da safra de 2015 (TABELA 3.1 e APENDICE ltem 3).
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Neste trabalho foram identificados e quantificados os compostos
lipidicos da polpa do acgai (Capitulo 4; Item 8.4.1), que € majoritariamente composto
de triacilglicerois com cadeia de ésteres de acidos graxos monoinsaturados de acido
oleico (18:1) e palmitoleico (16:1), seguido de ésteres de acidos graxos saturados e
uma pequena propor¢ao os acidos poli-insaturados como acido linoleico (18:2) e
linolénico (18:3). Dessa forma, polpas do acai com altas concentragdes lipidicas além
de fornecem energia sdo um alimento indicado para a saude (ALISSA & FERNS, 2012
e JOHNSTON, 2010; FAVACHO et al., 2011).

Os valores de lipidios totais encontrados nas amostras comerciais
estudadas neste trabalho (34,44 - 56,80 g/100 g) estdo dentro das normas
determinadas pelo PIQ do agai que limita entre 20,0 a 60,0 g em 100 g de matéria
seca (BRASIL, 2000). Ja alguns genotipos mostraram valores abaixo do limite, como
G16 (safra 2015), G15 (entressafra 2015) e G11 (entressafra 2016) com 14,16%,
19,24% e 19,79% de lipidios, respectivamente. E apenas 1 (um) gendtipo (G20 - safra
2015) ultrapassou o valor permitido com 63,08% de lipidios (BRASIL, 2000).

Alguns gendtipos do Programa de Melhoramento Genético desenvolvido
pela Embrapa Amazoénia Oriental (Belém — PA) podem ser considerados promissores
para a continuacdo dos estudos, pois apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
que os destacaram das demais do cultivar. Sao eles: G11 (37,83% fibras), G13
(28,51% fibras e 37,83% proteina), G16 (29,35% fibras) e, G3 (54,54%), G20 (63,08%)
e G21 (52,32%) com alto teor de lipidios.

Observando-se os valores da composigcao centesimal encontrados nas
amostras comerciais e de gendtipos, é possivel confirmar que a polpa dos frutos do
acgai é um alimento rico em fibras, proteinas e possui com alto valor energético devido
a sua alta quantidade de lipidios.

As amostras comerciais apresentaram-se dentro dos niveis
estabelecidos pelo PIQ do agai nos parametros de pH, proteinas e lipidios (BRASIL,
2000). E, de acordo com essa observacao, as polpas do agai comercializadas em
Belém-PA dos 10 pontos de venda acompanhados durante 3 anos (safra 2014 —
entressafra 2017) estdo em conformidade com padrdes de qualidade nacional.

Os resultados obtidos mostraram que nao foi possivel verificar um
comportamento sazonal (safra x entressafra) ou tipo de cultivo (controle agronémico
CPATU x sem controle) nas polpas do agai com base nas medidas fisico-quimicas

devido a grande variabilidade encontrada nos resultados.
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Para as polpas dos gendtipos, a variagao observada nas medidas de
soélidos soluveis (2,38 - 36,4 °Brix), fibras (5,4 - 37,83 g/100 g), cinzas (1,92 - 5,67
g/100 g) e lipidios (14,16 - 63,08 g/100 g) possivelmente esta relacionada ao fator
genético da espécie Euterpe oleracea promovido pelos estudos do Programa de
Melhoramento Genético da CPATU (Belém-PA), pois as condigdes edafoclimaticas e
de cultivo sdo os mesmos para as palmeiras do cultivar, assim como o estagio de
maturagao, procedimentos de colheita, pds-colheita e o processamento dos frutos. Ja
as amostras obtidas no comércio, estao sujeitas a todos esses fatores, além do tempo
de armazenamento da polpa processada (MENEZES et al., 2008; ALEXANDRE et al.,
2004; CARVALHO et al., 2016).

6.1.3. Composicao fendlica

ANTOCIANINAS TOTAIS E MONOMERICAS:

As polpas do agai liofilizadas apresentaram teores de antocianinas totais
variando de 113,56 a 1572,82 mg/100 g para as amostras de gendtipos e de 276,6 a
1401,6 mg de cianidina 3- glicosideo /100 g para as amostras comerciais. As medidas
de antocianinas monomeéricas apresentaram valores entre 83,6 — 1346,17 mg/100 g
para as amostras de gendétipos do cultivar da CPATU e entre 164,74 — 1283,0 mg de
cianidina 3-glicosideo /100g para as amostras comerciais de Belém (PA) (TABELA 3.2
e APENDICE ltem 3).

A determinagao da concentragao de antocianinas nas polpas do acai tem
sido amplamente realizada nas pesquisas, no qual podem ser encontrados valores de
13,93 a 748,39 mg de cianidina 3- glicosideo/100 g de polpa (MOURA et al., 2011;
SANTOS et al., 2008; KUSKOSKI et al., 2006; ROGEZ et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2010; ROJANO et al.,2011; BOBBIO et al., 2000; De ROSSO et al, 2008;
LICHTENTHALER et al.,2005; MATTIETTO et al., 2010; CARVALHO et al., 2010;
MALCHER e CARVALHO, 2011; GALLORI et al., 2004). E tanto nas amostras de
polpas do acgai comerciais de Belém-PA, como nas de gendtipos cultivados na
Embrapa Amazénia Oriental foram encontrados teores de antocianinas muito acima
dos descritos na literatura.

A grande diferenga nas concentragées de antocianinas verificada nas
amostras deste estudo, e até os descritos na literatura, € esperada pois essa classe

de compostos sofre significativa influéncia de fatores externo como os agronémicos,
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climaticos, sazonais, grau de maturagao, além da forma de processamento dos frutos
(quantidade de agua adicionada), pasteurizacdo e condicbes de armazenamento
(LICHTENTHALER et al., 2005; MALCHER & CARVALHO, 2011; MATTIETTO et al.,
2009; GORDON et al., 2012; ROGEZ et al., 2011; LIMA et al., 2005).

Alguns gendétipos do Programa de Melhoramento Genético desenvolvido
pela Embrapa Amazébnia Oriental (Belém — PA) apresentaram altos teores de
antocianinas como o G6 (1572,82 mg/100g), G8 (1507,25 mg/100g) ambos da safra
de 2014; G13 (1516,81 mg/100g) na entressafra de 2015 e as G23 (1341,04 mg/1009)
e G31 (1413,39 mg de cianidina 3- glicosideo /100g) da safra de 2015.

Metade dos pontos de venda de polpas do agai da cidade de Belém (PA)
apresentaram amostras com altos valores de antocianinas totais na safra (periodo de
seca) de 2014, séo eles: CAIl (1401,6 mg/100g), CAL (1200,9 mg/100g), CFA (1135,7
mg/100g), CBA (1247,5 mg/100g), CAF (1027,9 mg/100g). E na safra do ano seguinte,
dois (2) pontos de venda se destacaram, CAU (1053,46 mg/100g) e CAC (1101,92
mg/100 g). E possivel que esses pontos de venda tomem algum cuidado para evitar
a degradacgado das antocianinas, ou pode ser caracteristica intrinseca dos frutos
comercializados por esses comerciantes.

A polpa do agai pode ser considerada uma boa fonte de antocianinas
quando comparado a outras frutas vermelhas como morango, framboesa, camu-camu
e acerola devido a alta concentragao dessa classe de compostos (De ROSSO et al.,
2008).

FENOLICOS TOTAIS:

As polpas do acai liofilizadas apresentaram teores de fendlicos totais
variando de 613,93 a 3572,38 mg de acido galico/100g para as amostras de gendtipos
e de 1232,27 a 4676,14 mg de acido galico/100g para as amostras comerciais
(TABELA 3.2 e APENDICE ltem 3).

De acordo com a literatura, a concentragcao de fendlicos encontrados
para as polpas do agai varia de 31,2 a 424,9 mg de acido galico/100 g de peso seco
(KANG et al., 2012; SCHAUSS et al., 2006b; GORDON et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2010). No entanto, em uma amostra de polpa do acai colombiano foram encontrados
3.172,3 mg de acido galico /100 g (ROJANO et al., 2011). Os resultados verificados
neste trabalho mostraram que as amostras de polpas do acai comerciais de Belém-

PA e as de gendtipos cultivados na CPATU (Belém — PA) possuem concentragéo de
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compostos fendlicos muito acima dos encontrados nas polpas do agai nacional citadas
na literatura.

Os compostos fenadlicos majoritarios da polpa do agai e suas respectivas
concentragdes divergem bastante nos estudos. Gordon e colaboradores verificaram
que a concentragao de alguns compostos diminui com o grau de maturagao dos frutos,
foram encontrados: acidos vanilico (6,97 mg/100g), p-hidroxibenzodico (1,90 mg/100g),
siringico (1,10 mg/100g) e alguns flavonoides como orientina (11,2 mg/100g),
homoorientina (3,06 mg/100g), vitexina (3,41 mg/100g), isovitexina (2,66 mg/100g) e
luteolin (0,24 mg/100g de peso seco) em frutos maduros (GORDON et al., 2012). Ja
outros estudos encontraram maiores concentragdes de acido ferulico (212 mg/L),
epicatequin (129 mg/L), p-acido hidroxibenzoéico (80,5 mg/L), acido protatecuico (64,4
mg/L polpa fresca do acgai) (Del POZO-INSFRAN et al., 2004) e menor concentragao
de orientina (5,31 mg/100 g) (PACHECO-PALENCIA et al., 2009).

Alguns gendtipos do Programa de Melhoramento Genético da Embrapa
Amazoénia Oriental (Belém — PA) apresentaram destaque devido ao seu conteudo de
fendlicos totais como G7 (3572,38 mg/100g) e G17 (2966,55 mg/100g) da safra de
2015 (coleta 2); G6 (2939,86 mg/1009g) da safra de 2014; G13 (2677,55 mg/100g) da
entressafra de 2015; G30 (2886,4 mg/100g) e G9 (2641,62 mg/100g) da safra de 2015
e G13 (3197,97 mg de acido galico /100g) da safra de 2016 (TABELA 3.2 e
APENDICE).

Todas as amostras comerciais da cidade de Belém-PA obtidas na safra
(periodo de seca) de 2016 apresentaram concentragdes elevadas de fendlicos totais,
principalmente nos pontos de venda CAL (3665,28 mg/100g), CAF (3062,23 mg/100g)
e CPDA (2955,34 mg/100g) obtidas na safra de 2016, algumas da safra de 2015 como
CAl (3256,01 mg/100g) e CAU (3175,17 mg/100g) e a polpa CAF (2978,39 de acido
galico mg/100g) obtida durante a safra de 2014 (TABELA 3.2).

A variagao nos teores de fendlicos totais encontrada na maioria das
amostras estudadas, e nas verificadas da literatura, € esperada porque pode estar
relacionada ao grau de maturagdo, localizagdo geografica da producao, fatores
edafoclimaticos e alta variabilidade genética do fruto (GORDON et al., 2012; ROJANO
etal, 2011; LICHTENTHALER et al., 2005).

Estudos mostram que tanto o conteudo de antocianinas como de
fendlicos presentes nas polpas do acai estdo relacionados com elevadas atividades

farmacoldgicas (anti-inflamatéria, antioxidante, cito protetora) verificadas no fruto e
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que tornam o agai um alimento que auxilia na prevencao de doengas degenerativas
(KANG et al.,2010; KANG et al., 2011; RIBEIRO et al., 2010; Del POZO-INSFRAN et
al., 2004; Del POZO-INSFRAN et al., 2006). Dessa forma, as altas concentragdes
encontradas nas amostras de polpa do agai de Belém (PA) podem ser um diferencial
para os frutos dessa localidade e pode proporcionar um aumento no valor agregado

da polpa comercializada nacional e internacionalmente.

6.2. Analises quimiométricas

6.2.1. Estudo com todas as polpas do acgai (comerciais e gendétipos)

6.2.1.1. Condig¢bes de cultivo (com controle agrondmico x sem controle agronémico)

Para as analises com todas as polpas comercializadas na cidade de
Belém- PA (60 amostras) e dos gendtipos (51 amostras) do acai da Embrapa
Amazonia Oriental (CPATU) foi gerada uma matriz com 111 linhas e 11 colunas. As
colunas (variaveis) contém os resultados dos parametros analisados (pH, AA, SS,
proteinas, lipidios, umidade, fibras, cinzas, antocianinas totais, monoméricas e

compostos fendlicos) e as linhas s&o as amostras.
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FIGURA 3.1 - Gréafico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(69,9% variancia total) das amostras comerciais e de gendtipos do acai da CPATU
(Belém — PA). Estudo com dados autoescalados.
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Tanto nos estudos com os dados sem tratamento como nos dados
autoescalados, nao foi possivel obter uma completa distingdo entre amostras de acai
que sao provenientes de area de cultivo com controle agrondmico (genoétipos do
CPATU) das sem controle agronémico (comerciais). Mas foi possivel verificar através
do grafico da PC1 X PC2 (Figura 3.1) que algumas amostras comerciais ficaram
distribuidas no eixo positivo da PC1 e algumas de gendtipos no eixo negativo da PC2.
As variaveis responsaveis por essa distribui¢ao verificadas no grafico de pesos (Figura
3.1) foram principalmente o teor de fendlicos totais e a acidez titulavel (AT) para polpas
comerciais e, o pH para algumas amostras de gendtipos, indicando que essas
amostras possuem um maior valor nesses parametros.

Os genotipos que apresentaram valores de pH mais elevado foram G16-
E15, G2- S14 e G15-E15, com 5,46, 5,35 e 5,34, respectivamente. As amostras
comerciais CFA-E17 e CAF-E17 apresentaram 2,6% e 2,29% de acidez titulavel total
(AT) e, a amostra CA25-E17 apresentou 4676,14 g acido galico/100 g polpa.

Esta verificagao corrobora com um estudo prévio realizados com seis (6)
amostras, trés (3) comerciais da cidade de Beléem (PA) e trés (3) de gendtipos da
CPATU. No qual Carvalho e colaboradoresonde verificaram que duas (2) amostras
comerciais apresentaram maior concentragdo de compostos fendlicos (acidos
vanilico, ferulico e siringico) e maior acidez titulavel total (AT) que os gendtipos
(CARVALHO et al., 2016).

6.2.1.2. Sazonalidade (safra x entressafra)

Para as analises com todas as polpas comerciais da cidade de Belém-
PA (60 amostras) e dos gendtipos (51 amostras) do acai da CPATU foi gerada uma
matriz com 111 linhas (amostras) e 11 colunas (variaveis).

Tanto nos estudos quimiométricos com os dados sem tratamento como
com os dados autoescalados, ndo foram verificados uma completa distingdo entre
amostras coletadas em periodos da safra do agai (jul-dez; seca local) das coletadas

na entressafra do acai (jan-jun; periodo chuvoso).
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FIGURA 3.2 — Gréfico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(99,9% variancia total) das amostras comerciais e de gendtipos do acai da CPATU
(Beléem — PA). Estudo com dados n&o escalados.

No grafico de escores da PC1 X PC2 (Figura 3.2) verificou-se que as
amostras coletadas nas safras (A ) estdo amplamente distribuidas por todo o modelo.
No entanto, foi possivel observar que ha algumas polpas (comerciais e de genaotipos)
obtidas nos periodos de safra do acai que ficaram distribuidas no eixo positivo da
PC2.

As variaveis responsaveis (Figura 3.2) por essa distribuicdo foram os
conteudos de antocianinas totais e antocianinas monomeéricas, indicando que essas
amostras possuem uma maior concentracdo dessa classe de compostos que as
demais amostras coletadas tanto em periodos de safra como na entressafra do agai.
As polpas do agai (comerciais e de gendtipos) distribuidas no eixo negativo da PC2

apresentaram elevada concentragcao de compostos fendlicos totais.
6.2.2. Estudo das polpas do agai — Genétipos da CPATU (Belém — PA)
Para as analises com as polpas dos gendtipos do Programa de

Melhoramento Genético do Acgaizeiro da Embrapa Amazénia Oriental (CPATU) foi

gerada uma matriz com 51 linhas e 11 colunas.
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Os estudos com as variaveis autoescaladas e os sem tratamento
mostraram que nao ha distingdo entre gendtipos coletados nos periodos de safra (jul-
dez) dos coletados na entressafra do agai (jan-jun), quando avaliados os parametros
fisico-quimicos e a composigao fendlica das polpas. No entanto, foi possivel identificar

que alguns gendtipos se dintinguem dos demais.
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FIGURA 3.3 — Gréfico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(99,9% variancia total) das amostras de gendtipos do agai da CPATU (Belém — PA).
Estudo com dados n&o autoescalados.

No grafico da PC1 X PC2 (Figura 3.3) verificou-se que alguns gendtipos
distribuidos no eixo negativo da PC2 apresentaram maior teor de antocianinas totais
€ monomeéricas que os demais, sendo elas: G6 e G8 (safra 2014), G3, G23, G31 (safra
2015) e G13 (entressafra de 2015). Os valores encontrados nessas polpas foram de
1110,76 a 1572,82 mg/ 100 g (expresso em cianidina-3-glicosideo) e podem ser
verificados no Apéndice (Item 3; Tabela 2).

Os gendtipos G7 coletado na safra de 2015 (22 coleta) e G23 (safra de
2016) apresentaram alto teor de fendlicos totais distinguindo-se das demais no eixo
positivo da PC2. Os valores obtidos para as amostras G7 e G23 foram 3572,38 e
3197,97 mg de acido galico em 100 g de polpa seca, respectivamente (Apéndice; ltem
3; Tabela 2).

115



4 T T T 0.5 T T e T T
@r
k] 23 .
@6 04r
613 &7
2_ 4
QMID.
= 28 o 0.3
©30 3r
| 623 GNTTOTAIS @S PROT.
T en & mn Rl ANT MONOM. ENZAS
;31 6 mi4 1614 516
= o ©18 - @5 0
g of 1 4 02
& 66
2 s 4 B, %15 ;
o : B4 g 10 & ¢ FIBRAS
&al |
o @12 LGZI!G.; 11 01f
B1626
2}k
@2 o
QH
&li 20 21 O SAFRAt4 1
A ENTRESSAFRA1S
O SAFRAIS 01k
4 2 O  SAFRA15-C2
O ENTRESSAFRA16
YV SAFRAE
5 1 L 1 L ! L 02 | QPIDIOS ! 1 ! | I |
3 2 - 0 1 2 3 4 05 04 03 02 .01 [)] 01 02 03 04 05
PC1 (48.83%) PC1

FIGURA 3.4 — Gréfico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(71,02 % variancia total) das amostras de gendtipos do agai da CPATU. Estudo com
dados autoescalados.

No grafico da PC1 X PC2 (Figura 3.4) verificou-se que os gendotipos G20
e G21 (ambos da safra 2015) distribuidos no eixo negativo da PC1 e da PC2,
apresentaram maior teor de lipidios que os demais genétipos. Os valores encontrados
para estes foram 63,08% e 52,32% de lipidios totais, respectivamente (Apéndice; ltem
3; Tabela 1).

Os genotipos G16 (coletado na entressafra de 2015) e G11 (coletado na
safra de 2015) se destacaram por apresentarem maior teores de fibras que os demais,
com valores de 24,12 e 25,89 g/100g de polpa seca, respectivamente (Apéndice; Item
3; Tabela 1).
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FIGURA 3.5 — Grafico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC3 x PC4

(18,36% variancia total) das amostras de gendtipos do agai da CPATU. Estudo com
dados escalados.

No grafico da PC3 X PC4 (Figura 3.5) verificou-se que o gendétipo G6
coletado na entressafra de 2016, se distinguiu das demais amostras devido ao seu
elevado teor de solidos soluveis totais (SS). Para essa amostra foram encontrados
36,4 °Brix, valor muito acima dos citados na literatura (SANTOS et al., 2008;
ALEXANDRE et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2008; SOUSA et al., 2006; NEVES et
al., 2015) (Apéndice; Iltem 3; Tabela 1).

Alguns gendtipos coletados nos periodos da safra do agai, distribuidos
no eixo positivo da PC4, apresentam maior concentragcdo de proteinas, lipidios e
fibras. Estes foram: G17, G18, G21 (safra 2015) e G23 (safra 2016).

