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RESUMO

Muitas pesquisas foram realizadas nas Uultimas décadas com o objetivo de
compreender o papel dos compostos fendélicos (CF) sobre a saide humana, porém
tendo duas limitagBes recorrentes: (1°) analise somente dos CF extraiveis; (2°)
limitada aplicacdo da espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS). Com o
objetivo de superar tais limitacdes, nesse trabalho a composicdo dos compostos
fendlicos extraiveis (FE) e ndo extraiveis (FNE) de duas frutas nativas brasileiras
(araca-piranga e pixirica) foi determinada pela aplicagdo da HRMS associada ao uso
do software SIRIUS 4.0.1. Foram identificados 25 CF na FE e 25 CF na FNE do araca-
piranga, e 35 CF na FE e 22 na FNE da pixirica. O composto majoritario da fracao FE
do araca-piraga foi o &cido 1,3,4-tri-galoilquinico (2325,0 + 49,3 ug g-1 de fruta
liofilizada) e da fracdo FNE foi o &cido 3-O-metil-gélico (927,1 + 4,2 ug g-1 de fruta
liofilizada). O composto majoritario da fracdo FE da pixirica foi o bergapteno (767,6
63,2 ug g-1 de fruta liofilizada) e da fracdo FNE foi o acido elagico (533,8 + 3,9 ug g-
1 de fruta liofilizada). Quanto a capacidade em desativar o ROO" do araca-piranga 0s
valores para as fracoes FE e FNE foram respectivamente 644,2 +59 e 323,4+4,4
pmol Trolox g-1 de extrato liofilizado, enquanto para a FE e FNE da pixirica os valores
foram respectivamente 310,8 + 2,1 e 551,4 + 13,8 umol Trolox g-1 de extrato liofilizado.
Os resultados deste trabalho indicam que a fragdo FNE possui uma parcela
significativa dos compostos fendlicos presentes nas frutas araga-piranga e pixirica.
Além disso, os dados deste trabalho confirmam que a espectrometria de massas de
alta resolucéo associada a bioinformatica pode representar uma ferramenta poderosa

no estudo dos CF de alimentos.

Palavras-chave: compostos bioativos, antioxidantes, frutas, bioinformatica.



ABSTRACT

Many studies have been carried out in the last decades in order to understand the role
of phenolic compounds (CF) on human health, but have two recurrent limitations: (1)
analysis only of extractable CF; (2nd) limited application of high-resolution mass
spectrometry (HRMS). In order to overcome these limitations, the composition of
extractable (FE) and non-extractable phenolic compounds (FNE) of two Brazilian
native fruits (araca-piranga and pixirica) was determined by HRMS application
associated to the use of SIRIUS 4.0 software .1. 25 CF in FE and 25 CF in FNE of
araca-piranga, and 35 CF in FE and 22 in FNE of the pixirica were identified. The major
compound of the FA fraction of araga-piranga was 1,3,4-tri-galoylquinic acid (2325.0 £
49.3 ug g -1 lyophilized fruit) and the FNE fraction was 3-O-methyl (927.1 £ 4.2 ug g -
1 lyophilized fruit). The major compound of the FE fraction of the pixirica was bergapten
(767.6 £ 63.2 ug g-1 of lyophilized fruit) and the FNE fraction was ellagic acid (533.8 +
3.9 ug g -1 of lyophilized fruit ). As for the ability to deactivate the ROO - of the araca-
piranga the values for the FE and FNE fractions were respectively 644.2 + 5.9 and
323.4 + 4.4 ymol Trolox g-1 of lyophilized extract, while for FE and FNE of the pixirica
the values were respectively 310.8 + 2.1 and 5514 + 13.8 pmol Trolox g-1 of
lyophilized extract. The results of this work indicate that the FNE fraction has a
significant portion of the phenolic compounds present in araca-piranga and pixirica
fruits. In addition, the data of this work confirm that the high-resolution mass
spectrometry associated with bioinformatics may represent a powerful tool in the study
of CF foods.

Keywords: bioactive compounds, antioxidants, fruits, bioinformatics.



1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos tém sido apontados como responsaveis pela
diminuicdo do risco de desenvolvimento de algumas doencas crénicas néao
transmissiveis. Este efeito é atribuido, por hipétese, a capacidade destes compostos
de atenuarem reacgfes oxidativas e/ou nitrosativas que sao induzidas por espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) e que estédo ligadas a patogénese
destas doencas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2018). A compreensdo da importancia e dos mecanismos de acdo dos
compostos fendlicos no organismo humano dependem diretamente do conhecimento
do perfil qualitativo e quantitativo dessas moléculas nos diferentes alimentos

consumidos na dieta.

Na busca pela compreenséo do papel dos compostos fendlicos sobre a saude
humana, muitos estudos foram realizados nos ultimos 20 anos. Uma busca na base
de dados Scopus (limitacdo de tempo: 1999 a 2019) utilizando as palavras-chave
“phenolic compounds and food” gerou um total de 22.309 resultados. Uma analise
criteriosa desses trabalhos mostra que ha duas limitagcdes recorrentes associadas aos
métodos e técnicas analiticas utilizadas nesses trabalhos: (1°) analise somente dos
compostos fendlicos extraiveis, e (2°) limitada aplicacdo da espectrometria de massas

(MS) de alta resolucéo na analise de compostos fendlicos em alimentos.

Os compostos fendlicos sao analisados em extratos de alimentos, 0s quais sao
produzidos com solventes organicos ou misturas aguosas com solventes organicos.
Esses compostos presentes no extrato constituem os “fendlicos extraiveis” (FE)
(PEREZ-JIMENEZ; TORRES, 2011). Em geral, o residuo sélido de tais extragdes,
denominado de pellet, ndo é considerado como fonte de compostos fendlicos, sendo
ignorado e descartado. Contudo, quantidades significativas de compostos fendlicos
podem permanecer nesse residuo da extracdo, associados com a matriz, constituindo
os “fendlicos nao extraiveis” (FNE). Esta fracdo foi descrita como sendo a face
escondida (hidden face) dos compostos fendlicos presentes nos alimentos,
englobando, principalmente, as proantocianidinas, os taninos hidrolisaveis, e os
acidos fendlicos (TARASCOU et al., 2010).
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Ao considerar o exposto acima, fica claro que ha uma lacuna no campo de
pesquisa dos compostos fendlicos, havendo uma grande caréncia de informacdes
relativas aos tipos e ao teor dos compostos fendlicos ndo extraiveis presentes nos
alimentos. Além disso, a utilizacdo apenas de métodos colorimétricos ou
cromatograficos acentua esse problema. Moléculas com esse grau de complexidade
devem ser estudadas pela aplicacdo da espectrometria de massas de alta resolucéo
(HR-MS, high resolution mass spectrometry). A HR-MS, por ser uma técnica recente
em relacéo a MS tradicional, ainda ndo € amplamente utilizada no contexto da analise
de alimentos. A aplicacdo dessa técnica permite obter informacfes sobre a massa
exata dos compostos estudados, bem como o padrédo de fragmentacdo e o padréo
isotopico, o que é fundamental na confirmacgéo da identidade de compostos fendlicos
ou na identificacdo de novos compostos presentes em frutas (LA BARBERA et al.,
2017).

A caréncia de informacdes sobre os compostos fendlicos é ainda mais critica
em relacdo as frutas nativas brasileiras. Segundo uma reviséo recente, cerca de 80%
das frutas nativas brasileiras ndo foram estudadas quanto a sua composicao fendlica
(TEIXEIRA et al., 2019). Nesse contexto, enquadram-se duas frutas nativas e pouco
conhecidas, o araca-piranga (Eugenia multicostata) e a pixirica (Leandra leavigata),
da qual se tem apenas trabalhos publicados sobre as suas caracteristicas
filogenéticas, botanicas, agronémicas ou em alguns casos sobre aspectos
fitoterdpicos (APEL et al., 2004; BRAS; BIOCI, 2009; CALLEGARO et al., 2015;
FREITAS et al., 2010; GRINGS; BRACK, 2009; KINUPP, 2007a; MIKICH; SILVA,
2001; MONKS et al., 2002a; MULLER; WAECHTER, 2001).

O araca-piranga € uma fruta pertencente ao género Eugenia atualmente em
risco de extingéo devido ao extrativismo predatorio ocorrido no periodo colonial devido
a qualidade excepcional de sua madeira. Sua exploragdo é protegida por lei em
Sapiranga-RS, cidade cujo nome provém do araca-piranga (SAPIRANGA, 2016).
Suas frutas de excepcional qualidade assemelham-se com os da pitanga, porém de
porporgées maiores, com sabor e aromas caracteristicos, o que porpicia esta fruta

possuir valor comercial ndo explorado.

A pixirica € uma fruta pertencente a familia das Melastomataceae, encontrada

nos géneros Huberia, Leandra, Clidemia e Miconia. Algumas espécies de
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Melastomataceae sdo ornamentais e produzem frutas muito apreciados pela fauna
local. As Melastomataceae sdo nativas do hemisfério sul, sendo muito adaptadas para
as condi¢Bes climaticas desta regido do planeta, onde podem ser encontradas em
praticamente todos os locais. Este fato ocorre principalmente por ndo possuirem
predadores e pela alta dispersabilidade de suas sementes, 0 que ocasionou estas
plantas tornarem-se espécies invasivas em outros habitats, principalmente na América
do Norte onde estas plantas foram batizadas de Koster curse (maldicdo de Koster).
As frutas da pixirica sdo doces, visualmente atraentes, totalmente adaptadas as
condi¢cBes de solo e clima do hemisfério sul, portanto possuindo potencial agrario

inexplorado.

Com todas estas informacdes em mente, o0 objetivo deste trabalho foi aplicar a
espectrometria de massas de alta resolucdo na identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos extraives ndo extraiveis do araca-piranga (Eugenia multicostata)
e da pixirica (Leandra laevigata). Faremos isto: explorando estado da arte atual sobre
os CF; as metodologias empregadas nesse trabalho para a extracdo de FE e FNE do
araca-piranga e da pixirica; validando o software SIRIUS para auxiliar nas
identificagdes; identificando e quantificando os CF; verificando a atividade antioxidante

dos extratos das frutas frente ao radical peroxila (ROQO?®).

Esperamos com este trabalho diminuir a brecha existente no conhecimento
sobre a composicéo de compostos fenolicos em frutas brasileiras, assim como ampliar
os horizontes metodoldgicos para atingir tal empreitada, e, simultaneamente, tornar
conhecidas espécies nativas com potencial agricola que atualmente estao sendo sub-

utilizadas.

14



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi aplicar a espectrometria de massas de alta
resolucdo na identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos extraives e néo

extraiveis do aracé-piranga (Eugenia multicostata) e da pixirica (Leandra laevigata).
Objetivos especificos:
(1°) Validagéo do software SIRIUS para a identificacdo de compostos fendlicos.

(2°) Determinacéo, por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, da composicdo de compostos

fendlicos extraiveis (FE) do Araca-Piranga e da Pixirica

(3°) Determinacéo, por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, da composi¢cdo de compostos

fendlicos ndo-extraiveis (FNE) do Araca-Piranga e da Pixirica

(4°) Determinacgéo da capacidade antioxidante de extrato hidrofilico do araga-piranga

e da pixirica frente ao radical peroxila (ROQO?®).

15



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos fendlicos

3.1.1 Definicao, funcdes e classificacao

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, sendo
amplamente distribuidos na natureza (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Até
o momento foram relatados cerca de 10.000 diferentes compostos fendlicos, dos quais
aproximadamente 500 estdo presentes em plantas utilizadas na dieta humana
(VICENTE; BOSCAIU, 2018).

Nas plantas, os compostos fendlicos possuem varias funcfes - estruturais
como a lignina, e como parte do sistema de defesa da planta, como € o caso dos
taninos (PEREIRA et al., 2009). Outra classe de compostos fendlicos, as antocianinas
sdo as responsaveis pela pigmentacao de folhas, flores e frutas, que influenciam na
seletividade de espécies durante os periodos de polinizacdo (ANDERSEN;
JORDHEIM, 2010; GLOVER; MARTIN, 2012).

Os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenca de pelo menos um anel
aromatico com uma ou mais hidroxilas ligadas a este. As moléculas que possuem
mais de um anel aromatico sdo denominadas de polifendis (CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORD, 2009). Em geral, essas moléculas estdo ligadas a acucares e acidos
organicos. Neste grupo estédo incluidas desde moléculas simples, com baixa massa
molecular, como o &cido galico, até moléculas altamente complexas, com elevada
massa molecular, como os taninos (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). De
acordo com as suas caracteristicas estruturais, os compostos fendlicos séo

classificados em dois grandes grupos: os flavonoides e nao flavonoides.

3.1.2 Flavonoides

Os flavonoides séo caracterizados por possuirem ao menos uma hidroxila
ligada a um ou mais anéis aromaticos, organizadas em um esqueleto de 15 carbonos
divididos em dois anéis de 6 carbonos e uma ponte com 3 carbonos (C6-C3-C6).

Convencionou-se utilizar, para fins didaticos, denominar os anéis dos flavonoides de
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A, B e C (Figura 1). As diferentes substituicbes na estrutura quimica basica dos
flavonoides geram seis diferentes sub-classes: flavonéis, flavonas, flavan-3-6is,
antocianidinas, flavanonas e isoflavonas. Além destes, estdo presentes como
componentes minoritarios nos vegetais os flavan-3,4-diois, cumarinas, chalconas, di-
hidrochalconas e auronas (PEREIRA et al., 2009).

Figura 1. Estrutura bésisca dos flavonoides.

Fonte: Préprio autor, 2019.

Os flavonois séo os flavonoides mais comuns e distribuidos no reino vegetal.
Destes os mais comuns (Figura 2) sdo o kaempferol, a quercetina, a miricetina e a
isoramnetina. Geralmente sdo encontrados na forma glicosilada, sendo os
monossacarideos mais comuns a glicose e a galactose (JACOBO-VELAZQUEZ;
CISNEROS-ZEVALLOS, 2017). Esses acucares sao ligados, preferencialmente, na
posicéo 3 do anel C e, com menos frequéncia, nas posi¢des 5,7, 4’, 3’ e 5. Uma das
consequéncias dos aclUcares € aumentar a polaridade desses, sendo que posi¢ao
ocupada modifica o grau de influéncia sobre suas propriedades fisicas e,
consequentemente, analiticas (FERRERES; LLORACH; GIL-IZQUIERDO, 2004).

Figura 2. Flavonoéis mais comumente encontrados em frutas.

HO

guercetina

o I

kaempferol miricetina

Fonte: Préprio autor, 2019.
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As flavonas ndo possuem hidroxila na posicao 3 do anel C, porém, em outros
sitios ocorrem diversas substituicdes, tais como hidroxilacdo, metilagdo, alquilacao e
glicosilagcdo. Estas sdo encontradas principalmente na forma glicosilada. Exemplos
mais comuns de flavonas sdo a apigenina e a luteolina (Figura 3). Nao sé&o
amplamente distribuidos na natureza, porém, podem ser encontradas em algumas
ervas e frutas, por exemplo: salsa, tomilho, pimentas, pimentdes e radite (NABAVI et
al., 2015).

Figura 3. Flavonas mais comumente encontradas em alimentos.

OH OH
HO o HO >
| | OH
] ]
OH O OH (0]
apigenina luteolina

Fonte: Préprio autor, 2019.

Os flavan-3-6is possuem estruturas quimicas ndo planares e constituem a
classe mais complexa no grupo dos flavonoides. Devido a saturagéo do anel C, ocorre
a formacao de dois centros quirais no C2 e C3, ocasionando a existéncia de diferentes
estereoisbmeros na molécula. Os principais representantes dessa classe sdo a
(+) catequina e seu isdbmero espacial (-) epicatequina. Geralmente esses isdbmeros
sdo derivados da rotacdo da hidroxila do C3. Raramente ocorre a formacgédo de
isdmeros (+) catequina e (-) epicatequina proveniente da rotacédo do anel B em C2
(PEREIRA et al., 2009).

