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RESUMO

A quimica de produtos naturais tem como propdsito separar, elucidar estruturalmente e
caracterizar os compostos presentes nas plantas. A Clusia fluminensis Planch. & Triana,
nativa e endémica do Brasil, conhecida popularmente como abaneiro e mangue-de-praia,
pertence a familia Clusiaceae e é encontrada principalmente na Bahia, Espirito Santo e Rio
de Janeiro. O Brasil € 0 pais de maior biodiversidade e muitas de suas espécies sdo
endémicas. O estudo de tais espécies pode ser relevante para a economia. O objetivo deste
trabalho é identificar e quantificar, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
compostos bioativos (vitamina C, carotenoides, flavonoides e acidos fendlicos) presentes
nos arilos do fruto de Clusia fluminensis. Para este estudo, os frutos foram coletados na
Barra da Tijuca e Recreio dos Bandeirantes, Rio de Janeiro. Os padrdes utilizados foram
disponibilizados pela Embrapa Agroinddstria de Alimentos. Foram identificados os acidos
fenolicos: acido protocatecuico, acido 4-hidroxibenzoico e o &cido 4-hidroxicinamico; o
flavonoide rhamnetina; os carotenoides luteina, zeaxantina e B-criptoxantina; e o teor de
vitamina C registrado foi 3,77 mg.100g™. Portanto, com esta avaliacdo foi possivel
identificar a presenca de compostos bioativos nos arilos do fruto de Clusia fluminensis, o
que agrega valor ao fruto estudado.



ABSTRACT

The chemistry of natural products aims to separate, structurally elucidate and characterize
the compounds presents in plants. The Clusia fluminensis Planch. & Triana, native and
endemic to Brazil, popularly known as abaneiro and mangue-de-praia belongs to the
Clusiaceae family, and is found especially in Bahia, Espirito Santo and Rio de Janeiro.
Brazil is the country with the greatest biodiversity and many of its species are endemic.
The study of such species may be relevant to the economy. The objective of this work is to
identify and quantify, by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), bioactive
compounds (vitamin C, carotenoids, flavonoids and phenolic acids) presents in the arils of
the fruit of Clusia fluminensis. For this study, the fruits were collected in Barra da Tijuca
and Recreio dos Bandeirantes, Rio de Janeiro. The standards used were provided by
Embrapa Agroindustria de Alimentos. It was identified the phenolic acids: protocatechuic
acid, 4-hydroxybenzoic acid and 4-hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid); the flavonoid
rhamnetin (7-Methoxyquercetin); carotenoids lutein, zeaxanthin and B-cryptoxanthin; and
the vitamin C content recorded was 3.77 mg.100g™*. Therefore, with this assessment it was
possible to identify the presence of bioactive compounds in the arils of the fruit of Clusia
fluminensis, which adds value to the studied fruit.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais € conhecida pelo homem desde a antiguidade. No
Brasil, o comércio destes produtos, as populares especiarias, sdo de grande importancia na
historia (BARREIRO, 2006).

Alguns organismos, como animais e microrganismos, precisam consumir as plantas
para obter certas substancias ndo sintetizadas por eles. Estes compostos organicos
formados pelas plantas podem ser metabdlitos primarios ou metabolitos secundarios,
dentre os quais se destacam os compostos bioativos (DEWICK, 2002; SIMOES, 2003).

A fim de separar, identificar e quantificar os componentes de espécies quimicas,
podem ser utilizadas certas tecnologias, como a cromatografia. A quimica de produtos
naturais tem como propdsito separar, elucidar estruturalmente e caracterizar 0s compostos
presentes nas plantas (COLLINS, 2006; CUNHA, 2013).

A Clusia fluminensis Planch. & Triana, popularmente conhecida como abaneiro e
mangue-de-praia, pertence a familia Clusiaceae. Esta espécie é bastante empregada como
planta ornamental. Ela é nativa e endémica do Brasil, tendo grande ocorréncia na Bahia,
Espirito Santo e Rio de Janeiro (BRASIL, 1999; PEREIRA, 2010; SILVA, 2012;
BITTRICH, 2014).

O fruto da espécie em questdo chama atencdo por ser bastante consumido por
animais, além de possuir arilos com cor caracteristica da presenca de carotenoides.

Sendo o Brasil detentor da maior biodiversidade do planeta, muitas espécies do pais
sdo endémicas, como os frutos: abacaxi, caju e agai, que possuem destaque na economia
global. O estudo de outros frutos originarios da flora brasileira torna-se importante, pois
além de explorar a diversidade observada no pais, agrega informac6es sobre a composi¢do
quimica dos mesmos, possibilitando uma maior relevancia tanto no cenario econdémico
nacional quanto mundial (BRASIL, 2014).

Este trabalho teve por objetivo caracterizar os compostos bioativos (vitamina C,
carotenoides, flavonoides e acidos fendlicos) presentes nos arilos do fruto de Clusia

fluminensis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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2. DESENVOLVIMENTO

A partir das plantas, muitos compostos organicos podem ser sintetizados por meio
de materiais obtidos na fotossintese. Os vegetais englobam grande variedade de compostos
quimicos com propriedades diversas. Eles podem ser metabdlitos primarios, responsaveis
por manter a vida do organismo produtor, e metabdlitos secundarios, que atuam na
adaptacdo do organismo ao meio, como por exemplo, a defesa contra agentes externos ou
para perpetuacdo das espécies por meio de dispersores de sementes ou polinizadores
(DEWICK, 2002; SIMOES, 2003).

Uma das principais caracteristicas dos compostos quimicos das plantas é a
atividade antioxidante, e tal propriedade é encontrada nos compostos bioativos estudados
neste trabalho (SILVA, 2010).

Tendo em vista o arsenal quimico que pode ser fornecido pelas plantas, é notada a
relevancia do Brasil na contribuicdo ao desenvolvimento de pesquisas em produtos

naturais, uma vez que este é o maior detentor da biodiversidade global (BRASIL, 2014).

2.1 BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Entende-se por biodiversidade a variedade de organismos vivos existentes, seja
qual for a origem, abrangendo os ecossistemas onde habitam, sejam terrestres, marinhos ou
de outros ambientes aquaticos, envolvendo também a diversidade dentro de espécies, entre
espécies e ecossistemas (BRASIL, 1994).

O Brasil é o pais com maior biodiversidade, a estimativa é que existam mais de 2
milhGes de espécies vegetais, animais e de microrganismos. Ele é um pais de territdrio
extenso, em que ha grande variacdo climatica, o que resulta em diferentes zonas
biogeogréaficas e biomas (SIMOES, 2003; BRASIL, 2014).

A figura 1 (p. 15) representa o Brasil e seus respectivos biomas, sendo eles: a
Floresta Amazodnica; o Pantanal; o Cerrado; a Caatinga; os Pampas; e a Mata Atlantica,

sendo este Ultimo, o bioma em que a Clusia fluminensis esta distribuida (BRASIL, 2014).
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Figura 1: Mapa de biomas do Brasil.
Fonte: IBGE, 2004.

No Brasil ha muitas espécies endémicas com ampla participacdo na economia,
dentre as quais podemos destacar o abacaxi, amendoim, castanha do Para, aipim, caju e
carnalba. Devido tamanha diversidade biol6gica, é preconizado o estudo de outros frutos
endémicos da flora brasileira, a fim de que a riqueza de biomas do pais possa ser
explorada, com a possibilidade de posterior participacdo no mercado econémico mundial
(BRASIL, 2014).

