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AVALIAGAO DE VITAMINA C E COMPOSTOS FENOLICOS EM SUPLEMENTOS
ALIMENTARES A BASE DE CAMU-CAMU (Myrciaria dubia) POR HPLC-MS/MS

RESUMO

O Camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto originario da Amazodnia e é estudado pela
presenca de inumeros compostos bioativos identificados em diferentes pesquisas. A
elevada quantidade de vitamina C e compostos fendlicos € amplamente relatada,
porém, o fruto & azedo, logo, dificulta o consumo in natura. Neste contexto, torna-se
interessante a utilizacio do fruto para fabricacdo de suplementos alimentares. Para a
avaliacdo da qualidade dos suplementos alimentares, faz-se necessaria a
quantificacdo dos nutrientes presentes. Inicialmente, foi realizada uma revisao
bibliografica de quais compostos bioativos sdo encontrados no fruto, além do
levantamento de quais sdo as técnicas mais utilizadas e quais sdo as mais sensiveis
para avaliar compostos fendlicos e vitamina C em matrizes complexas. Verificou-se
que a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas € a técnica mais
sensivel para avaliar diferentes analitos nessas matrizes. Portanto, os objetivos do
trabalho foram o desenvolvimento e a validagcdo de um método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (HPLC-MS/MS) e a posterior quantificagdo de amostras comerciais de
suplementos alimentares a base de camu-camu. O método foi otimizado para
quantificar a vitamina C, o acido galico e a miricetina. Foram avaliadas cinco amostras
de suplementos alimentares, preparadas a partir de extragcdes com metanol
acidificado (10% v/v), utilizando como fase mével uma mistura de acetonitrila e acido
férmico 1% (v/v) em sistema gradiente, coluna cromatografica C18 (250mm x 4,6mm
x 3,5um) em cromatografo com detecgao MS/MS (sequencial), através da ionizagéao
eletrospray (ESI), em modo negativo. Devido a alta sensibilidade observada nos
detectores de massas, foi possivel quantificar todos os compostos com precisao e
exatidao, na faixa linear do método. Os resultados demonstraram que os suplementos
alimentares possuem quantidades expressivas de vitamina C, acido galico e
miricetina. O método desenvolvido foi preciso, exato e linear (R>0,99) para todos os
analitos avaliados. Foi possivel quantificar os trés compostos sem interferéncia da
matriz. Dos cinco produtos analisados, quatro apresentaram resultados expressivos
de vitamina C (7,99; 6,15; 2,10 e 11,92 g/100g), assim como dos compostos acido
galico e miricetina. Portanto, com base nos resultados, conclui-se que a técnica HPLC-
MS/MS é capaz de identificar e quantificar compostos em matrizes complexas, por ser
um meétodo rapido e muito sensivel para avaliagcdo dos compostos bioativos no camu-
camu.

Palavras-chave: Myrciaria dubia; espectrometria de massas, compostos bioativos.



EVALUATION OF VITAMIN C AND PHENOLIC COMPOUNDS IN FOOD
SUPPLEMENTS BASED ON CAMU-CAMU (Myrciaria dubia) BY HPLC-MS/MS

ABSTRACT

The fruit Camu-camu (Myrciaria dubia) comes from Amazon and has been studied due
to the presence of several bioactive compounds already identified in different studies.
Both high amounts of vitamin C and phenolic compounds have been widely described,
but the fruit is sour, so, there is some difficulty on its consumption in natura. In this
context, its manufacture to be applied on dietary supplements becomes worthwhile. It
is also necessary to quantify the nutrients present on such fruit to analyze the quality
of those dietary supplements. So, firstly, a bibliographic review was carried out to verify
which bioactive compounds are present in this fruit, as well as a survey of which
techniques are most applied and which ones are the most sensitive to evaluate
phenolic compounds and vitamin C in complex matrices. It was observed that liquid
chromatography coupled with mass spectrometry is the most sensitive technique to
evaluate different analytes in these matrices. Therefore, this research aimed at
developing and validating an analytical method by high performance liquid
chromatography coupled with sequential mass spectrometry (HPLC-MS/MS) as well
as quantifying commercial samples of food supplements based on camu-camu. This
method was optimized to quantify vitamin C, gallic acid and myricetin. Five samples of
food supplements were evaluated, prepared by extractions with acidified methanol
(10% vl/v), using as mobile phase a mixture of acetonitrile and 1% formic acid (v/v) in
a gradient system, chromatographic column C18 (250mm) x 4.6mm x 3.5um) in
chromatograph with MS/MS detection (sequential), with electrospray ionization (ESI),
in negative mode. Due to the high sensitivity observed in the mass detectors, it was
possible to quantify all compounds with precision and accuracy, in a linear range of the
studied method. The results showed that there are significant amounts of vitamin C,
gallic acid and myricetin in those studied food supplements. The method developed
was precise, accurate and linear (R>0.99) for all analytes evaluated and it was possible
to quantify the three compounds without matrix interference. Four of the five analyzed
products showed expressive results for vitamin C (7.99; 6.15; 2.10 and 11.92 g/100g),
as well as gallic acid and myricetin compounds. Thus, according to the obtained
results, it is concluded that HPLC-MS/MS technique can identify and quantify
compounds in complex matrices and it is a fast and very sensitive method to evaluate
the bioactive compounds in camu-camu.

Keywords: Myrciaria dubia; mass spectrometry, bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo faz com que cada vez mais se
procure produtos para a alimentagdo que contenham compostos que sejam
saudaveis, que tenham efeitos antioxidantes, vitaminas e minerais. Esses produtos
podem ser frutas, verduras e legumes “in natura” ou mesmo a utilizagdo de
suplementos alimentares.

Um exemplo de fruta com alto potencial de beneficios a saude é o camu-camu
(Myrciaria dubia), da familia das Myrtaceae. E um fruto nativo da Amazénia com altos
indices de compostos fendlicos, vitamina C, 3-caroteno e minerais como calcio, ferro,
fosforo, etc. Devido ao seu alto indice de vitamina C, o fruto se torna muito azedo, néo
sendo um atrativo palatavel para seu consumo, porém os seus compostos bioativos
fazem com que o interesse pelo consumo e estudo do fruto seja grande; mesmo
assim, ainda s&o poucos os produtos derivados de camu-camu no mercado. Neste
contexto, se mostra interessante o estudo de suplementos alimentares derivados do
fruto do camu-camu como forma de consumo desses compostos bioativos originarios
do fruto.

Como tem crescido muito o uso de suplementos alimentares, a Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) tem normatizado através de legislagbes atuais, a fabricagao e
qualidade dos suplementos alimentares. Para avaliacao da qualidade, a Anvisa cita,
além da Farmacopeia Brasileira, a USP (Farmacopeia Americana) como compéndio
que pode ser seguido, visto que possui capitulos especificos para suplementos
alimentares, onde avalia-se além do conteudo dos marcadores especificos, com
propriedades bioativas, também o controle de impurezas como, por exemplo, as
impurezas metalicas.

Os compéndios oficiais preconizados pela Anvisa ndo trazem metodologia
analitica para avaliacdo de suplementos alimentares derivados do camu-camu. Diante
disso é importante que se desenvolvam métodos analiticos para avaliacdo dos
marcadores do produto. Sendo assim, justifica-se o desenvolvimento e validagcédo de
um meétodo analitico para qualificar e quantificar compostos bioativos como a vitamina
C e polifendis que estao presentes nos produtos derivados do camu-camu, através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sistema
em sequencial (HPLC-MS/MS).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar as quantidades de vitamina C e compostos fendlicos em suplementos
alimentares a base de camu-camu, através da cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas em sistema sequencial (HPLC-MS/MS).

2.2 Objetivos especificos
. Realizar triagem dos compostos fendlicos no fruto e suplementos alimentares,
através da espectrometria de massas para escolha de marcadores;
o Desenvolver método analitico que contemple a avaliagdo de vitamina C e
compostos fendlicos;
o Validagao do método para marcadores especificos;
. Avaliar amostras comerciais de suplementos alimentares a base de camu-

camu;



12

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Camu-camu e os Compostos Bioativos

O consumo de frutas vem aumentando devido a alta quantidade de compostos
bioativos, sendo esse consumo essencial para a manutengcdo da saude. Os
compostos bioativos mais comuns s&o a vitamina C, polifendis, -caroteno e licopenos
(AGUIAR, G. P. L. et al., 2018). O camu-camu (Myrciaria dubia) € uma fruta tropical
rica em vitamina C e compostos fendlicos antioxidantes, que trazem diversos
beneficios a saude (FUJITA et al., 2017; LANGLEY et al., 2015). Tipica da Amazénia
é considerada uma fruta com alto valor nutricional e seus efeitos benéficos a saude
sdo associados principalmente com sua agao antioxidante (NERI-NUMA et al., 2018;
AZEVEDO et al., 2015; FRACASSETTI et al., 2013).

Devido a essa excessiva acidez o camu-camu € consumido principalmente em
sucos, ou como ingrediente de geleias, sorvetes, licores, vinhos ou outras comidas
(FRACASSETTI et al., 2013; CAVALIERI, 1993; FRANCO et al., 2005; VILLACHICA,
1997), ou ainda, pode ser consumido o proprio fruto ou como polpa congelada, sendo
que a polpa congelada vem sendo exportada para varios paises da Europa e Asia
devido a sua versatilidade na cozinha (FIDELIS et al., 2020). Segundo Fracassetti e
colaboradores (2013) o interesse comercial pelo fruto tem aumentado particularmente
pelo alto conteudo de vitamina C. Esse perfil fitoquimico do camu-camu tem
despertado o interesse de varios pesquisadores nos ultimos anos, pois nele se
observa a presenca de varias substancias bioativas.

Sendo um dos frutos com as maiores quantidades de vitamina C ja relatadas,
alguns autores o chamam de “super fruto” ou mesmo “tesouro amazoénico” por ser um
cultivo com alto potencial socioecondmico para a regidao (GRIGIO et al, 2017).
Segundo Correa (2011) o conteudo de acido ascérbico dos frutos varia de acordo com
a regiao e da época do ano, sendo importante monitorar o conteudo de vitamina C em
cultivos de camu-camu de diferentes lugares e estados de maturagao do fruto.

Além da vitamina C sao encontrados no camu-camu altos niveis de compostos
fendlicos, como os flavonoides que s&o potentes antioxidantes (GRIGIO et al., 2017).
Estudos destacam ainda outros compostos importantes para a saude humana, como
0 B-caroteno e a presenga de minerais essenciais, como calcio e potassio (ZANATTA
et al., 2007; YUYAMA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2016).
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Compostos fendlicos e vitamina C sido potentes antioxidantes o que aumenta o
interesse comercial pelo fruto, porém o decréscimo na quantidade de vitamina durante
0 processamento e armazenamento tem estimulado estudo que como preservar a
composigao nutricional do fruto (FRACASSETTI et al., 2013), sendo que conhecer a
quantidade desses compostos € um ponto importante de estudo pela complexidade
da matriz.

Langley e colaboradores (2015) enfatizam que o fruto € uma opgéo para o
desenvolvimento de produtos, visto que em pesquisas com animais reportaram efeitos
anti-inflamatdrios do suco de sementes de camu-camu, efeitos antiobesidade em ratos
com dieta caldrica induzida, além de hepatoprotecdo. Um estudo em humanos
conduzido por Inoue et al. (2008) demonstrou atividade antioxidativa e anti-
inflamataria.

Devido a relevante quantidade de compostos e a auséncia de método oficial
para realizar tais avaliagcbes, a pesquisa e caracterizagao desses compostos em
suplementos alimentares se torna relevante visto que grande parte dos estudos
realizados com o camu-camu s&o na fruta fresca ou em pds da fruta preparados para

as pesquisas.

3.1.1 Vitamina C

A vitamina C é um nutriente extremamente importante para a fisiologia humana.
Conhecida também como acido ascorbico, € constituida de um anel y-lactona quase
planar com dois centros quirais (Figura 1), determinando dois pares de
estereoisdbmeros, os acido L e D-ascorbico e acidos L e D-isoascérbico (Figura 2)

(ROSA et al., 2007).

Figura 1 Estrutura molecular do acido ascérbico
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Fonte: ROSA et al., 2007.
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Figura 2 Isdmeros do acido ascérbico (a. Acido L-ascérbico; b. acido D-ascérbico; c. acido L-

isoascorbico ou acido L-eritérbico; d. acido D-isoascérbico ou acido D-eritérbico).

5 HO
OH OH HO

@

OH

Fonte: Adaptado de ROSA et al., 2007.

A vitamina C encontra-se sob duas formas, reduzida e oxidada (acido
deidroascérbico), sendo que ambas sdo igualmente ativas, porém a forma oxidada é
menos difundida. Essa transformacéo é reversivel funcionando como um sistema
oxidorredutor no organismo, participando de processos celulares importantes no
organismo (AZULAY et al., 2003). E o mais importante antioxidante solivel em agua
presente nos alimentos (CUNHA-SANTOS et al., 2018) sendo vital para o
funcionamento das células do corpo humano por exercer fungao de cofator para duas
enzimas essenciais a biossintese do colageno. Essa fungao faz com que a vitamina
C previna a oxidagao do ferro, portanto, protege as enzimas contra a auto inativagéo
(AZULAY et al., 2003).

Devido a grande atividade antioxidante, a vitamina C é associada a profilaxia
de doengas como o cancer, aterosclerose, processos degenerativos e doengas
cronicas pois pode retirar diretamente oxigénio singleto, radicais superdxido e hidroxi,
além de inibir a oxidagdo de colesterol LDL (Low density lipoprotein) (YARDIM-
AKAYDIN et al., 2003; ROSA, 2005). A atividade antioxidante envolve a doagéo de

um elétron e a formacgao do radical livre ascorbato (ROSA et al., 2007).
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A atividade vitaminica do acido ascérbico € a agao antiescorbutica, sendo o
escorbuto uma doenca que pode levar a morte, causada pela deficiéncia nutricional
de vitamina C. Mesmo sendo tdo importante para o organismo, os seres humanos
fazem parte do grupo de seres vivos que ndo sao capazes de sintetizar a vitamina C,
devido a auséncia da enzima L-gulonalactona oxidase, que transforma glicose em
acido ascorbico (ROSA et al., 2007).

A quantificacao de vitamina C é amplamente relatada, a partir de técnicas mais
simples, como no caso da titulagdo, descrita em compéndios oficiais (Farmacopeia
Brasileira e Farmacopeia Americana (USP)), assim como através da
espectrofotometria, métodos enzimaticos e fluorimétricos, e mais recentemente a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (BAENAS et al., 2019;
HERNADEZ et al., 2006; CUNHA-SANTOS et al., 2018).

Os métodos cromatograficos proporcionam vantagens em relagdo aos demais
métodos devido a disponibilidade de diferentes tipos de detectores, além da
identificacdo e quantificacdo dos constituintes da amostra com maior exatidao e
sensibilidade (CUNHA-SANTOS et al., 2018).

O desenvolvimento de métodos analiticos para avaliagdo do acido ascorbico
requer o cuidado em relagcdo a estabilidade da vitamina, a qual pode-se oxidar
facilmente, para isso normalmente o preparo de amostras para este composto envolve
agitacdo das amostras em solugdes acidas, visto que este tipo de solvente ajuda a
estabilizar a vitamina C, sendo que os comumente utilizados sdo acido metafosforico,
acido oxalico, acido acético, EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e acido
sulfurico (CUNHA-SANTOS et al., 2018; CAMPOS et al., 2009; ROSA et al., 2007,
SANCHEZ-MORENO et al., 2003).

