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RESUMO

A catequina e a epicatequina sao compostos fendlicos da classe dos flavanois, que atuam como
antioxidantes e estdo presentes em sementes de frutas, como o cacau e a maga, nas folhas de
chas e em certas castanhas e leguminosas. Os métodos espectrofotométricos existentes para
analisar catequina e epicatequina sdo sujeitos a interferéncias e tém baixa seletividade, o que
torna necessario purificar e derivatizar essas substancias antes de quantifica-las. A catequina e
a epicatequina, por serem o-difenois, podem ser derivatizadas oxidando-as com a enzima
tirosinase, que catalisa a conversao de o-difenois em o-quinonas. Este trabalho teve o proposito
de desenvolver um método enzimatico espectrofotométrico, para determinacdo conjunta de
catequina e epicatequina em alimentos, com base na derivatizacao oxidativa dessas substancias,
pela tirosinase. Foram utilizadas sementes de cacau (Theobroma cacao) como matriz, durante
o desenvolvimento. O método foi avaliado, por meio de validagdo analitica e aplicado, também,
para analisar o contetudo de catequina e epicatequina em magas com cascas (Malus domestica),
p6 de sementes de guarana (Paullinia cupana) e folhas secas de camélia (Camellia sinensis),
em sachés, utilizados para o preparo de chas (branco, preto e verde). O método foi seletivo e
teve precisdo elevada, com coeficientes de varia¢do inferiores a 4%. A exatiddo variou entre
84,3% ¢ 90,7%. Os teores totais de catequina e epicatequina, encontrados nas sementes de cacau
e no guarana em po, foram proéximos a dados da literatura. O método nao foi adequado para a
analise nas magas e folhas de chas, nas quais os teores totais de catequina e epicatequina foram
menores que o limite de quantificacdo (1,61 mg g base seca). O método desenvolvido é
aplicavel, com exatiddo razoavel, em amostras contendo teores totais catequina e epicatequina
acima do limite de quantificacdo. Nessa condicdo, a seletividade, a linearidade e a precisao
atendem aos critérios de aceitacdo do método.

Palavras-chave: catequina, epicatequina, espectrofotometria, método, tirosinase



DEVELOPMENT OF ENZYMATIC-SPECTROPHOTOMETRIC METHODOLOGY
BASED ON TYROSINASE FOR QUANTIFICATION OF CATECHIN AND
EPICATECHIN IN FOODS

ABSTRACT

Catechin and epicatechin are phenolic compounds of the flavanols class, acting as antioxidants
and present in seeds of fruits, like cocoa and apples, in tea leaves and in certain nuts and
legumes. The current spectrophotometric methods for catechin and epicatechin analysis are
prone to interferences and have low selectivity, requiring to purify and derivatize them before
their quantification. Catechin and epicatechin, as o-diphenols, may be derivatized oxidizing
them with the tyrosinase enzyme, that catalyzes the conversion of o-diphenols to o-quinones.
This work had the purpose of developing an enzymatic spectrophotometric method, to
determine total catechin and epicatechin in foods, based on the oxidative derivatization of these
substances, by tyrosinase. Seeds of cocoa (Theobroma cacao) were used as the matrix, during
the development. The method was evaluated, by analytical validation and was, also, applied to
analyze the catechin and epicatechin content in apples with peels (Malus domestica), powdered
guarana seeds (Paullinia cupana) and camellia's dried leaves (Camellia sinensis) in sachets,
used for the preparation of teas (white, black and green). The method was selective and had
high precision, with coefficients of variation below 4%. The accuracy ranged from 84.3% to
90.7%. Total catechin and epicatechin contents, found in the cocoa seeds and guarana powder,
approached to the literature data. The method was not adequate to the analysis in apples and in
tea leaves, whose total catechin and epicatechin contents were lower than the limit of
quantification (1.61 mg g! dried basis). The developed method is applicable, with reasonable
accuracy, to samples with total catechin and epicatechin contents higher than the limit of
quantification. In this condition, selectivity, linearity and precision meet the method's
acceptance criteria.

Keywords: catechin, epicatechin, spectrophotometry, method, tyrosinase



Figura 1.1.

Figura 1.2.

Figura 1.3.

Figura 1.4.

Figura 1.5.

Figura 1.6.

Figura 1.7.

Figura 1.8.

Figura 1.9.

LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1

Exemplos de fendis simples presentes em alimentos. Teores apresentados para os
alimentos com maior contetido de cada composto. Fonte: banco de dados Phenol

Explorer (Neveu et al., 2010). ...ccceeiieiiieiieeieeiieeieeeeee e 19

Exemplos de polifendis presentes em alimentos. Teores apresentados para os
alimentos com maior contetido de cada composto. Fonte: banco de dados Phenol

Explorer (Neveu et al., 2010). ...c.ooooiiieiiiieiieeceee e 19

Estrutura basica dos flavonoides, com destaque para a cadeia carbdnica principal,

do tipo Cs-C3-Cs. Adaptado de Crozier, Jaganath e Clifford (2009)................... 21

Classes de flavonoides presentes nos alimentos. Adaptado de Crozier, Jaganath e

CIEFOTA (2000)..veoreeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeeeeeeseeeesseeeessseeeesseesseseseeesesesseseeseesesee 21

Estrutura basica da classe dos flavandis. Adaptado de Tsao (2010). .................. 22

Estruturas de compostos fenolicos da classe dos flavandis. Fonte: banco de dados

Phenol Explorer (Neveu et al., 2010). .....cccoeriiiiiiiiiiieeeeeeeee e 22

Taninos condensados (proantocianidinas) sdo polimeros de flavanois. Adaptado

de TSA0 (2010). cuereeeiiie ettt ettt et e st e et e e e e e e e 23

Sitio ativo das enzimas contendo cobre, do tipo 3. Adaptado de Kaintz, Mauracher

€ ROMPEI (2014). oottt e 28

Classificacdo estrutural das polifenol oxidases e lacases. Adaptado de Pretzler,

Bijelic € ROMPEL (2015)...ciiiiiiiieiieeieeeeee ettt 29



Figura 1.10. Reacdo de hidroxilagdo (atividade monofenolase ou cresolase, EC 1.14.18.1)

realizada apenas pelas tirosinases. Adaptado de Pretzler, Bijelic e Rompel (2015).

Figura 1.11. Reacao de oxidacao (atividade difenolase ou catecolase, EC 1.10.3.1) realizada
pelas tirosinases e pelas catecol oxidases. Adaptado de Pretzler, Bijelic e Rompel

(Z005) et e 30

Figura 1.12. Reacdo de oxidacdo de p-difendis (atividade difenolase, EC 1.10.3.2) realizada
pelas lacases. Adaptado de Lopez-Nicolds e Garcia-Carmona (2010)................ 30

Figura 1.13. Estrutura molecular da tirosinase de Agaricus bisporus. Imagem criada com o
software Discovery Studio Visualizer (DASSAULT SYSTEMES BIOVIA, 2015)
a partir do arquivo PDB ID 2Y9W, depositado por Ismaya et al. (2011) no banco
de dados Protein Data Bank (Rose et al., 2015). ....cccooevieeeiiiieeiieecie e 31

Figura 1.14. Mecanismos das reacdes catalisadas pela tirosinase. Adaptado de Itoh e Fukuzumi

(2007), Kanteev, Goldfeder e Fishman (2015) e Pretzler, Bijelic e Rompel (2015).

Capitulo 2

Figura 2.1. Superficie de resposta do modelo quadratico ajustado para a atividade difenolase
da tirosinase em fun¢dao do pH e da temperatura. Ponto 6timo: pH = 6,2,
temperatura = 38,0 °C, Atividade = 5217 unidades mL™! de tirosinase (43,3 pg mL"

D). Volume tirosinase: 0,1 ML ........c.ovovoveveveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 62

Figura 2.2. Espectros de absor¢ao para os produtos da reagdo da catequina e da epicatequina
com a tirosinase. Condi¢des: 1,0 mL dos padroes (0,15 — 0,9 mM), 1,9 mL de
tampdo pH 6,2 e 0,1 mL tirosinase (43,3 pg mL™!), tempo de reagdo: 40 min,
temperatura: 38,0 CC ... .ot 63



Figura 2.3.

Figura 2.4.

Figura 2.5.

Figura 2.6.

Absorbancias dos produtos de oxidacdo de solugdes de catequina pela tirosinase.
Condigdes: 1,9 mL de tampao fosfato pH 6,2; 1,0 mL de solucdo de catequina
(0,15 — 0,90 mmol L); 0,1 mL de solucio de tirosinase (43,3 pg mL™),
temperatura de 38,0 CC. ....viiiiiiiie e e e 63

Espectros de absor¢do dos extratos (bruto e purificado por EFS) de cacau,
dissolvidos tampao pH 6,2, antes e depois da reagdo com 0,1 mL de tirosinase em

1,9 mL de solugao tampao pH 6,2. Temperatura: 38,0 °C; Tempo: 40 min........ 64

Espectros de absor¢do dos extratos de cacau purificados por EFS, antes e depois
da reagdo com tirosinase nas condigdes experimentais do método. Massa de

amostra: 0,25 — 1,0 g em 10 mL de extrato. Aliquota de extrato: 0,1 — 1,0 mL..65

Espectros de absor¢ao dos extratos purificados por EFS, antes e depois da reagdao
com tirosinase, para as amostras analisadas, nas condigdes experimentais do
método. Massas de amostra: 0,25 g. Volume do extrato: 10,0 mL. Aliquota do

(S v 100 J B 0I5 1 s 5 67



Tabela 1.1.

Tabela 1.2.

Tabela 1.3.

Tabela 1.4.

Tabela 2.1.

Tabela 2.2.

Tabela 2.3.

Tabela 2.4.

LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Classificacao de compostos fenolicos de acordo com o niumero de carbonos da

cadeia PIINCIPAL ....oeeiuiiiiiieciee et e e et e e s e e e e e naeeenree e 20

Alimentos com maiores teores flavanois totais, de acordo com o banco de dados
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos sobre teores de flavonoides

EITL ALIINIEIITOS. et e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeereeaneaaaaaeeeeeeaans 24

Teores médios ¢ maximos de flavanois presentes em alimentos indexados no

banco de dados Phenol EXPlOrer..........ccveviieiiiiiiieniieiiecieceeeee e 25

Exemplos de métodos analiticos que utilizam as enzimas lacase, peroxidase ou

tirosinase para determinar compostos fenolicos, em alimentos ou em solugdes. 34

Capitulo 2

Delineamento composto central rotacional utilizado para determinar a temperatura

e o pH o6timos para a atividade difenolase da tirosinase. ..........cccceecvveerveeenneeennne. 58

Exatiddo do método para a analise de matrizes brancas de cacau fortificadas com

padrdes em trés niveis de CONCENIIAGAO. ......eeveerurieiieriieeiieeiieeiee et 66

Precisao do método, calculada com base nos coeficientes de variagao dos teores

de padrao recuperados NOS ENSALOS. .....ccverervreerrreerieeeireeeereeereeesreeesreesssseeennns 66

Teores de catequina e epicatequina em amostras de cacau e guarana obtidos pelo

método desenvolvido em comparagdo com resultados da literatura.................... 68



2.1

2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.14
2.1.5
2.2

2.2.1
222
223
22.4
2.3

23.1
232
233
234
2.3.5
2.3.6

3.1
3.2

SUMARIO

CAPITULO Taeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssesesesssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssessnsassssssssnsssssnes 15
INTRODUGAQ .....ceeererernereressesesssesessesessssessssessssssessssessssssessssssssessesssssssssssesssessesns 16
REVISAQO DE LITERATURA ..oeeoueeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsses 18

Flavandis: compostos fendlicos importantes nos alimentos — propriedades e

métodos para analise 18
Defini¢ao e classificacdo de compostos fendlicos ........ccceevveerieriiieniieniienieeieeeeee 18
A classe dos flavanodis: definig0es € eStruturas ...........ccceeeeeeiveeeeeiiiieeeeeciiee e, 22
Ocorréncia de flavandis N0S aliMENLOS. ........eeeeviieeriiieeiieeeiie et e e 23
Propriedades fisico-quimicas dos flavanois ...........ceeeverveerieerieeciienieeeesie e 25
Me¢étodos para andlise de flavanois em alimentos ..........ccceeeeveerieeciienieeniienie e 27

Analise de catequina e epicatequina em alimentos por meio da oxida¢ao com

LIFOSINASEC..cccueeeierteicineiisnnessttessssncssssncssssecssssesssssessssesssssessssnesssssessssssssssnsssssnsssssssssnns 28
Oxidacao enzimatica de compostos fenOlICOS.......cceeeruvieeiieiriiieerieeeie e, 28
Tirosinase: estrutura, mecanismos de reacao ¢ atividade enzimatica ........................ 30
M¢étodos enzimaticos para andlises de fendlicos em alimentos ............ccceceeeeeennnnne. 33
Uso de tirosinase para quantificagdo de catequina e epicatequina em alimentos ...... 35
Fundamentacio para o desenvolvimento do método analitico .........cceeeerercuerennes 36
Selecao de matrizes aliMENTATES.........ccccvirieeeiuiieeeeeiiee e et e e e e aaee s 36
Preparag@o de amOSLIAS ......ecoveriiriiiiieeierieeieetert ettt 36
Extracao dos analitos da amoStra ..........cc.eeecuveeeiiiieeiiieeciee e e e 37
Purificacao dos extratos contendo 0s analitos.............ccceeeeeiiiiieeeeiiiieeeeciiiee e, 38
Quantificacao doS ANAlILOS...........coeiiuiiiieiiiiie e e 39
Validagao ANAlItICA .........ccouvvieieiiiieeeecieee e e e e et e e e e e e eetraeeeens 41
OBIETIVOS cuucviiiiininniinnninssisssiesssissssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 44
ODJEtiVO ETal cuuceccuueiiiiniiiinrininiininrensnncssnicsssicssssesssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 44
Objetivos especificos .44

REFERENCIAS «oveveeveeeeeesessesessesesessesessasessssessssasessasesssesessesessasessssesensessssssssasssensans 45




CAPITULO 2eeeeeeeveeeeeesevesenssssssesssssssssssssnsassssssssssnssssssssssssssssssssessassssssssssssssssssses 54

ARTIGO — Método espectrofotométrico seletivo, baseado em tirosinase, para
quantificar catequina e epicatequina em guarana em pé e sementes de cacau”.55

ANEXO - Normas para publicacdo na revista Food Analytical Methods.......... 73

CONSIDERACOES FINAIS.....c.cocnieernernresrssesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 89




CAPITULO 1

15



16

1 INTRODUCAO

As pesquisas sobre compostos fendlicos em alimentos tiveram crescimento acentuado
nos ultimos anos, principalmente, por causa dos beneficios atribuidos a muitas dessas
substancias para a saude. Como consequéncia, o interesse em desenvolver métodos mais
especificos, e que possam ser reproduzidos com exatiddo, precisdo e rapidez para a
determinagdo de fenolicos assumiu posi¢ao de destaque na literatura dessa area (GIADA, 2013;
HAMINIUK et al., 2012).

