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APRESENTACAO

A presente obra “Alimentos, Nutricdo e Saude” publicada no formato e-book, traduz
o olhar multidisciplinar e intersetorial da Alimentagéo e Nutricdo. Os volumes abordaréo de
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e revisdes que
transitam nos diversos caminhos da Nutricdo e Saude. O principal objetivo desse e-book foi
apresentar de forma categorizada e clara estudos desenvolvidos em diversas instituicoes
de ensino e pesquisa do pais em quatro volumes. Em todos esses trabalhos a linha
condutora foi o aspecto relacionado a avaliagdo antropométrica da populacdo brasileira;
padrdes alimentares; avaliagdes fisico-quimicas e sensoriais de alimentos e preparacoes,
determinacao e caracterizagcéo de alimentos e de compostos bioativos; desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes volumes com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area da Alimentagéo, Nutricdo, Saude e seus aspectos.
A Nutricdo € uma ciéncia relativamente nova, mas a dimensdo de sua importancia se
traduz na amplitude de areas com as quais dialoga. Portanto, possuir um material cientifico
que demonstre com dados substanciais de regibes especificas do pais € muito relevante,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade. Deste modo a obra
“Alimentos, Nutricdo e Saude” se constitui em uma interessante ferramenta para que o
leitor, seja ele um profissional, académico ou apenas um interessado pelo campo das
ciéncias da nutricdo, tenha acesso a um panorama do que tem sido construido na area em
Nnosso pais.

Uma étima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: Cacaui (Theobroma speciosum Willd.
ex Spreng.) € uma arvore perenefdlia nativa
em toda a regido Amazodnica e parte do Centro-
Oeste em matas de terra-firme. As suas flores
sdo caulifloras de cor vermelha-vinacea com
intenso odor de lim&o e comestiveis. O extrato e
as fragdes das flores de cacaui foram submetidos
a ensaios de capacidade antioxidante (DPPH,
ABTS e FRAP) e quantificacdo de fendis totais
pelo método de Folin Ciocalteu, bem como
seus perfis quimicos obtidos por RMN 'H. O
rendimento do extrato hidrometandlico foi de
5,3%. O extrato apresentou Cl, de 104,7 + 0,1
ug/mL no ensaio de DPPH, uma capacidade
sequestrante de radical superior as fragdes,
exceto a TS8-10, demonstrando a importancia
do sinergismo entre as substancias presentes no
extrato. Foram quantificados compostos fendlicos
nas fracdes TS-4 a TS8-10 e confirmados sinais
de compostos aromaticos nos perfis quimicos.
Enquanto as fragbes TS1-2 e TS3 nado foram
detectados compostos fendlicos e nos perfis
quimicos foram observados sinais de agUcares
e acidos organicos. Todas as fragcdes exceto
TS1-2 e TS-3 apresentaram uma capacidade
antioxidante boa, com destaque para a fragéo
TS8-10 foi a que apresentou melhores resultados
para todos os ensaios.

PALAVRAS - CHAVE: Theobroma speciosum,
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Flores comestiveis, Plantas Alimenticias Nao Convencionais, Compostos Fendlicos.

ANALYIS OF THE CHEMICAL PROFILE AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE
HYDROMETANOLIC EXTRACT OF CACAUI

ABSTRACT: Cacaui (Theobroma speciosum Willd. Ex Spreng.) It is an evergreen tree native
to the entire Amazon region and part of the Midwest in dryland forests. Its flowers are vinous-
red cauliflowers with an intense lemon odor and edibles. The extract and fractions of the
cacaui flowers were evaluations of tests of antioxidant capacity (DPPH, ABTS and FRAP)
and quantification of total phenols by the method of Folin Ciocalteu, as well as their chemical
threads collected by '"H NMR. The yield of the hydromethanolic extract was 5.3%. The extract
has an IC,; of 104.7 £ 0.1 ug / mL in the DPPH assay, a radical scavenging capacity supetrior
to the fractions, except for a TS8-10, demonstrating the importance of synergism between the
substances present in the extract. Phenolic compounds in the fractions TS-4 to TS8-10 were
quantified and signs of aromatic compounds were confirmed in the chemical profiles. While the
fractions TS1-2 and TS-3 were not detected phenolic compounds and in the chemical profiles
signs of sugars and liquids were observed. All fractions except TS1-2 and TS-3 independent
had a good antioxidant capacity, with emphasis on the fraction TS8-10 that presented the best
results for all tests.