Estudos recentes com métodos desenvolvidos a partir da cromatografia liquida
de alta eficiéncia estdo buscando a quantificagdo ndo somente do L-acido ascorbico,
mas também do acido deidroascoérbico, visto que ambos sao componentes
importantes a dieta humana. Cunha-Santos e colaboradores (2018) desenvolveram
um método onde compararam os resultados da extragao da vitamina C a partir de PLE
(Pressurized liquid extration), com extra¢gdes acidas com quantificagcdo por UPLC-
DAD, porém para a quantificacdo do acido deidroascorbico ha necessidade de se
realizar uma etapa de reducdo a acido ascorbico para avaliagado do composto.

Métodos que envolvem etapas de reacdo como a derivatizagdo ou reducéo,

por exemplo, demandam de mais tempo e cuidado na execuc¢do, devido aos
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interferentes durante o processo. Baenas e colaboradores (2019) propuseram um
método de quantificagdo da vitamina C onde ambos os acidos, L-ascoérbico e
deidroascérbico foram analisados sem a necessidade da etapa prévia de
reducao/derivatizacdo do acido deidroascorbico, assim como, sem a utilizagado de
padrdes internos. Para isso utilizaram a técnica de cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a um detector de massas triplo quadrupolo (UHPLC-QqQ-
MS/MS), sendo um método rapido e de alta sensibilidade para avaliagdo dos
compostos. A fase movel utilizada pelo autor possui os mesmos componentes da fase
movel utilizada no desenvolvimento do método proposto neste trabalho para
compostos fendlicos, o que € indicativo da possibilidade de realizarmos a avaliagao
de compostos fendlicos e vitamina C na mesma corrida analitica a partir da

cromatografia acoplada a espectrometria de massas.

3.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
anéis aromaticos, na forma simples ou em polimeros, que conferem a eles agao
antioxidante (ANGELO & JORGE, 2007). Representam a principal classe dos
metabdlitos secundarios nas plantas (GONCALVES, 2008). Esses metabdlitos sao
produzidos durante a fotossintese e mesmo nao participando de forma direta nos
processos de crescimento, desenvolvimento e reprodugcdo, sao essenciais a
sobrevivéncia da planta, pois atuam como mecanismo de defesa contra herbivoros,
microrganismos e plantas competidoras, assim como na defesa contra radiagbes
ultravioleta. Dentre as classes de compostos fendlicos, os que mais se destacam
como fontes naturais de antioxidantes s&o os flavonoides, taninos, acidos fendlicos e
cumarinas (Figura 3) (MARTINS et al.,, 2016; SILVA et al., 2010; WINK, 2016;
SCHAFRANSKI, 2019).
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Figura 3 Classificagdo dos compostos fendlicos.
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Fonte: Adaptado de SCHAFRANSKI (2019)

Os flavonoides sdo o maior grupo de compostos fendlicos, possuem baixo peso
molecular e normalmente estdo ligados a moléculas de agucares. Contém grupos de
antocianinas, flavonois, flavonas e isoflavonas, sendo que normalmente a quercetina
€ o principal composto fendlico constituinte desses grupos, com correlagao direta a
capacidades nutritivas de vegetais (KING & YOUNG, 1999). A estrutura desses
compostos é constituida por 15 atomos de carbono e apresentam 3 aneis aromaticos
(Figura 4), sendo um anel pirano que esta ligado por uma ligagdo carbono-carbono a
um terceiro anel aromatico. Essas estruturas podem ocorrer na forma livre (ndo
conjugada com heterosideos ou agliconas, por exemplo, a quercetina) ou na forma
conjugada a uma unidade glicosidica (DAMETTO, 2014; ZUANASSI, 2002; PEREIRA,
2019).

Figura 4 Estrutura quimica base dos flavonoides

O

C
=

Fonte: Adaptado de ANGELO & JORGE (2007)

As variagdes de substituicdo no anel C resultam em variacdes na classe dos

flavonoides. Esta estrutura contempla compostos como as antocianinas, flavonois e
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seus derivados, acidos fendlicos, benzoico, cindmico e derivados (ANGELO &
JORGE, 2007).

A miricetina € da classe dos flavonoides sendo um flavonol natural que possui
grupos hidroxilas nas posicdes 3, 5, 7, 3', 4 e 5. E comumente ingerido na dieta
através das frutas, vegetais, chas, frutas vermelhas e vinho tinto (LI, Y. & DING, Y.
2012; HARNLY, et al. 2006) e ja é aprovada como suplemento alimentar em alguns
paises (LIU et al., 2020).

A estrutura quimica da miricetina € unica na qual a combinagdo de grupos
hidroxilas nas posigdes 3, 5 e trés grupos hidroxilas em sequéncia nas posigbes 3’, 4’
e 5’ podem aumentar o efeito antioxidante (Figura 5) (LI, Y & DING, Y. 2012).

Figura 5 Estrutura molecular da miricetina

Fonte: LIU et al., 2020

Estudos relatam beneficios a saude a partir do consumo de miricetina em
doencgas como diabetes mellitus e Alzheimer (LIU, et al., 2020; LI, Y & DING, Y. 2012).

Os acidos fendlicos sdao compostos pelos acidos hidroxibenzdicos e acidos
hidroxicinamicos, os quais tem sua acao antioxidante dependente da posicéo e do
numero de grupos hidroxilas em relagado a posigao do grupo funcional carboxilico.
Seus principais representantes sdo os acidos elagico e galico, usualmente ocorrendo
na forma de taninos hidrolisaveis em frutas e nozes. O acido galico possui em sua
estrutura um anel benzénico substituido por trés hidroxilas e um grupamento carboxila
(Figura 6) (MARTINS, 2017).
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Figura 6 Estrutura molecular do acido galico
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Fonte: MARTINS, 2017.

Os taninos possuem peso molecular relativamente alto e em funcdo da
estrutura quimica podem ser hidrolisaveis ou condensados, sendo responsaveis pelo
sabor adstringente em frutas e legumes. Os principais grupos dos taninos
condensados sao as catequinas. Ja dos taninos hidrolisaveis, os principais grupos séo
polimeros de acidos elagico e galico. (ANGELO & JORGE, 2007; KING & YOUNG,
1999).

Os elagitaninos sao polifendis formados por polimeros de acido elagico,
segundo Angelo e colaboradores (2007), os taninos hidrolisaveis ou ndo condensados
sdo ésteres do acido galico e elagicos glicosilados, onde os grupos hidroxilas s&o
esterificados com os acidos fendlicos.

As proantocianidinas ou taninos condensados sao oligbmeros ou polimeros de
flavan-3-0is e contém exclusivamente unidades de (epi) catequina (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2013; MOJZER et al., 2016). No estudo Fracassetti et al. (2013)
reportou resultados similares de proantocianidinas a composi¢ao do perfil fendélico do
cha verde, sendo que recentemente a catequina-galato tem sido descrita como um
potente inibidor da a-amilase e a-glucosidade com implicagdes na prevencédo da
obesidade dentro outros efeitos benéficos a saude (YILMAZER-MUSA et al., 2012).

As frutas coloridas sédo potencialmente fontes ricas em compostos
antioxidantes. As antocianinas sao pigmentos que sao responsaveis pelo brilho e
cores das frutas e flores, responsavel pela coloragdo vermelha a roxa, sendo
encontradas em maiores quantidades durante o processo de amadurecimento dos
frutos. Possuem potente acdo antioxidante e anti-inflamatéria, sendo compostos
também relatados em maior quantidade em frutos maduros do camu-camu
(REYNERTSON et al., 2008; NEVES et al., 2015; ZANATTA et al., 2005). Fazem parte
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dessa classe os compostos cyanidin-3-glucoside e delphinidin-3-glucoside, sendo
largamente encontrados nas cascas de frutas de coloragdo vermelho a roxo escuro
(ANGELO & JORGE, 2007).

As plantas da familia da Myrtaceae do género Myrciaria demonstraram em
varios estudos propriedades biolégicas. Segundo Borges e colaboradores (2014), ja
foram relatadas atividade anti-inflamatéria, atividades hipoglicémica e hipolipémica,
antifungica e antiproliferativa, antibacteriana, anticolinesterase, anti-plasmadica,
atividade gastroprotetora, além do efeito antioxidante e de ndo apresentar toxicidade.

Chirinos e colaboradores (2010) concluiram que independente do estagio de
amadurecimento do camu-camu, a classe de compostos fendélicos mais importantes é
a flavan-3-ol, seguida pelo grupo dos &acidos elagico e galico. Ja Myoda e
colaboradores (2010), compararam os extratos da casca e da semente, nos quais o
teor de compostos fendlicos no extrato da semente foi maior que no extrato da casca,
o0 que torna interessante a caracterizacdo de constituintes fendlicos nesta matriz.
Foram detectados também: catequina, campeferol, quercetina, rutina, cianidina-3-
glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e acido elagico (AKTER et al., 2011;
FRACASSETTI et al., 2013). Bataglion et al. (2015) detectaram miricetina, quercetina,

luteolina, acido p-coumarico e acido galico.

3.2 Suplementos alimentares

Os suplementos alimentares ndao sdo medicamentos e por isso ndo servem
para tratar, prevenir ou curar doengas, sendo destinados a pessoas saudaveis;
pessoas com algum problema de saude devem consumir os suplementos com

orientacdo de um profissional da saude habilitado (ANVISA, 2019).

Suplemento alimentar € um produto para ingestdo oral, apresentado em
formas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentagao de individuos
saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probidticos,
isolados ou combinados (BRASIL, 2018, p. 2).

No Brasil entre os anos de 2010 e 2016 houve um aumento no consumo de
suplementos alimentares de 233%, apresentando um faturamento de 1,49 bilhdo de
reais (DAL MOLIN et al, 2019). Atualmente, o mercado de suplementos vitaminicos &

estimado em 3,5 bilhdes de reais onde a procura por esses produtos sempre foi muito
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forte no pais, mas se intensificou no ultimo ano devido a pandemia do novo
coronavirus (DIARIO DO COMERCIO, 2021).

O mercado de suplementos alimentares € cada vez mais internacional,
tornando a colaboragédo entre os érgéos reguladores essencial, visto que decisdes
nacionais tem implicagdes internacionais, porém nao ha um consenso global em como
categorizar esses produtos ocorrendo variagdbes nas denominagbes, como
suplementos dietéticos, produtos naturais para a saude, medicamento complementar
ou suplementos alimentares. Como os produtos sdo consumidos em todo o mundo,
padrdes de qualidade global deveriam ser adotados (DWYER et al., 2018).

A categoria de suplementos alimentares foi criada pela Anvisa em 2018 para
garantir a populagao produtos seguros e de qualidade, incluiu produtos que estavam
em outras classes alimentares e definiu regras mais adequadas incluindo limites
minimos e maximos e alega¢gdes com comprovagao cientifica (ANVISA, 2019).

A partir do marco regulatério foi langada a RDC 243/2018 que define os
requisitos sanitarios dos suplementos alimentares. Segundo as novas diretrizes legais
estdo contempladas mudancas em informagdes contidas nos rétulos até alteracoes
na composi¢ao dos suplementos alimentares (DAL MOLIN et al., 2019).

As normas que regulamentam os suplementos alimentares conforme a Anvisa
sdo: RDC 243/2018: criou a categoria de suplementos alimentares e dispds sobre os
requisitos sanitarios. RDC 242/2018: alterou a legislagdo de medicamentos
especificos para torna-la coerente com o novo marco regulatério de suplementos
alimentares. RDC 241/2018: estabeleceu os requisitos para comprovacdo da
seguranga e dos beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos. RDC
240/2018: alterou a RDC 27/2010. Dispde sobre as categorias de alimentos e
embalagens isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario. RDC 239/2018:
estabelece os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso
em suplementos alimentares. Instrucdo Normativa 28/2018: estabelece as listas de
constituintes, limites de uso, alegagdes e rotulagem complementar dos suplementos
alimentares.

Segundo a RDC 243/2018 (BRASIL, 2018), os ingredientes s&do fontes de
nutrientes, substancias bioativas e enzimas e devem atender integralmente as
especificacbes de identidade, pureza e composi¢cao estabelecidas em pelo menos
uma referéncia citada pela legislagdo como: Farmacopeia Brasileira e Compéndio de
Suplementos Alimentares da USP (USP Dietary Supplement Compendium — DSC).
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Como a regulacédo de suplementagao alimentar € um assunto relativamente
novo, ndo se dispde de muitos métodos analiticos publicados nas farmacopeias,
incluindo produtos derivados do Camu-camu, A para a avaliagdo da qualidade dos

produtos comerciais.

3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas sistema sequencial (HPLC-MS/MS)

A cromatografia € uma técnica de separagao na qual os componentes a serem
separados sao distribuidos em duas fases, a fase estacionaria e a fase movel, ou
fluido que percola através da fase estacionaria (LANCAS, 2009). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
€ um importante membro de toda a familia de técnicas de separacao, visto que
consegue separar misturas que possuem um grande numero de compostos similares
(JARDIM et al., 2006).

A técnica HPLC é um tipo de cromatografia liquida que utiliza colunas
recheadas com materiais especialmente preparados e uma fase moével, eluida sob
altas pressdes, conseguindo realizar separa¢des de inumeros compostos presentes
em diferentes tipos de amostras com alta resolucéo, eficiéncia e detectabilidade
(JARDIM et al., 2006). Essa separacao de compostos se da devido as interagdes que
ocorrem entre os compostos e a fase movel e, fase estacionaria, definindo assim a
velocidade de eluicdo de cada composto pela coluna cromatografica, de forma que
havendo a separagao observa-se os compostos em um cromatograma com diferentes
tempos de retencao.

Nas ultimas décadas, ocorreu o desenvolvimento de varios detectores
espectrofotométricos ultravioleta-visivel com arranjo e diddos (UV-Vis / DAD), além do
aumento do uso de detectores como fluorescéncia, indice de refracdo (RI),
eletroquimicos, bem como o acoplamento com o espectrémetro de massas (MS)
(JARDIM et al., 2006).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas é, atualmente, a
técnica que possibilita a analise de diversas substéncias com ampla caracterizagao
de polaridade e massa molecular, sendo que esse acoplamento € muito complexo,
visto que a cromatografia é utilizada para compostos ndo volateis, enquanto no

analisador de massas funciona a base de ions na forma gasosa. Muitas adaptagdes
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tiveram que serem realizadas a fim de eliminar o solvente liquido da eluigao da coluna,
além da cromatografia funcionar em presséao positiva e 0 MS em um sistema de vacuo
(BUSTILLOS, 2020).

A Figura 7 demonstra um esquema do acoplamento do HPLC ao MS. O HPLC
€ composto por um reservatério do solvente de eluicdo (fase maével), bomba que
pressuriza o eluente, a coluna cromatografica, que é considerada o coragdo do
sistema cromatografico, uma vez que € nela que ocorrera a separagao e o detector
que neste caso é o espectrometro de massas (LANCAS, 2009).

O mais importante e versatil detector para a analise de tragos, especialmente
de compostos organicos, em misturas complexas no momento, € o espectrébmetro de
massas (MS), devido ao seu potencial em fornecer informag¢des de massa molar, bem
como sobre a estrutura do analito. E um instrumento sofisticado constituido em trés
partes: fonte de ionizacdo, analisador de massas e detector de ions com
aquisicao/processamento de dados (LANCAS, 2009; JARDIM et al., 2006).

Figura 7 Esquema da cromatografia liquida hifenada com espectrometria de massas (HPLC-MS/MS)
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Fonte: Adaptado de BUSTILLOS (2020)

No sistema HPLC-MS/MS (sequencial), a amostra é introduzida pelo injetor
passando pelo sistema de separagao (coluna), onde sao determinados os tempos de
retencado (TR) dependendo da interagdo entre a coluna e a fase movel. Apds esses
compostos sao introduzidos no MS na fonte de ionizacido, ocorrendo a ionizagéo e
evaporagao do solvente. Apds a formagao dos ions, estes seguem para o primeiro

quadrupolo, em que os ions precursores sao determinados, segundo a sua razéo
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massa/carga (m/z), na sequéncia os ions passam pela célula de colisdo, segundo
quadrupolo, colidindo com o gas e formando fragmentos que sdo determinados no
segundo analisador, terceiro quadrupolo. Este processo é chamado de “Multiple
Reaction Monitoring MRM’, em portugués Monitoramento de Reagbes Multiplas,
sendo o monitoramento de reagao selecionada para multiplos ions produto
provenientes de um ou mais ions precursores, aumentando a sensibilidade das
analises (BUSTILLOS, 2020; VESSECCHI et al., 2011 (Figura 8).