Os taninos condensados sao oligbmeros ou polimeros contendo como nucleo
moléculas do grupo dos flavan-3-6is. Eles também sdo chamados de
proantocianidinas, visto que sdo convertidas em antocianidinas apds aguecimento em
solucao etandlica. As mais frequentes unidades basicas dos taninos condensados sao
a (+) catequina, (-) epicatequina, (+) galocatequina, (-) epigalocatequina e
(-) epigalocatequina galato (Figura 4) (KOLECKAR et al., 2008).
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Figura 4. Unidades monoméricas mais comuns nos taninos condensados.
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Fonte: (KOLECKAR et al., 2008)

A variedade estrutural dos taninos condensados esté relacionada a diversidade
no padrédo de hidroxilacdo estereoquimica nos seus trés centros quirais e a localizacéo
e o tipo de ligacao interflavana (Figura 5) presente. Além disso, derivatizaces do tipo
O-metilagdo, C- e O-glicosilacdo e O-galoilacdo foram relatadas na literatura. As
prontocianidinas sao classificadas em dois grupos de acordo com o padrédo de
hidroxilagao: (1) procianidinas (3,5,7, 4’-OH), e (2) prodelfinidinas (3,5,7, 3, 4’, 5’-OH)
(KOZIKOWSKI; TUCKMANTEL; GEORGE, 2000)

As prociandinas do tipo B (diméricas) e do tipo C (triméricas) séo caracterizadas
por uma ligacdo simples entre unidades de flavandis, geralmente envolvendo o C-4
do flavan-3-ol da unidade superior e C-6 ou C-8 da unidade inferior (Figura 5). As
proantocianidinas do tipo A possuem uma ligacdo éter adicional entre o C-2 da
unidade flavan-3-ol superior e a hidroxila 7-OH ou 5-OH da unidade inferior (Figura 5)
(KOLECKAR et al., 2008).
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Figura 5. Exemplos de proantocianidinas. (1) procianidina B1 (epicatequina-(43—8)-catequina);
(2) procianidina B2 (epicatequina-(4p—8)-epicatequina); (3) procianidina B3 (catequina-(4p—38)-
catequina); (4) procianidina B4 (catequina-(4B8—8)-epicaquina); (5) procianidina B5 (epicatequina-

(4p—6)-epicatechin); (6) procianidina B6 (catequina-(4p—6)-catequina); (7) procianidina Al

(epicatequina-(4p—8,2p—7)-catequina);  (8)  procianidina A2  (epicatequina-(4p—8,2p—7)-
epicatequina).

OH Procianidinas B OH

OH OH
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OH OH
R2
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1 ~aitlllOH il OH B 5 ..lllOH ~atlllOH IR |
2 _anlloH -m1IIOH et 6 sl OH el OH et 1l
3‘OH‘OH _-llllll
4 sl OH _.111lIOH ~ewnn 01l

Procianidinas A
OH

OH

7 el OH

8 ,.|I||||OH
OH

Fonte: (KOLECKAR et al., 2008)
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As antocianinas sdo comuns em todo reino vegetal, sendo encontradas em
todas as partes das plantas, porém, as maiores concentragfes sdo encontradas nas
nas cascas de frutas e em flores, a quem conferem cores que variam de vermelho,
passando pelo azul, até o roxo. As antocianidinas de maior ocorréncia em alimentos
sdo a pelargonidina, a cianidina, a delfinidina, a peonidina, a petunidina e a malvidina
(Figura 6). Salienta-se o fato de que as antocianidinas - forma aglicona das
antocianinas - ndo sao encontradas na natureza. Os agUcares presentes na estrutura,
por sua vez, podem estar ligados a acidos orgéanicos e a hidroxicinamatos (DAVIES;
SCHWINN; GOULD, 2016). Os acucares mais comuns séo a glicose e a ramnose; 0S

acidos organicos mais comuns sdo o cumarico e o cafeico (STALMACH, 2013).

Figura 6. Exemplo de antocianidinas e antocianinas mais comumente encontradas em frutas.

OH
delfinidina 3-O-glicosideo OH
+
HO @) +
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N = OH
/
OH X OH
OH OH
pelargonidina cianidina

Fonte: Préprio autor, 2019.
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As flavanonas sé@o encontradas principalmente em frutas citricas, das quais a
hesperetina e a narigenina sdo as mais comuns. Quando ligadas a rutinose essas
flavanonas ndo possuem sabor, porém, a hesperetina-7-O-neohesperidosideo e a
naringenina-7-O-neohesperidosideo sdo intensamente amargas, representando um

desafio para a industria de sucos citricos (SLAMOVA; KAPESOVA; VALENTOVA,
2018).

Figura 7. Exemplo de flavanona.
HO
o oA OH o—

OH @)

hesperetina 7-O-rutinosideo

Fonte: Préprio autor, 2019.

As isoflavonas sdo predominantemente encontradas em leguminosas e séo
representadas principalmente pela daidzeina e pela genisteina (Figura 8). Sua
diferenca estrutural caracteristica é a posicdo do anel B em C3 ao invés de C2.
(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Estes flavonoides séo particularmente
estudados devido ao fato de possuirem atividade estrogénica, podendo serem

antagonistas ao desenvolvimento de alguns tipos de canceres (VITALE et al., 2013).

Figura 8. Exemplos de isoflavonas.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
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3.1.3 Néo flavonoides

Os &cidos fendlicos sdo amplamente encontrados na natureza, e Sdo 0S
percussores de outras classes de moléculas, tais como os taninos hidrolisaveis, sendo
0 acido galico o representante mais comum dessa classe na natureza (HADDOCK et
al., 1982). As maiores fontes de acido galico consistem em ésteres galicos néo
glicosilados provenientes da uva, vinho, chi verde e preto e manga (CROZIER,;
JAGANATH; CLIFFORD, 2009). O acido elagico e seus elagitaninos sdo encontrados
principalmente na framboesa (Rubus idaeus) e nos morangos (Fragaria x ananassa ),
mas também em romas (Punica granatum), amoras (Rubus spp.), e caqui (Diospyros
kaki) (DA SILVA PINTO; LAJOLO; GENOVESE, 2008; MULLEN et al., 2003).

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos contendo um nucleo de glicose ou
outra molécula poliol esterificada com acido gélico, também chamados de galotaninos
ou acido hexahidroxidifénico, também chamados de elagitaninos. O penta-
galoilglicose (PGG) € uma unidade béasica do metabolismo dos taninos hidrolisaveis,
a partir da qual outras moléculas derivam. Galotaninos sdo formados por uma
molécula central, como a glicose, cercada por unidades de acido galico. Ja os
elagitaninos possuem o &cido elagico ou a sua forma lactona, o acido elagico (Figura
9) (KOLECKAR et al., 2008). A grande diversidade de moléculas de estruturas de
galotaninos e elagitaninos deve-se as inUmeras possibilidades de formacédo de
ligacbes oxidativas. Reacfes de oxidacao intermolecular geram muitos oligdmeros,
tendo massa molecular variando de 2000 até 5000 daltons (KOLECKAR et al., 2008).

Os &cidos p-cumarico, cafeico, ferulico e o acido sinapico sdo os &cidos
hidroxicinAmicos mais abundantes. Estes ocorrem como conjugados com acidos
organicos, tais como o &cido quinico e tartarico, sendo referenciados como acidos
clorogénicos (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Os acidos clorogénicos
(Figura 10) 3-O-cafeoilquinico, 5-O-cafeoilquinico e 4-O-cafeoilquinico encontrados
no café sdo os mais comuns, podendo chegar a ser a principal fonte de compostos
fendlicos na dieta de pessoas que consomem grandes quantidades de café
(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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Figura 9. Exemplos de estruturas de alguns taninos hidrolisaveis. (1) acido galico; (2) acido

hexahidroxidifénico; (3) acido elagico; (4) penta-galoilglicose (PGG).
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Fonte: (KOLECKAR et al., 2008)
Figura 10. Exemplos de &cidos clorogénicos.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
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As xantonas (Figura 11) sdo encontradas em plantas, fungos e liquens, porém,
apenas dentro de familias especificas: Gentianaceae, Guttiferae, Moraceae, Clusi-
aceae, e Polygalaceae (NEGI et al., 2013). A fonte que tem mais chamado a atencéo
nos ultimos anos € o mangostao, que em razao das propriedades farmacoldgicas das
xantonas, tém sido considerada uma “super” fruta (GUTIERREZ-OROZCO; FAILLA,
2013).

Figura 11. Exemplos de xantonas.
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Fonte: Préprio autor, 2019.

Os estibenos (Figura 12) sao fitoalexinas produzidas pelas plantas em resposta
aos danos sofridos por ferimentos, doencas e estresses. O principal estilbenos
consumido na dieta humana é o trans-resveratrol, sendo suas fontes principais o vinho
tinto e o amendoim (Arachis hypogaea) (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
O trans-resveratrol tem ganho atencdo nos ultimos anos pelo fato de retardar o
desenvolvimento de canceres e doencas coronarias em animais, além de retardar o
envelhecimento e aumentar a resisténcia a estresses (CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORD, 2009).

Figura 12. Exemplo de estilbeno.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
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3.1.4 Compostos fendlicos extraiveis (FE) e ndo extraiveis (FNE)

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grandes grupos de acordo
com a sua interagdo com a matriz alimentar. Aqueles que estédo fracamente ligados a
matriz e podem ser extraidos prontamente utilizando solvente organico ou mistura de
agua e solvente organico, constituem os compostos fendlicos extraiveis (FE). Ja os
compostos que possuem intera¢des mais fortes com a matriz e ndo séo extraidos com
0s métodos convencionais de extra¢do sdo denominados de compostos fendlicos nao
extraiveis (FNE). Na Figura 13 é apresentado um esquema de extracdo de FE,

geralmente, utilizada como Unica analise de CF em alimentos.

Figura 13. Esquema geral do processo convencional de analise dos compostos fendlicos.

Alimento

extragdo solvente organico ou
agua:solvente organico

Extrato Residuo
- compostos fendlicos extraiveis - compostos fenélicos ndo extraiveis
- molécula de baixa massa moléculas - moléculas de alta massa molecular

ou associadas a macromoléculas

Analise por HPLC- Descartado
DAD ou HPLC-MS

Fonte: (SAURA-CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ, 2018a).

No grupo dos FE estdo incluidas varias classes de compostos fendlicos,
principalmente aqueles de baixa massa molecular, tais como: acidos fendlicos,
flavonoides, proantocianidinas (usualmente até decamero), e até taninos hidrolisaveis
de baixa massa molecular (SAURA-CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ, 2018b). J& no grupo
dos FNE estdo incluidos tanto compostos fendlicos de elevada massa molecular,
como as proantocianidinas, quanto compostos de baixa massa molecular que estéo
fortemente ligados a fibra alimentar e as proteinas. Esses compostos fendlicos estéo
ligados a matriz através de ligacbes covalentes, ligagbes de hidrogénio e/ou
interacdes hidrofobicas (SAURA-CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ, 2018b).
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Devido a complexidade, a analise dos FNE requer a aplicacdo de varias etapas:
(1°) extracdo dos FE, (2°) aplicacdo de método quimico ou enzimético para a liberagéo
dos FNE, (3°) analise por métodos espectrofotométricos, cromatograficos e/ou por

espectrometria de massas.

Os FNE séo liberados da matriz alimentar pela aplicacdo de hidrolise alcalina
(saponificacdo) ou hidrolise &cida, tanto a temperatura ambiente quanto em
temperaturas elevadas (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017). Na
aplicacao destes métodos varios fatores sdo determinantes para o resultado final: (a)
concentragdo de 4cido ou base; (b) tipo de acido ou base; (c) tempo e temperatura de
hidrélise (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017).

Na hidrélise &cida, &cidos inorganicos como o &cido cloridrico (HCI) e &acido
sulfarico (H2SO4) sdo os mais empregados. Nas condicbes normalmente utilizadas
(metanol e &gua, 50:50, acidificados com HCI 2N) as ligacbes glicosidicas da
hemicelulose e da celulose sdo rompidas, bem como de outros acucares sollveis
presentes na matriz. Um dos aspectos negativos desse tratamento € a degradacao de
alguns compostos fendélicos como o acido cafeico (até 87%) e cumarico (até 15%)
(SAURA-CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ, 2018b).

Na hidrolise alcalina, solu¢des concentradas de hidréxido de sédio (NaOH) e
hidréxido de aménio (NH4OH) sdo os mais utilizados. Nessa hidrélise sédo rompidas
principalmente ligacdes éster entre os acidos fendlicos e componentes da parede
celular. Esse tratamento € comum para a analise de acidos fendélicos presentes em
cereais (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017). Similarmente ao
tratamento acido, o tratamento alcalino acarreta degradacédo de alguns compostos
fendlicos. Por exemplo, em um trabalho com farelo de trigo, o &cido cafeico néo foi
detectado ap0s o tratamento alcalino, apenas ap6s o tratamento acido (DOMINGUEZ-
RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017).

O tratamento enzimatico € outra alternativa para a liberacdo do FNE da matriz.

Ja foram aplicadas na analise de FNE, em alimentos, diversas enzimas tais como

celulases, hemicelulases, pectinases, amilases e glucanases (PEREZ-RAMIREZ et

al., 2018). Possui como particular vantagem a utilizacdo de condi¢cdes mais brandas,

evitando a degradacéo dos compostos fendlicos, porém, o custo elevado de aplicagédo
pode ser proibitivo.
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Outras técnicas mais modernas e com menor geracdo de residuos foram
relatadas na literatura para a analise do FNE, tais como a extrag&o assistida por micro-
ondas (MAE), extracdo assistida ultrassom (UAE) e campo elétrico pulsado (PEF)
(DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017).

3.2 Espectrometria de massas

3.2.1 Conceitos basicos

A espectrometria de massas € uma técnica analitica amplamente utilizada na
andlise de diferentes moléculas presentes nos alimentos (HERRERO et al., 2012). Um
espectrometro de massas (MS) possui trés partes fundamentais: (1) fonte de
ionizacao, onde os ions séo gerados; (2) um analisador massas, onde o0s ions gerados
sdo separados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z); e um detector (Figura
14). Com excecao da fonte de ionizagéo tipo APCI (Atmospheric-Pressure Chemical
lonization) , que opera a pressao atmosférica, as demais partes operam sob vacuo. A
introducdo da amostra no equipamento pode se dar de forma direta ou através de
técnicas de cromatografia (THOMPSON, 2017).

Figura 14. Esquema basico de um espectrémetro de massas.

Q, Tof, IT, Q-Tof

: n

: : ESI, APCI

: HPLC . .

: : Fonte de Analizador Detector
: Injecdo direta : _

: : lonizacdo m/z

FUEsEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE
FasssssssEsEEEEssEEEEEEEEEEEEES

Amostra

Pressan Atmosférica
Véacuo

Siglas da esquerda para a direita: HPLC - High Pressure Liquid Chromatography
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE); ESI — ElectroSpray lonization ( ionizag&o por
electrospray); APCI - Atmospheric Pressure Chemical lonization (ionizacéo quimica a pressao
atmosférica); Q — Quadrupole mass analyzer (analizador por quadrupolo); Tof — Time-of-flight (tempo
de voo); IT — lon Trap (armadilha de ions); Q-Tof — Quadrupole Time-of-flight (analizador por

guadrupolo acoplado ao analizador por tempo de voo). Fonte: Préprio autor, 2019.
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3.2.2 Fontes de ionizacao

A fonte de ionizacédo é o local onde as moléculas séo transferidas para a fase
gasosa e ionizados. Existem diversos tipos de fontes de ionizagdo, sendo as mais
utilizadas a ionizacdo por elétrons (EIl), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), ionizacéo e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI) e a ionizacao por
electrospray (ESI) (ROBOZ, 2013).

