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BRAGA, E.C.O. Caracterizacdo quimica de substancias bioativas dos frutos de duas
espécies do género Eugenia. 2016. 113 péaginas. Dissertacdo (Mestrado Académico em
Alimentos e Nutricdo). Programa de Pds-Graduacdo em Alimentos e Nutricdo, Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), Rio de Janeiro, RJ, 2016.

RESUMO

A familia Myrtaceae constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas existente
no Brasil e é amplamente empregada na medicina popular brasileira. Algumas espécies ja
foram estudadas e tiveram sua composi¢do quimica e propriedades medicinais descritas na
literatura. Além disso, as mirtdceas possuem um grande potencial econémico, devido algumas
de suas espécies frutiferas serem exploradas comercialmente e j& apresentam estudos
avaliando a presenca de substancias com agéo antioxidante em suas matrizes, denominadas de
compostos bioativos que sdo substancias oriundas do metabolismo secundario dos vegetais,
possuindo um papel relevante na qualidade dos alimentos, contribuindo para a reducgédo do
risco de doencas cronicas ndo degenerativas. E neste contexto que o presente trabalho teve
como objetivo caracterizar quimicamente o perfil de compostos bioativos nos frutos de
Eugenia punicifolia Kuth DC e Eugenia astringens Cambess com a finalidade de promover o
conhecimento do potencial nutritivo dos frutos da biodiversidade brasileira. Para isto, 0s
frutos maduros foram coletados na Restinga da Marambaia, localizada no Municipio do Rio
de Janeiro e na Restinga de Marica, localizada no Municipio de Marica-RJ. As andlises de
acucares e compostos bioativos foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Os teores encontrados de aclcares (11,17 mg.100 g™), de 4cido ascérbico (74,14
mg.100 g), carotenoides totais (632,00 pg.g™) e licopeno (503,00 pg. g*) nos frutos de
Eugenia punicifolia Kunth DC foram superiores aos encontrados em outros frutos
considerados ricos nessas substancias. Em relacao aos frutos de Eugenia astringens Cambess,
0s teores encontrados dessas substancias foram mais baixos. Entretanto, o fruto apresentou
um teor elevado de acido galico (4,52 mg. g™) e antocianinas (1504,10 mg. 100 g™*) quando
comparado a outros frutos considerados fontes. Portanto, a caracterizacdo quimica desses dois
frutos, ainda pouco explorados cientificamente, possibilitou o conhecimento de novas fontes
de substéncias bioativas (licopeno da Eugenia punicifolia e antocianinas da Eugenia
astringens), 0s quais possuem importantes propriedades nutricionais e funcionais, destacando
a importancia dos frutos da biodiversidade brasileira.

Palavras chaves: Myrtaceae, carotenoides, flavonoides, antocianinas, &cidos fendlicos e acido
ascorbico.
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ABSTRACT

The Myrtaceae family is one of the most important families of flowering plants that exists in
Brazil and is widely used in Brazilian folk medicine. Some species have already been studied
and had their chemical composition and medicinal properties described in the literature. In
addition, the Myrtaceae family has a great economic potential, because some of its species
fruit are explored commercially and have studies evaluating the presence of substances with
antioxidant action in its headquarters, called bioactive compounds which are substances from
the secondary metabolism of plants, having an important role in food quality, contributing to
reducing the risk of no degenerative chronic diseases. It is in this context that the present work
aimed to chemically characterize the profile of bioactive compounds in fruits of Eugenia
punicifolia Kuth DC and Eugenia astringens Cambess with the purpose of promoting the
knowledge of the nutritional fruit potential of Brazilian biodiversity. For this, the mature
fruits were collected in the Restinga da Marambaia, located in the municipality of Rio de
Janeiro and in the Restinga de Marica, located in the municipality of Marica-RJ. Analyses of
sugars and bioactive compounds have been carried out by high-performance liquid
chromatography. The levels found of sugars (11.17 mg.100 g™), ascorbic acid (74.14 mg.100
g™), total carotenoids (632.00 pg. g*) and lycopene (503.00 pg.g™) in fruit of Eugenia
punicifolia DC were superior to Kunth found in other fruits considered rich in these
substances. In relation to fruits found fruits of Eugenia astringens Cambess, the levels found
of these substances have been lower. However, the result showed a high content of Gallic acid
(4.52 mg.g™) and anthocyanins (1504.1 mg.100 g™) when compared to other fruits considered
sources of these substances. Therefore, the chemical characterization of these two fruits, yet
little explored scientifically, made possible a knowledge of new sources of bioactive
compounds (lycopene from Eugenia punicifolia and anthocyanins of Eugenia astringens),
which have important nutritional and functional properties, highlighting the importance of the
fruits of Brazilian biodiversity.

Keywords: Myrtaceae, carotenoids, flavonoids, anthocyanins, phenolic acids and
ascorbic acid.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais que se destaca por sua vasta extensdo territorial e condicdes
climéticas diferenciadas, garantindo uma grande diversidade de espécies que compdem a sua
flora. Dentre elas, encontra-se 0 género Eugenia, pertencente a familia Myrtaceae, uma das
mais importantes familias frutiferas. Essa familia se encontra distribuida principalmente na
Mata Atlantica, podendo ser encontrada em areas do ecossistema restinga, que sdo areas de
protecdo ambiental.

Ao certo, ndo se sabe o nimero real de potenciais espécies presentes nessas areas e
podera nunca ser conhecido. Entretanto, algumas espécies desse género vém sendo
incorporadas, principalmente, na alimentacdo humana, por serem frutiferas e bastante
apreciadas, como por exemplo a jabuticaba, a pitanga e o jameldo, frutos bastante populares.
Contudo, eles representam apenas uma pequena parte da grande diversidade dessa familia e
desse género, e do seu potencial econdmico, tendo em vista que ainda ndo existem muitos
estudos dos frutos comestiveis ndo comerciais, como é o caso dos frutos de Eugenia
punicifolia Kunth DC e Eugenia astringens Cambess.

Atualmente, a maioria dos estudos das espécies Eugenia punicifolia Kunth DC e
Eugenia astringens Cambess) sdo sobre caracteristicas botanicas, composicdo quimica de
oleos essenciais, obtidos de suas folhas, e sua aplicacdo terapéutica. Com relacdo a seus
frutos, que apresentam coloragOes caracteristicas de substancias bioativas quando maduros, ha
poucos.

Substéancias bioativas sdo substancias oriundas do metabolismo secundario dos vegetais
que possuem um papel relevante na qualidade dos alimentos, e contribuem para a reducéo do
risco de doencas cronicas ndo transmissiveis. Também denominados de fitoquimicos,
compreendem diferentes classes de substancias, dentre as quais se destacam 0s
tetraterpenoides (carotenoides), as substancias fendlicas (acidos fendlicos, flavonoides e sua
subclasse: as antocianinas) e o acido ascérbico.

E nesse contexto que uma avaliacdo da composicdo quimica dos frutos resultaria em
mais informacOes, até mesmo inéditas, sobre os tipos de compostos bioativos presentes em
sua constituicdo, agregando valor as duas espécies e promovendo o conhecimento do
potencial nutritivo dos frutos da biodiversidade brasileira, além de conscientizar na
diminuicdo do desmatamento e ocupacdo dos ecossistemas restinga, desfavorecendo o risco

de extincdo das mesmas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar quimicamente os frutos de Eugenia punicifolia Kunth DC e Eugenia

astringens Cambess, com foco nas substancias bioativas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Com o uso da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia:
v" Aglcares por CLAE;
v Acido ascorbico;
v" Carotenoides totais e perfil;
v" Os acidos fendlicos;
v" O teor de antocianinas;
v" Confirmar e identificar as antocianinas por meio da técnica de espectrometria de massas.

v" Os flavonoides.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA MYRTACEAE

A biodiversidade brasileira ndo é muito conhecida devido a vasta extens&o territorial,
estimando-se que haja um nUmero bastante elevado de espécies distintas de plantas que
compdem a flora das regifes do pais, podendo-se destacar o tAxon Angiosperma (angios, urna
+ sperma, semente), sendo também conhecida por apresentarem plantas com flores (SIMOES,
2007).

Dentre as espécies de Angiospermas encontradas na flora brasileira, pode-se destacar
as pertencentes a familia Myrtaceae, uma familia de grande importancia para a producéo de
substancias de interesse farmacéuticos, como os metabdlitos secundarios (SIMOES, 2007;
LEITAO et al., 2014).

Myrtaceae constitui uma das maiores familias de Angiospermas, compreendendo duas
subfamilias, Leptospermoideae e Myrtoideae. A segunda subfamilia possui uma Unica
subtribo, Myrtae, dividida por trés subtribos: Myrciinar, Eugeniinae e Myrtinar, que
englobam mais de 4.000 espécies e 130 géneros. Em grande nimero, sdo neotropicais, ou
seja, predominantes nas regides tropicais e subtropicais, em florestas e regides litoraneas.
Dentre 0s géneros existentes nessa tribo, 23 deles ocorrem no Brasil (LAUDRUM &
KAWASAKI, 1997).

Apresenta como caracteristica botanica um habito arbustivo a arbéreo, tronco lenhoso
com presenca e/ou auséncia de caule esfoliar. As folhas séo simples e, frequentemente,
opostas, com nervura marginal. Suas flores, em geral, sdo pentdmeras, brancas ou, as vezes,
vermelhas, e seus frutos sdo do tipo baga (frutos carnosos com sementes envolvidas por uma
polpa carnosa rica em agua). Uma caracteristica marcante é a presenca de canais oleiferos nas
folhas, flores e frutos dessa familia (BARROSO, 1991; LAUDRUM & KAWASAKI, 1997).

Muito conhecida por sua elevada riqueza de espécies, ao longo do tempo, a familia
Myrtaceae vem sendo amplamente empregada na medicina popular. Algumas ja foram
estudadas e tiveram sua composic¢ao quimica e propriedades medicinais descritas na literatura,
atuando no combate a doencas infecciosas (CRUZ & KAPLAN, 2004; FRANCO et al., 2005;
LEITAO et al., 2014).

Além disso, as mirtaceas apresentam um grande potencial econémico, devido algumas

de suas espécies serem fornecedoras de frutos comestiveis, como a goiaba (Psidium guajava
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L.), a jabuticaba (Myrciaria cauliflora Mart. O. Berg) e a pitanga (Eugenia uniflora L.), muito
apreciados pela fauna silvestre e pelo homem (MARCHIORI & SOBRAL, 1997, LORENZI
et al., 2015). Por outro lado, essas espécies representam uma pequena parte do grande
potencial dessa familia, devendo ser considerado o grande numero de frutos comestiveis
produzidos por outras espécies ndo comercializadas (LAUDRUM & KAWASAKI, 1997).

No Brasil, dentre todos 0s géneros pertencentes a familia Myrtaceae, o género Eugenia
encontra-se bem representado, devido a frequéncia, abundancia e riqueza de suas espécies
(CHAGAS & SILVA et al,, 1995; ARANTES & MONTEIRO, 2002, LOURENCO &
BARBOSA, 2012). Esse género ¢ muito encontrado na Mata Atlantica, principalmente em
areas de formac@es arenosas denominadas restingas.

Segundo a resolugdo n° 303 de 20 de mar¢o de 2002 da Comissdo Nacional do Meio
Ambiente- CONAMA (BRASIL, 2002), por definicdo, restingas sdo depdsitos arenosos
produzidos por processos de sedimentacdo, geralmente alongados, localizados paralelos a
linha da costa, formando corddes arenosos, dunas e depressdes, apresentando uma cobertura
vegetal composta por diferentes comunidades vegetais, que dependem mais da natureza do
que do clima.

Essas areas representam grande importancia para a preservacdo dos ecossistemas.
Contudo, ao longo dos anos, as restingas vém sofrendo crescentes impactos, principalmente
com a expansdo agropecuaria e com 0 avango da construcdo civil, além da insercdo de
espécies exoticas nas tentativas de reflorestamento, retirada de areia das dunas, extracdo ilegal
de mudas e diversas outras interferéncias ocasionadas pelo homem (BARCELLOS et al.,
2012). E nesse contexto que as restingas da Marambaia e a de Marica tém como objetivo
preservar uma parte da flora nativa do Estado do Rio de Janeiro.

A Restinga da Marambaia é uma longa faixa de areia que separa a Baia de Sepetiba do
Oceano Atlantico, abrangendo uma extensdo de aproximadamente 40 Km, percorrendo 0s
municipios de Itaguai, Rio de Janeiro e Mangaratiba (SOUZA et al., 2007). A Restinga de
Maric& possui uma extensdo de 8 km e encontra-se aproximadamente a 20 Km da Baia de
Guanabara (RIZZINI et al., 1990).

Atualmente, essas duas areas de restingas sdo reconhecidas como areas de preservacao
ambiental (APA). Juntas, abrangem o maior numero de espécies do género Eugenia no estado
do Rio de Janeiro, compreendendo entre elas, as espécies Eugenia punicifolia Kunth DC e
Eugenia astringens Cambess (RIZZINI et al., 1990; PEREIRA et al., 2001; SOUZA &
MORIM, 2008).
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3.2 CARACTERIZACAO BOTANICA DAS ESPECIES EM ESTUDO

3.2.1 Eugenia punicifolia Kunth DC

A espécie Eugenia punicifolia Kunth DC, popularmente conhecida como cereja da
praia, pitanga do campo e murta vermelha, possui um aspecto arbustivo a arboreo (Figura 1a),
podendo alcancar até 8 metros de altura. Suas flores séo brancas (Figura 1b), com periodo de
floracdo de junho a marco, e sua frutificacdo ocorre no periodo de novembro a fevereiro
(SILVA & PINHEIRO, 2007; SOUZA & MORIM, 2008; KUHLMANN, 2012; LOURENCO
& BARBOSA, 2012; LORENZI et al., 2015).

Os frutos dessa espécie sdo do tipo baga (caracteristica da familia), pequenos e
globulosos e, quando maduros, assumem um tom vermelho intenso (Figura 1c). A
distribuicdo dessa espécie abrange quase todo o litoral brasileiro, além de ser encontrada em
paises vizinhos como Paraguai € Venezuela (SOUZA & MORIM, 2008; LOURENCO &
BARBOSA, 2012, LORENZI et al., 2015).

E uma espécie muito abundante em areas de restinga, sendo encontrada em diversas
APA’s no estado do Rio de Janeiro, como a Reserva da Praia do Sul, Grumari, Marambaia,
Barra de S&o Jodo, Jacarepagua, Cabo Frio, S&o Jodo da Barra, Macaé e Maricad (SOUZA &
MORIM, 2008). Também possui uma vasta distribuicdo em todo territorio brasileiro,
estendendo-se do sul ao norte do pais, sendo encontrada em diferentes biomas (SOBRAL et
al., 2015).

