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RESUMO - Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de
metabolitos secundarios das plantas e vegetais, com mais de 8000 estruturas até
agora conhecidas. Eles sdo importantes constituintes dos alimentos presentes na
maioria dos produtos naturais, principalmente em frutas e vegetais, contribuindo
para caracteristicas como o sabor e a cor. Ao longo dos tempos, houve um
crescente interesse nestes compostos, devido ao seu efeito positivo contra
algumas doencas, entre elas, cancer e doencgas corondrias, como também pelos
efeitos antioxidantes, antibacterianos, antivirais, antialérgicos e vasodilatadores.
A jabuticabeira (Myrtaceae) é uma planta nativa brasileira e pouco estudada
quanto a composicdo quimica dos seus frutos, principalmente em relacdo aos
compostos bioativos. Objetivou-se com esse trabalho determinar a composi¢ao de
compostos fenolicos das partes da fruta através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE/EM). A metodologia
empregada foi a extracdo sélido-liquido com utiliza¢éo do solvente etanol 70%. A
quantidade de compostos identificados na jabuticaba apresentou concentracoes
superiores na casca do gque na polpa e semente, demonstrando que a casca é uma
importante fonte de compostos bioativos e deve ser incluida na dieta alimentar.

1. INTRODUCAO

Os compostos fenolicos, em plantas, sdo essenciais no crescimento e reproducao
dos vegetais, além de atuarem como agente antipatogénico e contribuirem na
pigmentacdo. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (Naczk e Shahidi, 2004).

Quimicamente, os compostos fenolicos sdo definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
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grupos funcionais (Lee et al, 2005). Possuem estrutura variavel e com isso, Sao

multifuncionais. Existem cerca de oito mil fendis, dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis
(Naczk e Shahidi, 2004).

Os compostos fenolicos sdo importantes no combate aos radicais livres, sendo
muito eficientes na prevencdo da autoxidacdo, bem como auxiliam a reducdo da
oxidacdo lipidica de tecidos (vegetal e animal) a nivel celular. Por isso, € importante
que esta classe de compostos seja incorporada na alimentagdo, uma vez que substancias
fenolicas conservam nédo apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose e cancer (Ramarathnam et al,
1995).

Os compostos fendlicos sdo divididos em &cidos fendlicos e flavonoides. Os
acidos fendlicos apresentam um grupo funcional carboxila e sdo divididos em duas
classes: os &cidos hidroxibenzoicos e os hidroxicindmicos (conforme mostra a Figura
1). Os primeiros sdo componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisaveis, e
sdo menos abundantes nos vegetais consumidos pelos humanos. Os &cidos
hidroxicinamicos estdo presentes em varios alimentos e bebidas de origem vegetal,
como o café, erva mate, maca, ameixa e outras frutas, cruciferas, cereais, entre outros.
Exemplos desta classe de compostos sdo o acido cafeico, p-cumarico, ferulico e
sinapico que, na maioria dos alimentos, se encontram esterificados ao acido quinico,
acido tartarico ou carboidratos e derivados. Estes acidos hidroxicindmicos também
podem ser encontrados na forma livre em alimentos, como o tomate e a cerveja
(Karakaya, 2004).

Acido siringico: R, =H; R, =R, =0CH,: R, = OH

ACIDOS HIDROXIBENZOIC 08 ACIDOS HIDROXICIVAMIC OS
R, R, R, R,
R, A COOH I; CH = CH-COOH

R, R;
Acido salicilico: R, = OH; R,=R,=R,=H Acido cindmico: R, =R,=R,=R,=H
Acido gentisico: R, =R, =0H: R,=R,=H A{:lduu -cumdrico: R, =0H; R,=R,=R,=H
A.{udnp hldru\ubcnzmcn B =B,= JL H:R,=0H  Acido m-cumdrico: R, =R,=R,=H; R.=0H
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Figura 1 — Estrutura basica dos Acidos Fenolicos (fonte: Ramalho e Jorge, 2006).

Os flavonoides comp&em uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma serie de
propriedades farmacologicas que os fazem atuarem sobre sistemas bioldgicos.
Consequentemente, muitas dessas propriedades atuam de forma benéfica para a satde
humana. Os flavonoides sdo encontrados em vegetais, legumes, frutas, chas de ervas,
mel, entre outros produtos de consumo cotidiano.
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Estruturalmente, os flavonoides constituem substancias aromaticas com 15

atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico (conforme mostra a Figura 2), que
possuem nessa estrutura anéis aromaticos. O esqueleto C15 dos flavonoides é
biogeneticamente derivado do fenilpropano (C6-C3) e trés unidades de acetato (C6).

