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RESUMO

Uma estratégia analitica aprimorada baseada no método de extragdo QUEChERS combinado com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD) foi desenvolvida,
validada e aplicada na determinac@o de piceatannol em sementes de maracuja. O método QUEChERS-
HPLC-DAD foi aplicado com sucesso para a determinacado de piceatannol em quatro espécies de sementes
de maracuja, Passiflora edulis Sims “Flavicarpa”, Passiflora edulis “Sims”, Passiflora allata Curtis e Passiflora
ligularis Juss; sendo que, para as duas Ultimas espécies pela primeira vez. Dentre as espécies, as maiores
guantidades de piceatannol foram encontradas nas sementes de P. allata Curtis e P. edulis “Sims”, sendo
20,8 £ 0,4 e 14,6 £ 0,2 mg kg%, respectivamente. Da mesma forma, a atividade antioxidante também foi
avaliada e, em geral, o potencial antioxidante foi mais elevado quanto maior a concentracdo de piceatannol
nos extratos das sementes de maracuja. Os resultados obtidos destacam que as sementes de maracuja séo
fontes ricas de piceatannol, com potencial antioxidante, impulsionando novas aplicabilidades para esse
subproduto.

PALAVRAS-CHAVE: HPLC-DAD; P. edulis Sims “Flavicarpa”; P. edulis “Sims”; P. allata Curtis; P. ligularis
Juss.

1 INTRODUCAO

A familia Passifloracea compreende cerca de 18 géneros, sendo o género Passiflora
0 maior e mais representativo em nimero de espécies e também o0 mais economicamente
importante. As espécies de Passiflora incluem plantas ornamentais e medicinais, bem como
frutas comestiveis e sdo amplamente utilizadas para consumo in natura, na medicina como
sedativos e ansioliticos, e nas industrias farmacéutica, cosmeética, alimenticia e
principalmente na producéo de sucos de maracuja (CORREA et al., 2016).

Entre as espécies de Passiflora, as que se destacam mundialmente como frutos
comestiveis sdo o maracuja roxo (Passiflora edulis “Sims”), o maracuja amarelo ou azedo
(Passiflora edulis Sims “Flavicarpa”), o maracuja doce (Passiflora allata Curtis), “Granadilla”
(Passiflora ligularis Juss) e “Gulupa” (Passiflora edulis Sims. Fo edulis). Dentre eles, o
maracuja amarelo € o mais cultivado devido a qualidade dos seus frutos, produtividade e
rendimento. O Brasil é responsavel por mais de 95% da sua producdo, destinada
principalmente & producdo de sucos (CORREA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). No
processo de fabricagcéo do suco, grandes quantidades de subprodutos (casca e sementes)
sdo gerados, sendo que as sementes representam de 4-12% do fruto inteiro. Porém,
estudos tém relatado diversas aplicagBes para essas sementes de maracuja, devido aos
seus beneficios para a saude da pele, como acdo antioxidante, inibicdo de células
cancerosas da pele, inibicdo da melanogénese, promogéao da sintese de colageno, inibicdo
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da sintese de melanina e prevencdo de danos por radiagdo ultravioleta (UV) (MATSUI et
al., 2010; YAMAMOTO et al., 2019).

Esses beneficios a salde estdo associados principalmente a presenca de
piceatannol. O piceatannol tem sido apontado como o principal composto dentre 0s
estilbenos presentes nas sementes de maracuja e também tem sido foco de diversos
estudos que relatam importantes atividades biolégicas para os extratos de sementes de
maracuja contendo piceatannol, tais como antioxidante, anticancer, antiinflamatoria,
antiproliferativa, anti-envelhecimento e atividades de vasodilatagdo (MATSUI et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2019). Embora a determinacéo de piceatannol
em sementes de maracuja tenha sido objeto de varios estudos recentes, 0s estudos
publicados se concentram em sementes de P. edulis e em extracfes solido-liquido
convencionais (KRAMBECK et al., 2020; PAN et al., 2020).

