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RESUMO – Na busca pela qualidade de vida através da alimentação, o 

consumo de frutos tropicais tem crescido não só no mercado brasileiro como 

também no internacional. Com uma grande variedade de compostos bioativos, 

as frutas tropicais promovem benefícios à saúde. Conhecida tanto por Eugenia 

Macrosperma como Eugenia Velutina Berg, o cambucá preto uma fruta nativa 

do Brasil pertence à família das Myrtaceaes, uma das mais ricas no país. Esta 

fruta possui uma quantidade significativa de compostos bioativos, que atuam 

como anticarcinogênico, anti-inflamatório, anti-hepatotóxico, antiviral, 

antialérgico, antitrombótico e antioxidante. Portanto, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar os teores de compostos bioativos, dando ênfase nos 

compostos fenólicos, nas diferentes partes (casca, polpa e semente) do cambucá 

preto a partir da análise do extrato etanoico em Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE/EM), além de análise 

antioxidante em espectrofotometria. A quantificação e identificação 

apresentaram resultados significativos, mostrando superioridade da casca e 

semente em relação à polpa. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A busca por uma alimentação saudável tem sido um dos pontos mais importantes 

na promoção da qualidade de vida. Devido ao seu elevado valor nutricional, o consumo 

de frutas vem crescendo nos últimos tempos. 

De acordo com Wildman (2001), surgiu há 2500 anos a noção de que os alimentos 

poderiam ter a capacidade de prevenir doenças e também de serem usados como forma 

de tratamento. Os diversos compostos bioativos das frutas são os responsáveis por essas 

características. 



 

 

Os compostos bioativos, tais como vitaminas, compostos fenólicos e pigmentos, 

são em sua maioria metabólitos secundários, que nos seres humanos, em baixas 

concentrações, desempenham um importante papel de proteção como agentes 

antioxidantes, capazes de retardar ou inibir a oxidação de diversos substratos (Halliwell; 

Gutteridge, 2000; Manach et al., 2004). 

Os compostos fenólicos são uma das maiores classes de metabólicos secundários 

de plantas. Quimicamente podem ser definidos como substâncias que possuem um anel 

aromático contendo um ou mais grupos hidroxila. Os compostos fenólicos existentes 

nos alimentos abrangem ácidos fenólicos, cumarinas, flavonoides e taninos. (Dubick e 

Omaye, 2001). 

Estruturalmente, os flavonoides constituem substâncias aromáticas com 15 

átomos de carbono no seu esqueleto básico. É o mais importante grupo de compostos 

fenólicos e podem ser divididos nos seguintes subgrupos: antocianinas, flavanas, 

flavononas, flavonóis e isoflavonoides. 

Atualmente, numerosos estudos mostraram que flavonoides e outros compostos 

fenólicos presentes nos alimentos possuem efeitos anticarcinogênicos, anti-

inflamatórios, anti-hepatotóxico, antiviral, antialérgico, antitrombótico e antioxidante 

(Mazza e Girard, 1998). 

Segundo Everette et al. (2010), além de influenciar no valor nutricional, os 

compostos fenólicos conferem atributos como cor, textura, amargor, adstringência e 

qualidade sensorial. 

Dentre os compostos bioativos existentes os compostos fenólicos e em especial os 

flavonoides presentes nas diferentes partes do cambucá preto (casca, polpa e semente) 

foram objeto de estudo deste trabalho. 

Pertencente à família Myrtaceae, o cambucá preto é uma espécie conhecida tanto 

por Eugenia Macrosperma como Eugenia velutina Berg. Sua árvore, o cambucazeiro, 

pode atingir até três metros de altura, de acordo com Pio-Corrêa e Penna (1926-1978).  

Segundo Wilson et al. (2001, 2005), a família da Myrtaceae apresenta ampla 

distribuição geográfica, possuindo centros de diversidade na Austrália, sudeste da Ásia 

e América do Sul. Pertencente ao grupo das angiospermas, essa família engloba quase 

6.000 espécies de plantas. 

No Brasil, a Myrtaceae está entre as 10 famílias com maior riqueza de espécies na 

flora do país, estando distribuída em todos os domínios fitogeográficos brasileiros, 

sendo a Floresta Atlântica um dos centros de diversidade da Myrtaceae, onde é a sexta 

maior família em riqueza de espécies de acordo com Forzza et al.(2010). 

Para fins de estudo, diferentes formas de extração dos compostos bioativos foram 

avaliadas a partir de solventes e técnicas diferentes. A determinação e quantificação 

desses compostos foram realizadas a partir da cromatografia líquida de alta eficiência, 

um método físico-químico de separação, fundamentado na migração diferencial dos 



 

 

componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interações entre duas fases 

imiscíveis, a fase móvel e a fase estacionária, segundo Cass e Degani (2013) e da 

espectrofotometria, uma técnica quantitativa capaz de medir a concentração do analito a 

partir da leitura da absorbância, uma vez que ambas são linearmente proporcionais. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Materiais 

Amostra: cambucá preto adquirido no município de Ribeiropólis-Se. 