Figura 8 Esquema do espectrémetro de massas.
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Para a deteccao por MS os compostos precisam necessariamente serem
ionizaveis. Varias interfaces foram desenvolvidas para o acoplamento da
cromatografia liquida (LC) com MS de forma que pudesse ser realizada a ionizagéo,
porém dois tipos de interface operando a pressdo atmosférica destacam-se, desde o
inicio, para o acoplamento LC/MS: eletrospray (ESI, eletrospray interface), onde o
spray é produzido com auxilio de uma corrente elétrica, e ionizagdo quimica (APCI,
atmospheric pressure chemical ionization) na qual produz-se uma espécie quimica
que ira ionizar a substancia em analise. Estas fontes de ionizacdo sao
complementares visto que a ESI € mais empregada para moléculas de maior
polaridade e a APCI para moléculas menores e menos polares (LANCAS, 2009).

Na ionizagao geralmente € gerado o ion molecular (precursor) que corresponde
a molécula original protonada [M+H]" ou desprotonada [M-H]-, considerando o modelo
de ionizagao eletrospray (ESI* ou ESI), a qual nao é suficiente para a confirmagéo da

identidade do analito, sendo a forma encontrada para se obter mais informacdes e
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confirmacao da identidade das substancias o uso de dois analisadores denominados
sistema em Tandem (FAVRETO, 2016).

Em estudos recentes a LC-MS/MS vem sendo utilizada para caracterizagao de
compostos em alimentos, principalmente quando se refere a compostos fendlicos,
devido a quantidade de compostos diferentes com estruturas moleculares
semelhantes que compde essa classe de compostos. Fracassetti et al. (2013) em seu
estudo sobre a composi¢cdo do camu-camu identificou compostos das classes:
flavondis, antocianinas, derivados do acido elagico, elagitaninos, derivados do acido
galico e proantocianidinas, utilizando o HPLC-DAD-ESI-MS/MS e UPLC-Q-TOF. A
analise foi realizada em modo negativo utilizando a fonte eletrospray de ionizagéo,
este estudo serviu como base para a avaliagao desses compostos nos suplementos
alimentares previamente avaliados neste trabalho. A utilizagdo do UPLC-Q-TOF pelo
autor possibilitou a caracterizagdo dos compostos devido a maior sensibilidade deste
tipo de detector.

Bataglion et al. (2015) pesquisaram compostos fendlicos em frutas tropicais
brasileiras, dentre elas o camu-camu, e quantificou 22 compostos fendlicos diferentes
através da cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao MS (UHPLC-MS/MS),
utilizando a fonte ESI em modelo negativo. Dentre os compostos avaliados estdo o
acido galico, miricetina e quercetina, também avaliados neste estudo.

Na avaliacdo dos compostos fendlicos das folhas de amoreira, Schafranski
(2019) utilizou LC-ESI-MS/MS para a caraterizagdo dos compostos, através do modo
negativo, realizando a extragdo das amostras com metanol acidificado, onde as
leituras foram realizadas utilizando o MRM. Lee et al. (2017) utilizaram entre outras
técnicas analiticas o UHPLC-MS/MS para avaliagdo dos compostos fendlicos e
UHPLC-QToF-MS para avaliagao de procianidinas, ambos a partir do modo MRM, em
modo negativo, na avaliagao da soja para a prevengao de aterosclerose.

Grande parte dos estudos recentes em frutas utilizando MS sao reportados
para a avaliagdo de compostos fendlicos, porém a avaliagcdo do acido ascorbico no
camu-camu é de extrema relevancia. Baenas et al. (2019) avaliaram acido ascoérbico
e o deidroascorbico em sucos de laranja e liofilizados do suco de laranja e brocolis e
reportaram que esses compostos apresentam m/z 175 e 173, respectivamente,
utilizando um método rapido e sem a necessidade de derivatizagao. Considerando um
paralelo com essa pesquisa para um desenvolvimento de método que é possivel

avaliar compostos fendlicos e vitamina C, observa-se que o acido galico € o composto,
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dentre os ja avaliados, que apresenta m/z mais proxima com 169 dentre os compostos
da classe dos polifenois avaliados, sendo que a maioria das substancias da classe
dos compostos fendlicos possuem massas mais elevadas.

Dentre as classes de compostos com acdo antioxidantes presentes no camu-
camu, foram avaliados neste trabalho o acido galico e miricetina, pertencentes a
classe dos compostos fendlicos, e a vitamina C, compostos relatado em maior
quantidade no fruto. As transicbes do acido galico, acido ascorbico e miricetina séo
m/z 169, 175 e 317 respectivamente (BAENAS et al., 2019; FACASSETTI et al., 2013).
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4 CAPITULO 1: Técnicas analiticas para avaliagdo de compostos bioativos do

camu-camu (Myrciaria dubia). Artigo publicado: Revista Théma et Scientia (Qualis A4)

TECNICAS ANALITICAS PARA AVALIACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS DO CAMU-CAMU (MYRCIARIA DUBIA)

PERCIO, Juliana Andres Machado.!
VASCONCELOS, Helder Lopes.?
MANFIO, Josélia Larger.3

RESUMO

O camu-camu (Myrciaria dubia) é um fruto originario da Amazénia e é pesquisado pela presenca de
inUmeros compostosbioativos que foram identificados em diferentes estudos. A alta quantidade de
compostos fendlicos e vitamina C na fruta € amplamente relatada, e esta apresenta ainda minerais
essenciais a saude humana. Neste contexto torna-se interessante conhecer esses compostos
benéficos e quais técnicas analiticas sdo comumente utilizadas para a identificagdo e caracterizagdo
do fruto. Este estudo tem como objetivo realizar uma revisao bibliografica de quais sdo os métodos
analiticos mais utilizados para caracterizagdo da fruta do camu-camu, correlacionando os compostos
estudados com as técnicas analiticas utilizadas, estagios de amadurecimento do fruto e tratamentos
ou subprodutos da fruta. Por meio deste trabalho é possivel identificar rapidamente os compostos
bioativos mais estudados, as técnicas analiticas aplicaveis as classes de compostos, assim como
oportunidades de futuras pesquisas no desenvolvimento analitico para o estudo do camu-camu,
principalmente através da espectrometria de massas, devido a confiabilidade das respostas. Assim
comoa pesquisa de minerais através de técnicas mais sensiveis como o ICP para a caracterizagao
da fruta, produtos e suplementos alimentares derivados do camu-camu.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos analiticos. Antioxidante. Compostos fendlicos. Minerais. Acido
ascorbico.

ANALYTICAL TECHNIQUES FOR THE EVALUATION OF CAMU-CAMU BIOACTIVE
COMPOUNDS(MYRCIARIA DUBIA)

ABSTRACT

Camu-camu (Myrciaria dubia) is a fruit originating from the Amazon and is researched for the
presence of numerous bioactive compounds that have been identified in different studies. The high
amount of phenolic compounds and vitaminC in fruit is widely reported, and it also contains minerals
essential to human health. In this context it is interesting to know these beneficial compounds and
which analytical techniques are commonly used for fruit identification and characterization. This study
aimed to carry out a literature review of which are the most used analytical methods for
characterization of camu-camu fruit, correlating the studied compounds with the analytical techniques
used, fruit ripeningstages and fruit treatments or byproducts. Through this work it is possible to quickly
identify the most studied bioactive compounds, the analytical techniques applicable to the classes of
compounds, as well as opportunities for future researchin the analytical development for the study of
camu-camu, mainly through mass spectrometry, due to the reliability theirresponses, as well as
mineral research through more sensitive techniques such as ICP for the characterization of camu-
camu fruit, products and dietary supplements.

KEYWORDS: Analytical Methods. Antioxidant. Phenolic compounds. Minerals. Ascorbic acid
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1.INTRODUGAO

O camu-camu (Myrciaria dubia) € uma planta do género Myrciaria
pertencente a familia Myrtaceae as quais s&o encontradas em varios biomas
brasileiros como a floresta Amazébnica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e
Pampa, sendo que este género contém aproximadamente 99 espécies conhecidas
(Borges et al, 2014).

O habitat natural da Myrciaria dubia é a beira de rios e igarapés ou regides
permanentemente alagadas, onde parte do caule permanece submersa (RIBEIRO et
al, 2016). O fruto do camu- camu também é conhecido como cagari ou araga d’agua,
sendo uma fruta tipicamente originaria da Amazobnia. A fruta € redonda com
aproximadamente 2,5 cm de diametro e o pericarpo € brilhante, variando de vermelho
a roxo quando maduro. Ja o mesocarpo € acido e a casca muito azeda, suculento e
de cor rosa (NERI-NUMA et al, 2018; GRIGIO et al, 2017), conforme a Figura 9. A
sua elevada acidez devido a quantidade de vitamina C e amargor da casca, devido
a presenca dos compostos fendlicos dificulta a palatabilidade e consumo da fruta
fresca (SALOMAO-OLIVEIRA et al, 2016).

Figura 9 Fruto do camu-camu

Fonte: Arquivo do autor.

O perfil fitoquimico do camu-camu tem despertado o interesse de varios
pesquisadores nos ultimos anos, pois nele se observa a presenca de varias
substancias bioativas. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define

substancia bioativa como uma substancia nutriente ou ndo nutriente consumida
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normalmente como componente de um alimento, que possui acdo metabdlica ou

fisiolégica especifica no organismo humano (BRASIL, 2018).

Entre as substancias bioativas do fruto do camu-camu observa-se a presenca
de vitamina C, estando esta em concentragdes até 20 vezes maiores que a acerola
e 100 vezes maiores que o limdo, com quantidades relevantes de compostos
fendlicos, tendo um importante poder antioxidante (CHIRINOS et al, 2010; VIDIGAL
et al, 2011). Estudos destacam ainda outros compostos importantes para a saude
humana, como o B-caroteno e a presenga de minerais essenciais, como calcioe
potassio (ZANATTA et al, 2007; YUYAMA et al, 2003; RIBEIRO et al, 2016).

Os diferentes compostos bioativos presentes no fruto do camu-camu podem
ser usados para retardar ou prevenir varias doencgas cronicas como dislipidemias,
obesidade, doengas cardiovasculares e cancer, devido sua agado antioxidante
(AGUIAR et al, 2018; ANHE et al, 2019).

Devido a relevante quantidade de compostos e a auséncia de método oficial
para realizar tais avaliagbes, o objetivo deste trabalho foi explorar pesquisas
realizadas com o fruto do camu-camu emrelagédo as determinagbes de compostos
bioativos, antioxidantes e minerais, e verificar quais sdo os métodos analiticos mais
utilizados para identificacdo ou caracterizacao desses compostos no fruto innatura
ou apods algum processamento.

A metodologia de busca dos artigos foi através dos termos camu-camu,
myrciaria dubia, compostos fendlicos, compostos bioativos, caracterizagdo, nas
plataformas Pub Med, Science Directe banco de dissertacdes de Universidades. Os
artigos foram selecionados atraveés do titulo e resumo onde trouxesse informacdes

sobre a etapa analitica de caracterizacéo do fruto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPOSTOS BIOATIVOS ANTIOXIDANTES E MINERAIS

Os compostos fendlicos sao estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
aneis aromaticos,na forma simples ou em polimeros, que conferem a eles acgao
antioxidante. Podem estar presentes em frutas e vegetais na forma livre ou
complexada a agucares e proteinas (ANGELO et al, 2007). Representam a principal

classe dos metabdlitos secundarios nas plantas e sdo derivados das vias do acido
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chiquimico e via fenilpropanoidica. Dentre as classes de compostos fendlicos, os que

mais se destacam como fontes naturais de antioxidantes sdo os flavonoides, taninos,
acidos fendlicos e tocoferois (GONCALVES, 2008).
A estrutura dos flavonoides é constituida por 15 atomos de carbono e

apresentam 3 aneis aromaticos, sendo um anel pirano que esta ligado por uma

ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel aromatico. Essas estruturas podem

ocorrer na forma livre (ndo conjugada com heterosideos ou agliconas, por exemplo,

a quercetina) ou na forma conjugada a uma unidade glicosidica (DAMETTO,2014;

ZUANASSI, 2002). Esta estrutura contempla compostos como as antocianinas,

flavondis e derivados, acidos fendlicos, benzoico, cindmico e derivados. A Tabela 1

exemplifica a estruturaquimica dos compostos fendlicos demonstrando a variedade

de estruturas que podem ser encontradasnesta classe, desde os mais simples até as

moléculas condensadas como os taninos (ANGELO et al, 2007).

Tabela 1 - Classe de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzéicos Cs — C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce—C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropansides | Cs — Cs
Naftoquinonas Ce—C4
Xantonas Cs—C1—Ces
Estilbenos, antoquinonas Ce—C2—Cs
Flavonoides, isoflavondides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce — C3)2
Biflavondides (Cs — Cs — Cé)2
Ligninas (Ce — C3)n
Taninos condensados (Cs — C3 — Cé)n

Fonte: Adaptado de ANGELO et al (2007).

A vitamina C é um nutriente extremamente importante para a fisiologia
humana. Conhecida também como acido ascorbico, é constituida de um anel y-
lactona quase planar com dois centros quirais, determinando dois pares de
isbmeros, acido L e D-ascérbico (ROSA et al,2007). Segundo Correa (2011) o
conteudo de acido ascérbico dos frutos varia de acordo com aregido e da época
do ano, sendo importante monitorar o conteudo de vitamina C em cultivos de camu-
camu de diferentes lugares e estados de maturagao do fruto.

O stress oxidativo € definido como um desequilibrio entre a produgao das
espécies reativas (de oxigénio ou nitrogénio) e agentes antioxidantes, sendo estes

agentes capazes de inibir, prevenir ou retardar o processo oxidativo, mesmo em



baixas concentragdes (DAMETTO,2014).

Os antioxidantes sao os responsaveis pelo sequestro de radicais livres, e
podem ser classificados em primarios, que interrompem a cadeia de reacdes
envolvidas na oxidacdo, e secundarios, que reduzem a taxa de iniciacdo da
oxidagao. Alguns antioxidantes sdo metabdlitos secundarios das plantas e nelas
estdo associados ao sistema de defesa desta contra insetos, herbivoros,
microrganismos, protecdo contra os raios UV, atragdo de polinizadores, entre
outras (ANGELO et al, 2007; GONGCALVES, 2008; GONCALVES, 2012;
CARVALHO et al, 2002).

Para exemplificar os compostos estudados no fruto do camu-camu a Tabela
2 traz a relagdo entre as moléculas ja estudadas e suas classes, devido ao fato
dos compostos fendlicos,assim como a vitamina C, atuarem como antioxidantes.
Os minerais sendo importantes a fisiologia humana, também recebem enfoque
neste estudo. Observa-se na tabela que quercetina, acido galico, elagico e

antocianinas estéo presentes em diferentes estudos realizados com camu-camu.