6.2.3. Estudo das polpas do agai comerciais — Belém (PA)

Para as analises com as polpas comercializadas na cidade de Belém-
PA foi gerada uma matriz com 60 linhas e 11 colunas. Os estudos com as variaveis
autoescaladas e os sem tratamento mostraram que nao ha distingdo entre as polpas
congeladas comercializadas nos periodos de safra (jul-dez) para os comercializados
na entressafra do agai (jan-jun), quando avaliados os parametros fisico-quimicos e a

composicao fendlica.
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FIGURA 3.6 — Gréfico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(99,9% variancia total) das amostras comerciais de Belém (PA). Estudo com dados
ndo escalados.

No grafico da PC1 X PC2 (Figura 3.6) é possivel verificar a grande
semelhancga entre as polpas comercializadas na cidade de Belém-PA tanto da safra
como na entressafra do acai.

No entanto, algumas amostras comerciais distribuidas no eixo positivo
da PC2 apresentaram elevadas concentragdes de antocianinas totais e monoméricas
que as demais amostras. As principais foram as polpas comercializadas nos locais:
CAl, CAL, CFA, CBA e CAU, ambas obtidas no periodo da safra de 2014 e, CAC da
safra 2015. Os valores encontrados nessas polpas foram em torno de 1053,46 a
1401,6 mg/ 100 g (expresso em cianidina-3-glicosideo) (Apéndice; ltem 3; Tabela 2).

As polpas de agai comercializadas no ponto de venda CA25 (entressafra
de 2017) e CAL (safra 2016) apresentaram elevados teores de fendlicos totais,
distinguindo-se das demais no eixo negativo da PC2. Os valores obtidos para as
mesmas foram 4676,14 e 3665,29 mg de acido galico em 100 g de polpa seca,
respectivamente (Apéndice; Item 3; Tabela 2).
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FIGURA 3.7 — Gréfico de escores (a esquerda) e pesos (a direita) da PC1 x PC2
(72,66% variancia explicada) das amostras comerciais de Belém (PA). “C” codificagao
de amostras comerciais. Estudo com dados autoescalados.

No grafico da PC1 X PC2 (Figura 3.7) verificou-se que polpas do acgai
comercializadas nos 10 pontos de venda nas safras dos anos de 2014 e 2015 e, da
entressafra de 2015 ficaram distribuidas no eixo negativo da PC1. As variaveis
verificadas foram antocianinas totais, antocianinas monomeéricas e lipidios, mostrando
que as polpas comercializadas apresentaram maior concentragcao destes compostos.
Dentre elas, as polpas dos locais CAU-S15, CAL-S15, CAI-S15, CAI-S14, CFA-S14 e
CAL-S14, localizadas no eixo positivo da PC2 e negativo da PC1, possuem maior teor
de antocianinas totais e monoméricas que as demais (Apéndice; Item 3; Tabela 1).

No eixo positivo da PC1 foram encontradas as amostras de polpas
comercializadas nas entressafras de 2016 e 2017 e, na safra de 2016. No grafico de
pesos verificou-se que as variaveis significativas foram as medidas de fibras,
proteinas, sélidos soluveis (SS) e fendlicos.

De maneira geral, devido a grande variabilidade nos dados fisico-
quimicos e de composi¢ao fendlica encontrada nas polpas do acgai comerciais e de
gendtipos deste trabalho nao foi possivel verificar uma clara distingao entre polpas dp
agai com frutos coletados em diferentes periodos (safra x entressafra) e com
diferentes tipos de cultivo (com controle x sem controle agronémico) utilizando
ferramentas quimiométricas.

Foi possivel verificar que das onze (11) variaveis analisadas, apenas as
medidas de antocianinas totais e monoméricas apresentaram correlagao entre si.
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Essa relagdao é esperada visto que ambas sdo medidas da mesma classe de
metabdlitos, mas com mudanga estrutural das antocianinas em fungao de diferentes
valores de pH (GIUSTI e WROLSTAD, 2001; LEE et al., 2005) (Figura 3.8).

Na analise espectrofotométrica pelo método do pH diferencial, utilizada
para a quantificagcdo das antocianinas da polpa do agai, séo realizadas medidas de
absorbancia nos valores de pH 1,0 e pH 4,5. No qual no primeiro é encontrado o teor
de antocianinas totais (coloragdo intensa) e, através da diferenca com o valor
encontrado no segundo (pH 4,5; incolor) é determinada a concentragdo de
antocianinas monomeéricas (GIUSTI e WROLSTAD, 2001; LEE et al., 2005).

Cation flavilio
pH=1
coloragdo intensa

forma hemicetal

pH=45
sem coloragdo

chalcona
pH=4.5

base quinonoidal -
sem coloragdo

pH=7
FIGURA 3.8 — Forma estrutural de antocianinas em diferentes valores de pH

A cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo sdo majoritarias
nas polpas do acai, mas também sado encontradas peonidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3-glicosideo, entre outras (LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et
al., 2006a; De ROSSO et al., 2008; PACHECO-PALENCIA et al.,, 2009). Neste
trabalho alguns gendtipos apresentaram maior concentragéo de lipidios (G20, G21),
antocianinas totais e monoméricas (G3; G6; G8; G23; G31), fendlicos totais (G7 e
G23), fibras (G11 e G16), solidos soluveis (G6).

Algumas polpas comerciais com elevados teores de fendlicos totais
(CA25; CAL), antocianinas totais e monoméricas (CAl; CAL; CFA; CBA; CAU; CAC)
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também foram identificados e, de maneira geral as polpas que apresentaram elevadas
concentragcdes de antocianinas e/ou fendlicos totais foram obtidas em periodos da
safra do acai.

Como discutido anteriormente, a variabilidade encontrada nos
resultados das analises para as polpas do acai pode estar relacionada com o fator
genético da espécie, condicbes edafoclimaticas, de cultivo, grau de maturagao dos
frutos, localizacdo geografica da producéo, tipo de colheita e processamento dos
frutos, entre outros (GORDON et al., 2012; ROJANO et al., 2011; LICHTENTHALER
et al., 2005; MENEZES et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2004; CARVALHO et al.,
2016).

6.2.4. Amostras de polpas do agai expostas a temperatura e luz (Estudo

da degradacao)

Duas (2) polpas do agai expostas a temperatura e luz local (Belém — PA)
por seis horas (CPDA 6h) e doze horas (CPDA 12h) foram analisadas quanto a sua
composicado fisico-quimica e, com seus resultados foram realizados estudos

quimiométricos com uma matriz de 113 linhas e 11 colunas.
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FIGURA 3.9 - Gréafico de escores do estudo com as polpas expostas por 6 e 12 horas
a temperatura e luz. a) PC1 x PC2 (dados ndo escalados); b) PC1 X PC2 (autoescalados).

Com os graficos de escores (Figura 3.9) verificou-se que as polpas

CPDA 6h (@) e CPDA 12h (*) apresentaram composicao fisico-quimica muito
semelhante as demais polpas comerciais e de genotipos, ou seja, ndo foi verificada

nenhuma distingao entre as polpas do acai expostas a temperatura e luz local das que
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nao tiveram nenhuma exposi¢do, quando avaliados os seus parametros fisico-
quimicos e a sua composigao fendlica.

No entanto, os resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos para
as polpas expostas mostraram que o pH, sdlidos soluveis totais (SST), teores de
antocianinas e fendlicos diminuiram com o tempo de exposig¢ao. Assim como verificou-

se que o teor de umidade e acidez titulavel (AT) aumentaram (Tabela 3.3).

TABELA 3.3 — Valores de pH, acidez, solidos soluveis totais, teor de antocianinas
totais, monoméricas e fendlicos totais das polpas do agai utilizadas no estudo de
degradacgéo.

PARAMETROS
A T. S.S.T Umidade Antoc.T Antoc. M Fendlicos
Cédigo pH (g/100g (°Brix) (g9/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

ac.citrico)

CPDAOh  5,22+0,0 1,76x0,0 30,8+3,20  2,98+0,08  276,61+5,04 164,74+x0,96 1373,40+4,85

CPDAGh  5,10+0,0 1,87+0,0 15,64+0,58 5,12+0,11 113,05+£0,02  82,62+0,07 1305,37+41,2

CPDA12  4,91+0,0 1,86x0,0 11,22+0,0 5,47+0,07  72,17+0,05 32,66+0,19 1178,23+20,5

A.T= acidez titulavel; Antoc= antocianinas.

Esses resultados corroboram com as verificagdes obtidas através das
analises por RMN de "H (discutido anteriormente no Capitulo 2, Tépico 4.4), onde foi
observado que a polpa do agai expostas sofre degradagéo através de processos de
fermentagao acética e butanodioica.

O aumento da acidez da polpa do acai possivelmente esta relacionado
com o0 aumento na concentracdo do acido acético causado pela fermentacao acética.
Assim como a diminuicdo do teor de sélidos soluveis totais pode estar relacionada
com o consumo dos carboidratos pela reagcdo de fermentagdo butanodioica. A
diminuicao da concentragao de antocianinas e fendlicos totais nas polpas do agai com
o tempo de exposicéo esta relacionada com processos de degradagdo dos mesmos
que sao susceptiveis a fatores como pH, temperatura, luz, enzimas, entre outros
(LICHTENTHALER et al., 2005; LIMA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).

122



Cap{,tuloIV: Uso-do-AST™ nav obtencdo
de extratoy da polpa do- acai comercial

e identificacdo- doy compostos
mayoritowios por RMN 1D e 2D
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1.0 extrator acelerado por solvente (ASE™)
As extragdes foram realizadas em um Dionex™ ASE™ (Accelerated
Solvent Extractor) modelo 350 da Thermo Scientific™ (Figura 4.1) localizado no
Laboratério de Bioanalitica Paracelsus na Unicamp sob coordenagao da Profa. Dra.

Susanne Rath.
\

l_-- -—'

ofF%

Fid s

'

-

FIGURA 4.1 - (a) Equipamento de extragdo ASE™ 350; (b, c) cartuchos de
acondicionamento de amostra e (d) frascos coletores do extrato.

Esse sistema de extragdo utiliza solventes de alto grau de pureza
(HPLC) com temperaturas e pressao variaveis. O cartucho contendo a amostra fica
em contato com o solvente por um tempo determinado pelo usuario e apds o ciclo, o
solvente extrator € acondicionado em frascos de vidro. Todo o processo de extragao

€ automatico.

7.2. Amostra
Uma amostra de polpa do agai liofilizada (ponto de venda denominado
CAl) obtida no comércio local de Belém no periodo da safra de 2014 foi utilizada para

as analises de extragdes por ASE 350.

7.3.0btencao dos extratos
Foram realizadas trés analises em cartuchos de extracao distintos. Os
cartuchos foram preenchidos com cerca de 5 g da polpa do acai liofilizada. Foram
realizados 3 ciclos com 1 minuto de contato amostra/solvente, temperatura de trabalho
foi de 100° C com 1000 psi de pressao, purga com Nz (Tabela 4.1).



TABELA 4.1 — Extracbes realizadas com a polpa do agai comercial com ASE 350.

Cartucho de extragao1 Cartucho de extragao 2 Cartucho de extragao 3
(Clean up)

Hexano (extrato a) Metanol (extrato c) Agua (extrato d)

Metanol (extrato b)

7.4. Aquisicao dos experimentos de RMN

Para identificagdo dos compostos organicos presente nos extratos, os
espectros de RMN de 'H, 3C, COSY, HSQC, HMBC e DOSY (Diffusion Ordened
SpectrocopY) foram adquiridos em um equipamento Bruker modelo AVANCE Il de
9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio e 100 MHz para '3C) com sonda
de deteccgao inversa (PABBI) de 5 mm equipada com gradiente de campo no eixo z,
ATMA® (Automatic Tuning MAtching) e SampleXpress®.

Os parametros utilizados na aquisicao e processamento dos espectros
de RMN de 'H e 2Ds dos extratos da polpa do agai liofilizada comercial foram os
mesmos descritos no Capitulo 2. Ja os parametros para os experimentos de RMN de
13C e de coeficiente de difusdo realizado pela técnica DOSY siao apresentados nas
Tabelas 4.2 e 4.3.

TABELA 4.2 — Parametros de aquisi¢édo e processamento do espectro de RMN de 3C
usado para identificagcdo dos compostos organicos presentes nos extratos da polpa
do acai liofilizada.

PARAMETROS RMN DE BC
Sequéncia de pulso (denominag@o Bruker) zgpg30
Tempo de aquisicao (AQ) 0,68 s
Tempo de espera entre cada promediacao (d1) 0,2s
Numero de aquisi¢des (ns) 2048
Largura do pulso (p1) 14 ps (90°)
Ganho do receptor (RG) 2050
Janela espectral (SW) 238 ppm
Numero de pontos digitalizados TD (F1) 32768
Numero de pontos usados no processamento (SI) 32768
Multiplicagdo exponencial (LB) 3,0Hz
Temperatura 300K
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O processamento dos dados de RMN de 'H foi realizado com o
programa TopSpin™ onde foram ajustados a fase, linha de base e a calibragdo
espectral pelo sinal do solvente deuterado através do programa TopSpin™.

O experimento de coeficiente de difusdo obtido através da técnica DOSY
(Diffusion Ordened SpectrocopY) foi realizado alterando-se o tempo de aplicagéo do
gradiente de campo (little delta) e mantendo-se default os parametros de tempo de
difusao (A ou big delta) e poténcia do gradiente de campo (g ou pl9). A intensidade do
gradiente de campo aumentou linearmente de 5% a 95%. Os espectros gerados foram

processados no programa TopSpin™ e os resultados obtidos com o Dynamics™.

TABELA 4.3 — Parametros de aquisicdo e processamento utilizados no experimento
de DOSY.

PARAMETROS Difusao (DOSY 2D)

F2 F1
Sequéncia de pulso (denominacdo Bruker) ledbpgp2s
Largura do pulso (p1) 8,79 (90°)
Largura do pulso (p2) 17,46 (180°)
Tempo de espera entre cada promediagao (d1) 3,0s
Tempo de difusdo, A (D20) 0,06 s
Atenuagdo da poténcia do gradiente de campo (P19) 50dB
Numero de aquisi¢des (ns) 8
Dummy Scan (DS) 4
Ganho do receptor (RG) 25.4
Numero de pontos digitalizados (TD) 65536 16
Janela espectral (SW) 9.9967 ppm 20.0254 ppm
Tempo de aquisi¢ao (AQ) 8.1920500 s 0.0009984 s
Numero de pontos usados no processamento (SI) 65536 16
Multiplicagdo exponencial (LB) 1,0 Hz 0,3 Hz
Temperatura 298 K

7.5.1dentificagcao dos compostos

Para a identificagdo dos compostos orgéanicos presentes nos extratos da polpa
do acai comercial obtidos pelo extrator ASE™ 350, a metodologia utilizada foi a

mesma descrita no Capitulo 2 (Item 3.4) deste trabalho.

126



8. RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1.Obtencgao dos extratos

Na realizagdo dos primeiros experimentos ocorreu entupimento nos
cartuchos, o que impediu a obtengdo dos extratos. Dessa forma, foi adicionado
aproximadamente 5 g de terra diatomacea para preenchimento e para evitar
entupimentos nos cartuchos de extragao.

Os extratos obtidos (Tabela 4.4) foram secos em temperatura ambiente
com um evaporador rotativo no Laboratorio de Produtos Naturais do DQ/ UFSCar. Os
extratos secos denominados extratos a — d foram solubilizados em solventes
deuterados e analisados por RMN. O extrato hexanico apresentou-se na forma de
Oleo de cor amarela e os demais extratos apresentaram colocagao roxo escuro (Figura
4.2).

TABELA 4.4 — Extratos obtidos com a polpa do agai comercial pelo extrator ASE 350.

Cartucho de extragao 1 Cartucho de Cartucho de
(Clean up) extragao 2 extragao 3
Extrato hexanico (extrato a) Extrato metandlico Extrato aquoso
puro (extrato c) puro (extrato d)

Extrato metandlico desengordurado
com hexano (extrato b)

FIGURA 4.2 - Extratos da polpa do acai liofilizada comercial obtidos pelo sistema ASE
350. Extrato hexanico (a); extrato metandlico desengordurado com hexano (b); extrato
metandlico puro (c) e extrato aquoso puro (d).
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8.2.Obtencao das medidas por RMN de 'H

Com os espectros de RMN de 'H foi possivel avaliar a eficiéncia da

extracéo por ASE 350 da polpa do agai comercial liofilizada em diferentes solventes.

8.2.1. Cartucho de extragao 1 — Clean up

Para o extrato hexanico (extrato a), como esperado, verificou-se que o
solvente teve grande interagdo com os compostos apolares presentes na polpa do
acgai roxo (SCHAUSS et al., 2006b; NASCIMENTO et al., 2008; CARVALHO et al.,
2011; WYCOFF et al., 2015), apresentando-se na forma de um 6leo amarelo (Figura
4.2) e com um espectro por RMN de 'H sem grande complexidade com sinais

basicamente de compostos lipidicos saturados e insaturados (Figura 4.3).

] J\L [ .
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70 6.5 6() 55 50 45 4[) 35 30 25 ZO 15 lU 0.5 p}m

FIGURA 4.3 - Espectro de RMN de 'H do extrato hexano (extrato a) da polpa do agai
comercial por ASE 350. CDCIs em um equipamento 400 MHz.

Ja para o extrato metandlico desengordurado com hexano (extrato b)
verificou-se um perfil espectral complexo, contendo sinais com diferentes intensidades
por todo o espectro (0.8 — 7.5 ppm), mas com menor quantidade de lipidios (Figura
4.4).
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FIGURA 4.4 - Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico desengordurado com

hexano (extrato b) da polpa do acai comercial por ASE 350. MeOH-ds em um
equipamento 400 MHz.

O extrato metandlico apresentou-se rico em compostos polares e com
baixo teor de compostos de baixa polaridade, foi possivel verificar sinais que antes
estavam com sobreposi¢cao na regido de 0,5 - 3,0 € 4,0 — 4,5 ppm.

Com estes espectros foi possivel verificar que o teste de clean up para
a amostra da polpa do acai liolifizada com o extrator ASE 350 foi muito eficiente, pois
sinais dos compostos lipidicos verificados no extrato hexanico (extrato a) foram

bastante minimizados no perfil espectral do extrato metandlico (extrato b) (Figura 4.5).

. JLJML_M L
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FIGURA 4.5 — Comparagao entre (a) extratos hexanico em CDCIs e (b) metandlico
desengordurado com hexano em MeOH-d4, da polpa do agai comercial extraida com

ASE 350 com terra diatomacea em um equipamento 400 MHz.
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Isso mostra que o uso do ASE 350 € muito viavel para esse tipo de
purificacdo em amostras de alimentos e produtos naturais, pois além das vantagens
da técnica como baixo tempo de extracdo, baixo consumo de solvente e baixo risco
de contaminacédo do extrato, ainda nao ha desperdicio da amostra pois a mesma fica
acondicionada no mesmo cartucho de extracdo além do tempo de contato

amostra/solvente(s) ser muito curto.

8.2.2. Cartucho de extragcdo 2 e 3

Na obtencdo dos espectros de RMN de 'H para o extrato metandlico
puro (extrato c), aquoso puro (extrato d) e até para o extrato metandlico
desengordurado com hexano (extrato b) houve grande dificuldade na etapa de
homogeneizagdo do campo magnético. No entanto, apesar disso, os espectros foram
adquiridos e sao discutidos a seguir.

Para o extrato metandlico puro (extrato c) da polpa do agai pode-se
verificar diversos sinais por todo o espectro (Figura 4.6). No qual o metanol com as
condicdes de trabalho no ASE 350 teve interacdo com compostos de polaridades

variadas.
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico puro da polpa do acgai
liofilizada (extrato c) por ASE 350. MeOH-d4 em um equipamento 400 MHz.