Identificada pela primeira vez como Myrtus punicifolia Kunth em 1823, devido a sua
grande variacdo foliar e por ter uma ampla distribuicdo ao longo de toda América do Sul, a
espécie comegou a receber mais de 50 sinonimias, como mostrado na tabela 1. Entretanto, é
frequentemente identificada nos herbarios como Eugenia ovalifolia Cambess (GOVAERTS et
al., 2008; SOUZA & MORIM, 2008; COSTA et al., 2010; LOURENCO & BARBOSA,
2012), sendo o nome Eugenia punicifolia Kunth DC o mais atual e vélido na literatura
cientifica. Vale ressaltar que a pesquisa bibliogréafica do presente trabalho foi realizada para

todas as sinonimias, e nenhum trabalho foi encontrado com relagéo aos seus frutos.
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1 B- Flores da espécie 1 C- Frutos produzido pela espécie

Figura 1: Caracteristicas de Eugenia punicifolia Kunth DC
FOTOS: Sidney Pacheco.
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Tabela 1: Sinonimia da Espécie Eugenia punicifolia Kunth DC

Sindnimos
Myrtus punicifolia Kunth Eugenia ovalifolia Cambess
Eugenia ambigua O. Berg Eugenia phillyraeoides Willd ex. O. Berg
Eugenia arbutifolia O. Berg Eugenia platyclada O. Berg
Eugenia arctostaphyloides O. Berg Eugenia polyphylla O. Berg
Eugenia benthamii O. Berg Eugenia prominens O. Berg
Eugenia boliviensis O. Berg Eugenia psammophila Diels
Eugenia calycolpoides Griseb Eugenia psychotrioides Mart. ex. O. Berg
Eugenia ciarensis O. Berg Eugenia pyramidalis O. Berg
Eugenia clinocarpa DC Eugenia pyrroclada O. Berg
Eugenia coarensis DC Eugenia rhombocarpa O. Berg
Eugenia dasyantha O. Berg Eugenia romana O. Berg
Eugenia decorticans O. Berg Eugenia rubrescens Mattos & D. Legrand
Eugenia diantha O. Berg Eugenia rufoflavescens Mattos
Eugenia dipoda DC Eugenia sabulosa Cambess
Eugenia erythroxyloides Mart. ex O. Berg Eugenia sancta DC
Eugenia flava O. Berg Eugenia spathophylla O. Berg
Eugenia fruticulosa DC Eugenia spathulata O. Berg
Eugenia glareosa O. Berg Eugenia sphathulata O. Berg
Eugenia insipida Cambess Eugenia subalterna Benth
Eugenia kochiana (DC) O. Berg Eugenia subcorymbosa O. Berg
Eugenia kunthiana DC Eugenia suffruticosa O. Berg
Eugenia lineariflora O. Berg Eugenia surinamensis Miq
Eugenia macroclada O. Berg Eugenia triphylla O. Berg
Eugenia maximiliana O. Berg Eugenia vaga O. Berg
Eugenia myrtillifolia DC Myrtus arbutifolia (O. Berg) Kuntze
Eugenia nhanica Cambess Myrtus fasciculata Vell
Eugenia obtusifolia Cambess Myrtus oleifolia Kunth
Eugenia obversa O. Berg Myrtus psychotrioides Colla
Eugenia oleifolia (Kunth) DC Pseudomyrcianthes kochiana (DC) Kausel
Eugenia chlorophyta Barb. Rodr Eugenia dipoda DC

FONTE: reflora.jbrj.gov.br, theplantlist.org , world check list(acesso em 15/12/14 e 05/05/15)
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3.2.2 Eugenia astringens Cambess

Eugenia astringens Cambess, conhecida popularmente como jabuticaba da praia,
jabuticaba-do-mangue, abajuru-genérico e araponga (SOUZA & MORIM, 2008; DEFAVERI
et al., 2011, LORENZI et al., 2015), possui carater arbustivo, podendo atingir até 3 metros de
altura (Figura 2 A). Apresenta flores de coloracdo branca (Figura 2 B), com floragdo de
fevereiro a junho (SILVA & PINHEIRO, 2007; SOUZA & MORIM, 2008; LOURENCO &

BARBOSA, 2012). Os frutos sao caracteristicos da familia, globulosos, com até 10 mm de

didametro e adquirem uma cor negra quando maduros, semelhantes aos frutos de jabuticaba

(Figura 2 C). O periodo de frutificagdo estende-se de abril a dezembro (SOUZA & MORIM,
2008; LORENZI et al., 2015).
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B- Flores da espécie C- Frutos produzido pela espécie
Figura 2: Caracteristica da Eugenia astringens Cambess
FOTOS: Sidney Pacheco.
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Endémica do Brasil, pode ser encontrada ao longo do litoral brasileiro, estendendo-se
desde Santa Catarina até a Bahia. No Rio de Janeiro, sua distribuicdo ocorre, principalmente,
nas areas de restinga, como Grumari, Jacarepagua, Cabo Frio, Sdo Jodo da Barra, Marica e
Marambaia (SOUZA & MORIM, 2008; SOBRAL et al., 2015), assim como a Eugenia
punicifolia.

Frequentemente identificada nos herbarios como Eugenia rotundifolia Casar, termo
mais antigo (GOVAERTS et al., 2008; SOUZA & MORIM, 2008; COSTA et al., 2010),
sendo o nome Eugenia astringens Cambess DC o mais atual e valido na literatura cientifica,
foi identificada pela primeira vez em 1830 (GOVAERTS et al., 2003). Possui também outros
sindbnimos, como é mostrado na tabela 2.

Tabela 2: Sinonimia da Espécie Eugenia astringens Cambess.

Sindénimos

Eugenia apiocarpa O. Berg
Eugenia cassinoides O. Berg
Eugenia cyclophylla O. Berg

Eugenia rotundifolia Casar
Eugenia umbelliflora O. Berg

FONTE: Sites reflora.jbrj.gov.br, theplantlist.org e world check list (acesso em 15/12/14 e 05/05/15).

Assim como para Eugenia punicifolia Kunth DC, a pesquisa bibliogréfica foi realizada
para todos 0s sindbnimos desta espécie.

Logo, essas duas espécies representam uma pequena parte de uma grande
biodiversidade existente no género Eugenia, que ja possui estudos envolvendo principalmente
seus frutos, que adquirem coloracdo caracteristica de compostos bioativos, com dados ja
elucidados na literatura na prevencdo de algumas doencas crbnicas nao transmissiveis
(PEREIRA, 2011; ARAUJO et al., 2012; SANTOS et al., 2015).

3.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS ESPECIES EM ESTUDO

A composicdo quimica produzida pelo metabolismo vegetal abrange dois grupos
distintos, classificados como metabdlitos primarios e metabolitos secundarios.
Os metabdlitos primarios séo o0s produtos quimicos essenciais oriundos das reacdes de

sintese, degradacdo e conservacdo de energia, como a sintese de compostos organicos
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(agucares) a partir da reacdo entre CO, e agua utilizando a energia solar, processo denominado
de fotossintese (SIMOES, 2007; FENNEMA, 2010; LEHNINGER, 2011).

O segundo grupo, os metabolitos secundarios, sdo originados por diversas rotas
biossintéticas que utilizam a energia produzida pelo metabolismo primario. Apresentam
estruturas complexas e marcantes atividades bioldgicas, além de serem encontrados em
concentragOes baixas se comparados aos priméarios na planta. Tem como funcGes protecdo
contra raios UV e defesa contra predadores (DEWICK, 2009).

Dentro desse grupo, se destacam substancias como o acido ascorbico, os carotenoides
e 0s compostos fendlicos (os é&cidos fendlicos, os flavonoides e sua subclasse, as

antocianinas).

3.3.1 Aclcares

Acucares séo as substancias mais abundantes no reino vegetal. Também denominados
de biomoléculas organicas, sdo constituidos por atomos de carbono e hidrogénio ligados por
ligacbGes covalentes, podendo ter alguns grupos oxigenados. Representam quase 90 % do
material celular, e atuam como combustiveis para as reacGes metabolicas. Além disso, séo
amplamente disponiveis, estando entre os principais componentes dos alimentos, podendo
tanto fazer parte da constituicdo natural ou serem adicionados como ingredientes
(FENNEMA, 2010; LEHNINGER, 2011). Os carboidratos sdo divididos em 3 classes:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos.

Os monossacarideos sdo 0s aglcares simples, constituidos por uma Unica unidade de
grupamento aldeido ou cetona. Pertencem a essa classe a glicose, a frutose e a galactose
(LEHNINGER, 2011).

Os oligossacarideos sdo polimeros formados por duas ou mais unidades de
monossacarideos. Os mais comuns encontrados em alimentos sdo a sacarose (glicose +
frutose), a lactose (glicose + galactose), a maltose (glicose + glicose) e a rafinose (galactose +
frutose + glicose). Os polissacarideos sdo formados através de inumeras moléculas de
monossacarideos, 0 mais comum é o amido, sendo considerado a mais importante reserva de
energia nas plantas superiores (FENNEMA, 2010; LEHNINGER, 2011).

Dentre as classes descritas, 0s monossacarideos, em especial a glicose, € um dos
metabolitos primarios mais importantes, pois é através do seu metabolismo que séo

originados os metabdlitos secundarios, como € ilustrado na Figura 3.
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GLICOSE
| r Polissacarideos
L Heterosideos

Acido chiquimico Acetil Coa
Triptofano Fenilalanina/ Acido galico
Acido mevalonato
citrico
Alcaloides Taninos
Indélicos e hidrolisaveis
quinolinicos o
_ Acidos graxos
Antraguinonas acetogeninas
Flavonoides
Taninos condensados
Protoalcaloides Acido Ornitina Isoprenoides
Alcal6ides cinamico lisina

isoquinolinicos e
benzilisoauinolinic

Terpenoides e
Fenilpropanoides esterois

Alcaloides pirrolidinicos,
tropénicos, pirrolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos

Lignanas e ligninas
cumarinas

Figura 3: Ciclo biossintético de formacédo dos metabdlitos secundarios
FONTE: SIMOES (2007).

3.3.2 Acido Ascorbico

O é&cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, é um dos acidos organicos
mais importantes da alimentacdo. Pertencente a classe das vitaminas hidrossoltveis, funciona
como agente preservativo em alimentos e participa de diversos processos metabdlicos no
organismo, como a formac&o do colageno e na sintese de acidos biliares, além de atuar como
cofator enzimatico (ARANHA, 2000; MELENDEZ et al., 2004; LEHNINGER, 2011). Esta
presente nos tecidos de plantas superiores e de alguns animais, onde é sintetizado através da

glicose pela enzima L-gulonalactona oxidase.
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Os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar vitamina C devido a auséncia dessa
enzima, logo ha a necessidade de ingerir alimentos que sejam ricos nessa substancia, como
frutas frescas, particularmente as citricas e algumas hortalicas (FIORUCCI et al., 2003;
ROSA et al., 2007; LEHNINGER, 2011).

A molécula de acido ascorbico apresenta uma lactona com dois centros quirais nas
posicOes 4 e 5, determinando dois pares de estereoisomeros (ROSA et al., 2007; Figura 4).

Acido D- ascérbico

(d)

OH Ho

Acido L- isoascorbico Acido D- isoascérbico
ou L- eritérbico ou D- eritorbico

Figura 4: Estrutura quimica do &cido ascorbico e seus isbmeros

O acido ascorbico apresenta duas propriedades: uma quimica e uma bioldgica. Na
primeira, a vitamina possui um carater acido devido a sua estrutura conter um grupo hidroxi-
enolico na a- hidroxicetona, conferindo uma capacidade redutora e um comportamento acido
(Figura 5). A segunda propriedade esta relacionada com o isémero o &cido L-ascérbico, um
agente redutor em solucBes aquosas. Esse isébmero, na presenca de oxigénio e um
combustivel, é oxidado & forma de &cido dehidroascérbico, uma forma oxidada da vitamina C
(Figura 6), apresentando uma maior atividade vitaminica (LIAO & SEIB, 1988, FIORUCCI
etal., 2003; LEHNINGER, 2011).
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H,OH
HO o
H
HO
Figura 5: Propriedade acida do &cido ascorbico.
CH,OH

Ho CH,OH
0. HO o
H o} H o
—_— . 2H + 2e
HO OH g o

Figura 6: Oxidacédo do &cido L-ascérbico a acido dehidroascorbico
Segundo Snyder (1995) (apud FIORUCCI, SOARES, CAVALHEIRO, 2003) a

deficiéncia dessa vitamina no organismo pode acarretar o desenvolvimento do escorbuto, uma

doenca provocada pela sintese defeituosa do tecido colagenoso, que tem como sintomas
inchaco das gengivas causando sangramentos, quedas dos dentes e dificuldade de cicatrizacdo
subcutanea.

A vitamina C ainda possui um importante papel na industria alimenticia além do
nutricional, sendo muito empregada como antioxidante natural, preservando a coloracdo de
muitos alimentos (STADLER, 1999; FIORUCCI, SOARES, CAVALHEIRO, 2002).

3.3.3 Carotenoides

Carotenoides sdo substancias lipossoltveis que compreendem mais de 600 variacdes
estruturais ja caracterizadas na natureza, sendo cerca de cem relatadas em alimentos. Dentre
as classes de metabolitos secundarios existentes, apresentam-se em maior quantidade na
natureza, somando mais de 150 anos de estudos (O'NEIL & SCHWARTZ, 1992; KRINSKY
& JOHNSON, 2005; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008).

Denominados pigmentos naturais, sdo biossintetizados por plantas, fungos, bactérias

fotossintéticas e algumas espeécies de algas, possuindo um importante papel na protecéo contra
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processos oxidativos e na captacdo de energia para os tecidos vegetais. (O'NEIL &
SCHWARTZ, 1992; KRINSKY &YEM, 2003).

Além disso, sdo responsaveis pelas cores que compreendem o amarelo, laranja e o
vermelho do tecido de muitas frutas e hortalicas, podendo também ser encontrados em outros
tecidos vegetais como sementes, flores e folhas (Tabela 3). Nesta ultima, os carotenoides
estdo associados as clorofilas, pigmento verde que promove a coloragdo caracteristica das
hortalicas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008; WEBER &
GRUNE, 2012).

Segundo Dewick (2009), existem carotenoides que sdo encontrados em alguns
animais, como a astaxantina, que promove uma coloracdo rosa avermelhada em crustaceos e
mariscos. Contudo, esses animais sdo incapazes de sintetizar esse carotenoide, sendo a
obtencédo dessas substancias através da alimentag&o.

Tabela 3: Exemplos de cores de carotenoides encontrados na natureza

Cor Carotenoide Alimento
Amarela Zeaxantina Milho
Laranja - caroteno Cenoura
Vermelho Licopeno Caqui
Rosa avermelhado  Astaxantina Salmao

Marron avermelhado  Fucoxantina Alga marrom
Vermelho brilnante  Capsantina  Pimenta vermelha
Amarelo brilhante  Violaxantina Pimentdo amarelo

FONTE: Adaptado de RODRIGUEZ- AMAYA (1999); RODRIGUEZ- AMAYA et al. (2008) e DEWICK
(2009).

A intensidade da coloracdo de um carotenoide esta diretamente relacionada com o
nimero de ligages duplas conjugadas. A medida que esse nimero aumenta, a cor se
modifica. Isso ocorre em virtude da deslocalizacdo eletronica existente na regido dos
cromoforos que conferem a tonalidade da cor. Nessa regido, os elétrons sdo deslocados ao
longo de toda cadeia isoprénica, promovendo absorcdo da energia visivel, a deixando mais
reativa para que ocorra a transicdo eletrbnica. Logo, quanto maior o nimero de duplas
ligagbes conjugadas na substancia, menos energia é necessaria para que haja a transferéncia
de elétrons de um orbital a outro (BRITTON, 1995; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007;
DEWICK, 2009; PACHECO, 2009; MARTINS, SUCUPIRA, SUAREZ, 2015).
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A biossintese dos carotenoides derivada de duas rotas: via da deoxixilulose - 5 -
fosfato e a via do mevalonato. A primeira ocorre nos plastidios de plantas e em bacteérias, a
segunda via, acontece nos fungos. As duas rotas tém como principal objetivo gerar a molécula
de isopentenilpirofosfato (IPP- Cs), denominado bloco de construcdo, que ira sofrer
sucessivas reacbes de encadeamento cabeca-cauda para formar a molécula de
geranilgeranilpirofosfato (GGPP- Cy). A partir da condensagdo de duas moléculas de GGPP
por encadeamento cauda-cauda, ocorre a formacdo da primeira molécula precursora dos

carotenoides, o fitoeno (Figura 7).
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AN AN AN AN onp
Geranil geranil Pirofosfato (GGPP- Cy)

Reacdo de condensacdo encadeamento cauda—cauda l
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Figura 7: Biossintese de uma molécula de carotenoide.
FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).
A classificagdo dos carotenoides esta relacionada com a funcdo quimica existente na
sua estrutura, podendo ser denominados como carotenos (constituidos apenas por

hidrocarbonetos) ou como xantofilas (uma ou mais fun¢Bes quimicas oxigenadas presentes na
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estrutura), sendo considerados os mais importantes na alimentagéo o licopeno, o 3-caroteno, o
o-caroteno, a B-criptoxantina, a luteina e a zeaxantina (Figura 8) (BRITTON, 1995;
RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008).