2.2 FAMILIA CLUSIACEAE

A familia Clusiaceae, também chamada de Gulttiferae, é quase exclusivamente de
clima tropical, e abrange cerca de 40 géneros e 1200 espécies. Estudos fitoquimicos
mostraram que a familia Clusiaceae é rica em metabolitos secundarios, tais como
xantonas, triterpenoides, flavonoides, lactonas e &cidos organicos (CUESTA-RUBIO,
2005).
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2.3 GENERO CLUSIA

De acordo com Araujo e Scarano (2007) apud Gallegos (2015), Luttge (2007) apud
Gallegos (2015), Lippok (2013) apud Gallegos (2015), o género Clusia tem ampla
distribuicdo na América do Sul e Central, podendo ser encontrado em diversos habitats,
desde floresta tropical a savana. As suas sementes comumente sao dispersas pelos animais.
Espécies de Clusia séo tolerantes a sombra, além disso, também tém capacidade de crescer

em ambientes abertos.

2.4 A ESPECIE Clusia fluminensis Planch. & Triana

No Brasil, a espécie Clusia fluminensis (Figura 2, p. 17), tem como sindnimo
heterotipico Clusia ildefonsiana A. Rich. ex Planch. & Triana, estd distribuida
principalmente na Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, tendo por dominio geografico a
Mata Atlantica. Esta espécie € nativa e endémica do Brasil, seu tipo de vegetacdo é de
floresta ombrdfila e restinga. Conhecida popularmente como abaneiro ou mangue-da-praia,
esta espécie é utilizada como ornamental, se apresentando em forma de arbustos ou
arvores, geralmente podendo alcancar de 2 a 3 metros de altura (PEREIRA, 2010;
BITTRICH, 2014).

Seus frutos sdo verdes e possuem capsulas contendo arilos, membrana de cor
alaranjada onde as sementes encontram-se dispersas, como mostra a figura 3 (p. 17). Por
apresentar coloracdo chamativa, € esta membrana a parte consumida por aves (CORREIA,
2013).

N&o foram encontradas muitas informacdes referentes a composicdo dos frutos da

espeécie estudada na literatura.



® (0 « " fn’ Y

CLUNIA Nusinensis

Figura 2: Desenho da espécie Clusia fluminensis.

Fonte: FLORA BRASILIENSIS, 1888.

Figura 3: Frutos de Clusia fluminensis em crescimento (A) e maduro (B).

Fonte: Foto do autor (A); Foto de Sidney Pacheco (B).
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2.5 COMPOSTOS BIOATIVOS

2.5.1 ACIDOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos se caracterizam por possuir ao menos um anel aromatico,
que tem no minimo um hidrogénio substituido por uma hidroxila (ANGELO, 2007).

A maioria dos microrganismos e 0s vegetais podem sintetizar compostos fendlicos,
porém € conhecido que 0s animais ndo possuem a capacidade de sintetizar anéis
aromaticos, sendo necesséria a ingest&o destas substancias em sua dieta (SIMOES, 2003).

Séo chamados &cidos fenolicos aqueles que derivam do acido benzoico (C6-C1)
(Figura 4 A) ou do &cido cindmico (C6-C3) (Figura 4 B). O que os difere é a posicdo e
nimero de metoxilas ou hidroxilas presentes no anel aromatico (SOARES, 2002,
MATTILA 2002; NEO, 2010).

OH \ OH

Figura 4: Estrutura do cido benzoico (A) e do 4cido cinamico (B).

Um exemplo de derivado do &cido benzoico é o acido galico (Figura 5 A, p. 19), ja
como derivado do acido cinamico podemos citar o acido cafeico (Figura 5 B, p. 19)
(MATTILA, 2002).
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/ OH

HO
HO OH

Figura 5: Estrutura do &cido galico (A) e do acido cafeico (B).

2.5.2 FLAVONOIDES

Amplamente distribuidos no reino vegetal, os flavonoides sdo uma das mais
importantes e diversificadas classes de produtos naturais contendo grupos fendlicos.
Derivados das vias acetato e &cido chiquimico, eles possuem basicamente uma estrutura
C6-C3-C6, com dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos, conforme estrutura
fundamental apresentada na figura 6. Dependendo da posi¢do, nimero e grupamentos
presentes no anel C, sdo originadas as subclasses de flavonoides (flavonas, flavondis,
antocianidinas, isoflavonas, etc.). Sdo frequentemente ligados a agUcares, podendo entdo
ser chamados de O-heterosideos (quando a parte glicosidica é ligada a uma hidroxila) e C-
heterosideos (quando a parte glicosidica é ligada a um carbono). Quando ndo se ligam a
acucares sao chamados agliconas (SOARES, 2002; ANGELO, 2007; CUNHA, 2013).

©)

Figura 6: Estrutura do nGcleo fundamental de flavonoides.
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Geralmente as agliconas sdo cristais amarelos pouco solGveis em solventes
organicos de baixa polaridade, enquanto os heterosideos sdo bastante sollveis em agua e
outros solventes polares. Isto ocorre devido ao aumento da polaridade da molécula (a

presenca de hidroxilas na estrutura dos agtcares) (SIMOES, 2003).

2.5.3 VITAMINA C

A maioria dos animais pode sintetizar a vitamina C, enquanto outros, como
humanos, morcegos e certas aves, ndo podem, e dessa forma precisam incluir a ingestao
desta vitamina em sua dieta (DEWICK, 2002; ROSA, 2007).

A vitamina C, nome dado ao &cido 2,3-enediol-L-gulénico, também conhecido por
acido ascorbico (Figura 7), é um 6timo antioxidante e possui formula quimica CsHgOs. O
acido ascorbico esta presente em diversos frutos e legumes, como por exemplo, na goiaba,
no piment&o e, principalmente, na acerola. Esta substancia é um acido bastante soltvel em
agua e se degrada facilmente em contato com o ar. Ela é primordial para a formacéo de
colageno, proteina principal para a estrutura da pele, tenddes, ossos, e ligamentos. Sendo
assim, a caréncia de vitamina C leva a baixos niveis de hidroxilagdo desta proteina,
podendo causar o escorbuto, doenca que tem como caracteristicas fragilidade nos vasos
sanguineos, dores nos musculos, ferimentos na pele, perda dentéria e também sangramento
na gengiva (DEWICK, 2002; ROSA, 2007; PEREIRA, 2008; TACO, 2011).

Dentre os frutos da flora brasileira conhecidos pela presenca de vitamina C, a

laranja péra tem destaque, pois € a mais consumida dentre os brasileiros (IBGE, 2009).

OH

Figura 7: Estrutura do acido ascérbico (vitamina C).
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2.5.4 CAROTENOIDES

Os carotenoides séo tetraterpenos (C40), uma familia de compostos em que fazem
parte mais de 600 compostos (DEWICK, 2002; KRINSKY, 2005).

Sollveis em gordura, os carotenoides sdo um dos grupos responsaveis pela
coloracdo de muitas espécies de plantas, gerando as cores vermelhas, amarelas e laranjas,
comumente encontradas em vegetais, tais como frutas, legumes e até mesmo nos vegetais
verde-escuros, como o espinafre, onde podem estar mascarados devido a cor escura. Os
carotenoides que apresentam maior abundancia sdo: licopeno, luteina, zeaxantina,
astaxantina, beta-criptoxantina, alfa-caroteno, gama-caroteno e beta-caroteno (Figura 8),
sendo o Ultimo, o mais estudado, e um dos mais consumidos em nossa dieta (KRINSKY,
2005; SCHMITZ, 1991 e ENGER, 1996 apud KRINSKY, 2005; SASS-KISS, 2005).