KEYWORDS: Theobroma speciosum, Edible Flowers, Unconventional Food Plants, Phenolic
Compounds.

11 INTRODUGAO

A familia Malvaceae possui distribuicdo predominantemente Pantropical, incluindo
cerca de 250 géneros e 4200 espécies, representada por ervas, arbustos, lianas ou arvores.
No Brasil ocorrem cerca de 70 géneros e 750 espécies. Algumas espécies de Malvaceae
apresentam interesse econdmico, como o algodao (Gossypium spp.), o cacau (Theobroma
cacao) e o cupuagu (Theobroma grandiflorum), ornamental como o hibisco (Hibiscus spp.),
o malvarisco (Malvaviscus penduliflorus), a lanterna-japonesa (Abutilon spp.) e a malvarosa
(Alcea rosea) (SOUZA; LORENZI, 2012).

O género Theobroma pertence a familia Malvaceae e a subfamilia Sterculiaceae.
As espécies sdo de origem sul americana, provavelmente na bacia Amazénica e distribui-
se pelas florestas Umidas da América (CUATRECASAS, 1964). Todas as arvores de
Theobroma sao consideradas cacaueiros e esses fazem parte da mata pluvial das terras
inundaveis ou periodicamente inundaveis pelas cheias de rios e lagos (varzea). Eles ocupam
preferivelmente a parte que raramente ou pouco alaga, na terra firme, a maioria prefere as
margens de riachos, e outros lugares Umidos, mas T. speciosum e T. spruceanum habitam
terras relativamente secas e T. camargoanum é restrito a mata das terras acidentadas do
médio e do alto Rio Negro (DUCKE, 1953).

Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. € uma arvore perenefélia, de copa estreita
e alongada de 8 a 14 m de altura, conhecida popularmente como cacaui, cacau-jacaré ou
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cacau-de-macaco. E uma espécie nativa em toda a regido Amazonica e parte do Centro-
Oeste em matas de terra-firme. Possui fruto globoso-elipsoide que mede cerca de 10 cm
de comprimento e pode ter até 20 sementes cobertas por polpa esbranquigada e sem odor
na capsula. Os frutos possuem sementes que podem produzir um excelente chocolate
(branco) pela cor de suas castanhas, no entanto produz poucos frutos, ao menos na regiao
da Amazoénia Central. As suas flores sdo caulifloras e florescem desde o nivel do solo,
de cor vermelha-vinacea com intenso odor de limdo e comestiveis. A espécie merece ser
cultivada para a produgéo de flores comestiveis tropicais e merecem estudos fitoquimicos
e farmacolégicos para avaliar as substancias presentes e sua capacidade antioxidante
(KINUPP; LORENZI, 2014; MARTINI; TAVARES, 2005).

Figura 1. Caule com flores caulifloras e as flores de cacaui coletadas.
Fonte: KINUPP, V. F.; BEZERRA, J. A.

O estudo realizado com o cha das flores de T. speciosum mostrou que o cha é rico
em compostos fendlicos e apresentou alta capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP
e co-oxidagao B-caroteno/acido linoleico). Os principais compostos identificados foram os
acidos citrico, malico e protocatecuico, os flavonoides, quercetina e derivados (MAR et al.,
2021).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Botanico e Preparo de Amostras

As flores frescas de Theobroma speciosum (56,1 g) foram coletadas no Ministério da
Agricultura e foram submetidas a trés extragbes sucessivas com metanol (°HPLC) e agua
(Milli-Q) na proporgéo 9:1, em ultrassom por 15 min. A extragéo foi realizada em triplicada
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para avaliar o teor extrativo. As solugdes foram filtradas, concentradas em um evaporador
rotativo sob vicuo e em seguida os extratos concentrados foram liofilizados para eliminar
o residuo de agua. Os extratos foram conservados em frasco de coloracdo ambar e
em geladeira para posteriores analises do perfil quimico por RMN e das propriedades
antioxidantes.