Para o extrato aquoso puro da polpa do agai (extrato d) foram realizados
dois preparos de amostras, no primeiro, o extrato aquoso foi liofilizado e resuspendido
em 600 pL de D20 e, no segundo, o preparo foi realizado com 90% do extrato aquoso

puro (sem secar) com 10% de D20. Em ambos os espectros de RMN de 'H verificou-
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se que os extratos aquosos apresentaram sinais na regido de hidrogénios de

aminoacidos (1,0-1,6 pm) e na regiao de carboidratos (3,5-5,5) (Figura 4.7).
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FIGURA 4 7 Espectro de RMN de 1H do extrato aquoso puro da polpa do acai
liofilizada (extrato d) por ASE 350. a) extrato liofilizado e b) extrato com 10% de D20.

No entanto ndo foram observados sinais com intensidade significativa na
regido de hidrogénios aromaticos (6,0 — 8,5 ppm). Possivelmente nas condi¢cbes de
trabalho utilizadas (temperatura, pressao e tempo de extragdo) a agua nao teve forte
interagdo com as antocianinas, flavonoides nao-antocianicos e outros compostos
fendlicos que sao presentes nos frutos do acai (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004;
SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO-PALENCIA et al., 2008, 2009; KANG et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2010; GORDON et al., 2012).

Alguns trabalhos que utilizaram a extragcdo com agua ou agua acidificada
em polpas do acai e identificam diversos compostos fendlicos (LICHTENTHALER et
al., 2005; (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; ROJANO et al., 2011). Porém, com os
nossos resultados, podemos sugerir que extragdo com agua utilizando o ASE 350 nas
condigdes analisadas nao foi muito efetiva para a extracdo de compostos fendlicos na
polpa do acai liofilizada.

Em relagdo ao problema com a homogeneidade do campo para esses
extratos, podemos sugerir que neles podem estar presentes substancias com
propriedades ferromagnéticas, como por exemplo, excesso de ions provenientes do
material utilizado no preenchimento do cartucho de extragao (terra diatomacea). Pois,
apesar de ser composto principalmente por silica (91%) pode contém impurezas como
argilominerais, matéria organica, hidroxidos, areia quartzosa e carbonatos de calcio e
de magnésio (SOUZA et al., 2003).
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Como objetivamos comparar os extratos da polpa do agai comercial
obtidos pela extragdo com ASE 350 e com a extracdo do tipo convencional, os
experimentos foram repetidos na Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza — CE)
pela Dra. Lorena Mara Alexandre e Silva, utilizando a mesma matriz (amostra da polpa
do acai comercial CAl) e extrator DIONEX ASE 350. As verificagbes sao discutidas a

sequir.

8.3.0btencao dos extratos realizadas na Embrapa Agroindustria Tropical
(Fortaleza — CE)

Os cartuchos de extracédo foram preenchidos com cerca de cinco (5) g
da polpa do agai liofilizada sem adigao de terra diatomacea. Foram realizados quatro
(4) ciclos de extracdo com cinco (5) minutos de contato amostra/solvente, totalizando
30 minutos por fragdo com temperatura de 40° C e pressao de trabalho entre 1000 a
1500 psi. A purga foi realizada com N2z (nitrogénio gasoso) por 80 s. Esses novos
experimentos foram denominados condi¢des de extragao Il. As extragdes realizadas
em cada cartucho e suas respectivas denominacdes (extracdo 1.1 a 3) podem ser

verificadas na Tabela 4.5.

TABELA 4.5 — Extracdes realizadas com a polpa do acai comercial pelo extrator ASE
350 na Embrapa Agroindustria Tropical (repeticao sem terra diatomacea).

Cartucho de extragao1 Cartuchode Cartucho

Clean-up extracdo 2 de extragao
3
Hexano (extracao 1.1) Metanol Agua

(extragcao 2) (extracao 3)

Metanol (extracao 1.2)

Os extratos foram secos em rota-evaporador, acomodados em frascos
ambar tipo penicilina e encaminhados via correio para o laboratério de RMN da
UFSCar - Sao Carlos. As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados e
analisados por RMN, no qual a extrato hexanico apresentou-se na forma de 6leo

amarelo e os demais extratos de coloragao roxo escuro (Figura 4.8).
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FIGURA 4.8 - Extratos da polpa do agai liofilizada comercial obtidos pelo sistema ASE
350 na Embrapa Agroindustria Tropical. Extrato hexanico (1.1); extrato metandlico
desengordurado com hexano (1.2); extrato metandlico puro (2) e extrato aquoso puro (3).

8.3.1. Cartucho de extragao 1 — Clean up

O espectro de RMN de "H do extrato hexanico nas novas condi¢des de

extracdo foi idéntico ao obtido com terra diatomacea (extrato a) (Figura 4.9).

] I

FIGURA 4.9 - Espectro de RMN de 'H do extrato hexano (extrato 1.1) da polpa do

acgai comercial por ASE 350 obtido na Embrapa Agroindustria Tropical. CDClz em um
400 MHz.

A mesma observagao foi verificada para o extrato metandlico
desengordurado com hexano (extrato 1.2), pois apresentou perfil espectral idéntico ao
extrato obtido com terra diatomacea (extrato b) (Figura 4.3). No entanto, na aquisicéo
do experimento para essa amostra, ndo houve problema na homogeneizagdo do

campo magnético.
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Essa amostra apresentou um perfil espectral complexo, contendo varios
sinais e com fortes intensidades por todo o espectro (0.8 — 7.5 ppm), mas

principalmente na regido de 3,0 a 4,0 ppm (Figura 4.10).
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FIGURA 4.10 - Extrato metandlico desengordurado com hexano (extragdo 1.2) da
polpa do acai liofilizada por ASE com ampliacdo da regido aromatica e de
carboidratos. MeOH-ds em um 400 MHz.

Posteriormente, a mesma amostra foi selecionada para estudo por LC-
DAD-SPE/NMR para isolamento e identificagdo dos compostos minoritarios presentes
na polpa do agai. Os métodos e resultados serao apresentados no Capitulo 5 (Iltem
10.3) deste trabalho.

8.3.2. Cartucho de extracao 2 — Extragao com MeOH
O espectro de RMN de 'H do extrato metandlico puro (extrato 1.3)
(Figura 4.11) foi idéntico ao extrato metandlico obtido com terra diatomacea (extrato

c) (Figura 4.4). No entanto, ndo houve problema na homogeneizagcdo do campo

magnético na aquisicdo do experimento para essa amostra.
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FIGURA 4.11 - Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico (extragdo 2) da polpa
do agai liofilizada por ASE 350. MeOH-ds em um 400 MHz.

Verificou-se que o metanol nas condicbes de trabalho selecionadas
interagiu com compostos de polaridades variadas da polpa do agai, pois observou-se
sinais intensos na regido de hidrogénios alifaticos, anoméricos de carboidratos e
alguns menos intensos na regiao de hidrogénios aromaticos.

Com esse extrato foi possivel realizar a comparagao com uma extragao
metandlica da polpa do agai obtida por método convencional (preparo realizado
conforme protocolo descrito na no Item 3.2 do Capitulo 2), no qual notou-se que o
extrato metandlico obtido pela técnica de extragcado acelerada por solvente apresentou
um perfil espectral com grande aumento na intensidade de todos os sinais que da

extracdo metandlica convencional (Figura 4.12).
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FIGURA 4.12 - Espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos da polpa do acai
liofilizada. a) Extragao convencional (60 mg polpa do acai em 1 mL de MeOH-d4) e b)
Extracao por ASE 350. Os espectros a e b ndo estdo na mesma escala.
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Isso mostrou que a técnica de extracdo acelerada por solvente
apresentou um extrato com maior concentragao dos compostos presentes na polpa
do acai liofilizado com menor tempo de extracéo e utilizando solvente ndo deuterado.
O ASE é uma técnica alternativa muito viavel para a extracdo dos compostos em
amostras ambientais, alimentos e de constituintes ativos em produtos naturais
(STICHER, 2008; MUSTAFA & TURNER, 2011).

No entanto, o equipamento Dionex ASE 350 que tivemos acesso é
extremamente delicado e apresenta uma série de detalhes (variagdo na temperatura,
pressao, entupimento do cartucho) que podem afetar a repetibilidade da extragao
guando envolve grande quantidade de amostras, perdendo dessa forma a robustez, o

que torna inviavel a obtencao de extratos para posterior tratamento quimiométrico.
8.3.3. Cartucho de extragao 3 — Extragao com H20
O espectro de RMN de "H do extrato aquoso puro (extrato 3) da polpa

do acai comercial liofilizada nas condi¢gdes de extragao |l apresentou poucos sinais e

sem resolucao entre os deslocamentos quimicos de 1,0 e 6,0 ppm (Figura 4.13).

10 o 8 ke 6 s a 3 2 1 o PPpmM

FIGURA 4.13 - Espectro de RMN de 'H do extrato aquoso puro (extragéo 3) da polpa
do agai comercial liofilizada por extrator por ASE 350. D20 em um 400 MHz.

Quando comparamos uma extracdo aquosa por método convencional
(60 mg polpa do acai em 1 mL de D20) com a extragdo aquosa por ASE 350, notamos
que a primeira apresentou um perfil espectral de RMN de 'H melhor que o obtido com
a extracao acelerada por solvente, pois € possivel verificar mais sinais no espectro,

principalmente na regido de carboidratos (Figura 4.14).
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FIGURA 4.14 - Espectros de RMN de 1H dos extratos aquosos da polpa do agai
liofilizada. a) Extracédo por ASE 350 e b) Extragdo convencional. D20 em um 400 MHz.

Assim como discutido anteriormente, para esse extrato também néo
foram verificados sinais com intensidade significativa na regido de hidrogénios
aromaticos (6,5 — 9,0 ppm). Desta maneira, podemos sugerir que extragcdo com agua
por ASE 350 tanto nas condi¢cdes de extracdo | como nas condi¢cdes de extracao I,
nao foram eficientes para a extracdo de compostos fendlicos da polpa do acai
liofilizada.

Uma outra observagdao importante sobre o extrato aquoso foi a
dificuldade da homogeneidade do campo magnético (shimmming) no momento da
aquisicao do espectro de RMN de 'H. Podemos sugerir que devido a sua afinidade
com a agua, possivelmente minerais presentes na polpa do agai como potassio,
calcio, fosforo, magnésio, sodio, ferro, entre outros possam estar presentes em maior
quantidade neste extrato que nos demais extratos da polpa do agai analisados
(GORDON et al.,, 2012; MENEZES et al., 2008; OLIVEIRA, CARVALHO &
NASCIMENTO, 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

8.4.ldentificagdao dos compostos por RMN 1D e 2D

8.4.1. Extrato hexano

a) Compostos identificados
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Conforme verificado anteriormente, o espectro de RMN de 'H do extrato
hexanico da polpa do acai apresentou sinais caracteristicos de compostos alifaticos
como acidos graxos e uma unidade de glicerol.

Na polpa do agai ja foram encontrados de 20,82 a 52,9% de lipidios
(CARVALHO et al., 2017; RUFINO et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2008; KANG et
al., 2010; SCHAUSS et al., 2006a), no qual os principais acidos graxos identificados
por CG-MS séao o oleico (18:1), linoleico (18:2), palmitico (18:0) e estearico (16:0)
(SCHAUSS et al.,, 2006b; NASCIMENTO et al., 2008; CARVALHO et al., 2011;
FAVACHO et al., 2011; LUO et al., 2012).

Com base na literatura (BARISON et al., 2010; WYCOFF et al., 2015;
COLZATO et al., 2008), os sinais referentes aos triglicerdis amplamente encontrados
em amostras de 6leos comestiveis foram verificados nos espectros de RMN de 'H e
13C do extrato hexanico da polpa do agai e sdo apresentados nas Figuras 4.15 e 4.16.

Os sinais verificados no espectro de RMN de 'H dos trigliceréis do
extrato hexanico da polpa do agai por ASE (Figura 4.15) foram codificados e seus
respectivos deslocamentos quimico e denominagcao podem ser verificados na Tabela
4.6.

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

FIGURA 4.15 - Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico da polpa do agai por ASE
com atribuicdes dos sinais referentes a unidade glicerol e das cadeias de acidos
graxos. CHClz-d4 em um 400 MHz.
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TABELA 4.6 — Atribuigdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos triglicerdis
do extrato hexanico da polpa do agai por ASE.

3 (ppm)*  Codigo Denominacéo

0,88 F metilas terminais de todos os acidos graxos #

0,97 E metila do acido graxo linolénico

1,28 G metilenicos de todos os acidos graxos

1,60 D metilenicos B carbonila de todos os acidos graxos

2,01 C metilenicos a olefinicos de todos os acidos graxos
insaturados

2,30 B metilenicos o carbonila de todos os acidos graxos

2,76 A metilenicos entre olefinas dos acidos graxos linoleico
e linolénico

j;g a unidade de glicerol (-CH2-O-CO-R)

5,26 B unidade de glicerol (> CH-O-CO-R)

5,33 H Metilicos de todos os acidos graxos insaturados

*Valores referenciados pelo sinal da referéncia interna TMS em 0.0 ppm.
# Exceto para o acido linolénico.
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FIGURA 4.16 - Espectro de RMN de 3C do extrato hexanico da polpa do acgai por
ASE com atribui¢des. CDCIls em um equipamento 400 MHz.
*Sinais referentes aos triglicerodis

As atribuicbes dos triglicerdis presentes no extrato hexanico do acai
foram confirmadas com as correlagdes 'H-'H e 'H-'3C verificadas nos espectros
bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC (Figuras 4.17 a 4.19).
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FIGURA 4.17 — Mapa de contorno COSY 'H-'H do extrato hexano da polpa do agai por ASE
350 com atribui¢des. CDCI3 em um 400 MHz.
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FIGURA 4.18 — Mapa de contorno HSQC do extrato hexano da polpa do agai por ASE'
350 com atribuicbes. CDClz em um 400 MHz.
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FIGURA 4.19 — Mapa de contorno HMBC do extrato hexano da polpa do agai por ASE 350
com atribuic¢des dos triglicerdis. CDCls em um 400 MHz. *Sinais referentes aos triglicerideos.

O experimento de coeficiente de difusao (técnica DOSY) do extrato hexanico
da polpa do acgai foi realizado para verificar se os sinais dos hidrogénios da cadeia
alifatica (denominados A - H) se encontravam na forma de ésteres graxos de
triglicerideos ou como acidos graxos livres.

O espectro obtido com os coeficientes de difusdo para os compostos do extrato

pode ser verificado na Figura 4.20.
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FIGURA 4.20 - Espectro de DOSY para o extrato hexanico da polpa do acgai liofilizada
por ASE 350. CDCI3 em um 400 MHz a 298 K.

«8.6

Foi possivel verificar que o indice de difusdo para os hidrogénios da
cadeia alifatica (A - H) apresentaram o mesmo valor que para os sinais dos
hidrogénios da unidade glicerol (o e B), isso mostra que o extrato hexanico do acai

(6leo do agai) contém, em sua maioria, ésteres de triacilglicerois.

b) Quantificagao relativa dos acidos graxos por RMN de 'H

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam a RMN de 'H para
quantificacdo dos acidos graxos presentes em 6leos como uma alterativa a analise
classica por cromatografia gasosa (BARISON et al., 2010; LUO et al., 2012; FANG et
al., 2013).

Dentre algumas metodologias propostas, selecionamos a divulgada por
Barison e colaboradores em 2010, que se baseia na relagdo entre a area dos sinais
caracteristicos de cada cadeia acil graxo e da unidade do glicerol (Figura 4.21) e esta

didaticamente representada na Tabela 4.7.
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FIGURA 4.21 - Espectro de RMN de "H do extrato hexanico da polpa do agai por ASE
com atribuicées dos sinais utilizados para a quantificagcéo relativa dos acidos graxos.
CHCl3-d4 em um 400 MHz.

TABELA 4.7 — Metodologia utilizada para a determinagao dos acidos graxos por RMN
de "H na polpa do agai de acordo com BARISON et al., 2010.

Acido graxo 5 Codigo Area de referéncia do Subtragio
(éster) (ppm) sinal do glicerol
Linolénico (18:3) 0,97 E 22.2 -
Linoleico (18:2) 2,76 A 33.3 2 x [linolénico]
Oleico (18:1) 2,01 C 16.7 [linolénico] + [linoleico]
Saturados 2,30 B 33.3 [linolénico] + [linoleico]
+ [oleico]

Por RMN de "H pode-se obter a quantificagao relativa dos acidos graxos,
no entanto nao é possivel distinguir os acidos oleico (18:1) e palmitoleico (16:1), por
isso os resultados obtidos para o sinal em 2,01 ppm (cédigo C) sao referentes a
mistura dos dois acidos monoinsaturados.

Os resultados obtidos do teor dos acidos graxos da polpa do agai
liolifizada extraidos com hexano por ASE 350, juntamente com alguns dados da

literatura podem ser verificados na Tabela 4.8.
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TABELA 4.8 — Teor de acidos graxos da polpa do agai extraida com hexano por ASE
350 e outros valores encontrados na literatura.

Tipo de acido graxo (%)
Amostra Linolénico Linoleico Oleico Saturados Referéncia
+
Palmitoleico

Extrato hexanico 1,5 6,9 72,9 22,4 Este trabalho

da polpa do acai

por ASE 350

Oleo da polpa 1,5 7.4 68,1 23,0 LUOetal, 2012

do acai *

Oleo da polpa 0,8 12,5 60,5 26,1 SCHAUSS al.,
do acgai 2006a.

Oleo da polpa 1,1 11,5 59,8 27,5 ROGEZ, 2000 aput
do acgai SMITH et al., 2012
Oleo da polpa 0,55 7,28 56,8 28,3 NASCIMENTO et
do acai al., 2008

Oleo da polpa - - 81,74 21,26  FAVACHO et al,
do acai 2011

*Quantificacio por CG-MS; * Quantificacdo por RMN de 'H

A andlise da composicdo relativa mostrou que os acidos
monoinsaturados (72,9%) foram os majoritarios, seguido dos acidos saturados
(22,4%) e em pequena propor¢cdo os acidos poli-insaturados linoleico (6,9%) e
linolénico (1,5%) no extrato hexano extraido da polpa do agai comercial por ASE 350.

Os resultados encontrados nesse trabalho estdo proximos aos obtidos
com outros tipos de extracao - hidrélise e particao liquido-liquido que demandam mais

tempo e que sdo compostos de varias etapas (Tabela 4.9).

TABELA 4.9 — Metodologia de extragao do 6leo da polpa de acai.

REFERENCIA MODO DE EXTRAGAO
LUO et al., 2012 CHCl3:MeOH (2:1)
SCHAUSS, et al., 2006a. Hidrolise basica - AOAC 922.05
NASCIMENTO et al., 2008 Hidrolise acida - AOAC 922.06
FAVACHO et al., 2011 Oleo comercial brasileiro

Em relacdo as técnicas convencionais, a extracdo acelerada por
solvente (ASE 350) apresenta algumas vantagens como economia de tempo, menor
quantidade de amostra e menor consumo de solvente organico, mostrando-se viavel
na extracado do oleo da polpa do acai.

A metodologia utilizada para quantificagao relativa dos acidos graxos por

RMN de "H no dleo do agai nesse trabalho forneceu dados que estdo em concordancia
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com os reportados na literatura e que realizaram a identificagdo e quantificagdo dos
acidos graxos por CG-FID ou CG-MS.

As proporgdes encontradas nesse trabalho para os acidos linolénico
(1,5%) e linoleico (6,9%) apresentaram grande similaridade com os valores descritos
por LUO e colaboradores (2012) também utilizando a quantificagcao relativa por RMN
de 'H que foram 1,5% e 7,4%, respectivamente. Com as vantagens de ser uma andlise
rapida, informativa e que nao necessita de etapas no preparo da amostra
(saponificagao/derivatizagdo) ou desenvolvimento de uma curva de calibragao,
tornam a técnica de quantificagao por RMN muito eficiente para a analise dos acidos

graxos presentes no 6leo de acai.

8.4.2. Extratos metanolico puro e metanolico (c/lean-up hexano)

Os compostos identificados nos extratos metandlicos foram glicose,
frutose, acido p-hidroxifenilacético, acido ascérbico, acido succinico, colina,
glicerofosfocolina, uracila. Os aminoacidos leucina, serina, acido glutédmico, alanina,
tirosina, treonina e, também acidos graxos (Figura 2.6).