Diferentemente das plantas, os animais sd0 incapazes de biossintetizar
carotenoides, dependendo da sua ingestdo na dieta, podendo ser ou ndo seletivamente
absorvidos ou até convertidos em vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Outra caracteristica importante de alguns carotenoides é a relacdo com a visdo. A
luteina e zeaxantina apresentam esta funcdo. Elas se encontram na mécula da retina, e tem
papel de proteger as células nervosas encarregadas pela visdo das cores. Também estdo
presentes na regido do cristalino, em que ja foi relatada a redugdo do risco de catarata
(KRINSKY & JOHNSON, 2005 apud PACHECO, 2009; PACHECO, 2014).

Com extenso territorio e um clima que propicia a presenca de inimeras fontes de
carotenoides, o Brasil pode ser considerado um dos paises com mais recursos naturais
disponiveis para produzir esta classe de substancias (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

N G U GNP G N

Figura 8: Estrutura do beta caroteno.
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2.6 ACROMATOGRAFIA

2.6.1 BREVE HISTORICO

O termo “‘cromatografia”, palavra derivada do grego chroma (cor) e graphein
(escrever), surgiu em 1906, com os trabalhos de Mikhael Tswett, que fez a separacédo de
substancias coloridas do extrato de folhas verdes, com o uso de um tubo de vidro recheado
com carbonato de calcio e carregando os componentes com éter de petroleo. Apesar de o
processo nao depender da cor, mas apenas utiliza-la para haver melhor facilidade em
identificar os diferentes componentes separados (COLLINS, 2006; SKOOG, 2006;
LANCAS, 2009).

2.6.2 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Ha diferentes técnicas cromatograficas. Elas podem ser em papel, cromatografia em
camada delgada, ou em tubos (geralmente de vidro ou metal), chamada cromatografia em
coluna, que se divide em outras trés técnicas: a cromatografia liquida (fase moével é um
liquido), a cromatografia gasosa (fase moével é um gas inerte) e a cromatografia com fluido
supercritico (fase moével é um fluido supercritico) (DEGANI, 1998).

A cromatografia € uma técnica com destaque devido a capacidade de separacdo, de
componentes quimicos de uma mistura e também de identificacdo e quantificacdo, quando
sdo utilizados padrdes analiticos para comparacdo. Neste método fisico-quimico, a
separagdo ocorre através da distribuicdo dos componentes em duas fases, que estdo em
contato intimo. Basicamente, 0 que acontece é que ha uma fase estacionaria (FE) e outra
fase movel (FM), em que a FE é responsavel por reter os componentes que tem mais
afinidade com ela, enquanto a fase mdvel carreia 0s componentes em que a afinidade é
maior por ela (COLLINS, 2006).

A cromatografia liquida se subdivide em: cromatografia liquida classica (CL) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (DEGANI, 1998; COLLINS, 2006;
LANCAS, 2009).

> A CL é realizada a pressdo atmosférica ou baixas pressoes, e faz uso de

coluna de vidro, tubos abertos contendo recheios que se diferem, alterando 0 mecanismo
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de separacdo, que podem ser: adsorcdo, particdo, troca idnica e exclusdo por tamanho
(DEGANI, 1998).

> Na CLAE, a FM ¢ eluida sob pressdo. Sua coluna e fechada e possui um
recheio de particulas muito pequenas (comumente 2,4 a 5 um). A amostra a ser separada
deve ser soltivel na FM (COLLINS, 2006).

> A CLAE é reconhecida por sua alta resolucéo, eficiéncia e detectabilidade.
Ela possui uma série de vantagens, como a separacdo de misturas complexas, de
compostos tanto organicos como inorganicos, com a utilizacdo de apenas alguns
miligramas de amostra e curto tempo de andlise, podendo levar poucas horas ou apenas
alguns minutos (SKOOG, 2006; COLLINS, 2006).

A CLAE é uma ferramenta analitica com aplicacGes em diversas areas, como na
bioquimica, em ciéncias ambientais, em quimica farmacoldgica, na toxicologia, nas
ciéncias dos alimentos ou até em ciéncias forenses. Skoog (2006) chama atencéo para o
uso frequente desta técnica na TV: “Os laboratdrios criminais € os programas de televisdo
policiais e forenses, como CSI, CSI Miami, Crossing Jordan e Law and Order,
frequentemente empregam a CLAE no processo de obtencdo de evidéncias criminais.”

Vale a pena ressaltar que a CLAE é a técnica analitica mais desenvolvida, difundida
e empregada dos Ultimos 40 anos, perdendo apenas para balanca e pHmetro, em presenca
nos laboratérios (ENGELHARDT, 2004 apud PACHECO, 2014; MALDANER, 2009).

Os cromatografos utilizados para analises podem ser um sistema modular ou uma
unidade integrada (COLLINS, 2006).

A figura 9 (p. 24) ilustra um sistema cromatogréfico.
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Aquisicdo de dados

Detector

Descarte

Injetor automatico  Coluna

Bomba
Figura 9: Esquema ilustrativo de um sistema cromatografico liquido.

Fonte: SANTIAGO (2014).

A FM fica em um reservatorio para ser bombeada, com vazao determinada, atraves
da coluna, com o auxilio de uma bomba. A amostra é introduzida por uma valvula de
injecdo, onde a FM a carreia pela coluna. Na coluna, séo eluidas primeiro as substancias
com maior afinidade pela FM e ficam mais retidos os compostos que interagem mais com
a FE. Conforme a FM com as substancias da amostra eluem da coluna, ha a passagem pelo
detector, que geram um sinal proporcional a concentragdo do soluto e que ao ser enviado
para um sistema de aquisicdo de dados, produz um cromatograma (COLLINS, 2006;
LANCAS, 2009).

Como fora supracitado, para um cromatograma ser gerado, € necessaria a presenca
de um detector. De acordo a com natureza da amostra escolhe-se o detector mais adequado
(SKOOG, 2006).

Na CLAE, os detectores mais utilizados sdo o de absor¢édo da radiacédo ultravioleta
ou visivel (UV-Vis). Estes demandam substancias com absor¢do de luz, em comprimento
de onda determinado, em que as substancias mais adequadas sdo as que possuem uma ou
mais ligacdes duplas (com o aumento da insaturacdo ou conjugacdo, aumenta-se a
absortividade), e também as que tém elétrons ndo ligados ou ndo compartilhados
(COLLINS, 2006; LANCAS, 2009).
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As figuras 10 e 11 sdo fotos dos sistemas cromatograficos do laboratério de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos utilizados na realizagdo
deste trabalho.

Figura 10: Sistema cromatografico modular.

Figura 11: Sistema cromatogréfico de unidade integrada.
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3. MATERIAL E METODOS

As analises realizadas na execuc¢do do presente trabalho tém como base os métodos
de Mattila (2002) para acidos fenolicos, Klump (2001) para flavonoides, Rosa (2007) para
vitamina C e Rodriguez-Amaya (2001) para carotenoides.

Todas as analises mencionadas acima foram executadas no laboratério de
Cromatografia Liquida, da Embrapa Agroindustria de Alimentos, localizada na cidade do

Rio de Janeiro.

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

e Acetato de etila grau HPLC,;

e Acetona grau HPLC;

e Acetonitrila grau HPLC;

e Acido acético concentrado PA

e Acido cloridrico concentrado PA;

e Acido férmico concentrado PA,

e Acido Sulfarico concentrado PA,

e Agua Ultrapura (Milli-Q®) recém recolhida;

e BHT (butil hidroxi tolueno);

e Celite 545;

e Cloreto de Sddio PA;

e Eter de petréleo grau HPLC;

e FEter Etilico grau HPLC;

e Hidroxido de Sodio;

e Metanol grau HPLC;

e Oxido de Magnésio PA;

e Padrdo de cido L—ascorbico (99% pureza) — Sigma-Aldrich®;
e Padrbes de flavonoides (epicatequina, rutina, rhamnetina, narirutina, mirecetina,

diosmina, hesperidina, quercetina e kaempferol) (99% pureza) — Sigma-Aldrich®;
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e PadrGes de 4&cidos fendlicos (acido galico, acido protocateico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido cafeico, acido 4-hidroxicinamico, acido ferulico e acido
sinapico) (99% pureza) — Sigma-Aldrich®;

e Sulfato de sédio anidro PA.