31
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Tabela 2 - Compostos bioativos do camu-camu citados em estudos cientificos

Classe ou
subclasses

Compostos Bioativos

Autor

Compostos fendlicos

Flavondides totais; antocianinas totais; compostos
fendlicos

Vitamina

Vitamina C

Grigio et al. (2017)

Sais Minerais

Sais minerais totais

Sousa et al. (2015)

Carotendides

B-caroteno

Vitamina

Vitamina C

Sais Minerais

Ferro; sodio; calcio

Compostos fendlicos

Polifendis totais

Aguiar et al. (2018)

Compostos fendlicos

Acido galico
p-cumarico
Mircetina
Quercetina
Luteolina

Bataglion et al. (2015)

Flavonois

Miricetina-3-0-hexosideo
Miricetina -3-o-pentosideo
Quercetina-3-o0- hexosideo
Miricetina

Antocianinas

Cianidina-3-o-glucosideo

Acido elagico derivado

Acido valoneico dilactone

Acido elagico hexosideo

Acido elagico pentoside

Acido elagico desoxy hexosideo
Acido elagico

Ellagic acetyl rhamnoside

Acido elagico derivado

Elagitaninos

Vescalagina; Castalagina

HHDP-galoil-glicose

Di-HHDP- glicose (pedunculagin)
Di-HHDP-galoil-glicose (casuarictina/potentialina)
Digaloil-HHDP-glicose

Di-HHDP-galoil-glicose (casuarictina)
Tri-galoil-HHDP-glicose (telimagrandina II)

Acido galico derivado

Acido galico
Acido galico derivativo

Proantocianidinas

Gallocatechina-gallocatechina gallato-
gallocatechingallato
Gallocatechina-gallato
Gallocatechina-gallato-dimero

Vitamina

Vitamina C

Fracassetti et al. (2013)

Vitamina

Vitamina C

Sais Minerais

N, P, K, Ca, Mg, S, B, Zn, Fe, Mn, Cu, Na e Se

Compostos fendlicos

Acido elagico livre e total; rutina; antocianinas;
proantocianidinas

Gongalves (2012)

Compostos fendlicos

Flavan-3-ol  derivado; catequina; delfinidina-3-
glucosideo; cianidina-3-glucosideo; flavanona; acido
elagico; rutina; acido elagico derivado

Chirinos et al. (2010)

Vitamina Vitamina C

Minerais Ca, Mg, S, Zn, Fe, Mn, Cu, B, N, P, K. .

Vitamina Vitamina C Ribeiro et al. (2016)
Acido graxo Acido linoleico 8mega 3 e 6 .

Minerais K, Na, P, Si, Mg, S, Ti Filho et al. (2018)

FONTE: Elaborado pelos autores
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2.2 METODOS ANALITICOS PARA CARACTERIZAGCAO E QUANTIFICACAO
DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Nos ultimos anos, no Brasil, os compostos bioativos de frutas estdo sendo
avaliados por diferentes técnicas analiticas, dependendo do composto pesquisado.
Diversos autores estdo empenhados em identificar e quantificar compostos que
possam trazer beneficios a saude através de alimentos, principalmente compostos
fendlicos (SILVA et al, 2014).

Esses estudos sdo baseados em metodologias colorimétricas tradicionais
suportadas por medicdes espectroscopicas. Atualmente inumeros estudos vém de
encontro ao uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgéo
ultravioleta (UV). Mais recentemente a espectroscopia de massas (MS) tem sido
empregada na analise de alimentos para abordagensqualitativas e quantitativas
(BIESAGA et al, 2009; GRUZ et al, 2008; BATAGLION et al, 2015; ALOTHMAN et al,
2009; LIM et al, 2007). O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a
espectroscopia de massas tem recebido atencdo devido a capacidade de
caracterizar compostos estruturalmente semelhantes em matrizes complexas
(BATAGLION etal, 2015; BAZOTlet al, 2006; FRANCESCATO et al, 2013; GALLART-
AYALA et al, 2008; NAGY et al, 2009). Para uma completa caracterizagdo pode-se
utilizar técnicas complementares para a definicdo da estrutura quimica dos
compostos.

Neri-Numa e colaboradores (2018) no estudo de revisdo sobre as frutas
brasileiras, enfatizaram a existéncia de calcio (Ca), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe)
e magnésio (Mg) no camu-camu. Neves et al (2011) observaram a prevaléncia dos
minerais calcio (Ca), ferro (Fe) e fosforo (P) que foram determinados por
espectrometria de emissao atdbmica com fonte de plasma indutivamenteacoplado
(ICP-OES). Ainda neste estudo os autores relataram que os Blends (mistura de sucos
ou néctares de frutas) elaborados, com o objetivo de melhorar a composigéo
nutricional, ndo perderam os minerais citados apés um periodo de estabilidade, o
que reforca a necessidade de se avaliar esses compostos no fruto ou em produtos
derivados do fruto para definicdo de marcadores bioativos do produto, sabendo-se
que os compostos podem se manter estaveis.

Em estudo recente Rodrigues et al (2020) desenvolveram uma técnica

inovadora de extragao dos compostos bioativos do camu-camu através de extracao
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por ultrassom e osmose reversa e realizaram analises através de técnicas
espectrofotométricas para avaliagdo da atividade antioxidante(DPPH, FRAP, ABTS),
quantificacdo de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu,teor de
vitamina C por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD/UV-Vis)
desenvolvido por Neves et al (2015).

Neste estudo Rodrigues et al (2020) também realizou a identificacdo dos
compostos bioativos através da cromatograma liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-Q- TOF-MS/ MS) e HPLC-DAD/UV-Vis.

A maioria dos estudos encontrados sédo de frutas frescas ou processadas a
fim de obter pds de partes da fruta ou da fruta inteira. Fidelis et al (2020) realizaram
um estudo com a incorporagao de sementes de camu-camu liofilizadas em iogurte,
afim de avaliar o efeito antioxidante e sensorial no iogurte. No estudo os compostos
fendlicos quantificados foram vescalagin, castalagin, acido galico, procianidina e
epicatequinas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia UV-Vis e
fluorescéncia, sendo que a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de
DPPH, Folin-Ciocaulteu e capacidade redutora de ferro e cobre. Quando adicionadas
as sementes de camu-camu liofilizadas ao iogurte este demonstrou aumento da
atividade antioxidade e capacidade redutora, além de boa aceitacdo na analise
sensorial.

A Tabela 3 apresenta a relacédo dos estudos realizados com o fruto do camu-
camu onde foram pesquisados compostos bioativos da fruta in natura ou apos algum
processamento, sendo que a maioria das pesquisas trata da fruta em forma de polpa

ou ap6s algum processo de secagem como a liofilizagao.
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Tabela 3 - Relagdo de métodos analiticos utilizados para caracterizagdo de frutos de camu-camu com diferentes
caracteristicas de tratamento, estagios de maturagao, de acordo com o tipo de composto bioativo avaliado.

C.om}?ostos Técnicas Tratamento no fruto Estagio (le Autor
Bioativos maturacio
Titulagdo Liofilizagdo Fruto maduro Grigio et al. (2017)
Verde
Separagio polpa e polpa + Semi-maduro Correa et al. (2011)
casca Maduro
Sobremaduro
Fruto fresco Em maturacao Aguiar et al. (2018)
Vitamina C Cromatografia liquida Verde .
o . Chirinos et al.
(HPLC) Fruta inteira Semi-maduro (2010)
Maduro
Polpa (po) Fracassetti et al.
Casca + semente (farinha) Maduro (2013)
Polpa (suco concentrado) ~ .
Polpa + casca (liofilizada) Nao especificado  Gongalves (2012)
Polpa e casca Maduro Ribeiro et al. (2016)
Folin-Ciocalteau Liofilizagdo Fruto maduro Grigio et al. (2017)
Bataglion et al.
UPLC-MS/MS Polpa Maduro (2015)
DPPH Fruto fresco Em maturacao Aguiar et al. (2018)
Compostos Cromatografia liquida Lo Verdp Chirinos et al.
fendlicos (HPLC) Fruta inteira Semi-maduro (2010)
DPPH Maduro
HPLC-DAD-MS-MS, , .
DDPH, ABTS, g(;lslzz S?(s)e):mente (farinha) Maduro erSTzs)sem ol
ORAC
Folin-Ciocalteau Polpa (suco concentrado) ~ .
DPPH, ORAC, FRAP _ Polpa + casca (liofilizada) Nao especificado Gongalves (2012)
DPPH Oleo extraido da semente Nao especificado  Filho et al. (2018)
Carotensides Cromatografia liquida Fruto fresco Em maturagio Aguiar et al. (2018)
(HPLC)
Proantocianinas Colorimétrico
(DMAC)
C . - Cromatografia liquida  Polpa (suco concentrado) ~ . Gongalves (2012)
Acido elagico (HPLC) Polpa + casca (liofilizada) Naio especificado
Elagitaninos UPLC-MS
Proantocianinas HPLC-Fluorescéncia
Condutimetria Co-produtos processados Nao especificado  Sousa et al. (2015)
Absor¢do atomica Fruto fresco Em maturacao Aguiar et al. (2018)
Minerais

Absor¢ao atdmica e
fotometro de chama

Polpa (suco concentrado)
Polpa + casca (liofilizada)

Nao especificado

Gongalves (2012)

Polpa e casca

Maduro

Ribeiro et al. (2016)

ICP-OES

Oleo extraido da semente

Nao especificado

Filho et al. (2018)

Acido graxo

RMN

Oleo extraido da semente

Naio especificado

Filho et al. (2018)

B - caroteno

Cromatografia liquida
(HPLC)

Polpa e casca

Maduro

Ribeiro et al. (2016)

FONTE: Elaborado pelos autores
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Tendo em vista que o camu-camu € uma fruta originaria da Amazdbnia, os
estudos apresentados foram na grande maioria realizados com frutas adquiridas
na regido citada, incluindo a regido Amazonica Peruana, sendo o estudo realizado
por Gongalves (2012) realizado com frutas adquiridasno estado de S&o Paulo. O
estagio de maturacédo do fruto também é um dado importante o qual sepode
correlacionar resultados dos compostos bioativos, assim validando a melhor época
de colheita.As técnicas mais utilizadas para a avaliacdo de compostos fendlicos
estdo exemplificadas na figura 10, onde se observa que a cromatografia liquida de

alta eficiéncia € a técnica predominante para a avaliagédo de vitamina C.

Figura 10 Relagdo entre as classes de compostos mais estudados no fruto do camu-camu e
frequéncia dos métodos analiticos utilizados para determinagdo desses compostos.
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As técnicas espectrofotométricas s&o tradicionalmente utilizadas
principalmente para a avaliagdo da capacidade antioxidante onde os métodos de
Folin-Ciocalteau, DPPH, ORAC e FRAC séao baseados na capacidade redutora dos
reagentes contra os radicais livres. O método de Folin- Ciocalteau é utilizado para
avaliacdo de compostos fendlicos totais através da capacidade redutora do reagente
pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloragdo azul que absorve

no UV. Porém ndo é um método especifico, pois determina todos os compostos
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fendlicos e outras substanciasredutoras, como a vitamina C, podendo interferir nos
resultados (ANGELO et al, 2007; GONCALVES, 2012). O método do DPPH baseia-
se na determinagao da reducédo do radical estavelDPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazida)
pelos antioxidantes presentes na amostra, enquanto o método de ORAC baseia-se
na capacidade de absorgao de radicais de oxigénio e o de FRAP pela capacidade
antioxidante por redugao de ferro (GONCALVES, 2012).

Por meio de técnicas mais especificas que a espectrofotometria pode-se
caracterizar os compostos constituintes do fruto. A espectroscopia de massas € a
cromatografia liquida sdo os métodos mais recentemente utilizados para separagao
de compostos bioativos em alimentos, e elucidagdo das suas estruturas usando
detectores de UV e espectrometria de massas (ANGELO et al,2007; BATAGLION et
al, 2015).

Devido a estrutura quimica dos compostos fendlicos, varios autores utilizam a
cromatografia liquida e extragdo desses compostos em solventes como a agua,
metanol ou acetonitrila, sendo que, normalmente acidifica-se a fase movel e o
solvente de extragao para estabilizar as antocianinas. Esta classe de compostos é
facilmente observada no comprimento de onda 520 nm, e geralmente utiliza-se
coluna cromatografica com empacotamento C18 e com 25 cm de comprimento,
melhorando a separagdo cromatografica. Sendo a cianidina-3-glicosideo e
delfinidina-3-glicosideo as antocianinas mais evidenciadas nos estudos,
principalmente nas cascas dos frutos maduros (DAMETTO, 2014; FRACASSETTI et
al, 2013; BATAGLION et al, 2015; GOUVEA et al, 2010).

A espectrometria de massas é responsavel por respostas analiticas mais
detalhadas das estruturas quimicas encontradas no fruto, e o detector analisa tragcos
de compostos organicos, em misturas complexas, a qual, acoplada a cromatografia
liquida, esta consolidada como uma técnica analitica robusta, versatil e com boa
sensibilidade (LANCAS, 2009).

Alguns resultados s&o interessantes em relagdo a estudos realizados em
diferentes estagios de maturacdo da fruta, pois por meiode diferentes técnicas
analiticas os autores chegaram a conclusdes semelhantes sobre os compostos
bioativos presentes no camu-camu. Um estudo interessante foi realizado por
Fracassetti et al (2013) ondefoi avaliado dois pds da fruta no estagio maduro, sendo
um obtido da polpa e o outro da semente e casca removidos da polpa, com objetivo

de caracterizar os compostos fendlicos, quantificar a vitamina C e determinar a
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capacidade antioxidante e o potencial nutricional do fruto. As principais classes de
compostos encontrados no referido estudo foram flavonoides, acido elagico,
elagitaninos e proantocianidinas, os quais foram facilmente detectados no p6. Tal
fato corrobora com Chirinos etal (2010) que descreve o acido elagico e flavan-3-ol
como principais compostos fendlicos, e com Borges et al (2014) que indicam que a
classe de compostos fendlicos mais importante € a flavan-3- ol, seguida pelo grupo
dos acidos elagico e galico, além de flavonoides, flavanonas, antocianinas,
catequinas, e rutina, sendo a cianidina-3-glucosideo a antocianina encontrada em
maior quantidade seguida da delfinidina-3-glucosideo.

Os compostos também s&o suscetiveis a degradagao pelo aumento da
temperatura, conforme observado por Fracassetti et al (2013) onde as antocianinas
cianidina-3-glucosideo e delfinidina-3-glucosideo ndo foram observadas apds a
secagem para a obtencdo dos pos.

O processo de amadurecimento € uma variavel critica para as propriedades
bioativas, onde o estudo comparativo entre os estagios verde, de semi maturagéo e
maduro demonstraram altos teores de compostos fenoélicos no estagio verde e semi
maturacdo e queda no valor no fruto maduro (CHIRINOS et al, 2010; AGUIAR et al,
2018).

A polpa é a parte da fruta mais considerada nos estudos, onde apresenta a
maior concentragdo de acidos organicos e maiores quantidades de compostos
fendlicos. Na casca, quanto mais maduro ofruto maior a incidéncia de antocianinas
visto que conferem o pigmento ao fruto, sendo que as mesmas nao foram observadas
nas sementes (GRIGIO et al, 2017; GONCALVES, 2012).

Segundo Correa et al (2011) as quantidades de vitamina C na casca e polpa
sao maiores na casca do que as obtidas na polpa em frutos maduros e sobremaduros.
Chirinos et al (2010) e Langley et al (2015) concluiram que o conteudo de vitamina
C diminui com o aumento da maturacdo, enquanto que flavonoides e capacidade
antioxidante aumentam com o amadurecimento. Estas variacbes podem ser
atribuidas a regido do cultivo e estagios de maturagdo, que podem influenciar na
composic¢ao da fruta do camu-camu (RIBEIRO et al, 2016).

Estudos sugerem também que diferentes condi¢cées de cultivo modelam os
niveis de compostos bioativos, assim como a regido também podeinfluenciar nas
propriedades do fruto (AGUIAR et al, 2018; RIBEIRO et al, 2016). Aguiar et al (2018)

citam que a quantidade de vitamina C foi mais expressiva em locais secos de cultivo
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de camu-camu, assim como as quantidades de potassio, calcio e enxofre, quando
comparados a analise da frutacultivada em ambientes alagados, provavelmente pelo
controle do solo.