CAROTENOS

B- caroteno

o- caroteno

Licopeno

XANTOFILAS

HO

f3- criptoxantina

HO Zeaxantina

Figura 8: Estruturas quimicas dos principais carotenoides encontrados em alimentos
Na alimentacdo, a importancia dessa classe de compostos tem sido tema com bastante
repercussdao. Estudos apontam que a funcdo antioxidante dos carotenoides desempenha um

papel importante na reducdo do risco de céncer, catarata, aterosclerose e no retardo do
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processo de envelhecimento. Dentre os carotenoides mais amplamente estudados o que possui
maior atividade antioxidante é o licopeno (WILLIAMS, WILLIAMS, WEISBURGER, 1999;
KRINSKY & JOHNSON, 2005; JAUREGUI, CARILLO, ROMO, 2011). Além disso, atuam
como pigmentos maculares, como é o caso da luteina e da zeaxantina (RODRIGUEZ-
AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008; CANOVAS et al., 2009).

3.3.3.1 Carotenoides precursores de vitamina A

Alguns carotenoides sdo considerados precursores de vitamina A por terem um anel p-
ionona ndo substituido e uma cadeia lateral poliénica de 11 carbonos. Dos aproximadamente
600 carotenoides, cerca de 50 apresentam essa caracteristica, e apenas 3 estdo em altas
concentragdes no sangue: 0 - caroteno, 0 o- caroteno e a B-criptoxantina (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001; FENNEMA, 2010).

Em teoria, 0 P-caroteno € o carotenoide de maior atividade pré-vitamina A por
apresentar dois anéis B-ionona ndo substituidos, no qual ocorre uma conversdo em duas
moléculas de vitamina A, enquanto que os demais, como 0 o~ caroteno e a B-criptoxantina sé
possuem um anel ndo substituido, resumindo em 50% as suas conversdes (Figura 9)
(RODRIGUEZ- AMAYA, 2001; RAO & RAO, 2007; DEWICK, 2009).

M\\\\\

B3- caroteno
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[3- criptoxantina 2 X o- caroteno
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Retinol

Figura 9: Esquema da convers&o dos carotenoides em vitamina A
FONTE: Adaptado de PACHECO (2009).
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A vitamina A é uma vitamina lipossoluvel, encontrada em alimentos de origem
animal, especialmente em ovos, leite e seus derivados e no figado, 6rgdo onde é armazenada a
maior quantidade dessa vitamina.

Nos seres humanos, nesse caso, a atividade de vitamina A esta sob a forma de retinol,
que participa nos processos de manutencdo da visdo, na funcdo imunoldgica, atuando no
crescimento de células 6sseas e na prevencdo da anemia. Sua caréncia acarreta disturbios na
manutencdo desses processos (FONTANA et al.,, 1997; DEWICK, 2009; WEBER &
GRUNE, 2012; Yl et al., 2015).

3.3.3.2 Licopeno

O licopeno é um caroteno aciclico que apresenta 0 maior numero de ligagdes duplas
conjugadas (onze) e, além destas, duas ndo conjugadas. Nao apresenta atividade como pro-
vitamina A devido a sua estrutura linear, sendo obtido a partir do fitoeno, apds quatro etapas
de desidrogenacdo (FIGURA 10), sendo considerado precursor de formacdo dos demais
carotenoides ciclicos (DEWICK, 2009).

N\ N N NN N N N

Fitoeno

Reacéo de desidrogenacdo (4 X)
v

Licopeno

Figura 10: Esquema de formacao do licopeno
FONTE: Adaptado de PACHECO (2009)
Responsavel pela coloracdo vermelha de muitas frutas e hortalicas, e até mesmo

presente em algumas espécies de alguns microrganismos como fungos e bactérias, seu
consumo esta relacionado a reducdo do risco de alguns tipos de cancer, em especial, o da
prostata e de doengas cardiovasculares (CLINTON, 1998; BLUM et al., 2005; KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de préstata ¢ o segundo

com mais casos registrados no Brasil, com estimativa de 68.800 novos casos em 2014, e o
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sexto tipo mais comum mundialmente prevalente nos homens. Considerado um cancer de
terceira idade, atinge homens com idades a partir dos 65 anos. Ademais, ja estd comprovado
que esta doenca pode acometer pessoas também com idades menores, cerca de 50 anos,
aumentando a taxa de mortalidade significativamente apds essa faixa etaria (INCA, 2015).

Pesquisas feitas por Clinton (1998), Giovannucci (1999) e Vitale (2010), descreveram
que o consumo de alimentos ricos em licopeno, como o tomate e seus produtos, tém uma
influéncia positiva na diminuicao do risco alguns tipos de cancer, em especial, o de prostata.
Esta funcdo € atribuida ao licopeno devido a auséncia de anel - ionona, que favorece uma
maior capacidade de sequestrar radicais livres, causadores de doengas, quando comparado a
outros tipos de carotenoides (DI MASCIO, KAISER, SIES, 1989).

Embora encontrado em elevados niveis no plasma sanguineo, o licopeno nao é
sintetizado pelo organismo humano, devendo ser obtido exclusivamente através da
alimentacdo. Entretanto, a forma predominante do licopeno em alimentos é a forma trans,
sendo necessaria a isomerizacdo da molécula para que esta se transforme na forma cis. E essa
forma que possui uma fungdo bioldgica no organismo e é encontrada no plasma (CLINTON,
1998; KRINSKY & JOHNSON, 2005; RAO & RAO, 2007).

A ingestdo diaria de licopeno para que este tenha algum efeito protetor no organismo
ainda ndo foi definida, pois a biodisponibilidade da substancia esta relacionada a diversos
fatores, dentre os quais se destacam o preparo do alimento, o nivel de concentracdo e o meio
em que se encontra no mesmo, pois o licopeno é um composto lipossolivel, ndo sendo
dissolvido em meio aquoso, além da influéncia dos héabitos alimentares e da pré-
disponibilidade genética (PORRINI & RISO, 2005; MORITZ & TRAMONTE, 2006).

3.3.4 Compostos Fenolicos

Classe de metabolitos secundarios com uma grande diversidade estrutural, englobando
desde moléculas simples a complexas, os compostos fendlicos sdo substancias bioativas que
apresentam ao menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxila. Sao
hidrossollveis e de ampla distribuicdo na natureza, sob a forma livre ou ainda heterosideos.
Apresentam diferentes propriedades, incluindo caracteristicas acidas como quelantes
(SOARES, 2002; CUNHA, 2009).
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Fazem parte desse grupo, os fenilpropanoides, os fenilpropenos, as xantinas, as
naftoquinonas, os estilbenos, as antraquinonas, as lignanas, os taninos, as ligninas, os acidos

fendlicos, as cumarinas e os flavonoides, como as antocianinas, as isoflavonas, entre outros.

3.3.4.1 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos sdo uma grande classe destas substancias largamente distribuidos
na natureza e constituidos quimicamente por um anel benzénico, um grupamento carboxilico
e uma ou mais hidroxilas, podendo apresentar metoxilas. Dividem-se em 2 grupos: acidos
hidroxibenzoéicos (C6-C1) e acidos cindmicos (C6-C3) (Figura 11) (ANGELO & JORGE,
2007; DEWICK, 2009).

COOH

COOH

Ry R3
R,0 R,

R,

R, - .
Acido benzoico Acido cindmico

Ry R, R3

Ri Ry R Acido p-cumarico H OH H
Acido Galico H OH OH Acido Caféico OH OH H
Acido Vanilico CH; OH H Acido Ferilico OCHz OH  H
Acido Siringico CH; H  OCH, Acido Sinpico OCH; OH OCH,

Figura 11: Acidos fendlicos derivados dos &cidos benzoico e cindmico

Nos organismos vegetais, tém funcdo de protecdo contra condicbes adversas e
contribuem para as caracteristicas de adstringéncia, cor e sabor e sua estabilidade oxidativa
(SOARES, 2002; NACZK e SHAHIDI, 2004).

Os derivados do acido cindmico sdo antioxidantes mais ativos que os derivados do
acido hidroxibenzoico devido a presenca de uma dupla ligacdo proxima ao grupamento
carboxila, capaz de estabilizar por ressonancia o elétron desemparelhado de uma espécie
radicalar (ANGELO & JORGE; 2007).
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Nos alimentos, sdo importantes constituintes de frutas e hortalicas, promovendo a
protecdo do alimento contra ataques de insetos e capacidade antioxidante total dos vegetais,
funcdo esta de grande importancia para o organismo humano (TALCOTT et al., 2003;
ROCKENBACH et al., 2008).

3.3.4.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo de substdncias naturais caracterizadas pelo arranjo
estrutural de 15 atomos de carbono em 3 anéis (A, B, C), sendo 2 destes aromaticos
(configuracdo Cg-C3-Cg). Nos vegetais, sdo de extrema importéncia, tendo fungdes
antioxidante, antimicrobiana, de fotorreceptor e de defesa contra insetos. Ocorrem
abundantemente como derivados glicosilados e contribuem para coloracdo de folhas, flores e
frutos (HARBONE & WILLIAMS, 2000; PIETTA, 2000; MARTINEZ- FLORES, 2002;
DEWICK, 2009).

Sua biossintese € considerada de via mista. A formacdo do anel A esta relacionada a
condensacdo de 3 moléculas de malonil-coenzima A (CoA), enquanto os anéis B e C sdo
resultantes da via do chiquimato a partir da fenilalanina, que é convertida em acido cindmico
e apos em &cido cumarico. Ambos sdo formados no metabolismo da glicose (Figura 12)
(MERKEN & BEECKER, 2000; DEWICK, 2009).
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Figura 12: Esquema basico de formacdo de um flavonoide
FONTE: Adaptado de DEWICK (2009).
Atualmente hd cerca de 8000 flavonoides ja identificados, devido as diferentes

reacOes, como oxigenacdo, alquilacdo, glicosilacdo, acilacdo e sulfonacdo, que ocorrem
também nos anéis A e B. Como consequéncia dessas reagdes, essas substancias podem
ocorrer sob a forma livre (sem acucar), sendo denominado aglicona ou na forma glicosidica
(com acucar ligado), chamado de 0- heterosideo, quando a ligacdo se da por intermédio de um
atomo de oxigénio, ou C- heterosideo, quando a ligacdo se da por um atomo de carbono
(HARBONE & WILLIAMS, 2000; PIETTA, 2000; ANGELO & JORGE, 2007).

Os flavonoides apresentam diferentes subclasses, que se diferem entre si pelo nivel de
oxigenacdo e pelo padrdo de substituicio do anel C (MARTINEZ- FLORES, 2002),
originando as antocianidinas, as catequinas, as flavonas, os flavonols, as flavanonas, as

isoflavonas, entre outros (Figura 13).
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Figura 13: Estrutura quimica das principais subclasses de flavonoides em alimentos

Ao longo dos anos, essa classe de metabdlitos vem recebendo bastante atencéo.
Alguns estudos destacam a sua importancia biolégica e fisioldgica, baseando-se,
principalmente, na atividade antioxidante, atuando como sequestradores de radicais livres
provenientes do estresse oxidativo dos tecidos (PRIOR & CAO, 2000; RIJKE et al., 2006).
Segundo alguns autores, uma dieta composta de alimentos ricos em flavonoides como frutas e
hortalicas pode estar associada ao baixo risco de se desenvolver doencas cardiovasculares e
prevencdo de alguns tipos de cancer (YOCHUM, 1999; NEURHOUSE, 2004; WALLE,
2004; YANES et al., 2013).

3.3.4.2.1 Antocianinas

Da classe dos flavonoides, as antocianinas (do grego anthos, uma flor, kyanos, azul
escuro), compdem o maior grupo de pigmentos hidrossoltveis, sendo largamente distribuidas
nas familias do reino vegetal (HARBONE, 1988; BRIDDLE & TIMBERLAKE, 1997).
Responsaveis pelas cores que variam do vermelho ao azul, passando pelo laranja, rosa e
parpura, que promovem a coloracdo de muitas pétalas de flores, frutos, folhas e até mesmo
raizes, sendo encontradas principalmente nas Angiospermas (VAN TUNEN & MOL, 1991,
DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

As antocianinas, na natureza, ocorrem frequentemente sob a forma glicosilada, tendo
como forma bésica o cation flavilico (Figura 14). Os acucares frequentemente encontrados

sdo a glicose, a ramnose, a Xilose, a galactose, a arabinose e a frutose com a substituicao
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glicosidica realizada nos carbonos C-3 e C-5 (FRANCIS, 1989; MALACRIDA & MOTTA,
2005; GIOVANINNI & MANFROI; 2009). Também podem ser encontradas como agliconas

(forma néo glicosilada).

©
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Figura 14: Estrutura quimica do cétion flavilico

De acordo com Xavier (2004), as antocianinas comumente se apresentam, em solucdes
aquosas, sob a forma de uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cation
flavilico (vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo- base carbitol (incolor) e chalcona
(incolor ou levemente amarela). Isso vai depender do meio em que se encontram. Dependendo
do pH, as formas dessas estruturas podem sofrer alteracoes.

Segundo Heredia (1998), em pH acido (pH < 2), a forma predominante ¢ a catidnica.
Conforme ocorre a variacdo do pH, acontece uma rapida desprotonacdo, formando a base
quinoidal. Em meio aquoso, ocorre a hidratacdo do cation flavilico, levando ao equilibrio
entre a forma carbitol e chalcona. Sob temperatura ambiente e em meio levemente
acidificado, o equilibrio entre as formas carbitol e chalcona é muito lento, levando algumas
horas para se atingido. Com o aumento da temperatura, o equilibrio € deslocado em direcéo a

formacéo da base chalcona (Figura 15)
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Figura 15: Representagdo do equilibrio das antocianinas em meio aquoso
FONTE: XAVIER (2004).

Em plantas, as func¢bes das antocianinas podem ser muito variadas, desempenhando

papéis na protecdo contra a acdo dos raios UV, atuando como antioxidante, participando dos

mecanismos de defesa contra predadores, além de participar de funcBes bioldgicas, como

polinizacdo e dispersdo de sementes (LOPES et al., 2007).

Embora existam mais de 400 antocianinas, 22 sdo conhecidas, sendo 18 delas

agliconas de ocorréncia natural, e apenas 6 delas com destaque em alimentos: delfinidina,

cianidina, peonidina, petunidina, pelargonidina e malvidina (Figura 16) (KONG et al., 2003;

COULTATE, 2004; CARVALHO et al., 2010).
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Figura 16: Estruturas quimicas das principais antocianidinas encontradas em alimentos

Devido a sua capacidade antioxidante, a incorporacdo de alimentos ricos em
antocianinas vem crescendo ao longo dos ultimos anos, atribuindo a essas substancias um
importante papel na minimizagdo dos danos causados pelos radicais livres, prevenindo ou até
mesmo reduzindo os efeitos causados por eles (MARTINEZ- FLORES, 2002).

Pesquisas realizadas por Volp et al. (2008) descreveram os beneficios da capacidade
antioxidante das antocianinas na prevencao de doencas cardiovasculares e de alguns tipos de
cancer. Mauray et al. (2009) relatou em seus estudos com ratos que foram alimentados com
suplementacdo de extratos de uvas, uma reducdo nas lesbes provocadas pela arteriosclerose.
Cardoso et al. (2011) investigou os efeitos que uma ingestdo dessas substancias com alta
capacidade antioxidante pode exercer sobre a arteriosclerose.

