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RESUMO

O estudo foi direcionado para a implementacdo de metodologia analitica na quantificacdo do
composto antioxidante glutationa reduzida e oxidada presente nas amostras de meldes dos tipos
Amarelo, Honey Dew White (Orange), Pele de Sapo (melédo Verde), Galia e Cantaloupe, através da
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foram testados parametros de
extracdo dos compostos, pré-tratamento e derivatizacdo, composicdo de fase moveis e pH,
detectores, comprimentos de onda de deteccédo, colunas, armazenamento adequado dos analitos,

visando a preservacao e estabilidade dos mesmos.
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ABSTRACT

The study was directed to the implementation of analytical methodology in quantifying the reduced
glutathione antioxidant compound and oxidized present in samples of melons Yellow types, Honey
Dew White (Orange), Piel de Sapo (green melon), Gaul and Cantaloupe, through technical of High
Performance liquid Chromatography (HPLC). Extracting parameters were tested compounds,
pretreatment and derivatization, mobile phase composition, and pH detector, detection wavelength,

column, adequate storage of the analytes in the preservation and stability thereof.
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1 INTRODUCAO

A glutationa, um tripeptideo (L-v-glutamil-L-cistenil-glicina) precursor dos aminoacidos
glutamato, cisteina e glicina, estd largamente distribuida em tecidos de animais, plantas e
microorganismos. E encontrado intracelularmente em altas concentragdes, essencialmente em
todos os organismos aerobicos?.

A principal funcdo da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) é
proteger as células e mitocondrias da oxidacdo e danos peroxidativos, sendo considerados
indicadores da capacidade da célula em manter a homeostase, também mantém os grupos tidis
das proteinas, reduz ligacdes dissulfetos induzidas pelo estresse oxidativo, neutraliza radicais livres
e reduz o peroxido de hidrogénio?®

Quando em condi¢cBes normais de glutationa reduzida, indica-se que 0 mecanismo de
detoxificacdo pode representar uma adaptacdo biolégica fundamental para a sobrevivéncia e a
garantia da perpetuacéo de diversas espécies®*.

A diminuicdo nos niveis de GSH implica um aumento na susceptibilidade ao estresse
oxidativo, que por sua vez pode resultar excesso de producédo de espécies oxidantes ou da perda
das defesas antioxidantes®®

A glutationa também esta relacionada com o metabolismo do &cido ascorbico e no
transporte do cobre intracelular. Também € importante para a sintese de DNA, sintese de
proteinas, sintese de prostaglandinas, para o transporte de aminoéacidos e ativacdes enzimaticas® *
7.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) € consequéncia da respiragao
aerdbica. Estas espécies podem causar danos estruturais a muitas biomoléculas, entretanto, a
célula possui este sistema antioxidante que compreende algumas enzimas, dentre elas a glutationa

peroxidase™ *.
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No Brasil, os principais cultivares de meldo sdo do grupo Inodorus do tipo Amarelo. O fruto
€ consumido in natura, como ingrediente de saladas com frutas ou outras hortalicas, e na forma de
suco & °.

Dentre os beneficios do melédo, principalmente frutos com polpa de coloracdo salmao, séo o
suprimento total das exigéncias de vitaminas A e C, além de serem fontes significativas de outros
nutrientes como acucar, fibras, célcio, iodo, potassio e fitoquimicos®, como por exemplo, a
glutationa.

Para frutas e vegetais, ainda ndo ha um meétodo de referéncia definido para determinacéo
de GSH. Entretanto, no decorrer dos anos, varios métodos foram introduzidos para determinacao
da GSH em amostras biologicas, principalmente a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, explorando os varios sistemas de deteccao®.