Na ionizacdo por ESI a amostra € injetada através de uma agulha de capilar,
onde é nebulizada com auxilio do gas de nebulizagdo (N2). Um fino spray (aerossol)
se forma (cone de Taylor) devido a presenca de um campo elétrico derivado de uma
alta voltagem. Devido a esse campo elétrico, microgoticulas com excesso de carga
positiva ou negativa sdo formadas. Essas microgoticulas sdo dessolvatadas com o
auxilio do gas secante (N2) e as gotas se subdividem. Por hipotese, dois mecanismos
pode ser os responsaveis pela formacdo de moléculas carregadas: (1) formacéo de
gotas com apenas um ion (CRM) ou (2) ejecéo dos ions. Ha trés tipos de ions gerados
nesta fonte: (1) ions moleculares, formados por processos redox; (2) ions quasi-
moleculares, por reacfes acido/base ou moléculas catidnicas ou anidnicas; e (3) pela
coordenacdo com adutos metalicos. No modo de ionizacao negativo sdo formados
fons do tipo [M-H] pela desprotonac¢éo do analito, ou adutos com anions como cloreto,
nitrato ou acetato. No modo de ionizacao positivo sdo formados ions do tipo [M+H]*,
ou adutos com cations como sédio, amoénio ou potassio (ROBOZ, 2013). Ainda, em
ambos os modos podem ser formados ions moleculares, cations ou anions radicais,
no modo positivo e negativo, respectivamente, porém, estes ions sdo 0s menos
comuns. O modo escolhido depende da molécula a ser ionizada, avaliando qual gera
uma analise mais sensivel. Como a forma de ionizacédo é branda, ocorre pouca ou

nenhuma fragmentacéo na fonte.

Como a fonte ESI € uma fonte continua e a ionizacdo ocorre a pressao
atmosférica, ela pode ser acoplada a um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia. A
grande desvantagem dessa fonte € sua susceptibilidade a supresséao iénica, gerando
uma mudanca de sensibilidade. Trata-se de um efeito da matriz muito comum, onde
h& a competicdo de componentes da matriz que coeluem com 0s compostos a serem
analisados (TRUFELLI et al., 2011).
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3.2.3 Analisadores de massa

Os analisadores de relacdo massa/carga Sao 0S responsaveis por separar 0s
ions gerados na fonte de ionizacdo para posterior detec¢do. Dentre os analisadores
mais comuns estéo o quadrupolo, o tempo de voo (TOF — do inglés: Time of Flight), o
quadrupolo ion trap (QIT — do inglés: Quadrupole lon Trap) ou ainda, a verséo hibrida
gue consiste em acoplar dois analisadores para obter uma melhor resolucédo (ROBOZ,
2013).

O principio do analisador TOF é separar moléculas de acordo com a diferenca
de tempo entre o pulso inicial e o pulso gerado quando o ion chega ao detector.
Quando os ions saem da regido de aceleracdo, eles possuem energia cinética igual,
porém, velocidades diferentes de acordo com sua relacdo m/z, consequentemente,
terdo tempos de voo distintos, possibilitando a separacdo. A conversao de tempo em
massa € dada pela injecdo de um calibrante, que contém ions com massas
conhecidas. No TOF de alta resolucéo € utilizado um refletor que permite a correcéao
das velocidades iniciais, pelo fato de que um ion mais leve - consequentemente mais
rapido - penetra profundamente no campo, e com isso, sua trajetdria € maior,

aumentando o tempo em que ela é concluida (THOMPSON, 2017).

O quadrupolo consiste em quatro hastes posicionadas em paralelo e ligadas
eletricamente em pares, com sinais opostos e amplitudes iguais, combinando corrente
direta e radiofrequéncia, fazendo com que em determinados valores previamente
estipulados, somente ions com uma faixa de razdo m/z restrita consigam atravessa-
lo, e os demais séo ejetados ndo chegando até o detector, agindo como um filtro de
fons. Ainda, este tipo de analisador permite o acoplamento com outros, por exemplo,
o triplo quadrupolo, onde o primeiro quadrupolo filtra a massa do precursor, o segundo
guadrupolo age como uma célula de colisdo — onde os ions serdo fragmentados — e o
terceiro filtra a massa do fragmento (CHERNUSHEVICH; LOBODA; THOMSON,
2001).

O Q-TOF, uma forma hibrida de analisador de massas, une as vantagens do
TOF e do Q (Figura 15). O quadrupolo age como um filtro de massas, restringindo as
faixas de massa/carga e o analisador por tempo de voo € capaz de separar estes ions
(CHERNUSHEVICH; LOBODA; THOMSON, 2001).
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Figura 15. Partes fundamentais de um espectrometro de massas do tipo Q-Tof
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Fonte: Préprio autor, 2019.

Para este trabalho foi utilizado um espectrémetro de massas com fonte de
ionizacdo por eletrospray (ESI) e analisador micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). Como principais vantagens para a analise de CF, nosso
equipamento possui uma fonte de ionizacdo branda (ESI) com pouca fragmentacéo
na fonte, e que, simultaneamente produz fragmentos maiores de mais facil
reconhecimento. Para exemplificar, em uma molécula de quercetina-hexosideo MM=
464, no modo de ionizac&o negativo, havera um ion percussor m/z 463 [M-H] e como
principal fragmento o ion m/z 301 [M-H-162], facilmente reconhecidos como o ion de
guercetina desprotonada e a perda de um residuo de hexose apés a perda de uma
molécula de 4gua. O analizador hibrido tipo Quadrupole Time-of-Flyght nos oferece a
massa acurada do composto com confiabilidade até 1 mDa e possui resolucdo
suficiente para possibilitar a andlise da distribuicdo isotépica, diferentemente dos
analisadores de baixa resolucédo. Utilizando o mesmo exemplo acima, um analizador
de baixa resolugéo nos daria como informagéao relevante apenas a massa nominal do
Nnosso composto, que no modo negativo seria equivalente ao ion m/z 463, porém
utilizando nosso equipamento de alta resolucdo podemos chegar ao ion m/z
463.0876, o que nos confere uma diminuicdo de até 256 vezes no numero de
moléculas candidatas possiveis apenas para o composto exemplificado (32041
moléculas candidatas para o ion m/z 463 contra 125 para o ion m/z 463.0876,

utilizando o site http://www.chemcalc.org/mf_finder para efetuar este célculo) .
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3.3. Frutas nativas de Porto Alegre

A regido metropolitana de Porto Alegre tem cerca de 1500 espécies vegetais
nativas, das quais 311 possuem potencial alimenticio sendo 122 destes, frutas
(KINUPP; BARROS, 2008). Ap0s pesquisa bibliografica nas bases de dados Scopus,
Google Scholar e Core UK em fevereiro de 2019, pelos nhomes populares e cientificos
destas 122 frutas, concluiu-se que 115 destas n&o tinham sido estudadas em relacéo
a sua composicao fendlica, bem como néo tiverem a sua capacidade antioxidante

investigada.

Para efetuar esse estudo foram escolhidas as frutas da Eugenia multicostata,
conhecida como araga-piranga, e da Leandra leavigata, comumente conhecida como
pixirica. Estas foram escolhidos em funcdo de sua semelhangca com outras frutas
convencionais de consumo ja estabelecido (pitanga e mirtilo) nos quesitos estético e
sensorial, e também por ndo terem seus potenciais como fonte de compostos bioativos

previamente investigados.

3.3.1 Araca-piranga (Eugenia Multicostata)

O aracéa-piranga (Eugenia multicostata) € uma arvore semelhante a pitangueira
cuja ocorréncia nativa esta estabelecida nos arredores de Porto Alegre (RS), mas
principalmente em Taquara (RS), onde foi relatada a presenca de arvores em
frutificacdo. Atualmente esta espécie encontra-se em extingcdo devido a exploracdo
predatdria de espécies nativas durante o periodo colonial. Em especial esta espécie
foi muito abatida por possuir madeira de alta qualidade, durabilidade e resiténcia as
pragas. Atualmente o municipio de Sapiranga-RS possui uma lei municipal que
delimita uma area de protecdo ambiental objetivando de forma especifica a protecéo
desta espécie (SAPIRANGA-RS, 2016).

Também é conhecido pelos nomes populares de pau-alazéo, pau-mulato, pau-
brasil (SC), Sapiranga (nome este ap0s o qual a cidade de Sapiranga-RS foi batizada),
pitangdo, aracazeiro-vermelho, araga-vermelho, carambola-do-mato e carambola-
vermelha. A fruta é climatérica, e a arvore frutifica em maio e em outubro. Semelhante

a uma carambola ou uma pitanga de grandes proporcdes. Ele possui coloragéo
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vermelha alaranjada quando maduro, sabor levemente doce e possui acidez baixa e
leve adstringéncia, sendo a fruta firme e extremamente aromatica, ideal para o

consumo in natura ou sob a forma de compotas e geleias (KINUPP, 2007).

Uma pesquisa no Scopus e Google Scholar utilizando como termos de busca
“‘Eugenia multicostata” e os nomes populares da fruta mostra que ha 20 trabalhos
sobre a espécie, porém, todos relatando informagBes puramente boténicas, ou
farmacoldgicas dos extratos de folhas. Assim, ndo ha na literatura informacdes sobre
a composicao fendlica e sobre a capacidade antioxidante dessa fruta, bem como
qualquer indicio dos efeitos benéficos associados ao seu consumo. Um estudo foi
encontrado sobre algumas propriedades bioldgicas das folhas, onde foi relatado que
0 extrato aquoso das folhas da Eugenia multicostata possui atividade antitumoral
(MONKS et al., 2002b). Em outro, estudou-se o fruta, porém, apenas a composi¢cao
mineral e o total de proteinas que pode ser consultada na tabela 1 (FERREIRA
KINUPP; BERGMAN; DE BARROS, 2008).

Além destes trabalhos uma pequena parte do genoma desta espécie foi
elucidado e encontra-se no banco de dados NCBI sob o voucher ICN<BRA> 167424
onde existe o sequenciamento parcial: para o gene RNA polimerase C (rpoC1l);
espacador intergenico psbA-trnH; RNA polimerase subunidade beta (rpoB); acetyl-
CoA carboxilase-D (aacD); e a sequencia completa do espagador interno transcrito 2
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/?term=Eugenia+multicostata%5Borgn%5D
abril de 2019).

Foto 1 - araca-piranga (Eugenia multicostata).

Fonte: préprio autor, 2018.

33



Tabela 1. Composicao protéica e mineral (em base seca) das frutas maduras do araca-piranga

Composto Percentual sobre o extrato seco(%)
Proteinas 10,9
Célcio 0,39
Magnésio 0,11
Manganés 0,0019
Fosforo 0,14
Ferro 0,0032
Sadio 0,0162
Potassio 2
Cobre 0,0013
Zinco 0,0011
Enxofre 0,09
Boro 0,0011

Fonte: KINUPP, 2007.

3.3.2 Pixirica (Leandra leavigata)

A pixirica é uma fruta ndo climatérica pertencente a familia das
Melastomataceae, encontrada nos géneros Huberia, Leandra, Clidemia e Miconia.
Também é conhecida popularmente como meleca-de-cachorro e tinge-lingua no
hemisfério sul e como Koster curse (maldicdo de Koster do inglés) na América do
Norte, nome este dado em funcéo do fato das plantas da familia das Melastomataceae
(em especial a Clidemia hirta e a Leandra Australis) serem espécies invasoras nesse
habitat, com grande prejuizo para a flora local(GERRISH; MUELLER-DOMBOIS,
1980; WISER et al., 2013).

A fruta se desenvolve em um arbusto que cresce muito bem a sombra, porém,
frutifica melhor ao sol, nos meses de maio a julho. Essa fruta possui em média 150
sementes muito pequenas e apresenta textura agradavel. De pigmentagdo azul-
violaceo, sabor e apelo estético semelhante ao do mirtilo - portanto, uma espécie

potencialmente comercializavel. Apresenta um crescimento rapido e propagacao
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acelerada pela fauna que aprecia muito as frutas (GERRISH; MUELLER-DOMBOIS,
1980).

As frutas podem serem consumidas in natura ou utilizados para a confecgao
de doces, geleias e sorvetes (KINUPP, 2007). Além disso um dos usos populares € o
das folhas como medicamento (MOJIOL et al., 2014; SWAMP et al., 2010). Em geral
as pixiricas possuem lanugem de até 3 mm de comprimento, o que pode ser um ponto
comercialmente desfavoravel. As frutas da Leandra leavigata, porém, séo glabras
assemelhando-se aos mirtilos, o que seria comercialmente atraente, e um dos

motivadores da escolha dessa fruta para este estudo.

Uma pesquisa no Scopus e Google Scholar, realizada em fevereiro de 2019,
utilizando como termos de busca “Leandra”, “Leandra leavigata” e os nomes
populares da fruta, mostra que h& 310 trabalhos com plantas pertencentes ao mesmo
género, porém em nenhum deles foi relatada composicdo fendélica ou a capacidade
antioxidante das frutas, sendo a maioria dos estudos apontando os efeitos maléficos
dessa planta como invasora em habitats exoéticos. Além dos fatos elucidados, a planta
em questdo (Leandra leavigata) ndo possui nenhum artigo publicado em relacao as
propriedades, nem da fruta, nem de outra parte qualquer da planta, sendo a Unica
publicacdo disponivel sobre notas taxindmicas (REGINATO; GOLDENBERG, 2012).

Foto 2: Pixirica (Leandra leavigata).
I3 '\ .‘.. r ] >

Fonte: préprio autor, 2018.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes, solventes e padrdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O trolox, o AAPH (2'-
azobis(2- metilpropanimidamida) e a fluoresceina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA). O reagente Folin-Ciocalteu foi adquirido da Merck (Darmstadt,
Germany), o carbonato de sédio foi obtido da Vetec (Duque de Caxias, Brazil). Os
seguintes solventes foram utilizados: metanol grau P.A. (Neon), acetonitrila grau
HPLC (J.T. Baker), &cido formico P.A. (Merck) e &cido cloridrico P.A. (Neon). A 4gua
utilizada foi do tipo ultrapura produzida por um sistema Millipore (Milli-Q®).

Os padrbes de acido galico, acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico,
acido 5-cafeoilquinico, catequina, epicatequina, rutina, quercetina, kaempferol e
guercetina-3-glucosideo foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Estados Unidos) e
Extrasynthése (Franca). A pureza de todos os padrdes foi avaliada por HLPC-DAD,
sendo superior a 95%.

4.2. Amostras

As amostras de araca-piranga (Eugenia multicostata) foram coletadas na
Fundacdo Zoobotanica, que esta localizada em Porto Alegre (Rio Grande do Sul,
Brasil), nas seguintes coordenadas geograficas: 30°03'09.2"S 51°10'37.2"W.
Amostras da planta foram coletadas para a identificacdo e depositados no herbario da
UFRGS, sendo catalogados com o n® 167424. No total, 1,0 kg de frutas maduras foram
coletadas. As frutas foram consideradas maduras quando a sua cor estava com a
tonalidade laranja-avermelhada e a sua polpa macia e com baixa adstringéncia. As
sementes foram retiradas das frutas individualmente, em uma sala de preparo de
amostras da fundacdo zooboténica, e a polpa de cada fruta foi imediatamente
congelada em nitrogénio liquido. A polpa congelada foi liofilizada por 4 dias, triturada
em mini processador doméstico (Black & Decker HC32P) até a obtencdo de um po da
polpa que foi embalado a vacuo e armazenado em freezer (-18 °C) sob protecéo da
luz até 0 momento das analises.

As amostras de pixirica (Leandra leavigata) foram coletadas no Lago Negro,
gue estad localizado em Gramado (Rio Grande do Sul, Brasil), nas seguintes

coordenadas geograficas: 29°23'40.5"S 50°52'36.4"W. Amostras da planta foram
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coletadas para a identificacdo e depositados no herbario da UFRGS, sendo
catalogados com o n°® 194166. No total, 100 g de frutas maduras foram coletadas. As
frutas foram consideradas maduras quando a sua cor estava com a tonalidade roxa-
azulada, e sua polpa macia e com baixa acidez e levemente adocicadas. As frutas
foram coletadas e armazenadas em caixa térmica com gelo, sendo congeladas em
freezer doméstico (-18 °C). As frutas congelados foram transportados até o laboratorio
em caixa térmica, onde foram congelados em nitrogénio liquido a fim de resguardar a
amostra de uma potencial oscilacdo de temperatura inicial no liofilizador. Na
sequéncia a fruta congelada foi liofilizada por 4 dias e triturada utilizando um pistilo e
almofariz até a geracdo de um pd de polpa. Esse pdé foi embalado a vacuo e
armazenado em freezer (-18 °C) sob protecao da luz até o momento das analises.