Em estudos realizados com a semente do camu-camu foi observado tanto a
presenca de potassio, fosforo, sédio e silicio, além de atividade antioxidante (Filho et
al, 2018) e a auséncia de antocianinas (GRIGIO et al, 2017).

Frutas e alimentos funcionais com propriedades antioxidantes estdo em
evidéncia nos mercados brasileiro e americano, e conhecer o potencial bioativo de
frutas brasileiras e seus compostos, como o0 camu-camu € interessante e pode
auxiliar para que estudos mais aprofundados sejam realizados visando o
conhecimento e desenvolvimento de produtos derivados do camu-camu, agregando
valor aos mesmos (LANGLEY et al 2015; FILHO et al, 2018).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel verificar quais s&do as analises mais utilizadas em pesquisas
envolvendo cada classede compostos bioativos do camu-camu. A caracterizagcao
completa dos compostos deste fruto pode ser feita por meio do uso da espectrometria
de massas, sendo um campo promissor para futuras pesquisas, visto que este
meétodo traz respostas analiticas mais confiaveis para a avaliagcdo dos inumeros
compostos existentes no fruto. Observou-se também com este estudo que as
pesquisas dosminerais no fruto utilizaram técnicas simples de determinacao, porém
nao foi tomada como foco na maioria dos trabalhos avaliados, uma vez que a maioria
citava a existéncia de diversos minerais no fruto e poucos estudos davam enfoque a
esta pesquisa, sendo que a analise por técnicas mais sensiveiscomo a espectrometria
de emissdo atbmica por plasma indutivamente acoplado (ICP) foram pouco
relatadas. Existem varios estudos relevantes sobre a capacidade bioativa do fruto in
natura ematurado, por meio da identificagdo e caracterizacdo dos compostos pelas
técnicas citadas, porém hapoucos estudos envolvendo produtos processados ou
suplementos alimentares derivados do camu-camu, sendo este desenvolvimento um
possivel foco para estudos futuros, principalmente devido aomarco regulatério para

suplementos alimentares
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5 CAPITULO 2: Avaliacdo de compostos fendlicos e vitamina C em suplementos
alimentares a base de camu-camu por HPLC-MS/MS. Artigo redigido conforme

normas da Revista International Journal of Development Issues (Qualis A4).

AVALIACGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E VITAMINA C EM
SUPLEMENTOS ALIMENTARES A BASE DE CAMU-CAMU POR HPLC-MS/MS

PERCIO, Juliana Andres Machado'; PERCIO, Maycon Fernando?
VASCONCELOS, Helder Lopes?; MANFIO, Josélia Larger?.

RESUMO

Camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto rico em compostos bioativos originario da
Amazobnia e pertencente a familia das Mytaceas. A alta quantidade de vitamina C e
compostos fendlicos € amplamente relatada no fruto, porém ao paladar é considerado
azedo, dificultando o seu consumo in natura. Neste contexto, torna-se interessante a
utilizagcao do fruto para fabricacdo de suplementos alimentares. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade de suplementos alimentares a base de camu-camu por
meio do desenvolvimento e validagdo de um método analitico empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (HPLC-MS/MS). Para tal, vitamina C, acido galico e miricetina foram os
nutrientes marcadores estudados. O método foi desenvolvido e validado conforme
normas regulatorias vigentes. Foram avaliadas 5 amostras, preparadas através de
extragdes com metanol acidificado (10% v/v), utilizando como fase mével uma mistura
de acetonitrila e acido férmico 1% (v/v) em sistema gradiente, coluna cromatografica
C18 (250mm x 4,6mm x 3,5um) em cromatégrafo com deteccdo MS/MS sequencial,
através da ionizagao eletrospray (ESI) em modo negativo, utilizando MRM. O método
desenvolvido foi preciso, exato e linear (R>0,99) para todos os analitos avaliados. Foi
possivel quantificar os trés compostos sem interferéncia da matriz. Dos cinco produtos
analisados, quatro apresentaram resultados expressivos de vitamina C (7,99; 6,15;
2,10 e 11,92 g/100g), assim como dos compostos acido galico e miricetina. O método
desenvolvido, demonstrou ser capaz de identificar e quantificar compostos em
matrizes complexas, além de muito sensivel para avaliagdo dos compostos bioativos
no camu-camu.

Palavras-chave: Myrciaria dubia; espectrometria de massas, compostos bioativos.
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EVALUATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND VITAMIN C IN CAMU-CAMU
BASED DIETARY SUPPLEMENTS BY HPLC-MS / MS

ABSTRACT

Camu-camu (Myrciaria dubia) is a fruit rich in bioactive compounds originating from
the Amazon and belonging to the Mytacea family. The high amount of vitamin C and
phenolic compounds is widely reported in the fruit, but on the palate it is considered
sour, making it difficult to consume in natura. In this context, it is interesting to use the
fruit for the manufacture of dietary supplements. The objective of this work was to
evaluate the quality of camu-camu based food supplements through the development
and validation of an analytical method using high performance liquid chromatography
coupled to sequential mass spectrometry (HPLC-MS/MS). For this purpose, vitamin C,
gallic acid and myricetin were the marker nutrients studied. The method was developed
and validated according to current regulatory standards. Five samples were evaluated,
prepared by extractions with acidified methanol (10% v/v), using as mobile phase a
mixture of acetonitrile and 1% formic acid (v/v) in a gradient system, chromatographic
column C18 (250mm x 4, 6mm x 3.5um) in a chromatograph with sequential MS/MS
detection, through electrospray ionization (ESI) in negative mode, using MRM. The
method developed was precise, accuracy and linear (R>0.99) for all analytes
evaluated. It was possible to quantify the three compounds without matrix interference.
Of the five products analyzed, four showed expressive results for vitamin C (7.99; 6.15;
2.10 and 11.92 g/100g), as well as the compounds gallic acid and myricetin. The
developed method proved to be able to identify and quantify compounds in complex
matrices, in addition to being very sensitive for the evaluation of bioactive compounds
in camu-camu.

Keywords: Myrciaria dubia; mass spectrometry, bioactive compounds.



42

1 INTRODUGAO

Substancias bioativas que trazem beneficios a saude estdo em ascensdo no
consumo pela populagédo para melhoria da qualidade de vida. Essas substéncias s&o
nutrientes que possuem agao metabdlica ou fisiolégica no organismo (Percio et al.,
2021). Normalmente sao encontradas nos alimentos e sdo compostas por vitaminas
ou polifendis, ou podem ser consumidas em formas farmacéuticas através de
suplementos alimentares. A suplementacao alimentar € uma forma facil de administrar
os nutrientes desejados na nutrigdo diaria, sendo para reposigao de algum composto
deficiente ou como suplementacao a alimentacgao.

A regulacdo da suplementacdo alimentar € um desafio devido ndo haver um
consenso global de como categorizar esses produtos (Dwyer et al., 2018). No Brasil,
a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) lancou em 2018 o Marco
Regulatério para Suplementos Alimentares para garantir a populagdo produtos
seguros e de qualidade, definindo regras mais adequadas, limites minimos e maximos
para substancias, além de alegagbes com comprovagao cientifica (Anvisa, 2019).
Essa normatizagao dos suplementos alimentares faz com que sejam necessarios mais
estudos e desenvolvimento de metodologias para a avaliagao dos produtos, o que
também é um desafio devido as matrizes complexas em certos tipos de suplementos
alimentares.

O camu-camu (Myrciaria dubia) € um fruto amazénico com grande potencial
antioxidante, alta quantidade de vitamina C e compostos fendlicos (Akter et al., 2011;
Chirinos et al., 2010; Fracassetti et al., 2013). E considerado um super fruto devido ao
seu perfil fitoquimico unico (Bataglion et al., 2015) e vem sendo amplamente estudado
para a caracterizagao desses compostos e avaliacido do impacto na administragao de
seu extrato em doencas associadas a desordens imunometabdlicas associadas, como
a obesidade (Anhé et al., 2019), o diabetes tipo 2 e hipertenséo (Fujita et al., 2017).

Dentre as classes de compostos fendlicos, os que mais se destacam como
fontes naturais de antioxidantes s&o os flavonoides, taninos, acidos fendlicos e
tocoferdis. Estes sdo metabdlitos secundarios essenciais para a sobrevivéncia da
planta, pois atuam em mecanismos de defesa da mesma (Gongalves, 2008; Martins
et al., 2016; Silva et al., 2010; Wink, 2016; Schafranski, 2019).

Diversos estudos realizam a caracterizacado da fruta contendo diversas classes
de compostos fendlicos, sendo identificados normalmente mais de 30 compostos
diferentes (Fracassetti ef al., 2013; Chirinos et al., 2010), dentre os quais destacamos
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como relevante o acido galico e a miricetina devido as propriedades antioxidantes e
disponibilidade de padrdes de alta pureza e a vitamina C, sendo o composto em maior
quantidade no camu-camu e utilizado como apelo para a comercializagao.

O acido galico € um dos principais representantes da classe dos acidos fendlicos,
ocorrendo normalmente na forma de taninos, o qual é responsavel pelo sabor
adstringente nas frutas (Angelo and Jorge, 2007; King and Young, 1999), tendo sido
previamente estudado no camu-camu nas formas de fruta fresca e fruto processado
(Chirinos et al., 2010; Fracasseti et al., 2013). Apresenta alta capacidade antioxidante,
atividade antitumoral, cardioprotetora, hepatoprotetora e antiofidica (Martins, 2017).

A miricetina é um flavonoide natural que possui multiplos grupamentos hidroxilas
em diferentes posi¢cdes que confere um forte poder antioxidante e anti-inflamatério.
Segundo Li e Ding (2012), a miricetina foi utilizada no tratamento de diabetes melitus
em estudos realizados in vitro, além de relatos de prevenir a hipertensao.

Em estudo recente, Liu e colaboradores (2020) relacionam o uso de miricetina e
dihidromiricetina com a melhora da doenca de Alzheimer, devido a inibicdo da
resposta inflamatéria no sistema nervoso central, formagdo de quelatos com ions
metalicos e inibicdo do estresse oxidativo. O estudo ainda propde que esses
compostos poderiam ser utilizados no desenvolvimento de produtos ou alimentos com
a capacidade de prevenir e melhorar a doenca de Alzheimer.

A vitamina C, composto mais expressivo no camu-camu, ndo € sintetizada pelo
nosso organismo e € envolvida em inumeras fung¢des bioquimicas, como a
neutralizagdo de radicais livres, sintese e prote¢cado de colageno, absorcao de ferro
gastrointestinal, entre outros (Baenas et al., 2019; Dasgupta and Klein, 2014). Apds o
Marco Regulatério de 2018, a Instru¢do Normativa IN 28/2018 traz as quantidades
minimas e maximas autorizadas para o uso em suplementos alimentares na
recomendagao diaria de consumo por grupo populacional, além de aditivos
alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados (Brasil, 2018). Em
contrapartida, a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) deixou de ser o fator de
diferenciacdao entre suplementos vitaminicos e/ou minerais e medicamentos
especificos (Dal Molin et al., 2019; Brasil, 1998; Brasil, 2016). A instru¢ao normativa
IN 28/2018 reporta valores de 13,5 a 1.916,02 mg como quantidades minima e
maxima, respectivamente, permitidas para acido ascérbico para pessoas maiores de
19 anos (Brasil, 2018).

Considerando a mudancga regulatéria brasileira, a avaliagcdo da estabilidade e

quantidades de nutrientes nos suplementos alimentares € fundamental para a
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manutencdo da qualidade do produto. A pesquisa de vitamina C & amplamente
descrita com técnicas tradicionais (titulagdo), espectrofotometria e cromatografia
liquida. Recentemente o uso da espectrometria de massas tem sido reportado em
estudos para a quantificagdo do acido ascorbico (AA). O objetivo desse estudo foi
desenvolver e validar uma metodologia para quantificagdo de compostos fendlicos
(miricetina e acido galico) e vitamina C no mesmo sistema de detecg¢ao, através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(sequencial).

2 MATERIAL E METODOS

Padrées, reagentes e equipamentos:

Todos os reagentes e padrdes utilizados foram de grau analitico. Todas as
solugdes foram preparadas com agua ultrapura, obtida de sistema ultrapurificador
Evoqua (Glnzburg, Alemanha). Os equipamentos utilizados foram: centrifuga
Eppendorf (Hamburg, Alemanha), agitador de microtubos IKA (Breisgau, Alemanha),
ultrassom Quimis (Diadema, Brasil). Acido ascérbico, myricetin e acido galico foram
obtidos da Merck Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha), acetonitrila Biograde
(Anapolis, Brasil), metanol Supelco (Darmstadt, Alemanha), acido féormico Neon
(Suzano, Brasil). Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC Waters, EUA),
espectrémetro de Massas Quattro Micro (MS/MS Waters, EUA).

Amostras:
Para o desenvolvimento e aplicagdo do método foram adquiridas 5 marcas de
amostras comerciais disponiveis em sites na internet de suplementos alimentares,

onde os ingredientes descritos eram somente camu-camu em po.

Extragdo dos compostos ativos:

A extracdo dos compostos ativos de interesse das amostras de suplemento de
camu-camu foi realizada pesando-se 100 mg de cada amostra, adicionando-se 1,5 ml
do solvente de extracdo (metanol acidificado 10%) e agitando-se por 2 minutos em
agitador de microtubos, e por mais 10 minutos em ultrassom. Apds esta etapa, a
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 10.000 rpm. Em seguida, diluiu-se 150 yL do
sobrenadante em 850 pL de diluente (dgua: acido formico e metanol, 80:10:10), sendo

fitrado em membrana de PVDF 0,45 ym. As amostras foram preparadas protegidas
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da luz. A diluicao foi definida com base na relacdo das areas obtidas com a amostra
e a curva de calibracao estudada. A proporcao do diluente foi testada a fim de obter o

melhor perfil cromatografico para avaliagdo dos compostos estudados.

Condigbes CLAE-ESI/MS-MS:

Acido ascorbico (AA), Acido Galico (AG) e Miricetina (MI) foram quantificados
utilizando-se cromatografo liquido Alliance Waters acoplado a triplo quadruplo
sequencial (Quattro Micro, Waters), operando pelo monitoramento de reacgdes
multiplas (MRM) e ionizag&o por eletrospray (ESI) em modo negativo (ES-), coluna
Eclipse XDB-C18 Agilent 5 um x 4.6 x 250 mm (P/N 990967-902) e a fase mével foi a
combinacdo do sistema binario (solvente A: 1% acido formico e solvente B: 100%
acetonitrila) através do gradiente de 35 minutos, comegando com 99% A no tempo 0
min, 95% A em 10 min, 80% A em 20 min, 5% A em 24 min, 99% A em 26 min e 99%.
O fluxo e volume de injegdo foram de 0,5 mL.min"' e 5 pL, respectivamente, com
temperatura do forno de 40°C. As condigdes otimizadas para os parametros de MS
foram: fluxo do gas 650 L/h, nebulizador 4,0 x 103 mbar, voltagem do capilar 4,00 Kv,
voltagem do cone 25V, gas de colisdo argénio e temperatura de dessolvatacéo de
400°C.

Parametros de verificagdo do método analitico:

O método foi avaliado frente a parametros de linearidade, precisao, exatidao,
sensibilidade e efeito de matriz em concordancia com os guias internacionais
Harmonised Tripartite Guideline (ICH) e Guidance for Bioanalytical Method Validation
(FDA) (ICH, 2005; FDA, 2018); a robustez foi realizada previamente a validagao do
meétodo, na etapa de otimizacao.

A sensibilidade do método analitico foi definida pela menor concentracéo
mensurada dos analitos, com precisao e exatidao aceitaveis dentro de uma faixa linear
aplicavel. A avaliagdo do limite de quantificagdo (LQ) foi estabelecida através da
relagdo sinal/ruido (S/R) no nivel LQ (10/1).