Atualmente, ja foram identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao
grupo dos flavonoides (Peterson e Dwyer, 2003). A explicacdo para a existéncia de uma
grande diversidade estrutural dos flavonoides se da pelas modificacdes que tais
compostos podem sofrer, como: hidroxilacdo, metilacdo, acilacdo, glicosilagdo, entre
outras (Koes et al, 1994).

ESTRUTURA BASE DOS
FLAVONOIDES

Figura 2 — Estrutura base dos flavonoides (fonte: Peterson e Dwyer, 2003).
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais
Amostra: a jabuticaba foi adquirida no municipio de Boquim-Se.
Reagentes: etanol 70%, acetonitrila, metanol (grau HPLC).

Padrdes analiticos: acacetina, &cido cafeico, acido cindmico, acido a-ciano-4-
hidroxicinamico, acido clorogénico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido galico,
acido protocatequinico, &cido vanilico, apigenina, artepelina C, biochanina A, cafeato
de feniletilo (CAPE), canferol, £catequina, crisina, daidzeina, epicatequina, eriodictiol,
galato de etila, isorhamnetina, kaempferide, luteolina, miricetina, narigenina,
pinocembrina, quercetina-3-glicosideo, rutina, vanilina. Os padrdes foram adquiridos
pela Sigma Aldrich.

Equipamentos: banho de ultrassom (Unique), centrifuga (Eppendorf 5810 R),
estufa (Icano modelo 3).

2.2. Método de Extracéo

Pesou-se separadamente 2 gramas de cada parte da fruta (casca, polpa e semente)
e adicionado 15 mL de solucdo de etanol 70%. Posteriormente, levou-as ao banho de
ultrassom por 1 hora a 40 °C e centrifugou-as a 4000 G por 10 minutos em uma
temperatura de 20 °C. O sobrenadante foi retirado, transferido para um béquer e
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colocado na estufa a 40 °C até que estivesse completamente seco. O extrato foi

ressuspendido a 50 mg-mL™ de etanol 70% e as analises foram feitas em triplicata.

2.3. lIdentificacdo e Quantificacdo por LC-MS/MS

Parametros do espectrdmetro de massas: as analises foram conduzidas em um LC-
MS com analisador de massa do tipo triplo quadrupolo, modelo Agilent 6490
TripleQuad LC/MS, com ionizacdo por electrospray no modo positivo. A temperatura
do gés foi de 200 °C, vazdo do gas: 12 L-min™, nebulizador: 20 psi, sheath gas temp:
400 °C, sheath gas flow: 11 L-min™, voltagem do capilar: 3500 V, nozzle: 500 V, dwell
time: 9.8, voltagem da cela de aceleragdo: 5 V.

Condig6es cromatograficas: os padrdes de flavonoides e &cidos fenolicos foram
separados e analisados em uma coluna Ascentis Express F5 (150 x 2.1 mm, 2.7 um de
particula) (Sigma Aldrich). A fase movel consistiu de: A (dgua deionizada com 0.1% de
4cido férmico) e B (acetonitrila com 0.1% de 4cido férmico). A vazdo: 0.2 mL-min™,
sob temperatura de 40 °C e volume de injecdo de 2 pL. Os eventos da eluigdo 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 DISCUSSAO

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) ¢ uma fruta nativa do Brasil que pode ser
encontrada de norte a sul do pais, tem casca de coloracdo arroxeada o que demonstra o
alto teor de antocianinas. Pode ser consumida naturalmente ou industrializada na forma
de sucos, geleias, compotas, licor, vinagre, fermentados alcoolicos e destilados
(Andersen, 1989). Mesmo com grande popularidade, poucos estudos séo encontrados
na literatura quanto aos constituintes quimicos, sobretudo os compostos bioativos,
principalmente em relacdo as fragfes do fruto, estando reportada somente a presenca de
antocianinas, &cido ascorbico, taninos e glicosideos cianidinicos e peonidinicos
(Reynertsonet al, 2006). As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo
vermelha a azul (espectro de cor das antocianinas), sdao as mais importantes fontes de
compostos fendlicos em dietas alimentares (Aherne e O’brien, 2002). Porém, nesse
trabalho, ndo foi possivel identificar nem quantificar as antocianinas por ndo haver, no
laboratorio, padrdes referentes a essa classe de flavonoide.

A fase estacionaria de pentafluorofenilpropil (PFP), utilizada neste trabalho,
proporciona um empacotamento estavel em fase reversa com anéis de fenilo deficientes
em elétrons devido a presenca de flliores eletronegativos (que conferem diferentes
interacfes com os analitos quando comparados com colunas convencionais Cg e Cig).
Além de formar interacBes p-p e ligeiramente estéricas, as fases F5 também retém
compostos por interagfes polares. As fases PFP podem ser usadas para compostos
bésicos, acidos ou neutros.