Ainda ha muitos estudos sendo feitos sobre o efeito que os compostos fenolicos
podem ter no organismo humano. No entanto, ainda ndo esta definida a quantidade a ser

ingerida para que estes possam vir a ter algum efeito.

3.4 A CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Muitos estudos envolvendo a analise de substancias bioativas como acido ascérbico,
carotenoides e substancias fendlicas sdo realizadas por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE), sendo esta uma das técnicas analiticas mais utilizadas devido a sua
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precisdo na separacdo dessas substancias (FRANCIS, 1989; ROSA et al., 2007; MOTILVA et
al., 2014).

O termo “cromatografia” originado do grego Chroma (cor) e graphein,0 (escrita da
cor) é creditado ao botanico russo Mikhael Tswett que descreveu, em 1903, em seus
experimentos a separacgdo das substancias coloridas existentes nos extratos de folhas verdes,
usando um tubo de vidro recheado com carbonato de calcio umedecido com um solvente. O
processo em si ndo dependia da cor, contudo a utilizava para facilitar a identificacdo dos
componentes da amostra (PACHECO et al., 2015).

A cromatografia liquida é um método fisico-quimico de andlise que tem como
objetivos principais a separacdo, identificagdo e a quantificacdo de substancias que se
encontram em uma mistura. Emprega colunas de diferentes tamanhos de particulas e com
diferentes materiais (fase estacionaria), além de ter uma fase mével que € responsavel pela
eluicdo das substancias.

O processo de separagdo das substancias fundamenta-se na migracdo dos compostos
de interesse de uma mistura, que ocorre através da interacdo entre a fase movel, que carreia 0s
analitos, e a fase estacionaria, responsavel pela seletividade e retencdo dos analitos, resultando
na migracgdo diferencial de cada um (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998; SKOOG, 2006).

Pode ser classificada de acordo com a polaridade das fases: Cromatografia Liquida de
Fase Normal (fase estacionaria polar) ou Cromatografia Liquida de Fase Reversa (fase
estacionaria apolar). Também, pode ser classificada quanto ao tamanho interno das colunas,
podendo ser considerada preparativa (com 6-50 pum), analitica (com 2-6 um), microdidmetro

(1-2 um) e capilar (com tamanho maximo de 1 pum).

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Com uma instrumentacdo mais sofisticada, a CLAE € uma técnica de separacdo que
faz uso de colunas fechadas com diferentes tamanhos de particulas e recheios, podendo
utilizar a mesma coluna para diversas analises.

Com os avancos no tamanho das colunas (2-10 um), que possibilitou um tempo de
analise reduzido, tornou-se um método preciso, por proporcionar uma boa resolugéo,
separagdo de misturas complexas em poucas horas ou até mesmo em minutos, gerando

resultados quantitativos mais confiaveis, além de fazer uso de poucas quantidades de amostra
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e de solventes, logo foi uma técnica bastante difundida nos Gltimos 40 anos (MALDANER &
JARDIM, 2009).

Basicamente, um sistema cromatografico é constituido por uma fase movel, valvulas,
bomba, injetor, coluna, detector e um sistema de aquisi¢do de dados, como ilustrado na Figura
17.

Aquisicdo de dados

Descarte

Injetor automatico  Coluna

Bomba

Figura 17: Esquema bésico de um cromatografo liquido
FONTE: SANTIAGO (2014).

O funcionamento do sistema cromatogréafico se da através do sistema de bombas que é
responsavel por bombear a fase mével (liquida), que ir& eluir sobre a fase estacionaria que se
encontra no interior da coluna. Dessa forma, os solutos com maior afinidade com a fase movel
serdo eluidos primeiro e, posteriormente, 0s que tém maior afinidade com a fase estacionaria
ficardo mais tempo retidos na coluna. Conforme ocorre a passagem da fase mdvel pela
coluna, os analitos passam pelo detector, que produz um sinal identificado pelo software do
sistema de dados, caracterizando um Cromatograma (MALDANER & JARDIM, 2009;
RUTZ, 2009).

Com relagdo aos detectores, uma melhor instrumentagdo é requerida para a CLAE,
tendo como atributos uma alta sensibilidade, uma resposta independente da FM e uma menor
sensibilidade a mudancas nas temperaturas e na vazao da FM, além da resposta aumentar de
acordo com a quantidade do soluto e ndo ocasionar a destruicdo do mesmo, devendo ter uma
informacdo quantitativa do pico (SKOOG, 2006).

Dentre os detectores existentes, 0 mais utilizado é o de absorcéo da radiacdo, como o
detector de arranjo de diodos (PDA, em inglés Photodiode Detector Array- DAD), sendo o
mais usado nas analises de substancias bioativas, por possui uma ampla faixa de comprimento

de onda que auxilia na deteccdo dessas substancias. Conforme ocorre 0 aumento no numero
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de ligagBes duplas conjugadas existentes, havera um aumento na absortividade da amostra,
logo o uso de um detector com uma grande faixa de espectro faz-se necessario (COLLINS et
al., 2007). Além disto, possui algumas vantagens quando comparado a outros detectores,
como geracao de espectros tridimensionais e de espectros de cada pico durante o tempo de
corrida, devido a existéncia de uma rede de fotodiodos, possibilitando que 0 mesmo seja
armazenado em um software e permite o calculo da pureza de cada pico cromatografico, além
de conceder a obtencdo de cromatogramas em dois comprimentos de ondas distintos
(LANCAS, 2009).

3.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM)

Segundo Vessecchi (2011), por definicdo, espectrometria de massas € uma técnica
analitica que estuda a composicdo quimica estrutural de uma determinada substancia através
da formacdo de ions no estado gasoso, com posterior caracterizacdo pela massa, carga e
propriedades fisico-quimicas, empregando o espectrémetro de massas.

De acordo com Silverstein (2007), a espectrometria de massas pode ser descrita como
a ionizacdo de um ou mais compostos, onde seus ions sdo separados com base na razéo
massa/carga e o humero de ions que corresponde a cada unidade de massa/carga € registrado
na forma de um espectro.

O espectrometro de massas é muito usado acoplado a uma técnica de cromatografia,
seja ela liquida ou gasosa, sendo muito Gtil nas analises de compostos com massas ja
conhecidas ou até mesmo em compostos com massas desconhecidas. No caso de compostos
conhecidos, ocorre uma busca numa biblioteca de dados com o auxilio de um sistema
computacional (cromatografia gasosa). Caso seja desconhecido, recorre-se ao ion molecular, e
a sua sequéncia de fragmentacdo e evidéncias de outros tipos de espectrometria, como
Infravermelho (IR) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (SILVERSTEIN, 2007).

Basicamente, um espectrdmetro de massas € constituido por 3 setores: fonte,

analisador e detector, como ilustrado na Figura 18.
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Figura 18: Esquema ilustrativo de um espectrOmetro de massas
FONTE: LANGAS (2009).

A amostra (solida, liquida ou gasosa) é introduzida diretamente no espectrémetro de
massas ou através de outra técnica, no caso mais comum, o uso de um cromatégrafo. A
amostra € injetada sendo direcionada para uma fonte. Nessa fonte, ocorre a etapa de ionizacao
onde ha formagcéo de ions gasosos. Em seguida, ocorrem as etapas de selecdo, fragmentacéo e
separacdo da mistura de ions formados durante o processo de ionizacao, segundo a relacéo
massa /carga (m/z) no analisador. Posteriormente, ocorre a captura do sinal originado pela
corrente de ions que passam pelo analisador no detector, sendo o sinal transferido para um
software que ird processar os dados, gerando os espectros de massa (SMITH, 2004;
SILVERSTEIN, 2007; CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008; LANCAS, 2009).

Na espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida, a fonte de ionizacéo
mais utilizada é o Eletronebulizacdo e os analisadores mais usados sdo o quadrupolo e tempo
de voo (TOF, em inglés Time of flight).

A ionizacdo por Eletronebulizacdo permite que os ions sejam criados sob pressdo
atmosférica, sem a necessidade de vacuo. Nesse caso, a amostra, que se encontra dissolvida
em um solvente, € pressurizada através de um tubo capilar sob uma determinada voltagem que
fard com que o liquido seja emerso do tubo a pressdo atmosférica, na forma de um aerosol.
Com isso, o solvente é eliminado sucessivamente e os ions formados séo direcionados para o
analisador (LANCAS, 2009; LANCAS, 2013).

O analisador tipo quadrupolo é formado por 4 tubos cilindricos paralelos que possuem

uma voltagem de radiofrequéncia que ¢ aplicada nos tubos. Quando os ions gerados pela fonte
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passam por esses tubos, é aplicada uma determinada voltagem fazendo com que apenas 0s que
possuam um certo valor de m/z possuam uma trajetéria estavel, atravessando o quadrupolo até
chegarem ao detector. J& no analisador por tempo de voo, os ions sofrem uma aceleragédo
provocada por uma alta voltagem e seguem por um tubo até chegarem ao detector. Os ions
que apresentam diferentes m/z, logo védo apresentar velocidades diferentes. No entanto, se
todos os ions retiverem a mesma energia, 0s de menor massa terdo uma velocidade maior
(SILVERSTEIN, 2007; LANCAS, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Solventes e reagentes

N N N N N N N N N N N N N N N NN

Os solventes e reagentes utilizados foram:
Acetato de etila (C4HgO,) grau HPLC (Tedia);
Acetonitrila (C,H3N) grau HPLC/ Spectrum (Tedia);
Acetona (C3HgO) grau HPLC (Tedia);

Acido acético (C,H40,) grau HPLC (Tedia);

Acido cloridrico (HCI) grau PA (Tedia);

Acido formico (CH,0,) ACS (Emsure);

Acido fosforico (HsPO4) grau PA (Tedia);

Acido sulfurico (H,SO4) grau PA (Tedia);

Agua Milli-Q® (ultrapura);

Celite 545 (Tedia);

Cloreto de sddio (NaCl) (Vetec);

Eter etilico (C4H100) grau CG (Tedia);

Eter de petréleo grau HPLC (Tedia);

Eter metil terc-butilico (CsH120) grau HPLC (Tedia);
Hidroxido de sodio (NaOH) PA (Vetec);
Hidroxitoluenobutilato -BHT (C15H240) (Spectrum);
Metanol (CH40) grau HPLC/ Spectro (Tedia);
Sulfato de sodio anidro (Na;SO,) (Vetec);

Padrées analiticos Sigma Aldrich® nas analises de:

v Acido ascorbico (99%);

v Acidos fendlicos (pureza acima de 95%):
v" Glicose (pureza de 99,5%);

v" Frutose (99%);

Para analise de sacarose, empregou-se um padrdo Spectrum® com pureza de 99%.
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As colunas empregadas nos métodos cromatograficos foram:
v" Coluna amino (Amino 30cm x 4,6mm, High Performance Carbohydrate);
v Coluna Cyg (Thermo BDS Hypersil, 100mmx4,6mm, 2,4um);
v" Coluna Cgy (YMC Carotenoid S-3; 4,6 x 250mm);
v" Coluna de troca i6nica HPX 87 H BIO RAD® 7,8 cm x 300 mm);
v" Coluna Thermo ODS HYPERSIL Ci5 (150 x 4,6 mm; 5 um)

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram:

v’ Agitador tipo vértex modelo Genie 2 — Scientific Industries®;

v" Balanca analitica com resolucdo de quatro casas decimais (AY220, Marte Shimadzu);

v Banho-maria com agitagdo (929, Gyromax'™);

v" Banho ultarssénico modelo Branson 2210;

v" Centrifuga Thermo (Electron Corporation Sorvall Biofuge Stratos)

v Cromatdgrafo liquido com forno para colunas e injetor automético (Alliance® 2695,
Waters);

v’ Cromatdgrafo liquido modelo Modular W 600 Waters® injetor automético 717 plus;

v" Detector de arranjo de fotodiodos UV/Vis (2996, Waters);

v’ Detector indice de refragdo (IR 2410, Waters®);

v’ Espectrofotdmetro Modelo UV-1800 — Shimadzu®;

v' Espectrometro de massas Q-TOF (SYNAPT mass espectrometry, Waters);

v’ Estufa modelo WTB - Binder®;

v" Geladeira modelo DF45 -Eletrolux

v" Liofilizador (L101, Liotop);

v Microcentrifuga (Hsiangtai);

v Microcomputador modelo Optiplex GX 240 — Dell®

v" Pipetadores automaticos com capacidade para 10 a 100 uL, de 100 a 1000 uL ede 0,5a5
mL Brand®;

v" Sistema de aquisicao de dados software Empower;

v' Sistema de purificacdo de agua Milli-Q (A10, Milipore);
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4.2 PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental deste trabalho foi executada no Laboratorio de Cromatografia
Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos, acreditado pelo INMETRO pela ISO
17.025 para analises de carotenoides, situado no municipio do Rio de Janeiro.

4.2.1 Procedéncia dos frutos

Os frutos de Eugenia astringens Cambes foram coletados na restinga da Marambaia,
localizada no bairro de Guaratiba, no municipio do Rio de Janeiro- RJ, com coordenadas
geograficas 23°03'02.0"S 43°35'42.3"W no més de agosto. Os frutos de Eugenia punicifolia
Kunth DC foram coletados na restinga de Marica, localizada no Municipio de Marica- RJ,
sendo as coordenadas geogréficas 22° 56' 56.959" S 42° 53' 12.735" W no més de novembro.
Foram coletados frutos maduros de acordo com a coloracdo. A identificacdo botanica foi
realizada pelo D.Sc. Marcelo da Costa Souza, professor e pesquisador do Departamento de
Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.2.2 Preparo das amostras

Os frutos foram selecionados de acordo com o estadio de maturacdo, higienizados e
separados manualmente em partes: semente e parte comestivel (polpa + casca). As partes
foram pesadas em triplicatas e submetidas separadamente as analises de umidade e vitamina
C. Para as demais analises (agUcares, carotenoides, acidos fendlicos e flavonoides), os frutos
foram estocados em freezer (-18°C) até o momento da andlise. Para as andlises de
antocianinas, uma pequena fracdo da parte comestivel dos frutos foram congeladas e

liofilizadas. A partir do material seco foram pesadas, em triplicata, e submetidas a analise.

4.3 METODOS

4.3.1 Andlise de umidade e caracteristicas fisicas

A andlise de umidade foi realizada por gravimetria pelo método da AOAC (2010).

Inicialmente, as partes dos frutos in natura foram pesadas em frascos previamente secos. Em
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seguida foram deixados em estufa a 105°C durante 3 h, em seguida, apds esfriarem em
dessecador, foram pesados. Os frutos foram, novamente, levados a estufa a 105°C durante
uma hora e, apés esfriarem em dessecador, foram novamente pesados. Este procedimento foi
repetido até se obter peso constante. O resultado foi expresso segundo a Equacao 1:
-m_

a *100| (Equacio 1).

% umidade = 100—{

Onde,
M = Massa do frasco de vidro mais amostra secos;
m = Massa do frasco de vidro;
Ma= Massa da amostra.
Para a andlise de caracteristicas fisicas, as partes dos frutos foram pesadas

separadamente em triplicata, e foi feita uma média para se obter um percentual das partes.
4.3.2 Andlise de Acucares por CLAE
4.3.2.1 Extracdo e analise de agucares

A extracdo foi realizada segundo Macrae (1998). Os acucares foram extraidos das
amostras dos frutos in natura com agua Milli-Q em ultrassom por 20 minutos. Apoés, as
amostras foram entéo filtradas e submetidas a analise por CLAE-IR.