4.3. Extracdo de compostos fendlicos

4.3.1 Extragcdo dos compostos fendlicos extraiveis (FE) e ndo extraiveis (FNE)

Os FE foram obtidoss a partir de 0,50 g de amostra liofilizada. Essa amostra foi
transferida para um almofariz contendo celite, onde com o auxilio de um pistilo e
homogeneizada. Os compostos fendlicos foram extraidos exaustivamente com uma
mistura metanol:agua (8:2, v/v) acidificada com 0,1% de &cido férmico (proporc¢éo
massa/solvente de 1:50) através da agitacdo em vortex por 5 min a temperatura
ambiente (22 °C). O extrato obtido foi centrifugado a 3000 g por 5 min (4 °C) e 0
sobrenadante foi recolhido. Esse processo foi repetido até a completa extracdo dos
FE (RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE, 2013). Um total de 8 extracdes foram
necessarias para a extragdo completa dos FE da amostra. O parametro utilizado para
avaliar a presenca de compostos fendlicos no extrato foi a reacdo dos compostos
fendlicos com o reagente Folin-Ciocalteu. Os sobrenadantes das 8 extragdes foram
reunidos e concentrados em evaporador rotativo (T < 30 °C) até a completa
evaporacao do metanol. Parte do extrato bruto foi liofilizado para ser utilizado na
analise quantitativa e para a determinacdo da capacidade antioxidante.

O restante do extrato de FE foi submetido a um processo de limpeza e
concentracéo por extracado em fase solida (SPE) para a analise qualitativa do extrato.
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Essa etapa foi realizada conforme o método descrito por Bochi et. al (2015). O extrato
acidficado com 0,1% (v/v) de acido formico (2 mL) foi carregado em um cartucho de
SPE C-18 (Waters Corporation, Milford, MA, USA), previamente ativado com metanol
e condicionado com agua acidificada (0,1% (v/v) de &cido férmico). Os compostos
polares foram lavados com dois volumes de agua acidificada (0,1% v/v de acido
férmico). Na sequéncia, os compostos fenodlicos foram eluidos com 2 mL de metanol
acidificado (0,1% (v/v) de acido férmico).

O pellet derivado da extracdo exaustiva dos FE foi reservado para a extragéo
dos FNE. A hidrdlise acida foi preferida pois os CF tendem a ser mais estaveis em
meio acido. O tempo 6timo para as hidrélises foi determinado em 30 minutos apo6s
testes feitos no laboratério em periodos que variaram de 24 horas (PEREZ-RAMIREZ
et al., 2018) até 15 minutos(HARBORNE, 1989), sendo que periodos prolongados de
hidrolise geraram produtos de degradacdo com absorcdo a 420 nm com coloracao
marrom, enquanto tempos mais curtos geraram antocianidinas livres com absorcéo a
520 nm como esperado da despolimerizacdo das proantocianidinas com coloracao
veremelho-rubi até violaceo. O pellet foi submetido a extracdo utilizando 40 mL de
uma solugéo de metanol:HCI 12 M (6:4, v/v) na temperatura de 90 °C por 30 minutos
sob refluxo (PEREZ-RAMIREZ et al., 2018). O extrato obtido foi centrifugado a 3000
g por 5 min (4 °C). O sobrenadante obtido foi concentrado em evaporador rotativo a
90 °C até a completa evaporacdo do metanol e do acido cloridrico. Para a andlise
guantitativa e de atividade antioxidante foi utilizado os extratos brutos sem purificacao
por SPE. Para a analise qualitativa dos FNE uma etapa de purificacdo por SPE foi
realizada seguindo a mesma metodologia citada para os FE.

4.4. Analise por HPLC-DAD-MS/MS

A identificacdo e a quantificagcdo dos compostos fendlicos foi realizada em
HPLC da marca Shimadzu (Quioto, Japao) equipado com bombas quaternérias (LC-
20AD), degaseificador on-line (DGU-20A5), injetor automatico programado para
injecdo de 20 uL e detector DAD (Shimadzu, SPD-M20A) conectado em série a um
espectrometro de massas com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) e analisador
micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

Os compostos fendlicos foram separados em uma coluna Synergi Hydro-RP

38



(250 x 4,6 mm, 4 um) (Phenomenex, Torrance, CA) a 0,9 mL min't a 29 °C, com fase
movel consistindo em agua: acido férmico (99,5.0.5, v/v) (solvente A) e
acetonitrila:acido formico (99.5:0.5, v/v) (solvente B) em gradiente linear (Rodrigues
et al, 2013). Os espectros UV-vis foram obtidos entre 200 e 600 nm.

As condicfes para a aquisicdo dos espectros de massas foram as seguintes:
faixa de varredura de m/z 100 a 1500, modo de ionizagdo negativo, voltagem do
capilar: 3000 V, temperatura e fluxo do gas secante: 310 °C e 8 L min!, pressédo do
gas nebulizador: 30 psi, MS? modo automatico com a energia de fragmentacéo
variando de 35 a 50 eV.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando duas
abordagens: (1°) analise manual dos resultados e, (2°) analise dos resultados
utilizando ferramentas de bioinformatica.

Na identificacdo manual dos compostos fendlicos foram considerados as
informacdes da ordem de eluicdo na coluna Cis, perfil do espectro UV-vis, massa
acurada e as caracteristicas de fragmentacdo. Essas informacdes foram comparadas
com os padrdes analiticos disponiveis e também com dados da literatura (PEREZ-
RAMIREZ et al., 2018; RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE, 2013).

Na segunda abordagem o software SIRIUS (https:/bio.informatik.uni-

|ena.de/software/sirius/) foi utilizado para a identificacdo dos compostos fendlicos em

padrdes e nos extratos das frutas avaliadas(DUHRKOP et al., 2019). Para que 0s
dados obtidos no espectrometro de massas possam ser usados no SIRIUS estes
devem ser processados usando outros softwares como descrito em cada etapa
abaixo:

a) Etapa 1: exportacdo dos dados gerados no DataAnalysis (verséo 4.2) para
o formato mzML;

b) Etapa 2: processamento da lista de picos do MS e MS/MS para um espectro
centroide usando o algoritmo do MZMine (versdo 2.38) seguida da
exportacao deste espectro para o formato mgf. O pré-requisito do SIRIUS é
0 uso de espectros centroides;

c) Etapa 3: identificagdo dos compostos fendlicos utilizando o software SIRIUS
(versao 4.0.1 Build 7) considerando as caracteristicas do padréo isotopico
e de fragmentacao.

A identificagdo dos compostos fenolicos usando esta ferramenta de
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bioinforméatica foi validada com o uso dos dados de MS de 12 padrdes de compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos foram quantificados por padronizagdo externa
utilizando as curvas analiticas de quatro padrbes analiticos de compostos fendlicos
(acido galico, catequina, rutina e acido 5-cafeioilquinico. As curvas analiticas foram
construidas a partir da analise de nove concentracdes na faixa de 0,1 a 6 mg L1. O
método foi validado a partir da analise dos seguintes parametros de desempenho:
linearidade (R?), limites de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ), repetibilidade,

recuperacao e efeito de matriz (dados ndo mostrados).

4.5. Determinagé&o da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos fendlicos das frutas foi realizada frente
ao radical peroxila (ROQO®). O ROO* foi gerado por decomposicao térmica do AAPH a
37 °C. A capacidade de desativacdo do ROO* foi medida por fluorescéncia, através
do monitoramento da queda da fluorescéncia, devido a oxidacdo da fluoresceina
(RODRIGUES; MARIUTTI; FARIA; et al., 2012). A reagao foi conduzida em um volume
final de 200 uL, tendo os seguintes reagentes (concentracdes finais): AAPH (19,1
mM), fluoresceina (61,2 nM) e extrato em trés concentragdes (50, 70 e 100 mg L1).
As leituras de fluorescéncia foram executadas nos comprimentos de onda de
excitagdo e emissao de 485 + 20 nm e 528 + 20 nm, respectivamente, sob forma de
cinética, com intervalos de 1 min, até o valor da fluorescéncia reduzir a 0,5 % da
fluorescéncia inicial. Os resultados foram expressos em equivalente a trolox, obtidos

atraveés da construcdo de uma curva de analitica com trolox (12 — 96 uM).

4.6. Analise estatistica, graficos e estruturas quimicas

As diferencas entre os valores da quantificacdo de compostos fendlicos e de
capacidade antioxidante entre as fracdes foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05). A comparagao entre as meédias
foi realizada pela aplicacdo do teste de Tukey. As andlises foram realizadas através
do programa Microsoft Excel®. Os graficos de decaimento de fluorescéncia da
fluoresceina foram construidos no programa Origin Lab v. 8.0. As estruturas quimicas
das moléculas de compostos fendlicos foram construidas no programa
ACD/ChemSketch v. 2018.1.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Validac&o do software SIRIUS para identificacdo dos compostos fenélicos

Uma validacdo do software SIRIUS foi realizada como uma primeira etapa
antes da sua aplicacdo na identificacdo dos compostos fendlicos extraiveis e nao
extraiveis das frutas estudadas neste trabalho. Essa validacéo consistiu na avaliacao
da capacidade do software identificar corretamente 12 padrdes de compostos
fendlicos. Como resultado, um valor de similaridade em unidade de porcentagem foi
obtido. Esse valor indica o grau de similaridade entre as informacdes tedricas preditas
para o padrao isotépico e de fragmentacao e as informacdes experimentais obtidas.
Com o uso do SIRIUS foi possivel identificar corretamente todos os padrdes testados,
com um indice de similaridade entre 69% e 88% (Tabela 1) o que em si € um valor util
e que ajuda a elucidar as subestruturas da molécula candidata auxiliando muito a
identificacéo, e juntamente em combinacdo com o ranking da molécula em relacéo as
demais moléculas propostas, obtemos a confiabilidade da identificacdo, que no caso
com dos padrdes foi inequivoca.

Tabela 1. Validagdo do software SIRIUS na identificagdo de compostos fendlicos

Composto Similaridade (%) Ranking
Acido Galico 84,56 1
Acido 5-cafeoilquinico 79,52 1
Acido cafeico 86,48 1
(+) Catequina 84,44 1
Epigalocatequina galato 80,63 1
Rutina 88,39 1
Quercetina 3-glicosideo 88,19 1
Acido elagico 69,50 1
Daidzeina 82,88 1
Resveratrol 74,13 1
Quercetina 88,48 1
Kaempferol 78,10 1
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Na Figura 16 é apresentado o resultado para o padréo de quercetina, no qual
€ possivel visualizar a forma como os resultados sdo mostrados no software SIRIUS.
Primeiramente, o SIRIUS usa os dados combinados do padréo isotépico do espectro
de massas MS e do padréao de fragmentacédo do espectro MS/MS para determinar a
férmula molecular tedérica do composto e para construir a arvore de fragmentacédo. Em
uma segunda etapa, o software identifica a estrutura do composto através da
comparacao com bases de dados de estruturas moleculares utilizado um buscador da
web CSI:FingerID.

Figura 16. llustracdo da aplicag&o do SIRIUS para a identificacéo do padréo de quercetina.
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Com base na validacdo e também das informacgdes disponiveis na literatura
sobre a aplicacdo desse software na identificacdo de diferentes moléculas
(DUHRKOP, 2015), considera-se que o SIRIUS é uma ferramenta poderosa na
identificacdo de compostos fendlicos em alimentos. Cabe destacar que, de acordo
com a literatura consultada, esta é a primeira vez que o software SIRIUS foi aplicado
para a identificacdo de compostos fendlicos em alimentos.

Conforme relatado no item 4.4, os compostos fendlicos presentes nas frutas
foram identificados considerando os dados dos espectros de massas (MS e MS?), os
guais foram analisados manualmente e pelo software SIRIUS. Para facilitar a consulta
do leitor aos dados de MS, no Apéndice A estdo apresentados todos os espectros de
massas (MS e MS?) dos compostos fendlicos encontrados nesse trabalho. A
discusséo dos resultados de identificacdo dos compostos fendlicos sera conduzida
separadamente para cada fruta, sendo a discussao focada apenas na identificacédo
daqueles compostos fendlicos encontrados pela primeira vez nos géneros das frutas

estudados e/ou que sejam guantitativamente relevantes.

5.2. Aragéa-piranga

Vinte e oito compostos fendlicos foram separados e vinte e cinco
tentativamente identificados (Figura 17 e 18; Tabela 2) na fracdo FE do araca-piranga
(Eugenia multicostata). A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada
manualmente, onde os resultados de massa acurada obtida e do padrdo de

fragmentacao dos compostos foram comparados com o de padrfes analiticos.

Figura 17. Cromatograma de ions extraidos dos FE araca-piranga.
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A confirmagé&o dos compostos foi realizada utilizando o SIRIUS, obtendo-se um
indice de similaridade acima de 60% (dos primeiros ranqueados) para a maioria dos
CF encontrados no araga-piranga, comparavel aos valores encontrados para 0s
padrdes de referéncia.

O perfil de compostos fendlicos extraiveis do araga-piranga (Eugenia
multicostata) é caracterizado principalmente pela presenca de derivados do acido
galico, correspondendo a 17 dos 25 compostos encontrados, incluindo o acido gélico
(Tabela 2). A maioria dos derivados de acido galico estédo esterificados com o acido
guinico formando mono, di, tri e tetragaloilquinico &cidos. Outro acido hidroxibenzdico
encontrado na FE do aragé-piranga foi o acido elagico, somente na forma livre. Além
dos acidos hidroxicindmicos, também foram identificados fendlicos classificados como
flavonol, estando presentes 5 flanonais glicosilados. Alguns resultados similares foram
encontrados em frutas do género Eugenia, tais como a pitanga laranja, a pitanga
vermelha e a pitanga roxa (DENARDIN et al., 2015). O composto majoritario, pico 1
(Figura 17), foi identificado como &cido quinico, que, apesar de ndo ser um CF, teve
sua identificacdo realizada por ser molécula constituinte da maior parte dos taninos
identificados na FE do araca-piranga.

Os picos 12, 13 e 14 foram identificados como acidos 3, 4, 5-tri-galoilquinico,
1,3,5-tri-galoilquinico e 1,3,4-tri-galoilquinico (MM = 648,096). Essas trés moléculas
possuem espectros de UV-vis e de massas (MS e MS?) idénticos, porém, possuem
diferentes tempos de retencdo. O acido 1,3,4-tri-galoilquinico é o ultimo isémero a
eluir, visto que possui uma conformacédo geométrica que lhe d4 uma carater mais
apolar em funcédo da sua ligagdo em C1 e C4 (CLIFFORD et al., 2003). No seu
espectro UV-vis foi encontrado um maximo de absor¢cdo a 275 nm, 0 que concorda
com a sua estrutura quimica e com as informacdes da literatura (MARIUTTI et al.,
2014). No modo de ionizagdo negativo, 0 espectro de massas mostrou a molécula
desprotonada [M-H]- a m/z 647,0916 e o espectro MS? mostrou fragmentos a m/z
495,0811[M-H-152], 343,0676 [M-H-152-152], 325,0550 [M-H-152-152-18],
191,0530[M-H-152-152-152] e 169,0133. Esse Uultimo fragmento corresponde a
molécula de acido galico desprotonada. Os demais fragmentos apresentam a
caracteristica comum de perder um, dois e trés residuos de acido galico a m/z 152

[4cido galico -18].
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Os picos 8, 9 e 11 foram identificados como acido 3,4-di-galoilquinico, acido
3,5-di-galoilquinico e &cido 1,3-di-galoilquinico (MM = 496,085). Essas trés moléculas
possuem espectros de UV-vis e de massas (MS e MS?) idénticos, porém, possuem
diferentes tempos de retencéo. Isso esta diretamente relacionado ao fato desses
isdmeros apresentarem diferentes polaridades. No seu espectro UV-vis foi encontrado
um méaximo de absorcdo a 272-273 nm, 0 que concorda com a sua estrutura quimica
e com as informacdes da literatura (MARIUTTI et al., 2014). No modo de ionizac&o
negativo, o espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]" a m/z
495,0812 e o espectro MS? mostrou fragmentos a m/z 343,0705 [M-H-152], 325,0550
[M-H-152-18] e 169,0133 [M-H-152-174]. Esses fragmentos representam a perda
consecutiva de um residuo de acido galico, acidos galico mais uma molécula de H20
e 0 ultimo é derivado da perda de um residuo de acido galico mais um residuo de
acido quinico.