Foi possivel notar que alguns compostos como etanol, acetona, acido
férmico, acido acético, y-acido aminobutirico (GABA), 5-HMF e butano-2,3-diol n&o
estavam presentes nos extratos metandlico puro e metandlico desengordurado, isso
sugere que a rapidez na extragdo realizada pelo extrator acelerado por solvente
possivelmente diminui os processos naturais de degradagao e/ou fermentagcéo que
ocorrem na polpa de agai.

Na Figura 4.22 é possivel verificar um espectro de RMN de 'H do extrato

metandlico com as atribuicbes dos compostos identificados.
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FIGURA 4.22 - Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico da polpa do agai por
ASE 350 com atribuigdes dos sinais dos compostos identificados. MeOH-ds em um 400
MHz. *AG: esteres de acidos graxos saturados e insaturados.

8.4.3. Extrato aquoso puro

Os compostos identificados nos extratos aquosos da polpa do acai foram
os metabolitos primarios a-glicose (6 5,23 d), B-glicose (6 4,64 d), frutose (4.11; 4.05;
4.01; 3.91; 3.81; 3.70 e 3.56 m), alanina (6 1,48 d), outros compostos como etanol (&
1,18 t e 3,66 q), acetona (6 2,23 s) e os contaminantes metanol residual (6 3,36 s) e

acetonitrila (5 2,07 s).
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Na Figura Figura 4.23 é possivel verificar um espectro de RMN de 'H
com atribuicbes dos 7 compostos caracterizados. Esses compostos ja haviam sido

identificados no extrato metandlico puro descrito anteriormente (Capitulo 2; Item 4.4).

etanol

etanol
X metanol

B-glicose

a-glicose
/

frutose

a-glicose

frutose

\

~alanina
acetonitrila

T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

FIGURA 4.23 - Espectro de RMN de 'H do extrato aquoso puro da polpa do acai liofilizada por

ASE 350 com atribuicdes dos compostos identificados. D-O em um equipamento 400 MHz.

Nota-se que os sinais referentes ao etanol (1,18 e 3,66 ppm)
apresentaram maior intensidade que os demais sinais do espectro. Essa observagao
sugere que provavelmente o processo de fermentagdo natural ocorreu no extrato
aquoso da polpa de agai aquoso.

A fermentacdo alcodlica € um processo milenarmente utilizado na
fabricagdo de bebidas alcodlicas (vinho, cerveja, cachaga), fabricagdo de pées e ha
algumas décadas na produgao de alcool combustivel. O etanol como um subproduto
da fermentacéo ja foi encontrado em matrizes de alimentos ricos em carboidratos
como mel e suco de laranja (BOFFO et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2014).
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Capitulo-V: uso Do Lc-DAD-SPE/NMR NO

MODO DE OPERACAO TIME-SLICEPARA O
ISOLAMENTO DE COMPOSTOS MINORITARIOS DA
POLPA DO ACAIL
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1. Materiais diversos

Os solventes utilizados nas corridas cromatograficas (acetonitrila e
metanol) foram grau HPLC da marca Panreac™ (Lote 36109116153 e 22188116153,
respectivamente) e a agua ultrapura foi obtida do sistema Milli-Q™ (Millipore, Sao
Paulo, Brasil). O acido trifluoracético (TFA) usado na fase mével foi grau HPLC da
Tedia™ (Lote 1011342). A pré-coluna (guard column) utilizada foi da Phenomenex™
com cartucho de fase estacionaria Luna C18 (4,6 mm x 150 mm 3 pm). As colunas
cromatograficas utilizadas nesse estudo foram: Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm, 5
pgm) denominada Coluna 1; Kromasil C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym) denominada Coluna
2 e Restek Bifenil (150 x 4,6 mm, 5 um) denominada Coluna 3. O metanol deuterado
foi da Acros Organics™ (D, 99,8%, Lote A0385216) e os tubos de RMN da Bruker™
(9 3 mm x 70 mm).

9.2.Preparo da amostra

O extrato metandlico desengordurado com hexano obtido com o extrator
ASE™ 350 (Dionex™) de uma das polpas do agai comercializada na cidade de Belém-
PA (Tépico 8.2.1, Capitulo 4) foi utilizado para isolamento de compostos minoritarios
por LC-DAD-SPE/NMR. Para as analises cromatograficas foram solubilizados 99,7 mg
deste extrato em 1300 L da solugdo de MeOH:H20 (1:1). A amostra foi filtrada para
retirada de possivel material particulado em filtro de membrana PVDF (Tedia Brasil®,
25 mm, 0,45 ym). As amostras foram pesadas em balanca analitica digital BioPrecisa

(modelo FA-2104N) com precisao de 0,1 mg.

9.3. Desenvolvimento das condigées cromatograficas por planejamento

fatorial

Para o planejamento experimental foram utilizados o programa Excel™
da Microsoft Office 365™ (versao 1804) e o programa Matlab™ R2014a. A resposta

para cada experimento foi obtida através do numero de bandas (A 232 nm) gerada
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automaticamente nos mesmos parametros em todas as analises através do programa
HyStar™ 2.3 (Bruker BioSpin).

Os estudos para o desenvolvimento da melhor condigdo cromatografica
do extrato metandlico da polpa do agai foram realizados em 2 etapas, sendo a primeira
a fim de obter informagdes de varidveis importantes (Etapa 1 - Planejamento
Experimental) e a segunda, realizar a otimizagao das condigdes cromatograficas com
eliminacao de espacgos vazios e aumento de seletividade e resolugao cromatografica

(Etapa 2 - Otimizagdo das condigdes cromatograficas).

a) Etapa 1 — Planejamento experimental

A fim de obter uma condi¢do cromatografica para o extrato metandlico da
polpa do agai que fornecesse a maior capacidade de pico (numero de picos separados
no espaco cromatografico) realizou-se um planejamento fatorial completo (PEREIRA
FILHO, 2015) variando condigdes fisico-quimicas que afetam a separagao
cromatografica (CASS & CASSIANO, 2015; SNYDER, KIRKLAND & DOLAN et al.,
2010; CASS & DEGANI, 2001) e utilizando as colunas cromatograficas disponiveis no
laboratorio de RMN.

Sabe-se que a capacidade de pico no modo gradiente de eluicdo é afetada
pela retencdo e seletividade da analise por HPLC. A fase estacionaria, o tipo e
porcentagem de modificador organico (solvente B), a temperatura, a vazao da fase
movel e a concentragao do tampao sao alguns fatores que afetam a seletividade/fator
de separagédo (a) (SNYDER, KIRKLAND & DOLAN, 2010). Assim, na primeira etapa
foram analisadas as variaveis: tipo de fase estacionaria (coluna 1 e 2), tipo do
modificador organico (metanol e acetonitrila) e a inclinagao do gradiente. Dessa forma,
foi realizado um planejamento fatorial completo 22 ou seja 2 niveis e 3 variaveis com
total de 8 experimentos utilizando estas variaveis (Tabelas 5.3 e 5.4). Foram mantidos
constantes: a temperatura do forno (35 °C), a vazao da fase moével (1 mL.min"), o
volume de injecdo (15 uL) da amostra e a concentragdo da amostra (solugdo 76,7

mg.mL™"). Os experimentos foram realizados em triplicatas (totalizando 24 analises).
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TABELA 5.1 - Variaveis e niveis do planejamento fatorial realizado para

desenvolvimento das condi¢gées cromatograficas do extrato do agai por LC-UV.

Planejamento Fatorial Completo 23

i Niveis
Variaveis Alto (1) Baixo (-1)
Coluna cromatografica Eclipse C18 Kromasil C18
4,6 x 150 mm 5 yM 4,6 x 250 mm 5 yM
Modificador organico (Solvente B) Metanol (MeOH) Acetonitrila (ACN)
Inclinacao do gradiente de eluicao* Maior Menor

* O fator G (inclinagao) foi realizado considerando o comprimento da coluna.

TABELA 5.2 — Experimentos do planejamento fatorial para desenvolvimento com as
variaveis codificadas nos niveis alto (1) e baixo (-1).

Grupos de Coluna Modificador Gradiente de eluigdao
andlises Experimentos cromatografica organico (Variavel 3)
(Variavel 1) (Variavel 2)
1 -1 -1 -1
A 5 -1 -1 1
3 -1 1 -1
B
7 -1 1 1
2 1 -1 -1
C
6 1 -1 1
D 4 1 1 -1
8 1 1 1

Sabe-se que para evitar erros sistematicos no sistema, € indicado que a
execugao dos experimentos seja de maneira aleatéria (PEREIRA FILHO, 2015;
BARROS NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2006). No entanto, algumas variaveis na
apresentam dificuldades operacionais ao se realizar frequentes mudancgas, que
podem levar a gasto de solventes, demanda excessiva de tempo e, que por sua vez
acabam inviabilizando o estudo de planejamento.

Sendo assim, devido ao tempo de condicionamento da coluna
cromatografica ao variar os solventes entre as analises, os experimentos foram
executados em grupos (Tabela 5.4). Por exemplo, no grupo A realizou-se as replicatas
para os experimentos numero 1 e 5 que utilizou a coluna Kromasil (-1) com
modificador organico acetonitrila (-1) alterando-se apenas a variavel 3 (gradiente de
eluicdo), apos estas, passou-se para as analises do grupo B com os experimentos 3
e 7, mantendo a coluna cromatografica Kromasil (-1) e alterando o modificador
organico (v2) para metanol (1).

Além disso, antes de cada bloco de analises tomou-se alguns cuidados

a fim de garantir que os experimentos fossem realizados nas mesmas condi¢des
152



experimentais. Tais como, avaliagdo da qualidade da coluna (limpeza, injecéo de
padrées para verificagao da resolugdo cromatografica e a verificagcao da pressao);
limpeza e condicionamento da coluna entre cada injeg&do para garantir a repetibilidade
e, avaliagdo da qualidade do cromatografo (limpeza das linhas, calibragcdo das

lampadas UV-Vis, verificagdo da pressao e auséncia de vazamentos e/ou bolhas).

9.4. Equipamentos

9.4.1. LC-UV-SPE

As analises cromatograficas e isolamento dos compostos da polpa do
acgai foram realizados em um cromatografo Agilent (1200 series) com degaseificador
(G1322A), bomba quaternaria (Agilent G13AA1), amostrador automatico (G1329A),
detector por arranjo de diodos com comprimento de onda variavel (DAD, B0614) e
forno de coluna (Shimadzu CTO-10AS VP, localizados no Laboratério de RMN da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). A unidade trocadora de cartuchos
automatica Prospekt 2 (ACE — Automatic Cartridges Exchanger, Bruker Biospin
GmbH®) é acoplada ao cromatografo e, composta por cartuchos de SPE (Solid Phase
Extraction) HySphere™ Resin General Phase (10 mm x 2mm, 10 um, fase
estacionaria polidivinilbenzeno) e bomba Knauer (K120, Bruker Daltonik, V01.11). O
programa para controle e aquisi¢ao do sistema acoplado LC-UV foi HyStar 2.3 (Bruker
Biospin). Na Figura 5.1 podem ser visualizados os médulos do sistema LC-DAD-SPE:
A - cromatoégrafo; B - detector DAD; C — bomba Knauer K120; D - unidade ASE com
bandeja de cartuchos SPE; E — controlador; F - linha de gas (N2) para secagem dos

cartuchos SPE e G - forno de coluna.
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9.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos foram adquiridos em um espectrémetro Bruker
AVANCE IIl 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do hidrogénio e 150 MHz para '3C)
com magneto modelo Ultrashield Plus™ e sonda criogénica TCI (Triple Resonance
Cryoprobe Inverse - "H/'3C/'®N) de 5 mm equipada com gradiente de campo no eixo
z e unidade de ajuste automatico de sintonia ATMA® (Automatic Tuning and MAtching)
localizado no Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da UFSCar, Sao
Carlos — SP. Os parametros de aquisicdo e processamento utilizados nos
experimentos de RMN de 'H e para os bidimensionais podem ser verificados nas
Tabelas 5.3 e 5.4.

TABELA 5.3.Parametros de aquisi¢éo e processamento dos espectros de RMN de 'H.

PARAMETROS RMN DE 'H
Sequéncia de pulso* (denominagao Bruker) noesypr1D
Tempo de aquisigao (AQ) 3.63s
Tempo de espera entre cada aquisigao (d1) 3s
Numero de promediagdes (ns)* 8
Largura do pulso (p1)* 7.25 ps (90°)
Tempo de mistura (d8) 0,30 s
Atenuacao da poténcia para saturacéo do sinal do HDO (PI9)  51.97 dB
Janela espectral (SW) 15 ppm
Numero de pontos digitalizados TD (F1) 65.536
Numero de pontos usados no processamento (SI) 65.536
Fator de multiplicacdo exponencial (LB) 0.3 Hz
Temperatura 298 K

*Sequéncia de pulso com pré-saturagao do sinal da agua do solvente (HOD); ~Calibragdo do pulso de
90° realizada em cada amostra; *Ajustado de acordo com a concentragédo de cada amostra.
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TABELA 5.4— Parametros de aquisi¢ao e processamento dos espectros de RMN 2D.

PARAMETROS gCoSsY gHsQc* gHMBCA
Sequéncia de pulso* cosygppraf  hsqcetgpprsisp2.2 hmbcgplpndgf
AQ (F2) 0,22 0,22 0,22
AQ (F1) 0,014 0,0035 0,0035
d1 1,0s 1,0s 1,0s
ns 8 16 128
SW (F2) 15 ppm 15 ppm 15 ppm
SW (F1) 15 ppm 238 ppm 238 ppm
Sl (F2) 4098 4098 4098
Sl (F1) 1024 1024 1024

*Denominagéo Bruker. O p1 foi calibrado no experimento de RMN de 'H para cada amostra; *Constante
de acoplamento "H-"3C de 145 Hz; *Constante de acoplamento 'H-"3C (J1) foi de 145 Hz e 'H-"3C (J2-
J3) de 8 Hz.

O TD foi de 4098 pontos em F1 e 256 pontos em F2 para todos os
experimentos de RMN 2D. O processamento dos dados de RMN foi realizado com o

programa TopSpin 3.1 (Bruker BioSpin GmbH, Alemanha).

9.4.3. Espectrometria de massa (MS)

Os experimentos de massa foram realizados em um sistema acoplado
UHPLC-DAD-gTOF localizado no Laboratério Separare do Departamento de Quimica
da UFSCar. A unidade cromatografica € composta por um cromatografo (Shimadzu
Kioto) com duas bombas quaternarias (LC-30AD) equipadas com unidade de
gradiente de baixa pressao, auto-injetor (SIL-30AC) com alga de amostragem de 500
ML, dois degaseificadores (DGU-20ASR), detector por arranjo de diodo com
comprimento de onda variavel (DAD, SPD-M30A), forno (CTO-20AC), controladora
(CBM 20A). Este sistema cromatografico foi acoplado ao espectrémetro de massas
de alta resolucédo equipado com fonte de ionizagao por ESI (eletrospray ionization)
modelo QqToF Impact I| HD (Bruker Daltonics — Impact, Alemanha). O programa para
controle e aquisigéo foi HyStar™ (Bruker Biospin) e o processamento dos dados foi
realizado com o programa DataAnalysis™ 4.2 (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha).

O experimento de full scan das amostras foi realizado nos modos
positivos e negativos e, os experimentos de ions totais e de ions produtos (autoMS)
no modo negativo de ionizagdo. Os espectros foram adquiridos com uma faixa de
relagdo massa carga (m/z) de 50 a 1200. As condi¢des de trabalho foram: vazao de
0,21 mL/min, presséo do nebulizador 1,0 bar, vazdo do gas de secagem (N2) 8 L/min,

temperatura de secagem 250 °C, energia célula de colisao foi 5 eV, tensdo do End
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Plate e capilar de 500 V e 4000 V, respectivamente. As analises foram realizadas com
a coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (50 x 4.6 mm 1.8 yM), com aquisicdo na faixa de
190 nm a 400 nm. As fases méveis utilizadas foram solugéo de acido férmico 50 uM
(Solugéo A) e acetonitrila com acido formico 50 uM (Solugéo B). O gradiente de eluigao
utilizado foi 7.5-54% B durante 19,70 min, 100% de B até 23,10 min (limpeza) e
condicionamento até 31,40 min (7.5-5%B) com uma vazao de 0,21 mL/min e volume
de injecao de 0,15 yL. Foram analisadas as fragdes isoladas e, o extrato metandlico

da polpa do agai com concentragdo de 5 mg.mL"" em 50:50 MeOH:H20 (v/v).
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10.RESULTADOS E DISCUSSOES

10.1. Desenvolvimento das condi¢g6es cromatograficas

Os experimentos do planejamento experimental para a coluna 1 (Eclipse
C18 4,6 x 150 mm; nivel -1) foram executados e, ao realizar as analises do
planejamento com a coluna 2 (Kromasil C18 4,6 x 250 mm; nivel 1) verificou-se que a
mesma apresentou pouca seletividade devido a baixa retengcdo dos compostos e

portanto, fornecendo menor niumero de bandas (Figura 5.2).

Intensid. Sinal 1: DAD (286)

[mAU]  _| Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)

1000 —

500

| | | I | | I | I | | minuto
0 20 40 60 80 100 120 140

FIGURA 5.2 — Cromatograma do extrato metandlico da polpa do agai. Eluente A (H20)
e eluente B (ACN). Eluicdo com gradiente exploratério de 5 a 100% de B durante 60
minutos a 35°C com 1 mL.min"' com coluna 2 (Kromasil C18 250 mm).

Assim, a coluna 2 (Kromasil) foi desconsiderada do planejamento
experimental, substituida pela coluna 3 (Bifenil Restek 150 cm x 4,6 mm x 5 ym) e,
afim de otimizar o tempo de equipamento, um novo planejamento fatorial foi montado
optando-se por trabalhar com as variaveis que afetam majoritariamente a seletividade

e, fixando a inclinagdo do gradiente em 60 minutos (Tabela 5.5).
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TABELA 5.5 - Variaveis e niveis do novo planejamento fatorial 22 realizado para o
desenvolvimento das condi¢gbes cromatograficas do extrato metandlico da polpa do
agai por LC-UV.

Planejamento Fatorial Completo 22
Variaveis Nivel (-1) Nivel (+1)
Coluna cromatografica Eclipse XDB C18 Bifenil Restek
4,6 x 150 mm 5 uM 4.6 x 150 mm 5 uM

Modificador orgéanico (Solvente B) Metanol (MeOH) Acetonitrila (ACN)

Os experimentos para o novo planejamento foram realizados em
triplicatas totalizando 12 experimentos. Os cromatogramas podem ser verificados no
APENDICE (Item 5).

Para os calculos da analise de variancia (ANOVA) (PEREIRA FILHO,
2015) foram excluidas duas (2) réplicas que apresentaram problemas na analise
devido a problemas instrumentais. Os resultados para o planejamento podem ser

verificados na Tabela 5.6.

TABELA 5.6 — Niveis e respostas do novo planejamento fatorial 22 realizado para o
desenvolvimento das condigbes cromatograficas do extrato metandlico da polpa do
acai por LC-UV.

Experimentos V1 V2 Resposta
(coluna) (modificador organico) (n°de bandas cromatograficas
em 232 nm)

-1 -1 111
-1 -1 111
-1 1 115
-1 116
-1 116
1 97
100
99
105
106

O NO O, W=
Alalalala

—_—

—_— |

—
- O

Com os dados da tabela 5.7 foram realizados os caélculos para
identificacao dos efeitos importantes (PEREIRA FILHO, 2015) no qual, verificou-se
que a variavel coluna cromatografica (v1) e sua interagdo com o modificador organico
apresentaram efeitos significativos no numero de bandas cromatograficas e, que o
modificador organico (v2) nao apresentou um efeito significativo no nivel de confiancga

de 95%. Com esses valores de resposta foi realizado o calculo de Andlise de Variancia
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(ANOVA) (Tabela 5.7) para o modelo recalculado desconderando o modificador

organico como variavel.