Reagentes: acetonitrila, etanol 70%, metanol (grau HPLC), ABTS - 2,2 azino bis 

(3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid), persulfato de potássio. 

Padrões analíticos: acacetina, ácido cafeico, ácido cinâmico, ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico, ácido clorogênico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido gálico, 

ácido protocatequínico, ácido vanílico, apigenina, artepelina C, biochanina A, cafeato 

de feniletilo (CAPE), canferol, ±catequina, crisina, daidzeína, epicatequina, eriodictiol, 

galato de etila, isorhamnetina, kaempferide, luteolina, miricetina, narigenina, 

pinocembrina, quercetina-3-glicosídeo, rutina, vanilina. Os padrões foram adquiridos 

pela Sigma Aldrich. 

Equipamentos: banho de ultrassom (Unique), centrífuga (Eppendorf 5810 R), 

estufa (Icano modelo 3) e espectrofotômetro (uv-vis SpectraMax Plus 384).  

 

2.2. Método de Extração 

Para a extração dos compostos bioativos pesou-se 2,0g de amostra, casca, polpa e 

semente separadamente, e adicionou-se 15 mL de etanol 70%. A mistura permaneceu 

no banho ultrassônico por 1 hora a 40°C e em seguida foi centrifugada a 4000 G, a 20°C 

por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi levado à estufa a 35-40°C até a completa 

secagem. O extrato seco foi ressuspendido na concentração de 50 mg.mL-1 com etanol 

70%. 

 

2.3. Determinação da Atividade Antioxidante Total pela Captura do 

Radical Livre ABTS+  

Para a quantificação da atividade antioxidante total preparou-se o radical ABTS+ a 

partir da reação de 5 mL de solução estoque de ABTS 7 mM com 88 µL da solução de 



 

 

persulfato de potássio 140 mM. Manteve-se a mistura no escuro, à temperatura 

ambiente, por 16 horas. Em seguida, dilui-se 1 mL desta mistura em álcool etílico até a 

obtenção de uma absorbância de 0,70 nm ± 0,05 nm a 734 nm. 

Em ambiente escuro, transferiu-se uma alíquota de 30 μL do extrato para tubos de 

ensaio com 3,0 mL do radical ABTS+ e homogeneizou-se em agitador. A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro, em comprimento de onda de 734 nm após 6 minutos. 

Utilizou-se álcool metílico, como branco, para calibrar o espectrofotômetro. 

Os valores de absorbância obtidos dos extratos foram convertidos em µg·g-1 a 

partir das curvas de calibração de ácido ascórbico e trolox. 

 

2.4. Identificação e Quantificação por LC-MS/MS 

Parâmetros do espectrômetro de massas: as análises foram realizadas em um LC-

MS com analisador de massa do tipo triplo quadrupolo, modelo Agilent 6490 

TripleQuad LC/MS, com ionização por electrospray no modo positivo. Além disso, a 

temperatura do gás foi de 200 °C, vazão do gás: 12 L·min-1, nebulizador: 20 psi, sheath 

gas temp: 400 °C, sheath gas flow: 11 L·min-1, voltagem do capilar: 3500 V, nozzle: 

500 V, dwell time: 9.8, voltagem da cela de aceleração: 5 V. 

Condições cromatográficas: em uma coluna Ascentis Express F5 (150 x 2.1 mm, 

2.7 µm de partícula) (Sigma Aldrich) foi utilizada para análise dos padrões de 

flavonoides e ácidos fenólicos, no qual a fase móvel consistiu de: A (água deionizada 

com 0.1% de ácido fórmico) e B (acetonitrila com 0.1% de ácido fórmico). Operando a 

uma de vazão: 0.2 mL·min-1, sob temperatura de 40 °C e volume de injeção de 2 µL. Os 

eventos da eluição gradiente foram os seguintes: 0-1 min, 15% B; 1-7 min, 25% B; 7-9 

min, 25% B; 9-13 min, 30% B; 13-16, 30% B; 16-21 min, 40% B; 21-23, 40% B; 23-

25, 45% B; 25-28, 50% B; 28-33, 60% B; 33-37, 75% B; 37-38, 15% B.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O estudo dos antioxidantes é de grande importância devido aos seus efeitos no 

combate aos radicais livres no organismo, visto que, estes promovem danos que podem 

contribuir para o envelhecimento e a instalação de doenças degenerativas, como câncer, 

aterosclerose, artrite reumática, entre outras. 