O pico 20 foi identificado como miricetina 3-O-ramnosideo (MM = 464,095). O
seu espectro de UV-vis apresentou uma méaximo de absorcdo a 348 nm, o0 que esta
de acordo com a sua estrutura quimica de flavonol glicosilado e também com
informacdes da literatura (MARIUTTI et al., 2014). No modo de ionizacdo negativo, o
espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 463,0877 e o
espectro MS? a m/z 317,0326 [M-H-146], que corresponde a perda de um residuo de
ramnose, mesmos dados relatados na literatura (ARAPITSAS, 2008). A identificacéo
foi confirmada no software SIRIUS com um indice de similaridade de 93% para essa
molécula. A miricetina 3-ramnosideo foi encontrada em outras frutas do mesmo
género do araca-piranga, tais como pitanga (Eugenia uniflora) e na cagaita (Eugenia
dysenterica) (DENARDIN et al., 2015; VILEGAS et al., 2019).
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Tabela 2. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos compostos fenodlicos extraiveis (FE) do araca-piranga (Eugenia multicostata).

tr Amax [M-HT Desvio médio  Similaridade MS/MS (-)
Pico? Composto Massa Exata absoluto de
(min)® (nm)e (m/z)° massa (ppm) (%) (m/z)?
1 Acido quinico 4,68 n.dd 192,0634 191,0613 2,93 59,44% 111,0073
2 Acido 3-O-galoilquinico 8,90 275 344,0743 343,0717 0,36 72,50% 191,0557; 169,0129; 125,0236; 107,0131
3 5-O-Galoil glicosideo 9,36 277 332,0743 331,0701 2,93 80,14% 169,0141; 151,0023; 125,0240; 123,0070
4 Acido 5-O-galoilquinico 11,59 274 344,0743 343,0658 3,62 70,32% 191,0551; 169,0140; 125,0233; 107,0125
5 Acido gélico 11,76 271 170,0215 169,0141 -4,45 82,27% 125,0231; 124,0178; 108,0222
6 Acido 4-O-galoilquinico 12,90 273 344,0743  343,0710 2,57 68,98% 191,0562; 169,0138; 125,0238
7 4-O-Galoil-glicosideo 13,95 277 332,0743 331,0653 3,91 81,75% 169,0113; 125,0228
8 Acido 3,5-di-galoilquinico 17,40 272 496,0853 4950784 -0,75 72,65% 343'0(15%f0342653;?iggi0217f4??§gi0139211'05813
9 Acido 1,3-di-galoilquinico 20,87 273 496,0853 495,0813 3,92 73,19% 343,0669; 325,0539; 191,0543; 169,0136
10 Di-galoil ardimerina 21,30 283 992,1706 991,1561 3,97 68,13% 495,0804,; 343,0657; 325,0574; 169,0116
11 Acido 3,4-di-galoilquinico 21,40 273 496,0853 495,0812 2,74 67,66% 343,0705; 325,0552; 169,0201
12 Acido 3,4,5-tri-galoilquinico 23,44 276 648,0962 647,0851 -1,30 71,53% 495,0797; 343,0663; 325,0545; 169,0131
13 Acido 1,3,5-tri-galoilquinico 24,80 283 648,0962 647,0858 4,89 73,11% 495,0797, 343,0652; 325,0550; 169,0106
14 Acido 1,3,4-tri-galoilquinico 25,90 275 648,0962 647,016 4,56 72,76% 495,0811; 343’0%85031235?;0550; 191,0530;
Acido 2,3-Dihidroxi-6-(alfa-L-
15 ramnopiranosiloxi)benzoic 2-(beta-D- 26,80 273 584,1893 583,1813 -0.79 68.22% 331.0695, 313.0601, 271.0455, 169.0154
glucopiranosiloxi)benzil ester
o BUSQIIMGIIIRE oo oo e 1 corse MBI mocs o
17 Quercetina 5-O-glicosideo 27,68 353 464,0954 463,0899 -3,87 59,16% 301,0393; 173,0444
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Tabela 2. Continuagéo

tr Amax [M-H] Desvio médio  Similaridade MS/MS (-)
Pico? Composto Massa Exata absoluto de
(min)° (nm)e (m/z)® massa (ppm) (%) (m/z)d
18 Acido 3,4,5,5-tretra-galoilquinico 28,67 284 800,1072 799,1008 -1,10 59,44% 647,0937; 495,0826; 343,0637; 325,0613
19 Acido 3,_5,4,,4-_tretra- 28.74 284 800,1072 7990938 530 62.13% 647,0941; 495,0825; 343,0718; 325,0535;
galoilquinico 169,0116
20 Miricetina-3-O-ramnosideo 29,68 348 464,0954 463,0877 -0,94 93,17% 317,0326; 316,0259
21 Oolonghomobisflavana A 29,95 349 928,169 927,1676 2,11 55,74% 463,0868; 316,0225
o 635,0935; 617,0819; 465,0703; 447,0571,
22 1,2,3,6-Tetra-galoil-glicosideo 30,62 281 788,1072 787,0956 -0,38 85,45% 313.0748: 169 0160
- L. 299,9904, 273,0011; 245,0119; 229,0135;
23 Acido elagico 31,76 366 302,0062 301,0004 -0,51 78,55% 201,0207: 173,0261: 157 0283: 129,0327
1,2,3,4,6-penta-O-galoil- ) o 770,0975; 769,0895; 617,0797; 599,0740;
24 glicosideo 32,50 280 940,118 939,0900 1,76 83,20% 447,0623: 429,0501; 169,0155; 125,0236
25 Quercetina 3-O-ramnosideo 32,77 347 448,1005 447,0972 0,51 91,82% 301,0388; 300,0299
26 Quercetina 3-O-glicosideo 34,56 358 464,0954 463,0900 0,43 80,03% 301,0382
27 Nao identificado 38,48 270 584,2468  583,2460 431 - 483,1893; 331,0669; 271,0477; 211,0267;
169,0153
Kaempferol 3-(2"-(E)-p-
28 coumaroil-alfa-L- 40,40 284 564,1267 563,1121 -2,29 65,63% 527,1383; 313,0469; 169,0104

arabinofuranosideo)

2Numerag&o de acordo com o cromatograma de ion extraido da Figura 16. "Tempo de eluicdo em uma coluna Cis. °Gradiente linear de &gua/metanol com 0.1% &cido férmico. ¢ Raz&o massa

carga.
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Figura 18. Estruturas quimicas das moléculas identificadas da FE do araca-piranga.
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Cabe enfatizar que cerca de 50% do numero total de compostos fendlicos
encontrados no araga-piranga foram identificados pela primeira vez no género
Eugenia, nomeadamente: acidos 3,5-di-galoilquinico, 1,3-di-galoilquinico, di-galoil
ardimerina, 3,4-di-galoilquinico, 3,4,5-tri-galoilquinico, 1,3,5-tri-galoilquinico, 1,3,4-tri-
galoilquinico, 3,4,5,5-tretra-galoilquinico, 3,5,4,4-tretra-galoilquinico,
Oolonghomobisflavana A, 1,2,4,6-tetra-galoil-glicosideo, 1,2,3,4,6-penta-galoil-
glicosideo e kaempferol 3-(2"-(E)-p-coumaroil- a-L-arabinofuranosideo).

Vinte e cinco compostos fendlicos foram tentativamente identificados na fracéo
dos FNE da araca-piranga (Figura 19 e 20; Tabela 3). O perfil de compostos fendlicos
da fracao extraivel é diferente da ndo extraivel. Na fracdo FNE n&o foram encontrados
0s mono, di, tri e tetra galoilquinico acidos, mas sim moléculas menores como 0s
acidos gélico e elagico livres ou metilados. Além disso, o perfil de FNE é caracterizado
pela variedade de classes de compostos fendlicos, contendo flavonas, flavan-3-6is e

flavanonas, glicosiladas ou esterificadas com acidos hidrobenzadicos.

Figura 19. Cromatograma de ions extraidos dos FNE do araca-piranga.
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Fonte: Préprio autor, 2019.

O pico 12 foi identificado como &cido 3-O-metil-galico (MM =184.0371), sendo
0 composto majoritario desta fracdo tanto em funcdo da sua intensidade de sinal
guanto de sua area do pico. Como caracteristicas de absor¢cao no UV-vis, apresentou
absorcao a 271 nm, condizente com o relatado na literatura para o cromoforo do acido

galico (MARIUTTI et al., 2014). No modo de ioniza¢do negativo, 0 espectro de massas
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mostrou a molécula desprotonada [M-H]" a m/z 183,0292 e o espectro MS? mostrou
fragmentos a m/z 155,0006 [M-H-28], 140,0090 [M-H-43], 139,0024 [M-H-44],
136,9859 [M-H-28-18], 127,0022 [M-H-28-28]", 124,0165 [M-H-43-16]", 123,0076 [M-
H-60], 111,0084 [M-H-44-28], 110,0034 [M-H-28-45], 106,0063 [M-H-43-16-18],
96,0209 [M-H-43-16-28], 95,0145 [M-H-60-28]. Diversas fragmentacdes sé&o
caracteristicas dessa molécula, tais como a perda de etileno (m/z 28) resultando no
fragmento a m/z 155. Este, posteriormente, perde uma molécula de agua (m/z 18)
gerando o fragmento a m/z 136, uma molécula de mondéxido de carbono (m/z 28)
gerando o fragmento a m/z 127, e uma perda de um anion de &cido férmico, gerando
o fragmento a m/z 110. O fragmento m/z 139 é explicado pela perda de um epoxido
de etileno (m/z 44), o que € mais provavel do que uma perda de um residuo de
acetaldeido, visto que um éter ciclico é facilmente estabilizado em razédo de sua
conformacgdo geométrica. Posteriormente, o ion m/z 139, fragmentou gerando o ion
de m/z 111 em razao da perda de um residuo de monoxido de carbono (m/z 28). O
fragmento m/z 140 é explicado pela perda de um residuo de metilcarbonila (m/z 43),
provavelmente sobre a forma de radical acetil, gerando posteriormente com a perda
de um residuo de gas carbbnico (m/z 28) o ion m/z 111. O fragmento m/z 123 é
explicado pela perda de um residuo de acido acético (m/z 60) e finalmente o ion m/z

95 por uma posterior perda de um residuo de mondxido de carbono (m/z 28).

A fim de tornar valida a identificacdo de alguns desses fragmentos é necessario
salientar que os ion m/z 140 e m/z 139, bem como os ions m/z 124 e m/z 123, m/z
111 e m/z 110, m/z 96 e m/z 95 n&o sé&o isétopos um dos outros, uma vez que como
pode ser verificado nas arvores de fragmentacdo respectivas, as abundéancias
relativas desses ions entre si ndo correspondem a abundancia isotépica dessas
moléculas na natureza, como por exemplo, o ion m/z 139 possui abundancia relativa
menor do que o ion m/z 140, o que seria impossivel sendo que as formas isotopicas
dos atomos que compdem esses ions € sempre mais rara do que a forma
monoisotopica destes, isto se da também com os demais ions citados. A explicacdo
mais provavel para a existéncia desse composto (acido 3-O-metil-galico) nessa
concentracao é justamente o fato dele estar fortemente ligado a matriz por uma ligacéo

covalente, justificando sua aparicdo somente apds hidrolise com acido forte.
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Tabela 3. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos compostos fendlicos ndo extraiveis (FNE) do araca-piraga (Eugenia multicostata).

tr Amax M [M-HT Desvio médio Similaridade MS/MS (-)
. assa
Pico? Composto Exata absoluto de
(min)®>  (nm)° (m/z) massa (ppm) (%) (m/z)¢

1 8'““3@%‘*{5’(’)‘“ 7 520 265 4340849  433,0699 236 61,15% 157,0110; 129,0194; 110,9750

. L 321,0764; 295,0923; 265,0879; 203,0571;
2 Luteolina 8-O-glicosideo 8,66 nd 448,1005  447,0881 0,20 73,03% 179,0008: 140,0085: 125 0206: 113,0256
3 Herbacetina 8-xilosideo 9,05 275 434,0849  433,0716 6,66 62,58% 157,0111; 113;0260
4 Acido galico 11,35 270 170,0215 169,0135 -1,77 78,00% 125,0255; 124,0173; 123,009; 101,0242

Epicatequina-
5 epicatequina-galoil- 11,74 270 1018,2167 1017,2071 3,99 50,81%
epicatequina

569,1310; 365,0678; 189,0372; 175,0231,
157,0109; 139,0044, 129,0209; 113,0245

Hisbicetina 3,7,8,4’-

6 ot Stor 12,06 270  390,0950  389,0818 4,00 62,90% 191,0011

7 Naringenin 5-glucorinida 14,55 271 448,1005  447,0869 0,99 65,72% 31272',%251‘;;; 213%’%%21;; 21255”%82723;; 21%,%52%
8 A??jg?g?fﬁigljirg?gr;?oﬁ%zeiiiﬁo 14,69 274  358,0899  357,0787 5,30 66,34% 273,0247; 112%*,%12221;; 11%17*’%(1‘;% 139,0027;
9 trihiAdcrig;t?éﬁ'zsc; - 1529 284  170,0215  169,0113 3,11 86,22% 125,0251; 97,0292

10 epi‘;tcea;ﬁﬁ]‘g”_i' agtae'gﬂi'na 15,83 271  1018,2167 1017,2134 4,72 51,33% 569,1259; ?i%%”%%g%;; 1172%3”%217768; 157,0128;
11 Acidodihidroxibenzdico 3- g 95 575 3580899 357,0779 2,04 67,72% 169,0121; 125,0225

glucoronida

] 155,0006; 140,0090; 139,0024; 136,9859;
12 Acido 3-O-Metil-gélico 21,33 271 184,0371  183,0292 3,92 72,90% 127,0022; 124,0165; 123,0076; 111,0084;
110,0034; 106,0063; 96,0209; 95,0145

4,,6'-0-(S)-
13 hexahidroxi-difenil- 23,45 275 588,1115 587,0968 1,47 61,31% 497,0586; 329,0303; 167,0342; 125,0252
salicina
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Tabela 3. Continuacao

tr Amax M [M-H] Desvio médio Similaridade MS/MS (-)
. assa
Pico? Composto Exata absoluto de
(min)°>  (nm)e (m/z) massa (ppm) (%) (m/z)d
14 3-O-galoil-taxifolina 2428 274 456,0692  455,0583 2,37 63,64% 329,0276; 303’0132;02283540324; 273,0391;
. 285,0012; 283,0266: 273,0039; 257,0083:
15 Morina 2530 273/343 302,0426  301,0327 3,62 81,94% 245 0089: 226,0124- 101.0330. 137.0244
16 Acido 3-O-Metil elagico 25,49 342 316,0219  315,0115 2,13 68,52% 299,0173; 125,0229
17 3-carboxil-plantagosideo 26,59 275  510,1009  509,0871 3,34 64,04% 357,0771; 339,0693; 169,0121; 125,0210
18 Acido Vanilico 28,55 275 168,0422  167,0336 0,80 73,01% 124,0166; 107,0127
19 Taxifolina 29,14 276 304,0583  303,0491 3,02 72,52% 217,0508; 167,0350; 109,0286
o 349,0512; 285,0368: 197,0429; 165,0171;
20 1,2,6-Tri-galoil-glicosideo 29,21 277 636,0962 635,0936 2,85 66,20% 151,0019: 125,0255
21 Quercetina 2946  nd 302,0426  301,0349 3,95 84,18% 283,9958; 245,0105: 217,0444; 125,0251
22 Acido me;'b%féf'tr"ga'o" 31,09 275  662,0907 661,0902 2,80 62,22% 509,0893; 491,0837; 339,0713; 169,0113
. 395,0763; 313,0346: 309,0738; 269,0438;
23 Amurensisina 31,37 275 440,0743 439,0629 1,34 66,36% 257.0437: 137.0233: 1250234
) 283,9956; 257,0096; 245,0100; 229,0134;
24 Acido Elagico 32,00 350  302,0062 300,9973 3,95 81,42% 201,0192; 185,0223; 173;0220; 157,0333;
129,0345
25 Hovenetina 3404 271 334,0688  333,0602 6,56 69,19% 197,0431; 165,0174; 137,0242

aNumerac&o de acordo com o cromatograma de ion extraido da Figura 16. PTempo de eluicdo em uma coluna Cis. °Gradiente linear de agua/metanol com 0.1% &cido férmico. ¢ Raz&o
massa carga.