TABELA 5.7 — Tabela de ANOVA para o numero de bandas cromatograficas do novo
planejamento 22 (modelo recalculado).

A Soma Grau de Média Fcalculado Ftabelado
PARAMETRO quadratica liberdade quadratica (95%) (95%)
F1 Regressao 463,75 2 231,87 187,64 8,94
Residuo 8,65 7 1,24 - -
Total 472,4 9 52,49 -
F2 Erro Puro 5,83 6 0,97 2,89 5,98
Falta de ajuste 2,82 1 2,82 - -
Variagao 0,98

explicada (R?)

A analise de variancia apresentou coeficiente de correlagéo (r?) de 0,98
proximo a 1, indicando um ajuste adequado do modelo as respostas observadas. O
F+1 calculado (187,6) foi bem maior que o F1 tabelado (8,94) e o valor de F2 calculado
(2,89) foi menor que F2 tabelado (5,98), evidenciando que o modelo foi significativo e
nao apresentou falta de ajuste em um nivel de confianga de 95%.

Logo, o modelo matematico encontrado a partir dos dados
experimentais do planejamento e seus coeficientes estatisticamente significativos
podem ser verificados na Equacao 1, onde C é a variavel coluna e O é o modificador

organico. No qual a partir deste, foi construido um grafico de contorno (Figura 5.3).

y=107,6 (£0,86) - 5,62 C (+0,87) - 2,87 (0,87) C.O Equagio 1
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- ACN

110-115

110-105

Organico

100-105
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c18 ' Coluna BiPH

FIGURA 5.3 - Grafico de contorno para a otimizagdo das variaveis 1 (Coluna
cromatografica) e 2 (Modificador organico). Os valores em branco sdo referentes ao
numero de bandas cromatograficas verificadas nos experimentos do planejamento. ACN=
Acetonitrila; MeOH= Metanol; BiPH= Coluna Bifenil Restek e C18 = Coluna Eclipse XDB C18.

Através da analise do grafico de contornos (Figura 5.3) foi possivel
verificar que a regido de maximo numero de bandas cromatograficas (regido azul do
grafico de contorno) para o extrato da polpa do acai foi utilizando a coluna Eclipse C18
(Coluna 1) com numero de bandas cromatograficas de 110 a 115.

Uma vez que os calculos matematicos ndo indicaram qual o melhor
modificador organico (MeOH ou ACN) e objetivamos otimizar tempo de equipamento
e as condigdes para os experimentos de trapping por SPE, uma analise detalhada dos
cromatogramas obtidos com o modificador organico ACN e com MeOH (Figura 5.4)
foi realizada. No qual foi possivel verificar que ao utilizar a ACN foram obtidas 115
bandas com um menor tempo de analise (32 minutos) quando comparado ao MeOH

que forneceu 111 bandas cromatograficas com 49 minutos de corrida.
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FIGURA 5.4 — Cromatograma do extrato metandlico da polpa do agai.

Eluicdo com gradiente exploratério de 5 a 100% de B durante 60 minutos a 35°C com 1
mL.min-' em coluna Eclipse C18 (4,6 x 150 mm). Eluente A (H20) e eluente B: ACN (acima) e
MeOH (abaixo).

Desta forma, a melhor condigdo cromatografica obtida na Etapa 1 foi com
coluna cromatografica 1 (Eclipse C18 4,6 x 150 mm 5 ym) com o modificador organico

acetonitrila e, estes foram utilizados na Etapa 2 de otimizacdo das condi¢des para a
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realizacdo da concentragao (frapping) dos compostos do extrato metandlico da polpa

do acai.

b) Etapa 2 - Otimizagao das condi¢ées cromatograficas

Apos a verificagdo da melhor condigao de seletividade (a) com o auxilio
da quimiometria, realizou-se a segunda etapa para a otimizagdo das condi¢oes
cromatograficas do extrato metandlico da polpa do agai, a fim de realizar um ajuste
fino na capacidade de pico e diminuir espagos vazios do cromatograma.

Nesta etapa do trabalho foram analisadas a temperatura do forno (35 e
55°C), pH da fase movel (solventes acidificados com acido trifluoroacético), inclinagao
do gradiente e, a variagado da vazao da fase movel dentro das condigdes indicadas
para a coluna utilizada (1,0; 0,8 e 0,6 mL.min"') (SNYDER, KIRKLAND & DOLAN,
2010). A fim de otimizar a discussao deste capitulo, os cromatograma obtidos nesta
etapa do trabalho podem ser visualizados no APENDICE (Item 5.1).

Desta forma apds os experimentos de otimizagdo, as melhores
condigdes cromatograficas encontradas para o extrato metandlico da polpa do acai
foram: Coluna 1 (Eclipse XDB C18 4,6 x 150 mm 5 uM), solvente A (H20 + 0.025%
TFA) e solvente B (ACN + 0.025% TFA), gradiente de eluicdo de 7.5 % - 54 % por 60
min, 100% de B por 10 min (limpeza da coluna), 7.5 % - 54 % de B por 15 min
(condicionamento da coluna), totalizando 95 min de analise. A vazao da fase movel
foi de 1 mL. min-', a temperatura do forno de 35°C, volume de injegdo de 15 L e,
comprimento de onda monitorados em 341 e 205 nm. O cromatograma com essas

condigdes pode ser verificado na Figura 5.5.
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FIGURA 5.5 — Cromatograma do extrato metandlico da polpa do acai liofilizado
desengordurado com hexano obtido por ASE™ 350 com as condigdes
cromatograficas otimizadas.

E possivel verificar no cromatograma (Figura 5.5) que a polpa do acai é
rica em diversos compostos com alta e média polaridade pois, apresentou bandas
cromatograficas dos minutos iniciais (metabdlitos mais polares) até aproximadamente
45 minutos de analise (metabdlitos menos polares). Este perfil cromatografico com
115 picos separados em 232 nm nos mostrou a complexidade da matriz e confirmou
o desafio em isolar compostos direto de um extrato bruto por LC-SPE, mesmo com o
modo de operagao por fatiamento por tempo (time-slice) no qual € possivel concentrar

compostos com baixa absor¢ao na regido do ultravioleta (UV).
10.2. Analises por LC-UV-SPE/NMR

Desde a instalagdo do equipamento LC-DAD-SPE/NMR no Laboratério
de RMN da UFSCar — Sao Carlos, seu uso em trabalhos do grupo foi com os modos
de operacéao por fluxo continuo, armazenamento em capilares e em cartuchos SPE
com os ajustes por threshold e time slice (THOMASI et al., 2014; THOMASI, 2014b;
SILVA et al., 2013b; THOMASI et al., 2016; MORAES et al., 2017; CARDOSO et al.,
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2017). O pesquisador Thomasi utilizou o time-slice em uma fragdo butandlica do caldo
de fermentacdo da bactéria S. cebimarensis com intervalo fixo de 15 segundos
durante toda a analise (Figura 5.6b), mas ndo obteve sucesso. Ja Silva e
colaboradores isolaram 3 compostos ndao declarados em uma amostra de fitoterapico
comercializado na internet (THOMASI, 2014b; SILVA et al., 2013b).

O armazenamento de compostos em cartucho SPE com os ajustes por
por threshold ocorre com o desvio da fase movel vindo da cromatografia para a linha
da unidade ASE que contém o cartucho SPE através da selecdo da banda
cromatografica de interesse por intensidade de absor¢ao no detector UV. Ou seja, a
banda selecionada pelo operador ao atingir um valor determinado é fixada no cartucho
(Figura 5.6a). E com o ajuste por time-slice, ocorre o “fatiamento” do cromatograma
em intervalos fixos de tempo e cada slice € direcionado para um cartucho de SPE
onde é acumulado de 15 a 30 corridas cromatograficas (Figura 5.6b). Este método
nao depende da intensidade de absor¢ao no UV, sendo uma vantagem frente ao
threshold pois, isso poderia representar um problema em compostos com baixa
absorg¢ao que possam apresentam banda cromatografica pequena, mas que o analito
nao estd necessariamente em pequena concentragdo (THOMASI, 2014; ELIPE,
2003).

A ] { { I
Rk | I
1 1 1 |

a) threhold b) time-slice

FIGURA 5.6 - Representag¢ao das modalidades de trapping em cartucho SPE. Figura
adaptada (Thomasi, tese de doutorado, 2014).

Para este trabalho, a nossa proposta foi realizar o isolamento de bandas
de interesse selecionadas no cromatograma do extrato da polpa do agai por LC-SPE

com o modo de operagao time slice, mas adequando o tempo de slice (fatiamento) de
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acordo com a largura da banda cromatografica, desviando a banda para um mesmo
cartucho SPE nas diversas inje¢cdes a fim de aumentar a concentracdo do soluto
presente na fragdo. Para isso, exaustivas tentativas foram realizadas para o completo
entendimento das unidades da técnica hifenada LC-DAD-SPE e sua comunicagao
com o programa HyStar™. No manual do equipamento, troca de informagbdes com a
equipe técnica da Bruker™ e artigos da literatura encontramos apenas o uso do time
slice com tempo fixo e normalmente utilizando todo o tempo de corrida cromatografica.

Desta forma, foi entdo realizado o trapping para 17 bandas
cromatograficas com polaridades e intensidades de absor¢do no UV distintas
selecionadas no cromatograma (Figura 5.7). Foram realizadas 30 injeg¢des
consecutivas direcionando as bandas de interesse para cartuchos de SPE
HySphere™ Resin General Phase (fase estacionaria polidivinilbenzeno), visto que
essa fase estacionaria apresentou boa retengdo de uma vasta classe de compostos
encontrados em produtos naturais (CLARKSON et al., 2007).

Com essa analise tém-se a perspectiva de adsorver e concentrar os
analitos presente em cada banda cromatografica, que foram denominadas: T1 (tr: 1,90
min), T2 (tr: 2,35 min), T3 (tr: 4,51 min), T4 (tr: 7,25 min), T5 (tr: 8,76 min), T6 (tr: 13,02
min), T7 (tr: 18,50 min), T8 (tr: 26,53 min), T9 (tr: 30,0 min), T10 (tr: 33,48 min), T11
(tr: 36,33 min), T12 (tr: 45,73 min), T13 (tr: 9,88), T14 (tr: 13,83), T15 (tr: 22,17), T16
(tr: 36,45) e T17 (tr: 39,95) (Figuras 5.7 e 5.8)

ts i

R

b H
-]

ardy BT
m T

end Frapping (2C7) R
end trpping (208} RT

A
end impping (202} RT
end Hﬁ{uﬁdé!ﬁﬁl RT

end ispping (207) RT
end impping (208} RT

[r———
kil
(ki
[R—
&N tmpping |2
Wrasviinn PN
&nd trapping {2010) RT

rni o
end mpging (204) RT

end rapping {2C8)
end trapping (2C13) i
end impping {(201) RT

and trapping (2C11) AT

wnd |-:

1000 | I|I |' | [

|
i : v I, l ," l‘| | |I_|I I|I
T L

)
LA ¥ L | Ir,”
II |h b L ¥ |',Ilr:1\|ll

5004

' | s
Jh_ﬁ_w;; B W, P (N Ju L o | | L

od ST . o O R v — | WS U MY S

13 15 20 25 30 35 Ao 45 Time [minj

FIGURA 5.7 - Trapping por LC-SPE com modo time slice utilizando periodo e intervalo
de tempo variaveis. Extrato metandlico da polpa do agai obtido por ASE™ 350.
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FIGURA 5.8 - Ampliagcdo das regides do cromatograma com trapping do extrato
metandlico da polpa do acai por LC-SPE pelo modo time slice. . 341 (linha em preto) e
205 nm (linha em rosa). Eluente A (H2O + 0,025% TFA) e eluente B (ACN + 0,025% TFA).
Eluicédo gradiente 7,5-54% de B durante 60 minutos a 35°C com 1 mL.min"' em coluna Eclipse
C18.

Ap0Os a etapa de trapping, os cartuchos de SPE contendo os analitos das
bandas cromatograficas foram secos por 30 min com N2 (g), eluidos com 250 pL de
MeOH-ds diretamente em tubos de RMN (Bruker, 3 mm) a 25°C, adquiridos os
experimentos de RMN de 'H e, para amostras que apresentaram boa relagdo
sinal/ruido foram realizados os experimentos de RMN 2D e, entdo as fragdes foram
armazenadas em vials no refrigerador.

Os espectros de RMN de 'H das amostras obtidas no trapping do extrato

metandlico da polpa do agai podem ser verificados nas figuras 5.9 e 5.10.
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FIGURA 5.9 — Espectros de RMN de 'H para as fragdes T10 a T17 coletadas dos
cartuchos SPE por time slice. Sequéncia de pulso noesypri1d (denominagao Bruker).
64 varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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FIGURA 5.10 — Espectros de RMN de 'H para as fracdes T1 a T9 coletadas dos
cartuchos SPE por time slice. Sequéncia de pulso noesypr1d (denominagao Bruker).
MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.

Analisando os espectros de RMN de "H (Figura 5.9 e 5.10) foi possivel
verificar que algumas amostras ndo apresentaram boa reten¢ao na fase estacionaria
HySphere™ Resin General Phase e, para algumas fragdes que apresentaram relagéo
sinal/ruido consideraveis (T3, T4, T5, T6, T7 e T14), as que que tiveram suas

estruturas identificadas serao discutidas no item seguinte.
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10.3. Identificagcao dos compostos isolados por LC-SPE

10.3.1. Banda cromatografica T3

Da banda cromatografica T3 (tr: 4,51 min) foram obtidos 0,2 mg que

foram submetidos as analises por RMN uni ('H), bidimensionais (COSY e HSQC) e,

espectrometria de massa (MS) de alta resolucéo.

As analises de MS no modo negativo de ionizagdo mostraram no

espectro de full scan o ion molecular desprotonado [M-H]: com m/z 153.0226 e

sugerindo a férmula molecular C7HsO4. No experimento de fragmentacdo AutoMS no

modo negativo de ionizagdo foi obtido o fragmento majoritario em m/z 109.0301
(100%) referente a perda de m/z 44 (COz2) (Figura 5.11) (PACHECO-PALENCIA et al.,
2009 e PANDEY et al., 2015).
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FIGURA 5.11 — Espectros de massa no modo negativo da banda T3 (acima), e MS?
do ion m/z 153.0197 (abaixo) com a fragmentacao para o ion observado.
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A analise dos dados de RMN de 'H (Figura 5.12) indicou um espectro
simples, compostos por sinais na regiao de hidrogénios aromaticos e olefinicos, sendo
um dupleto em & 7,30 (J= 1,80 Hz), um dupleto de dupletoem & 7,24 (J = 8,30 e 1,80
Hz) e um outro dupleto em & 6,62 (J = 8,30 Hz) indicando a presenca de uma anel

aromatico com padrao 1, 3 e 4 substituido.
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FIGURA 5.12 — Espectro de RMN de 'H da banda cromatografica T3 (tr= 4,51 min).
Isoladamento por LC-SPE com trapping por time-slice. 30 inje¢cdes com 15 pL do extrato
metandlico da polpa do agai. Sequéncia de pulso noesypr1D. 8 varreduras. MeOH-d:s em um
600 MHz com cryoprobe.

Com o mapa de contorno COSY (Figura 5.13) foi verificada a correlagao
entre os hidrogénios 6 7,24 (H6) e & 6,62 (H5) e, no mapa de contorno HSQC (Figura
5.14) foram verificados os valores de deslocamento quimico dos carbonos
diretamente ligados, no qual houve correlagado do carbono em & 118,15 (C-2) com o
hidrogénio & 7,30 (H-2); & 123,5 com o hidrogénio em & 7,24 e & 115,4 ligado ao
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hidrogénio & 6,62 confirmando a presenca do anel aromatico tri substituido com a

presenca de grupo carboxila.
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FIGURA 5.13 — Mapas de contorno COSY da banda T3. Isolamento por LC-SPE do
extrato metandlico da polpa do agai com 16 varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz
com cryoprobe.
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FIGURA 5.14 — Mapas de contorno HSQC da banda T3 isolada por LC-SPE do extrato
metandlico da polpa do agai com 32 varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com
cryoprobe.
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De acordo com os dados espectroscépicos verificados por RMN e das
informacdes verificados por MS, o composto majoritario presente na banda T3 possui
a estrutura do acido protatecuico (Figura 5.15 e Tabela 5.9).

5

OH

HO

OH
2

o=0

FIGURA 5.15 — Férmula estrutural do acido protocatecuico identificado na banda T3.

TABELA 5.8 — Dados de RMN para o composto majoritario da banda T3 (0,2 mg em
130 pl de MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe a 298 K).

Posicdo 5 'H* 5 13C Ccosy
(J em Hz)
2 7,30 d (1,80) 118,1 -
6 7,24 dd (8,30; 1,80) 123,5
5 6,62 d (8,30) 115,4

* multiplicidade = d (dupleto); dd (dupleto de dupleto)

Esse composto ja foi identificado no acai por meio da técnica de
cromatografia liquida acoplada a detector por espectrometria de massas (LC-MS) com
0 uso de padrbées comerciais (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; GORDON et al.,
2012; LICHTENTHALER et al., 2005).

A concentragdo desse composto é baixa na polpa do acgai, no qual ja
foram relatados 0,177 mg/100 g (PACHECO-PALENCIA et al., 2009) e 0,65 mg/100 g
(GORDON et al., 2012). Gordon e pesquisadores citam ainda que a concentragéo do
acido protocatecuico diminui com o grau de maturagéo dos frutos (GORDON et al.,
2012).

10.3.2. Banda cromatografica T5

Da banda cromatografica TS (tr: 7,44 min) foram obtidos 0,6 mg que
foram submetidos as analises por RMN uni ('H) e bidimensionais (COSY, HSQC e
HMBC) e espectrometria de massa (MS) de alta resolugao.

As analises por MS no modo negativo de ionizagdo (Figura 5.16)

mostraram no espectro de full scan o ion [M-H]" com m/z 553.2046 referente a
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molécula desprotonada, e sugerindo a férmula molecular C26H34013. No experimento
de fragmentacdo AutoMS no modo negativo de ionizagdo foram observados os
fragmentos m/z 325.1149 (100%) seguidos de 112.9851 (43,5%), 310.0885 (26,4%),
165.0567 (17,6%) e 373.1391 (18.1%).
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FIGURA 5.16 — Espectros de massa (MS/MS) no modo negativo da banda
cromatografica T5 (acima) e fragmentos do ion m/z 553.2046 (abaixo).

O espectro de RMN de 'H da banda T5 (Figura 5.17 e 5.18) apresentou
um perfil complexo com sinais na regido de hidrogénios aromaticos e olefinicos e, de
carboidratos. Na regido aromatica, um dupleto com deslocamento quimico em & 6,99
(J=1,85 Hz; H-2), um dupleto de dupleto em & 6,86 (H-6) com constante de
acoplamento orto (J= 8,3) e meta (1,85 Hz) e, um outro dupleto em & 6,75 (J= 8,30
Hz; H-5) indicam a presenc¢a de um anel aromatico do tipo 1,3 e 4 substituido (Unidade
A) (SILVA et al., 2009).
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Um dupleto em & 6,94 (J=1,30 Hz; H-2’) e um singleto largo em 6,95 (H-
6’) indicaram hidrogénios aromaticos com substituicio meta em um anel tetra
substituido (Unidade B).

A presenca de hidrogénio anomeérico de glicose em 6 4,35 (d, J=7,85 Hz;
H-1"), duas metoxilas em & 3,82 (s, H-3-OMe) e & 3,88 (s, H-3'-OMe) e demais

hidrogénios (6 3,38-4,56) também foram verificados.
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FIGURA 5.17 — Espectro de RMN de 'H da banda cromatografica T5 (tr = 7,44 min).
Isolamento por LC-SPE com trapping por time-slice. 30 inje¢des de 15 uL do extrato
metandlico da polpa do agai. Sequéncia de pulso noesypr1D com 8 varreduras.
MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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FIGURA 5.18 — Espectro de RMN de 'H da banda cromatografica T5 (tr = 7,44 min).