Os métodos espectrofotométricos, geralmente empregados para quantificacdo de
fenolicos totais ou de determinadas classes desses compostos, estdo sujeitos a interferéncias de
outras substancias ou a limitacdes quanto a extragdo e purificacdo dos extratos. Por outro lado,
a quantificacdo de fenolicos individuais ¢ baseada, principalmente, em métodos
cromatograficos que sdo realizados em equipamentos especificos e necessitam de consumiveis
de alto custo e pessoal qualificado (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013).

Uma abordagem que pode ser empregada para a andlise de compostos fendlicos ¢
utilizar enzimas capazes de oxida-los (ARCIULI et al., 2013; SAHIN; DEMIR; MALYER,
2011; STEVANATO; FABRIS; MOMO, 2004). A quantificagdo, nesse caso, pode ser feita
medindo-se os produtos formados ou o consumo de reagentes durante o processo de oxidagao
(GARCIA-MOLINA et al., 2007).

A utilizacdo de enzimas permite a deteccdo seletiva das substincias analisadas, em
virtude da seletividade enzimatica em relacao aos substratos (KORKUT; ERHAN; YILMAZ,
2011). No entanto, o uso de enzimas 0xido-redutoras em solugdo, para analisar fendlicos totais
ou individuais em alimentos, ainda € pouco investigado. Essa estratégia pode ser alternativa a
determinados métodos espectrofotométricos que sdo pouco seletivos.

Dentre as enzimas que oxidam fendlicos, destacam-se as polifenol oxidases (tirosinases
e catecol oxidases), as lacases e as peroxidases. O escopo de aplicagdo dessas enzimas depende
das suas especificidades em relagdo aos substratos, bem como da estabilidade dos produtos de
oxidagao formados (ARAPOGLOU; LABROPOULOS; VARZAKAS, 2010).

A tirosinase é capaz de oxidar, as catequinas e epicatequinas (CORZO-MARTINEZ et
al., 2012), que sao substancias da classe dos flavandis, com elevada capacidade antioxidante
(QUIDEAU et al., 2011), encontradas no cacau e seus derivados, em chas € em menor extensao

em outras frutas, hortaligas e castanhas (BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014).
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Os métodos espectrofotométricos tradicionais para analisar flavandis (método da
vanilina e método DMACA — dimetilamina-cinamaldeido) sao limitados pela baixa reatividade
da vanilina com flavandis monoméricos, como a catequina e a epicatequina, ¢ pela baixa
estabilidade dos produtos coloridos, no método DMACA, o que prejudica a deteccao
espectrofotométrica desses compostos (HUMMER; SCHREIER, 2008).

O desenvolvimento de um método espectrofotométrico mais seletivo para andlise de
catequina e epicatequina pode contribuir para a obten¢ao de resultados mais exatos e precisos,
no entanto, faz-se necessario investigar a estabilidade dos produtos de oxidagdo dessas
substancias, as condi¢des O0timas de pH, temperatura, o tempo de reagdo e o comprimento de
onda para detectar os produtos. O propdsito deste trabalho foi investigar o uso de tirosinase em
solucdo, no desenvolvimento um método enzimatico-espectrofotométrico seletivo para

quantificar catequina e epicatequina em alimentos selecionados, contendo flavandis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Flavanois: compostos fendlicos importantes nos alimentos — propriedades e

métodos para analise

2.1.1 Defini¢ao e classificacao de compostos fendlicos

Compostos fenolicos s3o substincias que possuem pelo menos um anel aromatico
substituido com hidroxila (GIADA, 2013). Essa defini¢do compreende os fendis simples, que
possuem apenas um anel fenolico, e os polifenois, que possuem vérias hidroxilas ligadas a anéis
aromaticos (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

O termo polifendis ¢, frequentemente, usado como sindénimo de compostos fendlicos,
entretanto, esse termo deveria ser restrito a moléculas contendo, pelo menos, dois anéis
aromaticos (CHEYNIER, 2012). De acordo com Quideau et al. (2011), a defini¢do mais precisa

para polifendis, baseada na origem metabdlica desses compostos € a seguinte:

O termo "polifenois" deve ser usado para definir metabolitos secundarios
vegetais que sdo oriundos exclusivamente da via dos fenilpropanoides
derivados do chiquimato e/ou da via dos policetideos, que possuem mais
de um anel fendlico e que sdo isentos de qualquer grupo funcional
baseado em nitrogénio em suas expressoes estruturais mais basicas.

Esta defini¢do exclui as estruturas com, apenas, um anel aromatico, que devem ser
classificadas no grupo dos fendis simples (Figura 1.1). A classe dos fendis simples continua
ocupando uma posicao importante na pesquisa de compostos fenolicos mas, por defini¢do, ndo
deve ser confundida com a dos polifendis (QUIDEAU et al., 2011; QUIDEAU, 2013).

Além da classificagdo em fendis simples ou polifenois (Figura 1.2), os compostos
fenolicos sdo agrupados, de acordo com a estrutura da cadeia principal da molécula (Tabela
1.1) (AJILA et al., 2011). Conforme essa classificagdo, os fenois simples e as benzoquinonas
estao no grupo Cs, os derivados de acidos hidroxicinamicos, no Cs—C3, as xantonas, estilbenos
e flavanoides no Cs—C3—Cs e as lignanas e neolignanas pertencem ao grupo (Cs—C3)z. O grupo
(Cs-C3-Cs), representa as proantocianidinas (taninos condensados) (PRIGENT, 2005).

Os compostos fendlicos podem ser classificados, também, quanto a sua distribui¢cdo na
natureza, em compostos pouco distribuidos ou amplamente distribuidos ou ainda, quanto a sua
localizagdo nas células vegetais em soluveis (livres na fracao soluvel ) e insoluveis (ligados aos

componentes das paredes celulares) (GIADA, 2013).
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Figura 1.1. Exemplos de fendis simples? presentes em alimentos. Teores apresentados para os alimentos com

maior contetido de cada composto. Fonte: banco de dados Phenol Explorer’ (NEVEU et al., 2010).
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Cacau em po (7,16 mg g)

Figura 1.2. Exemplos de polifenois presentes em alimentos. Teores apresentados para os alimentos com maior

contetido de cada composto. Fonte: banco de dados Phenol Explorer (NEVEU et al., 2010).

2 As estruturas quimicas deste trabalho foram desenhadas, pelo autor, utilizando o software Accelrys Draw 4.2.
3 http://phenol-explorer.eu/
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Tabela 1.1. Classificagdo de compostos fenolicos de acordo com o numero de carbonos da

cadeia principal.
Grupo Unidades Carbonos | Estrutura Categoria Exemplos de
(cadeia (cadeia ocorréncia
principal) | principal)
Fenois Mono6meros 6 (0 Fenois, Cacau, café
simples benzoquinonas,
7 Cs-Ci Acidos Oxicoco, cereais
hidroxibenzobicos
8 Cs-C2 Acetofenonas acidos Maga, banana,
fenilacéticos couve-flor
9 Co-Cs Acidos Cenoura, frutas
hidroxicinidmicos, citricas, tomate,
fenilpropanoides espinafre, péssegos,
cereais, peras,
berinjela
10 C6-C4 Naftoquinonas Castanhas
Polifendis 13 Cs-C1-Cs Xantonas Manga, mangostao
14 C6-C1-Cs Estilbenos Uvas
15 C6-C3-Cs Flavonoides, Amplamente
isoflavonoides distribuidos
Dimeros 18 (C6-C3)2 Lignanas, neolignanas | Gergelim, centeio,
trigo, linhaca
30 (C6-C3-Cs)2 | Biflavonoides Pouco comuns
Polimeros k (C6-C3)n Ligninas Amplamente
distribuidos
(C6-C3-Co)n | Proantocianidinas Amplamente
(taninos condensados) | distribuidos
Complexa Taninos hidrolisaveis | Romas, framboesas

Fonte: Ajila et al. (2011), Andrés-Lacueva et al. (2010) e Prigent (2005).

Os flavonoides s@o compostos fenolicos constituidos por 15 d&tomos de carbono, com

dois anéis aromaticos (A e B), ligados por um anel heterociclico contendo trés atomos de

carbono e um atomo de oxigénio, formando um esqueleto basico do tipo C¢—C3—Cs (Figura 1.3)

(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). O nome dessa categoria deriva da palavra grega
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'flavus', que significa 'amarelo', indicando que muitos desses compostos sdo pigmentos vegetais

com essa cor (MIRANDA; MAIER; STEVENS, 2012).

Figura 1.3. Estrutura basica dos flavonoides, com destaque para a cadeia carbonica principal, do tipo Cs-C3-Cs.

Adaptado de Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

Existem aproximadamente 9000 flavonoides conhecidos, o que os torna nos compostos
fenolicos majoritarios em alimentos (MIRANDA; MAIER; STEVENS, 2012). Os flavonoides
correspondem a, aproximadamente, dois ter¢os dos fenodlicos identificados nos alimentos
(HAMINIUK et al., 2012), seguidos pela categoria dos &cidos fendlicos (hidroxibenzodicos e
hidroxicindmicos), que representam, aproximadamente, 30% do total de fendlicos dos
alimentos (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Os flavonoides sdo agrupados em diferentes classes de acordo com o nivel de oxidacao
do anel “C” (Figura 1.4). As classes majoritarias de flavonoides nos alimentos sdo: flavonois,
flavonas, flavandis (catequinas), antocianinas, flavanonas e isoflavonas, outras classes

minoritarias sao: dihidroflavonois, flavan-3,4-didis, chalconas, dihidrochalconas e auronas

(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
©gg©
(0]

(¢}
(6]
Flavonas Dihidroflavonais Flavondois Flavanois Flavanonas

e O 7y
O+
X |

OH

A on O o

OH 0

Antocianinas Isoflavonoides Flavan-3,4-diol Chalconas Auronas

Figura 1.4. Classes de flavonoides presentes nos alimentos. Adaptado de Crozier, Jaganath e Clifford (2009).
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2.1.2 A classe dos flavanois: defini¢des e estruturas

Na categoria dos flavonoides destaca-se a classe dos flavanois ou flavan-3-6is, também
chamados de catequinas. Essa classe distingue-se dos demais flavonoides por nao possuir
ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 e carbonila no carbono 4 (Figura 1.5), além de serem

hidroxilados nos carbonos 3, 3’ ¢ 4’ (TSAO, 2010).

Figura 1.5. Estrutura bésica da classe dos flavanois. Adaptado de Tsao (2010).

Os flavanois possuem dois centros quirais (nos carbonos 2 e 3), dessa forma, ha quatro
possiveis diastereoisdmeros, ou seja, (+)-catequina, com configuragdo cis, e (£)-epicatequina,
com configuragdo trans (TSAQO, 2010). A catequina e a epicatequina podem ser hidroxiladas
no carbono 5’°, para formar galocatequinas e epigalocatequinas ou ser esterificada com o acido
galico no carbono 4, formando galatos de catequina e de epigalocatequina (Figura 1.6)

(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).

OH OH
OH OH

HO 0w HO 0
\Q/\J\OH \Q/\J"'WOH

OH OH

OH

OH

(+)-Catequina (-)-Epicatequina (-)-Catequina (+)-Epicatequina

H H
OH OH
OH OH HO NG HO O on
OH OH i
o] "0
HO 0 HO 0 OH OH
OH OH o) OH O OH
OH "R OH OH
OH OH OH OH

(+)-Galocatequina (-)-Epigalocatequina (+)-Catequina 3-galato (-)-Epigalocatequina 3-galato

Figura 1.6. Estruturas de compostos fenolicos da classe dos flavanois. Fonte: banco de dados Phenol Explorer

(NEVEU et al., 2010).
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Os flavanodis podem ter duas ou trés hidroxilas no anel B. A estrutura com duas
hidroxilas adjacentes nesse anel ¢ do tipo o-difenol, também chamada de estrutura catecdlica.
Estruturas com trés hidroxilas sdo do tipo pirogélica. Os flavanéis podem ter uma unidade galoil
ligada no grupo 3-hidroxi do anel C ou condensar entre si, por meio de ligagdes entre o carbono
4 de uma molécula e o carbono 8 da outra para formar os taninos condensados ou

proantocianidinas (Figura 1.7) (QUIDEAU et al., 2011).

Figura 1.7. Taninos condensados (proantocianidinas) sdo polimeros de flavandis. Adaptado de Tsao (2010).

2.1.3 Ocorréncia de flavandis nos alimentos

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) publica e revisa,
frequentemente, um banco de dados oficial sobre o contetido de flavonoides em alimentos. A
versao mais recente do banco de dados (BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014) contém
informagdes de 308 artigos sobre os teores de flavonoides em 502 alimentos. Um levantamento
neste banco de dados indica que os flavandis sdo encontrados, principalmente, no cacau e seus
derivados, nos chas, em frutas e em determinados legumes e hortali¢as, sendo que as sementes
de cacau, o ché verde, o chocolate em p6 sem actcar e a farinha de sementes de alfarrobas sao
as principais fontes desses compostos (Tabela 1.2).

Os dados publicados pelo USDA indicam, ainda, que os flavanois mais comuns nos
alimentos sdo, nesta ordem: (-)-epicatequina, encontrada em 116 alimentos indexados; (+)-
catequina (111 alimentos); (-)-epigalocatequina (56 alimentos); (-)-epigalocatequina 3-galato
(39 alimentos); (-)-epicatequina 3-galato (34 alimentos) e (+)-galocatequina (20 alimentos)

(BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014).
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Tabela 1.2. Alimentos com maiores teores flavanois totais, de acordo com o banco de dados

do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos sobre teores de flavonoides em alimentos.