Parte do extrato hidrometandlico de flores Theobroma speciosum - TS (334,2 mg) foi
submetido a uma coluna cromatografica com fase estacionaria de sephadex LH20 (30,0 x
2,0 cm) com metanol como eluente. Foram obtidas 10 fragdes (30 mL) que foram reunidas
em 7 fragcOes, a partir da similaridade por analise de Cromatografia de Camada Delgada
Comparativa - CCDC. As fracdes secas foram submetidas a analise de propriedades

antioxidantes e as fracdes de 1 a 6 a analise dos perfis quimicos por RMN 'H conforme

Figura 2.
Extrato
(334,2 mg)

CC sephadex LH20 (30 x 2 cm)

Eluente (metanol)

10 fragoes reunidas por similaridade (CCDC)
Ts1-2 Ts-3 Ts-4 Ts-5 Ts-6 Ts-7 Ts8-10

(86,1 mg) (65,1 mg) (9,7 mg) (11,8 mg) (18,5 mg) (5,3 mg) (28,6 mg)
DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH
ABTS ABTS ABTS ABTS ABTS ABTS ABTS
FT FT FT FT FT FT FT

RMN RMN FRAP FRAP FRAP FRAP FRAP

RMN RMN RMN

Figura 2. Fracionamento cromatogréfico do extrato hidrometandlico de flores de cacaui

2.2 Avaliacao da Capacidade Antioxidante e Quantificacdo de Fenois Totais

O ensaio da capacidade sequestrante do radical DPPH- (2,2-difenil-1-pricril-
hidrazila) seguiu a metodologia descrita por Molyneux (2004), com adptagdes para leitora
de microplaca. Apds a amostra vegetal reagir com solugdo metandélica de DPPH a 60 yM,
a microplaca foi incubada em temperatura ambiente na auséncia de luz por 30 minutos e
realizada a leitura em Leitora de microplaca a 515 nm. O padrao utilizado foi a quercetina

e os resultados foram expressos em Concentragéo Inibitéria a 50% - Cl_, definida como o

50’
valor do substrato que inibe em 50% o radical DPPH". O ensaio foi realizado em triplicata.

O ensaio da capacidade sequestrante do ABTS™ consiste em medir a descoloracao
da solugao de ABTS* pela presenca de extratos antioxidantes, de acordo com o método
descrito por Re et al. (1999) adaptado. Ap6s o tempo reacional de 6 minutos da amostra

com o radical na propor¢cdo de 1:10, as absorvancias foram mensuradas em Leitor de
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microplaca a 750 nm. A curva padréo foi feita com o Trolox (y = 0,0003x + 0,7502, R2 =
0,9999) e os resultados foram expressos em micromolar de Equivalentes de Trolox por
grama de amostra (uM ET/g).

O ensaio de poder antioxidante redutor do ferro — FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant
Power Assay) consiste em analisar a capacidade redutora (Fe*® para Fe*?) dos extratos na
presenca de tripiridiltriazina. Apds 30 min de reag¢do entre a amostra e o reagente FRAP
a 37 °C, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro de ultravioleta a 593 nm. Foi feita
uma curva padréo de FeSO, (y = 0,0008x + 0,1063, R? = 0,9958) e os resultados foram
expressos em mmol de equivalentes de Fe (ll) por grama de amostra (PULIDO; BRAVO;
SAURA-CALIXTO, 2000).

A quantificacéo de fendlicos totais foi utilizando o reagente de Folin Ciocalteu. A
reacao entre a amostra e o reagente foi incubada por 5 minutos e apds esse periodo foi
adicionado bicarbonato de s6dio e incubado por mais 90 minutos. Em seguida foi realizada
a leitura na Leitora de microplaca a 750 nm. O padréao utilizado foi o acido galico (y = 0,0047x
+ 0,1394, R? = 0,9989) e os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de
acido gélico por grama de amostra (mg EAG/g) (VELIOGLU et al., 1998).