Isolamento por LC-SPE com trapping por time-slice. 30 inje¢des de 15 yL do extrato
metandlico da polpa do acgai. Sequéncia de pulso noesypr1D com 8 varreduras.
MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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Com as analises do mapa de contorno COSY (Figura 5.19) foi possivel
verificar a correlagdo entre os hidrogénios vicinais & 6,75 (H-5) e & 6,86 (H-6) da
unidade A; entre os hidrogénios & 4,56 (H-7’) com & 3,67 (H-8') e, este com os
hidrogénios em & 3,52 (H-9’a) e 3,38 (H-9'b) da cadeia propan-1,2,3-triol da unidade
B. As correlagdes entre os hidrogénios da unidade C (H-1" a H-5") confirmam a
unidade glicosidica e, verificou-se também a correlagao entre o hidrogénio em & 5,62
(H-7) com o hidrogénio em & 3,64 (H-8) e este mostrou correlagdo com os hidrogénios
diasterotopicos em 8 3,78 (H-9a) e 4,21 (H-9b).

Com a analise do mapa de contorno HSQC foi verificado o deslocamento
quimico dos carbonos diretamente ligados aos hidrogénios da estrutura. Os valores
encontrados para a estrutura podem ser visualizados na Figura 5.20 e na Tabela 5.10.

O deslocamento quimico de carbonos (6 63,4 a 78,9) encontrados para
os hidrogénios da unidade C e o valor em & 105,1 (C-17) correlacionado ao hidrogénio
anomérico (H-1") confirmam o carboidrato com ligagdo do tipo O-glicosidica
(ALBURQUERQUE et al., 2014; PIZZOLATTI et al., 2003).

As correlagdes verificadas em 6 111,2 (C-2), 6 116,7 (C-5), & 120,3 (C-
6) confirmam um anel aromatico 1, 3 e 4 substituidos, assim como os valores
encontrados para os carbonos em & 113,0 (C-2’) e & 117,7 (C-6’) confirmam um
segundo anel aromatico com padrao de substituicdo 1, 3, 4 e 5 substituidos.

Os carbonos das metoxilas foram confirmadas em & 57,1 (C-3) e 57,5
(C-3’), e os carbonos em 76,7 (C-7°), 8 79,0 (C-8’) e 6 64,9 (C-9) estdo de acordo com
a cadeia propan-1,2,3-triol da unidade B. Os valores de deslocamento quimico
encontrados em & 89,2 (C-7), & 53,7 (C-8) e & 73,0 (C-9) sugerem um sistema
benzofurano e, essa suposi¢cdo foi confirmada através da analise do experimento
HMBC (Figura 5.21).
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FIGURA 5.19 — Mapa de contorno COSY da banda cromatografica TS com as
correlagdes verificadas na estrutura. Sequéncia de pulso cosygpprqf com 8
varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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FIGURA 5.20 — Mapa de contorno HSQC da banda cromatografica T6 com as
correlagdes 'H-"3C (J1) atribuidas na estrutura. Sequéncia de pulso hsqcetgp com 16
varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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Com o experimento de HMBC (Figura 5.21) foi possivel verificar a
conexao entre as 3 partes (unidades A, B e C) e subunidade A da molécula através
das correlagdes a longa distancia (J>2) entre os atomos de hidrogénio e carbono e,
dessa maneira foi possivel confirmar a estrutura proposta (Figura 5.22). Na qual, o
hidrogénio aromatico em & 6,99 (H-2) e 6 6,86 (H-6) apresentaram correlacdo com o
carbono em 6 89,2 (C-7) confirmando a ligagdo da cadeia carbdnica com o anel
aromatico da unidade A. Da mesma forma, o respectivo hidrogénio & 5,62 (H-7)
mostrou correlagdo com o carbono C-1 (& 136,0) do anel aromatico e os d 53,7 (C-8)
e 0 73,0 (C-9) da cadeia carbbnica. O hidrogénio anomérico da B-glicose (6 4,35, H-
1”) apresentou correlagédo com o carbono em & 73,0 (C-9), mostrando a conexao da
unidade glicolitica com a cadeia carbénica da unidade A.

A verificacdo da conexdao das unidades A com a unidade B com
formagdo do anel heterociclico foi confirmada através da correlagdo entre os
hidrogénios enantiotdpicos da posigao 9 (o 3,78, Ha; 6 4,21, Hb) e H-8 (5 3,64) com o
carbono em 130,3 (C-5’) e da correlagdo do hidrogénio H-7 (& 5,62) com o

deslocamento quimico em & 148,1 referente ao carbono da posi¢ao 4 do anel B.
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FIGURA 5.21 — Mapa de contorno HMBC da banda cromatografica T5 com as
correlagdes verificadas na estrutura. Sequéncia de pulso hmbcgplpndgf com 128

varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.

Dessa forma, a partir da extensiva analise dos dados espectroscopicos

verificados por RMN e das informagdes fornecidas pelas analises por MS, como o ion
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molecular (m/z 553.1943) com a possivel féormula molécular de C2sH34013, sugere-se
que o composto majoritario presente na banda cromatografica T5 seja o alcool 9-O--

D-glicopiranosideo-7’,8’-dihidroxi-dehidroconiferilico (Figura 5.22).

OCHj

FIGURA 5.22 — Formula estrutural da alcool-9-O-3-D-glicopiranosideo-(+)-7S8R-7°,8'-
dihidroxi-dehidroconiferilico identificada na banda T5.

A comparagdo com dados encontrados na literatura (HU et al., 2014)
mostra que a configuragdo dos centros estereogénicos em C-7 e C-8 pode ser
atribuida de acordo com o valor de constante de acoplamento do H-7, no qual a
configuracdo do isbmero com configuracdo absoluta 7R,8S possui J= 5,2 Hz e o
isémero 7S,8R possui J= 6,4 Hz. Em nosso trabalho verificou-se a constante de
acoplamento de 6,10 Hz, sugerindo a configuragao relativa de 7S,8R para a estrutura
em analise. Os dados espectroscopicos para essa estrutura foram sumarizados na
Tabela X.

TABELA 5.9 — Dados de RMN para o composto majoritario da banda cromatografica
T5 (0,6 mg em 130 pL de MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe a 298 K).

Posicdo 5 'H* 5 13C cosy HMBC
(J in Hz)
1 - 136,0 - -
6,99 d (1,85) 111,2 6 89,2; 116,7; 135,6; 148,1;
149,7

3-OMe 3,82s 57,1 - 149,7

3 - 1497 - -

4 - 148,1 - -

5 6,75 d (8,30) 116,7 6 135,6; 148,1; 149,7

6 6,86 dd (8,30; 1,85) 120,3 2;5 111,2; 148,1
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Continuagao Tabela 5.10

Posicdo 5 'H* 5 13C cosy HMBC
(Jin Hz)
7 5,62 d (6.0) 89,2 8 537, 73,0, 1112, 120,3;
135,6: 149,7

8 3,64-3,66 537  7,9b  73,0;130,3

9a  378dd(780;950) ;o0 9 53,7, 89,2 1051; 130.3
9b 421 dd (9,50; 5,40) 9a

T 5 137.4 A

2 6,94 (d, 1,30) 113,0 . 76,7,117.7; 145.4; 149.6

3-OMe 3,88 s 57,5 i 1454

3 - 1454 A

L 5 1496 A

5 - 130,3 A

& 6,95 sl 1177 . 76.7,113.0; 149.6

7 456 d (6,10) 76,7 8  64.9,79.0;117.7, 137.4
8 3,67 —3,69 m 790 7:9a; 9% -

9a 352dd (11,2;40)  ©4° 9  76.7:79.0

b 3.38dd(11,2;64) 9a

17 4,35 d (7,85) 1051 > 758

2°  322dd(9,20,7.85) 758 1" 78.9;105.1

3 3,33-335m 78,9 . 722789

& 3,263,228 m 72,2 . 785

5 3,26 3,28 m 78,5 6a  72.2,130.3
6"a 3,64 3,67 m 634 5360 7851303
6"b 3,85 3,86 m 6a 722

* multiplicidade = s (simpleto); d (dupleto); dd (dupleto de dupleto); m (multipleto).

e, foi encontrado em polpas do agai (HU et al., 2014). Seu isolamento ocorreu através

de varias técnicas de separac¢do, no qual foram obtidos 11 mg do composto a partir

de 1 Kg de polpa do acai.

al., 2014).
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Essa neolignana glicosidica possui apenas um unico relato na literatura

Essa substancia apresenta moderada cito toxidade em células de HL-60
(ICs0 de 19,0 pg/mL) e significativa atividade antioxidante (ICso de 0,80 ug/mL) (HU et



10.3.3. Banda cromatografica T6

Da banda cromatografica T6 (tr: 13,02 min) foram obtidos 0,5 mg que
foram submetidos as analises por RMN uni (H) e bidimensionais (COSY, HSQC e
HMBC) e, espectrometria de massa (MS) de alta resolugao.

As anadlises por MS no modo negativo de ionizagdo mostraram no
espectro de full scan o ion molecular desprotonado [M-H] com m/z 447.1003 e com
sugestdo de formula molecular C21H19011. No experimento de fragmentacdo em em
AutoMS no modo negativo de ionizagdo foram obtidos os fragmentos em m/z
327.0561 (100%), 357.0671 (82,6%), 297.0446 (28.9%) e 285.0400 (20.0%) (Figura
5.23).
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FIGURA 5.23 — Espectros de massa no modo negativo para a banda T6 (acima) e
fragmentos do ion molecular m/z 447.1003 (abaixo).

o

O espectro de RMN de 'H da banda T6 (Figura 5.24 e 5.25) forneceu

sinais de hidrogénios na regido de aromaticos e olefinicos e, na regido de
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carboidratos. Na regido aromatica, um singleto com deslocamento quimico em & 6,48
(s, H-8) é compativel com o padrao de flavonoides tri substituido do anel A e, um outro
singleto em © 6,54 (H-3) é caracteristico de hidrogénio metinico do anel C de flavonas
(SILVA et al., 2009).

Um dupleto em & 6,90 (J= 8,30 Hz; H-6), um dupleto de dupleto em &
7,39 (J= 8,30 e 2,30 Hz; H-5) e um outro dupleto em & 7,37 (J= 2,30 Hz; H-2) indicam
trés hidrogénios localizados no anel B da estrutura do flavonoide no qual seu
deslocamento quimico e constantes de acoplamento sao caracteristicos do padrao de
substituicdo em 1°,3’ e 4, possibilitando a suposi¢cdo das fun¢des oxigenadas na
posicao 3’ e 4’ (KANG et al., 2010; SILVA et al., 2009).

Os sinais na regiao de carboidratos sugerem que uma das substituicoes
no anel B do flavonoide seja uma unidade de glicose devido ao sinal em & 4,18 (d, H-
2", J= 9,40 Hz), os sinais entre © 3,41 a 3,86 e, do hidrogénio anomérico em & 4,90
(H-17, J= 9,40 Hz) verificado através do experimento de HSQC (Figura 5.27). A regido
do hidrogénio anomérico no espectro de RMN de 'H foi afetada pela sequéncia de
pulso utilizada (noesypr1D) e, a sua constante de acoplamento (J= 9,40 Hz) foi
verificada através da analise do espectro de bidimensional COSY (Figura 5.26).

O valor alto da constante de acoplamento e o deslocamento quimico do
H-1" da glicose (6 4,90; J= 9,40 Hz) em uma regiao relativamente desblindada indicam
de ligacao direta no anel B da flavona, sugerindo um flavonoide do tipo C-glicosilado
(KANG et al., 2010KANG et al.,, 2010). Essa suposi¢do € confirmada com o
experimento de HSQC (Figura 5.27) que mostrou a correlagdo com carbono em 75,5
ppm (ALBUQUERQUE et al., 2014 e PIZZOLATTI et al., 2003).
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FIGURA 5.24 - Espectro de RMN de 'H da banda cromatografica T6 (tr = 13,02 min).
Isolamento por LC-SPE com trapping por time-slice. 30 inje¢des de 15 yL do extrato
metandlico da polpa do acgai. Sequéncia de pulso noesypr1D com 8 varreduras.
MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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FIGURA 5.25 — Espectro de RMN de 'H da banda cromatografica T6 (tr = 13,02 min).
Isolamento por LC-SPE com trapping por time-slice. 30 inje¢des de 15 uL do extrato
metandlico da polpa do agai. Sequéncia de pulso noesypr1D com 8 varreduras.
MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.

Com o mapa de contorno COSY (Figura 5.26) foram verificados
correlagdo entre os hidrogénios vicinais & 7,39 (H-6) e & 6,90 (H-5) do anel A do

flavonoide e entre os hidrogénios da unidade de glicose (H-2” a H-6").
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FIGURA 5.26 — Mapa de contorno COSY da banda cromatografica T6 com as
correlagdes verificadas para a estrutura. Sequéncia de pulso cosygpprqf com 8
varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.

Nas analises do mapa de contorno HSQC (Figura 5.27) foram verificados
o0 deslocamento quimico dos carbonos diretamente ligados aos hidrogénios da
estrutura, no qual a correlagdo do carbono com deslocamento quimico em 6 75,5 com

o hidrogénio anomérico em & 4,90 (H-1") indica que a glicose esta ligada diretamente
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ao anel aromatico. Flavonoides do tipo O-glicosilados possuem deslocamento quimico
do carbono (C-1") mais desblindado, na regidao de 98,0 a 103 ppm (ALBUQUERQUE
et al., 2014; PIZZOLATTI et al., 2003).

63,6
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FIGURA 5.27 — Mapa de contorno HSQC da banda cromatografica T6 com as
atribuicbes verificadas para a estrutura. Sequéncia de pulso hsqcetgp com 16
varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.

Com o experimento HMBC (Figura 5.28) foi possivel verificar as
correlagbes a longa distancia (J%3) entre os atomos de hidrogénio e carbono da

estrutura em analise. O hidrogénio H-1" (& 4,90) apresentou correlagdo com os
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carbonos em & 162,3 (C-5), 6 109,2 (C-6) e & 165,6 (C-7) do anel B da glicona do
flavonoide, confirmando sua posi¢céo (C-6). O hidrogénio H-3 (& 6,54) apresentou
correlagdo com o carbono 0 183,0 (C-4) atribuido a uma carbonila, com o carbono em
0 166,5 (C-2) e com & 123,5 (C-1’) confirmando sua correta atribuicdo no anel C do
flavonoide. Assim como como foi possivel observar a correlagdo do hidrogénio & 6,48
(H-8) com os carbonos em & 165,6 (C-7), & 159,1(C-9) e 105,0 (C-10) confirmando

esse padrao de substituicdo no anel A do flavonoide.

T
80 F1 [ppm]

1" Sl 5| ; F2 [ppm]
FIGURA 5.28 — Mapa de contorno HMBC da banda cromatografica T6 com as
correlagdes verificadas para a estrutura. Sequéncia de pulso hmbcgplpndqf com 128
varreduras. MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe.
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Com base na proposta estrutural verificada por RMN, confirmou-se a
estrutura com os dados verificados por MS pois, o padrao de fragmentagao verificado
no espectro de MS? para a banda T6 ¢ caracteristico de flavona-C-glicosilada. Foram
verificados os sinais de ions produtos em m/z 357.0617 [M-H-90]", m/z 327.0560 [M-
H-120] relativos a fragmentacao da glicose anexada ao flavonoide, os sinais de m/z
429 [M-H-H20] e m/z 285.0400 referente ao luteolin aglicona devido a clivagem da
ligagdo C-glicosidica (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; PEREIRA et al., 2005)
(Figura 5.29).
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FIGURA 5.29 — Fragmentagao para os ions observados da banda T6 por MS2 no

modo negativo.

Dessa forma, com base nos dados espectroscopicos verificados por
RMN, das informagdes verificados por MS como ion molecular (m/z 447.0915), do
padrao de fragmentacédo e comparagdao com dados da literatura (KANG et al., 2010;
SCHAUSS et al.,, 2006a; PACHECO-PALENCIA et al.,, 2009), sugere-se que o
composto majoritario presente na banda cromatografica T6 seja a homoorientina
(Figura 5.30 e Tabela 5.11).

Esse composto é descrito nas polpas do agai (SCHAUSS et al., 2006a;
KANG et al.,, 2010; GALLORI et al.,, 2004; PACHECO-PALENCIA, 2009) e foi
identificado por meio da técnicas de HPLC-DAD e HPLC-MS com o uso de padrdes
comerciais (SCHAUSS et al., 2006a) e, isolado uma unica vez através de fitoquimica
classica, onde foram obtidos 11 mg do composto a partir de 1,80 Kg de polpa do acgai

(KANG et al., 2010). Pacheco-Palencia e colaboradores encontraram 34,8 mg/kg de
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homoorientina em um kilo (1 Kg) de polpa em um estudo de quantificagdo por LC-MS
(PACHECO-PALENCIA, 2009).

OH

" o\\\\\\\ .

OH

FIGURA 5.30 — Foérmula estrutural da homoorientina (luteolin-6-C-glucosideo)
identificada na banda T6.

TABELA 5.10— Dados de RMN para o composto majoritario da banda cromatografica
T6 (0,5 mg em 130 pL de MeOH-ds em um 600 MHz com cryoprobe a 298 K).

. 5 'H* 513C COSY HMBC
Posicao
(J in Hz)
2 ; 166,5 - -
3 6,54 s 104,2 - 183,0; 166,5; 123,5
4 ; 183,0 - -
5 : 162,3 - -
6 ; 109,2 - -
7 ; 165,6 - -
8 6,48 s 95,8 - 105,0; 159,1; 165,6
9 ; 159,1 - -
10 - 105,0 - ;
1 ; 123,5 - -
2 7.377 (2,30) 114,2 5 120,6; 151,7; 166,5
3 ; 151,7 - -
& ; 147,3 - -
5 6.90 d (8,30) 117,3 2 120,6; 147,3
6 7.39* dd (8,30; 2,30)  120,6 - 114,2; 166,5; 147,3
1" 4,90% (9,40) 75,5 2’ 73,7, 80,8; 83,2 ;109,2
162,3; 165,6

2" 4,18 t (9,40) 730 153 -
3" 3,46-3,48 m 80,8 2’ 72,4;
4" 3,46-3,48 m 72,4 - 63,6; 80,8
5" 3,41-342m 83,2 6 -

3,73 dd (12,20; 4,5) (Ha) 80,8
6 3,86 dd (12,20; 4,5) (Hp) 63,6 o 72.4;

* multiplicidade = s (simpleto); d (dupleto); t (tripleto); dd (dupleto de dupleto); m (multipleto);
A sinal com sobreposigdo; # sinal afetado pela saturagdo do HDO do solvente (5 'H por HSQC e J por

COSY).
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CONCLUSOES




O uso da técnica de RMN de 'H aliada a quimiometria foi muito viavel no
estudo das polpas do agai pois verificou-se tendéncias em relagao ao tipo de cultivo,
a sazonalidade, ao melhoramento genético realizado pela Embrapa Amazdnia
Oriental, o modo de armazenamento da polpa congelada pelos comerciantes de
Belém (PA) e a identificacdo de possiveis marcadores da degradagao da polpa do
acai.

As amostras com controle agronédmico possuem maior concentragao de
aminoacidos, carboidratos, triacilgliceréis com cadeia insaturada e compostos
aromaticos e, os sem controle possuem maior teor de triacilglicerdis saturados. Na
safra do agai ocorre maior producédo de acidos graxos insaturados, frutose e glicose
gue na entressafra. E nesta, verificou-se que as polpas do acai sofrem processos de
degradagdo por fermentagdo oxidativa, fermentagdo acética e alteracdo na
concentragao da colina e glicerofosforilcolina.

Por meio de analises fisico-quimicas, centesimais e composic¢ao fendlica
foi verificada a grande variabilidade nas caracteristicas quimicas das polpas do acai,
no qual pode estar relacionada ao fator genético da espécie, condi¢des
edafoclimaticas, de cultivo, processamento dos frutos, entre outros. Alguns gendtipos
podem ser considerados promissores pois apresentaram maior teor de aminoacidos,
carboidratos, acidos graxos insaturados e compostos aromaticos verificados nas
analises por RMN de 'H e, no teor de fibras, lipidios, antocianinas e fendlicos através
das analises fisico-quimicas.