52



O pico 4 foi identificado como acido galico (MM=170,0215) sendo o segundo
composto mais abundante tanto em razdo da area do pico quanto de intensidade de
sinal. Como caracteristicas do UV-vis apresentou absor¢do a 270 nm. No modo de
ionizacao negativo, o espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H] a
m/z 169,0135 e o espectro MS? mostrou fragmentos caracteristicos como a perda de
diéxido de carbono gerando o ion m/z 125,0255 [M-H-44], mas também apresentou
perdas de um residuo de anion de acido féormico gerando o ion 124,0173[M-H-45], e
de um residuo de ion de acido férmico 123,0090[M-H-46].

O pico 15 foi identificado como morina (MM=302,0426). Este é o terceiro
composto mais abundante tanto em razdo de sua intensidade de sinal quanto em
razao de sua area do pico. Como caracteristicas do UV-vis, apresentou absorcdo a
273 e a 343 nm. No modo de ionizacdo negativo, 0 espectro de massas mostrou a
molécula desprotonada [M-H]- a m/z 301,0327 e o espectro MS? mostrou fragmentos
referentes a uma perda de hidroxila sob a forma de agua gerando o ion 283,0266[M-
H-18]. Uma perda de um residuo de etileno gerando o ion m/z 273,0039[M-H-28] com
posterior perda de um residuo de monéxido de carbono gerando o ion m/z
245,0089[M-H-28-28]. Outros fragmentos significativos para essa molécula inclui a
perda de um residuo de metano gerando o ion m/z 285,0012[M-H-16], que por sua
vez perde mondxido de carbono gerando o ion m/z 257,0083[M-H-16-28]", seguida de
nova perda de monéxido de carbono gerando o ion m/z 229,0124[M-H-16-28-28]".

O pico 23 foi identificado como acido metil 3,4,5-tri-galoil quinico
(MM=662,0907). Este composto € caracteristico por ser um acido fendlico analogo
aos tri-galoil-quinicos, diferenciado pela presenca de um grupo metila, logo este
composto foi liberado da matriz através do processo de hidrolise. Como caracteristicas
do UV-vis, apresentou absorcdo a 275 nm. No modo de ionizacao negativo, o espectro
de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 661,0902 e o espectro MS?
am/z 510,0897[M-H-151], 509,0893[M-H-152]", 491,0837[M-H-152-18], 339,0713[M-
H-152-170], 303,0426, 169,0113. Os picos m/z 510 e m/z 509 representam a perda
de um residuo de &cido galico. O ion m/z 491 foi possivelmente formado a partir da
perda de uma hidroxila sob a forma de agua por parte do ion m/z 509. O ion m/z 339

foi possivelmente formado por uma perda
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Figura 20. Estruturas quimicas das moléculas identificadas da FNE do araca-piranga.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
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neutra de acido galico a partir do ion m/z 509. O ion mais abundante é representado

por m/z 169 que é um fragmento estavel de acido galico.

Os picos 5 e 10 foram identificados como epicatequina-galoil-epicatequina—
catequina e epicatequina-epicatequina-galoil-epicatequina (MM=1018,2167). Como
caracteristicas do UV-vis, apresentaram absorcdo a 270 nm. Ambos 0s espectros
apresentaram as mesmas caracteristicas espectroscopicas, sendo diferenciadas em
tempo de retencdo por caracteristicas puramente geomeétricas. Enquanto o pico 5
consiste em um oligbmero composto exclusivamente por epicatequinas e um acido
géalico ligado em C3 da catequina 3, o pico 10 consiste em oligbmero de duas
epicatequinas ligadas a uma catequina e um acido galico ligado em C3 da
epicatequina 2. Essas diferencas estruturais que ocorrem com galocatequinas ja séo
suficientes para diferenciar esses isdmeros. No modo de ionizacdo negativo, 0
espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H] a m/z 1017,2071 e o
espectro MS? a m/z 569,1310 [M-H-448], 365,0678 [M-H-448-204] como principais

fragmentos em comum.

Os teores de compostos fendlicos nas fracdes FE e FNE estdo apresentados
na Tabela 4. A maior concentracdo de compostos fendlicos esté na fragdo FE, a qual
representa 81% do total de compostos fendlicos. Os poucos estudos disponiveis na
literatura apresentam grande variagdo na proporcado dessas fracdes em frutas. Por
exemplo, para a tangerina observou-se que os CFNE representam cerca de 40% dos
fendlicos totais (m/m), enquanto que para o repolho roxo essa relacéo foi de 76%
(m/m) (Esparza-Martinez et al., 2016; Gonzales et al., 2015).

Em geral, os valores relatados na literatura para o teor de fendlicos totais em
frutas do género Eugenia (pitangas laranja, vermelha e roxa) (DENARDIN et al., 2015)
Ss&0 muito superiores ao valor encontrado para o araca-piranga. A hipotese € que essa
diferenca nos teores encontrados esteja relacionada as diferencas entre as espécies,
local de producéo e também devido ao método analitico utilizado para quantificar o
teor de compostos fendélicos. Na maioria desses trabalhos a quantificacao foi realizada
utilizando o método Folin Ciocalteu, o qual é susceptivel a um grande numero de
interferentes presentes nos extratos e esta sendo questionado quanto a sua utilizagéo

como um método para quantificacdo de compostos fendlicos (Granato et al., 2018).
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Tabela 4. Teores de compostos fendlicos extraiveis (FE) e ndo extraiveis (FNE) no araca-piranga.

Classe de composto

Composto fendlico

Concentragéo?

(Mg gt de fruta liofilizada)

fendlico identificado Percentual
FE ENE aproximado
sobre o total

(%)

Acido hidroxibenzoéico Acido 3-O-galoilquinico 28,2+28 <LD 0,4

Acido hidroxibenzoico 5-O-Galoil glicosideo 500,1+5,1 <LD 7,5

Acido hidroxibenzoico Acido 5-O-galoilquinico 635,3 £ 17,6 <LD 9,5

Acido hidroxibenzéico Acido 4-O-galoilquinico 370,9 + 19,7 <LD 5,6

Acido hidroxibenzéico Di-galoil ardimerina 992,9 + 19,4 <LD 14,9

Acido hidroxibenzoico  Acido 3,4-di-galoilquinico 39,0+0,3 <LD 0,6

Acido hidroxibenzdico ACIdQ 1,3,,4-tr|- 23250 + 49 3 <LD 34,9
galoilquinico

Flavonol erlcetln§-3-0- 4423 +86 <LD 6,6
ramnosideo

Flavonol Quercetlng 3-0- 91,4 +107 <LD 14
ramnosideo

Flavonol 8-hidroxiluteolina 7- b 0,1

xilosideo < LD. 9,1+ 2,1

Flavonol Luteolina 8-O-glicosideo <LD 353+15 0,5

Acido hidroxibenzoico Acido galico | <LD 168,3 £2,5 2,5

Hlsblcetlna_3,7,8,4 - <LD 10,6 + 6.7 0,2
tetrametil éter

Acido hidroxibenzoéico Acido d|h|dr0X|b_en20|co <LD 16,5 + 26,6 0,3
3-glucoronida

Acido hidroxibenzoéico Acido 3-O-Metil-galico <LD 927,1+4,2 14,0

3-carboxil-plantagosideo <LD 39,5+0,1 0,6

Acido hidroxibenzoico Acido m_etll 3,4_1,5-trl- <LD 2854109 0,4
galoil quinico

Total 5425 + 133 123,555
Compostos fendlicos 6659 + 188 100 + 2.8

totais

aQs compostos fendlicos foram quantificados em equivalentes a acido galico e quercetina. P< LD.:
Abaixo do limite de deteccdo do método; onde acido galico = 0,3 ug mL! e Rutina = 0,37 pg mL1)
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Na fracdo FE do araca-piranga o composto majoritario foi o acido 1,3,4-tri-
galoilquinico, o qual representa 43% (m/m) da concentragcdo total de compostos
fendlicos dessa fracdo. Cabe destacar que é a primeira vez que esse composto
fendlico é relatado em frutas do género Eugenia. Alguns trabalhos demonstraram que
o acido 1,3,4-tri-galoilquinico possui a capacidade de inibir a replicacdo do virus HIV
em linfécitos HI infectados com pouca citotoxicidade (NONAKA et al., 1990).

O segundo composto majoritario da fracdo FE do araca-piranga foi a di-galoil
ardimerina, o qual representa 18% do total de compostos fendlicos desta fracdo. Esta
molécula j& foi relatada na planta de Ardisia japonica, sendo no mesmo estudo testada
como inibidora de RNase H do HIV-1 e do HIV-2 in vitro (DAT et al., 2007).

O terceiro e 0 sexto compostos majoritérios da fracdo FE do araca-piranga
foram, respectivamente, os acidos 5-O-galoilquinico e o 4-O-galoilquinico, sendo
nesta fracao ainda encontrado o 4cido 3-O-galoilquinico em menor quantidade. Efeitos
antidepressivos e estimulatorios foram encontrados em um estudo in vivo através da
estimulagéo de canais i6nicos no cérebro de ratos (DIMPFEL et al., 2007).

O quarto composto majoritario da fracdo FE do araca-piranga foi o acido 5-O-
Galoil glicosideo também conhecida como glucogalina um percussor do acido elagico
em frutas. Um estudo avaliou se a glucogalina ofereceu protecdo contra varias
anormalidades induzidas pela hiperglicemia em células epiteliais de pigmento da
retina, tendo resultados positivos no uso desse composto como agente terapéutico
contra a degeneracéo da retina no olho diabético, evitando a morte das células de
pigmento de retina (CHANG et al., 2015).

Na fracdo FNE do araca-piranga o composto majoritario foi o acido 3-O-metil-
galico, o qual representou 75% do total de compostos fendlicos dessa fracdo (LEE;
CHAN; MITCHELL, 2017). Este molécula diferencia-se do acido galico por possuir
uma metila em C3, sitio utilizado pela molécula para realizar ligacédo covalente com a
matriz que sé pode ser rompida por meio da hidrdlise, o que explica sua inexisténcia
na FE do aracga-piranga. Um estudo verificou o potencial do acido 3-O-metil-galico em
prevenir osteoporose (BAEK et al., 2017). Verificou-se que essa molécula suprimiu
significativamente a formacao de osteoclastos através do bloqueio da sinalizacao de
Akt e BtkPLCy>Ca?*. Um outro estudo sugeriu que o &cido 3-O-metil-galico é um
promissor agente no tratamento contra obesidade (JEON; RAHMAN; KIM, 2016),

onde foi demonstrado que a sinalizacéo de p-catenina desempenha um papel distinto
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na inibicdo da diferenciacdo de adipécitos 3T3-L1 mediada pelo acido 3-O-metil-
galico. Foi observado que a expressao de B-catenina diminuiu ap6s a inducdo
hormonal adipogénica. A incubagdo das células diferenciadoras com uma
concentracdo fisiolégica desse composto fendlico durante a inducdo hormonal
adipogénica preveniu significativamente a degradagcdo da [(-catenina ao ativar
componentes de sinalizagdo Wnt como Wntl1, Wnt10b, Fzd1, Fzd2, Lrp5, Lrp6, DvIl e
Dvl2. Além destes efeitos, outros estudos sugerem que o acido 3-O-metil-galico possui
atividade anti-inflamatoria (CORREA et al., 2016), antibacteriana (K. MISHRA et al.,
2016), antioxidante (RAHMAN; JEON; KIM, 2016) e anticarcinogénica (AFSAR et al.,
2016).

5.3. Pixirica

Um total de 35 compostos fendlicos foram tentativamente identificados (Figura
21 e 22; Tabela 5) na fragdo FE da pixirica. Os espectros de massas (MS e MS?) dos
compostos fendlicos séo apresentados no Apéndice A. A confirmacado da identidade
desses compostos foi realizada utilizando o SIRIUS, onde para a maioria dos
compostos fendlicos encontrados na pixirica a pontuacéo de similaridade foi superior
a 70%.

A fracdo FE apresentou um grande nimero de acidos fendlicos derivados do
elagico e de flavonoides, notadamente flavondis. Alguns resultados similares foram
encontrados em frutas da Clidemia rubra (GORDON et al., 2011) principalmente no
gue diz respeito a presenca de flavonois. A presente discussao focard nos compostos
majoritarios identificados pela primeira vez em frutas do género Leandra e também
nagueles compostos fendlicos nado relatados em frutas da espécie Clidemia rubra
(também conhecida como pixirica). O nome das moléculas presentes nos picos 32, 33
e 34 foram escritos com uma chave de cédigo IclKey, maiores detalhes para estes

epimatabolitos podem ser conferidos em http://minedatabase.mcs.anl.gov/#/home

utilizando as chaves fornecidas.
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Figura 21. Cromatograma de ions extraidos dos FE da pixirica.
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Fonte: Préprio autor, 2019.

O pico 1 foi identificado como bergapteno (MM=216,0422) sendo 0 composto
mais abundante em raz&do da intensidade de sinal e possivel percussor aromatico
desta fruta. Como caracteristicas espectroscopicas no UV-vis, apresentou um maximo
de absorcéo a 310 nm. No modo de ioniza¢ao negativo, o espectro de massas mostrou
a molécula desprotonada [M-H]" a m/z 215,0340 e o espectro MS? mostrou fragmentos

caracteristicos, como a perda de furano gerando o ion m/z 147,0100 [M-H-68].