Dentro deste contexto, o estudo foi direcionado para a avaliacdo e quantificacdo do
composto antioxidante glutationa reduzida e oxidada pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em algumas variedades de meldo tais como: meldo Amarelo, Honey Dew White

(Orange), Pele de Sapo (Verde), Galia e Cantaloupe.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras:

Foram analisadas 05 amostras de melGes, do tipo inodoro e aromatico. As amostras foram
fatiadas e levadas ao liofilizador por 3 dias e apds o processo, foram peneiradas; também foram
utilizadas amostras de melBes in natura, fatiadas e homogeneizadas em um mix, ambas

armazenadas em geladeira para evitar degradacao e fora do alcance de luz.

2.2 Método analitico:

O método empregado na determinacéo da glutationa em meldo foi a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). A fase estacionaria empregada foi a ODS (octadecilsilicagel). Utilizou-se
a cromatografia em fase reversa, uma vez que a derivatizagdo com agentes marcadores gera
adutos hidrofébicos. Foram testados artigos contemplando detectores de UV (arranjo de diodos),
utilizando o derivatizante DTNB — &cido nitrobenzdico, e Fluorescéncia com o uso do derivatizante

OPA - orto-ftalaldeido 34 6101112131415

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os trabalhos foram focados na separacdo e boa resolucdo dos analitos glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG) e adotados, inicialmente, os artigos de BUWALDA" e

BOLTER' (aplicados em plantas). Foram utilizados na extracéo dos padrdes analiticos 2mL sol.

3
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3mM de tampéo fosfato pH 6,9 + 0,1mL 5,5'-ditio-bis(2-acido nitrobenzdico) (DTNB). Agitou-se,
aguardando 02 min para a reacdo, verificou-se pH~4,0. Filtrou-se em membrana de 0,45um e
injetou-se no cromatégrafo acoplado com detector de arranjos de diodo.

Foram injetados os padrdes individuais de GSH, GSSG e a mistura dos dois analitos
derivatizados e sem derivatizacdo. Cromatogramas apresentaram-se ruins, de baixa resolucéo e
dificil identificacao.

Realizou-se novas extracdes com alteracdes nos reagentes segundo artigo DERMIKOL®:
20puLde padrdo + 230uL H20 + 750uL sol 10mM OPA, agitou-se, aguardou-se 5min em
temperatura ambiente, apds adicionou-se 40uL de sol. 0,5M HCI, agitou-se, filtrou-se em
membrana de 0,45um e injetou-se no cromatografo acoplado com detector de fluorescéncia.

Alteracbes nas concentracdes das fases moveis tamponadas, mudancas do solvente
acetonitrila para metanol com novas tentativas de inje¢ao. Ainda, mudancas no gradiente e vazao
das mesmas. Muitas outras tentativas foram efetuadas, com inuUmeras inje¢cbes e mudancas
cromatograficas diversas. Sem apresentarem boa performance.

Enfim, uma analise com boa performance dos padrdes de glutationa reduzida e oxidada foi
obtida. Picos separados e bem resolvidos extraidos com sol. HsPO, 2% e sol. EDTA 0,3mM e sem
0 uso de derivatizantes foram injetados. Os picos dos analitos GSH e GSSG separados e bem
resolvidos foram mostrados. Mais pesquisas foram efetuadas para otimizacéo da analise visando
melhorar a separacao dos analitos. A troca da coluna por outra maior e alteracfes na concentracao
da fase mével, foram os pardmetros adotados. Maior estabilidade foi observada nos extratos
preparados com sol. H;PO,4 2%. Ficou evidenciada a importancia do pH da fase mével adotada (pH
2,50) e o comprimento de onda na deteccdo (200nm), que mostra a especificidade do método.
Alteracdes minimas deste comprimento de onda impossibilitam a detec¢do e quantificacdo dos

analitos. Efetuou-se curva padrdo para os analitos, como mostra a figura 1:

GSH GSSG
External Standard External Standard
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Figura 1. Curvas padrdo dos analitos GSH e GSSG

Foi testada a estabilidade dos extratos dos analitos, injetando-se a mesma curva padrao
por varios dias consecutivos. Apds 17 dias, constatou-se perdas do analito GSH, principalmente, no
ponto | da curva (ponto de menor concentragdo e mais instavel), perda aproximada de 63%. Nos
demais pontos, a perda ou degradagéo atingiu 17% mais ou menos. O analito GSSG é muito mais
estavel, degradou em torno de 4% em todos os pontos da curva, inclusive no ponto | (menor
concentracao).