A extragao acelerada por solvente € uma técnica muito eficiente para a
realizacao de clean-up e obtencdo de extratos em matrizes complexas quando
comparada com métodos convencionais e, a técnica LC-DAD-SPE/NMR se mostrou
muito eficiente e interessante para a obtencdo de compostos em baixa concentragao.
Os compostos identificados foram: homoorientina, acido protocatecuico e uma
neolignana.

Esse trabalho mostrou que a técnica de RMN € uma ferramenta robusta,
extremamente util, que apresenta boa repetibilidade e grande potencial para a
obtencao de informagdes quimicas das polpas do acai liofilizado. E os resultados
observados contribuem no desenvolvimento do controle de qualidade do acai e com
0 avango das pesquisas do Programa de Melhoramento Genético da Agaizeiro

desenvolvido pela Embrapa Amazdnia Oriental.
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CAPITULO 3 - ANALISES FiSICO-QUIMICAS DAS POLPAS DO AGAi E TRATAMENTO
QUIMIOMETRICO DOS DADOS

1. COMPOSIGAO FiSICO-QUIMICA E FENOLICA DAS POLPAS DO AGAiI COMERCIAL E DE GENOTIPOS.

TABELA 1 — Resultados de pH, acidez titulavel, solidos soluveis e composicdo centesimal nas polpas comercializadas em
Belém (PA) e de gendtipos da CPATU (Belém — PA).

PARAMETROS *
cobico pH A.T. S.S.T UMIDADE' | CINZAS' | FIBRAS' | PROTEINAS' | LIPIDIOS!
(g/100g (°Brix) (g/100g) (9/100g) | (g/100g) (g/100g) (g/100g)
ac.citrico)
SAFRA 2014

G1 518:0,01 | 1,13x0,06 | 3,4%058 | 3,06:0,08 | 3,63%0,14 | 11,71£0,20 |  10,1%0,01 39,98+0,66
G2 535:0,10 | 1,01#0,00 | 3,06+0,00 | 1,64+0,13 | 3,57+0,05 | 28,830,37 | 15,12+0,85 | 46,38+0,22
G3 533:0,04 | 1,39+0,16 | 5,78+0,58 | 1,25:0,22 | 4,41%0,01 | 25,65+0,30 | 12,71x024 | 35,554%0,23
G4 514+0,02 | 1,29+0,03 | 4,08t0,00 | 4,36:0,18 | 3,80%0,12 | 10,96£0,27 | 9,18+0,19 47,19£0,09
G5 531£0,00 | 1,36£0,03 | 6,46+0,58 | 3,84:0,15 | 3,95£0,02 | 23,92+0,36 | 14,03x0,20 | 35,62+0,12
G6 525:0,02 | 1,39£0,06 | 5,10£0,00 | 2,82:0,16 | 3,70£0,12 | 11,40£0,19 | 8,43%0,09 44,80+0,33
G7 503+0,00 | 1,50£0,05 | 5,1%0,00 24022 | 3,71%0,07 | 15,91%0,40 9,480,19 51,15+0,10
G8 m. m.i 510£0,0 | 2,74+0,10 | 2,68+0,07 | 7,23+1,17 6,79+0,12 25,38+0,06
GY9 517+0,00 | 1,36+0,03 | 7,14+0,00 | 2,23:0,05 | 3,43x0,03 | 13,630,14 | 9,92+0,03 43,99+0,31
G10 523+0,00 | 1,37#0,10 | 6,46+0,58 | 2,75:0,08 | 3,68+0,07 | 20,37 0,15 | 15,67£0,12 | 46,02+0,06
G11 522+0,00 | 1,55+0,06 5,120,0 2,53+0,32 | 3,830,11 | 9,32+0,33 8,45+0,20 41,53£0,37
G12 m.i m.i 4,08+0,00 | 3,25:0,12 | 2,82+0,11 | 19,11:0,12 | 7,410,17 39,230,25
CAU 524+0,05 | 1,34¥0,01 | 4,08t0,00 | 2,23t0,05 | 3,43x0,04 | 13,63+0,06 | 9,92+0,48 43,990,31

208




CAL 5,06+0,04 1,46+0,00 7,14+0,00 4,36+0,18 3,80+0,12 | 10,96+0,27 9,17+0,19 47,19+0,09
CAl 5,09+0,02 1,44+0,03 3,06+0,00 1,35+0,23 3,63+0,14 | 11,71+0,34 10,10+0,18 39,98+0,92
CAP 5,16+0,02 1,61+0,03 3,74+0,58 2,21+0,07 4,65+0,01 | 7,08+0,22 7,98+0,23 51,96+0,17
CPA 5,12+0,00 1,58+0,09 7,14+0,00 2,26+0,20 4,89+0,03 | 9,15+0,19 7,96+0,23 48,97+0,37
CFA 5,13+0,00 1,25+0,03 6,46+0,58 2,42+0,10 4,07+0,05 | 8,36+0,08 8,34+0,14 49,56+0,16
CA25 5,08+0,01 1,70+0,06 7,82+0,58 1,78+0,17 4,03+0,04 | 10,19+0,22 8,78+0,24 46,93+0,30
CBA 5,15+0,01 1,59+0,07 6,8+0,58 1,98+0,14 4,28+0,00 | 6,85+0,02 19,63+0,14 52,96+0,06
CAC 5,56+0,42 1,81+0,11 8,5+0,58 2,13+0,23 4,22+0,06 | 9,37+0,09 18,13+0,24 46,55+0,14
CAF 5,01+0,01 1,81+0,00 8,16+0,00 1,42+0,10 3,94+0,04 | 7,48+0,13 17,77+0,07 50,23+0,38
ENTRESSAFRA 2015
pH A T. S.S.T UMIDADE? CINZAST FIBRAS? PROTEINAS' LIPIDIOST
G9 5,31+0,02 1,4+0,05 4,08+0,01 4,79+0,21 2,76+0,13 | 13,22+0,20 8,86+0,09 46,85+0,15
G13 5,21+0,01 1,33+0,07 6,80+0,59 4,52+0,18 4,23+0,04 | 14,94+0,14 7,42+0,22 34,67+0,38
G14 5,1340,01 1,45+0,11 4,42+0,58 5,73+0,19 3,94+0,05 | 13,32+0,18 8,69+0,12 43,22+0,82
G15 5,34+0,02 1,60+0,07 3,06+0,00 3,16+0,12 4,37+0,03 | 27,66+0,57 10,04+0,02 19,24+0,30
G16 5,46+0,01 1,54+0,07 4,14+0,01 6,74+0,14 4,44+0,02 | 24,12+0,38 10,55+0,06 20,51+0,11
CAU 5,11+0,01 1,54+0,03 4,76+0,59 1,06+0,03 4,35+0,14 | 8,51+0,07 9,04+0,25 49,54+0,08
CAL 5,03+0,00 1,93+0,03 5,10+0,00 1,52+0,02 4,06+0,00 | 8,95+0,21 9,32+0,20 47,52+0,12
CAl 4,94+0,01 1,67+0,04 4,42+0,59 1,44+0,05 3,96+0,08 | 9,72+0,18 8,63+0,12 47,80+0,23
CAP 5,06+0,01 1,61+0,03 3,40+0,58 1,73+0,09 4,08+0,01 | 7,62+0,32 9,83+0,20 50,66+0,06
CPA 4,77+0,01 1,33+0,06 3,06+0,00 1,18+0,05 2,98+0,03 | 8,76+0,19 8,63+0,15 43,96+0,06
CFA 4,99+0,01 1,63+0,03 4,08+0,00 1,30+0,04 4,68+0,05 | 9,46+0,23 9,02+0,21 46,71+0,02
CA25 4,94+0,00 1,79+0,06 8,16+0,00 1,23+0,09 3,5940,05 | 10,92+0,20 8,66+0,12 48,77+0,11
CBA 5,12+0,00 1,64+0,03 4,47+0,58 1,60+0,06 3,72+0,01 | 8,15+0,08 9,34+0,17 53,20+0,33
CAC 4,83+0,00 1,84+0,03 3,4+0,58 2,04+0,01 3,68+0,00 | 7,38+0,18 10,56+0,23 52,03+0,21
CAF 5,07+0,00 1,61+0,03 3,4+0,58 1,57+0,00 4,09+0,01 | 8,73+0,12 9,9940,03 48,77+0,10
SAFRA 2015
pH A T. S.S.T UMIDADE? CINZAST FIBRAS? PROTEINAST LIPIDIOST
G1 5,04+0,01 1,40+0,00 7,48+0,58 3,20+0,15 3,16+0,00 | 21,42+0,59 16,44+0,60 42,42+0,24
G3 4,88+0,0 1,67+0,04 4,42+0,58 2,3+0,12 2,83+0,14 | 7,91+0,36 20,05++0,26 54,54+0,08
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G4 5,16+0,0 1,34+0,02 4,76+0,58 2,05+0,13 4,27+0,05 | 12,07+0,62 9,564+0,17 44,47+0,05
G6 5,01+0,01 1,81+0,04 7,82+0,58 1,56+0,10 3,33+0,07 | 10,08+0,29 5,562+0,26 47,54+0,12
G7 4,95+0,00 1,75+0,03 5,44+0,58 1,09+0,07 3,33+0,03 | 8,02+0,14 9,61+0,31 50,53+0,19
G9 4,77+0,01 1,50+0,04 4,08+0,00 4,73+0,11 4,73+0,01 | 10,37+0,28 10,01+0,56 43,86+0,97
G11 4,74+0,00 1,42+0,04 3,06+0,01 5,67+0,09 5,67+0,09 | 25,89+0,23 8,09+0,21 22,53+0,19
G14 5,11+0,01 1,67+0,01 5,78+0,00 1,05+0,09 3,563+0,00 | 17,59+0,58 11,15+0,28 35,79+0,18
G16 4,82+0,01 1,7+0,04 3,06+0,0 2,41+0,01 2,41+0,04 | 29,35+0,10 8,54+0,11 14,16+0,23
G17 5,05+0,00 1,43+0,00 5,10+0,00 1,49+0,15 3,06+0,01 | 20,15+0,39 19,69+0,27 47,72+0,01
G18 5,01+0,02 1,51+0,03 5,1+0,58 3,22+0,08 2,984+0,05 | 9,44+0,04 10,29+0,30 52,79+0,14
G19 4,92+0,00 1,41+0,04 3,74+0,58 3,13+0,15 2,5840,03 | 15,29+0,15 7,99+0,11 45,2+3,85
G20 4,93+0,00 1,16+0,02 2,38+0,58 0,83+0,017 | 1,92+0,03 | 7,64+0,12 8,73+0,24 63,08+0,02
G21 5,14+0,01 1,04+0,01 3,06+0,58 1,01+0,09 2,565+0,02 | 13,68+0,20 7,21+0,10 52,32+0,32
G22 5,06+0,02 0,85+0,02 4,76+0,58 1,26+0,18 2,05+0,02 | 19,75+0,13 6,36+0,20 46,17+0,46
G23 4,91+0,00 1,67+0,05 4,42+0,0 1,67+0,12 2,69+0,03 | 17,28+0,27 9,07+0,39 40,00+0,32
G24 4,95+0,01 1,55+0,01 3,74+0,58 0,78+0,09 3,4840,34 | 12,71+013 8,04+0,68 48,82+0,67
G26 5,11+0,00 1,39+0,02 4,42+0,58 1,28+0,18 3,384+0,01 | 13,54+0,15 8,52+0,12 44,42+0,50
G27 4,9+0,01 1,6+0,04 3,4+0,58 1,18+0,05 2,99+0,02 | 10,6+0,59 8,94+0,26 50,62+0,18
G28 5,08+0,00 1,82+0,03 7,82+0,09 2,33+0,13 2,93+0,02 | 13,73+0,07 10,31+0,39 42,11+0,19
G29 4,92+0,01 1,53+0,00 4,76+0,58 2,66+0,12 3,48+0,03 | 12,89+0,11 8,32+0,09 45,52+0,13
G30 4,71+0,01 1,87+0,04 6,46+0,58 2,37+0,18 2,37+0,37 | 8,99+0,05 10,76+0,02 45,44+0,08
G31 5,02+0,00 1,38+0,01 6,80+0,00 3,00+0,27 2,86+0,04 | 8,48+0,62 9,66+0,21 50,09+0,07
G3-C2 4,81+0,02 1,59+0,02 6,80+0,09 1,49+0,06 4,11+0,01 | 21,60+0,15 15,9540,48 41,50+0,07
G6-C2 5,01+0,02 1,23+0,03 11,22+0,0 3,00+0,03 3,88+0,00 | 24,96+0,23 13,3+0,12 36,02+0,18
G7-C2 5,03+0,00 1,47+0,00 5,10+0,00 4,66+0,08 3,36+0,02 | 31,73+0,14 10,22+0,21 44,46+0,24
G17-C2 5,07+0,00 1,19+0,04 4,42+0,58 1,98+0,09 3,09+0,07 | 18,27+0,10 20,26+0,08 49,58+0,03
G18-C2 4,95+0,00 1,42+0,02 13,6+0,58 3,05+0,11 3,00+0,00 | 15,81+0,42 19,4+0,02 52,79+0,14
G20-C2 5,24+0,01 1,40+0,05 7,48+0,56 2,21+0,13 4,42+0,04 | 32,21+0,58 11,25+0,08 21,72+0,13
G21-C2 4,48+0,01 1,33+0,00 5,44+0,58 1,74+0,10 3,37+0,05 | 21,89+0,06 15,9+0,23 49,91+0,43
G23-C2 5,11+0,01 1,59+0,03 4,76+0,59 4,30+0,03 4,61+0,38 | 19,59+0,13 18,91+0,16 38,38+0,43
CAU 4,58+0,01 1,66+0,00 3,74+0,58 3,24+0,05 8,83+0,02 | 17,18+0,36 15,85+0,23 48,65+0,20
CAL 4,95+0,01 2,05+0,04 7,48+0,59 2,41+0,04 2,41+0,04 | 10,07+0,32 8,61+0,05 48,09+0,25
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CAl 468+0,01 | 2,12:0,03 | 4,76%0,58 | 403009 | 4.03£0,00 | 12.86£0.04 | 9.25:035 | 4256010
CAP 507001 | 1.5720,07 | 54420.58 | 5141011 | 4652002 | 8455009 | 10,12+024 | 48,72+012
CPA 4,9740,00 | 1,670,038 | 7,14+1,09 | 252+018 | 3981004 | 9924012 | 957:036 | 46,86+007
CFA 519+0,01 | 1,33t0,00 | 6,46+0,58 | 4,08+011 | 415:0,03 | 7114014 | 9.13:025 | 49,66+0,06
CA25 4741001 | 153:000 | 6,80:059 | 2.89:012 | 3.8840.02 | 2112013 | 15.66 +0.19 | 47.20%0.08
CBA 5141000 | 18003 | 5781058 | 1.84:008 | 422:005 | 956:002 | 8,19:008 | 48,23%0,05
CAC 500:0,01 | 1.812004 | 544£059 | 2,59£013 | 4.3820,01 | 14332009 | 19.12£010 | 48272013
CAF 4902000 | 1.83:0,04 | 4421058 | 3.11:0,04 | 408002 | 16,60£0.11 | 19,024033 | 46,64+0,08

ENTRESSAFRA 2016
oH AT, SS.T UMIDADE' | CINZAS' | FIBRAS' | PROTEINAS' | LIPIDIOS!
G11 5190,01 0.93:0,04 | 10882058 |  2,08£0.18 | 333004 | 37.83£0,62 12.97£053 | 19.79:0.28
G6 505:0.00 | 189001 | 36.40£1.21 2.71£0.04 | 3.91£0.10 | 18.68£0.05 18.07£0.56 | 452910 54
CAU 4881000 | 129+004 | 11.22100|  1.80£017 | 3.774001 | 21.13+0,33 |  20.33%0,03 | 46,2620.10
CAL 5 100,01 1441003 | 13,6:058 |  2.89+0.15 | 3.92+0.05| 23,69+0,22 18,72£0,02 | 44,3942 21
CAIl 4891000 | 142003 | 12581058 |  3.61£0.18 | 3.36£0.02 | 20.590.89 17.27£0.00 | 46.5220 14
CANM 502:0,00 | 1,85£001 | 32,90+1.21 3.05:0,04 | 3,78£0,01 | 21,40%0,05 13.02£0.10 | 40,37£0.22
CPA 4.94+0.01 1221001 | 259+1.21 463£0.99 | 2.82£0.27 | 18,0020,16 13,50£0,31 | 34,4419 66
CFA 5 0410 01 157£0,03 | 1564058 |  2.50:013 | 4,54£0,01 | 19.25+056 17.08£0.02 | 43.6120.10
CA25 4841000 | 142003 | 14,96:058 |  2.53£0.40 | 3.3140.02 | 24.12%0.16 17.2410,04 | 45162017
CBA 510£0,00 |  1,84t001| 203+242| 150005 | 3.30£0,04 | 22284078 |  20,97+0.10 | 48.73%013
CPDA 5224000 | 1,76£001| 308+320|  2,98+008 | 4.35:0,04 | 17.87%018 18,52+0.19 | 48,35£0.10
CAF 504£0,00 | 1571004 | 1564+058 |  2,43%009 | 3.85:0,01 | 17,1108 18,77£021 | 50,39£0.30
CPDAGH 510:00 | 1874003 | 15.64:058 | 5124011 | 3.63£0.77 | 1845001 18.99£0.09 | 49214135
CPDA12h 491500 |  1.862003 | 1122400 | 547007 | 3.77£0,54 | 19,3520 16 17.42:027 | 49,05£0,05
SAFRA 2016
pH AT SST UMIDADE! | CINZAS' | FIBRAS' | PROTEINAS' | LIPIDIOS!

G13 511:0,00 | 1574000 | 1540£0.60 | 343049 | 3.66:0,03 | 25512034 11.50£023 | 37.9740.32
CAU 507400 |  1,73t001| 308+1,21 1124015 | 4174002 | 20,30£0,20 15858017 | 48784037
CAL 501£0,02 |  1,76£001| 161£0,60 | 5424058 | 4.27+0,01 | 20,49%0 57 15,24+013 | 43174025
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CAl 5,13+0,00 1,57+0,01 | 37,10+1,21 2,46+0,01 | 4,13+0,04 | 22,06%1,28 14,30+0,18 44,20+1,93
CAP 5,13+0,00 1,45+0,05 36,4+1,21 1,80+0,08 | 4,40+0,03 | 19,29+0,36 16,94+0,22 49,83+0,52
CPA 5,01+0,01 1,51+0,04 | 16,45+0,60 2,81+0,21 | 3,89+0,04 | 21,54+0,31 16,01+0,35 47,49+0,14
CFA 4,83+0,01 1,89+0,02 | 12,95+0,60 3,14+0,08 | 4,31+0,04 | 17,27+0,18 17,1+0,36 50,35+0,32
CA25 4,99+0,02 1,790,170 | 11,55+1,05 7,01£0,22 | 3,61+0,04 | 22,54+0,18 15,46+0,25 47,63+0,45
CBA 5,01+0,00 1,80+0,03 | 11,90+0,60 2,75+0,16 | 4,23+0,21 | 14,65+0,11 18,00+0,24 49,85+0,42
CPDA 5,05+0,00 1,73+0,010 34,3+1,21 1,57+0,10 | 4,63+0,03 | 13,98+0,74 17,96+0,35 50,83+0,41
CAF 5,05+0,00 1,82+0,010 28,7+1,21 3,15+0,22 | 4,11+0,04 | 17,65+0,89 17,85+0,17 47,62+0,45
ENTRESSAFRA 2017
pH A T. S.S.T UMIDADE? CINZASt FIBRAST PROTEINAS! LIPIDIOS?
CAU 4,91+0,00 1,97+0,07 | 21,57+1,21 1,19+0,03 | 3,08+0,02 | 20,05+0,39 28,44+1,00 56,80+0,09
CAL 4,99+0,01 1,87+0,06 | 22,19+1,18 1,21+0,08 | 3,62+0,02 | 23,08+0,21 16,63+0,27 45,68+0,11
CAl 5,12+0,01 1,85+0,03 | 26,31+1,17 2,34+0,10 | 3,16+0,01 | 17,71+0,56 18,30+0,35 51,16+0,19
CAP 5,10+0,01 1,98+0,03 | 24,35+1,18 2,80+0,19 | 3,54+0,01 | 19,88+0,80 20,44+0,53 39,16+0,13
CPA 5,01+0,02 1,97+0,07 | 24,25+1,17 3,2240,12 | 2,98+0,02 | 18,17+0,76 11,22+0,09 40,56+1,32
CFA 4,91+0,00 2,29+0,03 | 25,67+1,17 1,09+0,05 | 4,13+0,02 | 21,94+0,32 19,07+0,13 49,48+0,52
CA25 5,06+0,02 1,66+0,03 | 27,65+1,17 1,10+0,05 | 3,40+0,02 | 27,02+0,56 14,43+0,47 44,22+0,34
CBA 4,93+0,01 1,98+0,03 | 26,36+1,18 1,03+0,03 | 3,29+0,02 | 26,47+0,78 12,51+0,01 49,54+0,07
CPDA 5,09+0,01 2,1+0,03 26,4+1,19 2,37+0,13 | 3,82+0,02 | 20,16+0,26 17,24+0,01 50,31+0,58
CAF 4,46+0,01 2,6+0,03 21,5+1,16 1,26+0,04 | 3,34+0,13 | 18,37+0,07 12,96+0,04 52,62+0,03
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TABELA 2 — Resultados das medidas de antocianinas totais, antocianinas monomeéricas e teor de fendlicos totais em polpas

comercializadas em Belém- PA e de gendtipos da CPATU (Belém — PA).