No entanto, nos ultimos anos, esfor¢os consideraveis vém sendo realizados na area
da analitica para aumentar a confiabilidade da identificacdo e quantificagcdo de compostos,
com énfase em técnicas de preparo de amostra que abrangem a extracdo eficaz dos
analitos, bem como a eliminacdo de interferentes. Além disso, esforcos para reduzir a
guantidade de amostra, as quantidades de solventes/reagentes de extracdo, tempo, 0
namero de etapas e custo, juntamente com a simplificacdo geral e miniaturizacdo do
método, podem ser incluidos. Dentre as técnicas de preparo de amostra que se enquadram
neste contexto, o método (QUEChERS, do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) se destaca por ser facil e rapido de realizar, incluindo uma etapa de limpeza, e
por ter potencial para modificacdes e miniaturizacao.

Assim, este trabalho teve como objetivo aplicar o método QUEChERS desenvolvido
na determinacdo de piceatannol em quatro espécies de sementes de maracuja: P. edulis
Sims “Flavicarpa”, P. edulis “Sims”, P. allata Curtis e P. ligularis Juss. Além disso, a
atividade antioxidante foi determinada pelos métodos DPPH*, ORAC e ABTS™.

2 MATERIAIS E METODOS

Quatro espécies de sementes de maracuja foram utilizadas neste estudo, incluindo
P. allata Curtis, fornecida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA),
Brasilia, Distrito Federal, P. ligulares Juss e P. edulis “Sims”, adquiridas no mercado local
de Maringa, Parand, Brasil e P. edulis Sims “Flavicarpa”, adquirida na Central de
Abastecimento do Parana SA (CEASA/PR) - Maringd, Parana. Primeiramente, as sementes
foram separadas da polpa e do suco por um despolpador de frutas, e, em seguida, as
sementes foram lavadas em agua corrente e secas a sombra a uma temperatura de 27 +
2°C. As sementes secas foram trituradas em um liquidificador, peneiradas em peneira 12
mesh, embaladas a vacuo e armazenadas em freezer a -18°C até a realizacdo das analises.

O método QUEChERS acetato foi empregado para a extracdo do piceatannol. Para
isso, 0,625 g de sementes de maracuja foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL
e 1,875 mL de agua ultrapura foram adicionados. Ap6s 30 min, a etapa de extracdo foi
realizada adicionando-se 2,5 mL de acetonitrila acidificada com 1% de acido acético,
seguido de agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida, os sais de particdo, 1 g de sulfato
de magnésio (MgSQOa) e 0,25 g de acetato de sodio (CH3COONa) foram adicionados e 0s
tubos foram agitados por 1 min e centrifugados a 5000g por 10 min. Os sobrenadantes (1
mL) foram coletados e adicionados a tubos Falcon de 15 mL individuais para realizar a
etapa de limpeza. Para isso, 150 mg de MgSOa4, 25 mg de sorvente amina primaria e
secundaria (PSA) e 6,25 mg de sorvente carbono grafitizado (GCB) foram adicionados, os
tubos foram agitados em vortex por 1 min e depois centrifugados (5000g, 10 min). Os
sobrenadantes foram filtrados em filtros de politetrafluoretiieno (PTFE) (0,22 ym de
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tamanho de poro) para posterior analise cromatografica por HPLC-DAD e determinacédo da
atividade antioxidante.

A quantificagdo por HPLC-DAD foi realizada pelo método de adicdo padréo,
analisando os extratos das sementes de maracuja em seis niveis de concentracao (160 a
800 ug kg?) e o limite de quantificacdo (LQ) foi calculado como a quantidade do analito
capaz de produzir um sinal de dez vezes maior que o ruido de linha de base de um
cromatograma da amostra ndo fortificada. O valor do LQ foi de 160 ug kg™.