2.3 Obtencao dos Perfis Quimicos por Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Os perfis quimicos do extrato e das fragdes foram obtidos com o auxilio da técnica de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear registrados em espectrometro Avance
IIIHD da Bruker (11,74 T, BBFO Plus SmartProbe ™). As amostras foram solubilizadas em
solvente deuterado DMSO-d6. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm ()
e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz), o tetrametilsilano
— TMS foi utilizado como referéncia interna em & 0,00 para calibragcdo dos espectros. Os
espectros obtidos foram processados em software TopSpin™ 4.1.1.

2.4 Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios foram expressos como média + desvio padrao. Os dados
foram avaliados por ANOVA One-Way com teste de Tukey (95% de significancia) e Test-T
(p <0,05) utilizando o software Minitab®.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento (%) do extrato hidrometandlico das flores de T. speciosum foi de 5,3
+ 0,1. O extrato foi submetido a analise por capacidade sequestrante do radical DPPH- e
o resultado de Cl, foi de 104,7 + 0,1 pyg/mL. As fragGes foram submetidas aos ensaios de
capacidade antioxidante e quantificacéo de fendis totais e os resultados estdo expressos
na Tabela 1. Comparando o ensaio de DPPH, observou-se que o extrato hidrometanoélico
das flores de Theobroma speciosum (TS) apresentou uma capacidade sequestrante
superior as fragcoes, exceto a TS8-10, demonstrando a importancia do sinergismo entre os
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compostos presentes no extrato. As correlagdes de Pearson dos ensaios (p < 0,05) foram
excelentes, mostrando a correlagdo inversa entre os resultados de DPPH com os outros

ensaios, visto que quanto menor a Cl_, maior os valores nos ensaios de equivaléncia aos

50’
padrdes (ABTS, FRAP e FT). Todas as fragcdes exceto TS1-2 e TS-3 apresentaram uma
capacidade antioxidante boa, com destaque para a fracdo TS8-10 foi a que apresentou

melhores resultados para todos os ensaios.

Amostra cl D(Zz}-lmL) (y:\\IIBI;r'I?;g) (mg EXG/Q) (mmzllqli?u)/g)
so
TS1-2 >1000 503,6 +10,7" ND NR
TS-3 >1000 574,7 +20,8° ND NR
TS-4 311,6 17,72 1021,8 + 3,8 71,1+0,8° 995,0 + 5,20
TS5 222,0 + 4,6° 1167,3 +3,3° 11,2£2,7 655,0 + 2,6°
TS-6 146,4 +7,9° 1115,1 +5,1¢ 86,5 + 0,6° 693,0 + 0,79
TS-7 133,5 +9,4° 1245,1 5,1 77,7 +0,39 855,9 + 1,3°
TS8-10 84,3 +1,6° 1267,3 + 3,3 115+ 0,42 1127,5 + 3,8°

Tabela 1 - Resultados dos ensaios antioxidantes das fracbes das flores de Theobroma speciosum.

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes. ND: ndo detectado, NR:
nao realizado. Correlagdes de Pearson: DPPH e ABTS (-0,988); DPPH e FT (-0,954); DPPH e FRAP
(-0,928); ABTS e FT (0,957); ABTS e FRAP (0,917); FT e FRAP (0,881).

O extrato TS e as fragcdes TS1-2 a TS6 foram submetidos a analise por Ressonéancia
Magnética Nuclear de 'H para obtengéo dos perfis quimicos conforme Figuras 2 e 3. A partir
da analise do espectro de RMN 'H do extrato hidrometandlico das flores de Theobroma
speciosum (TS), foi possivel observar uma mistura complexa com varios sinais majoritarios
caracteristicos de agucares, como sinais de hidrogénios anoméricos na regiéo de d, 4,0 a
5,5 e varios sinais minoritarios na regido de aromaticos e olefinicos na regiéo de d,,6,0 a
8,5. O extrato foi submetido ao fracionamento e as fragdes foram submetidas a analise por
RMN obter os perfis quimicos.
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Figura 3 - Espectro de RMN 'H do extrato das flores de Theobroma speciosum (DMSO-d6, 500 MHz).