3.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAL

e Agitador tipo vortex modelo Genie 2 — Scientific Industries®;

e Ar comprimido microfiltrado;

e Balanga analitica de quatro casas decimais (Marte® AY220);

e Balbes volumétricos de 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 2 L;

e Banho de ultrassom - Branson 2210;

e Banho-maria com agitacdo (GyromaxTM 929);

e Becheres de 25 mL, 50 mL e 100 mL;

e Centrifuga (Hsiangtai®);

e Coluna Cromatogréfica YMC Carotenoid Cso S-3 de 4,6 mm x 250 mm; 3 mm;

e Coluna Cromatogréfica de troca i6nica forma acida BIO RAD HPX 87H (7,8 x 300
mm);

e Coluna Cromatografica Thermo BDS HYPERSIL Cig (100 x 4,6 mm; 2,4 pum)

e Cromatografo Liquido com forno para colunas e injetor automatico Alliance® 2695
Waters®; Detector de Arranjo de Fotodiodos Waters® W2996;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Modular W600 com Detector de
Arranjo de Fotodiodos Waters® W2996; injetor automatico modelo 717 plus -
Waters®;

e Espatula de aco inox;

e Espectrofotdmetro (Shimadzu® UV-1800);

e Frascos de vidro &mbar;

e Funil de separacéo de 500 mL;

e Funil de vidro sinterizado numero de 150 mL;

e Funis raiados de vidro;

e Gral e pistilo de porcelana;

o Kitassato de 250 e 500 mL;
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La de vidro (fibra média);

Medidor de Celite (dosador de aproximadamente 3 g);

Microcentrifuga - Hsiangtai®;

Nitrogénio grau 4.6 — White Martins®

Papel absorvente para limpeza de ponteiras;

Papel de filtro qualitativo;

pHmetro (Bel®);

Pipetadores automaticos capacidade de 10-100 uL e 100-1000 pL;
Pipetador de borracha;

Ponteiras para pipeta automatica - Brand®;

Proveta de 10 mL, 20 mL e 1000 mL (com e sem tampa);

Redutor de volume (Insert) para vial de 1,5 mL;

Seringa de capacidade 5 mL ou 10 mL;

Sistema de aquisicdo de dados software Empower® Waters®;

Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q A10 - Millipore®e Ellix/Rios 5;
Suportes universais e argolas;

Tampdes de pH 4,00 e 7,00;

Tubos para microcentrifuga de 2 mL;

Unidades filtrantes descartaveis tipo FHUP 0,22 um (teflon hidrofilico);

Vial transparente e &mbar de injetor automatico com tampa - 1,5 mL - Waters®;
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4, EXPERIMENTAL
4.1 PREPARO DAS SOLUCOES
o Solucéo de Metanol (com BHT 2 g.L™%) e Acido Acético 10% (85:15, v/v)
Foi pesado 1g de BHT e, apds transferir para frasco de 500 mL, adicionou-se 425
mL de metanol ao frasco, agitando até a dissolu¢do do BHT; foram acrescentados 67,5 mL
de agua Milli-Q e 7,5 mL de &cido acético glacial ao frasco. A mistura foi homogeneizada.

o Solugio de Eter Etilico e Acetato de Etila (1:1, v/v)

Foram adicionados 250 mL de éter etilico e 250 mL de acetato de etila em um
frasco de vidro. A mistura foi homogeneizada.

o Solucédo de Hidroxido de Sédio (NaOH) 2 M

Pesou-se 8g de NaOH em béquer de plastico de 200 mL; foram acrescidos
aproximadamente 60 mL de agua Milli-Q a fim de solubilizar; a mistura foi transferida
guantitativamente para baldo de 100 mL e avolumou-se com agua Milli-Q. Foi feita

homogeneizacao e a solucdo foi armazenada em frasco de plastico.
o Solucéo de Hidroxido de Sodio (NaOH) 3M
Pesou-se 30g de NaOH em béquer de plastico de 500 mL, foram acrescidos 100 mL
de agua Milli-Q a fim de solubilizar; e, apds transferido quantitativamente para frasco
plastico, acrescidos 150 mL de agua Milli-Q. A mistura foi homogeneizada.

o Solucio de Metanol:Agua (80:20, v/v)

Foram medidos 800 mL de metanol em proveta de 1000 mL com tampa, acrescidos

200 mL de agua Milli-Q e a mistura foi homogeneizada.
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o Fase Movel de Acidos Fenolicos — Solucio de Acido Fosforico (HsPOs) 1,5 mL.L™*

Adicionou-se 1,5 mL de acido fosférico em 1000 mL de agua Milli-Q e apds

homogeneizou-se a mistura.

o Fase Movel de Vitamina C — Solugéo de Acido Sulfarico (H2SO4) 0,05 M

Em um baldo volumétrico de 2 L, adicionou-se aproximadamente 1,8 L de agua
Milli-Q; acrescentou-se 5,6 mL de H.SOs concentrado com auxilio de pipetador
automatico; o baldo foi avolumado com &gua Milli-Q; homogeneizou-se a solucdo e o

baldo foi levado ao ultrassom por cerca de 15 minutos.

o Fase Movel de flavonoides — Solugéo de Acido Formico (CH20,) 1%

Em baldo volumétrico de 1000 mL foi colocada agua Milli-Q até a metade,
acrescidos 10 mL de acido férmico (previamente medido em proveta); avolumou-se 0

baldo com agua Milli-Q; e a mistura foi homogeneizada.

4.2 PREPARO DA AMOSTRA

Foram realizadas duas coletas para a realizacdo deste trabalho.

Na primeira, foram coletados cerca de 40 g de frutos maduros de C. fluminensis no
Rio de Janeiro, bairro da Barra da Tijuca (22°58'13.886" S; 43°23'10.759" W) em junho e
julho de 2014. Apds selecdo, foram separados manualmente os arilos com sementes, da
casca, sendo a casca descartada. As analises foram realizadas com os arilos junto das
sementes devido a dificuldade em separa-los. Parte dos arilos com sementes foi separada
para a analise de vitamina C; o restante foi armazenado em frascos de vidro e
acondicionado em freezer a -18 °C até o momento das outras analises (flavonoides, acidos
fenodlicos e carotenoides).

A segunda coleta foi feita a fim de quantificar os carotenoides presentes no fruto,
pois a primeira analise de carotenoides realizada foi apenas qualitativa. Nesta segunda
coleta foram selecionados cerca de 5 g de frutos maduros de C. fluminensis no Rio de
Janeiro, bairro do Recreio dos Bandeirantes (23°00'58.7"S; 43°30'59.4"W) em agosto de
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2015. O fruto foi acondicionado em freezer a -18°C até o momento da analise de
carotenoides. Foram separados manualmente os arilos com sementes, da casca, sendo a

casca descartada.

4.3 ACIDOS FENOLICOS

4.3.1 PADRAO DE ACIDOS FENOLICOS

Uma solucdo, ja existente no laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, contendo diversos padrdes (acido galico, acido protocateico,
acido 4-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido 4-hidroxicinamico, &cido ferdlico e &cido
sinapico) foi utilizada para identificacdo dos acidos fendlicos presentes na matriz estudada.