A linearidade € a habilidade de um método analitico provar que a resposta é
diretamente proporcional a concentragédo do analitico (Baenas et al., 2019). O estudo
foi realizado em triplicata, em 6 niveis para os trés analitos pesquisados, nas faixas
de 300 a 1800 pug.mL" para AA, 0,75 a 4,50 ug.mL"" para AG e 0,30 a 1,80 pg.mL""
para MI, utilizando-se padrédo de alta pureza e qualidade de AA, AG e MI,

respectivamente. As solugdes estoques foram pesadas separadamente e diluidas em
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metanol acidificado. Apds, pipetou-se as quantidades necessarias para cada ponto da
curva de cada padrao para o mesmo baldo e completou-se o volume com diluente
(agua: acido formico e metanol, 80:10:10). O parédmetro foi avaliado com base na
equacgao de regresséao linear pelo método dos minimos quadrados, avaliando-se o
coeficiente de correlagado que deve ser maior ou igual a 0,990. A exatidao foi avaliada
pelo teste de recuperacao dos padrdes AA, AG e MI adicionados na matriz, onde as
amostras foram preparadas em triplicata, nas concentragdes de 300, 1200 e 1800
ug.mL" para AA; 0,75, 3,00 e 4,50 ug.mL-' para AG e 0,3, 1,20 e 1,80 ug.mL" para
MI. Foi calculado o desvio-padréo relativo (DPR) para cada concentracdo. O
percentual de recuperagao para o método foi de 90 a 110%. A preciséo foi avaliada
com base na exatidao para as amostras fortificadas, onde foi calculado o desvio-
padrao relativo (DPR), sendo que os valores inferiores a 5% atendem ao critério de
repetibilidade.

O efeito de matriz é a influéncia de outros componentes da amostra na
quantificacdo dos compostos no método analitico (Baenas et al., 2019). Este
parametro foi determinado adicionando-se na amostra quantidades conhecidas de
padrao (concentragdes da curva de calibragao). O efeito foi avaliado pelo paralelismo
(inclinagao) das curvas de calibracdo em solugao e matrizada.

Por fim, foram avaliadas no método analitico as amostras comerciais de

suplementos alimentares a base de camu-camu em po.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com os Guias
Harmonised Tripartite Guideline (ICH) e Guidance for Bioanalytical Method Validation
(FDA). Iniciou-se o desenvolvimento analitico com base nos trabalhos de Fracassetti
et al. (2013), com tempo de corrida de 60 minutos e Gouvéa et al. (2012) onde a
extragcado da amostra era realizada utilizando o rotaevaporador.

A primeira etapa realizada foi a otimizagdo do método analitico a fim de obter o
melhor sinal analitico para os compostos estudados. Apds testes de extracao, o
preparo da amostra foi adaptado de Brito et al. (2007) onde foram extraidas com
metanol acidificado 10% (v/v em acido férmico) em tubos de 2 mL (eppendorf) e
protegidas da luz. Foi realizado teste de diluente entre metanol acidificado (10%),
EDTA (edetato dissddico 2%) e metanol: 4cido formico: agua (10:10:80). Verificou-se

que as amostras analisadas com metanol acidificado e EDTA 2% apresentaram
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quebra do pico do acido ascorbico, sendo necessario alterar a forca do diluente,
mudando-o para metanol: acido formico: agua (10:10:80).

Devido ao efeito matriz observado, foi necessaria a diluicido das amostras,
minimizando-se assim este efeito. A corrida analitica foi otimizada para 35 minutos,
de forma que fosse possivel a separagao entre os compostos e quantificacdo dos
mesmos, sendo que inicialmente a corrida analitica era de 60 minutos.

O método desenvolvido foi baseado em estudos realizados para a pesquisa de
compostos fendlicos. O desafio era avaliar marcadores importantes do camu-camu
em um unico método analitico, sendo que os marcadores escolhidos foram o AA, a
mais importante vitamina hidrossoluvel para a saude e encontrada no fruto em
quantidades expressivas (Baenas et al., 2019; Fracassetti et al., 2013; Chirinos et al.,
2010) e os compostos fenolicos AG e MI, os quais possuem um grande numero de
hidroxilas que por sua vez podem estar associadas a sua alta atividade antioxidante

encontrada (Fracassetti et al., 2013).

Transicbes MRM:

Os espectros de massas obtidos apds otimizacdo demonstram o ion precursor
e o fragmento mais abundante detectados no segundo estagio da espectrometria de
massas. O eletrospray foi realizado em modo MRM, no qual o quadruplo 1 foi fixado
com os ions precursores; no quadrupolo 2 foi utilizada a energia de colisédo para induzir
a fragmentacédo e no quadruplo 3 foram selecionados os ions produtos. Ambas as
transigdes (ion precursor e ion produto) foram selecionadas para quantificacao de
cada composto estudado. Segundo Szultka et al. (2013), o modelo MRM é
recomendado para a quantificagdo, uma vez que geralmente atinge a melhor
especificidade e S/N para um determinado analito.

Devido a complexidade da amostra, avaliou-se a seletividade do método frente
aos possiveis compostos interferentes que poderiam eluir com tempos de retengao
proximos ao dos analitos de interesse, como pode ser observado na Figura 11. Nao
foram verificados interferentes que prejudicassem a quantificagdo dos compostos.
Obteve-se ainda uma boa separac¢ao cromatografica entre os picos observados com
tempos de retencéo de 5,62 minutos para AA, 11,58 minutos para AG e 27,95 minutos

para a Ml.
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Figura 11: Cromatogramas da amostra com os compostos AA, AG e MI.
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Fonte: Autoria Propria.

Testou-se ainda o efeito residual do método injetando-se uma amostra diluente
logo apdés uma amostra de maior concentragdo, ndo sendo observado sinal

cromatografico na solucao diluente avaliada (Figura 12).

Figura 12: Cromatograma do diluente no efeito residual.
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As energias de colisao, transi¢des e tempos de retencédo para cada composto
analisado estdo demonstrados na Tabela |, os quais condizem exatamente com os
obtidos pelos padrdes de altas pureza utilizados, conforme demonstrado no espectro
de massas da amostra.

Tabela I: Transigbes preferenciais para quantificagdo de AA, AG e MI.

Composto Tempo de [M-HJ- MS Fragmentos Transigao de Energia de
retencéo quantificacao colisdo
(min) (m/z)

AA 5,62 175 115, 87 175> 115 12

AG 11,58 169 125 169 > 125 15

Mi 27,95 317 271,179, 151, 137 317 > 151 25

Fonte: Autoria Propria

O ion precursor para a vitamina C € m/z 175, onde o ion molecular ndo
protonado [M-H]- foi muito bem monitorado no cromatogramas de MS em ESI| modo
negativo, o qual apresenta melhor resposta. O ion produto m/z 115 € obtido apés a
dissociagao colisional (Szultka et al., 2013). O fragmento m/z 115 é o que apresenta

maior sinal analitico, sendo utilizado para a quantificagdo do AA (Figura 13).

Figura 13: Espectro de massas MRM dos ions produtos do AA e estrutura correspondente (175>115).
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Fonte: Autoria Propria.

A MI apresenta m/z 317 e seu ion produto com maior sinal € m/z 151, seguido
de m/z 137, 179 e 271 (Figura 14). Estes valores corroboram os resultados de Latiff

et al. (2018) que obtiveram os mesmos quatro ions produtos, que se referem a
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fragmentacao da estrutura da miricetina aglicona, com as seguintes perdas de massas
92 Da, 28 Da (2CH2) e 14 Da (CHz2), referindo-se a formacao dos picos em m/z 179,
151 e 137, respectivamente. A presenca de dois picos de m/z 179 e 151 foram
atribuidos como ions mais caracteristicos da miricetina (Saldanha et al., 2013; Yun et
al., 2012).

Figura 14: Espectro de massas MRM dos ions produtos da MI e estrutura correspondente (317 >

151).
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Fonte: Autoria Propria.

O AG apresenta m/z 169 e seu ion produto de maior sinal analitico € m/z 125,
utilizado para quantificagdo do composto nas amostras de suplementos alimentares,
0s quais corroboram com os valores encontrados no padrao do produto (Figura 15).
O fragmento do ion desse composto m/z 125 ocorre através da descarboxilagdo das
porgdes do acido galico (Singh et al., 2015).
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Figura 15: Espectro de massas MRM dos ions produtos do AG e estrutura correspondente (169 >

125).
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Fonte: Autoria Propria
Linearidade:

A linearidade foi definida utilizando a resposta do pico cromatografico do ion e
a concentracao do ion relevante, no qual as curvas de calibracdo foram construidas
plotando area versus concentragdo. A curva de padrdes foi preparada no intervalo de
300 a 1800 ug.mL™" para AA, 0,75 a 4,50 ug.mL" para AG e 0,30 a 1,80 ug.mL"" para
MI; a equacao da regressao linear foi do tipo y = ax + b e o coeficiente de correlagao

linear (R) foi maior que 0,99 para todos os compostos avaliados (Tabela Il).

Tabela Il: Dados de calibracao, linearidade e limite de quantificagéo (LQ) para acido ascérbico (AA),
acido gélico (AG) e miricetina (MI).

Parémetros AA AG Mi
Intervalo de concentragéo (ug.mL") 300 — 1800 0,75-4,50 0,30 - 1,80
Curva de calibragédo y=171,51x+17510 y=775,37x+223,29 y=1708x-46,565
Coeficiente de correlagao linear (R) 0,9996 0,9991 0,9982
LQ (ug.mL1) 300 0,75 0,30

Fonte: Autoria Propria

Os resultados demonstram que a resposta do método é linear e proporcional a

resposta do analito.

Preciséo e exatidgo:
A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas através do preparo da

amostra conforme método analitico, acrescidas de padrdo nas concentragdes baixa,
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média e alta, conforme curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em
relacdo ao desvio padrao relativo (DPR%) e recuperacao (%) frente a amostra
controle, ambos calculados através da equacgao da reta, para todos os compostos
estudados, AA, AG e MI (Tabela Ill).

Tabela lll: Recuperacao (%) e Desvio padrao relativo (%) para Preciséo e Exatidao (repetibilidade e
precisao intermediaria).

Repetibilidade (%) Precisdo Intermediaria (%) Rep/Inter

Analito Conc. pg.mL™! Recuperagao DPR Recuperagéao DPR DPR (%)
Acido 300 99,7 1,2 100,5 21 1,6
AsCorbico 1200 99,7 1,2 100,0 0,8 0,9
1800 99,0 1,4 100,8 1,0 1,4
0,75 99,6 2,0 100,7 0,7 1,5
Acido Galico 3,00 100,9 1,9 98,8 0,5 1,7
4,50 100,4 0,9 100,3 1,1 0,9
0,30 100,1 1,5 100,6 0,7 1,1
Miricetina 1,20 99,8 2,2 101,3 0,9 1,7
1,80 99,7 0,6 101,2 0,6 1,0

Fonte: Autoria Propria

Os desvios padrdes relativos entre a repetibilidade e a precisao intermediaria
variaram entre 0,9 e 1,6% para AA, 0,9 a 1,7% para AG e 1,0 a 1,7% para MI,
demonstrando que o método € preciso e exato (DPR menor que 10,0%); as
recuperagdes obtidas situaram-se entre 98,0 e 102,0%, de acordo com os intervalos

aceitaveis pelos guias citados.

Quantificagdo dos compostos em Suplementos Alimentares:

Segundo Dal Molin et al. (2019), até 2018 no Brasil ndo havia definicao legal
para suplementos alimentares, onde a grande parte dos produtos usados como
suplementos alimentares era classificada em categorias regulatorias diferentes.

A avaliagdo de seguranga e eficacia desses produtos estd sob demanda
crescente devido as novas diretrizes regulatérias definidas pela Anvisa, a partir do
langamento do Marcos Regulatérios para Suplementos Alimentares. As novas
diretrizes foram publicadas pela Anvisa na RDC n° 243/218, que define os requisitos
sanitarios dos suplementos alimentares (Brasil, 2018; Dal Molin et al., 2019). O novo
marco normativo contempla definigdes, regras de composi¢ao, qualidade, seguranca,
rotulagem e requisitos para atualizagéo das listas de constituintes, com limites de uso,
alegacgdes e rotulagem complementar (Anvisa, 2021).

Nao foram relatados estudos prévios para a quantificacdo de vitamina C ou

compostos fendlicos em suplementos alimentares comerciais de camu-camu, o0 que
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demonstra a relevancia deste trabalho com o desenvolvimento e validacao de
metodologia analitica que pode ser aplicada a matrizes complexas para avaliagao dos
marcadores estudados.

Os resultados da vitamina C e compostos fendlicos caracterizados e
quantificados de 5 produtos comerciais de diferentes marcas a base de camu-camu
estdo demonstrados na Tabela IV. Os pds adquiridos trazem o apelo do fruto ser um
potente suplemento de vitamina C, o que se pode observar nos resultados obtidos
visto que o composto é o mais abundante nas amostras analisadas, com excegéo da
amostra 5 que nao foi possivel detectar vitamina C. Isso demonstra a importancia do
estudo de estabilidade nos produtos de origem vegetal e sintética utilizados na
suplementagao, visto que AA € um composto que degrada facilmente em presenca de

luz e oxigénio.

Tabela 1V: Quantificagdo de AA, AG e MI em suplementos alimentares de camu-camu.

Amostra Vitamina C (g/100g) Acido Galico (ug/100mg) Miricetina (ug/100mg)
1 7,99 12,07 1,76
2 6,15 9,39 1,90
3 2,10 14,47 6,76
4 11,92 15,50 9,83
5 nd 1,14 1,40

Fonte: Autoria Propria.

Os resultados obtidos foram comparados com valores anteriormente
reportados por diferentes autores em estudos que avaliaram as quantidades desses
compostos, no fruto fresco ou processado, mas ndo em produtos comerciais.
Fracassetti et al. (2013) analisaram, por cromatografia liquida, o pé da polpa e a
farinha da casca e sementes de camu-camu, e obtiveram resultados de 3,51 g/100g
e 9,04 g/100g de vitamina C, respectivamente. Estes valores foram inferiores aos
obtidos nas amostras comerciais. Na avaliacdo dos compostos fendlicos por MS/MS
para miricetina aglicona, os autores obtiveram o maior valor de 0,98 mg/100g na
avaliacao do p6 da polpa p6 e ndo detectaram quantidades relevantes de acido galico
na amostra. Os resultados para M| nos suplementos alimentares avaliados
demonstraram-se inferiores aos apresentados por Fracassetti ef al. (2013), e
superiores aos resultados obtidos para o AG.

Chirinos et al. (2010) avaliaram AA, AG e MI também por cromatografia liquida
(UV-DAD) em diferentes estagios de maturagdo do camu-camu e obtiveram o maior
teor de AA no fruto verde (2,28 g/100g). Para Ml e AG, o autor n&o reporta valores, no
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entanto comenta que ambos foram detectados, sendo que a Ml foi observada somente
no fruto maduro.

A variacdo entre os resultados apresentados para os compostos pode ser
devido a diferenga no processamento realizado para a fruta, como por exemplo, o
tratamento térmico durante a secagem do fruto, reportado em estudos, assim como a
secagem a frio indicada em rétulos de algumas das amostras comerciais analisadas.
Variagdes no conteudo dos compostos também podem ser oriundas de diferentes
estagios de maturagdo da fruta no periodo da colheita (Fracassetti et al., 2013,
Marques et al., 2007; Chirinos et al., 2010).