A atividade antioxidante foi determinada pela eliminacéo do radical DPPH de acordo
com Ma et al. (2011), pela capacidade de absorcéo do radical de oxigénio ORAC de acordo
com Ou et al. (2001) e pelos métodos de eliminacdo do radical catibnico ABTS de acordo
com Rufino et al. (2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O método QUEChERS desenvolvido foi aplicado a analise de piceatannol em quatro
espécies de sementes de maracuja: P. edulis Sims “Flavicarpa”, P. edulis “Sims”, P. allata
Curtis e P. ligularis Juss. Os dados da quantificacdo estdo apresentados na Tabela 1, e
pode-se observar que concentracdes elevadas de piceatannol, que variaram de 7,5 a 20,8
mg kg, foram encontradas para as espécies de sementes de maracuja avaliadas. Em
comparacao com P. ligularis Juss e P. edulis Sims “Flavicarpa”, o conteudo de piceatannol
nas sementes da P. allata Curtis foi cerca de 2,8 e 2,3 vezes maior, respectivamente, e nas
sementes da P. edulis “Sims” cerca de 2,0 e 1,6 vezes maior, respectivamente. E, de acordo
com esses resultados, nosso estudo sugere que espécies menos consumidas e/ou menos
importantes economicamente, podem ser fontes ainda mais importantes de piceatannol,
como também apresentar atividades bioldgicas novas e/ou mais expressivas.

Em relacéo a atividade antioxidante, os resultados indicam que os extratos de todas
as espécies de sementes de maracuja apresentaram potencial antioxidante (Tabela 1). Em
geral, o potencial antioxidante foi maior quanto maior a concentracdo de piceatannol nos
extratos das sementes de maracuja. Uma excec¢do a esse comportamento foi o extrato da
P. ligularis Juss, que apresentou o maior potencial antioxidante pelo método ORAC, mesmo
apresentando a menor concentracao de piceatannol. Esses resultados estdo de acordo com
outros estudos da literatura, indicando que as sementes das diferentes espécies de
maracuja sao fontes naturais importante de antioxidantes.

Tabela 1. Concentracdo de piceatannol e atividade antioxidante determinada a partir dos extratos
das espécies de sementes de maracuja em estudo

Espécies de sementes de Concentracéo de Atividade antioxidante (umol TE g™*)
maracuja Piceatannol (mg Kg™) DPPH ABTS ORAC
P. edulis Sims “Flavicarpa” 9,2¢+0,1 3,1¢+0,1 13,0¢+0,2 1,9¢+0,3
P. edulis “Sims” 14,6 +0,2 592+0,1 17,92+ 0,8 4,82+0,2
P. allata Curtis 20,82+0,4 572+0,1 15,80+ 0,7 3,5°+0,2
P. ligularis Juss 7549+0,1 3,42+0,2 11,39+0,1 3,8+0,2

Os valores sdo a média + desvio padrdo para as triplicatas. Letras diferentes nos dados da mesma coluna representam
diferenca estatistica de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

4 CONCLUSAO

Todas as espécies de sementes de maracuja avaliadas apresentaram quantidades
elevadas de piceatannol e potencial antioxidante. Dentre elas, as maiores quantidades de
piceatannol foram encontradas nas sementes de P. allata Curtis e P. edulis “Sims”, sendo
20,8 + 0,4 e 14,6 + 0,2 mg kg™, respectivamente. De acordo com a nossa revisao
bibliografica, este trabalho também marca o primeiro estudo acerca da determinacao de
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piceatannol em sementes das espécies P. allata Curtis e P. ligularis Juss. Nesse contexto,
os dados obtidos sugerem que sementes de maracuja sdo uma fonte rica de piceatannol,
com potencial antioxidante, e desta forma, esse estudo pode impulsionar novas
aplicabilidades para esse subproduto bem como estudos acerca de outras atividades
bioldgicas.
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