Flavanois totais

(mg g b.u. ou mg mL™")

Grupo Alimento
Média Variacao
Cacau e Sementes de cacau 86,06 —
derivados Chocolate em po, sem agtlicar 2,61 (2,19-3,48)
Chocolate para confeitar, sem agucar 2,06 (0,92 -3,18)
Chocolate preto 1,62 (1,06 —2,29)
Chocolate em po, sem agtcar, processado com alcali 0,93 (0,41 -1,01)
Bebidas Cha verde, Quingmao, folhas grandes, infusdo 3,24 (3,15-13,33)
Cha verde, infusio 1,32 (0,96 —5,10)
Cha preto, infusdo 1,14 (0,52-2,61)
Cha branco, infusdo 0,69 (0,64 -0,75)
Cha verde descafeinado, infusio 0,65 (0,58-0,71)
Cha preto descafeinado, infusdo 0,53 (0,48 -0,61)
Cha verde saborizado, infusdo 0,51 (0,28 —0,85)
Cha oolong, infusdo 0,49 (0,11 -0,10)
Frutas Sementes de uva 1,68 (0,29 —5,28)
Mirtilo (Blueberries - rabbiteye) 1,24 (0,15-5,17)
Amoras silvestres 0,43 (0,0 —-3,39)
Casca de magas 0,36 (0,08 —-0,72)
Ameixas pretas com casca 0,34 (0,12 -0,55)
Oxicocos (Cranberry) 0,32 —
Uvas pretas 0,22 (0,20 -0,22)
Péssegos 0,16 (0,69 —0,27)
Suco de cereja acida 0,16 (0,20-0,42)
Maga Red Delicious, com casca 0,12 (0,01 -0,21)
Leguminosas Farinha de alfarrobas 1,90 —
Favas (Vicia faba), sementes verdes 0,63 (0,49 -0,81)
Castanhas Noguera-peca 0,16 (0,05-0,27)
Pistache 0,07 (0,0-0,18)

Fonte: Compilado a partir da soma dos teores de flavandis individuais para os alimentos indexados no banco de

dados do USDA sobre o conteudo de flavonoides em alimentos (BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014).
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A (-)-catequina e a (+)-epicatequina praticamente ndo sdo encontrados nos alimentos
(BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014), fazendo com que, em pesquisas da area, os
termos catequina e epicatequina sejam usados sem distinguir os isdmeros mais comuns dos
mais raros de cada composto (CHIN et al., 2013).

O banco de dados Phenol Explorer (NEVEU et al., 2010) ¢ outra fonte importante de
informacdes sobre o teor de compostos fenolicos em alimentos. De acordo com este banco de
dados, a (-)-epicatequina e a (+)-catequina sdo os principais flavanois presentes nos alimentos,
sendo identificados em mais de 70 dos alimentos catalogados, com teores médios em torno de
0,05 mg g! b.u. nesses alimentos e contetidos maximos, identificados em amostras de cacau

em po, de 1,58 mg g! b.u. para epicatequina e 1,08 mg g b.u. para catequina (Tabela 1.3).

Tabela 1.3. Teores médios e maximos de flavanois presentes em alimentos indexados no banco

de dados Phenol Explorer

Teor (mg g! b.u.)
Flavanol N
Média Maximo
(-)-Epicatequina 0,06 £0,21 1,58 74
(+)-Catequina 0,04 +0,13 1,08 81
(-)-Epigalocatequina 0,04 + 0,06 0,20 25
(-)-Epigalocatequina-3-galato 0,07 £ 0,09 0,27 11
(-)-Epicatequina-3-galato 0,02+ 0,03 0,09 20
(+)-Galocatequina 0,02 £ 0,04 0,14 18

Fonte: Consultas realizadas no banco de dados Phenol Explorer, versdo 3.6, em julho de 2015. N: Numero de

alimentos distintos que compdem a média.

2.1.4 Propriedades fisico-quimicas dos flavanois

As propriedades fisico-quimicas dos flavandis, como a polaridade e a solubilidade
intermedidrias, as elevadas capacidades antioxidantes, as baixas estabilidades oxidativas e a
absor¢ao de luz ultravioleta sdo determinadas pela estrutura basica desses compostos,
constituida por anéis aromaticos ligados a hidroxilas e pela presenca de outros grupos ligados

a cadeia principal (LATTANZIO; CARDINALI; LINSALATA, 2012; QUIDEAU et al., 2011).
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Os flavandis sdo compostos de polaridade intermedidria. Isso ocorre por causa das
interagdes hidrofobicas (interacdes de Van der Wals) nos anéis aromaticos ¢ interagdes
hidrofilicas (ligagdes de hidrogénio), nas hidroxilas, conferindo-lhes a natureza anfifilica
(QUIDEAU, 2013). Por causa das polaridades intermediarias, os flavanois sao mais solaveis
em misturas constituidas de solventes organicos e agua, que t€m polaridades semelhantes
(VUONG et al., 2010).

Outro fator que altera a solubilidade ¢ a presenca de grupos ligados a molécula.
Compostos fenolicos glicosilados com agucares como glicose, galactose e arabinose tém alta
solubilidade em 4gua por causa do maior numero de hidroxilas (LATTANZIO et al., 2008). Os
flavanois, geralmente, ndo sdo glicosilados, diferindo de outras classes de compostos fendlicos
(KIM; LEE, 2005).

Os flavandis sdo bons agentes redutores. Isso ocorre por causa da presenca, de anéis
aromaticos com elétrons deslocalizados, o que possibilita a estabilizacdo de radicais livres
gerados nos processos de transferéncia de elétrons e de hidrogénio. Essa propriedade confere
aos flavanois uma elevada atividade antioxidante. A atividade antioxidante ¢ potencializada,
nesses compostos, pela presenca de pelo menos duas hidroxilas no anel B. Esse ¢ o fator que
mais influencia a atividade antioxidante entre os flavonoides. Os flavano6is com trés hidroxilas
no anel B ou uma unidade galoil ligada no grupo 3-hidroxi do anel C sdo antioxidantes com
atividade similar ou superior a do flavonol quercetina, um dos compostos de maior atividade
antioxidante (QUIDEAU et al., 2011).

Os flavanois possuem baixa estabilidade oxidativa, e a exposicdo a luz, a altas
temperaturas e a ambientes alcalinos podem levar a oxidacdo desses compostos (GADKARI;
BALARAMAN, 2015). A oxidacdo pode ocorrer espontaneamente (autoxidagdo) ou ser
promovida por enzimas oxirredutoras (oxidag¢do enzimatica) (VERMERRIS; NICHOLSON,
2006).

Os flavanois sdo incolores, visto que as absorbancias maximas desses compostos estao
na regido ultravioleta do espectro, em 280 nm. Estes comprimentos de onda de absorc¢ao sdao
proximos aos de outros compostos fendlicos, como os fendis simples e acidos fendlicos (entre
250 e 290 nm) os derivados do acido cinamico (entre 290 e 300 nm) as flavonas e flavondis
(em 250 e 350 nm) e as chalconas e auronas (em 250 e 350 nm) (LATTANZIO et al., 2008).

E importante conhecer os comprimentos de onda de absor¢io dos flavanois e dos outros
compostos fendlicos, uma vez que essa ¢ uma das propriedades em que se baseiam os métodos
cromatograficos, com detectores de luz ultravioleta e visivel (UV/Vis), e os métodos

espectrofotométricos, que sdo empregados para detectar esses compostos.
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2.1.5 Métodos para analise de flavano6is em alimentos

A cromatografia liquida ¢ a técnica mais utilizada para andlise de flavandis. Os
detectores de luz UV/Vis sao os mais amplamente usados nessa técnica (IGNAT; VOLF;
POPA, 2011). Detectores mais modernos, baseados na medicdo da massa das moléculas
permitem a identificagdo simultdnea de diversos compostos, sem a necessidade de padrdes
externos para comparagdo (TRIBALDO, 2015). Os métodos cromatograficos requerem
equipamentos sofisticados, o que os torna pouco acessiveis a maioria dos laboratorios.

M¢étodos espectrofotométricos, mais praticos, estdo disponiveis para a andlise de
flavandis. Entretanto, como, nesses métodos, ndo ha separagdo entre os compostos analisados,
eles sdo limitados pela sobreposicdo com os espectros de outros compostos presentes na
amostra (CHEYNIER, 2012). A quantificagdo de compostos individuais, ou de determinada
classe, por essa técnica, requer purifica-los previamente, ou derivatiza-los, ou seja, reagi-los
com outras substancias e detectar os produtos formados (WEBER; SCHULZE-KAYSERS;
SCHIEBER, 2014).

Os métodos espectrofotométricos, disponiveis para analise de flavanois, baseiam-se na
derivatizacdo desses compostos, com vanilina ou com o reagente DMACA (4-dimetilamina-
cinamaldeido), para formar complexos vermelho ou verde, com absorbancias maximas em 500
nm e 640 nm, respectivamente (LORRAIN et al., 2013).

O método da vanilina ¢ limitado pela interferéncia com as antocianinas, que absorvem
em torno de 500 nm (HUMMER; SCHREIER, 2008), e possui baixa sensibilidade para os
flavanodis monoméricos, sendo mais sensivel para detectar seus polimeros (taninos
condensados) (NACZK; SHAHIDI, 2004).

O método DMACA ¢ mais sensivel que o da vanilina e ¢ menos suscetivel a
interferéncia com as antocianinas, mas o produto colorido da reac¢do ¢ instdvel. A principal
limitagdo dos métodos da vanilina e DMACA, para a analise de flavandis, ¢ a interferéncia com
os taninos condensados (HUMMER; SCHREIER, 2008).

Os métodos espectrofotométricos sdo praticos para a determinacdo conjunta de
flavandis, entretanto, a interferéncia com outros compostos limita a aplicacao desses métodos.
O desenvolvimento de um método espectrofotométrico alternativo, para a analise de compostos
dessa classe, requer a aplicacdo de estratégias para minimizar a interferéncia com outros

compostos.
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2.2 Anailise de catequina e epicatequina em alimentos por meio da oxidacio com

tirosinase

As interferéncias nas analises de flavandis, por espectrofotometria, podem ser
minimizadas, aplicando métodos mais seletivos para detectar esses compostos. Uma
abordagem, que pode ser empregada ¢ utilizar enzimas, capazes de oxidar os flavandis para

derivatizar esses compostos, ¢ detectar, seletivamente, os produtos de oxidagdo formados.

2.2.1 Oxidagdo enzimatica de compostos fendlicos

Determinadas enzimas da classe das oxido-redutases (EC. 1) atuam sobre substratos
fenolicos. As peroxidases (EC 1.11.1.7) oxidam fenolicos, usando perdxido de hidrogénio
como aceptor, as catecol-oxidases (EC. 1.10.3.1) e lacases (EC. 1.10.3.2) atuam sobre difenois
e usam oxigénio como aceptor de elétrons, as tirosinases (EC. 1.14.18.1) atuam sobre
monofendis e orfo-difenois, usando oxigénio como aceptor de elétrons (REHDER, 2015;
VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). O termo polifenol oxidase (PPO) designa as tirosinases
e as catecol oxidases, bem como as lacases, em menor frequéncia. Muitos autores nao
distinguem as diferencas entre essas enzimas, em razao da sobreposi¢ao de suas especificidades
em relacdo a alguns substratos (FACCIO, 2011).

As tirosinases e as catecol oxidases possuem uma caracteristica estrutural em comum,
que ¢ a presenca de dois atomos de cobre, no sitio catalitico. O sitio catalitico fixa-se ao
oxigénio molecular para formar um complexo di-cobre (Figura 1.8). Enzimas com essa
configuracdo sdo classificadas, quanto a estrutura, como metaloproteinas contendo cobre, do
tipo 3 (Figura 1.9) (ITOH; FUKUZUMI, 2007). Este grupo difere das metaloproteinas
contendo cobre, dos tipos 1 € 2, que possuem apenas um atomo de cobre no sitio ativo e

desempenham fungdes diferentes (FREIE UNIVERSITAT BERLIN, 2015).

Figura 1.8. Sitio ativo das enzimas contendo cobre, do tipo 3. Adaptado de Kaintz, Mauracher e Rompel (2014).
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As lacases contém quatro atomos de cobre, sendo um do tipo 1, um do tipo 2 e dois do
tipo 3, que sdo acoplados por meio de um ligante em ponte (LOPEZ-NICOLAS; GARCIA-
CARMONA, 2010).

Polifenol
oxidases

Tirosinases

Proteinas Metaloproteinas Catecol oxid
atecol oxidases

Lacases

) Hemocianinas
Metaloproteinas

contendo cobre

Figura 1.9. Classificacdo estrutural das polifenol oxidases e lacases. Adaptado de Pretzler, Bijelic ¢ Rompel

(2015).

Embora apresentem semelhangas estruturais, as catecol oxidases, as tirosinases ¢ as
lacases diferem quanto as especificidades de seus substratos (CORZO-MARTINEZ et al.,
2012). As tirosinases catalisam a orto-hidroxilagdo de monofenois em o-difenois (atividade
monofenol monoxigenase, EC 1.14.18.1) (Figura 1.10) e a oxidag@o de o-difenois para formar
as o-quinonas correspondentes (Figura 1.11) (atividade difenolase ou catecol oxidase, EC
1.10.3.1), cada uma dessas etapas esta acoplada a redug@o do oxigénio molecular para formar

agua (PRETZLER; BIJELIC; ROMPEL, 2015).

OH OH

OH
1.14.18.1

+ 0, * 2Hf ——m + H,0
monofenol o-difenol

Figura 1.10. Reacdo de hidroxilagéo (atividade monofenolase ou cresolase, EC 1.14.18.1) realizada apenas pelas

tirosinases. Adaptado de Pretzler, Bijelic e Rompel (2015).

As catecol oxidases catalisam, apenas, a conversao de o-difendis em o-quinonas
(REHDER, 2015). As tirosinases sdo as unicas enzimas contendo cobre conhecidas que
realizam a rea¢ao de hidroxilagdo de monofendis ¢ a reagdo de oxidagdo de o-difendis
(ISMAYA, 2011). Ambas as atividades também sdo chamadas de atividades cresolase e

catecolase, respectivamente (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).
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OH (0]

OH 0
1.10.3.1
+ %o, ———= *  HO

o-difenol o-quinona

Figura 1.11. Reacdo de oxidacdo (atividade difenolase ou catecolase, EC 1.10.3.1) realizada pelas tirosinases e

pelas catecol oxidases. Adaptado de Pretzler, Bijelic e Rompel (2015).

As lacases ndo sao especificas em relagao aos substratos fenolicos. Essas enzimas sao
capazes de catalisar a oxida¢do de véarias substancias organicas, incluindo os para-difendis
(Figura 1.12), aminofenois, poliaminas, metoxifendis ligninas, aril-diaminas e alguns ions
inorganicos, com a redugdo simultanea do oxigénio para formar dgua (LOPEZ-NICOLAS;
GARCIA-CARMONA, 2010).

Diversos estudos tém confirmado que as propriedades do sitio catalitico sao similares
nas enzimas contendo cobre do tipo 3, sugerindo que as diferengas nas suas atividades sejam
atribuidas aos varios arranjos espaciais das cadeias proteicas, que podem interferir na
acessibilidade dos substratos de cada enzima ao sitio catalitico (KANTEEV; GOLDFEDER;
FISHMAN, 2015).

OH (0]
1.10.3.2
+ 0, —— = +  HO0
OH
p-difenol p-quinona

Figura 1.12. Reacdo de oxidacdo de p-difendis (atividade difenolase, EC 1.10.3.2) realizada pelas lacases.
Adaptado de Lopez-Nicolas e Garcia-Carmona (2010).