Compostos fendlicos do camu-camu foram avaliados na fruta por Bataglion e
colaboradores (2015) por cromatografia liquida acoplada com espectrometria de
massas, onde foram quantificados 7,39 e 100,02 ug/g de AG e MI, respectivamente.
O camu-camu se mostra uma importante fonte antioxidante nutricional, contendo
vitamina C e compostos fendlicos (Akter et al. 2011; Chirinos et al. 2010). A ingestao
diaria de miricetina através dos alimentos € em torno de 0,98 — 1,1 mg, o que é
normalmente mais alta que outros flavonois (Lin et al., 2006; Li and Ding, 2012).
Estudos de caracterizacdo dos compostos bioativos do fruto do camu-camu relatam
quantidades de miricetina de 74,3 mg/100 g no fruto seco (Anhé et al., 2019).

Avaliando os resultados encontrados neste estudo, pode-se observar que as
quantidades de compostos obtidas nas analises de suplementos alimentares sao
expressivas se comparadas com os valores reportados para a fruta fresca,
principalmente para a vitamina C e acido galico. Isso provavelmente é devido a
qualidade do fruto utilizado na producao dos pés para os produtos acabados, assim
como a forma de obtencéo do pd, além da armazenagem dos mesmos. A rotulagem
das amostras adquiridas na maioria indica que o processamento do pé é realizado a
frio, 0 que se pressupde que a fruta passa por um processo de liofilizagao, contribuindo
para a manutencao e até mesmo ocorréncia da concentracido dos compostos apés o
processamento da fruta, devido a retirada da agua.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), através das diretrizes
regulatorias para suplementos alimentares, define as quantidades minimas e maximas
de nutrientes, assim como aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia
autorizados e que podem ser utilizadas em suplementos alimentares. No entanto, os
valores de ingestao diaria recomendada (IDR) para produtos a base de vitaminas,
minerais e aminoacidos deixaram de ser o fator de diferenciag¢ao entre os suplementos

vitaminicos e medicamentos especificos, ou seja, serdo considerados medicamentos
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especificos somente produtos a base de vitaminas, minerais e aminoacidos isolados
ou associados entre si, para uso oral, com indicagdes e alegag¢des diferentes das
utilizadas nos suplementos alimentares (BRASIL, 1998; 2016; 2018).

Os rétulos das amostras analisadas na maioria nao traziam informagdes sobre
a quantidade de vitamina C em miligramas (marcador utilizado como apelo para uso),
0 que impossibilita uma correlacdo dos resultados obtidos com quantidades
declaradas do composto. Observa-se entdo que com o marco regulatério havera
necessidade de mudangas em rotulagem de produtos e avaliagdo analitica dos
produtos. Essas mudangas necessarias dos produtos nomeados como suplementos
alimentares, disponiveis no mercado, tem o prazo de cinco anos para adequacodes
(Dal Molin et al., 2019). Portanto, os produtos analisados nao estao condizentes com
a rotulagem estabelecida pela Anvisa atualmente, mas quatro das cinco amostras
analisadas apresentaram quantidades de AA conforme informado no rétulo, como

sendo um produto fonte Vitamina C.
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4 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido mostrou-se linear, preciso e exato para a
quantificacdo de AA, AG e Ml em amostras de suplementos alimentares a base de
camu-camu, sendo possivel a quantificacdo de diferentes classes de compostos na
mesma corrida analitica, além disso pode ser aplicado com sucesso na quantificacédo
dos compostos em amostras comerciais.

Quatro das cinco amostras de suplementos alimentares avaliadas
apresentaram quantidades expressivas de acido ascoérbico, corroborando com o0s
estudos ja realizados na fruta fresca, assim como quantidades de compostos
fendlicos, como os marcadores escolhidos acido galico e miricetina.

O camu-camu se mostra uma fonte rica de antioxidantes e possivel de ser
comercializado na forma de suplementacéo, de forma a manter compostos bioativos
importantes para o organismo humano, assim podendo ser utilizado na prevengéao de
doencas.

O Marco Regulatério para suplementos alimentares trara a necessidade de
adequacdes de rotulagem nos produtos avaliados, e demais produtos do mercado,
assim como garantir a qualidade dos mesmos para a administragao na populagdo em

geral.
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6  CONSIDERAGOES GERAIS DA DISSERTAGAO

O presente estudo demonstrou a importancia do fruto camu-camu para o
consumo devido a presencga de compostos bioativos que trazem beneficios a saude
humana, mesmo com a dificuldade de palatabilidade.

O artigo de revisdo bibliografica orientou a decisdo da utilizacdo da
espectrometria de massas como técnica analitica mais sensivel para a quantificagao
de compostos em matrizes complexas.

O método cromatografico desenvolvido se mostrou preciso, exato e linear para
o fim que se destina, sendo possivel a quantificacédo dos compostos acido ascoérbico,
acido galico e miricetina em suplementos alimentares a base de camu-camu.

O marco regulatério publicado pela Anvisa para a regulamentagdo dos
suplementos alimentares define regras que garantem a qualidade dos produtos
comercializados, mas provavelmente havera necessidade de adequacdes nos
produtos encontrados no mercado Brasileiro.

Os suplementos alimentares analisados apresentaram quantidades relevantes
de vitamina C e compostos fendlicos da classe dos flavonoides e acidos fendlicos, o
que demonstra que, dependendo do processo de obtencédo do pé de camu-camu, €

possivel conservar os componentes de forma a trazer beneficios a saude.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliagdo de suplementos alimentares € fundamental, garantindo assim a
qualidade do produto para o consumidor. Nao ha estudos prévios sobre a
quantificacdo de compostos bioativos do camu-camu em suplementos alimentares, e
os estudos em fruta e subprodutos ndo comerciais nao contemplam a avaliacdo de
vitamina C e compostos fendlicos no mesmo método analitico, o que enfatiza a
relevancia do trabalho.

O meétodo desenvolvido demonstra-se efetivo na avaliagdo de matrizes
complexas e a utilizagdo do camu-camu como suplementacao alimentar, a qual pode

ser uma fonte rica de antioxidantes.
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8 ANEXOS

ANEXO 1 — Normas da Revista Cientifica: Théma et Scientia — Qualis A4.

DIRETRIZES PARA AUTORES

Orientacoes Gerais

O artigo deve ser redigido em portugués;

Devera possuir Titulo, Resumo e Palavras-chave em Portugués e em Lingua
Estrangeira;

Com no maximo de cinco autores, ja contando o orientador;

1 NORMAS GRAFICAS PARA ARTIGO

Deve ser escrito no formato Word, digitado em papel A4 (tamanho 21 cm x 29,70 cm),
com margem superior de 3 cm, esquerda, direita e inferior de 2 cm, paginados,
paragrafo justificado com recuo de 1 cm na primeira linha, fonte Times New Roman,
tamanho 12, espagamento 1,5 em todo o corpo do artigo (o template ja apresenta
todas essas configuragoes);

O resumo, autoria, credenciais dos autores, citagdes diretas superiores a 3 (trés)
linhas, ilustragdes e tabelas que devem obedecer as normas graficas para citagdo da
ABNT e serem formatados com espaco entre linhas simples e fonte 10 (o template ja

apresenta todas essas configuragdes).

2 ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS

Titulo e subtitulo do trabalho: deve constar no topo da pagina, em letras maiusculas,
centralizado, fonte Times New Roman, tamanho 12 e em negrito. Apos o titulo, deixar
uma linha em branco seguido do restante do trabalho;

Nome dos autores: autor principal seguido de co-autores. Autor e co-autores devem
obedecer a sequéncia, Sobrenome (todas maiusculas) seguido dos pré-nomes
(Minusculo). Exemplo: SILVA, Jodo de Abreu;

Credenciais dos autores: Qualificagdo do(s) autor(es) e e-mail para contato que deve
ser incluido no rodapé da pagina;

Resumo: deve-se deixar uma linha em branco para iniciar seu conteudo em unico

paragrafo. Elemento obrigatorio, constituido de uma sequéncia de frases concisas e
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objetivas e ndo de uma simples enumeracéao de topicos, contendo, no minimo 100 e,
no maximo, 250 palavras;

Palavras-chave: Apds o resumo, escrever o termo Palavras-chave em fonte 8, Times
New Roman. Em seguida listar no minimo 3 (trés) e no maximo 5 (cinco) palavras-
chave, separadas por ponto. Essas devem identificar a area do artigo e sintetizar sua
tematica;

Deve-se pular uma linha e fazer o mesmo para Titulo, Resumo e Palavras-Chave em

Lingua Estrangeira, todos com fonte Times New Roman 10.

3 TEXTO PRINCIPAL

O trabalho deve conter:

1 INTRODUCAO

2 METODOLOGIA

3 REFERENCIAL TEORICO OU REVISAO DE LITERATURA
4 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5 CONSIDERACOES FINAIS

REFERENCIAS

4 ORIENTACOES PARA ELABORACAO DA INTRODUCAO

A introducado do artigo deve conter elementos essenciais a uma plena compreensao
do texto. Sugere-se que os autores iniciem o texto com uma breve
CONTEXTUALIZACAO do assunto e apds apresentem o PROBLEMA que sera
investigado, os OBJETIVOS, bem como, a JUSTIFICATIVA. Ao final da introdugao
recomenda-se que seja realizada uma apresentagédo sucinta da estrutura geral do
artigo de modo a permitir que o leitor compreenda como o assunto sera abordado a
partir de entao.

Sendo o artigo um ensaio tedrico, na introdugao o autor devera informar que se trata

de um ensaio teodrico/pesquisa bibliografica.

5 ORIENTACOES PARA ELABORACAO DO REFERENCIAL TEORICO OU
REVISAO DE LITERATURA

O referencial tedrico ou revisdo de literatura deveria contemplar: (a) eixos teodricos
essenciais para elucidar o problema de pesquisa; (b) base conceitual a compreenséo
dos processos subjacentes a situagdo problema; (c) evolugdo do tema; (d)

conceituacao; e (e) revisao dos estudos empiricos relacionados ao tema investigado.
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6 ORIENTACOES SOBRE AS CITACOES (gerais)

Transcricao literal do texto (citacdes diretas) de outro(s) autor(es) com até TRES (3)
linhas deverao ser escritas normalmente dentro do texto, entre aspas, e com indicagao
da fonte em sistema Autor/Data.

Exemplo:

“O New Deal (Novo Ideal[1]) foi um programa econdmico adotado por Franklin Delano
Roosevelt, entdo presidente dos Estados Unidos, que visava basicamente combater
os efeitos da Grande Depress&o.” (MADUREIRA, 2011, p. 75)

Madureira (2011, p. 75) afirma que: “O New Deal (Novo Ideal) foi um programa
econdmico adotado por Franklin Delano Roosevelt, entdao presidente dos Estados
Unidos, que visava basicamente combater os efeitos da Grande Depressao.”
Citagdes diretas longas, com mais de Trés (3) linhas deverao ser digitadas em Fonte
8, espacamento simples, sem aspas, separado do texto por um espacgo simples e
recuo de 4 cm.

Exemplo:

O contexto em que Keynes apresentou sua Teoria Geral € um periodo marcado pela
descrenga no Laissez-faire. Periodo este, logo apos a crise de 29, que deixou
arrasada a Economia Americana, e arrastou com ela, boa parte das economias de
outros paises. O modelo Neoclassico, que por muitos anos teve a sua teoria baseada
na intervengdo minima do Estado na economia como dominante, entrou em
decadéncia, por ndo conseguir explicar os novos acontecimentos da economia
mundial, com base na lei de Say. (MADUREIRA, 2011, p. 73)

As citagdes indiretas (parafraseadas) aparecem em forma normal textual e sem aspas.

A fonte de onde foi retirada a informacéo devera ser indicada sem o numero de pagina.

7 ILUSTRACOES

De acordo com a ABNT NBR 14724:2011, qualquer que seja o tipo de ilustragéo, sua
identificacdo aparece na parte superior, precedida da palavra designativa (desenho,
esquema, fluxograma, fotografia, grafico, mapa, organograma, planta, quadro, retrato,
figura, imagem, entre outros), seguida de seu numero de ordem de ocorréncia no
texto, em algarismos arabicos, travessao e do respectivo titulo. Apds a ilustragéo, na
parte inferior, indicar a fonte consultada (elemento obrigatério), mesmo que seja
producdo do préprio autor, legenda, notas e outras informag¢des necessarias a sua
compreensao (se houver). A ilustragdo deve ser citada no texto e inserida o mais

proximo do trecho a que se refere.
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8 FORMATACAO DE TiTULOS E SUBTITULOS DAS SECOES

Devem ter numeracgéao progressiva, conforme ABNT NBR6024:2012, e alinhamento a
margem esquerda, sem utilizar ponto, hifen, travessao ou qualquer outro sinal apds o
indicativo da se¢ao ou de seu titulo.

Exemplo de formatagao das secdes/titulos:

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SUBITEM DO REFERENCIAL TEORICO (SE HOUVER)
2.1.1 Topico do subitem (se houver)

3 METODOLOGIA
3.1 SUBITEM DA METODOLOGIA (SE HOUVER)
3.1.1 Topico do subitem (se houver)

9 REFERENCIAS

Devem observar as regras da ABNT NBR 6023/2002. S&o apresentadas em ordem
alfabética, espaco entrelinhas simples, alinhamento esquerdo e letra tamanho 10,
separadas por uma linha em branco entre cada obra. Atencgao: Listar somente as

obras efetivamente citadas no artigo.

Regras Gerais: Exemplos

Artigos de Revista:

MADUREIRA, E. M. P. Da Depressao ao Welfare State: mudangas no conceito de
desenvolvimento econdémico. Revista Théma et Scientia, vol 1, n. 1, p. 72-80. Jan/Jun,
2011.

Obra (livro):

HIRSCHMAN, A. O. Estratégias do Desenvolvimento Econémico. Rio de Janeiro:
Fundo de Cultura, 1961.

Capitulos de Livros:

NORTH, D. C. Teoria da Localizagao e Crescimento Econdmico. In SCHWARTZMAN,
J. Economia Regional: textos escolhidos. Belo Horizonte: CEDEPLAR/CETREDE-
MINTER, p. 291-313, 1977a. 480 p.
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Legislagao e Jurisprudéncia:

BRASIL. Constituicdo Federal. Brasilia: Senado Federal, 1988. Disponivel em:
<http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/Constituicao/Constituicao.htm>. Acesso em: 9
jun. 2007.

BRASIL. Lei n° 6.938 de 31 de agosto de 1981. Dispde sobre a Politica Nacional do
Meio Ambiente, seus fins e mecanismos de formulagcdo e aplicagao, e da outras
providéncias. In: Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 02 set.
1981. Disponivel em: <http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/Leis/L6938.htm>. Acesso
em: 09 jun. 2007.

Atencéo:
Quando a fonte for de internet é preciso indicar o endereco completo e a data de

acesso (observar a pontuagao correta, destacada no exemplo abaixo:

Disponivel em: <http://www.nomedosite.com.br/completo/23837u803439.htm>
Acesso em: 15 set.2010.

O més é abreviado (somente as 03 primeiras letras)

BRASIL. Lei n° 8.078 de 11 de setembro de 1990. Dispde sobre a protecdo do
consumidor e da outras providéncias. In: Diario Oficial da Republica Federativa do
Brasil, Brasilia, DF, 12 set. 1990. Disponivel em:
<http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/Leis/L8078.htm> Acesso em: 9 jun. 2007.

BRASIL. Superior Tribunal de Justica. Acérdao de decis&o que negou provimento ao
pedido de dano moral ambiental. Recurso Especial n® 598.281. Ministério Publico do
Estado de Minas Gerais e Municipio de Uberlandia. Relator: Ministro Luiz Fux. 02 de
maio de 2006. Disponivel em:
<http://www.mp.rs.gov.br/areas/ambiente/arquivos/jurcivdmc.pdf>. Acesso em: 05
maio 2007.