As estruturas quimicas dos acidos fendlicos estdo na figura 12 (p. 32).
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Figura 12: Padrdes dos &cidos fendlicos utilizados (1: &cido galico; 2: &cido protocatecuico; 3: &cido 4-hidroxibenzoico; 4: acido cafeico;

5: acido 4-hidroxicindmico; 6: acido ferdlico; 7: acido sinépico).
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4.3.2 ANALISE DE ACIDOS FENOLICOS

Com o propdsito de determinar a presenca dos acidos fendlicos tanto na forma livre
quando esterificado ou glicosilado, o método de extracédo utilizado foi o de Mattila (2002),
com modificacBes realizadas de acordo com o protocolo do laboratério de Cromatografia
Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos, ainda ndo publicado, como descrito nos
itens a sequir.

Foram feitas trés etapas em sequéncia. A primeira detecta os acidos fenolicos livres,
ou seja, que ndo estdo ligados a outras estruturas, ao passo que a hidrélise basica
disponibiliza a maioria dos fendlicos ligados e a &cida é utilizada com a intencéo de liberar

0S gque ndo conseguiram ser detectados nas etapas anteriores (MATTILA, 2002).

4.3.2.1 ACIDOS FENOLICOS LIVRES

Pesou-se, em duplicata, aproximadamente 1 grama de arilos com sementes do fruto
C. fluminensis. As amostras foram maceradas e, em seguida, adicionados 10 mL da
mistura: metanol (contendo BHT 2 g.LY) / 4cido acético 10% (85:15, v/v). Depois de
agitacdo vigorosa, as amostras foram levadas ao ultrassom por 30 minutos. Apos aguardar
a decantacdo, transferiu-se uma aliquota de 100 uL do sobrenadante para redutor de

volume e prosseguiu-se com a analise cromatografica.

4.3.2.2 HIDROLISE BASICA DOS ACIDOS FENOLICOS NAO LIVRES

A seguir, no mesmo recipiente, adicionou-se 17 mL de NaOH 3 M e borbulhou-se
N2 por cerca de 1 minuto. Em seguida as amostras permaneceram sob agitacdo mecénica
por 16 h. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para béquer de 100 mL, a fim de
adicionar 7 mL de HCI 6 M, agitar e entdo ajustar o pH para 2,0 + 0,1 com HCI 6 M em
medidor de pH. O residuo sélido foi reservado no frasco original. O sobrenadante foi
transferido para funil de separacdo e procedeu-se a extracdo 3 vezes com 15 mL de éter
etilico / acetato de etila (1:1, v/v), para cada amostra. As fases etéreas (superior) das 3
extragdes foram unidas em baldo volumétrico de 50 mL e avolumou-se com a mistura éter

etilico / acetato de etila (1:1, v/v). Uma aliquota de 1 mL foi seca em vial sob fluxo de Na,
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sendo seu residuo dissolvido com 100 uL de metanol, e em seguida foi realizada a analise
cromatogréfica.

4.3.2.3 HIDROLISE ACIDA DOS ACIDOS FENOLICOS NAO LIVRES

Dando continuidade a andlise, na fase aquosa (contendo o residuo sélido) foram
adicionados 2,5 mL de HCI concentrado. Levou-se entdo a estufa a 85 °C por 35 minutos.
Posteriormente ao resfriamento até temperatura ambiente, transferiu-se cada amostra para
béqueres de 100 mL, adicionou-se 5 mL de NaOH 3 M e agitou-se, tendo o0 pH novamente
ajustado para 2,0 + 0,1 com NaOH 3 M em pHmetro. O sobrenadante foi novamente
transferido para funil de separacdo e mais uma vez foram feitas 3 extracbes com 15 mL de
éter etilico / acetato de etila (1:1). Do mesmo modo, foram combinadas as fases etéreas das
3 extracBes em baldo volumétrico de 50 mL e avolumou-se com éter etilico / acetato de
etila (1:1). Uma aliquota de 1 mL foi seca em N2, e o residuo restante foi dissolvido com

100 pL de metanol, para entdo proceder a analise cromatografica.

4.3.3 METODO CROMATOGRAFICO DE ACIDOS FENOLICOS

A identificacdo dos acidos fendlicos foi realizada por comparacdo dos tempos de
retencdo e espectros de UV-Vis dos picos observados nos cromatogramas da amostra e da
mistura de padrbes de acidos fenolicos. Tanto os padrdes quanto as amostras foram
injetados sob as mesmas condicGes cromatograficas.

A separacdo foi feita por CLAE. As condi¢des cromatograficas foram: coluna
Thermo BDS HYPERSIL Cis (100 x 4,6 mm; 2,4 um), com a temperatura da coluna igual
a 30°C; fluxo de 1,0 a 1,2 mL.min* em modo de eluicdo gradiente de acido fosforico 1,5
mL.L? em &gua (solucdo A) e acetonitrila (solugdo B), como exibido na tabela 1 (p. 35);
tempo de andlise de 28 minutos e volume padrédo de injecdo de 10 uL; o detetor utilizado

foi o DAD varredura 210 a 400 nm, com os cromatogramas extraidos em 270 e 310 nm.
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Tabela 1: Gradiente de eluicdo da fase moével para separacdo dos acidos fendlicos

Tempo Fluxo (mL.min) Fase A (%) Fase B (%0)

0,00 1,0 95,0 50
6,00 1,0 95,0 5,0
12,00 1,2 88,0 12,0
18,00 1,2 80,0 20,0
20,00 1,2 50,0 50,0
24,00 1,2 50,0 50,0
25,00 1,2 95,0 50
28,00 1,0 95,0 50

* Fase A — 4cido fosférico 1,5 mL.L™* em agua; Fase B — acetonitrila.

4.3.4 CALCULO DA CONCENTRACAO DE ACIDOS FENOLICOS

A quantificacdo de acidos fenolicos foi realizada por padronizacdo externa com
curva analitica construida a partir de diluicdes da solugcdo padrdo. Apos a quantificacdo, os
resultados foram somados com o intuito de quantificar os acidos fenolicos totais presentes

na amostra, ja que a analise € uma sequéncia que ocorre na mesma amostra.

4.4 FLAVONOIDES

4.4.1 PADRAO DE FLAVONOIDES

Uma solucdo contendo os padrfes: epicatequina, rutina, rhamnetina, narirutina,
mirecetina, diosmina, hesperidina, quercetina e kaempferol, ja existentes no laboratério de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos foi utilizada para
identificacdo dos flavonoides presentes na matriz estudada.

As estruturas quimicas dos flavonoides epicatequina, rhamnetina, rutina e narirutina
estdo na figura 13 (p. 36) e dos flavonoides hesperidina, diosmina, mirecetina, quercetina e
kaempferol na figura 14 (p. 37).
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Figura 13: Padrdes dos flavonoides utilizados (1: epicatequina; 2: rhamnetina; 3: rutina; 4: narirutina).
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Figura 14: Padr@es dos flavonoides utilizados (1: hesperidina; 2: diosmina; 3: mirecetina; 4: quercetina; 5: kaempferol).
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4.4.2 ANALISE QUALITATIVA DE FLAVONOIDES

A extracdo de flavonoides foi realizada com base no método de Klump (2001).
Foram pesados, em duplicata, entre 0,8 g e 1 g de arilos (com sementes) do fruto C.
fluminensis. As amostras foram maceradas e adicionados 10 mL de solu¢do metanol:agua
(80:20, v/v). Os frascos contendo as amostras foram mantidos em estufa por 2,5 h a 65°C;
apos retirar da estufa e aguardar esfriar até temperatura ambiente, foram acrescidos 600 uL
de NaOH 2M, e os frascos foram agitados vigorosamente. Depois de repousar por 10
minutos, acrescentou-se 200 uL de acido acético glacial e agitou-se. As amostras foram
mantidas em temperatura ambiente até a decantacdo do material sélido, para entdo
transferir 1000 uL do sobrenadante para vial de injecdo. Em seguida, foi feita a analise

cromatografica.