2.2.2 Tirosinase: estrutura, mecanismos de reacao e atividade enzimatica

As tirosinases tém encontrado muitas aplicacdes biotecnologicas, por causa da
habilidade em oxidar pequenas moléculas fendlicas. Dentre essas aplicagdes, destacam-se a
biorremediacdo, a producdo de pigmentos, de biopolimeros com ligagdes cruzadas
(KANTEEV; GOLDFEDER; FISHMAN, 2015) e aplicacdes analiticas, para medir diversos
derivados de fenois e catecois (BROWN; MALE; LUONG, 1994).
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Nas ultimas décadas, a tirosinase, obtida do cogumelo comum (Agaricus bisporus),
surgiu como a tirosinase "padrao" em trabalhos cientificos, principalmente, por causa da sua
facil disponibilidade comercial e pregos relativamente baixos (PRETZLER; BIJELIC;
ROMPEL, 2015). A tirosinase de Agaricus bisporus (Figura 1.13) ¢ um heterotetramero com
massa molecular de 120 kDa, constituido por duas subunidades (H1 e H2) de aproximadamente
43 kDa e duas subunidades (L1 e L2) de aproximadamente 14 kDa . Os sitios cataliticos
localizam-se nas subunidades H, na parte interna de cavidades hidrofobicas, localizadas em

suas superficies (MARIA-SOLANO et al., 2016).

Figura 1.13. Estrutura molecular da tirosinase de Agaricus bisporus. Imagem criada com o software Discovery
Studio Visualizer (DASSAULT SYSTEMES BIOVIA, 2015) a partir do arquivo PDB ID 2Y9W, depositado por
Ismaya et al. (2011) no banco de dados Protein Data Bank (ROSE et al., 2015).

A tirosinase desempenha papel importante nos processos de melanogénese (formacgao
de melanina) em mamiferos e de escurecimento enzimatico em frutas ou fungos. Em ambos os
processos a enzima € responsavel pela etapa inicial de conversdo de monofenois em o-difenois
e de o-difenois em o-quinonas (CHANG, 2009).

A tirosinase promove reagdes de oxidacdo em duas vias cataliticas. Na primeira via
(Figura 1.14-A) os monofendis sdo orfo-hidroxilados (atividade monofenolase), produzindo o-
difendis. Na segunda via (Figura 1.14-B), que ocorre independentemente da primeira, o-
difendis sdo oxidados (atividade difenolase), produzindo as o-quinonas correspondentes
(HOLLMANN et al., 2011).

Durante os ciclos cataliticos, a estrutura do sitio ativo da tirosinase altera-se em

decorréncia das reagdes de 6xido-redugdo, promovidas pelos &tomos de cobre, € a enzima pode
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ser encontrada em quatro estados de oxidacao diferentes (Edeoxi, Eoxiy Emet € Einar), que possuem

diferentes conformagdes (RAMSDEN; RILEY, 2014).
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Figura 1.14. Mecanismos das reagdes catalisadas pela tirosinase. Adaptado de Itoh e Fukuzumi (2007), Kanteev,

Goldfeder e Fishman (2015) e Pretzler, Bijelic e Rompel (2015).

A reacdo de o-hidroxilagdo (Figura 1.14-A) inicia-se com a liga¢ao do oxigénio (O2) a
enzima. O substrato (monofenol) associa-se, formando o complexo E,-monofenol.

Subsequentemente, a posicdo orto do monofenol ¢ hidroxilada por um atomo de oxigénio do
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complexo para formar um o-difenol, o qual, entdo, dissocia-se para liberando o o-difenol e
completando o ciclo (PRETZLER; BUELIC; ROMPEL, 2015).

A reacdo de oxidagao (desidrogenacgdo) (Figura 1.14-B) também se inicia com a ligagdo
do oxigénio ao sitio catalitico da enzima. Os atomos de cobre ligam-se aos oxigénios das
hidroxilas do o-difenol para formar o complexo Eoxi-difenol. O difenol ¢ oxidado para formar
uma o-quinona € a enzima ¢ reduzida a forma Ey.. Outra molécula de o-difenol liga-se a
enzima, sendo a o-quinona. A enzima ¢ reduzida a Egeoxi, completando o ciclo. A oxidacao de
difenois pelo mecanismo oxidativo de monofendis (Figura 1.14-C), resulta na reducao do cobre
(Cu®") a Cu’ e desativagio da tirosinase (inativag¢do suicida) (KANTEEV; GOLDFEDER;
FISHMAN, 2015).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar a transformacdo de 1 wumol do substrato por minuto (ARAPOGLOU;
LABROPOULOS; VARZAKAS, 2010). A atividade difenolase da tirosinase ¢ de 10 a 40 vezes
maior que a atividade monofenolase (CORZO-MARTINEZ et al., 2012).

A especificidade de substratos da tirosinase varia de acordo com a fonte da enzima
(CORZO-MARTINEZ et al., 2012). Em fungos e vertebrados, a tirosinase catalisa a etapa
inicial de formag¢ao da melanina a partir da tirosina. Em plantas, seus substratos fisioldgicos sao
uma variedade de compostos fendlicos (CHANG, 2009). Os substratos para a tirosinase de
Agaricus bisporus incluem: L-tirosina, fenol, tiramina, L-DOPA (3,4-di-hidroxi-1-fenilalanina),

acido cafeico, catecol, 4cido elagico, catequina e epicatequina (FACCIO, 2011).

2.2.3 Meétodos enzimaticos para andlises de fenolicos em alimentos

As tirosinases, as lacases e peroxidases tém sido aplicadas em novos métodos para
analise de compostos fenolicos, individuais ou totais, principalmente, em amostras ambientais
e de alimentos (KORKUT; ERHAN; YILMAZ, 2011; PREHN; GONZALO-RUIZ;
CORTINA-PUIG, 2012). As enzimas sao utilizadas, basicamente, de duas formas nesses
métodos: imobilizadas (catalise heterogénea) ou em solugdo (catalise homogénea) e diferentes
técnicas sao utilizadas para detectar os produtos da reagao (Tabela 1.4).

Os biossensores contendo enzimas imobilizadas (catdlise heterogénea) sdo Tteis,
principalmente, nas andlises ambientais, para detectar de forma pratica, in situ, compostos
fendlicos que atuam como poluentes (RODRfGUEZ-DELGADO et al., 2015), entretanto,
apesar de suas especificidades e sensibilidades, estes biossensores sdo de uso limitado, sendo

considerados como dispositivos para detec¢des rapidas de fenolicos (AJILA et al., 2011).
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Tabela 1.4. Exemplos de métodos analiticos que utilizam as enzimas lacase, peroxidase ou

tirosinase para determinar compostos fenolicos, em alimentos ou em solugdes.

Forma de uso da

Enzima . Analito (s) Técnica de deteccio Referéncia
enzima
Lacase Imobilizada Hidroquinona, Eletroquimica (CASERO etal., 2013)
em eletrodo em solucdo
Imobilizada L-DOPA, Catecol Colorimétrica (OKTEM et al., 2012)
em papel em solugdo
Imobilizada Luteolina, em chas Eletroquimica (FRANZOI et al., 2009)
em polimeros
Peroxidase  Imobilizada Fendlicos totais, Espectrofotométrica  (SAHIN; DEMIR;
em polimeros em Prunella L. MALYER, 2011)
Imobilizada Solugdes de catecol, Eletroquimica (PEREIRA et al., 2009)
em nanotubos de  fenol, hidroquinona,
carbono resorcinol, e
4-clorofenol
Em solucdo Fendlicos totais, Espectrofotométrica  (STEVANATO;
em vinhos e chas FABRIS; MOMO,
2004)
Tirosinase Em solugdo Fendlicos totais, Espectrofotométrica  (MOSCA et al., 2000)
em azeite de oliva
Imobilizada Compostos fendlicos, Colorimétrica (ARCIULI et al., 2013)
em papel em vinho
Imobilizada Fendlicos totais, Eletroquimica (KIM et al., 2010)

em polimeros

em vinho

Fonte: Elaborado com base nas referéncias citadas na tabela

M¢étodos enzimatico-espectrofotométricos foram desenvolvidos para quantificagao de

fenolicos totais em alimentos como uvas, vinhos, chas e azeite de oliva (HARKENSEE et al.,

2006; MOSCA et al., 2000; STEVANATO; FABRIS; MOMO, 2004). Esses métodos baseiam-

se na determinagdo de absorbancia de produtos de oxidag¢do, como as o-quinonas resultantes da

reagdo enzimatica (GARCIA-MOLINA et al., 2007). Embora as enzimas utilizadas nesses

estudos ndo sejam capazes de oxidar todos os compostos fendlicos, seus autores consideraram

os métodos adequados para quantificar fenolicos totais.

Mosca et al. (2000) utilizaram tirosinase em solucdo com tampao fosfato e NADH

(dinucleotideo de nicotinamida e adenina), como agente redutor, para determinar o teor de

fenolicos totais em azeite de oliva. Esse estudo ndo considerou a especificidade da tirosinase

para monofendis ou o-difenodis ao concluir que o método seria “valido e rapido para analise do
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conteudo de fenolicos totais em azeite de oliva”, por isso, uma avaliagdo mais criteriosa do
método ¢ importante.

Harkensee et al. (2006) propuseram a determinagao de fendlicos totais em uvas e vinhos,
ap6s oxida-los com tirosinase em solucdo. Os autores afirmaram que “todos os compostos
fenolicos, presentes na amostra, poderiam ser quantificados pelo método”. Entretanto, os
resultados sobre os teores dos compostos fenolicos determinados ndo sdo evidentes. Os autores
do estudo observaram, apenas, uma “alta correlagcdo entre os valores de absorbancia, obtidos
pelo método, e as concentragdes obtidas pelo método de Folin-Ciocalteu”. A alta correlagao
esperada, nesse caso, deveria ser entre os valores de concentracdo obtidos por ambos os
métodos.

No estudo de Stevanato, Fabris e Momo (2004), a peroxidase foi utilizada, em solugao,
para determinar o teor de fenolicos totais em chas e vinhos. Esse ¢ um método enzimatico-
espectrofotométrico bem fundamentado, que teve resultados consistentes com os métodos de
Folin-Ciocalteu, para fenolicos totais, e ressondncia paramagnética eletronica (EPR), para
atividade antioxidante. Esse método foi considerado confiavel para determinar fendlicos totais,
por ser mais especifico € menos suscetivel a interferéncias de outras substancias (MA;

CHEUNG, 2007).

2.2.4 Uso de tirosinase para quantificacao de catequina e epicatequina em alimentos

Os métodos enzimatico-espectrofotométricos, para quantificagdo de compostos
fenodlicos, encontrados na literatura, demonstram a viabilidade de uso dessa estratégia para
andlise. Entretanto, ¢ importante observar a especificidade da enzima utilizada, ao delimitar
suas possiveis aplicagdes. E incoerente generalizar o uso de enzimas oxido-redutoras,
especificas para determinados compostos, para a determinacao de fenolicos totais. A aplicagao
dessas enzimas, no entanto, pode ser Util para quantificar determinados compostos, ou classes
de compostos, que atuem como seus substratos.

Os flavandis catequina e epicatequina atuam como substratos da tirosinase.
Considerando a importancia desses flavanois, que possuem elevadas capacidades antioxidantes
e que sdo os principais compostos dessa classe presentes nos alimentos, este trabalho propde o
desenvolvimento de um método para quantifica-los, por meio da derivatizagdo oxidativa com

tirosinase em solucao.
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2.3  Fundamentacgdo para o desenvolvimento do método analitico

O desenvolvimento de um método enzimatico, para andlise de catequina e epicatequina
em alimentos, requer que se considere os diversos fatores associados as propriedades desses
compostos e da enzima. O conhecimento desses fatores ¢ fundamental para que se selecione
uma estratégia analitica adequada, que fornega resultados confiaveis.

Uma estratégia geral para analise de substincias fendlicas envolve a amostragem,
seguida pela extragdo dos analitos da matriz do alimento, e depois, pela separagdo,
identificacao e quantificagdo (ROBARDS, 2003). Etapas de preparagao da amostra, antes de
extrair os analitos, sdo, frequentemente, necessarias para aumentar a eficiéncia da extracao,
sendo que as etapas de preparagdo da amostra e de extracdo sao as mais importantes, seguidas

pela identificag¢do e/ou quantificacio (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

2.3.1 Selecao de matrizes alimentares

Ao selecionar as matrizes alimentares utilizadas no desenvolvimento do método, é
importante considerar que os teores de catequina e epicatequina nos alimentos sao
predominantemente baixos (BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN, 2014) e que esses
compostos podem oxidar no alimento, ou durante a extracio (GADKARI; BALARAMAN,
2015). E necessario, ainda escolher matrizes que sejam representativas dos teores esperados
nos alimentos. No entanto, € importante desenvolver o método com uma amostra que contenha
teores mais elevados dos analitos, para evitar erros na interpretacdo de falsos resultados
negativos. Também ¢ importante aplicar o método em amostras contendo teores variaveis dos

analitos, para avaliar sua aplicabilidade.

2.3.2 Preparagdo de amostras

A preparacdo da amostra para analise € a primeira etapa € uma das mais importantes
para a obtencdo de resultados confidaveis (WEBER; SCHULZE-KAYSERS; SCHIEBER,
2014), influenciando, diretamente, a repetibilidade e exatidao da andlise (ZHAO et al., 2011).
Essa etapa € critica, pois a matriz do alimento pode conter diverso espectro de compostos
biologicamente ativos ou com identidade desconhecida (ANTOLOVICH et al., 2000).

A preparacgao da amostra e extracdo dos analitos dependem, principalmente, da natureza

da matriz e das propriedades quimicas dos analitos, incluindo estrutura molecular, polaridade,
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teor no alimento, nimero de anéis aromaticos e de grupos hidroxilas. A extracao completa do
analito ¢ dificultada pela formagdo de complexos com proteinas, carboidratos ou outros
componentes do alimento. Dessa forma ¢ dificil escolher um tinico método de preparagao e de
extracdo para analisar diferentes amostras (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

As amostras solidas sdo, inicialmente, homogeneizadas, podendo ser congeladas com
nitrogénio liquido ou desidratadas, previamente, por meio de liofilizagdo, secagem ao ar ou em
estufas (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). Amostras liquidas podem ser,
inicialmente, filtradas ou centrifugadas e analisadas diretamente, ou entdo, os analitos podem
ser isolados por parti¢ao liquido-liquido ou por extracdo em fase solida (RIJKE et al., 2006).