Os compostos presentes nos picos 4, 6 e 12 foram identificados como o acido
galico, acido 2,3,5-trihidroxibenzdico e acido 2,3,6-trihidroxibenzoico (MM=170,0215).
Essas trés moléculas sdo isbmeros, possuindo caracteristicas muito similares de
absorcao no UV-vis, com maximo de absorcado entre 275-285, o que € compativel com
a sua estrutura quimica. A Unica diferenca é o seu tempo de elui¢do na coluna C18, o
qgual foi utilizado para a identificagcdo desses isdbmeros. No modo de ionizacéo
negativo, o espectro de massas dessas moléculas mostrou a molécula desprotonada
[M-H]- a m/z 169,0119 e o espectro MS? mostrou como fragmentos principais a m/z
125,0223 [M-H-44], [M-H-45] e [M-H-44-28]", os quais correspondem a perda de uma
molécula de didéxido de carbono (CO2), a perda de formato e a perda de CO:2 e

monoxido de carbono (CO), respectivamente.
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Tabela 5. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos compostos fendlicos extraiveis (FE) da pixirica (Leandra leavigata).

tr Amax Massa [M-H] Desvio médio Similaridade MS/MS (-)
Pico Composto absoluto de
(min)2 (nm)P Exata (m/z)¢ massa (ppm) (%) (m/z)d

1 Bergapteno 4,23 310 216,0422 215,0340 4,42 56,16% 149,0436; 113,0251; 101,0207; 99,0104
2 7'Hidgrﬁjxggz‘i’rzg‘;rs‘?dzﬁta")' 7,22 260 402,1314  401,1241 0,11 61,17% 169,0084; 151,0022; 139,0061; 125,0217
3 Marinoide D 7,22 258 554,1635 553,1546 3,59 69,43% 356,1299; 355,1217; 323,0928; 193,0659
4 Acido Galico 11,41 275 170,0215  169,0119 0,74 84,92% 125,0223; 124,0175; 97,0311
5 Metglgg')a;i?a:’;'oos}%eef'D' 12,95 281 346,0899  345,0805 -0,50 75,44% 169,0106; 151,0013; 125,0243
6 Acido 2,3,5-Trihidroxibenzéico 15,11 283 170,0215  169,0122 -3,61 62,42% 125,0238; 97,0282
7 Metg|82(l)a;ﬁa‘;—oos}%ee§_D_ 15,51 283 346,0899 3450786 -0,47 78,96% 169,0107; 151,0022; 125,0243
8 2'(3'43’3'2i_t‘:ﬁ;gﬁg?ggﬁ!&%’gpmpi' 15,98 290 380,0743 379,0722 0,78 61,98% 293,0338; 275,0145; 169,0116;
9 Quercitina-3-galactosideo 19,01  372/276  464,0954 463,0879 0,43 79,63% 301,0227; 300,0226; 275,0159; 169,0136; 125,0212
10 Acido Valoneico 20,42 290 474,0434  473,0317 2,24 58,72% 421,0313; 300,9978; 271,0168; 249,0383
11 Luteolina 3"-glicosideo 21,50 280 448,1005 447,0902 -0,85 84,40% 371,1154; 300,0644; 267,0289; 242,0223; 191,0143
12 Acido 2,3,6-Trihidroxibenzéico 22,24 276 170,0215  169,0136 5,97 76,65% 124,0146
13 Acido Valoneico Bilactona 22,37 370 470,0121  469,0014 3,62 67,00% 300,9951; 169,0114
14 ACid?:lE(':i%i‘;gn4c§£%ta'D' 23,65 360 464,0590  463,0556 -2,86 62,34% 301,0016; 275,0209; 167,0365; 125,0251
15 Nobotanina D 25,26 280 786,0915  785,0769 -0,28 79,47% 615,0582; 300,9968; 275,0168
16 Miricetina-pentosideo 25,66 280 464,0954 463,0863 4,09 80,67% 316,0191
17 Nobotanina D 26,47 280 786,0015  785,0761 -2,18 83,85% 615,0597; 300,9968; 275,0160
18 Miricetina-pentosideo 27,61 279 464,0954 463,0848 4,02 82,08% 316,0191
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Tabela 5. Continuacéo

tr Amax Massa [M-HJ Desvio médio Similaridade MS/MS (-)

Pico Composto absoluto de

(min)2 (nm)P Exata (m/z)° massa (ppm) (%) (m/z)¢
19 Nobotanina D 27,68 278 786,0915 785,0734 0,94 83,48% 615,0572; 300,9965; 275,0165
20 Miricetina-pentosideo 28,55 279 464,0954 463,0848 2,87 85,28% 316,0172; 300,0198
21 Acido Valoneico Bilactona 29,76 350 470,0121 469,0015 0,84 65,44% 300,9951; 299,9864; 169,0114
22 Miricetina-pentosideo 29,97 276 464,0954 463,0866 3,81 85,16% 316,0191; 300,0190
23 Rutina 30,10 351 610,1322  609,1197 2,13 84,94% 463,0898; 301,0351; 285,0367; 125,0245
24 Miricetina pentosilglucoronida 31,04 290 478,0747  477,0659 2,82 77,61% 315,0111; 300,9983; 299,9913; 168,0061; 125,0234

) 285,0069; 283,9994,; 282,9858; 273,0002; 257,0064,
25 Acido Elagico 31,51 366 302,0062 300,9959 -1,38 79,84% 245,0106; 229,0134, 217,0147; 201,0203; 189,0199;
185,0243; 183,0127; 173,0247; 157,0288; 125,0250

Kaempferol 3-(6"-p-

26 : ) 32,45 n,d 594,1373 593,1210 -0,08 80,63% 447,0933; 315,0848; 285,0346; 284,0274: 125,0224
coumarilgalactosideo)
27 Quercetina-ramnosideo 32,78 256/348 448,1005 447,0982 -0,21 95,41% 301,0365
28 Acido metil-eldgico-ramnopiranosideo 34,30 n,d 462,0798 461,0743 -1,01 71,03% 316,0309; 315,0111; 300,9976
29 Quercetina 3;|?C'gil,£;)p'°°”mar°”)' 38,47 n.d 610,1322 6091228 1,62 74.43% 445,0364; 300,9972; 269,0407
o _ o 328,0179; 327,0083; 312,9944; 297,9708; 284,9999;
30 Acido 3,3',4'-tri-O-metil-elagico 38,94 371 344,0532 343,0440 1,19 74,43% 269,0022: 254 9914 183,0090
31 Quercetina 40,14 357 302,0426 301,0268 -0,38 88,19% 251,0234; 151,0009; 121,0297
32 MHVNBOUWEJFCLI 41,89 n,d 628,1428 627,1362 0,86 72,44% 463,0457; 301,0001; 21256’%%% 257,0082; 247,0266;
33 GLTBXVDDJQCGAJ 47,10 n,d 610,1322 609,1236 2,25 72,71% 445,0374: 345,9911; 300,9905
34 DHBWKBBASFXRFB 48,39 n,d 610,1322 609,1233 3,52 71,84% 445,0364: 300,0972; 269,0467
35 Acido 3,4,4"tri-O-metil-elagico 53,94 371 344,0532 343,0630 1,34 75.57% 328,0204: 312,9991: 297,9753; 285,0037: 269,9794

2 Numerag&o de acordo com o cromatograma de fon extraido da Figura 18. PTempo de eluigdo em uma coluna Cis. °Gradiente linear de agua/metanol com 0.1% &cido férmico. ¢ Razdo massa
carga.
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O pico 9 foi identificado como quercetina 3-O-galactosideo (MM=464,0954).
Apresentou maximos de absorgcdo a 276 e 372 nm. No modo de ioniza¢gdo negativo, 0
espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 463,0879 e o
espectro MS? mostrou como fragmento principal a m/z 301,0227 [M-H-180] referente
a perda de uma hexose. Um segundo composto derivado da quercetina é o pico 27,
que foi identificado como quercetina ramnosideo (MM=448,1005). Como
caracteristicas do UV-vis apresentou absorcdo a 256 e 348 nm. Apresentou a
molécula desprotonada [M-H]- a m/z 447,0982 e como fragmento principal a m/z

301,0365 [M-H-146] referente a perda de um residuo de ramnose.

O pico 10 foi identificado como acido valonoico (MM=474,0434), um tanino
hidrolisavel derivado do acido gélico, sendo o segundo composto mais abundante em
razao da intensidade de sinal. Como caracteristicas do UV-vis, apresentou maximo de
absorcao a 290 nm. No modo de ionizagc&o negativo, 0 espectro de massas mostrou
a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 473,0317 e o espectro MS? mostrou como
fragmentos principal a perda de um residuo de dihidroshikimato gerando o ion m/z
300,9978 [M-H-172], o qual corresponde ao acido hexahidroxidifénico apds sofrer
lactonacdo. Cabe destacar, que nao trata-se do acido elagico, apesar de possuir uma
massa acurada similar a ele, visto que nessa estrutura ndo ha formacéo de dois anéis
lactonas. O pico 13 foi identificado como acido valonoico bilactona (MM=470,0121)
um tanino hidrolisavel derivado de &cido elagico, diferenciando-se do composto
anterior (pico 10) pela formacao de anéis lactonas. A presenca dos dois anéis lactonas
acarreta um efeito batocrbmico em relacdo ao maximo de absorcdo do &cido
valonoico, sendo que a molécula passa a ter uma maximo de absorcao a 370 nm. No
modo de ionizacdo negativo, o espectro de massas mostrou a molécula desprotonada
[M-H]- a m/z 469,0014 e o espectro MS? mostrou como fragmentos principais a perda
de um residuo de acido galico gerando a m/z 300,9951 [M-H-169] e um fragmento de
acido galico desprotonado 169,0114 [M-H-300].

Os picos 15, 17 e 19 foram identificados como trés isdmeros de nobotanina D
(MM=786,0915). Todos apresentaram caracteristicas maximo de absor¢do no UV-vis
entre 278 e 280 nm, 0 que é compativel com o fato dessa molécula ser um tanino

formado por acido galico. Esta molécula so6 foi identificada
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Figura 22. Estruturas quimicas das moléculas identificadas da FE da pixirica.
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previamente em extratos das folhas de Monochaetum multiflorum e Tibouchina
multiflora, ambas pertencentes a familia das Melastomataceae assim como a pixirica,
0 que da consisténcia as identificacdes propostas pelo SIRIUS. No modo de ionizacéo
negativo todos os compostos apresentaram a molécula desprotonada [M-H] a m/z
785,0734 e o espectro MS? mostrou como fragmentos a m/z 615,0597 [M-H-170] e
275,0160 [M-H-170-340], os quais correspondem a perda de uma molécula de acido
galico e duas moléculas de acido galico ligados a hexose, respectivamente.

O pico 25 foi identificado como acido elagico (MM=302,0062). Apresentou
maximo de absorcdo a 366 nm. No modo de ioniza¢do negativo, o espectro de massas
mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z 300,9959 e o espectro MS? mostrou
como fragmentos principais a m/z 285,0069[M-H-16],, referente a perda de um
oxigénio provavelmente da ligacdo éster ap6s a abertura do anel lactona; m/z
283,9994 [M-H-17] a uma perda de uma hidroxila; m/z 282,9858 [M-H-18] formado
pela perda de uma molécula de agua; m/z 273,0002 [M-H-28]" fragmento gerado pela
perda de monoxido de carbono; m/z 257,0064 [M-H-16-28] apdés uma perda de
mondxido de carbono do ion m/z 285; o ion m/z 245,0106 [M-H-28-28] fragmento
gerado por uma segunda perda de monoxido de carbono a partir do ion m/z 273; o ion
m/z 229,0134 [M-H-16-28-28]" gerado por uma segunda perda de mondxido de
carbono a partir do ion m/z 257; o ion m/z 217,0147[M-H-28-28-28] fragmento gerado
por uma segunda perda de monéxido de carbono a partir do ion m/z 245; o ion m/z
201,0203 [M-H-16-28-28-28] gerado por uma segunda perda de monoxido de carbono
a partir do ion m/z 229; o ion 189,0199[M-H-28-28-28-28] fragmento gerado por uma
segunda perda de monéxido de carbono a partir do ion m/z 217; o ion 185,0243 [M-
H-16-28-28-44] gerado da perda de diéxido de carbono a partir do ion m/z 229; o ion
m/z 173,0247 [M-H-16-28-28-28-28] gerado por uma segunda perda de monoxido de
carbono a partir do ion m/z 201 o ion m/z 157,0288 [M-H-16-28-28-44-28] gerado por
perda de mondxido de carbono a partir do ion m/z 185. Nota-se que esta molécula em
particular pela facilidade de perda de residuos no modo de ionizag&do negativo possui

mais de um caminho de fragmentacéo distinto.

Os compostos presentes nos picos 30 e 35 foram identificados como &cido
3,3',4'-tri-O-metil-elagico e acido  3,4,4'-tri-O-metil-elagico  respectivamente
(MM=344,0532). Como caracteristicas de absor¢ado no UV-vis apresentaram maximos

de absorcdo a 371 nm. No modo de ionizacdo negativo, 0 espectro de massas
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mostrou a molécula desprotonada [M-H]" a m/z 343,0440. O espectro MS? ficou
idéntico para ambas as moléculas, sendo os fragmentos majoritarios a m/z 328,0179
[M-H-15], 312,9991[M-H-15-15], 297,9753 [M-H-15-15-15], 269.9794 [M-H-15-15-
15-28], os quais correspondem a perda de uma metila, duas metilas, trés metilas e

trés metilas mais uma molécula de monéxido de carbono.

Um total de 23 compostos fendlicos foram tentativamente identificados na
fracdo dos FNE da pixirica (Figura 23 e 24; Tabela 6). A fracdo FNE da pixirica é
caracterizada principalmente pela presenca de taninos, derivados principalmente de
acidos galico e elagico. Além disso, algumas proantocianidinas e derivados de

miricetina e luteolina foram encontrados nessa fragao.

Figura 23. Cromatograma de ions extraidos dos FNE da pixirica.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
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Tabela 6. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos compostos fendlicos nédo extraiveis (FNE) da pixirica (Leandra leavigata).

Desvio
tr Amax M [M-HJ médio Pontuagéo MS/MS (-)
. assa
Pico Composto Exta absoluto
(min)2 (nm)® (m/z)° de massa  CSl:FingerlD (m/z)d
(ppm)
1 Maritimetina 6-O-(3",4",6"-tri-O- 4,76 287 574,1322  573,1170 4,28 56,95% 193,0290; 175,0150; 157,0063
acetilglucosideo)
2 Acido 6-(3,4-dihidroxifenoxi)-2,3,4,5- 4,96 277 318,0586  317,0574 1,72 37,95% 231,0179: 192,9976: 165,0041: 164,0000
tetrahidroxi-6-oxohexanoico
0 .
3 Brostaliding A 4,96 277 394,0688  393,0629 4,79 53,80% 275,0124: 274,0039
4 6-(2-hidroxi-5-carboxifenil)-apigenina 4,96 277 406,0688  405,0696 4,63 65,04% 321,0771; 278,0606; 21712’%%12; 193,0267; 113,0267;
5 Maritimetina 6-0-(3",4",6"-ri-O- 503 n.d 5741322  573.1160 267 56.86% 383,0723: 193,0290; 157,0063
acetilglucosideo)
6 Acido mucico dimetil-ester-2-O-galato 5,10 n,d 390,0798  389,0758 1,14 55,56% 357,0493; 340,0433; 273,0225; 167,0346; 125,0252
7 7-O-Galoil-sedoheptulose 5,50 277 362,0849  361,0795 3,29 53,75% 325,0571; 273,0032; 239,0548: 245,0108; 189,0179
8 35,5, 7-Tetrahidroxi-4',6- 10,62 297 346,0688 3450715 7.76 73.41% 169,0048; 151,0029; 138,9966; 125,0183
dimetoxiflavona
9 Acido Galico 11,49 270 170,0215  169,0062 4,35 82,59% 151,0030; 125,0240; 124,0150; 95,0149
Epicatequina-(4beta->8)-3-O- . . . . .
ate ) 968,2105; 967,2111; 569,1257; 379,0791; 175,0179;
10 gaI0|Ieplcatequm<_31-(4beta->8)- 11,62 270 1018,2167 1017,2080 2,79 52,55% 171,0229: 157,0071: 113,0224
catequina
11 Laciniatina 13,44 297 346,0688  345,0722 7,53 76,19% 169,0023; 150,9956; 139,0045; 125,0187
12 Miricetina 7,4'-dimetil-eter 15,12 297 346,068  345,0743 6,92 78,92% 169,0072: 150,9959; 138,9974; 125,0190
Epicatequina-(4beta->8)-3-O- . . . . .
13 galoilepicatequina-(4beta->8)- 15,99 270 1018,2167 1017,2131 2,87 49,30% 967,2188; 569,1238, 1185%’%%1772' 175,0188; 171,0242;
catequina )
14 5,7,3,4"Tetrahidroxi-6,5™ 16,13 297 346,068 345,758 6,92 77,57% 169,0060; 150,9961; 138,9976; 125,0192

dimetoxiflavona
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Tabela 6. Continuacéo

Desvio
tr Amax M [M-HJ médio Pontuagéo MS/MS (-)
. assa
Pico Composto Exta absoluto
(min)2 (nm)® (m/z)° de massa  CSl:FingerlD (m/z)d
(ppm)
15 2-0-galoilpunicalina 1 17,25  280/340  934,0712  933,0424 1,92 71,75% 631,0476; 425,0095; 300,9919; 298,9753
16 2-O-galoilpunicalina 2 20,35  280/340  934,0712  933,0537 3,69 70,49% 631,0471; 425,0038; 300,9919; 299,9808; 298,9747
17 1-0-galoil-6-O-lutevil-alfa-glicosideo 20,62 290 634,0806  633,0612 0,19 70,43% #82,0523; 481,0484; 903,0989, 30,9924 275,0039;
18 Metil-alnusina 21,22 270 948,0868  947,0636 3,29 56,83% O15,0397; 8T1,0479; 013,0372; 569,0480; 467,0190;
, 579,0049; 523,0084; 521,9980; 504,9991; 503,0945;
19 Acido Elagico galoil-pentosideo 23,91 372 596,0438  595,0275 4,88 64,83% 475.9944; 449,9802; 303,0059: 300,9905; 299.9806;
298,9754
-, 633,0608; 571,0670; 481,0564; 365,0270; 300,9927;
20 Casuarictina 24,78 359 936,0868  935,0662 0,23 67,64% S 10 266 0078
21 2-O-galoilpunicalina 3 26,66  280/340  934,0712 9330501  -2,48 67.97% 631,0502; 425,0075; 300,9894; 299,9798; 298,9747
22 Acido Elagico 31,55 372 302,0062  300,9925 5,77 77,17% 283,9893; 257,0016; 245,0025; 229,0078; 183,0077;

129,0310

2 Numerag&o de acordo com o cromatograma de fon extraido da Figura 19. PTempo de eluigdo em uma coluna Cis. °Gradiente linear de agua/metanol com 0.1% &cido férmico. ¢ Razdo massa
carga.
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O composto presente nos picos 15, 16 e 21 foram identificados como 2-O-
galoilpunicalina (MM=934,0712) também conhecida como Arjunina, um tanino
derivado de acido galico e acido elagico. Apresentou dois maximos de absorcéo a 280
e 340 nm, condizendo com sua estrutura composta por acido galico e elagico ligados
em C2 do acido géalico sem conjugacao com o acido elagico. No modo de ionizacéo
negativo, o espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H]- a m/z
933,0424 e o espectro MS? mostrou como fragmentos principais: m/z 631,0476[M-H-
302] 425,0095 [M-H-302-206] e 300,9919 [M-H-302-206-124]. O fragmento m/z 625
€ gerado pela perda de uma molécula de acido elagico, seguido do ion m/z 425 que
em sequéncia ocorre pela perda de um residuo estabilizado de acido glucoascorbico,
e finalmente o fragmento m/z 301 correspondente ao ion de acido elagico estavel apos

0 ion m/z 425 perder um residuo de acido galico descarboxilado.