4.4.3 METODO CROMATOGRAFICO DA ANALISE DE FLAVONOIDES

A identificacdo dos flavonoides foi realizada por comparacdo dos tempos de
retencdo e espectros de UV-Vis da mistura de padrGes de flavonoides injetada sob as
mesmas condi¢des cromatograficas da amostra.

O método de andlise cromatogréfica foi realizada nas seguintes condi¢des: coluna
Thermo BDS HYPERSIL Cig (100 x 4,6 mm; 2,4 um), com a temperatura da coluna
estando a 45 °C e temperatura do injetor sendo de 15°C; fluxo de 1 mL.min* em modo de
eluicdo gradiente de acido formico 1% em agua (solucdo A) e acetonitrila (solucdo B),
conforme a tabela 2 (p. 39); tempo de analise de 28 minutos e volume padrao de injecdo de
10 uL; o detector utilizado foi o DAD varredura 210 a 600 nm; a comparacéo de amostra e

padréo foi realizada em 290 nm.



39

Tabela 2: Gradiente de eluicdo da fase mével para separacdo dos flavonoides

Tempo Fase A (%) Fase B (%0)
0,00 95,0 50
15,00 95,0 5,0
23,00 88,0 12,0
24,00 80,0 20,0
28,00 50,0 50,0

* Fase A — acido férmico 1% em agua; Fase B — acetonitrila.

45 VITAMINA C

4.5.1 PADRAO DE VITAMINA C

Foram pesados 25 mg do padrdo de acido ascorbico em balanca analitica,
diretamente para baldo volumétrico de 25 mL; posteriormente foi feita solubilizacdo com
solucdo de acido sulfurico 0,05 M, avolumando-se em seguida o baldo com a mesma
solucdo. Uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para outro baldo volumétrico de 25 mL.
Avolumou-se 0 mesmo com a solucdo de acido sulfdrico 0,05 M. A partir desta solucdo
padrdo foi feita uma série de diluices a fim de se obter uma curva analitica. Transferiu-se
aproximadamente 1,5 mL desta solucdo padrdo para um vial e foi feita analise

cromatografica.

4.5.2 ANALISE DE VITAMINA C

A andlise de vitamina C teve por base 0 método de Rosa (2007), com modificagdes.
As amostras de C. fluminensis foram maceradas e homogeneizadas, para entdo serem
pesadas em frasco de vidro (com capacidade aproximada de 40 mL), em duplicata, de 0,3 g
a 1 g dos arilos (com sementes) do fruto. Com a adigdo de 10 mL de acido sulfurico 0,05
M, as amostras foram para ultrassom por 10 minutos; o contetdo foi filtrado em papel de

filtro diretamente para um vial. Em seguida foi realizada analise cromatografica.
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4.5.3 METODO CROMATOGRAFICO DA ANALISE DE VITAMINA C

A analise cromatogréafica foi realizada sob as seguintes condicdes: coluna de troca
ionica Aminex® HPX-87H da Bio-Rad (7,8 x 300 mm), com a temperatura da coluna
estando a 30°C e temperatura do injetor sendo de 15°C; fluxo de 0,7 mL.min em modo de
eluicdo isocratico com &cido sulfarico 0,05 M.; tempo de analise de 10 minutos e volume

de injecdo de 20 pL; detector de arranjo de fotodiodos Waters® 2996 em 243 nm.

4.5.4 CALCULO DA CONCENTRACAO DE VITAMINA C

A quantificacdo da vitamina C foi realizada por padronizacdo externa com curva
analitica construida a partir de diluicdes da solucdo padrdo preparada conforme descrito no
item 4.5.1.

4.6 CAROTENOIDES

4.6.1 PADRAO DE CAROTENOIDES

Os padrdes disponibilizados para analise foram previamente preparados no
laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos, de acordo
com o método de Rodriguez-Amaya (2001), a partir de matrizes naturais conhecidas, ja
que ndo sdo todos os carotenoides existentes em alimentos que se encontram disponiveis
comercialmente. Os padrdes utilizados para comparacdo foram: violaxantina, luteina,

zeaxantina, zeinoxantina, B-criptoxantina, a-caroteno, [3-caroteno e licopeno.

4.6.2 ANALISE DE CAROTENOIDES

Conforme o método de Rodriguez-Amaya (2001), foi realizada a analise de
carotenoides. Foram pesados, em duplicata, cerca de 1 g de arilos (com sementes) de C.
fluminensis; as amostras foram misturadas com celite, em gral; maceradas com acetona e
filtradas em funil de vidro sinterizado sob vacuo, sendo este processo repetido até que cada
amostra ndo apresentasse mais coloracdo caracteristica; foram entdo transferidas para funil

de separacao de 500 mL tendo aproximadamente 4 mL de éter de petrdleo; esta solucéo foi
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lavada com agua Milli-Q® a fim de separar completamente a acetona da fase etérea; logo,
eliminou-se a fase aquosa; a fase etérea foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL,
passando por um funil de vidro com sulfato de sédio anidro e avolumando o baldo com éter
de petroleo. Em uma aliquota foi feita leitura em espectrofotémetro no comprimento de onda
de 450 nm, utilizando-se éter de petréleo como branco, e dessa forma, a partir da leitura, foi

medida a concentracao de carotenoides totais.

4.6.3 METODO CROMATOGRAFICO DE CAROTENOIDES

A identificacdo dos carotenoides foi realizada por comparacdo com espectros de
UV-Vis de padrbes de carotenoides, injetados sob as mesmas condi¢Ges cromatograficas
da amostra.

A andlise cromatografica foi realizada segundo Pacheco (2014). As condigdes
cromatogréaficas foram: coluna YMC Carotenoid Cz S-3 de 4,6 x 250 mm, com a
temperatura da coluna igual a 33°C e temperatura do injetor sendo de 15°C, fluxo de 0,8
mL.min em modo de eluicdo gradiente de metanol / éter metil terc-butilico, tempo de
analise de 28 minutos e volume de injecdo de 15 ulL, assim como apresentado na tabela 3;
0 detector utilizado foi o de arranjo de fotodiodos UV/Vis de 300 a 600 nm, com

quantificacdo em 450 nm.

Tabela 3: Gradiente de elui¢do das fases mdveis para separacdo dos carotenoides

Tempo Fase A (%) Fase B (%)
0,00 80,0 20,0
0,50 75,0 25,0
15,00 15,0 85,0
15,05 10,0 90,0
16,50 10,0 90,0
16,55 80,0 20,0
28,00 80,0 20,0

* Fase A — metanol; Fase B — éter metil terc-butilico.
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4.6.4 CALCULO DA CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES

Para obter a concentracio de carotenoides totais (mg.g™* de amostra), utiliza-se a

equacéo da figura 15.

c (mg) _ [ absx dil x vol (mL) x 10.000
g

/100

Alld, x massa amostra (g)

Onde:

abs = absorvéancia: valor da leitura no espectofotdmetro em 450 nm
dil = diluicdo do extrato caso seja necessario (se a leitura ultrapassar 0,8)|
vol: volume (mL) do baldo utilizado ao final da extracdo
massa amostra: massa pesada da amostra ()

Al':.'f-:-
lcm = Absortividade Molar = 2592

Figura 15: Equagéo para quantificacdo de carotenoides totais.

De acordo com Martins (2015), o método mais apropriado para que quantifique os
carotenoides é o de normalizacéo.

Neste método o teor do composto é quantificado por porcentagem. O calculo é feito
medindo-se a area da substancia de interesse dividida pela soma das areas de todos 0s

picos identificados multiplicado por 100 (Figura 16).

area do composto de interesse

Y% do compostode interesse = ( ) x 100

¥ areas de todos os compostos identificados

Figura 16: Célculo do teor do composto de interesse.