O congelamento da amostra com nitrogénio liquido pode ser empregado para inibir a
atividade enzimatica no alimento. A amostra congelada pode ser moida e liofilizada ou, entdo,
extraida diretamente (ROBARDS, 2003). Geralmente, a liofilizagdo retém niveis maiores dos
analitos do que a secagem ao ar (DAI; MUMPER, 2010). Os processos de congelamento e
desidratacdo sdo importantes para preservar os materiais vegetais contra a degradagdo, para
evitar o crescimento de microrganismos e para concentrar as substdncias de interesse
(HAMINIUK et al., 2012).

Outros processos importantes, durante a preparacdo de amostras, sdo a reducdo do
tamanho das particulas e a remogao de lipideos. O uso de amostras finamente moidas melhora
a extracdo, em funcdo do aumento da area superficial e pela maior facilidade em romper as
paredes celulares (KIM; LEE, 2005). Maiores rendimentos de extragdo sdo alcangados quando
se desengordura amostras contendo altos teores de lipideos. Em geral, ¢ recomendavel triturar
as amostras, em combinacao com secagem e remogao de gorduras, quando apropriado, antes da

etapa de extracdo (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

2.3.3 Extragdo dos analitos da amostra

O método de extragdo dos analitos da matriz do alimento, pode influenciar os resultados
obtidos na etapa de quantificagdo, uma vez que muitos processos de extragdo exibem baixas
seletividades e baixos rendimentos. Neste processo pode ocorrer a co-extracao de interferentes,
tais como aguicares, acidos organicos e proteinas, o que requer etapas posteriores de purificagao
(GARCIA-SALAS et al., 2010; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; KIM; LEE, 2005; NACZK;
SHAHIDI, 2006)

Para superar as limitagcdes dos métodos de extracdo convencionais, novas técnicas t€ém

sido introduzidas. A extracdo assistida por ultrassom (EAU) ¢ uma das técnicas ndo
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convencionais mais promissoras (SAO JOSE et al., 2014). Nesta técnica, a amostra moida e
homogeneizada ¢ misturada com o solvente adequado e colocada no banho ultrassdnico, no
qual a temperatura e o tempo de extracao sao ajustados (GARCIA-SALAS et al., 2010). As
ondas ultrassonicas geradas pelo equipamento (entre 20 kHz ¢ 100 mHz) passam através da
amostra, gerando cavitacdo, que ¢ a producado, crescimento e colapso de bolhas (AZMIR et al.,
2013). A conversdo de energia cinética em calor, aquece o conteudo das bolhas, que sdao
preenchidas com vapor do solvente a baixa pressdo, depois sao comprimidas e finalmente
implodem por causa da pressao do ultrassom. A onda de choque subsequente causa efeitos
quimicos, fisicos ou mecanicos que resultam na ruptura nas paredes celulares (KIM; LEE,
2005), facilitando a liberagdo de compostos extraiveis, a penetracao do solvente nos materiais
celulares, e a transferéncia de massa (DAI; MUMPER, 2010).

No entanto, uma limitacdo da EAU ¢ a falta de uniformidade na distribuigdo do
ultrassom pela amostra (AJILA et al., 2011). Além disso, alguns fatores podem influenciar no
processo de extragdo por ultrassom, como o teor de umidade, o tamanho das particulas da
amostra, o solvente empregado, a temperatura, a frequéncia das ondas e o tempo de sonica¢do
(AZMIR et al., 2013; BIESAGA, 2011).

A EAU ¢ uma das técnicas ndo convencionais mais simples, sendo bem-sucedida para
extrair compostos bioativos de diferentes matrizes, em tempos menores € com custo menor do

que em outras técnicas de extracio (HAMINIUK et al., 2012; IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

2.3.4 Purificagdo dos extratos contendo os analitos

E possivel que haja interferentes nas amostras, uma vez que a catequina e a epicatequina
ndo sao os unicos substratos da tirosinase. A sobreposi¢do entre o espectro do analito e dos
interferentes pode comprometer os resultados do método, nesse caso, ¢ necessario purificar os
extratos para remover interferentes.

A extracdo em fase solida (EFS) ¢ uma das técnicas mais utilizadas, com a finalidade
de obter certa classe de compostos fendlicos como uma fracio (WEBER; SCHULZE-
KAYSERS; SCHIEBER, 2014). Nessa técnica, o extrato a ser purificado ¢ introduzido em
pequenos cartuchos que contém microesferas poliméricas com superficie quimicamente ligada
a grupos funcionais e que retém seletivamente os analitos. Antes de introduzir o extrato, os
cartuchos sdo condicionados e equilibrados com solventes apropriados. Os extratos sao
adicionados (enchimento), e os interferentes sdo eliminados com um solvente adequado

(lavagem). Em seguida, os analitos sdo eluidos, utilizando outro solvente que possui alta
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afinidade com os mesmos. Os eluentes sdo recolhidos e o solvente pode ser evaporado. Os
extratos purificados obtidos podem ser solubilizados, em outro solvente mais apropriado, para
quantificagdo (LUCCI et al., 2012).

Cartuchos com diferentes matrizes poliméricas estdo disponiveis, bem como diferentes
formas de realizar as etapas de condicionamento e equilibrio, lavagem, enchimento e elui¢ao.
As configuracdes mais comuns, relatadas na literatura, para isolar a classe dos flavandis em
alimentos, utilizam cartuchos contendo poliamida ou octadecilsilano (C18), os cartuchos sdo
condicionados com metanol, equilibrados com agua e enchidos com a amostra, dissolvida em
agua. A eluicdo ¢ realizada, principalmente, com metanol ou misturas de metanol e outros
solventes como acetonitrila, dimetilformamida ou acetato de etila e, ap6s a eluicao, os solventes
sao evaporados a temperaturas de at¢ 40 °C (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004;
BREITFELLNER; SOLAR; SONTAG, 2002; HELLSTROM:; MATTILA, 2008;
DVORAKOVA et al., 2007).

2.3.5 Quantifica¢do dos analitos

A determinacdo da concentragdo de analitos pode ser feita por diversos métodos,
conforme a especificidade e sensibilidade de cada procedimento. A etapa de quantificacao do
método proposto, no presente trabalho, baseia-se na oxidagdao do grupo o-difenol, presente no
anel B da catequina e da epicatequina, pela tirosinase em solugdo, para formar o-quinonas,
como produtos. As o-quinonas podem ser determinadas por espectrofotometria (GARCIA-
MOLINA et al., 2007).

Por se tratar de uma reagao enzimatica, diversos fatores relacionados a atividade da
enzima podem influenciar a reacdo e, consequentemente, a quantificacdo dos analitos. Os
principais fatores que influenciam a atividade enzimatica sdo: concentragdo do substrato,
temperatura, pH e presenga de inibidores (ARAPOGLOU; LABROPOULOS; VARZAKAS,
2010).

2.3.5.1 Influéncia da concentra¢do de substrato

A concentracao do substrato ¢ fundamental para a atividade enzimatica. Um incremento
na concentragdo aumenta a taxa de colisdes entre a enzima e o substrato, provocando o aumento
da atividade (ARAPOGLOU; LABROPOULOS; VARZAKAS, 2010). O efeito da

concentracdo de substrato € avaliado pelo estudo das velocidades iniciais de reacdo (Vo), em
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diferentes concentragdes de substrato, utilizando concentragdes de enzima muito baixas em
relacdo a do substrato, com isso, a concentragdo de substrato permanece praticamente constante,
durante o inicio da reagdo, permitindo que os valores obtidos de Vo sejam relacionados as
concentragdes iniciais do substrato e que se obtenha um modelo cinético para a reagdo

(NELSON; COX, 2005).

2.3.5.2 Influéncia do pH

Alteragdes e pH provocam mudangas na conformagdao de enzimas e afetam suas
atividades (ARAPOGLOU; LABROPOULOS; VARZAKAS, 2010). O pH tem grande efeito
sobre a atividade catalitica da tirosinase (MARIA-SOLANO et al.,, 2016). Em frutas e
hortalicas, as polifenol oxidases exibem pHs 6timos no intervalo geral de 4,0 - 7,0. Em valores
de pH abaixo de 3,0 estas enzimas sdo inativadas irreversivelmente (CORZO-MARTINEZ et
al., 2012).

2.3.5.3 Influéncia da Temperatura

Com o aumento da temperatura, a agitagdo térmica e as colisoes entre enzima e substrato
aumentam, o que tende a aumentar a taxa da reagdo. Entretanto, com o aumento de temperatura
também pode ocorrer desnaturagdo proteica que provoca a inativagdo enzimatica
(ARAPOGLOU; LABROPOULOS; VARZAKAS, 2010). O intervalo 6timo de temperatura
para as polifenol oxidases encontra-se entre de 30 e 50 °C, mas a estabilidade térmica ¢
comparativamente alta e caracterizada por meias-vidas de diversos minutos no intervalo de 55
— 80 °C, dependendo da fonte (PARKIN, 2010). Alteragdes significativas na estrutura da
tirosinase sdo observadas acima de 60 °C, podendo levar & inativagdo enzimatica (IONITA et

al., 2014).

2.3.5.4 Influéncia de substdncias inibidoras

As enzimas estdo sujeitas a inibicdo, que pode ser reversivel ou irreversivel. Os
inibidores reversiveis podem ser competitivos, ndo competitivos ou mistos (NELSON; COX,
2005). Alguns compostos fenolicos podem inibir a tirosinase. A quercetina, encontrada em
frutas, e as teaflavinas, presentes em chds, sdo exemplos de polifendis que atuam como
inibidores dessa enzima. A defini¢do de inibidor da tirosinase € controversa, na literatura, pois

diversos autores usam o termo em referéncia a substincias que inibem o processo de formagao
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de melanina, sem levar em conta se a inibi¢ao ocorre na etapa inicial, catalisada pela tirosinase.
Muitos supostos inibidores da tirosinase sdo analisados reagindo-os junto com a L-tirosina ou
L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) que sao os substratos-padrdes nas analises de atividade
dessa enzima. A atividade ¢ monitorada medindo a formagao do dopacromo, que ¢ o produto
da rea¢do com esses padrdes. Dessa forma, substancias consideradas inibidores competitivos
podem ser, na verdade, substratos que formaram outros produtos nao detectados corretamente
(CHANG, 2009).

Em decorréncia da controvérsia, relacionada a inibi¢do da tirosinase por compostos
fenodlicos, recentemente, foi proposta uma metodologia que permite diferenciar entre inibidores
e substratos alternativos. Essa metodologia ¢ baseada nos graus de inibicdo da substancia
analisada sobre as atividades monofenolase e difenolase da enzima, se a substancia limita ambas
as atividades, ela ¢ considerada inibidora da enzima, caso apenas uma das atividades seja

limitada, a substancia pode ser inibidora ou substrato (ORTIZ-RUIZ et al., 2015).

2.3.6 Validag¢ao analitica

A validagdo analitica € uma etapa importante, que avalia o desempenho de um método
apos o seu desenvolvimento. A finalidade dessa etapa € avaliar se 0 método analitico ¢ adequado
a finalidade proposta (BROWN; LISTER, 2014). A validacao fornece evidéncias cientificas de
que o método € confidvel e consistente, para que possa ser usado em andlises de rotina
(KHLEBNIKOVA, 2013).

O desempenho do método ¢ avaliado de acordo com parametros pré-estabelecidos por
orgaos de normatizagdo. Em razdo das diferencas entre as defini¢des nas normas de cada pais,
0 Conselho Internacional de Harmonizagdo (ICH) padroniza os termos e as metodologias
utilizadas na validacdo de métodos. Os parametros de validagao mais amplamente aplicados
sao: seletividade (especificidade), exatiddo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),
limite de detecc¢do, limite de quantificacdo, linearidade, faixa de trabalho e robustez (SHABIR,
2004). As defini¢oes do ICH para esses termos sdo:

e Seletividade: capacidade de o método determinar o analito na presenca de outros
componentes como impurezas, produtos de degradagdo ou componentes da matriz da
amostra.

e Exatidado: grau de concordancia entre os resultados verdadeiros e os valores encontrados

na analise.
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e Precisdo: grau de concordancia entre uma série de medidas obtidas de multiplas
amostragens de uma mesma amostra homogénea. Pode ser avaliada em trés niveis:
repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade

e Repetibilidade: precisao sob as mesmas condi¢des operacionais em um curto intervalo
de tempo (mesmo dia).

e Precisdo intermediaria: precisdo dentro do laboratério, avaliada em dias diferentes, e/ou
com diferentes analistas e equipamentos.

e Reprodutibilidade: precisdo entre laboratorios (em estudos colaborativos para
oficializagdo de metodologias).

e Limite de deteccdo: a menor quantidade de analito que pode ser detectada na amostra,
mas ndo, necessariamente, quantificada como um valor exato.

e Limite de quantificagdo: a menor quantidade de analito que pode ser determinada, em
uma amostra, com precisao e exatidao aceitaveis.

e Linearidade: habilidade do procedimento (dentro de uma determinada faixa) de obter
resultados analiticos que sdao diretamente proporcionais a concentragao (quantidade) de
analito na amostra.

e Faixa de trabalho: intervalo entre a maior ¢ menor concentra¢ao de analito na amostra,
para as quais tenha sido demonstrado, que o procedimento tenha niveis adequados de
precisdo, exatidao e linearidade.

e Robustez: mede a capacidade do método ndo ser afetado por variagdes pequenas, mas
deliberadas, nos pardmetros experimentais (INTERNATIONAL COUNCIL FOR
HARMONISATION, 2005).

Diferentes metodologias sdo utilizadas para determinar os parametros de validagdo
analitica. Em métodos espectrofotométricos, a seletividade ¢ avaliada pela semelhanca entre os
espectros do analito, com o padrao utilizado na andlise. Os pardmetros de linearidade, limites
de deteccao e de quantificacdo sdo avaliados a partir da curva de calibracio do método
(BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011).

A exatiddo e a precisdo sdo avaliadas analisando amostras certificadas, que contém
teores conhecidos do analito. Quando ndo ha uma amostra certificada, sao analisadas matrizes
brancas (amostras previamente extraidas, isentas do analito), apds fortifica-las, adicionando
quantidades conhecidas de padrdes do analito. A exatiddo ¢ expressa em termos dos teores
recuperados, em relacdo as quantidades adicionadas. A repetibilidade ¢ expressa pelos

coeficientes de variacao dos resultados obtidos no mesmo dia. Os coeficientes de variagao de
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andlises realizadas em dias diferentes, ou com analistas e equipamentos diferentes, representam
a precisdo intermediaria. O coeficiente de variacdo das andlises realizadas por laboratorios
diferentes, em por¢des da mesma amostra, expressa a reprodutibilidade do método. A exatidao
e a precisao sdao avaliadas, em diferentes niveis de concentracdo, para determinar a faixa de
trabalho do método. Por fim, a robustez ¢ verificada em experimentos fatoriais, nos quais
alteram-se, a0 mesmo tempo, os niveis de varios pardmetros, que podem afetar os resultados
do método, para determinar a influéncia de pequenas variagdes nesses parametros sobre os
resultados (AOAC INTERNATIONAL, 2012).