Para o preparo da solucdo padrédo, pesou-se 0,125 g de cada padrdo analitico para um
mesmo baldo volumétrico de 25 mL, avolumando-se este em seguida com &gua
ultrapurificada.

A quantificacdo dos acUcares foi realizada por padronizacdo externa atraves da
construcdo de uma curva analitica a partir de diluicdes da solucdo padrdo preparada.

A anédlise cromatografica foi realizada em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® modelo Alliance 2690/5, detector de indice de refracdo Waters® modelo 2410, e os
compostos identificados por comparagdo do tempo de retengdo dos padres. O método baseia-
se na separacao cromatografica em coluna amino (Amino 30cm x 4,6mm, High Performance
Carbohydrate) a temperatura de 30°C em modo de eluicdo isocratico com fase movel
acetonitrila:agua (75:25), sob fluxo de 1,4 mL.min™, com volume de injecdo de 20 pL e

tempo de corrida de 20 min.
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4.3.3 Analise de acido ascorbico por CLAE

4.3.3.1 Extracéo e andlise de acido ascorbico

A extracdo de &cido ascorbico foi realizada segundo a metodologia de Rosa et al.
(2007). A vitamina C foi extraida dos frutos in natura com solugdo aquosa de H,SO,4 0,05M
em banho ultrassonico por 10 minutos. Apos, as amostras foram entdo filtradas e submetidas a
analise por CLAE-DAD.

Para o preparo da solugcdo padrdo, pesou-se 25 mg do padrdo analitico para baldo
volumeétrico @mbar de 25 mL, avolumando-se este em seguida com solucdo de acido sulfdrico
0,05 M. A quantificacdo do &cido ascorbico foi realizada por padronizacéo externa atraves da
construcdo de uma curva analitica a partir de diluicdes da solucdo padrao preparada.

A anélise cromatografica foi realizada em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® modelo Alliance 2690/5, detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996
(quantificacdo em 242,6 nm). O método baseia-se na separacdo cromatografica em coluna de
troca iénica (HPX 87 H BIO RAD® 7,8 cm x 300 um) & temperatura ambiente (28°C), em
modo de eluicdo isocratico com solugdo aquosa de H,SO, 0,05 M, sob fluxo de 0,70 mL.min’

! com volume de injec&o de 20 L, tempo de corrida de 10 min.
4.3.4 Analise de acidos fendlicos por CLAE
4.3.4.1 Extracdo e andlise de acidos fendlicos

A extracdo foi realizada segundo a metodologia descrita por Mattila & Kumpulainen
(2002), para se obter as fracfes de acidos fendlicos livres, os derivados de hidrdlise bésica e
de hidrolise acida.

As amostras dos frutos in natura foram submetidas a extracdo com solucédo de metanol
contendo BHT (2 g.L™)/ 4cido acético 10% em agua (85:15 v/v) seguida de agitagdo em
vortex e extracdo em banho ultrassénico. Apos a decantacao, foi retirada uma aliquota de 100
pL para analise de acidos fenolicos livres por CLAE-DAD.

Posteriormente, foi adicionado ao extrato 17 mL de solugdo aquosa NaOH 3 M, onde
borbulhou-se com N, durante 1 min., tampou-se o frasco e 0 mesmo foi mantido sob agitacéo
mecanica por 16h. Em seguida, o pH foi ajustado com solucgéo aquosa de HCI 6 M para 2,0 £

0,1 com auxilio de um pHmetro. Posteriormente foi realizada particdo com 15 mL de solucao
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éter etilico: acetato de etila (1:1 v/v) por trés vezes. A fase orgénica foi avolumada para 50
mL com a mistura éter etilico: acetato de etila (1:1 v/v). Uma aliquota de 1 mL foi retirada e
seca sob fluxo de N, sendo o residuo dissolvido com 100 pL de metanol, procedendo-se com
a analise cromatografica, obtendo-se a fracdo basica.

Subsequentemente, a fase aquosa foi inserida novamente ao residuo sélido, onde
adicionou-se 2,5mL de HCI concentrado e levado para estufa a 85°C durante 35 min., dando
procedimento a hidrolise acida. Posterior ao resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-
se 5mL de NaOH 3M, e entdo ajustou-se o pH para 2,0+0,1 em pHmetro. Logo depois, foi
realizada uma nova particdo com éter etilico:acetato de etila (1:1 v/v), seguida por
concentragdo, dissolugdo em metanol e anélise cromatografica, obtendo-se a fracéo &cida.

A quantificacdo dos acidos fenolicos foi realizada por padronizacdo externa através da
construcdo de uma curva analitica a partir de padrdes analiticos comerciais (acido galico,
acido p-cumarico, &cido 4-hidroxibenzoico, &cido vanilico, &cido ferulico, &cido clorogénico,
acido cafeico, &cido siringico, acido vanilico, acido sindpico, acido o-cumérico e acido
galico), os quais foram dissolvidos em metanol.

A anélise cromatografica foi realizada em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996
(varredura 210 a 600 nm com quantificagdo em 270 nm).O método baseia-se na separacdo
cromatografica em coluna de fase reversa (Cig, Thermo BDS Hypersil, 100 mm x 4,6 mm e
2,4 nm) a 30°C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 3) de &cido fosférico 1,5 mL.L™ em
4gua (Fase A) e acetonitrila (Fase B) com fluxo de 1,0 & 1,2 mL.min™*, o volume de injecdo de
10 pL e tempo de corrida de 28 min.

Tabela 4: Gradiente de elui¢do da fase movel para separacdo dos acidos fendlicos

Tempo Fluxo (mL. min™) Fase A (%) Fase B (%)

0,00 1,0 95,0 5,0
6,00 1,0 95,0 5,0
12,00 1,2 88,0 12,0
18,00 1,2 80,0 20,0
20,00 1,2 50,0 50,0
24,00 1,2 50,0 50,0
25,00 1,2 95,0 5,0
28,00 1,0 95,0 5,0
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4.3.5 Analise de flavonoides por CLAE

4.3.5.1 Extracéo e anélise de flavonoides

A extracdo de flavonoides foi realizada com base no método de Klump e
colaboradores (2001). As amostras dos frutos in natura foram maceradas e adicionados 10
mL de solucdo metanol: agua (80:20 v/v). Os frascos contendo as amostras foram mantidos
em estufa por 2,5 h a 65°C. Apos esse tempo, adicionou-se 600 pL de solugdo aquosa de
NaOH 2M e os frascos foram agitados vigorosamente. Depois, deixou-se as amostras em
repouso por 10 min. e acrescentou-se 200 pL de acido acético glacial e agitou-se. As amostras
foram entdo mantidas em temperatura ambiente até a decantacdo do material sélido e retirou-
se uma aliquota que foi submetida a analise por CLAE-DAD. A identificacdo dos flavonoides
foi feita comparando-se o0 tempo de retencdo e 0s espectros de padrdes injetados sob as
mesmas condi¢des de anélise.

A andlise cromatografica foi realizada por Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996
(varredura 210 a 600 nm com quantificacdo em 260 nm). O método baseia-se na separacdo
cromatogréafica em coluna de fase reversa (Cig, Thermo BDS Hypersil, 100 mm x 4,6 mm e
2,4 um) a 45°C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 4) de &cido formicol% em agua (1: 9
vIv) (Fase A) e acetonitrila (Fase B) com fluxo de 1,0 mL.min™, o volume de injecdo de 10
pL e tempo de corrida de 28 min.

Tabela 5: Gradiente de elui¢do da fase movel para separacéo dos flavonoides
Tempo Fase A (%) Fase B (%)

0,00 95,0 5,0
15,00 95,0 50
23,00 88,0 12,0
24,00 80,0 20,0
28,00 50,0 50,0

4.3.5.2 Extracdo e analise de antocianinas

A extracdo de antocianinas foi realizada conforme método descrito por Santiago et al.,
(2010). As amostras liofilizadas (Figura 19) foram submetidas a extracdo com solucdo de
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acido formico 10% em metanol, com agitagdo durante 1 min., posteriormente extragdo em
banho ultrassénico por 10 min. e subsequente centrifugagdo a 6000 rpm & 20°C por 10 min.,
sendo o sobrenadante transferido para baldo de 10 mL. O processo foi repetido com o residuo
solido obtido na centrifugacdo até que o sobrenadante ndo apresentasse a coloracdo
caracteristica de antocianinas. Em seguida, o baldo volumétrico foi avolumado com solugéo
de extracdo e uma aliquota foi retirada e transferida para tubo de microcentrifuga, onde o
extrato foi submetido a centrifugacdo a 120 rpm por 5 min. Uma aliquota de 400 uL do
sobrenadante foi evaporada sob fluxo de ar comprimido até a secura e em seguida o residuo
foi dissolvido em solucdo de acido férmico 5% em &gua : metanol (9:1 v/v), submetida a
andlise por CLAE-DAD.

A quantificacdo das antocianinas foi realizada por padronizacdo externa atraves da
construcdo de curvas analiticas a partir de padrdes analiticos isolados segundo a metodologia
descrita por Gouvéa et al. (2012), utilizando como matrizes a uva (Vitis sp), a jabuticaba e
frutos de E. astringens. O teor de antocianinas dos pds foi calculado através da Equacgéo 3.

. _RxFD
Teor de Antocianina(mg /100g) = —m  (Equagdo 3)

Onde,
R= Resultado fornecido pela curva analitica das antocianinas (ng. mL™)
M= Massa da amostra (g)

FD= fator de diluicéo.

Figura 19: P6 obtido do fruto de E. astringens
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A anélise cromatogréfica foi feita de acordo com a metodologia descrita por Gouvéa et
al. (2015), em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5,
detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996 (varredura 210 a 600 nm com
quantificacdo em 520 nm) e os compostos identificados por comparacdo do tempo de
retencao, dos espectros de UV e espectros de massa acurada dos padrées. O método baseia-se
na separacdo cromatografica em coluna de fase reversa (Cig, Thermo BDS Hypersil, 100 mm
x 4,6mm e 2,4um) a 40°C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 6) com fase movel acido
formico 5% em metanol (9: 1 v/v) (Fase A) e acetonitrila (Fase B) com fluxo de 1,0mL.min™,
0 volume de injecdo foi 10pL e o tempo de corrida de 20 min.

Tabela 6: Gradiente de elui¢do da fase movel para separacdo das antocianinas
Tempo Fase A(%) Fase B(%)

0,00 95 5
15,00 87 13
16,50 86 14
18,00 95 5
20,00 95 5

4.3.5.3 Isolamento e concentracdo dos extratos antocianicos

Os extratos metanolicos de E. punicifolia e E. astringens secos foram secos e entdo
dissolvidos em 1 e 2 mL respectivamente com solucdo utilizada para injecdo no cromatografo
composta por 5% de acido formico em agua: metanol (9:1 v/v). Posteriormente, aliquotas de
cerca de 1 mL foram centrifugadas e, em seguida, acondicionadas em vials e levadas ao
injetor do cromatografo. A coleta foi realizada manualmente (Figura 20) para as duas
antocianinas majoritarias de interesse em E. punicifolia e para as cinco antocianinas

majoritarias de interesse em E. astringens.
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Figura 20: Coleta manual dos extratos antocianicos
Para a etapa de concentracdo, foram utilizados cartuchos Sep-Pak C18 Waters®
(Figura 21) previamente acondicionados com metanol. Ap0s saturagdo dos cartuchos com os
extratos aquosos antocianicos, os mesmos foram eluidos com solucdo de acido formico 10%
em metanol. Os extratos antocianicos foram secos sob fluxo de nitrogénio e dissolvidos com

solugdo de cido formico 5% em agua: metanol (9:1 v/v).

Figura 21: Cartucho Sep-Pack para concentragdo dos extratos antocianicos
4.3.5.4 Identificagdo das antocianinas por espectrometria de massas

Para identificagdo das antocianinas isoladas, utilizou-se o sistema de espectrometria de
massas Synapt da Waters®, com insercdo direta dos mesmos. Este sistema é composto pelos
analisadores quadrupolo ortogonal (t-wave®) e tempo de voo (em inglés, Time of Fly) de alta
resolucdo. A fonte de ionizacdo utilizada foi electrospray (ESI) positiva com as seguintes
condices: temperatura da fonte de 80°C, fluxo do gas de arraste (N,) de 5 L. min com
temperatura de 150°C, energia de capilar de 2,5 KV, energia do cone de amostragem de 35 V
e energia do cone de extracdo de 4,0 V para os frutos de E. punicifolia.
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Para os frutos de E. astringens, as condi¢Oes foram: temperatura da fonte de 80°C,
fluxo do gas de arraste (N,) de 25 L. min™ com temperatura de 250°C, energia de capilar de

4,0 KV, energia do cone de amostragem de 40 V e energia do cone de extracdo de 4,0 V

4.3.6 Analise de carotenoides por CLAE

4.3.6.1 Extracéo e andlise de carotenoides

A extracdo de carotenoides foi baseada na metodologia descrita por Rodriguez-Amaya
(2001). As amostras dos frutos in natura j& pesadas foram transferidas para graal de porcelana
com 3 g de celite onde se homogeneizou a mistura com o auxilio de um pistilo e se adicionou
acetona até um volume suficiente para cobrir toda a mistura celite/ amostra, dando
seguimento a etapa de extracdo. A mistura obtida foi filtrada sob vacuo em funil de vidro com
placa porosa sinterizada conectado a Kitassato de 500 mL. O solido retido no funil de placa
sinterizada foi retornado ao graal e procedida nova extracdo até que o solido apresentasse
auséncia de coloracdo caracteristica de carotenoide. O extrato cetdnico retido no Kitassato foi
vertido para um funil de separacdo contendo 40 mL de éter de petr6leo com auxilio de funil
raiado. Em seguida, o extrato foi lavado sucessivamente com agua MilliQ até que houvesse a
eliminacdo da fase cetbnica. Foram necessarias aproximadamente 4 a 5 lavagens seguidas de
descarte da fase aquosa, no caso de formacédo de emulséo, foi adicionado aproximadamente 20
mL de solucdo concentrada de cloreto de sodio para desfazé-la. Ap6s a separacdo, 0s extratos
etéreos foram filtrados através de camada de sulfato de sédio anidro. Posteriormente, 0s
extratos de E. punicifolia foram recolhidos em baldo volumétrico de 100 mL e de 10 mL
(casca + polpa e semente, respectivamente) e os de extratos de E. astringens foram recolhidos
em baldo volumétrico de 25 mL e de 10 mL (parte comestivel e semente, respectivamente),
sendo depois avolumados com éter de petroleo.

Os extratos de carotenoides da polpa mais casca e da semente de ambos os frutos foram
submetidos, primeiramente, a leitura em espectrofotdometro utilizando o Amax= 450 nm
(absorgao do B-caroteno) para se obter o teor de carotenoides totais nos frutos, respeitando as
faixas de variacOes de absorvéncia entre 0,200 a 0,800, sendo que para valores acima de
0,800, foi necessario realizar uma diluicdo do extrato. O teor de carotenoides totais foi

calculado através da Equacé&o 7:
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Carotenoides Totais (zg /100g) = ABS x FD xVf x1000000 (Equacédo 7)
M x e

Onde,
ABS=Absorvancia;
FD= fator de diluigdo (quando necessario)
V= Volume final;
M= Massa da amostra
g= 2592 (Coeficiente de absortividade do f-caroteno em éter de petrdleo)
Apos a quantificacdo dos carotenoides totais, uma aliquota de cada extrato foi retirada
para a secagem sob fluxo de N, e o residuo dissolvido com acetona para avaliar o perfil

cromatografico a fim de se verificar a necessidade da etapa de saponificacdo das amostras.