Os resultados de atividade antioxidante foram expressos em TEAC (atividade 

antioxidante equivalente ao Trolox em µg TEAC·g–1 de amostra), e em AAEAC 

(atividade antioxidante equivalente ao ácido ascórbico, em µg AAEAC·g-1 de amostra), 

como mostra a Tabela 1. 

Merecem destaque, os resultados obtidos para a semente quando comparados com 

a polpa do cambucá preto, uma vez que, obteve-se uma concentração significativa nesta 



 

 

parte da fruta. Esses resultados demonstram a importância do aproveitamento das 

demais partes do cambucá preto e podem ser justificados pela presença de açúcares em 

posição de substituição nas moléculas dos compostos presentes na polpa, o que provoca 

a diminuição da atividade antioxidante, além disso, casca e semente juntas apresentam 

conteúdo de açúcares totais equivalentes à quantidade da polpa. 

Tabela 1 – Identificação e quantificação de antioxidantes no espectrofotômetro  

 Casca Polpa Semente 

Concentração (µg 

AAEAC·g-1 de 

amostra) 

0,594±0,02 0,167±0,04 0,492±0,05 

Concentração (µg 

TEAC·g–1 de 

amostra) 

0,623±0,005 0,123±0,08 0,489±0,05 

 

A utilização do analisador de massa do tipo triplo quadrupolo (QqQ) possui 

algumas vantagens, como a capacidade em gerar dados quantitativos de excelente 

qualidade, uma vez que pode realizar experimentos importantes como SRM (selected 

reaction monitoring) e varredura de íons produtos (product ion scan). 

Este tipo de analisador é muito utilizado para quantificações de compostos 

previamente conhecidos, podendo detectar analitos à níveis traço. No entanto, este tipo 

de analisador possui baixa performance para a busca de compostos desconhecidos, uma 

vez que sua baixa resolução e sensibilidade em experimentos de varredura de íons totais 

(Full scan) não permite uma identificação inequívoca de compostos desconhecidos. 

Desta forma, a identificação dos compostos presentes no extrato de casca e polpa do 

cambucá preto foi realizada comparando-se os tempos de retenção dos padrões 

analisados e os fragmentos específicos para cada um. Para análises em modo SRM, os 

guias de validação para métodos por LC-MS preconizam que pelo menos duas 

transições sejam monitoradas, uma de quantificação e outra de confirmação.  

Os resultados da análise em LC-MS, exibidos na Tabela 2, mostra a quercetina 

(3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) como o composto bioativo mais abundante na casca 

do cambucá preto. Este composto é o principal flavonoide presente na dieta humana, 

representando cerca de 95% do total de flavonoides ingeridos. 

Muitos estudos têm sido feitos nos últimos anos sobre os flavonoides, 

principalmente a quercetina, devido aos seus benefícios a saúde como o efeito 

antioxidante, os tornando importantes compostos dietéticos com promissor potencial 

terapêutico. E ainda, há relatos e evidências epidemiológicas que indicam que dietas 

ricas em flavonoides como a quercetina, previnem e tratam doenças cardiovasculares, 

câncer e insuficiências renal e hepática. 



 

 

O ácido p-cumárico é outro composto bioativo com propriedades antioxidantes 

que tem presença significativa na casca do cambucá preto. 

Com estes resultados fica evidente a superioridade, em termos de concentração 

em µg·g-1 de compostos bioativos, da casca em relação à polpa da fruta em estudo, 

mostrando a importância da inserção das demais partes da fruta na dieta humana. 

A análise da semente do cambucá preto em LC-MS/MS está em andamento. 

Tabela 2 – Identificação e quantificação dos compostos fenólicos do cambucá preto por 

LC-MS/MS 

Composto                           Concentração (µg·g-1) 

Casca                     Polpa 

Artepelina C 0,100567 0,153506 

Ácido cafeico 0,110624 0,098682 

Ácido clorogênico 0,150851 0,098682 

Ácido cinâmico 2,644912 2,346446 

Galato de etila 2,021397 0,471482 

Ácido gálico 1,930886 0,866211 

Canferol 0,150851 <LOQ 

Ácido p-cumárico 7,974963 0,665557 

Ácido protocatequínico 2,031453 0,383765 

Quercetina  16,63378 1,370588 

Ácido ferúlico 0,191077 0,164471 

LOQ: limite de quantificação 

 

 



 

 

4. CONCLUSÃO 

Com este trabalho foi possível identificar e quantificar, a partir do extrato 

etanoico os compostos bioativos na fruta estudada por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência, bem como seu poder antioxidante, confirmando a importância da realização 

de estudos da casca, polpa e semente separadamente, para assim avaliar o potencial de 

cada parte da fruta como forma de obter um melhor aproveitamento de seus benefícios à 

saúde e a futuras aplicações industriais. 
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