O desempenho dos métodos ¢ avaliado com base em critérios de aceitacdo estabelecidos
para os parametros de validagdo. A Associacdo de Comunidades Analiticas (AOAC
International) estabelece que os métodos para analise de flavanois em alimentos, com faixa de
trabalho entre 0,05 e 500 mg g! b.u. devem ter limites de quantificagdo abaixo de 0,05 mg g'!
b.u, coeficientes de variagdo de até 6% para repetibilidade e até 8% para reprodutibilidade e
exatidoes médias entre 90% e 108% em amostras contendo em torno de 0,1% de flavanodis
(AOAC INTERNATIONAL, 2013).

Existem diversas etapas a serem seguidas durante o desenvolvimento de um método de
analise, que seja robusto para atender as exigéncias da literatura especifica. Em qualquer analise
de constituintes de alimentos ha fatores que limitam a obten¢do de resultados fidedignos.
Entretanto, o conhecimento das estruturas, das reagdes quimicas e concentracao dos analitos
podem auxiliar o desenvolvimento de métodos especificos, sensiveis e praticos. As diversas
informagdes, reunidas nesta revisdo de literatura, sobre as propriedades da catequina, da
epicatequina e da tirosinase e fundamentam a estratégia adotada no desenvolvimento do método

enzimatico-espectrofotométrico proposto neste trabalho.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a aplicagdo do processo de catalise homogénea, promovido pela enzima

tirosinase, no desenvolvimento de um método enzimatico-espectrofotométrico para

quantificagdo de catequina e epicatequina em alimentos.

3.2

Objetivos especificos

Determinar as condi¢des 6timas de pH e temperatura para a atividade difenolase da
tirosinase.

Determinar o comprimento de onda especifico para detectar os produtos de oxidacdo da
catequina e da epicatequina por espectroscopia de absor¢do molecular;

Determinar o tempo de reagdo necessario para oxidar os padrdes em solugdo;
Desenvolver a curva de calibragdo para o método com base nas condi¢des otimizadas
para a rea¢do enzimatica;

Extrair as catequinas a serem analisadas das amostras, purificar os extratos e quantificar
pelo método enzimatico-espectrofotométrico desenvolvido;

Submeter o método proposto ao procedimento de validacao analitica com o objetivo de
avaliar sua aplicabilidade analitica.

Aplicar o método desenvolvido em diferentes amostras de alimentos e avaliar sua

adequacdo em cada caso.
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ARTIGO — Método espectrofotométrico seletivo, baseado em tirosinase, para
quantificar catequina e epicatequina em guarana em pé e sementes de cacau’

Tiago Dias!, Mara Reis Silva!, Clarissa Damiani?, Flavio Alves da Silva?

Resumo

A catequina e a epicatequina sdo compostos fenolicos importantes presentes principalmente em folhas de chas,
nas sementes de cacau, e nas cascas ¢ sementes de outras frutas. A deteccdo seletiva desses compostos por
espectrofotometria UV/Visivel ¢ limitada pela interferéncia com outras substidncias que absorvem luz em
comprimentos de onda semelhantes. Uma possibilidade, ¢ detectar os produtos de oxidacdo desses compostos, em
comprimentos de onda mais especificos. Este estudo teve o proposito de desenvolver um método analitico para
quantificar catequina e epicatequina em conjunto, nas sementes de cacau, a partir da oxidagdo desses compostos
pela enzima tirosinase. As amostras foram extraidas em banho ultrassénico e os extratos, purificados por extra¢do
em fase solida e, submetidos a oxida¢do com tirosinase em solu¢do. As quinonas formadas na reagdo foram
detectados por espectrofotometria. O método foi seletivo e apresentou linearidade entre 1,21 € 7,26 mg g™! b.s.,
limite de detec¢do de 0,48 mg g b.s. ¢ limite de quantificacdo de 1,61 mg g b.s. A exatiddo do método foi
razoavel, com recuperagdes entre 84,3% e 90,7% em matrizes fortificadas. A precisdo foi elevada, com baixos
coeficientes de variagdo para repetibilidade (3,17% a 3,68%) e precisdo intermediaria (3,27%). O total de catequina
e epicatequina nas sementes de cacau foi 1,65 mg g!' b.u. (3,58 mg g'b.s.). A aplicabilidade do método foi
demonstrada também em guarana em p6. O método ¢ aplicavel para analise espectrofotométrica de catequina e

epicatequina em amostras com contetido total acima de 1,61 mg g™ b.s. para esses compostos.
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Introducio

A catequina e a epicatequina sdo compostos fendlicos da classe dos flavanodis que sdo encontrados
principalmente no cacau e derivados, nos chés, em sementes de uvas e, em menor extensdo, em frutas, certas
leguminosas, hortalicas e castanhas (Bhagwat et al. 2014). O consumo desses compostos nos alimentos foi
associado a menores incidéncias de diabetes do tipo 2 em populagdes europeias (Zamora-Ros et al. 2014) e estudos
in vitro demonstraram que essas substancias inibiram a proliferagdo de células de certos tipos de cancer (Roleira
et al. 2015).

A quantificagdo de catequina ¢ epicatequina nos alimentos ¢ realizada principalmente por métodos
cromatograficos (Ignat et al. 2011; Khoddami et al. 2013; Machonis et al. 2014), que ndo sdo acessiveis a muitos
laboratorios. Métodos mais praticos para determinag@o de catequina e epicatequina nos alimentos, baseados em
técnicas espectrofotométricas, tém potencial para aplica¢do na industria de alimentos e no meio académico, em
virtude da importancia desses compostos para a satde.

Os métodos espectrofotométricos, em geral, ndo apresentam alta seletividade para compostos fenolicos
individuais (Tsao 2010), e tém sido empregados principalmente para a analise de fendlicos totais, como, por
exemplo, o método de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi Junior 1965).

Uma das formas de aumentar a seletividade de métodos espectrofotométricos ¢ derivatizar o composto de
interesse, por meio de reagdes quimicas, para formar produtos que sdo detectados em comprimentos de onda
especificos (Weber et al. 2014). Essa abordagem ¢ utilizada nos métodos da vanilina e DMACA (4-dimetilamina-
cinamaldeido) para quantificar flavanois, apds derivatizar esses compostos. Entretanto, esses métodos sdo sujeitos
a instabilidade dos produtos coloridos formados na derivatizagdo, além de serem mais utilizados para analise de
proantocianidinas (taninos condensados) (Hummer e Schreier 2008).

A catequina e a epicatequina, por serem compostos o-difendlicos, podem ser oxidadas por enzimas como as
tirosinases e as catecol oxidases. Essas enzimas oxidam o-difendis e formam o-quinonas como produtos (Kanteev
et al. 2015). As o-quinonas possuem coloracdo intensa € podem ser detectadas por espectrofotometria, em
comprimentos de onda especificos, desde que permanecam estaveis em solucdo (Garcia-Molina et al. 2007).

A tirosinase de cogumelo (Agaricus bisporus, EC 1.14.18.1) tem sido utilizada no desenvolvimento de
biosensores enzimaticos para detectar compostos fendlicos por meio de catélise heterogénea (Prehn et al. 2012).
Entretanto, ha poucos estudos (Harkensee et al. 2006; Mosca et al. 2000) utilizando essa enzima em solucdo
(catalise homogénea) para quantificar compostos fendlicos. A catalise homogénea com tirosinase para oxidar a

catequina e a epicatequina em solugdo, poderia ser empregada para desenvolver um método espectrofotométrico
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seletivo para analisar essas substancias. Essa abordagem também é mais pratica que a construcdo de eletrodos com
a enzima imobilizada.

O cacau, por ser um alimento difundido em varias regides do mundo e por conter teores elevados de catequina
e epicatequina pode ser considerado uma matriz adequada ao desenvolvimento de um método espectrofotométrico
para quantificar esses compostos. O objetivo deste trabalho foi investigar a quantificagdo de catequina e
epicatequina em sementes de cacau (7Theobroma cacao), a partir da derivatizagio seletiva desses compostos com

a enzima tirosinase em solugdo, seguida pela detecgdo espectrofotométrica das quinonas formadas.

Parte experimental

Materiais

(-)-Epicatequina, (+)-catequina dihidratada, L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), tirosinase de cogumelo
(Agaricus bisporus) liofilizada (cddigo T3824-50KU) e cartuchos para extracdo em fase sélida (EFS) de 12 mL,
com 1,0 g de poliamida (Discovery DPA-6S) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acido
etilenodiamino-tetracético, sal dissédico (EDTA), fosfato de potassio dibasico anidro, fosfato de potéssio
monobasico anidro, hidréoxido de amoénio, metanol e acido acético glacial foram adquiridos da Vetec Quimica

(Duque de Caxias, Brasil).

Preparo de solugioes

Foram utilizados reagentes com grau analitico e agua ultrapura (purificador Millipore Direct Q3, Barueri,
Brasil). Todo o conteudo do frasco de tirosinase (8,66 mg) foi dissolvido em agua, até completar 50 mL, para obter
a solucdo estoque da enzima. Aliquotas de 2,5 mL da solugdo estoque foram transferidas para 20 tubos de ensaio
com tampa, os tubos foram congelados a -20 °C, até o preparo de solugdes de trabalho de tirosinase. As solugdes
de trabalho foram obtidas diluindo 2,5 mL da solugfo estoque da enzima para 10 mL com agua, resultando em
solugdes com 43,3 ug mL™! de tirosinase. Aliquotas de 2,0 mL da solugdo de trabalho foram transferidas para tubos
de ensaio com tampa e congeladas a -20 °C até o uso. Tampdes fosfato de potéassio 0,05 mol L' foram preparados
misturando fosfato de potissio monobdasico 1,0 mol L' e fosfato de potéssio dibasico 1,0 mol L' em quantidades
calculadas pela equagdo de Henderson-Haselbalch. Os tampdes foram armazenados a 4 °C por até uma semana.
Solugdes com padrdes de catequina e epicatequina, entre 0,15 ¢ 0,9 mmol L', foram preparadas em tampao fosfato
pH 6,2 (pHmetro Bel W3B, Piracicaba, Brasil), e utilizadas no mesmo dia. Solugdes de extragdo (70% de metanol,
29,5% de agua e 0,5% de acido acético) foram preparadas e armazenadas por até uma semana em temperatura

ambiente.
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Determinacdo da temperatura e pH otimos para a atividade enzimadtica

A temperatura e o pH 6timos, para a atividade difenolase da tirosinase, foram determinados pela metodologia
de superficie de resposta, por meio do delineamento composto central rotacional (DCCR) com dois niveis para
cada fator, quatro pontos axiais e cinco repeti¢des no ponto central (Tabela 2.1). Os niveis de cada fator foram
determinados em experimentos fatoriais preliminares (22) utilizando o método do gradiente ascendente (Neto et

al. 2010).

Tabela 2.1. Delineamento composto central rotacional utilizado para determinar a temperatura e o pH 6timos para

a atividade difenolase da tirosinase.

2 -1 0 +1 +/2
pH 5,2 5,5 6,2 6,9 7,2
Temperatura 34 36 41 46 48

As atividades difenolase (Sigma-Aldrich 1998), obtidas como resposta foram ajustadas pelo modelo
polinomial de segunda ordem (Eq 1), para estimar os coeficientes de regressido (f; a fs), conforme o método dos
minimos quadrados. O ajuste do modelo foi avaliado por analise de varidncia e analise dos residuos de regressao.

O ponto 6timo para o pH e a temperatura foi obtido pela maximizacdo da fun¢io de desejabilidade global.

y=PBi+ B pH+ B3 T+ Py pH* 4+ Ps-T?> + Bs-pH-T (Eq. 1)

Selecdo do comprimento de onda e do tempo de reagdo

Reagdes de oxidagdo foram realizadas, nas condi¢des 6timas de pH e temperatura estabelecidas, com base
nas quantidades de solugdes utilizadas no método de Sigma-Aldrich (1998), utilizando catequina ou epicatequina,
como substratos. Foram misturados 1,0 mL das solugdes padrdes de catequina ou epicatequina com 0,1 mL de
solucdo trabalho de tirosinase diluida em 1,9 mL de tampao fosfato pH 6,2. Os espectros dos produtos de reagéo
foram determinados, apos estabilizacdo da cor dos produtos, na faixa entre 250 e 600 nm (espectrofotometro Jasco
V-630, Téquio, Japdo). O comprimento de onda de maior absorg@o (380 nm) foi selecionado e novos experimentos
foram realizados, nas mesmas condigdes, com leitura das absorbancias neste comprimento de onda, a cada 4 min,

até o equilibrio, para estabelecer o tempo da reacao.

Curvas de calibracdo

Aliquotas de 1,0 mL das solugdes padrdo foram misturadas com 1,9 mL de tampao fosfato pH 6,2 a 0,05 mol
L' e 0,1 mL da solugdo de trabalho de tirosinase em tubos de ensaio € em seguida, os tubos foram aquecidos a

38,0 °C (banho ultratermostatico, Cienlab CE 110/6, Piracicaba, Brasil) por 40 min. As absorbancias dos produtos
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foram determinadas a 380 nm. As curvas foram ajustadas por regressao linear (y = a - x + b) utilizando o método
dos minimos quadrados e o ajuste foi avaliado pela analise de varidancia do modelo linear e pela analise dos residuos

de regressao.

Preparagdo das amostras

Os frutos de cacau, utilizados no desenvolvimento do método, foram adquiridos na Central de Abastecimento
do Estado de Goias (Goinia, Goids, Brasil). Os frutos foram lavados em agua corrente e higienizados em
hipoclorito de sddio a 150 ppm antes do corte. As cascas foram removidas e as sementes, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, moidas (moinho analitico IKA A11 Basic, Staufen, Alemanha) e liofilizadas
durante 12 ha -55 °C e pressdo absoluta < 200 umHg (liofilizador Liotop LH108, Sao Carlos, Brasil). As amostras
liofilizadas foram novamente moidas e armazenadas a -20 °C até serem extraidas. Os teores de umidade foram
determinados (AOAC International 1998), antes e depois da liofilizagdo, por secagem em estufa (Tecnal, TE-395,
Piracicaba, Brasil) a 100 °C, até peso constante.

Ap6s o desenvolvimento e avaliagao dos resultados, com a amostra de cacau, o método foi empregado para
analisar macds com cascas (Malus domestica), p6 de sementes de guarana (Paullinia cupana) ¢ folhas de camélia
(Camellia sinensis) secas, em sachés (cha branco, ché verde, cha preto), adquiridas em supermercados locais. As
magas foram preparadas de forma semelhante ao cacau. As folhas de chas foram removidas dos sachés e moidas;

o p6 de sementes de guarand, pronto para consumo, foi analisado sem preparagdo prévia.