4.3.6.2 Reacao de saponificacao

A reacdo de saponificacdo faz-se necessaria para algumas matrizes (em particular
hortalicas e alguns frutos) quando a amostra contém lipidios ou os carotenoides que podem
estar esterificados. Essa reacdo, proporciona a hidrdlise dos ésteres de carotenoides, liberando
0 carotenoide anteriormente ligado.

Para tal reacdo, retirou-se uma aliquota do extrato etéreo de 5 mL e transferiu-se para
um frasco &mbar com tampa de silicone onde se adicionou 5 mL de solugdo de KOH 10% em
metanol (m/v) e, logo apds, purgou-se o frasco com fluxo de N, para que aja a remocao da
atmosfera oxidante. A reacdo foi mantida em local que ndo houvesse luz por 16 horas.

Posteriormente a reacdo de saponificacdo, o volume do frasco ambar foi completado
com &gua e agitou-se vigorosamente. Apos a separacdo das fases, o contetdo do frasco foi
transferido quantitativamente para uma bureta onde se procedeu a etapa de lavagem da
solucdo etérea com aproximadamente 100 mL de agua MilliQ. Em seguida, registrou-se o
volume da solucdo etérea na bureta e descartou-se a fase aquosa em recipiente apropriado
para uma posterior neutralizacdo do material. Depois, transferiu-se a solugdo etérea para um
frasco de 10 mL e adicionou-se sulfato de sodio anidro e agitou-se, e procedeu-se novamente

com a leitura em espectrofotdmetro em 450 nm seguida de anélise cromatografica.
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4.3.6.3 Método cromatogréfico de carotenoides

A analise cromatografica foi realizada segundo Pacheco et al. (2014) usando
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® W 600 e detector de arranjo de fotodiodos
Waters® modelo 996 (varredura 300 a 500 nm, com quantificagdo em 450 nm) e 0s
compostos identificados por comparagdo do tempo de retencdo e dos espectros de UV dos
padroes. O método baseia-se na separacdo cromatografica em coluna de fase reversa
(C30,YMC Carotenoid S-3; 4,6 x 250mm) a 33°C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 7) de
metanol (Fase A) e éter metil-terc-butilico (Fase B) com fluxo de 0,8 mL. min™, o volume de
injecdo foi 15uL e o tempo de corrida de 28 min.

Tabela 7: Gradiente de eluicdo da fase mdvel para separacdo dos carotenoides
Tempo  Fase A (%) Fase B (%)

0,00 80,0 20,0
0,50 75,0 25,0
15,00 15,0 85,0
15,05 10,0 90,0
16,50 10,0 90,0
16,55 80,0 20,0
28,00 80,0 20,0

A quantificacdo dos carotenoides foi realizada por padronizacdo externa através da
construcdo de curvas analiticas a partir de padrfes analiticos isolados segundo a metodologia
descrita por Pacheco et al. (2013), utilizando matrizes de fontes vegetais. O teor do perfil de
carotenoides foi calculado através da concentracdo obtida pela construcdo de uma curva

analitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 UMIDADE E CARACTERISTICAS FISICAS

Apos realizar-se a separacdo dos frutos de E. punicifolia, verificou-se que o fruto
apresentou um valor de 69% da parte comestivel e 31% referente a semente. Ja os frutos de E.
astringens, apresentou um valor de 62% referente a parte comestivel e 38% de semente.

O teor de umidade da parte comestivel e da semente dos frutos de E. punicifolia e E.
astringens foram expressos em percentagem (%) de &gua no fruto, como é mostrado na
Tabela 8.

Tabela 8: Teor de umidade da parte comestivel, semente e fruto integral das duas espécies

Umidade (%) + Desvio padrao
E.punicifolia E. astringens
Parte comestivel 79,40+0,75 80,80+ 1,37
Semente 45,80+ 0,75 43,10 £6,07
Fruto integral 68,90 66,00

Os valores de umidade apresentados na tabela mostram que os frutos sdo constituidos
principalmente de agua (cerca de 80 %), caracteristica essa atribuida aos frutos em geral,
conforme descrito na Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO, 2011).

A analise de umidade ¢ um dos parametros para se determinar a atividade de dgua nos
alimentos. A umidade estd relacionada com estabilidade, qualidade e composicdo do
alimento, podendo influenciar diretamente no tipo de armazenamento, tipo de embalagens e
no processamento do mesmo (CHAVES et al., 2004).

5.2 ACUCARES

A quantificacdo dos acucares foi realizada por padronizacdo externa por meio de

curvas (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9: Teores médios de acucares e desvio padrdo no fruto de E. punicifolia

Partedo  Analito Média (g/ 100g) + Desvio padréao

fruto
Parte Frutose 572+1,20
comestivel  Glicose 545+1,16
Frutose 1,20 £ 0,10
Semente Glicose 1,16 £ 0,10
Sacarose 1,94 +0,11
Fruto Acucares totais (frutose+glicose+sacarose)
integral 9,03

Conforme os dados da tabela 9, a analise de agUcares do fruto da espécie E. punicifolia
apresentou na sua constitui¢do os acucares frutose e glicose na parte comestivel (Figuras 22a

e 24) e na semente, além de frutose e glicose, foi identificada e quantificada a sacarose
(Figuras 22b e 24).

A
1
2
_—V_JL/\/\
" ian =00 300 400 s0n enD 7AD 808 800 1000
Minutos
B
1 2 3
100 2 300 209 500 6.0 7.00 8100 500
Minutos

Figura 22: Cromatograma de acUcares da parte comestivel (A) e semente (B) de E. puncifolia.

A concentracdo média do teor total de aglcares solUveis para a parte comestivel do
fruto de E. punicifolia foi de 11,17 mg.100 g, sendo o teor de frutose 5, 72 g.100 g™ e de
glicose 5,45 g.100g™. Confrontando esse resultado com dados da literatura, observa-se que o

fruto apresentou um valor similar a goiaba (Psidium guajava L) 12,40 g.100 g™ e um teor
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elevado quando comparado ao jambo (Eugenia malaccensis L.) 6,50 g.100 g™ frutos
pertencentes a familia Myrtaceae (TACO, 2011).

Para o fruto de E. astringens, de acordo com a tabela 10, o teor medio de agucares,
considerando os agucares soluveis totais identificados e quantificados na parte comestivel e na
semente, foi de 2,79 g.100 g™.

Tabela 10: Teores médios de agUcares e desvio padrdo no fruto de E. astringens

Parte Analito Média (g.100 g™) + Desvio padréo
do fruto
Parte Frutose 1,87 +£0,84
comestivel  Glicose 1,75+ 0,76
Frutose 0,81 +0,39
Semente  Glicose 0,66 + 0,32
Fruto integral AcuUcares totais (frutose+glicose+sacarose)
2,79

Os acucares identificados e quantificados tanto na fracdo polpa mais casca como na

fracdo semente foram a frutose e a glicose (Figuras 23a, 23b e 24).
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Figura 23: Cromatograma de acUcares da parte comestivel (A) e semente (B) de E. astringens
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Glicose Frutose

Sacarose

Figura 24: Estruturas dos agucares encontrados nos frutos de E. punicifolia e E. astringens

Através do valor médio obtido de 3,63 g.100 g™ na parte comestivel do fruto, observa-
se que esse fruto apresentou teor duas vezes menor de acucares solUveis na sua constituicdo
quimica se comparado ao fruto de E. punicifolia (11,17 g.100 g) e a outros frutos. Pode ser
classificado como um alimento com baixo teor de agUcares, segundo a classificagdo da RDC
54 de 12 de novembro de 2012, que determina alimentos/ produtos na faixa abaixo de 5 g.
100 g™* de agticares como possuindo baixo teor de tais substancias (BRASIL/ MS ANVISA,
2012).

A presenca de acucares é um fator de qualidade na aceitacdo do fruto in natura ou

processado, promovendo uma melhor aceitacao sensorial dos mesmos.
5.3 ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)
Neste estudo, a deteccao e a quantificacdo de acido ascorbico presente nos frutos de E.

punicifolia e E. astringens foi verificada ap6s a analises da parte comestivel e da semente de
ambos os frutos (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 11: Média dos teores de &cido ascorbico e desvio padréo no fruto de E. punicifolia

Parte do Teor médio (mg.100g™) + Desvio padréo

fruto
Parte 74,14 + 3,55
comestivel
Semente 24,58 £5,40
Fruto
integral 58,72

A concentracdo média de vitamina C quantificada na parte comestivel dos frutos de E.
punicifolia foi de 74,14 mg.100 g na parte comestivel e de 24,58 mg.100 g™ na semente.
Portanto considerando a proporgdo das partes analisadas separadamente, o valor total de
vitamina C encontrado no fruto integral foi de 58,72 mg.100 g™

Os valores de acido ascorbico quantificados na parte comestivel dos frutos de E.
astringens foram de 1,57 mg/ 100 g na polpa mais casca e de 4,89 mg/100 g na semente,
tendo o fruto integral 2,86 mg/ 100 g de vitamina C (tabela 12).

Tabela 12: Média dos teores de &cido ascorbico e desvio padrdo no fruto de E. astringens

Partedo  Teor médio (mg/ 100g) Equacéo da reta R’
fruto + Desvio padréo
Parte 1,57+0,11
comestivel
Semente 4,89 +1,68 y=2,21e+006x-4,51e+004 0,9932
Fruto
integral 2,86

A presenca de acido ascorbico foi verificada através do tempo de retencdo e espectro

de UV/ Vis do padréo (Figuras 25, 26 e 27).

63



0.147= 242 A
0,12{
0107
0087 324
0,06{
0,04{
0,02{
o,oo{
0,025 |
] 242 B
o,ozo{ \
0,015*: 45
0,010{
0,005{
0'000{ I T O e
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
. . . Minutos
Figura 25: Cromatograma da vitamina C na parte comestivel (A) e semente (B) de E.
punicifolia
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Figura 26: Cromatograma da analise de vitamina C na semente (A) e na parte comestivel (B)
de E. astringens.
64



1,00

0,80 7 242

0,60 —

316

040 —

/

020 —

0,10~

0,00 7]

T T T T T T T T T T T T T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Figura 27: Cromatograma do padrdo analitico comercial de &cido ascorbico

Pode-se observar que alguns frutos apresentaram teores similares aos frutos de E.
punicifolia, como mostrou um estudo feito por Valente et al. (2011) que reportou para frutos
considerados exoticos, como a goiaba, também pertencente a familia Myrtaceae, valores de
65,8 mg.100 g™. Além disso, comparando-se o teor de vitamina C com os outros frutos como
a jabuticaba (Myrciaria cauliflora O Berg) 16,2 mg. 100 g ™ e a laranja péra (Citrus sinensis)
53,7 mg.100 g*, fruta considerada rica nessa substancia e bastante consumida no Brasil
segundo a ultima Pesquisa de Orcamentos Familiares- POF (IBGE, 2009), esses resultados
mostram que o fruto pode ser considerado fonte de vitamina C (TACO, 2011).

Com relacdo aos frutos de E. astringens, o teor encontrado na parte comestivel foi de
1,57 mg.100 g*, uma quantidade considerada baixa de &cido ascérbico. No entanto, o valor
esta proximo a outros frutos como a péra (Pyrus communis) 0,62 mg.100 g, araca amarelo
(Psidium cattleyanum Sabine) 5 mg.100 g e a uvaia 5 mg.100 g*, frutos pertencentes &
mesma familia (BARCIA et al., 2010; PEREIRA, 2011).

Considerando-se a Ingestdo Diaria Recomendada ( IDR ) para a vitamina C de 45 mg
para um adulto (FAO, 1998; USDA, 2000; Brasil, 2005), os frutos de E. punicifolia
apresentaram um valor acima do recomendado, 64% a mais que a IDR, portanto esses frutos
podem ser considerados uma fonte alternativa dessa substancia. Para os frutos de E.
astringens, o teor obtido foi bem inferior ao recomendado, devido a baixa concentracdo de

acido ascorbico em sua composic¢ao quimica.
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5.4 CAROTENOIDES TOTAIS E PERFIL

A quantificacdo de carotenoides totais e de cada substancia analisada individualmente
presentes na composicao dos frutos de E. punicifolia estdo descritos na tabela 13.

Tabela 13: Teor de carotenoides e desvio padréo na polpa+casca dos frutos de E. punicifolia

Parte comestivel
Teor (ug. g™) + Desvio padrdo

Totais 632,00 £ 4,20
Luteina 3,00+£1,76
Zeaxantina 4,45+ 1,30
B-criptoxantina 32,00 + 4,45
[-caroteno 5,70+ 0,56

Licopeno 503,00+ 3,60

Analisando os resultados da tabela 13, pode-se observar que o fruto em questdo
apresentou um elevado teor de carotenoides totais quando comparado ao buriti (Mauritia
flexuosa L.) 446 pg. g, fruto considerado fonte de carotenoides (RODRIGUEZ- AMAYA,
2001). Além disso, apresentou um valor superior de zeaxantina quando comparado ao milho
(Zea mays) 4,0 pg.g™, sendo este considerado a principal fonte dessa substancia na dieta do
brasileiro (RODRIGUEZ-AMAYA et al, 2008).

Para o extrato da parte comestivel dos frutos de E. punicifolia, 0 cromatograma antes
da reacdo de saponificacdo apresentou os picos 4, 5 e 6 que foram identificados através de
seus tempos de retencao e seus espectros de absorcdo caracteristicos de carotenoides como f-
caroteno (t=16,1), cis licopeno (t.= 20,1) e licopeno (t= 23,5), respectivamente (Figura 28a).

De acordo com Rodriguéz-Amaya (2001), os carotenoides sdo substancias suscetiveis
a isomerizacdo e oxidacgdo durante os processos de analise e de estocagem. Singh et al. (2015)
analisaram em seu estudo a mudanca do licopeno e no teor de carotenoides totais através de
diferentes estagios de maturacdo no fruto Momordica subangulata G. Don de Wilde e
observaram que a maturacdo pode influenciar na quantificacdo e até mesmo no processo de
isomerizacdo. Portanto, o aparecimento do isdmero de licopeno no extrato antes da reagéo de
saponificacdo pode ser atribuido ao tempo de exposi¢do sob temperatura ambiente ou até
mesmo ao estadio de maturacdo do fruto.

Com relagdo aos picos de menor intensidade, esses ndo foram identificados
inicialmente, contudo, apresentaram espectros caracteristicos de carotenoides e os tempos de

retengdo sugerem se trataram de derivados esterificados.
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Ap0s a reacdo de saponificacdo, no cromatograma do extrato saponificado foi verificada
a presenca adicional dos carotenoides luteina (1) (t= 7,1), zeaxantina (2) (t= 8,1) ¢ B-
criptoxantina (3) (t= 12,1) (Figura 28 b), e a Figura 29 apresenta as estruturas dos
carotenoides identificados na parte comestivel do fruto.

A reacéo de saponificacdo foi importante para que ocorresse a liberacdo das xantofilas
(carotenoides hidroxilados), como a B-criptoxantina que apresenta atividade pré-vitamina A, e
a luteina e a zeaxantina, importantes constituintes maculares da visdo (DELCOURT et al.,
2006; TRIESCHMANN et al., 2007; RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).

Observou-se ainda nesse estudo que apds a reacdo de saponificacdo, ocorreu um
aumento na razdo cis/trans licopeno. Isso pode ser explicado pelo tempo de reacéo, que foi de

16 h sob temperatura ambiente, influenciando ainda mais na isomerizacdo da substancia.
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Figura 28: Cromatograma do extrato de carotenoides a 450 nm da parte comestivel do fruto de
E. punicifolia antes (A) e ap6s a saponificacdo (B) e espectros de absor¢do no UV/ Vis (C)
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Figura 29: Estruturas quimicas dos carotenoides presentes na parte comestivel do fruto de E.
punicifolia

Segundo Bramley (2000), 85 % do licopeno consumido pela populacdo humana é
obtido através do tomate e seus produtos derivados, seguido pelo consumo da melancia e da
goiaba. No Brasil, entre os frutos considerados fontes, além dos ja citados, pode-se destacar a
pitanga e 0 mamdo (SENTANIM & RODRIGUEZ-AMAYA, 2007; PORCU &
RODRUGUEZ-AMAYA, 2008).