Ap0s calcular a porcentagem do composto (Figura 16) usa-se a equagdo (Figura 17)
para calcular do teor das substancias identificadas na amostra. Para isso precisa-se primeiro

calcular o teor de carotenoides totais pelos calculos da equagéo da figura 15.

(% do composto de interesse

100 ) x (teor total de carotenocides totais)

Figura 17: Calculo do teor das substancias identificadas na amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACIDOS FENOLICOS

Pela analise de &cidos fendlicos presentes nos arilos dos frutos de Clusia
fluminensis, com a identificagdo realizada por comparacdo dos tempos de retencdo e
espectros de UV-Vis da mistura de padrdes de acidos fendlicos, foram identificados o
acido protocatecuico, o acido 4-hidroxibenzoico e o &acido 4-hidroxicinamico (acido p-
cumarico), nas etapas de acidos fendlicos livres, de hidrolise basica e de hidrolise acida.

O cromatograma dos padrdes encontra-se na figura 18. Nas figuras 19 (p. 44), 20
(p. 44) e 21 (p. 45) podem ser vistos 0s cromatogramas de cada etapa da analise de acidos

fenélicos da amostra.
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Figura 18: Cromatograma dos padrdes de acidos fendélicos utilizados (Pico 1: acido gélico; pico 2: acido
protocatecuico; pico 3: acido 4-hidroxibenzoico; pico 4: &cido cafeico; pico 5: &cido 4-hidroxicindmico; pico 6:
acido ferdlico; pico 7: &cido sinapico).
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Figura 19: Cromatograma referente aos acidos fenolicos livres (Pico 1: acido protocatecuico; pico 2: acido 4-
hidroxibenzoico; pico 3: &cido 4-hidroxicinamico).
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Figura 20: Cromatograma referente aos acidos fenélicos da hidrélise basica (Pico 1: acido protocatecuico;
Pico 2: &cido 4-hidroxibenzoico; pico 3: acido 4-hidroxicindmico).
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Figura 21: Cromatograma referente aos acidos fendlicos da hidrdlise acida (Pico 1: 4cido protocatecuico;
Pico 2: 4cido 4-hidroxibenzoico; pico 3: acido 4-hidroxicinamico).

Os tempos de retencdo das substéancias identificadas na amostra e dos respectivos

padrdes sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Tempos de retencdo das substancias identificadas na amostra e dos respectivos padrées

. tr padrao tr amostra tr amostra tr amostra
Substancia (min) AFL (min) HB (min) HA (min)
Acido 403 3.99 415 412
prO‘!OC&tQCUlCO
. Acido4- 721 7.29 7.38 7.22
hlerX|ben20|c0
Acido 4- 13.96 14,16 1417 14,07

hidroxicinamico

* AFL — acidos fenolicos livres; HB — hidrolise basica; HA — hidrélise acida.

Os tempos de retencdo dos padrdoes de acido protocatecuico, é&cido 4-
hidroxibenzoico e acido 4-hidroxicinamico foram similares aos tempos de retencéo de trés
picos da amostra, sugerindo ser a mesma substancia, o que pdde ser confirmado através da
comparacdo entre 0s espectros de UV-Vis da amostra e do padrdo, que foram

correspondentes (Tabela 5, p. 46).



Tabela 5: Substancias identificadas na amostra e seus respectivos espectros

Espectro UV-Vis
Substancia

(amostra em roxo, padrdo em vermelho)

Acido protocatecuico

12038
~ 1295,0
N
\f’\\f\
\?2:&5 ArAr s AN
Acido 4-hidroxibenzoico |
|/
I/ \
Voo
v ‘\\‘1\ ‘/»“\_&
\\‘\*mmw»/»m Gtk ! \MM h/JNW\AJ%H\M‘«‘km\\,w'\
" Wl
309,3
309,3
///\\\\
/\
S cido 4-hidroxicindmi 226,4 |
Acido 4-hidroxicinamico 226.4
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Em todas as etapas de extracdo (acidos fenolicos livres, hidrdlise béasica e hidrdlise
acida) os acidos fendlicos identificados foram os mesmos, contudo pode ser notada que a
presenca de acido protocatecuico foi majoritaria na primeira etapa, sugerindo que este nao
se encontra ligado a outras estruturas.

Na tabela 6 sdo apresentados os valores da quantificacdo dos acidos fendlicos livres
e totais presentes nos frutos de Clusia fluminensis, em que observa-se que o &cido
protocatecuico presente na etapa de acidos fenolicos livres € a substancia majoritaria dentre
as identificadas. Também pode-se perceber que tanto o &cido protocatecuico quanto o
acido 4-hidroxicindmico encontram-se nas mesmas quantidades dentre os &cidos fendlicos

totais presentes na amostra.

Tabela 6: Quantificacdo dos &cidos fendlicos identificados

Ac. Protocatecuico Ac. 4-hidroxibenzoico Ac. 4-hidroxicinamico
(mg.g™h (mg.g™h (mg.g™h)

Livre Total Livre Total Livre Total

0,11 0,05 0,01 0,02 0,01 0,05

5.1.1 CURVAS ANALITICAS DE ACIDOS FENOLICOS

Curvas analiticas referentes aos padrbes utilizados foram construidas, a partir de

diluicdes dos padroes, obtendo-se os dados da tabela 7.

Tabela 7: Dados das curvas analiticas

Substancia Equacdo da Reta R?
Acido protocatecuico Y = 2,70e+004x-7,58e+003 0,999
Acido 4-hidroxibenzoico Y = 3,62e+004x-1,54e+004 0,999

Acido 4-hidroxicinamico Y =2,61e+004x-9,26e+003 0,999




48

5.2 FLAVONOIDES

Na anélise qualitativa de flavonoides, com a identificacdo realizada por comparacéo
dos tempos de retencdo e espectros de UV-Vis da mistura de padrdes de flavonoides, foi
identificada a rhamnetina (7-metoxiquercetina) (Figura 22) nos arilos dos frutos de Clusia

fluminensis.

OH

OH

H5CO o)

OH

OH O

Figura 22: Estrutura da rhamnetina.

O tempo de retencdo do padrdo de rhamnetina foi de 13,88 minutos, enquanto a
amostra foi de 13,78 minutos, sendo estes similares, sugerindo ser a mesma substancia, o
que pbde ser confirmado pela correspondéncia entre os espectros de UV-Vis da amostra e
padrdo quando comparados.

O cromatograma do padrdo e seu respectivo espectro UV-Vis, em 290 nm,
encontram-se na figura 23 (p. 49) e o cromatograma da amostra e seu respectivo espectro

encontram-se na figura 24 (p. 49).



49

0,10—
i rhamnetina 290,2
0,08~ N 2227 ||
0,06~ I
) _ »\
< N iy \
0,04— N ]
0,02
| | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ |
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Minutes
Figura 23: Cromatograma e espectro do padrdo de rhamnetina.
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Figura 24: Cromatograma e espectro da amostra.

Os outros picos apresentados no cromatograma da amostra ndo puderam ser

identificados, pois ndo foram correspondentes aos padrdes utilizados para comparagao.

Sendo assim, para a identificac@o seria necessario o uso de outros padrées de flavonoides.
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O pico majoritério (tr = 17,9 min) apresentou perfil de espectro caracteristico de
flavonoide, e, como esse espectro é similar a0 da rhamnetina, sugere-se que seja um
derivado deste flavonoide.

Na figura 25 encontra-se o espectro referente ao pico em questao.

Figura 25: Espectro UV-Vis referente ao flavonoide majoritario desconhecido.