A figura 2 mostra o cromatograma do ponto Il (pto médio) da curva padréo

C:\LabSolutions\Data\Glutationa\PAD_(GHS+GSSG)_pto llI_(H3P0O4 2%))_14_(22_12)-Kinetex_50ul-C.lcd
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Figura 2. Cromatograma dos padrdes analiticos de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada

(GSSG)
extraidos com sol. HsPO,4 2% nas condi¢des: HPLC detector diode array a = 200 nm; coluna Kinetex C18,

250 x 4,6mm, 5um; FM: H,0 acidificada pH 2,50: ACN (99:01% - v/v); vaz&o: 1,0 mL/min; volume inj. 20 pL.

Constatou-se que o uso da coluna maior e a diminuicdo da concentragédo de acetonitrila na
fase movel, contribuiram muito para a melhor separacdo dos analitos.

Verificou-se que em concentracfes mais baixas 0s picos apresentaram baixa resolucao,
além da instabilidade, porém com boa separacdo dos analitos e em solu¢cées mais concentradas,
0S picos sdo mais estaveis.

As amostras de mel@es liofilizadas e in natura (polpa) foram analisadas e 0os cromatogramas

estdo apresentados na figura 3.
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Figura 3. Cromatograma da amostra de meldo Verde in natura(polpa) (3a), liofilizada (3b) e apds adicdo de
padrdo (co-cromatografia) (3c) extraidas com sol. H;PO, 2% nas condi¢des: HPLC detector diode array a =
200 nm; coluna Kinetex C18, 250 x 4,6mm, 5um; FM: H,O acidificada pH 2,50: ACN (99:01% - v/v); vazao:
1,0 mL/min; volume injetado: 20 L.

Os dados preliminares evidenciam a possivel presenca dos analitos, sendo que a amostra
liofllizada apresentou picos de maior intensidade em relacdo a amostra in natura. Porém, sao
necessarios estudos mais conclusivos para determinar as concentragcbes de GSH e GSSG

presentes nas amostras.
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Outra extracéo foi efetuada de acordo com artigo SCHOTT % 0,5mL de tamp&o Tris-HCI
0,5M + 130uL de cada padrdo 20mM + 350uL de DTNB 10mM em sol. 0,5M de KH,PO,, pH 8,0.
Agitacdo por 1 mim das solu¢gBes a 4°C e apds 5min de repouso (geladeira) a 4°C a mistura foi
acidificada com 100pL de sol. HsPO, 7M e centrifugada a 6000 rpm por 10min a 4°C. Extracdo da
amostra de meldo Cantaloupe também foi efetuada.

De acordo com citacdo do artigo HUBER?®, o derivatizante DTNB converte a GSH para

GSSG, como mostram os cromatogramas apresentados na figura 4.
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Figura 4. Cromatograma da amostra de meléo liofilizada Cantaloupe (4a) e da mistura dos padrdes GSH e
GSSG (4b) extraidas com sol. H;PO, 2% nas condi¢cdes: HPLC detector diode array a = 200 nm; coluna
Kinetex C18, 250 x 4,6mm, 5um; FM: H,O acidificada pH 2,50: ACN (99:01% - v/v); vazdo: 1,0 mL/min;

volume injetado: 20 pL
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4 CONCLUSAO
Os métodos analiticos empregados evoluiram de forma significativa no decorrer do estudo,
entretanto, faz-se necessario a continuacao da pesquisa para obtencdo de um meétodo validado e

otimizado para a determinacéo do antioxidante glutationa em amostras de melao.
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