O composto presente no pico 19 foi identificado como Acido Elagico galoil-
pentosideo (MM=596,0438). Apresentou maximo de absorcao a 372 nm. No modo de
ionizacdo negativo, o espectro de massas mostrou a molécula desprotonada [M-H] a
m/z 595,0275 e o espectro MS? mostrou como fragmentos principais: m/z 579,0049
[M-H-16]", 523,0084 [M-H-16-56], m/z 300,9905.

O composto presente no pico 22 foi identificado como Acido Elagico, sendo
este o composto com maior intensidade de sinal e area do pico. Seu padrao de
fragmentacao e de absorcao ja foi amplamente discutido no pico 25 da FE da pixirica.
Todos os demais compostos foram encontrados pela primeira vez em frutas do género

Leandra até onde chega o conhecimento do autor.
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Figura 24. Estruturas quimicas das moléculas identificadas da FNE da pixirica.
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Os teores de compostos fendlicos nas fracdes FE e FNE estdo apresentados
na Tabela 7. A concentracéo total dos CF esta distribuida de forma equalitaria entre
as fracbes com uma diferenca insignificante entre elas (p < 0,05). Consideracdes
iniciais sobre as diferencas entre fracdes em outros alimentos ja foram consideradas

na analise efetuada no araca-piranga.

O composto majoritario na FE da pixirica € o Bergapteno. Um estudo in-vivo
com larvas de peixe-zebra revelaram a eficacia do Bergapteno em combater espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO*) em locais onde foram induzidas
contusfes nas caudas dessas larvas evitando processos inflamatérios nos mesmos
(YANG et al.,, 2018). O Bergapteno apresentou atividade antitumoral em uma
variedade de tipos de células, de forma expressiva induzindo processos autofagicos
em células de cancer de mama aumentando a expresséao de Beclinl, PI3KIII, UVRAG
e AMBRA e pela converséo de LC3-I para LC3-1l (DE AMICIS et al., 2015). Outro
estudo apontou o Bergapteno como potente agente inibidor de cancer colo-retal (LIN
et al., 2019); como sequestrante de células tumorais pulmonares grandes (CHIANG
et al., 2019); como supressor de genes osteoclastogénicos em pelo menos dois
estudos independentes (CHEN et al., 2019; HAM et al., 2019) e como possivel inibidor
da enzima acetilcolinesterase precurssora do mal de Alzheimer (KARAKAYA et al.,
2019).

O segundo composto majoritario na FE da pixirica € o &cido valoneico.
Quantidades expressivas deste composto foram encontradas na casca e polpa do
roma (FISCHER; CARLE; KAMMERER, 2011) e da castanha japonesa e da castanha
persa (LI et al., 2006). Atividade antioxidante elevada desta molécula (3302.1 £ 285.7
umol Trolox g?) foi relatada em taninos comerciais de Castanea sativa utilizando o
método ORAC (CARDULLO et al., 2018).
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Tabela 7. Teores de compostos fendlicos extraiveis (FE) e ndo extraiveis (FNE) da pixirica

Classe de composto

Concentracdo?

(ug gt de fruta liofilizada)

Composto fendlico

fendlico Percentual
FE ENE aproximado
sobre o total

(%)
Coumarina Bergapteno 767,6 +63,2 <LD 37,7
Acido hidroxibenzéico Acido Valoneico 84,9 +20,0 <LD 4.1
Flavonol Luteolina 3'-glicosideo 79,1 +£10,7 <LD 3,9
Flavonol Quercetina-ramnosideo 72,7+45 <LD 3,5
Nao identificado 38,1+14 <LD 1,9

Acido hidroxibenzéico  Acido 6-(3,4-dihidroxifenoxi)-
2,3,4,5-tetrahidroxi-6- <LD 995+7,3 4.8

oxohexanoico
Flavonol 6-(2-h|dr0X|_—5-cgrbOX|fen|I)- LD 80537 3.9
apigenina

Acido hidroxibenzéico  Acido macico dimetil-ester-2-
O-galato <LD 24054 1,2
Acido hidroxibenzoico Ganhuangenina 1 <LD 40,3+2,0 1,9
Acido hidroxibenzoico Acido Galico <LD 125,7+9,0 6,1
Acido hidroxibenzoico Ganhuangenina 3 <LD 97,5+12,7 4,7
Acido hidroxibenzoéico Metil alnusina < LD 1,7+1,1 0,1
Acido hidroxibenzdico Acido EIagu;o galoil- <LD 52410 0.2

pentosideo
Acido hidroxibenzoéico Acido Elagico <LD 533,8+3,9 26,0
Total 1042 + 100 1008 + 46
Compostos fendlicos totais 2051 + 146 100+7,1

aQs compostos fendlicos foram quantificados em equivalentes a acido galico e quercetina. P< LD.:
Abaixo do limite de deteccao do método; onde &cido galico = 0,3 ug mL* e Rutina = 0,37 ug mL?)

O terceiro composto majoritario na FE da pixirica € a Luteolina 3’-glicosideo.
Uma revisédo apurou o estado da arte da pesquisa referente a acédo da luteolina como
agente anticarcinogénico, bem como apoptogénico, em células cancerosas pela
promogdao ou interrupgdo de varios mecanismos de sinalizacdo inter e intra celulares

(IMRAN et al.,, 2019). Além desse resultado estudos apontam possiveis efeitos
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benéficos da luteolina: como agente terapéutico para prevencéo de inflamagdes em
pacientes com espectro autista (MARCHEZAN et al., 2019); prevenindo a deterioracao
das cartilagens em modelos in-vivo tendo possivel efeito preventivo conta osteoartrite
(FEI et al., 2019); gerenciador de hipercolesterolémia através de sua acgao
antioxidante (CHEURFA et al., 2019); agente antiviral testado in-vitro contra Influenza
A incluindo os subtipos A/Jiangxi/312/2006 (H3N2) e A/Fort Monmouth/1/1947 (H1N1)
por interferir no processo de complex&o da capa proteica do virus com a interface da
célula hospedeira (YAN et al., 2019).

Na fracdo FNE da pixirica 0 composto majoritario foi o &cido elagico. Os efeitos
do acido elagico como agente promotor da saude humana é conhecida a bastante
tempo, e seus efeitos anticarcinogénicos e como quelante de metais extensivamente
estudados (MAAS; GALLETTA; STONER, 2019). Como agente antioxidante é
possivel que seu efeito seja superior ao da vitamina E (AHANGARPOUR; SAYAHI,
SAYAHI, 2019). Melhora a toxicidade da cisplatina em carcinogénese quimicamente
induzida através de sua acdo antioxidante (GOYAL; KOUL; RANAWAT, 2019).
Estudos sugerem que o acido elagico possui acdo cardiovascular e apresenta
beneficios nefroldgicos, principalmente no que tange complicagfes inflamatérias
decorrentes da Diabetes mellitus (LADDHA; KULKARNI, 2019).
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5.4. Capacidade antioxidante

Ambas as fracbes FE e FNE do araca-piranga e pixirica foram capazes de
desativar o ROO* (Figura 24). O extrato de araca-piranga apresentou uma capacidade
antioxidante total 12% superior ao extrato da pixirica (Tabela 8), uma diferenca
pequena uma vez que o araca-piranga possui cerca de 3 vezes a concentracao de CF
totais em relacao a pixirica. A contribuicao das fracdes para a capacidade antioxidante
total foi diferente para as frutas. Por exemplo, no araga-piranga a fracdo FE foi a
principal responsavel pela capacidade antioxidante encontrada para a fruta. Em
contrapartida, conforme pode ser observado na Tabela 8, apesar da fracdo FNE da
pixirica representa metade do total de compostos fendlicos da fruta, a sua capacidade
antioxidante corresponde a quase 65% da capacidade antioxidante total encontrada.
Esse resultado indica que os compostos fendlicos presentes na fracdo FNE da pixirica,
tendo o acido elagico como majoritario, possuem uma elevada capacidade de
desativar o radical o ROO*. A elevada capacidade do acido elagico de desativar o
radical peroxila foi previamente demonstrada através da determinacdo da constante
de reacéo entre o acido elagico e o radical peroxila, que foi na ordem de 107 e 108 M-
Ls1 Além disso, o acido elagico também apresenta capacidade de desativar outras
espécies reativas, tais como radical peroxila (HO*), radical diéxido de nitrogénio e o
anion peroxinitrito (ONOO")(PRIYADARSINI et al., 2002).

Os compostos fendlicos desativam essas espécies reativas de oxigénio (ROS)
e de nitrogénio (RNS) por trés mecanismos, nomeadamente: (a) transferéncia de
hidrogénio (HAT), (b) transferéncia de elétrons (SET) e (c) formacdo de adutos
(ANOUAR et al., 2009). Assim, a capacidade antioxidante dos extratos analisados
esta relacionada com as diferentes classes de compostos fendlicos presentes, bem
COMO com a sua concentracdo no extrato.

Os valores de capacidade antioxidante encontrados (Tabela 8) sdo similares
aos relatados para extratos de tangerina (ESPARZA-MARTINEZ et al., 2016) e
castanha-do-para (JOHN; SHAHIDI, 2010). Tanto o aragé-piranga quanto a Pixirica
apresentaram pelo menos 1.9 vezes mais atividade antioxidante que a maioria dos

vegetais de uso comum (OU et al., 2002) para os FE.
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Fluorescéncia Relativa

Figura 25. Curva de decaimento da fluorescéncia da fluoresceina ao longo do tempo, sendo (a)
extratos do araca-piranga e (b) extratos da pixirica.
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Fonte: Préprio autor, 2019.
Tabela 8. Capacidade antioxidante dos extratos de FE e FNE do araca-piranga e pixirica
Capacidade de desativar o ROO* (umol Trolox g*
Extrato de extrato liofilizado)
Araca-piranga Pixirica
FE 644,2 + 5,92 310,8 + 2,12
FNE 323,4 £ 4,4 551,4 + 13,8°
Capacidade antioxidante total (FE+FNE) 967,6 +1,5 862,2+11,7

Nota: Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).

Diversas variedades de mirtilo tiveram sua capacidade antioxidante medida em
seus FE: Vaccinium corymbosum 182,8 umol Trolox g* de extrato liofilizado;
Vaccinium corymbosum L. 105,0 umol Trolox g de extrato liofilizado; Vaccinium ashei
206,5 pmol Trolox gt de extrato liofilizado; Vaccinium angustifolium 116,4 umol Trolox
g! (PRIOR et al.,, 1998). De forma geral tanto a pixirica quanto o araca-piranga
apresentaram pelo menos 1,7 vezes mais atividade antioxidante que as espécies de
mirtilo apresentadas comparando apenas as FE, do que podemos concluir que tanto
0 araga-piranga quanto a pixirica possuem elevada atividade antioxidante se

comparados com frutas e vegetais de uso difundido.
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo da espectrometria de massa de alta resolugdo associada ao
software SIRIUS permitiu identificar com sucesso mais de 100 compostos fendlicos
presentes nas frutas araca-piranga e pixirica — destes, a maior parte relatadas pela
primeira vez em seus respectivos géneros — com alto grau de similaridade, obtendo
valores semelhantes aos obtidos a partir da validagdo com padrdes. Isso demonstra
0 potencial desta ferramenta como auxiliar na identificacdo de compostos fendlicos
em alimentos. Cabe destacar que cerca da metade desses compostos fendlicos foram
encontrados na fracdo de fendlicos ndo extraiveis, a qual € uma fragdo pouco
explorada na maioria dos estudos sobre compostos fendlicos em alimentos. Assim, 0s
resultados deste trabalho associados aqueles previamente publicados na literatura
indicam que essa fracdo ndo pode ser ignorada, pois representa uma proporcao
significativa tanto do ponto de vista qualitativo quanto quantitativo dos compostos
fendlicos.

Com relacdo aos objetivos propostos, os mesmos foram atingidos, sendo
identificados 25 CF na FE e 25 CF na FNE do araca-piranga, e 35 CF na FE e 22 na
FNE da pixirica. O composto majoritario da fracdo FE do araca-piraga foi o acido 1,3,4-
tri-galoilquinico (2325,0 + 49,3 ug g-1 de fruta liofilizada) e da fracdo FNE foi o &cido
3-O-metil-gélico (927,1 + 4,2 ug g-1 de fruta liofilizada). O composto majoritario da
fracdo FE da pixirica foi o bergapteno (767,6 + 63,2 ug g-1 de fruta liofilizada) e da
fracdo FNE foi o acido elagico (533,8 + 3,9 ug g-1 de fruta liofilizada). Quanto a
capacidade em desativar o ROO" do araca-piranga os valores para as fracdes FE e
FNE foram respectivamente 644,2 + 5,9 e 323,4 + 4,4 ymol Trolox g-1 de extrato
liofilizado, enquanto para a FE e FNE da pixirica os valores foram respectivamente
310,8 £ 2,1 e 551,4 £ 13,8 ymol Trolox g-1 de extrato liofilizado.

O araca-piranga e a pixirica estao entre as primeiras frutas nativas do Brasil a
ter sua fragcdo de FNE estudada. O conhecimento do perfil de FNE de demais frutas
brasileiras é essencial para o conhecimento da capacidade antioxidante real das
mesmas e de seus possiveis efeitos benéficos a salude, fato este concluido para as

frutas do araca-piranga e da pixirica.
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APENDICE A

Espectros de massas da fracdo FE do araca-piranga
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Espectros de massas da fragdo FNE do araca-piranga
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Naringenin 5-glucorinida
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Acido dihidroxibenzoico 3-glucoronida
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3-carboxil-plantagosideo
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Espectros de massas da fracdo FE da pixirica
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Metil galato 4-O-beta-D-glucopiranosideo
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Acido Valoneico Bilactona
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Acido Valoneico Bilactona
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Acido Elagico
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Quercetina-ramnosideo
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Acido 3,4,4'-tri-O-metil-elagico
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Espectros de massas da fracdo FNE da pixirica
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Acido 6-(3,4-dihidroxifenoxi)-2,3,4,5-tetrahidroxi-6-oxohexanoico
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6-(2-hidroxi-5-carboxifenil)-apigenina
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Acido mucico dimetil-ester-2-O-galato
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3',5,5',7-Tetrahidroxi-4',6-dimetoxiflavona
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Epicatequina-(4beta->8)-3-O-galoilepicatequina-(4beta->8)-catequina
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5,7,3'.,4'-Tetrahidroxi-6,5'-dimetoxiflavona
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Acido Elagico galoil-pentosideo
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