PARAMETROS
CODIGO ANTOCININAS TOTAIS | ANTOCIANINAS MONOMERICAS FENOLICOS TOTAIS
(mg/100g)* (mg/100g)* (mg/100g)**
SAFRA 2014
G8 1507,25+47,16 1346,17+84,87 1098,69+8,24
G12 681,1+£33,85 515,75+9,03 1462,06+22
G2 113,56+1,44 83,6+1,29 1524,88+25,8
G3 602,33+6,99 515,7+£23,15 1497,67+2,88
G6 1572,82+149,71 1345,58+87,86 2939,86+63,13
G11 1138,59+20,87 952,73+1,83 2335,11+24,9
G7 638,26+29,12 554,24+54,37 1920,33+4,37
G9 804,49+7,5 664,13+1,37 2170,13+20,3
G10 632,37+24,08 527,35+30,56 1526,39+5,52
G4 410,98+1,29 336,74+8,56 2333,80+5,56
CAU 1020,75+46,20 953,68+51,35 1997,88+22,31
CAL 1200,90+63,93 1159,33+8,08 2061,62+26,68
CAl 1401,60+59,97 1283,01£51,97 1911,71+28,98
CAP 684,96+17,41 478,00+8,91 1757,29+42,8
CPA 692,57+28,07 553,61+13,94 1757,29+42,8
CFA 1135,72+10,33 945,98+95,73 2096,97+28,6
CA25 842,19+61,34 653,37+46,8 2076,56+8,77
CBA 1247,54+50,68 1025,33+40,46 2033,75+19,7
CPDA 866,37+14,31 664,34+17,73 2000,05+16,4
CAF 1027,93+43,68 753,44+2 9 2978,39+64,6
ENTRESSAFRA 2015

G13 1516,81+6,07 1342,97+6,32 2677,5548,21
G15 371,13+12,83 273,71+£19,83 833,86+34,13
G14 807,88+20,29 515,75+34,06 1708,21+12,4
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G16 229,91+£12,30 157,0348,25 1529,29+11,91
G9 624,49+26,93 515,7+9,03 2075,04+9,47
CAU 617,61+1,99 483,96+£19,78 1799,32+4,86
CAL 718,1+£9,90 560,64+4,18 1232,27+28
CAl 867,62+19,38 807,18+23,17 1866,14+9,64
CAP 354,12+17,4 261,63+14,82 1794,74+4,64
CPA 673,33+6,19 595,23+11,04 1618,67+21,6
CFA 729,25+17,80 581,55+11,76 1623,70+16,08
CA25 627,91+23,9 451,04+3,11 1238,89+2,65
CBA 573,04+9,91 437,25+19,41 1626,42+2,58
CAC 768,61+21,51 641,52+2,48 2061,03+8,61
CAF 734,17+21,51 589,89+27,72 2180,16+18,3
SAFRA 2015

G1 933,96+7,42 724,48+10,32 1700,01+3,26
G11 300,91+8,30 198,06+6,79 1690,71+14,38
G14 969,1+52,63 756,0+45,41 1733+16,4
G16 535,66+6,29 414,93+21,93 2147,44+17 .4
G17 965,63+25,73 780,91+19,67 1703,56+72,18
G18 994,08+28,61 806,41+26,77 2107,69+31,3
G19 643,42+26,02 554,41+24,44 1656,3+55,16
G20 625,92+21,66 515,87+24,01 1185,67+24,5
G21 470,5746,27 374,11+13,68 1080,55+42,5
G22 309,18+24,6 236,58+2,11 613,93+32,8
G23 1341,04+38,1 1147,65+48,69 1888,06+46,2
G24 830,85+51,59 637,99+27,42 1600,04+83,7
G26 288,85+22,8 204,13+10,26 1297,37+25,1
G27 967,16+24,07 781,54+41,30 2095,64+30,2
G28 1026,56+47,08 810,17+29,35 2462,11+79,6
G29 448,05+12,38 401,43+16,61 1970,46+18
G3 1110,76+15,54 933,18+23,34 1404,63+36,8
G30 946,53+24,67 655,15+14,89 2889,40+21,4
G31 1413,39+20,67 1169,41+£22,47 2027,32+6,15
G4 184,21+4,64 122,96+2,72 1458,50+18
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G6 1012,27+1,48 815,19+0,71 2015,08+25,6
G7 944,81+14,42 836,15+21,12 1603,63+70,2
G9 804,9+29,36 722,1+12,56 2641,62+10,8
G3-C2 957,11+0,58 761,09+1,35 2465,05+3,6
G6-C2 463,72+13,02 365,70+7,12 1211,76+4,6
G7-C2 922,19+9,97 749,91+£12,53 3572,3846,86
G17-C2 945,00+14,42 780,88+14,24 2966,55+22,1
G18-C2 703,95+26,72 549,34+17,90 1612,5+18
G20-C2 361,20+11,23 268,96+14,24 2356,88+10,8
G21-C2 206,93+9,09 133,53+7,12 1359,45+26,4
G23-C2 462,10+21,58 319,06+12,34 1612,77+18
CAU 1053,46+16,89 812,86+27,7 3175,17+79,9
CAL 898,31+34,66 749,04+31,24 2824,17+0,32
CAl 854,18+25,41 737,01+£52,14 3256,01+34,8
CAP 451,3+0,98 258,18+12,75 1246,07+8,28
CPA 884,71+61,07 730,92+90,89 1863,77+23
CFA 728,22+4,97 545,6+1,23 1732,62+53,9
CA25 690,74+11,87 500,62+11,21 1479,67+46,72
CBA 739,63+19,32 563,09+12,03 1252,16+13,8
CAC 1101,91+9,74 924,33+11,30 1956,65+17,49
CAF 814,38+1,62 669,95+16,66 1858,69+8,27
ENTRESSAFRA 2016
G11 322,1+1,39 227,2+2,51 1171+9,75
G6 448,5+0,88 241+2,43 1516+2,60
CAU 664,86+47,19 544,88+34,44 2149,36+0,95
CAL 481,71+£12,80 360,17+9,53 1930,82+3,90
CAl 624,97+28,78 476,08+33,81 2029,37+19,76
CANM 405,11+3,52 272,69+1,64 2613,67+3,87
CPA 569,17+21,52 357,85+23,01 1619,42+5,90
CFA 624,58+28,94 480,81+33,69 1636,93+8,11
CA25 909,27+61,24 750,56+50,80 2413,63+3,86
CBA 593,57+53,33 426,30+38,71 1811,28+9,07
CAF 795,05+9,33 660,76+9,29 2202,49+25,58
CPDA 276,61+5,04 164,74+0,96 1373,40+4,85
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CPDA-6h 113,05+0,028 82,62+0,07 1305,37+41,22
CPDA-12h 72,17+0,058 32,66+0,19 1178,23+20,55
SAFRA 2016
G13 358,09+33,1 214,65+28,61 3197,9746,40
CAU 761,62+68,59 480,86+70,90 2795,80+4,94
CAL 543,41+31,70 420,62+34,21 3665,2945,89
CAl 664,35+19,01 520,21+56,41 2550,14+32,93
CANM 563,81+34,62 374,54+27,58 2628,74+6,52
CPA 781,40+85,03 508,30+216,88 2728,44+2,32
CFA 920,44+54,41 734,22+61,38 2640,08+6,55
CA25 534,0+31,70 383,71+66,84 2261,78+1,71
CBA 799,14+12,39 652,59+2,34 2913,3245,23
CPDA 650,71+91,24 530,57+64,20 2955,34+2,52
CAF 590,58+66,74 348,73+10,13 3062,24+4,64
ENTRESSAFRA 2017

CAU 449+0,86 400,08+1,29 2262,05+6,05
CAL 589,25+2,18 437,11+£1,83 3040,83+2,25
CAl 902,96+0,25 716,74+0,42 3149,32+1,36
CANM 434,55+0,77 314,9+0,12 2973,26+3,32
CPA 425,77+0,44 296,46+1,27 2090,03+4,13
CFA 844,51+0,16 686,48+1,06 3177,14+7,16
CA25 482,61+1,49 357,13+3,07 4676,14+6,35
CBA 595,04+1,72 444,24+1,08 2045,37+6,51
CPDA 408,22+0,93 250,98+0,59 2064,24+3,46
CAF 479,73+1,0 342,37+1,35 2067,15+2,59
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CAPITULO 4 — USO DA EXTRAGAO ACELERADA POR SOLVENTE (ASE™ 350)
NA OBTENGAO DOS COMPOSTOS DA POLPA DO AGAi COMERCIAL

1. IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS POR RMN
1DE 2D

a) Extratos metandlico puro e metandlico (clean-up hexano)

TABELA 1 — Compostos identificados nos extratos metandlicos da polpa do acai

liofilizado obtidos por ASE 350.

i 5 H em ppm COSY HSQC | HMBC
n° Composto Proton | (nultiplicidade?, 6 H GBC | B8BC
J em Hz) ppm) | ppm) | ppm)
Aminoacidos
1 | Leucina (Leu) 2 3,70 (m) 1,76 56,1 -
5 0,97 (m) 1,76 253 41,7
2 | Serina (Ser) 2 3,84 (m) 3,97 60,6 -
3 3,97 (m) 3,84 62,6 -

3 | Acido glutamico (Glu) 2 3,79 (dd, 6,45; 5,5) - 58,50 -
3a 2,0 (m) - 30,14 -
3b 2,10 (m) - 30,96 -

4 2,30 (m) - 36,75 -
4 | Tirosina (Tir) 2 3,94 (m) - 58,9 -
2,6 7,20 (m) 6,76 134,1 -

3,5 6,76 (d, 8,5) 7,20 117,5 134,1

5 | Alanina (Ala) 2 3,56 (q, 7,10) 1,46 - -

3 1,46 (d, 7,10) 3,58 25,9 54,0

6 Treonina (Treo) 3 3,50 (d, 5,0) 421 66,4 173,0
2 4,21 (m) 3,50 66,0 173,0

Carboidratos
7 | a-glicose (0-gli) 1 5,08 (d, 3,50) 3,36 93,0 75,4;
77,1
2 3,34 (m) 5,08 76,1 -
8 | B-glicose (B-gli) 1 4,45 (d, 7,60) 3,12 96,0 -
2 3,12* dd (7,80, 9,00) | 4,45;3,34 | 74,1 96,0
9 | Frutose (Fru) 4 3,96 (m) - 72,0 -
5 4,02 (m) - 75,3 62,5
Compostos Lipossolaveis
F 0,88 (m) 1,28 16,3 -
G 1,28 (m) 0,88; 1,59; | 26,0; 27,8
) 2,01; 32,4
Esteres de  4cidos D 1,59 (m) 1,27; 1,31; | 27,8 30,7;
10 | graxos totais (AG) 2,32 32.4;
172,0
B 2,30 (dt, 7,40,7,50) 1,59 36,8 27,8;
172,0
11 | Esteres de  acidos E 0,97 t (7,45) - 16,3 -
graxos insaturados C 2,01 (m) 1,28; 2,30; | 30,7 30,7;
(AGI) 5,35 128,0
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A 2,76 (m) 5,35 252 128,0
H 5,35 (m) 2,76; 2,01 132,8 26,0
12 | Glicerideo B 5,25 (m) 4,14; 4,34 72,7 61,2;
(-CHO-) 174,1
Glicerideo a 4,14 dd (6,20; 11,95) 61,61; 70,4;
(-CH,0-) 4,34 dd (4,40; 11,95) 5,25 68,22 172,7
Acidos orgénicos
13 | Acido ascorbico 1’ 3,98 (m) 3,65 71,62 -
(Ac. Asc)
2’ 3,62 — 3,65 (m) 3,98 63,95 -
4 4,37 (m) - 84,16 62,0
14 | Acido succinico (Suc) 2,3 2,55 (s) - 32,5 -
15 | Acido p- 3 6,75 (m) 7,10 - 151,0
hi’droxifenilacético
(Ac. p-hfa)
Outros
16 | Colina (Col) N-(CH3)s | 3,19 (s) - 54,81 71,4
17 | Glicerofosfocolina N-(CHs); | 3,20 (s) - 54,70 69,4
(GPO)
18 | Uracila (Ura) 6 7,98 (d, 8,0) 5,70 - -
5 5,70 (d, 8,0) 8,00 - -

vvvvvv
= PK

Figura 1 — Mapa de contorno COSY do extrato metandlico desengordurado com

hexano. MeOH-ds em um equipamento 400 MHz.
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Figura 2 — Expansdo do mapa de contorno COSY do extrato metandlico
desengordurado com hexano. Regides A) 0,0 a 3,0ppm; B) 3,0 -6,0 ppme C) 5,8 -
8,2 ppm. Compostos: 3, Glu; 5, Ala; 6, Treo; 7, a-gli; 8, B-gli; 9, Fru, 10, AG; 11, AGl,;
12, Glicerideo; 13, Ac. asc; 15, Ac. p-HFA; 18, Ura.
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Figura 3 — Mapa de contorno HSQC 'H-'3C do extrato metandlico desengordurado
com hexano. MeOH-ds em um 400 MHz. Compostos: 2, Ser; 4, Tir; 7, a-gli; 8, p-gli; 9,
Fru, 10, AG; 11, AGI; 12, Glicerideo; 13, Ac. asc; 14, Suc; 16, Col e 17, GPC.
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Figura 4 — Mapa de contorno HMBC 'H-'3C do extrato metandlico desengordurado
com hexano. MeOH-ds em um 400 MHz. Compostos: 4, Tir; 5, Ala; 6, Treo; 7, a-gli;
8, B-gli; 9, Fru, 10, AG; 11, AGI; 12, Glicerideo; 13, Ac. asc; 14, Suc; 15, Ac. p-hfa; 16,
Col e 17, GPC.
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CAPITULO 5 - USO DO LC-DAD-SPE/NMR NO MODO DE OPERAGCAO TIME-
SLICE PARA O ISOLAMENTO DE COMPOSTOS MINORITARIOS DA POLPA DO
ACAI

1. DESENVOLVIMENTO DAS CONDIGOES CROMATOGRAFICAS
1.1. ETAPA 1: PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

a) 103 bandas b) 115 bandas

Sinal 1: DAD (286)
Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)

L JLJ«J’U"M’L |

o 4

3 D P @ B o ' P 0 & &

Figura 1 — Cromatograma do extrato da polpa do acgai. Coluna 1 (Eclipse XDB C18 4,6 x 125
mm). 35°C. Vazao de 1,0 mL. min -'. Exploratério de 5 — 100% B. a) Solvente A (H20) e
solvente B (MeOH); b) Solvente A (H20) e solvente B (ACN). Gradiente de eluigdo (G=0,79).

a) 111 bandas

b) 115 bandas

Al'\ 1T Sinal 1: DAD (286)
\ Sinal 2: DAD (341)

'1 Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)

S Sinal 5: DAD (223)

Figura 2 — Cromatograma do extrato da polpa do agai. Coluna 1 (Eclipse XDB C18 4,6 x 125
mm). 35°C. Vazao de 1,0 mL. min -'. Exploratério de 5 — 100% B. a) Solvente A (H20) e
solvente B (MeOH); b) Solvente A (H20) e solvente B (ACN). Inclinagdo do gradiente de
eluicdo (G=1,58).
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a) 108 bandas

b) 66 bandas

Sinal 1: DAD (286)
Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)

Figura 3 — Cromatograma do extrato da polpa do agai. Coluna 2 (Kromasil C18 4,6 x 250 mm).
35°C. Vazao de 1,0 mL. min -'. Exploratério de 5 — 100% B. a) Solvente A (H.0) e solvente B
(MeOH); b) Solvente A (H20) e solvente B (ACN). Inclinagao do gradiente de eluigao (G=0,95).

&

a) 105 bandas

b) 97 bandas

B

Sinal 1: DAD (286)
Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)
Sinal 5: DAD (223)

Figura 4 — Cromatograma do extrato da polpa do agai. Coluna 3 (Kromasil C18 4,6 x 250 mm).
35°C. Vazao de 1,0 mL. min -'. Exploratério de 5 — 100% B. a) Solvente A (H.0) e solvente B
(MeOH); b) Solvente A (H20) e solvente B (ACN). Inclinagado do gradiente de eluicao (G=1,58).
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1.2. ETAPA 2: OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS
a) Analise da temperatura do forno

ntens. brtens. |
mau] ‘ mau]

Sinal 1: DAD (286)
Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)
Sinal 5: DAD (223)

20 ES) 40

FIGURA 5 - Cromatograma do extrato metandlico da polpa do acai por ASE 350 com

temperatura de forno em a) 35°C e b) 55°C. 1 mL.min-1. Tempo de analise 60 min. Solvente
A (H20) e solvente B (ACN).

b) Analise da fase mével acidificada

a) .. b)

\L Sinal 1: DAD (286)

i sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)
Sinal 5: DAD (223)

J0 0 40

FIGURA 6 - Cromatograma do extrato metandlico da polpa do agai por ASE 350. 1 mL.min".

35°C. Tempo de analise 60 min. Fase mével: a) Solvente A (H20 + 0,025% TFA) e solvente B
(ACN + 0,025% TFA) e, b) fase moével sem acido.
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¢) Andlise da inclinagdo da fase moével

Sinal 1: DAD (286)
Sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)
Sinal 5: DAD (223)

b)‘

e)

Form e

FIGURA 7 — Cromatograma do extrato metandlico da polpa do acai por ASE 350. Solvente A
(H20 + 0.025% TFA) e solvente B (ACN + 0.025% TFA). 1 mL.min-'. 35°C. Tempo de analise

60 min. Gradiente de eluigdo a) 5 — 100% de B; b) 7,5 — 100% de B; c) 10 -100% de
Eluicao isocratica 7,5% de Be e) 7,5 - 54% de B
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d) Analise da vazao da fase movel

| Sinal 1: DAD (286) Q)
sinal 2: DAD (341)
Sinal 3: DAD (232)
Sinal 4: DAD (254)
Sinal 5: DAD (223)
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FIGURA 8 — Cromatograma do extrato metandlico da polpa do agai por ASE 350. Solvente A
(H20 + 0.025% TFA) e solvente B (ACN + 0.025% TFA). 35°C. Tempo de analise 60 min.
Gradiente de eluigdo 7,5 — 54% de B. Vazao da fase moével a) 0,6 ml.min-'; b) 0,8 ml.min-' e
c¢) 1,0 mL.min"".
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