BRASIL. Superior Tribunal de Justica. Sumula n°® 37. Disponivel em:
<http://www.stj.gov.br/SCON/sumulas/toc.jsp?tipo_visualizacao=RESUMOG&livre=%4
0docn&&b=SUMU&p=true&t=&I=10&i=310>. Acesso em: 09 jun. 2007.
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BRASIL. Tribunal de Justica de Sdo Paulo. Acérdao de decisao que negou provimento
pedido de indeferir pericia ambiental, em razdo de aspectos processuais. Agravo de
instrumento n°® 409.473-5/8-00. Ministério Publico de Sdo Paulo e José Joaquim
Trindade. Relator: Desembargador Renato Nalini. 19 de outubro de 2006. Disponivel
em: <http://juris.tj.sp.gov.br/pg-
pesquisa01PRODESP.asp?radio_pesquisa=0&num_processo=&dig_processo=&hie

_processo=&num_registro=01133251&ResultStart=1&ResultCount=10&Processo=4

094735800&Query=Processo+%3Cmatches%3E+4094735800&modo=simples&tipo

s=normal&TipoPesquisa=SQL>. Acesso em: 10 mai. 2007.

Condigoes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serdao devolvidas aos
autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicagédo

por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao editor".

2. O arquivo da submissao esta em formato Microsoft Word.
3. URLSs para as referéncias foram informadas quando possivel.
4. O texto esta em espago 1,5; usa uma fonte Times New Roman 12; as figuras e

tabelas estéo inseridas no texto, ndo no final do documento na forma de anexos.

5. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em
Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Revista.

6. Em caso de submissdo a uma seg&o com avaliagado pelos pares (ex.: artigos),
as instrugdes disponiveis em Assegurando a avaliagdo pelos pares cega foram

seguidas.
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ANEXO 2 - Normas da Revista Cientifica: International Journal of Develoment

Issues — Qualis A4.

DIRETRIZES PARA AUTORES

Formato

Os arquivos do artigo devem ser fornecidos no formato Microsoft Word.

Comprimento do artigo / contagem de palavras: Os artigos devem ter entre 3.000 e
8.000 palavras. Isso inclui todo o texto, por exemplo, o resumo estruturado,
referéncias, todo o texto em tabelas e figuras e apéndices. E permitido até 280

palavras para cada figura ou tabela.

Titulo do artigo

O titulo deve ser conciso.

Detalhes do autor: Os nomes de todos os autores contribuintes devem ser
adicionados a submissao do ScholarOne; liste-os na ordem em que deseja que sejam
publicados. Cada autor contribuinte precisara de sua propria conta de autor do
ScholarOne, da qual extrairemos os seguintes detalhes: Endereco de e-mail do autor
(de preferéncia institucional).

Nome do autor. Iremos reproduzi-lo exatamente, portanto, quaisquer nomes do meio
e / ou iniciais que eles queiram apresentar devem ser incluidos.

Afiliacao do autor. Este deve ser o local onde os autores estavam quando a pesquisa
para o artigo foi conduzida.

Em artigos com varios autores, € importante que TODOS os autores que fizeram uma
contribui¢ao significativa para o artigo sejam listados. Aqueles que forneceram apoio,
mas nao contribuiram com a pesquisa, devem ser apresentados em uma sec¢ao de
agradecimentos. Vocé nunca deve incluir pessoas que nao contribuiram para o artigo
ou que nao desejam ser associadas a pesquisa. Leia sobre nossa ética em pesquisa

para autoria.

Biografias e agradecimentos
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Se quiser incluir esses itens, salve-os em um documento separado do Microsoft Word
e carregue O arquivo com o seu envio. Quando incluidos, uma breve biografia
profissional de ndo mais de 100 palavras deve ser fornecida para cada autor nomeado.

Financiamento de pesquisa

Seu artigo deve fazer referéncia a todas as fontes de financiamento de pesquisa
externa na secao de agradecimentos. Vocé deve descrever a fungédo do financiador
ou patrocinador financeiro em todo o processo de pesquisa, desde a concepc¢io do
estudo até a submisséo.

Resumo estruturado

Todas as submissdes devem incluir um resumo estruturado, seguindo o formato
descrito a seguir.

Esses quatro subtitulos e as respectivas explicagdes devem sempre ser incluidos:
Propdsito

Design / metodologia / abordagem

Achados

Originalidade

Os trés subtitulos a seguir s&o opcionais e podem ser incluidos, se aplicavel:
Limitacdes / implicagcbes da pesquisa

Implicacbes praticas

Implicacdes sociais

O comprimento maximo de seu resumo deve ser de 250 palavras no total, incluindo

palavras-chave e classificagdo do artigo (veja as segdes abaixo).

Palavras-chave

Sua submissao deve incluir até 12 palavras-chave adequadas e curtas que capturem
0s principais topicos do artigo.

Observe que, embora sempre tentemos usar as palavras-chave que vocé sugeriu, a
equipe editorial interna pode substituir algumas delas por termos correspondentes

para garantir a consisténcia entre as publicagées e melhorar a visibilidade do artigo.



66

Classificagao do artigo

Durante o processo de submissao, sera solicitado a selecionar um tipo para o seu
artigo; as opgdes estao listadas abaixo. Se ndo encontrar uma correspondéncia exata,
escolha a que melhor se ajusta:

Artigo de Pesquisa

Papel do praticante

Também devera selecionar uma categoria para o seu artigo. As opgdes para isso
estao listadas abaixo. Se ndo encontrares uma correspondéncia exata, escolha a que
melhor se ajusta:

Artigo de pesquisa. Relatérios sobre qualquer tipo de pesquisa realizada pelo (s) autor
(es), incluindo:

A construgao ou teste de um modelo ou estrutura

Pesquisa de acéao

Teste de dados, pesquisa de mercado ou pesquisas

Pesquisa empirica, cientifica ou clinica

Artigos com enfoque pratico

Ponto de vista. Abrange qualquer artigo cujo conteudo dependa da opinido e
interpretacédo do autor. Isso inclui pegas jornalisticas e revistas.

Artigo técnico. Descreve e avalia produtos, processos ou servigos técnicos.

Artigo conceitual. Concentra-se no desenvolvimento de hipoteses e geralmente é
discursivo. Abrange discussdes filoséficas e estudos comparativos do trabalho e
pensamento de outros autores.

Estudo de caso. Descreve intervencdes ou experiéncias reais dentro das
organizagdes. Pode ser subjetivo e geralmente nao relata pesquisas. Também cobre
a descricdo de um caso legal ou um estudo de caso hipotético usado como um
exercicio de ensino.

Revisdo da literatura. Essa categoria s6 deve ser usada se o objetivo principal do
artigo for fazer anotagdes e / ou criticar a literatura de um determinado campo. Pode
ser uma bibliografia seletiva que fornece conselhos sobre fontes de informagao, ou o
artigo pode ter como objetivo cobrir os principais contribuintes para o desenvolvimento
de um tépico e explorar os diferentes pontos de vista.

Revisao geral. Fornece uma visao geral ou exame histérico de algum conceito, técnica
ou fenbmeno. Os artigos sdo provavelmente mais descritivos ou instrucionais (artigos

de "como fazer") do que discursivos.
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Titulos

Os titulos devem ser concisos, com uma indicagdo clara da hierarquia exigida.

O formato preferido é que os titulos de primeiro nivel estejam em negrito e os
subtitulos subsequentes em italico médio.

Notas / notas finais

Notas ou notas finais devem ser usadas apenas se absolutamente necessario. Devem
ser identificados no texto por numeros consecutivos entre colchetes. Esses numeros

devem ser listados e explicados no final do artigo.

Figuras

Todas as figuras (graficos, diagramas, desenhos, paginas da web / capturas de tela e
imagens fotograficas) devem ser enviadas eletronicamente. Tanto arquivos em cores
quanto em preto e branco sao aceitos.

Existem alguns outros pontos importantes a serem observados:

Todas as figuras devem ser fornecidas na mais alta resolugéo / qualidade possivel,
com numeros e texto claramente legiveis.

Os formatos aceitaveis sao .ai, .eps, .jpeg, .omp e .tif.

Figuras eletrbnicas criadas em outros aplicativos devem ser fornecidas em seus
formatos originais e também devem ser copiadas e coladas em um documento MS
Word em branco ou submetidas como um arquivo PDF.

Todas as figuras devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
e ter legendas claras.

Todas as fotografias devem ser numeradas como Prancha 1, 2, 3, etc. e ter legendas

claras.

Tabelas

As tabelas devem ser digitadas e enviadas em arquivo separado no corpo do artigo.
A posigao de cada tabela deve ser claramente rotulada no corpo principal do artigo
com os rotulos correspondentes claramente mostrados no arquivo da tabela. As
tabelas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos romanos (por

exemplo, I, I, etc.).
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Dé a cada tabela um breve titulo. Certifique-se de que quaisquer sobrescritos ou
asteriscos sejam mostrados ao lado dos itens relevantes e que as explicagdes sejam

exibidas como notas de rodapé na tabela, figura ou placa.

Referéncias

Todas as referéncias em seu manuscrito devem ser formatadas usando um dos estilos

reconhecidos de Harvard.

Estilo de referéncia de Harvard da Emerald

As referéncias a outras publicagcbes em seu texto devem ser escritas da seguinte
forma:

Autor unico: (Adams, 2006)

Dois autores: (Adams e Brown, 2006)

Trés ou mais autores: (Adams et al., 2006) Por favor, note que “et al” deve ser sempre
escrito em italico.

Alguns outros pontos de estilo. Isso se aplica ao corpo principal do texto e a lista final
de referéncias.

Ao referir-se as paginas de uma publicacéo, use ‘p. (NUmero da pagina) para uma
unica pagina ou ‘pp. (Numero da pagina)’ para indicar um intervalo de paginas.

Os numeros das paginas devem sempre ser escritos por extenso, por exemplo, 175-
179, ndo 175-9.

Quando dois pontos ou travessao aparecem no titulo de um artigo ou capitulo de livro,
a letra que segue esses dois pontos ou travessao deve ser sempre minuscula.

Ao citar um trabalho com varios editores, use a abreviatura ‘Ed.s’.

No final do seu artigo, fornega uma lista de referéncias em ordem alfabética usando
as diretrizes de estilo abaixo. Quando um DOl estiver disponivel, ele deve ser incluido

no final da referéncia.

Para livros

Apelido, iniciais (ano), titulo do livro, editora, local de publicagao.

por exemplo. Harrow, R. (2005), No Place to Hide, Simon & Schuster, New York, NY.
Artigo conceitual. Concentra-se no desenvolvimento de hipoteses

Para capitulos de livros
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Apelido, iniciais (ano), "titulo do capitulo", apelido do editor, iniciais (Ed.), Titulo do

livro, editora, local de publicagdo, numeros de pagina.

Por exemplo. Calabrese, F.A. (2005), "Os primeiros caminhos: teoria para a pratica -
um continuum", Stankosky, M. (Ed.), Criando a Disciplina de Gestdo do

Conhecimento, Elsevier, New York, NY, pp.15-20.

Para revistas

Sobrenome, iniciais (ano), "titulo do artigo", nome do periédico, numero do volume,
numeros das paginas.

por exemplo. Capizzi, M.T. e Ferguson, R. (2005), "Tendéncias de lealdade para o

século vinte e um", Journal of Consumer Marketing, Vol. 22 No. 2, pp.72-80.

Para publicado procedimentos da conferéncia

Sobrenome, iniciais (ano de publicag¢ao), "titulo do trabalho", no sobrenome do editor,
iniciais (Ed.), Titulo do processo publicado que pode incluir local e data (s) realizada
(s), editora, local de publicagdo, numeros de pagina.

por exemplo. Wilde, S. e Cox, C. (2008), “Principais fatores que contribuem para a
competitividade dos destinos turisticos em varios estagios de desenvolvimento”, in
Richardson, S., Fredline, L., Patiar A., & Ternel, M. (Ed.s), CAUTHE 2008: Onde
diabos estamos nés ?, Griffith University, Gold Coast, Qld, pp.115-118.

Para nao publicado

Procedimentos da conferéncia

Sobrenome, iniciais (ano), "titulo do trabalho", trabalho apresentado em [nome do
congresso], [data do congresso], [local do congresso], disponivel em: URL se
disponivel gratuitamente na internet (data de acesso).

por exemplo. Aumueller, D. (2005), "Semantic authoring and retrieval within a wiki",
artigo apresentado na European Semantic Web Conference (ESWC), 29 de maio a 1
de  junho, Heraklion, Creta, disponivel em: http: //dbs.uni -

leipzig.de/file/aumuellerO5wiksar.pdf (acessado em 20 de fevereiro de 2007).

Para posters de trabalho
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Apelido, iniciais (ano), "titulo do artigo", papel de trabalho [numero se disponivel],
instituicdo ou organizagao, local de organizagao, data.

por exemplo. Moizer, P. (2003), "Como a pesquisa académica publicada pode informar
as decisdes politicas: o caso de rotagao obrigatéria de nomeagdes de auditoria”,
documento de trabalho, Leeds University Business School, University of Leeds, Leeds,
28 de margo.

Para entradas da enciclopédia

(sem autor ou editor)

Titulo da enciclopédia (ano), "titulo de entrada", volume, edic¢&o, titulo da enciclopédia,
editora, local de publicagdo, numeros de pagina.

por exemplo. Encyclopaedia Britannica (1926), "Psychology of culture contact", Vol. 1,
132 ed., Encyclopaedia Britannica, London e New York, NY, pp.765-771.

(para entradas de autoria, consulte as diretrizes dos capitulos do livro acima)

Para artigos de jornal (de autoria)

Sobrenome, iniciais (ano), "titulo do artigo", jornal, data, numeros de pagina.

por exemplo. Smith, A. (2008), "Money for old rope", Daily News, 21 de janeiro, pp.1,
3-4.

Para artigos de jornal (sem autoria)

Jornal (ano), "titulo do artigo", data, numeros de pagina.

por exemplo. Daily News (2008), "Pequenas mudancgas", 2 de fevereiro, p.7.

Para arquivo ou outras fontes nao publicadas

Sobrenome, iniciais (ano), "titulo do documento”, manuscrito ndo publicado, nome da
colegao, registro do inventario, nome do arquivo, localizagdo do arquivo.

por exemplo. Litman, S. (1902), "Mechanism & Technique of Commerce", manuscrito
nao publicado, Simon Litman Papers, Record series 9/5/29 Box 3, University of lllinois

Archives, Urbana-Champaign, IL.

Para fontes eletronicas

Se disponivel online, a URL completa deve ser fornecida ao final da referéncia, bem

como a data em que o recurso foi acessado.
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Sobrenome, iniciais (ano), “titulo da fonte eletrénica”, disponivel em: URL persistente
(data més ano acesso).

por exemplo. Weida, S. e Stolley, K. (2013), “Developing strong thesis afirmagdes”,
disponivel em: https://owl.english.purdue.edu/owl/resource/588/1/ (acessado em 20
de junho de 2018)

URLs autbnomos, ou seja, aqueles sem autor ou data, devem ser incluidos entre
parénteses no texto principal ou, de preferéncia, definidos como uma nota (algarismo
romano entre colchetes no texto seguido do enderegco URL completo no final do
artigo).

Para dados

Sobrenome, iniciais (ano), titulo do conjunto de dados, nome do repositério de dados,
disponiveis em: URL persistente, (data més ano de acesso).

por exemplo. Campbell, A. e Kahn, RL (2015), American National Election Study,
1948, ICPSR07218-v4, Consoércio Interuniversitario para Pesquisa Politica e Social
(distribuidor), Ann Arbor, MI, disponivel em: https: // doi. org / 10.3886 /
ICPSR07218.v4 (acessado em 20 de junho de 2018)

Envie seu manuscrito
Ha uma série de etapas importantes que vocé deve seguir para garantir um envio

tranquilo e sem problemas.

Verifique novamente o seu manuscrito

Antes de enviar seu trabalho, € sua responsabilidade verificar se 0 manuscrito esta
completo, gramaticalmente correto e sem erros ortograficos ou tipograficos. Alguns
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