Extracao

A catequina e a epicatequina foram extraidas das amostras pelo método de Machonis et al. (2014), com
modifica¢des. Durante o desenvolvimento do método, foram utilizadas massas de 0,25 g, 0,5 ¢ 1,0 g da amostra
de cacau. As amostras foram desengorduradas, com 10 mL de hexano, sob agitagdo, por 1 min (agitador tipo vortex
B. Braun Biotech, Melsungen, Alemanha) e, em seguida, submetidas ao ultrassom (banho ultrassdénico Unique
USC-2800A, Indaiatuba, Brasil) a 50 °C, por e 5 min e centrifugadas, por 5 min, a 1006 g (centrifuga MPW-350R,
Varsovia, Polonia). Este processo foi repetido trés vezes, os sobrenadantes foram descartados e os tubos foram
deixados abertos durante a noite, para evaporar os residuos de solvente. No dia seguinte foram adicionados 10 mL
do solvente usado na extragao (70% metanol, 29,5% agua, 0,5% éacido acético), as misturas foram agitadas, por 1
min, no agitador vortex, em seguida, foram submetidas a extragdo no banho ultrassdnico, por 5, min a 50 °C e
centrifugadas, por 5 min, na velocidade de 1006 g. Os extratos foram recolhidos e evaporados (evaporador rotativo

Tecnal TE-211, Piracicaba, Brasil), por 15 min, a 40 °C, para remog¢do do metanol (extratos brutos). Testes foram
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realizados para detectar catequina e epicatequina no extrato bruto, pelo método desenvolvido, entretanto, os
resultados ndo foram satisfatorios. Foi necessario purificar os extratos, por extragdo em fase solida (EFS), antes
de reagir com a enzima. Apos o desenvolvimento, a massa de 0,25 g foi selecionada e a extracdo foi realizada, nas

mesmas condi¢des experimentais, com trés repeticdes de 0,25 g para cada amostra.

Purificacdo dos extratos

A purificagdo dos extratos brutos, por extracdo em fase solida (EFS), foi realizada de acordo com o método
de Arabbi et al. (2004), com modifica¢des. Cartuchos de EFS de 12 mL, contendo 1 g de poliamida, acoplados em
dispositivo a vacuo (Supelco Visiprep 57030-U, Bellefonte, EUA), foram previamente condicionados, com 10 mL
de metanol e equilibrados, com 20 mL de agua. Os extratos brutos foram transferidos para os cartuchos que, em
seguida, foram lavados com 20 mL de agua, para remogao dos interferentes. As catequinas e epicatequinas foram
eluidas, com 20 mL de metanol e os eluentes foram coletados, em baldes de evaporagdo de 50 mL. Os baldes
foram levados ao evaporador rotativo, a 40 °C, durante 25 min, para remoc¢do do metanol. Os extratos aquosos
obtidos foram, entdo, diluidos para 10 mL com tampao fosfato pH 6,2. Os cartuchos usados foram lavados, com

20 mL de metanol contendo 0,5% de hidroxido de aménio, depois com 20 mL de metanol e com 20 mL de 4gua.

Quantificacdo

Aliquotas entre 0,1 e 1,0 mL do extrato purificado por EFS foram avaliadas, durante o desenvolvimento, do
método. As aliquotas foram misturadas com solugio tampao pH 6,2 até completar 2,9 mL. Foram adicionados 0,1
mL de solucdo de trabalho de tirosinase ¢ os tubos foram agitados. A mistura reagiu por 40 min em banho maria a
38 °C e as absorbancias foram determinadas entre 250 nm a 600 nm. Os valores de absorbancia em 380 nm foram
utilizados na equacgdo da curva de calibragdo, para calcular as concentragdes. Apds o desenvolvimento, a aliquota

de 1,0 mL foi escolhida. A etapa de quantificacao foi realizada em triplicata para cada extrato purificado.

Avaliagcdo do método

O desempenho do método proposto foi avaliado de acordo com os requisitos da AOAC International para
analise de flavanois em alimentos (AOAC International 2013). A linearidade e os limites de deteccdo e de
quantificagdo foram determinados por meio da curva de calibragdo com epicatequina, repetida durante trés dias
com seis niveis de concentracao e trés réplicas por nivel. A faixa linear foi a regido em que os residuos do modelo
de regressdo apresentaram distribuicdo normal (teste de Shaphiro-Wilk). Os limites de detecgdo (LD) e

quantificagdo (LQ) foram calculados pelas equacdes: LD = yg + 3Sg e LQ = yg + 10Sp sendo yg a absorbancia do
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branco e Sg 0 desvio padrio das leituras do branco (n=9). A exatiddo e a precisdo foram determinadas pela analise
de matrizes de cacau (amostras previamente extraidas) fortificadas com epicatequina, em trés niveis da curva de
calibragdo: nivel central (0,35 mmol L, 4,2 mg g! b.s.), nivel inferior (0,21 mmol L', 2,5 mg g b.s.) e nivel
superior (0,49 mmol L, 5,9 mg g! b.s.). As analises nas matrizes fortificadas foram repetidas por trés dias
consecutivos para avaliar a precisdo intermediaria, com trés repeticdes de cada nivel de fortificagdo por dia para
avaliar a repetibilidade. A exatiddo foi expressa pelo porcentual de recuperagdo do analito em relagdo as
quantidades adicionadas nas matrizes e a precisdo foi calculada pelos coeficientes de variagdo dos teores
recuperados nas andlises. Os resultados de exatidao e precisdo foram avaliados por andlise de varidncia para o
modelo com efeitos mistos, conforme Eudey (2007), utilizando o software SAS University Edition. As demais
analises estatisticas foram realizadas no software Minitab 17. Os testes de hipdtese foram realizados ao nivel de

5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Temperatura e pH otimos para a atividade enzimdtica

O modelo de segunda ordem ajustou significativamente os resultados experimentais da atividade difenolase
(p <0,05). O termo de interagdo entre o pH e a temperatura (T) ndo foi significativo (p = 0,455) e o modelo foi
reajustado sem este termo (Eq. 2). Os residuos da regressdo ndo apresentaram desvios significativos da
normalidade (p = 0,423, no teste de Shapiro-Wilk) e o modelo ndo apresentou falta de ajuste significativa (p =

0,333). O coeficiente de correlagdo (r?) foi de 0,9391.

y = —37157 + 9997 - pH + 623 - T — 814 - pH* — 8,31 - T? (Eq. 2)

Os pontos 6timos para o pH ¢ a temperatura foram 6,2 e 38 °C, respectivamente. A estimativa para a atividade
difenolase no ponto 6timo foi de 5217 unidades mL-! da solugdo de trabalho de tirosinase (Fig. 2.1).

A tirosinase apresentou atividade 6tima em pH levemente acido (6,2) e temperatura moderada (38 °C), o que
esta proximo aos resultados de outros autores. Faccio (2011) e Sigma-Aldrich (2006) relataram o pH 6timo para
a tirosinase obtida de Agaricus bisporus entre 6,0 e 7,0. Duarte et al. (2012) obtiveram o pH 6timo de 6,6 para
tirosinase do fungo Pycnoporus sanguineus.

A temperatura 6tima de 38 °C utilizada no método encontra-se dentro da faixa de estabilidade térmica da
enzima. De acordo com Zaidi et al. (2014), a temperatura 6tima para a atividade da enzima é 35 °C. Parkin (2010)

afirma que as polifenoloxidases tém atividade 6tima entre 30 e 50 °C e que essas enzimas possuem estabilidade
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térmica comparativamente alta, com meias-vidas de diversos minutos no intervalo entre 55 ¢ 80 °C. Ionita et al.

(2014) observaram alteragdes na estrutura da tirosinase acima de 60 °C, com possivel inativagdo da enzima.
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Fig. 2.1. Superficie de resposta do modelo quadratico ajustado para a atividade difenolase da tirosinase em
fun¢io do pH e da temperatura. Ponto 6timo: pH = 6,2, temperatura = 38,0 °C, Atividade = 5217 unidades mL"!
de tirosinase (43,3 ug mL!"). Volume tirosinase: 0,1 mL

Comprimentos de onda para detectar os produtos de oxidagio

Ap0s a oxidagdo dos padrdes de catequina e epicatequina, nas condi¢des 6timas de pH e temperatura, houve
o surgimento de bandas com intensa absor¢go entre 300 ¢ 550 nm (Fig. 2.2). O produto de oxidacdo da epicatequina
teve um pico mais intenso em torno de 380 nm, enquanto o produto de oxidacdo da catequina apresentou uma
banda de absor¢ao menos intensa e mais alargada, com maximo em 394 nm.

Os resultados foram compativeis com o espectro da o-quinona (1,2-benzoquinona) formada pela oxidagao
de catecol (1,2-benzenodiol) (Albarran et al. 2010), o que permite identificar os produtos formados como o-

quinonas derivadas da catequina e da epicatequina.

Tempo de reacio

Os experimentos realizados no ponto 6timo mostraram que a taxa de reag@o foi mais acentuada nos primeiros
15 minutos, ap6s a adi¢ao da enzima (Fig 2.3). Apos esse tempo, a velocidade da reagdo diminuiu acentuadamente
até entrar em equilibrio aos 40 minutos. O tempo de reagdo foi influenciado pela concentragdo do substrato,
levando mais tempo para estabilizar nas concentragdes superiores avaliadas. Os produtos de oxidagdo formados
permaneceram estaveis em solugdo, uma vez que ndo houve diminui¢do da absorbancia ao longo do tempo,

possibilitando assim sua determinagdo espectrofotométrica.
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Fig. 2.2. Espectros de absor¢ao para os produtos da reacdo da catequina e da epicatequina com a tirosinase.

Condigdes: 1,0 mL dos padrdes (0,15 — 0,9 mM), 1,9 mL de tampdo pH 6,2 e 0,1 mL tirosinase (43,3 ug mL""),

tempo de reagdo: 40 min, temperatura: 38,0 °C
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Fig. 2.3. Absorbancias dos produtos de oxidacao de solugdes de catequina pela tirosinase. Condigdes: 1,9 mL de

tampao fosfato pH 6,2; 1,0 mL de solu¢do de catequina (0,15 — 0,90 mmol L'); 0,1 mL de solugdo de tirosinase

(43,3 ug mL"), temperatura de 38,0 °C.
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Efeito da purificacdo dos extratos por EFS

A reagdo enzimatica com os extratos brutos, sem purificacdo por EFS, ndo formou produtos coloridos que
pudessem ser quantificados (Fig 2.4-A). E possivel que inibidores da enzima estivessem presentes nesses extratos,
impedindo a reag¢@o. Determinados compostos fendlicos, incluindo flavonoides com estruturas parecidas as dos
substratos da tirosinase podem atuar como inibidores da enzima (Corzo-Martinez et al. 2012; Orhan e Khan 2014).

Ap0s reagir os extratos purificados por EFS com a tirosinase houve a formagdo de produtos amarelos, que
foram detectados em 380 nm (Fig 2.4-B). A EFS ¢ utilizada para purificar extratos de flavandis em analises
cromatograficas (Arabbi et al. 2004; Hellstrdm e Mattila 2008). Kofink et al. (2007) demonstraram que extratos
de guarana purificados com cartuchos de poliamida ficaram isentos de interferentes, que poderiam prejudicar a

analise de catequina e epicatequina.
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Fig. 2.4. Espectros de absorc¢do dos extratos (bruto e purificado por EFS) de cacau, dissolvidos tampao pH 6,2,
antes e depois da rea¢do com 0,1 mL de tirosinase em 1,9 mL de solug@o tampédo pH 6,2. Temperatura: 38,0 °C;

Tempo: 40 min.

Otimizacdo da massa de amostra e da aliquota de extrato

No desenvolvimento do método com a amostra de cacau, o uso de 1,0 g de amostra e aliquotas de 0,1 ¢ 0,25
mL do extrato forneceram resultados dentro da faixa de trabalho do método (Fig. 2.5A e Fig. 2.5B); a aliquota de
0,5 mL extrapolou a faixa de trabalho (Fig. 2.5-C). A extragao foi entdo otimizada, reduzindo a massa de amostra,
para evitar a saturag@o dos cartuchos de EFS, e aumentando proporcionalmente a aliquota de extrato utilizada (Fig.
2.5D-F). A massa de 0,25 g de amostra e a aliquota de 1,0 mL do extrato (Fig. 2.5F) foram escolhidos em
decorréncia da maior resolugdo obtida com essas condi¢cdes. As mesmas quantidades foram utilizadas,

posteriormente, na analise das amostras de guarana em pd, maca e chas.
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Fig. 2.5. Espectros de absor¢do dos extratos de cacau purificados por EFS, antes e depois da reacdo com
tirosinase nas condi¢des experimentais do método. Massa de amostra: 0,25 — 1,0 g em 10 mL de extrato. Aliquota

de extrato: 0,1 — 1,0 mL.

Avaliacdo do método

O desempenho do método para analisar catequina e epicatequina em sementes de cacau foi satisfatorio. Os
espectros dos produtos formados apos a oxidacgdo dos extratos purificados por EFS foram compativeis com os dos
produtos de oxidagao de catequina e epicatequina. Isto indica que o método apresentou seletividade adequada para
esses compostos. Entretanto, o método desenvolvido foi incapaz de distinguir entre a catequina e a epicatequina,
por causa da absorc¢do de luz em comprimentos de onda proximos, pelas quinonas derivadas desses compostos.
Assim, o resultado analitico é referente ao somatorio dos teores de catequina e epicatequina.

A curva de calibragdo do método (y = 1,8046x + 0,0639) apresentou linearidade entre 0,1 € 0,6 mmol L-!
(1,21 — 7,26 mg g b.s). A correlagdo nesse intervalo foi elevada (12 = 0,9942) e os residuos de regressio nio
apresentaram desvios da normalidade (p = 0,8). Os limites de detecgdo e de quantificagdo foram respectivamente
0,04 mmol L' (0,48 mg g' b.s.) € 0,13 mmol L' (1,61 mg' g b.s.). A exatiddo variou entre 82,9% e 93,1% nos
ensaios. Houve diferenca entre as quantidades de padrao recuperadas nos trés niveis de fortificagdo (Tabela 2.2),
o que indica que a exatiddo do método foi maior nos niveis inferiores de concentragao.

Os coeficientes de variagdo (CV) para os resultados de analises realizadas em um mesmo dia (repetibilidade)
e para os resultados das analises realizadas em trés dias diferentes (precisdo intermediaria) (Tabela 2.3) atendem

ao critério de aceitagdo para a precisdo (CV < 6%), estabelecido pela AOAC International (2013).
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Tabela 2.2. Exatiddo do método para a analise de matrizes brancas de cacau fortificadas com padrdes em trés

niveis de concentragao.