5.3 VITAMINA C

Na andlise de vitamina C, a concentragdo média calculada nos frutos de C.
fluminensis foi de 3,77 mg.100g™. Este valor é bem inferior ao de outros frutos
considerados fontes deste metabdlito, como por exemplo, a laranja péra, a qual possui um
teor médio de vitamina C de 53,7 mg.100g*. A Clusia fluminensis ndo pode ser
considerada fonte de acido ascorbico, uma vez que a ingestdo diaria recomendada (IDR)
desta vitamina é de 45 mg.100g™ para um adulto, e de acordo com a RDC n° 54 de 12 de
novembro de 2012, apenas podem ser considerados fonte de tal metabolito matrizes que
contenham o minimo de 15% da IDR do mesmo. Também pode ser observado que o teor
encontrado para a Clusia fluminensis foi similar ao descrito para o jambo (Tabela 8, p. 51)
(ANVISA, 2003; TACO, 2011; ANVISA, 2012).
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Tabela 8: Comparacéo entre os teores de vitamina C da Clusia fluminensis com os da laranja péra e do jambo
em mg.100g™.

Teor de vitamina C (mg.100g™)

Laranja péra (Citrus sinensis) 53,7
Clusia fluminensis 3,77
Jambo (Eugenia malaccensis L.) 3,8

Fonte: ANVISA, 2003; TACO, 2011.

O cromatograma do padrdo de &cido ascOrbico e seu respectivo espectro
encontram-se na figura 26 e o cromatograma da amostra e seu respectivo espectro

encontram-se na figura 27 (p. 52).
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Figura 26: Cromatograma e espectro do padrao de acido ascorbico (vitamina C).
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Figura 27: Cromatograma e espectro da amostra.

5.3.1 CURVA ANALITICA DE VITAMINA C

A partir das dilui¢cBes do padrdo utilizado foi construida a curva analitica, obtendo-
se os dados da tabela 9.

Tabela 9: Dados da curva analitica

Substancia Equacdo da Reta R?

Vitamina C Y =1,70e+006x-5,70e+003 0,999

5.4 CAROTENOIDES

Na analise qualitativa de carotenoides, realizada com a primeira coleta dos frutos,
com a identificacdo realizada por comparacéo entre tempos de retencéo e espectros de UV-
Vis de padrdes de carotenoides (injetados sob as mesmas condi¢Ges cromatogréficas da
amostra dos arilos de frutos de C. fluminensis), foi possivel constatar a presenca de luteina,
zeaxantina e B-criptoxantina (Figura 28) nos arilos do fruto estudado, podendo-se notar que

a zeaxantina é o carotenoide majoritario dentre os identificados.
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Figura 28: Estruturas dos carotenoides presentes nos arilos de C. fluminensis.

O cromatograma da amostra (coleta 1) encontra-se na figura 29 e seus respectivos

espectros estdo apresentados na figura 30 (p. 54).
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Figura 29: Cromatograma e espectros da amostra (Pico 1: luteina; Pico 2: zeaxantina; Pico 3: B-criptoxantina).
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Figura 30: Espectros dos carotenoides identificados na amostra.

A presenca de outros picos ndo identificados no cromatograma (Figura 29, p. 53)
(com tr de aproximadamente 20 min) pode estar relacionada & presenca de carotenoides
esterificados. Para que possam ser hidrolisados os ésteres, é necessario que se faca
saponificacdo. A saponificacdo consiste em utilizar a fase etérea da extracdo de
carotenoides com a adi¢cdo da mesma quantidade de uma solucéo de hidroxido de potassio
10% p/v em metanol e manter a mistura em repouso por aproximadamente 16 horas. Apos
a saponificagéo, deve-se eliminar a base, sendo realizadas sucessivas lavagens com agua.
(LIAAEN-JENSEN, 1971 E DAVIES, 1976 apud KIMURA, 1990; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Deste modo, ao retirar os ésteres, os carotenoides livres seriam visualizados no
cromatograma, logo, a quantidade de carotenoides livres aumentaria (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Como na primeira coleta ndo foi feita a quantificacdo dos carotenoides presentes

nos frutos, esta analise foi refeita em uma segunda coleta.
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Nesta segunda analise de carotenoides esperava-se quantificar tanto os carotenoides
totais presentes na amostra ndo saponificada, como também os carotenoides presentes apds
a saponificacdo, contudo, houve perda da amostra saponificada, tendo sido feita entédo
apenas a quantificacdo dos carotenoides presentes na etapa nao saponificada.

O cromatograma da amostra (coleta 2) encontra-se na figura 31.

0,35—]
- 5
0,30
0,25
0,20
5 .
< ]
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: 3
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0,05— \4
] 2
0,00
I I I — —
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Minutes

Figura 31: Cromatograma da segunda extracao de carotenoides (pico 1: zeaxantina, pico 2: B-criptoxantina, pico
3: zeaxantina*, pico 4: zeaxantina*, pico 5: zeaxantina*).
*carotenoide esterificado.

Nesta analise foi possivel identificar os carotenoides zeaxantina e [3-criptoxantina.
Os carotenoides com tr 20 a 22 min (picos 3, 4 e 5), foram considerados carotenoides
ligados a ésteres, pois o perfil do espectro UV-Vis foi caracteristico de carotenoides e a
presenca de ésteres ndo modifica o espectro, apenas altera o tempo de retencdo da
substancia.

Em Pacheco (2014), houve a quantificacdo do extrato saponificado de C.
fluminensis com a deteccdo de um pico majoritério identificado como zeaxantina e
auséncia de B-criptoxantina apds a saponificagdo. De acordo com estas informacdes e pelos
espectros UV-Vis dos picos 3, 4 e 5 do cromatograma da figura XX, considerou-se que
todos os 3 picos (picos 3, 4 e 5) estdo relacionados a zeaxantina esterificada, portanto os

picos 1, 3, 4 e 5 foram quantificados como zeaxantina.
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A quantificacdo dos carotenoides totais e dos identificados esta apresentada na
tabela 10.

Tabela 10: Quantificagdo de carotenoides da C. fluminensis em pg.g*

Zeaxantina B-criptoxantina Carotenoides totais

208 0,26 380,7

A zeaxantina estd presente em quantidades muito baixas em diversas matrizes,
porém em Goji e milho é o carotenoide predominante (PACHECO, 2014).

Na tabela 11, ao comparar a quantificacdo dos frutos de C. fluminensis com milho
verde in natura, considerado a principal fonte deste carotenoide na dieta do brasileiro,

nota-se que a C. fluminensis tem teor de zeaxantina 52 vezes superior ao do milho.

Tabela 11: Comparacéo entre os teores de carotenoides da C. fluminensis com milho em pg.g*

Matriz Zeaxantina
C. fluminensis 208
Milho 4

Fonte: RODRIGUEZ-AMAY A (2008).
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6. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho foi possivel avaliar de forma satisfatdria, por uma
técnica precisa e segura, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, o perfil de carotenoides,
vitamina C, flavonoides e acidos fendlicos dos arilos do fruto de Clusia fluminensis.

Dentre os compostos bioativos avaliados, detectou-se a presenca do carotenoide
majoritario zeaxantina, e também de luteina e B-criptoxantina nos arilos do fruto de C.
fluminensis, além do flavonoide rhamnetina (7-metoxiquercetina) e dos acidos fendlicos
protocatecuico, &cido 4-hidroxibenzoico e o é&cido 4-hidroxicindmico (p-cumarico).
Também foi detectada a presenca de vitamina C, porém em baixa concentracdo (3,77
mg.100gY).

Poucos trabalhos cientificos publicados estdo relacionados aos frutos da espécie
estudada. Diante dos resultados obtidos, nota-se que foi possivel identificar a presenca de
compostos bioativos nos arilos do fruto de Clusia fluminensis, o que agrega valor a este

fruto.
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