A técnica de LC-MS combina as capacidades de separacéo fisica da cromatografia
liquida, com as capacidades da espectrometria de massa para detectar seletivamente e
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confirmar a identidade molecular. A espectrometria de massa fornece uma informacao

qualitativa e quantitativa acerca da composicdo molecular dos compostos e da sua
estrutura quimica, auxiliando no esclarecimento das estruturas dos compostos (Falcéo,
2009).

A identificacdo dos compostos presentes no extrato de jabuticaba foi realizada
comparando-se os tempos de retencdo dos padrdes analisados (total de 30 padrdes) e 0s
fragmentos especificos para cada um. Para a quantificacdo dos compostos, curvas de
calibragdo foram construidas, com um range de concentracdo de 20 — 1000 ng-mL™
(com linearidade r> > 0,990). A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos da
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos das partes da jabuticaba.

Tabela 1 — Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos da jabuticaba por LC-

MS/MS

Compostos Casca (ug-g™)  Polpa (ug-g?)  Semente (ug-g™)
Acido clorogénico 0,118 0,065 <LOQ
Acido p-cumérico 4,984 4,009 2,220
protogig?u’nico 3,151 0,505 0,797
Acido feralico 0,150 0,122 0,157
Artepelina C 0,118 0,098 0,095
Canferol 0,245 0,098 0,088
Catequina 0,221 <LOQ 0,627
Eriodictiol 0,087 0,057 0,054
Galato de etila 0,758 0,138 3,582
Narigenina 0,189 0,098 0,116
Pinocembrina 0,118 0,114 0,197
Quercetina-3- 12,953 1426 1,089

glicosideo

LOQ: limite de quantificacdo

Os resultados foram expressos através da média das triplicatas, na qual obteve-se
coeficiente de variagdo menor que 15%, que segundo a ICH (International Conference
on Harmonisation) se encontra dentro do valor maximo aceitavel (menor que 20%) para
validacdo de metodos. O limite de deteccdo (LOD) do método foi a relacédo sinal-ruido
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de 3:1, e o limite de quantificacdo (LOQ) foi 0 menor ponto da curva (20 ng-mL™). Para

esse método, ndo foi deita anélise de recuperacdo nem do efeito matriz no cromatografo.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que a casca de jabuticaba apresenta
contetdos de compostos fendlicos superiores aos da polpa e semente para 8 dos 12
compostos quantificados, demonstrando que a casca deve ser incluida no consumo para
absorver todo o potencial da fruta.

O composto majoritario na casca (12,953 pg-g?) foi a quercetina (3,5,7,3°4’-
pentahidroxi flavona) que segundo Behling et al (2004) é o principal flavonoide
presente na dieta humana. Estudos in vitro mostraram o seu beneficio na inibicdo da
agregacdo plaquetaria (Tzeng et al, 1991), na detoxicacdo de diversas enzimas (Uda et
al, 1997), bem como o efeito na inibicdo do crescimento de certas células tumorais
humanas do colon (Ranelletti et al, 1992), e do trato gastrointestinal (Yoshida et al,
1990).

Segundo Podsedek (2007), varios estudos epidemioldgicos indicaram que a alta
ingestdo de produtos vegetais esta associada com uma reducdo no risco de uma
variedade de doengas cronicas, como aterosclerose e cancer. Estes efeitos tém sido
particularmente atribuidos aos compostos que possuem atividade antioxidante. Os
acidos p-cumarico, ferulico e clorogénico sdo antioxidantes mais ativos do que 0s
derivados do acido benzoico, tais como acido protocatecuico, siringico e vanilico. 1sso
se deve a dupla ligacéo presente na molécula dos derivados do acido cindmico (Figura
1), que participa da estabilidade do radical por ressonancia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do acido benzoico ndo apresentam essa
caracteristica (Wanasundara et al, 2007).

4. CONCLUSAO

O método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
demonstrou-se satisfatorio para determinacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos
da fruta, em concentracBes a niveis traco, da ordem de ug.g™. Porém, fazem-se
necessarios estudos mais aprofundados para verificar a contribuicdo da fruta
(jabuticaba) para o organismo, bem como a quantidade necesséria de ingestéo, além de
verificar se os conteddos se mantém ao longo da vida de prateleira e em diferentes
formas de armazenamento e aplicacdes, aplicacfes essas que precisam ser analisadas
em conjunto com outras areas além da quimica (farmacologia, biologia, cosmetologia,
alimenticia).

A gquantidade de compostos identificados na jabuticaba apresenta concentragdes
superiores na casca do que na polpa e semente, demonstrando que a casca deve ser
incluida na ingestdo para melhor absorver os contetdos da mesma. No entanto, nota-se
também quantidades significativas de compostos bioativos na polpa e na semente, isto
sugere seu alto potencial como ingrediente bioativo na elaboracdo de novos alimentos
funcionais ou de novas aplicagdes industriais.
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