O fruto de E. punicifolia apresentou um elevado teor de licopeno, 6,62 vezes superior
ao encontrado na pitanga, fruto pertencente a mesma familia e 0 mesmo género, o qual possui
um teor de 76 pg.g™* desta substancia. Também apresentou teores superiores dessa substancia
quando comparado a outros frutos considerados fontes e bastante comercializado, como a
melancia (Citrillus lanatus) 36 pg.g" e a goiaba 70 pg.g* (NIIZU & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008; OLIVEIRA
etal., 2011).

Comparando-se com o fruto tomate (Lycopersicum esculentum L.), considerado a

principal fonte deste carotenoide na dieta do brasileiro (IBGE, 2009), e que apresenta teor de
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35 pg.g™ (fruto), (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008), o fruto de
E. punicifolia apresentou uma quantidade de licopeno aproximadamente 15 vezes superior ao
tomate.

Com relagéo aos produtos derivados do tomate, como o molho de tomate, produto a
base de tomate mais consumido pela populagéo brasileira (IBGE, 2009), considerado uma boa
fonte de antioxidantes naturais devido a presenca de substancias bioativas, como carotenoides
(BORGUINI & TORRES, 2009), em especial o licopeno, apresenta um teor méedio de 91 ug.
g™ (KOBORI et al, 2010), o fruto de E. punicifolia apresenta aproximadamente 5 vezes mais
licopeno.

O consumo de licopeno esta relacionado a redugdo do risco de alguns tipos de cancer,
em especial o cancer de préstata (GIOVANNUCCI et al., 1995; SPORN & LIBY, 2013;
CHEN, SONG, ZHANG, 2013). Portanto, o fruto de E. punicifolia pode ser considerado uma
fonte alternativa dessa substancia.

Em relacdo ao fruto de E. astringens, devido a intensa coloracdo roxa, nao € possivel
observar a coloracdo caracteristica de carotenoides (amarelo a vermelho). Porém, durante o
processo de extracdo de carotenoides quando é realizada uma particdo dgua: éter observou-se
claramente a separacdo das substancias antocidnicas, responsaveis pela coloracdo roxa e
permanecendo na fase aquosa, enquanto 0s carotenoides, por sua caracteristica apolar,

migram para a fase organica (Figura 30).

Figura 30: Separagéo das antocianinas dos carotenoides do fruto de E. astringens através de
particdo agua: éter
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A quantificacdo dos carotenoides totais no extrato saponificado foi de 6,47 pg.g” +
0,55. Os carotenoides identificados foram a Luteina (t= 7,1; 2,7 ug.g™), a zeaxantina (t;- 8,1;
1,3 pg.gt ), a p-criptoxantina (t-= 12,9; 0,23 pg.g™*) e o P-caroteno (t- 16,1; 0,99 pg.g™)
(Figura 31).
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Figura 31: Cromatograma do extrato de carotenoides da parte comestivel de E. astringens
antes (A) e apés saponificacdo (B) e espectros de absorc¢éo no UV/ Vis.

71



Como pode ser observado pelo cromatograma (Figura 26), o carotenoide majoritario é
a luteina com 40% da éarea (2,80 pg.g™), seguida pela zeaxantina 21% e pelo B-caroteno,
representando 14% da area.

Comparando o resultado encontrado para a luteina (2,80 pg.g?) no fruto de E.
astringens com o espinafre (52,00 pg.g™), uma hortalica com alto teor desse carotenoide,
pode-se observar que o fruto em questdo apresentou uma concentracdo 20x inferior a essa
hortalica considerada fonte.

Segundo Rodriguéz-Amaya et al. (2008), para um fruto ser considerado fonte de
carotenoides, 0 mesmo deve apresentar um teor minimo de 20 ug.g™* de um determinado
carotenoide, logo, analisando o resultado apresentado para os frutos de E. astringens, o

mesmo, ndo pode ser considerado uma fonte de carotenoides.

5.5 ACIDOS FENOLICOS

Segundo Cheung e colaboradores (2003), a quantidade de substancias fendlicas esta
correlacionada a atividade antioxidante de plantas. Logo a importancia de se quantificar essas
substancias. Os compostos fendlicos ocorrem principalmente como conjugados sollveis e
insolveis, ligados covalentemente a acUcares ou componentes estruturais da parede celular
(ACOSTA-ESTRADA et al.,2014).

A analise de acidos fenolicos foi realizada em trés etapas. A primeira foi a extracdo
dos acidos fendlicos livres, seguida por uma hidrélise basica e uma hidrélise acida, a fim de
liberar os acidos fendlicos para serem identificados e quantificados. As Figuras 32 e 33
apresentam os cromatogramas das trés fracdes de acidos fendlicos para a parte comestivel e
semente do fruto de E. punicifolia.

Na fracdo livre (Figuras 32 e 33), tanto para a parte comestivel como para a semente,
ndo foi observada a presenca de acidos fendlicos livres. Entretanto, foi possivel observar a
existéncia de quatro substancias com espectro caracteristico de flavonoides na parte
comestivel (duas bandas de absorcdo), enquanto que na semente 0s picos ndo foram
identificados por falta de padréo analitico. Na fracdo basica (Figura 32b), foram identificados
os acidos galico (1) (t=2,1), siringico (2) (t=11,3), p-cumarico (3) (t=14,1), ferdlico (4) (t=
15,5) e elagico (5) (t= 16,9) (Figura 31b). Na fracdo acida, foi verificada a presenca de
apenas dois acidos, galico (1) (t=2,1) e elagico (5) (t= 16,9) (Figura 32c).
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Pode-se observar ainda que as substancias identificadas por seus espectros como
flavonoides desaparecem nas fragdes béasica e acida. Isso pode ser explicado pelas hidrdlises,
que favorecem o desaparecimento de compostos que possuem ligacdes éster e éter em suas
estruturas (SIMOES, 2007).

Na semente do fruto de E. punicifolia, apds a hidrélise bésica, o cromatograma
apresentou a presenca dos &cidos galico (1) (t= 2,1), protocatéico (2) (t=4,0), siringico (3)
(t=11,3), p-cumarico (4) (t=14,1), ferdlico (5) (t= 15,5), sinapico (6) (t= 16,1) e elagico (7)
(t= 16,9) (Figura 33b). Na fracdo acida, foi verificada a presenca de apenas quatro desses
acidos: gélico (1) (t= 2,1), siringico (3) (t=11,3), fertlico (5) (t= 15,5) e elagico (7) (t=
16,9) (Figura 33c).
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Figura 32: Cromatograma e espectros de UV/ Vis de acidos fendlicos na parte comestivel do

fruto de E. punicifolia: fragdo livre (A), hidrdlise bésica (B) e hidrdlise acida (C).
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Figura 33: Cromatograma e espectros de UV/ Vis de acidos fenolicos na semente do fruto de
E.punicifolia: fragdo livre (A), hidrolise basica (B) e hidrolise acida (C).
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A Tabela 14 apresenta os teores de acidos fendlicos livres e totais na polpa mais casa e

semente de E. punicifolia.

Tabela 14: Teor de 4cidos fendlicos, equacio da reta e coeficiente de determinago (R?) da

parte comestivel e da semente dos frutos de E. punicifolia

Parte comestivel

Acidos fenolicos

Totais (mg. g™)

Acido galico 1,46 0,53
Acido siringico 0,01+0,00
Acido p- cumarico 0,01 + 0,00
Acido ferulico 0,01 + 0,00
Acido elagico 0,02 + 0,00
Totais 1,51 +0,65

] Semente
Acido galico 1,54 + 0,80
Acido protocateico 0,02 + 0,00
Acido siringico 0,03 +0,01
Acido p-cumérico 0,02 £ 0,01
Acido ferulico 0,08 +0,02
Acido sinapico 0,02 + 0,00
Acido elagico 0,02 +0,01
Totais 1,73+0,57

Entre todos os acidos fendlicos (Tabela 14), o acido galico se apresentou em maior
quantidade no fruto de E. punicifolia tanto na parte comestivel (1,46 mg.g™*) como na semente
(1,54 mg.gh). Os demais &cidos descritos representaram valor baixo, sendo o somatério de
suas areas inferior a 2 %. Com isso, pode-se afirmar que o &cido galico é o acido
predominante entre a classe de &cidos fendlicos.

Comparando os teores obtidos de 4cido galico (1,46 mg.g™*) para a parte comestivel do

fruto de E. punicifolia com a amora preta (1,44 mg.g™), considerada pela literatura como rica
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em substancias fendlicas (JACQUES et al., 2010), pode-se observar que o fruto estudado
apresenta teor proximo ao da matriz considerada rica em &cido galico.

Jakobek et al. (2009), analisando &cido elagico em frutas amoras maduras encontraram
teor parecido ao encontrado no fruto de E. punicifolia (0,02 mg.g™).

Além disso, o fruto estudado apresentou na sua composic¢do outros acidos fendlicos,
como 4cido ferdlico (0,01 mg.g?), também presente na polpa de amora (0,35 mg.g™)
(JACQUES et al., 2010).

Esse resultado é importante, pois o acido galico, na forma de galotaninos, atuam como
agentes redutores, sequestrando radicais livres do organismo, além de atuarem como
quelantes de metais (MELLO & GUERRA, 2002), sendo as frutas, principalmente as de
coloracdo vermelha a puarpura, as mais importantes fontes de compostos fenolicos na
alimentacdo (DEGASPARI & WASZCZYNSKY, 2004).

Em relacdo a E. astringens, foi possivel observar a presenca de acido galico livre (t=
2,0) na parte comestivel do fruto (Figura 34). Além disso, foi possivel observar a existéncia
de quatro substancias com espectros caracteristicos de antocianinas (absorgdo A= 520), ¢ um
pico de maior intensidade que, através do espectro de absorcao, possui caracteristica de um
flavonoide (absor¢ao A= 260).

O écido galico, por ser um derivado de &cido benzoico, sob sua forma de galotanino,
ocorre naturalmente na natureza em cha verde, considerado uma fonte desse &cido, além de
fazer parte da composicdo quimica de alguns frutos, como 0 morango, a framboesa, a amora,
a jabuticaba ((Myrciaria cauliflora (Mart.)) e a ameixa (CLINFORD & SCALBERT, 2000;
MANACH et al., 2004; FENNEMA, 2010; COSTA et al., 2013).

No cromatograma da fracdo basica da parte comestivel do fruto (Figura 34b), além do
acido galico (1), foram identificados os acidos 4-hidroxibenzoico (2) (t= 7,1), siringico (3)
(t= 11,5), p-cumarico (4) (t= 14,2) e elagico (2) (t= 17,0). Em contrapartida, no
cromatograma da fracdo acida (Figura 34c), foram identificados quase todos os &cidos da
hidrélise bésica, com excecdo do acido 4-hidroxibenzoico. Na semente do fruto de E.
astringens, foram identificados todos os acidos fenolicos presentes na parte comestivel, com
excecdo do acido siringico (Figura 35).

A identificacdo de mais acidos fenolicos a partir das hidrolises € justificavel, pois
muitos acidos podem estar ligados a outras substancias, como agUcares, além de poderem

estar esterificados. Logo, tanto a hidrélise basica como a hidrélise &cida auxiliam na quebra
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dessas ligacdes, liberando assim a forma livre do acido (CLINFORD & SCALBERT, 2000;
MATTILA, 2002; SIMOES, 2007).
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Figura 34: Cromatograma e espectros de UV/Vis de acidos fendlicos na parte comestivel do
fruto de E. astringens: frag&o livre (A), hidrdlise béasica (B) e hidrdlise acida (C).
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Figura 35: Cromatograma e espectros de UV/Vis de &cidos fendlicos na semente do fruto de
E. astringens: fracéo livre (A), hidrolise béasica (B) e hidrolise acida (C).

A figura 36 ilustra os acidos fendlicos presentes na composi¢do quimica dos frutos de E.

punicifolia e E. astringens.
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Figura 36: Estruturas dos &cidos fenolicos identificados nos frutos de E. punicifolia e E.
astringens
A Tabela 15 apresenta os valores da quantificacdo dos acidos presentes nos frutos de

E. astringens.

O é&cido galico foi o acido fendlico de maior concentracdo na parte comestivel (4,52
mg.g™) e na semente (1,99 mg.g™) no fruto de E. astringens, representando em torno de 64%
dos acidos quantificados na parte comestivel e 70% dos acidos quantificados na semente.
Logo, pode-se destacar que esse acido € o predominante nesse fruto, que apresentou um teor
superior ao encontrado no jameldo de 1,18 mg.g*(BARCIA, 2009) e no morango 0,0118 mg.
g* (RAMPAZZO et al., 2012).
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Tabela 15: Teor de 4cidos fendlicos, equacio da reta e coeficiente de determinacdo (R?) da
parte comestivel e da semente dos frutos de E. astringens
Parte comestivel

Acidos fendlicos Livres (mg.g™)  Totais (mg.g™)
Acido galico 0,01 452 +0,63
Acido 4- hidroxibenzdico - 0,01 +0,01
Acido siringico - 0,28 + 0,08
Acido p-cumarico - 0,01 + 0,00
Acido elagico - 0,02+0
Totais 0,01 4,85
Semente
Acido galico - 1,99 + 0,40
Acido 4- hidroxibenzoico 0,01+0
Acido p-cumarico - 0,01 +0,01
Acido elagico - 0,40 + 0,27
Totais 2,41

O é&cido galico, como galotanino, contribui para o sabor adstringente de muitos
alimentos, em especial, para frutas quando estd em elevada concentracdo. Esse sabor €
derivado da associacdo dessas substancias com as proteinas salivares, contribuindo para a
formacdo de precipitados ou agregados (FENNEMA, 2010). Além do &acido gélico, o fruto
também conta com a presenca de acido eldgico, sendo este o segundo de maior concentracdo
na semente (0,40 mg.g™).

Ao confrontar o teor de 4cido elagico (0,02 mg.g™) na parte comestivel do fruto de E.
astringens com outros dados de frutos ricos nesse composto fendlico, como na casca da
grumixama (0,1906 mg.g™) (NASCIMENTO, 2015), pode-se observar que o fruto possui um
teor menor dessa substancia. Pinto (2008), em seu estudo sobre os compostos bioativos em
diferentes espécies de morango, quantificou acido elagico livre apds hidrdlises e observou
valores entre 0,05 a 0,34 mg.g™ dessa substancia na composicdo quimica do fruto. Abe
(2007) avaliou o teor de &cido elagico em alimentos regionais brasileiros em 35 frutos

diferentes, onde foram encontrados valores entre 0,22 mg.g™ e 0,31 mg.g*, sendo os maiores
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teores relacionados a jabuticaba, grumixama (Eugenia brasiliensis) e ao cambuci
(Campomanesia phaea), frutos pertencentes a mesma familia da E. astringens. Portanto,
pode-se afirmar que a parte comestivel ndo apresenta um teor elevado dessa substancia.

O acido elagico, sob sua forma de elagitanino, ainda ndo teve elucidado a sua a¢&o no
organismo humano, pois ndo se sabe ao certo o comportamento dessa substancia no
organismo. Porém, alguns estudos apontam que esse acido deve ter acdo hipoglicemiante,
como o estudo feito por Yu et al. (2005), que verificaram a reducdo de colesterol LDL em
sangues ratos quando estes eram suplementados com o &cido eldgico. Garcia-Nifio & Zazueta
(2015) listaram em seu estudo algumas atribuicdes a esse composto, como antimicrobiano,
anticarcenogénico, antiinflamatorio, além de elevada atividade antioxidante, fato esse
atribuido comumente a classe dos compostos fendlicos.