A partir da analise dos espectros de RMN de 'H das fracdes TS1-2 e TS-3 foi
possivel observar sinais caracteristicos de agucares semelhantes aos sinais encontrados
no extrato. A partir dos dados obtidos no espectro de RMN de 'H da fracdo TS4 foram
evidenciados sinais na regiéo aromatica, a presen¢a de um dubleto em §,7,33 (J=1,9 Hz)
e um duplo dubleto em 57,28 (J = 8,2 e 1,9 Hz), ambos com constantes de acoplamentos
caracteristicos de 4&tomos de hidrogénio acoplados em posi¢cdo meta no anel, além de um
dubleto em 8, 6,78 (J = 8,2 Hz) com acoplamento entre atomos de hidrogénio na posig¢éo
orto, sugere um nucleo de benzeno-1,2,4-trissubstituido. A partir dos dados complementares
de HSQC e HMBC é possivel sugerir a estrutura de um derivado de catecol conhecido
como &cido protocatecuico (Tabela 2) também identificado no extrato hidrometandlico.
A presenca do acido protocatecuico contribui para a atividade antioxidante das flores de
Theobroma speciosum.

Segundo Broizini et al. (2007), o acido protocatecuico apresentou elevada atividade
antioxidante com valores superiores ao BHT (butil-hidroxi-tolueno), o que caracteriza
0 excelente potencial antioxidante dos acidos fendlicos isolados na fracdo que eles
estudaram, as quais sédo representadas pelos acidos galico, p-cumarico, protocatecuico,
ferulico, cafeico cinamico, quinico, gentissico e salicilico.

A partir dos dados obtidos no espectro de RMN de 'H da fracdo TS-5 foram
evidenciados sinais de um constituinte majoritario com a presenca de trés duplos dubletos:
5,4,05(J=7,8e5,5Hz);5,255(/J=15,7¢e 7,8 Hz) e §, 2,38 (J= 15,7 e 5,5 Hz). A partir
dos dados espectroscopicos obtidos é possivel sugerir a estrutura do 4cido orgéanico, acido
2-hidroxibutanodioico, conhecido como acido malico presente também na fracdo TS-4 e
extrato (Tabela 2). Os sinais caracteristicos do acido protocatecuico foram identificados
como minoritarios. Os compostos, acido protocatecuico e acido malico foram identificados
no cha de flores de T. speciosum (MAR et al., 2021). Outros sinais também foram
identificados s&o caracteristicos de um esqueleto flavonoidico. Mais experimentos seréo
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realizados para fechar a estrutura provavel de um derivado de apigenina.

TS1-2

TS-3

TS-4

TS-5

TS-6

Figura 4 - Espectros de RMN 'H das fragdes das flores de Theobroma speciosum (DMSO-d6, 500
MHz).

A partir da andlise do espectro de RMN 'H da fragdo TS-6 foi possivel observar uma
mistura complexa com varios sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos e olefinicos.
Das fra¢des TS-7 e TS8-10 n&o foram obtidos espectros bem resolvidos por RMN, devido
a natureza complexa da amostra, embora tenham apresentado resultados interessantes de
propriedades antioxidantes. As amostras serdo posteriormente submetidas a analise por

espectrometria de massas — EM para identificagdo das substancias ativas.

Table 2. Compostos identificados no extrato e na fragdo TS4 e TS5.
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41 CONCLUSAO

O extrato hidrometandlico das flores de Theobroma speciosum apresenta resultados
promissores quanto a capacidade sequestrante dos radicais, a qual teve boa correlacédo
com a presenga de compostos fendlicos e capacidade redutora de ferro. As fragcbes TS1-
2 e TS-3 que apresentam sinais caracteristicos de agucares e ndo apresentaram as
propriedades antioxidantes nas concentra¢des testadas. As demais fracbes apresentaram
propriedades antioxidantes e a partir das analises dos espectros de RMN 1D e 2D foi
possivel identificar o &cido protocatecuico e o acido malico no extrato e fracbes TS4 e TS5.
O acido protocatecuico apresenta atividade antioxidante comprovada, o que justifica os
bons resultados das fragbes TS-4 e TS-5. O extrato apresentou boa atividade antioxidante,
0 que mostra a importancia do sinergismo dos compostos presentes na amostra. Serdo
realizadas novas andlises para identificacdo dos compostos fendlicos responséaveis pelas
propriedades antioxidantes das fragdes.
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