Intervalo de

Nivel de Exatidao dos ensaios por dia (%) Exatidao
fortificacio média*  confianca (95%)
(mg g b.s.) Dia 1 Dia 2 Dia 3 (%) Inferior  Superior
25 88,4 90,6 93,1 90,2 90,3 914 91,9 914 89,2 90,7 89,6 91,8
4,2 87,1 884 86,7 870 86,5 86,5 87,6 86,8 873 87,1° 86,2 88,0
5,9 84,1 82,9 849 854 84,1 83,8 84,8 838 845 84,3¢ 82,7 85,8

* A exatiddo é expressa com base nos porcentuais de recuperagdo do padrdo de epicatequina adicionado em
matrizes de cacau previamente extraidas. Resultados com letras diferentes diferem significativamente ao nivel de
5%, com base nos intervalos de confianga calculados pela aproximacdo de Satterthwaite utilizando a PROC

MIXED do SAS (Eudey 2007).

Tabela 2.3. Precisdo do método, calculada com base nos coeficientes de variagao dos teores de padrao recuperados

nos ensaios.

Nivel de fortificagdo/ Dia 1 Dia 2 Dia 3

: -1
dia (mg g~ b.s.) 25 42 59 25 42 59 25 42 59

884 87,1 84,1 902 87,0 854 919 876 848
Recuperagio (%) 90,6 88,4 829 903 865 841 914 868 838
93,1 86,7 849 914 865 838 892 87,3 845

CV ensaio (%) 2,59 098 1,22 0,75 0,33 1,03 1,57 046 0,61
CYV repetibilidade (%) 3,68 3,17 3,33
CYV precisao intermediaria (%) 3,27

Anadlise das amostras

Produtos de colora¢do amarelos foram observados, apds a oxidagdo dos extratos purificados de cacau e
guarana pela tirosinase. Estes produtos apresentaram uma banda de absor¢ao intensa em torno de 380 nm (Fig.
2.6A e Fig. 2.6B). Embora tenha ocorrido a formagao de produto de coloracdo amarela na oxidagdo dos extratos
de macd, houve apenas pequenas alteragdes no espectro, que ndo foram suficientes para produzir um pico
relacionado a um dos padrdes analisados (Fig. 2.6C). Para as amostras de chas ndo houve formagao de produtos
coloridos e alteragdes significativas nos espectros (Fig. 2.6D-F). Desse modo, ndao foi possivel quantificar

catequina e epicatequina em maca e chas pelo método proposto no presente estudo.



67

A) Sementes de cacau B) Guarana em pé C) Macis
1:3 — — Antes 1:3 —_ __ Antes 1:3 — — Antes
1,0 Depois 1,0 Persis | 1 Depeis
0,7 “\/\ 0,7
0.4 J ! \ "
-
£0.1 ~—_ = 0,1
:E 280 380 480 580 280 380 480 580 280 380 480 580
E D) Cha branco E) Cha verde F) Ch4 preto
i 1;3 — — Antes 1,3 — — Antes 1,3 — — Antes
1,0 Depois 1,0 Depois 1:0 Depois
0,71 0,71 0,7
/A -
0,4 y 0,4 3\ 0:4 e
01l TSwm. 01 "Ny | o] e
280 380 480 580 280 380 480 580 280 380 480 580

Comprimento de onda (nm)

Fig. 2.6. Espectros de absor¢ao dos extratos purificados por EFS, antes e depois da reacdo com tirosinase, para
as amostras analisadas, nas condi¢des experimentais do método. Massas de amostra: 0,25 g. Volume do extrato:

10,0 mL. Aliquota do extrato: 1,0 mL.

Teaflavinas, presentes nas folhas de chds, sdo inibidores da tirosinase (Zhou et al. 2014), e podem ter
interferido na oxidag@o da catequina e da epicatequina nessas amostras. Além disso, os baixos teores de catequina
e epicatequina nas folhas secas de chas podem ter comprometido a detecgdo desses compostos. Estas substancias
sdo abundantes nas folhas de cha frescas, entretanto, essas moléculas apresentam baixa estabilidade oxidativa
(Gadkari e Balaraman 2015) e durante os processos de fermentacdo e secagem envolvidos na producdo dos chas,
oxidam dando origem as teaflavinas e tearubiginas (Vuong et al. 2010).

O contetido de catequina e epicatequina determinado no cacau (Tabela 2.4) foi compativel com os teores
catalogados para esse alimento, no banco de dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
(Bhagwat et al. 2014).

Dentre os 502 alimentos indexados no banco de dados do USDA, em 132 alimentos ocorreu a presenga de
catequina e/ou epicatequina. Em 72 desses alimentos o teor dessas substancias variou entre 0,01 € 0,10 mg g™ e
em apenas seis alimentos o teor total de catequina e epicatequina foi superior a 1,0 mg g™

Os resultados do método desenvolvido posicionam corretamente o cacau e o guarana entre os alimentos com
maiores teores de catequina e epicatequina. No entanto, Gotti et al. (2006) e Chin et al. (2013) reportaram teores
maiores em relagdo aos encontrados no presente estudo (Tabela 2.4). Os teores encontrados por esses autores,
entretanto, sdo superiores aos contetidos de catequina e epicatequina presentes na maioria dos alimentos. O maior
valor relatado no banco de dados Phenol Explorer (Neveu et al. 2010) para o conteudo de catequina e epicatequina

em alimentos é 2,66 mg g”!, encontrado em amostras de cacau em po.
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Tabela 2.4. Teores de catequina e epicatequina em amostras de cacau e guarana obtidos pelo método desenvolvido

em comparagdo com resultados da literatura.

Este trabalho Dados da literatura
Amostra CA +EC* Umidade CA+EC Umidade Referéncia
(mg g™ (%) (mg g b.u) (%)
Sementes 1,65 + 0,04 (b.u.) 53,86 + 0,04 1,87 ND (Sakakibara et al.
de cacau 3,58 + 0,08 (bs) 2003)
6,70 5,5-6,5 (Chin et al. 2013)
4,16 ND (Gotti et al. 2006)
Guarana 4,20 + 0,06 (b.u.) 8,65+ 0,06 6,29 8,84 (Marques et al.
em po 4,60+ 0,07 (b.s.) 2016)
6,45 ND (Majhenic et al.
2007)
4,37 ND (Bittencourt et al.
2013)

* Soma dos terrores de catequina (CA) e epicatequina (EC), expressa como média + desvio padrao (N = 3), em

base umida (b.u.) ou base seca (b.s.). ND: dados ndo disponiveis.

Os bancos de dados do USDA e o Phenol Explorer ndo apresentam resultados para amostras de guarana em
po6, entretanto, Yonekura et al. (2016) afirmam, com base em outras referéncias que as sementes de guarana sdo
uma fonte mais rica em epicatequina (6,0 a 25 mg g'') do que o cacau em p6 (0,18 a 4,6 mg g!). O resultado obtido
pelo método desenvolvido, para a amostra de guarana em pd € menor, mas com ordem de grandeza proxima dos
resultados obtidos por outros autores para este alimento (Tabela 2.4).

Ao confrontar o limite de quantificacio do método (1,61 mg g b.s.) com os teores de catequina e
epicatequina presentes nos alimentos, aponta-se para uma limita¢cdo do método: poucos alimentos contém teores
de catequina elevados o suficiente para serem quantificados por essa metodologia. Os teores relativamente baixos
de catequina e epicatequina em alimentos decorrem, dentre outros fatores, da baixa estabilidade oxidativa desses
compostos, que quando expostos ao oxigénio, a elevadas temperaturas ou, até mesmo enzimas oxidativas presentes
nos alimentos, podem reagir para formar outros produtos (Gadkari e Balaraman 2015). Uma alternativa ¢ aplicar
o método para analisar amostras contendo maiores teores de catequina e epicatequina, como as folhas frescas de
chés ou cascas e sementes de frutas.

Outra alternativa baseia-se no fato de que a catequina e a epicatequina sdo os principais mondmeros

constituintes das proantocianidinas (taninos condensados). As proantocianidinas estdo presentes em teores
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elevados nos alimentos (Tarascou et al. 2010); entretanto, o principal método espectrofotométrico para quantificar
esses compostos possui limitagdes (Makkar et al. 1999) e os teores desses compostos relatados na literatura estdo
amplamente subestimados (Pérez-Jiménez et al. 2009). A despolimerizacdo das proantocianidinas para formar
mondmeros de catequina e epicatequina, e¢ a deteccdo desses compostos pelo método enzimatico-
espectrofotométrico desenvolvido pode ser uma alternativa para analisar os teores de proantocianidinas nos

alimentos.

Conclusoes

Neste trabalho o conteudo total de catequina e epicatequina, em sementes de cacau foi determinado por um
método espectrofotométrico seletivo e preciso com base na oxidagdo desses compostos por tirosinase. O método
mostrou-se aplicdvel também em guarana em po, entretanto, o limite de quantifica¢do (1,61 mg g*' b.s.) limita sua
aplicagdo para matrizes com conteudos mais baixos de catequina e epicatequina. Os resultados obtidos para as
sementes de cacau e para o guarand em po6 sdo consistentes com outros resultados da literatura, indicando que o
método pode ser aplicado a essas amostras de forma precisa. A aplicagdo do método a outras amostras ricas em
catequina e epicatequina pode ser avaliada futuramente, bem como sua aplicagdo na analise de proantocianidinas

totais apos a despolimerizagdo desses compostos.
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Spreadsheets

e Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended. If the

readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
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o If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
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Specialized Formats
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e For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the
file.
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Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files,
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This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal

with potential acts of misconduct.
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journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour.
Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by following the rules of
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e The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
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e The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of material
to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).
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¢ No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

¢ No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (“plagiarism”).
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required to support your request. The decision on accepting the change rests with the Editorin-
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the correct author group, corresponding author, and order of authors at submission.

e Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to
verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples, records, etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the COPE
guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the accused author will
be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct has been established
beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’'s implementation of the following

measures, including, but not limited to:

o If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

o If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the
infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete retraction
of the article will occur. The reason must be given in the published erratum or retraction note.

e The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical
and professional conduct have been followed, authors should include information regarding sources of
funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial), informed consent if the research

involved human participants, and a statement on welfare of animals if the research involved animals.
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Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled

“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

o Disclosure of potential conflicts of interest

e Research involving Human Participants and/or Animals

¢ Informed consent
Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies (i.e.
single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline. Before submitting your

article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with ethical

standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned
guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the

abovementioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could influence or bias the work. Although an
author may not feel there are conflicts, disclosure of relationships and interests affords a more
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of real
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¢ Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)
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In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that

may be important to readers should be disclosed. These may include but are not limited to personal
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or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. (Please

note that each author should complete a disclosure form.)
Examples of forms can be found here.

The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a separate
section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict of interest

disclosure form(s).
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Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received
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Conflict of Interest: Author A, Author B, and Author C declare that they have no conflict of interest.

RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that the
studies have been approved by the appropriate institutional and/or national research ethics committee
and have been performed in accordance with the ethical standards as laid down in the 1964

Declaration of Helsinki and its later amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki Declaration
or comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach, and demonstrate
that the independent ethics committee or institutional review board explicitly approved the doubtful

aspects of the study.
The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in
accordance with the ethical standards of the institutional and/or national research committee and with

the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical standards.”
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For retrospective studies, please add the following sentence:

“For this type of study formal consent is not required.”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on animals,
authors should indicate whether the international, national, and/or institutional guidelines for the care
and use of animals have been followed, and that the studies have been approved by a research ethics
committee at the institution or practice at which the studies were conducted (where such a committee

exists).

For studies with animals, the following statement should be included in in the text before the

References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care and

use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving animals
were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the studies were

conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors, please

select one of the following statements:
“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the authors.”
“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any of the

authors.”

INFORMED CONSENT

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies have,
for example, the right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered, to what they
have said during a study or an interview, as well as to any photograph that was taken. Hence it is
important that all participants gave their informed consent in writing prior to inclusion in the study.
Identifying details (names, dates of birth, identity numbers and other information) of the participants
that were studied should not be published in written descriptions, photographs, and genetic profiles
unless the information is essential for scientific purposes and the participant (or parent or guardian if
the participant is incapable) gave written informed consent for publication. Complete anonymity is

difficult to achieve in some cases, and informed consent should be obtained if there is any doubt. For
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example, masking the eye region in photographs of participants is inadequate protection of anonymity.
If identifying characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors

should provide assurance that alterations do not distort scientific meaning.
The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in the

study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following statement should be
included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying

information is included in this article.”
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CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos espectrofotométricos sdo praticos para andlise de compostos fendlicos,
presentes nos alimentos, entretanto, assim com as demais ferramentas analiticas, esses métodos
estao sujeitos a limitacdes relacionadas a possibilidade interferéncia com outros compostos e a
dificuldade de detectar concentra¢des baixas dos analitos. Nas analises cromatograficas, mais
modernas, essas limitagdes sao menores, mas existentes.

A metodologia desenvolvida neste trabalho, para quantificagdo de catequina e
epicatequina em alimentos, possibilitou minimizar, pelo menos uma das limitagdes, presentes
nos métodos espectrofotométricos para analise dessas substancias. No método desenvolvido, a
interferéncia com outros compostos foi minimizada, utilizando duas estratégias: a purificagdo
dos extratos, utilizando a técnica de extragao em fase solida e a derivatizacao da catequina e da
epicatequina, pela tirosinase. O método possibilitou a detec¢@o de catequina e epicatequina, de
forma mais seletiva, por espectrofotometria, em amostras ricas nestas substancias, como o
guarand e o cacau. A principal limitagdo do método, entretanto, estd relacionada aos baixos
teores de catequina e epicatequina nos alimentos e a possibilidade dessas substancias oxidarem
antes da analise.

O método desenvolvido precisa ser aperfeicoado, para alcangar limites de quantificagao
menores e, possivelmente, ser aplicado em alimentos contendo teores mais baixos de catequina
e epicatequina.

A contribui¢do deste trabalho, na area, ¢ modesta, mas importante, visto que o uso de
tirosinase em aplicagdes analiticas tem aumentado nos ultimos anos, mas, ainda hd poucas
informacdes sobre o uso dessa enzima em aplicagdes analiticas praticas, como os métodos
espectrofotométricos para analises em alimentos.

Os estudos realizados neste trabalho, sobre as condi¢des da oxidagdo de catequina e
epicatequina, pela tirosinase, somam-se aos de outros autores e podem incentivar novos
estudos, para aprimorar o método, no sentido de aumentar a sua exatidao e de alcancar limites

de quantificacdo menores, aumentando, assim, sua aplicabilidade.
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