Portanto, a caracterizacdo de &cidos fenodlicos em frutos pouco explorados
cientificamente pode evidenciar sua fun¢do como antioxidante, ao revelarem que os frutos de
E. punicifolia e E. astringens apresentam &cidos fendlicos na sua composicdo quimica.
Entretanto, ao analisar a concentragdo das mesmas, essas substancias ndo podem ser

classificadas como majoritarias dos frutos estudados.

5.6 FLAVONOIDES

Na parte comestivel dos frutos de E. punicifolia foi identificada a rutina (quercetina 3-
O-rutinosideo) com tempo de retencdo em 8,3 minutos (Figura 37). Nos frutos de E.
astringens, foram identificados os flavonoides rutina com tempo de reten¢do em 8,3 minutos,
e isoquercetina (quercetina 3-O-glucosideo) com tempo de retencdo em 8,6 minutos, na parte
comestivel do fruto (Figura 38).

Na semente do fruto de E. punicifolia ndo foi possivel a identificacdo dos flavonoides,
devido a baixa concentracdo dessas substancias, logo os picos apresentaram magnitude muito
baixa o que impossibilitou a integracdo dos mesmos.

Para a semente dos frutos de E. astringens ndo foi possivel identificar os flavonoides
majoritarias devido a falta de padrdes (Figura 39).

A presenca de outras substancias fendlicas (&cido eldgico e antocianinas) nessa
andlise pode ser explicada pelo uso de solugcdo metanol: dgua (80: 20) v/v para a extracdo dos
flavonoides, pois as antocianinas sao flavonoides e, portanto soltveis em solventes organicos

polares, devido suas estruturas quimicas apresentaram grupamentos polares em sua

82



constituicdo (SIMOES, 2007). Além disso, a presenca de &cido elagico foi possivel também a
partir da hidrdlise alcalina, uma etapa realizada no método para auxiliar na quebra dos
elagitaninos, derivados de acido elagico hidrossoliveis (BEATTIE, CROZIER, DUTHIE,
2005).

A rutina é um flavonoide muito presente na composicdo quimica de frutas vermelhas,
como a amora e a framboesa (RAMPAZZO, TAKIKAWA, HAMINIUK, 2010), além de
fazer parte da composicao de outros frutos como o jameldo (V1ZZOTO & PEREIRA, 2008).
Pessanha (2010) também relatou esse flavonol na composi¢cdo quimica da pitanga. Com
relacdo a isoquercetina, este flavonoide encontra-se presente na composicéo de alguns frutos,
como a jabuticaba (ABE et al., 2011, COSTA et al., 2013).

Algumas atividades vém sendo atribuidas a esses flavonoides, em especial a ruitina,
que se destaca pela sua potente acdo sobre o endotélio capilar, além de atividade
anticarcinogéncia e eficiéncia no tratamento da artrite (MIDDLETON, KANDASWAM,
THEOHARIDES, 2000; MACHADO, 2005, HAN, 2009). Além disso, também séo
considerados importantes agentes antioxidantes naturais por pertencerem a classe das
substancias fendlicas, substancias que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos nas suas

estruturas quimicas.
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Figura 37: Cromatograma e espectro de UV/Vis de flavonoides presentes na parte comestivel

do fruto de E. punicifolia
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5.6.1 Antocianinas

Nos frutos de E. punicifolia, foram identificadas duas antocianinas no perfil (Figura
40).
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Figura 40: Cromatograma do extrato de antocianinas e espectro de UV/Vis da parte

comestivel de E. punicifolia e espectros de UV/ Visivel.
(Pico 1- delfinidina-3-O-glicosideo (t,= 4,8); pico 2: cianidina-3- O-glicosideo (t,=5,8))

As antocianinas identificadas no perfil da parte comestivel de E. punicifolia foram a
delfinidina-3-O-glicosideo (t=4,8) e a cianidina-3- O-glicosideo (t=5,8), sendo a primeira
substancia a majoritaria do fruto, com 57% de area.

Para confirmagdo estrutural, as antocianinas foram isoladas por coleta manual na
saida do detector e submetidas a analise por espectrometria de massas e seus espectros de
massa acurada foram obtidos por infusdo direta em espectrometro de massas (Q-TOF Synapt
(Waters®)). A figura 41 apresenta os espectros de massa acurada das antocianinas isoladas.

A andlise por espectrometria de massas registrou um ion molecular de m/z 465,
correspondente & massa molar da delfinidina-3-O-glicosideo. A fragmentagdo desse ion gerou
um ion de m/z de 303 que corresponde a massa molar da aglicona delfinidina (Figura 41a).
para a segunda antocianina presente no fruto verificou-se o ion molecular de m/z 449,
referente a cianidina-3-O-glicosideo, e um fragmento de m/z de 287 referente a aglicona
cianidina (Figura 41b).
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Figura 41: Espectros de massas das antocianinas presentes no fruto de E. punicifolia

Apbs analisar e confirmar o perfil antocianico do fruto, pode-se observar por meio da
sobreposicdo dos cromatogramas, que o perfil foi semelhante ao da jabuticaba, apenas com
diferenca na antocianina majoritaria, que na casca da jabuticaba € a cianidina-3-O-glicosideo
(Figura 42).
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cianidina-3- O-glicosideo (t=5,8).

Com relacdo a quantificacdo, os resultados do teor de antocianinas caracterizadas no
fruto de E. punicifolia estdo descritos na tabela 16.

Tabela 16: Teor de antocianinas na parte comestivel liofilizada, equacéo da reta e coeficiente
de determinacéo (R?) dos frutos de E. punicifolia (mg.100 g™).
Analito  Teor (mg.100 g™*) + Desvio padréo

Delfinidina 6,40 + 1,60
Cianidina 520+2,34
Total 11,60

Para a parte comestivel do fruto de E. punicifolia, o teor total foi de 11,6 mg.100 g™ de
antocianinas monomeéricas totais, teor bem inferior quando comparado a outros frutos
considerados fontes e que apresentam o mesmo perfil como a jabuticaba (2598,32 mg.100 g™)
e a grumixama (4837,21 mg.100 g*) (LEITE-LEGATTI et al.; 2012; NASCIMENTO, 2015).
Logo, pode-se apenas afirmar a presenca de antocianinas na composicao do fruto, porém, em
baixas concentragdes.

Para os frutos de E. astringens, a separagdo cromatografica resultou em cinco
antocianinas monoglicosiladas identificadas através dos tempos de retencdo e seus espectros
de absorcdo em 520 nm. Foram identificadas as seguintes antocianinas: delfinidina-3-O-

glicosideo (pico 1- t= 4,8), cianinidina-3-O-glicosideo (pico 2- t= 6,2), petunidina-3-O-
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glicosideo (pico 3- t= 7,5), peonidina-3-O-glicosideo (pico 4- t= 10,2) e a malvidina-3-O-
glicosideo (pico 5- t,= 11,5) (Figuras 43 e 44)
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Figura 43: Cromatograma do extrato de antocianinas a 520 nm da polpa+ casca de E.
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Figura 44: Estrutura quimica das antocianinas encontradas no perfil do fruto de E.punicifolia
e E. astringens
A confirmacdo estrutural das antocianinas foi realizada por espectrometria de massas,

que registrou os ions moleculares correspondentes a cada antocianina identificada por
CLAE/DAD. As antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo (Figura 45a) e cianidina-3-O-
glicosideo (Figura 45b) tiveram a mesma relacdo ion m/z encontrada nos frutos de E.
punicifolia, demonstrando se tratar das mesmas substincias. Porém, nos frutos de E.
astringens, além dessas duas antocianinas, mais trés foram identificadas, possuindo a seguinte
relacdo m/z: ion molecular de m/z de 479, correspondente a massa molar da petunidina-3-O-
glicosideo, que apo6s a fragmentacdo gerou um ion de m/z de 317 que corresponde a massa
molar da aglicona petunidina (Figura 45c); um ion molecular com relacdo m/z 463
correspondente peonidina-3-O-glicosideo seguido por fragmentacdo, gerando um ion de m/z
de 301 correspondente a aglicona peonidina (Figura 45d); e um ion molecular com relagédo
m/z de 493 referente a malvidina-3-O-glicosideo, e um fragmento de m/z de 331 referente a

aglicona malvidina (Figura 45e).
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Figura 45: Espectros de massas das antocianinas presentes no fruto de E. astringens
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A antocianina majoritaria presente nos frutos de E. astringens foi a malvidina-3-O-
glicosideo, representando em média 41,56% do total de antocianinas presentes na parte
comestivel do fruto, seguida pela delfinidina-3-O-glicosideo (18,76%), petunidina-3-O-
glicosideo (17,67%), peonidina-3-O-glicosideo (11,20%) e cianidina-3-O-glicosideo (5,05%).

O perfil antocianico encontrado para o fruto de E. astringens coletada na restinga
possui um perfil semelhante ao encontrado no fruto de Eugenia umbelliflora Berg, sinbnimo
de E. astringens. Foram identificadas as cinco antocianinas analisadas no perfil do fruto de E.
astringens, além da antocianina pelargonidina-3-O-glicosideo (KUSKOSKI et al., 2003).

Entretanto, no perfil antocianico apresentado no fruto de E. astringens, além das cinco
antocianinas majoritarias, que representam 94,24%, no cromatograma, pode ser observado a
presenca de mais seis antocianinas minoritarias, representando cerca de 5,76% do perfil. Essa
confirmacdo pdde ser feita devido ao espectro de absorcdo caracteristica de antocianinas
(Amax= 520 nm), porém ndo foi possivel a identificacdo das antocianinas minoritarias devido a
falta de padrao analitico.

As cinco antocianinas monoglicosiladas identificadas para o fruto em estudo também
s&o encontradas na uva (Vittis spp.) (GOUVEA et al., 2014), matriz muito consumida pela
populacdo brasileira (IBGE, 2009), além de fazerem parte do perfil antocianico do fruto
mirtilo (Vaccinium myrtillus) (WANG et al., 2014).

A Tabela 17 apresenta a quantificagdo individual das antocianinas monoglicosiladas e
o total de antocianinas monoméricas presentes no fruto de E. astringens.

Tabela 17: Teor de antocianinas e desvio padrdo da parte comestivel liofilizada, equacédo da
reta e coeficiente de determinacéo (R?) dos frutos de E. astringens em mg.100 g™

Analito Teor (mg. 100 g™*) + Desvio padrao
Delfinidina-3-O-Glicosideo 306 + 1,67
Cianidina-3- O-Glicosideo 66,5 + 0,67
Petunidina-3- O-Glicosideo 2451+ 4,78
Peonidina-3- O-Glicosideo 157,3+2,31
Malvidina-3- O-Glicosideo 730 £ 3,22
Total monoméricas 1504,10

A parte comestivel do fruto de E. astringens apresentou uma concentracdo total de
antocianinas igual a 1504,1 mg.100 g* (Tabela 17). Ao comparar este resultado com do
mirtilo (2651,18 mg.100 g*) , fruto considerado fonte de antocianinas (PRIMETTA, et al.,
2014).
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Ao comparar a concentracéo de cianidina-3-O-glicosideo (66,5 mg.g™) encontrada no
fruto de E. astringens com o acai (35,29 mg.100 g*') (GOUVEA et al.,2012), o qual é
considerado fonte dessa substancia, foi observado que o fruto apresentou uma concentracao
duas vezes maior que a desta matriz.

Quanto & concentracdo de delfinidina-3-O-glicosideo (306 mg.100 g), quando
comparada & grumixama, que apresentou um valor médio de 949, 06 mg.100 g*
(NASCIMENTO, 2015), duas vezes o valor encontrado no fruto de E. astringens.

Ao comparar a concentracdo da antocianina majoritaria no fruto (malvidina-3-O-
glicosideo, 730 mg.100 g*), com diferentes cultivares de mirtilo (38,03 e 86,46 mg. 100 g*)
(PERTUZATTI, 2009), observou-se que o fruto E. astringens apresentou um teor superior.

Com relagdo as antocianinas petunidina-3-O-Glicosideo (245,1 mg. 100 g) e
peonidina-3-O-Glicosideo  (157,3 mg.100 g'), quando comparados ao fruto de
Neomitransthes obscura, o qual possui concentragbes respectivas de 3,1 mg.100 g e
0,30mg.100 g*, foi observado que o fruto E. astringens possui um teor maior dessas
antocianinas.

Portanto, a E. astringens apresenta um importante valor cientifico devido a elevada
concentragdo de antocianinas existentes na mesma. Essas substancias possuem um importante
papel na saude, principalmente como agente antioxidante atuando na reducéo dos riscos de
desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis como cancer, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (KUSKOSKI et al., 2004; ABE et al., 2007,
BORNSEK et al., 2012).

Através das comparacGes dos valores de concentracdo de antocianinas totais e
antocianinas individuais, foi possivel observar que o fruto de E. astringens pode ser
considerado uma fonte alternativa dessa substancia, agregando valor ao fruto pouco explorado

cientificamente.
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6 CONCLUSAO

Os frutos de Eugenia punicifolia Kunth DC sdo uma excelente fonte alternativa de
carotenoides, em especial do licopeno, além de apresentar carotenoides pro-vitamincos A na
sua composi¢do quimica, como B-caroteno e a B-criptoxantina. Além disso, apresentaram uma
quantidade superior de &cido ascorbico em relacdo a dose diaria recomendada. Com relagdo a
composicao de substancias fendlicas, foram identificadas dez substancias (7 acidos fendlicos,
1 flavonoide e 2 antocianinas) na composicdo quimica dos frutos. O fruto apresentou uma
concentracdo de acgucares similar quando comparado a outras mirtaceas. Portanto, pode-se
concluir que as substancias bioativas majoritarias da composi¢do quimica dos frutos de
Eugenia punicifolia Kunth DC séo os carotenoides, em especial, o licopeno.

Os frutos de Eugenia astringens Cambess, apresentaram baixo teor de acido ascorbico.
Com relagdo aos carotenoides, os frutos apresentaram luteina, zeaxantina, PB-criptoxantina e
[-caroteno, importantes substancias bioativas para o organismo humano. Os frutos
apresentaram, apos as hidrolises, teores elevados de acido galico na parte comestivel, quando
comparado a outros frutos pertencentes a mesma familia. Foi confirmada a presenca de acido
elagico apds as hidrdlises, porém, em baixos teores. A polpa do fruto apresentou um perfil
com as cinco antocianinas mais encontradas em alimentos, perfil semelhante ao da uva, além
de ter um elevado teor de antocianinas monomeéricas totais quando comparado a outras
matrizes consideradas fontes dessa substancia. Logo, pode-se concluir que essas substancias
sd0 majoritarias na composicdo deste fruto.

Portanto, a caracterizacdo quimica desses dois frutos, ainda pouco explorados
cientificamente, possibilitou um conhecimento de novas fontes de compostos bioativos
(licopeno da Eugenia punicifolia e antocianinas da Eugenia astringens), substancias com
importantes propriedades nutricionais e funcionais, destacando a importancia dos frutos da

biodiversidade brasileira.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

» A andlise de substancias fendlicos, em especial acido fendlicos e flavonoides ainda é
um desafio devido a complexidade estrutural que essas substancia encontram-se
presentes na forma livre, polimerizada, glicosilada ou sob a formando complexos com
proteinas e lipideos. Logo, faz-se necessario uma maior busca na literatura por um
método mais rapido e pratico pra a determinacdo dessas substancias.

» Ao observar uma elevada concentracdo de acido galico e apds as hidrolises para 0s
frutos de E. astringens, verificou-se a necessidade de futuros estudos para a
determinacdo de taninos, podem-se sugerir que 0 nome da espécie seja devido a

adstringéncia ocasionada pela presenca dessas substancias.
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