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RESUMO

CUNHA, Carolina Passos. Estudo fitoquimico de Myrcia multiflora (Lam.) DC. e
Psychotria leiocarpa Cham. & Schlitdl. 2018. 183 p. Tese (Doutorado em Quimica) Instituto
de Ciéncias Exatas, Programa de P6s-graduagdo em Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, porém necessita valorizar e promover o
conhecimento desta biodiversidade. A espécie Myrcia multiflora (Lam) DC., conhecida como
“pedra-ume-caa” (fruto roxo), € uma espécie nativa que pertence a familia Myrtaceae. A
espécie Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl., conhecida como cafeeiro do mato (fruto
azul), é uma espécie nativa que pertence a familia Rubiaceae. A coloragédo caracteristica dos
frutos (roxo e azul, respectivamente) de ambas as espécies chama a atencéo pelo seu potencial
de uso como corante natural. A sazonalidade em que ocorre a frutificacdo tem gerado
dificuldade na caracterizacdo fitoquimica dos frutos de espécies vegetais. Diante deste
contexto, as duas espécies permanecem sem investigacdo dos metabdlitos especiais
(secundarios) produzidos nos frutos. Assim, estabeleceu-se como objetivo deste trabalho
realizar o primeiro estudo fitoquimico dos frutos de M. multiflora e P. leiocarpa. A
quantificacdo de antocianinas, carotenoides e acidos fenolicos presentes nos frutos de
M. multiflora foi realizada por CLAE-DAD e a capacidade antioxidante foi avaliada por
métodos de captura de radicais livres (DPPH e ABTS). Flavonois presentes nos frutos desta
espécie foram isolados por cromatografia flash, utilizando um sistema de isolamento
cromatogréfico acelerado em cartucho de fase reversa. As substdncias do extrato de
P. leiocarpa foram isoladas por CLAE em coluna analitica de fase reversa, acoplada a valvula
seletora de canais e cromatografia classica em coluna de fase normal. As substancias isoladas
de ambas as espécies tiveram suas estruturas determinadas através da interpretacdo dos dados
espectrais fornecidos por UV-Vis, RMN 1D e 2D e EM envolvendo comparacdo com dados
existentes na literatura. Foi realizada a comparacdo do perfil cromatografico de outras
espécies do género Psychotria (P. suterella e P. nuda) com o extrato de P. leiocarpa,
objetivando a identificagcdo de antocianinas. Foram identificadas vinte e trés substancias nos
frutos de M. multiflora, dentre elas, carotenoides, flavonoides e acidos fendlicos, sendo que
dezenove destas substancias foram quantificadas. O perfil e concentracdo das substancias foi
similar ao de outras espécies da familia Myrtaceae. Os frutos de M. multiflora apresentaram a
terceira maior atividade antioxidante quando comparado com dezoito frutos nativos. O
conhecimento fitoquimico e a alta capacidade antioxidante observada para os frutos somados
sua coloracdo roxa intensa tornam esta espécie um candidato para uso como corante
alimenticio natural com potencial de melhorar a funcionalidade do alimento. Oito substancias
foram isoladas dos frutos de P. leiocarpa, caracterizando-se antocianinas, acido fendlico e
esteroides. As antocianinas aciladas foram caracterizadas estruturalmente como Delfinidina-3-
O-(6-0O-(E)-feruloil-B-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-B-glicopiranosil), Petunidina-3-O-
(6-O-(E)-feruloil-B-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) e Malvidina-3-O-(6-
O-(E)-feruloil-p-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-B-glicopiranosil), sendo elas inéditas na
literatura. ldentificou-se antocianinas aciladas em frutos com coloragdo azulada de
P. suterella e P. nuda, indicando a possibilidade de existéncia destas substancias em outras
espécies do género. Os resultados obtidos com este trabalho contribuem para o conhecimento
fitoquimico de dois frutos de espécies nativas, envolvendo a caracterizacdo de substancias
inéditas e identificacdo de substancias bioativas, promovendo a valorizacdo dos frutos da
biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Psychotria leiocarpa, Myrcia multiflora, Antocianinas aciladas.



ABSTRACT

CUNHA, Carolina Passos. Phytochemical study of Myrcia multiflora (Lam.) DC. and
Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. 2018. 183 p. Thesis (Doctor of Chemistry, Organic
Chemistry) Institute of Exact Sciences, Postgraduation Program in Chemistry, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Brazil has the greatest biodiversity in the world, but it needs to value and promote knowledge
of local biodiversity. The species M. multiflora (Lam) DC., known as "pedra-ume-cad"
(purple fruit), is a native species that belongs to the Myrtaceae family. The species Psychotria
leiocarpa Cham. & Schltdl., known as “cafeeiro do mato” (blue fruit), is a native species that
belongs to the Rubiaceae family. The characteristic coloration of the fruits (purple and blue,
respectively) of both species draws attention to their potential for use as a natural colorant.
The seasonality in which fruiting occurs has generated difficulty in the phytochemical
characterization of fruits of plant species. In this context, the two species remain without
investigation of the special (secondary) metabolites produced in the fruits. Thus, the aim of
this work to carry out the first phytochemical study of the fruits of M. multiflora and P.
leiocarpa. The quantification of anthocyanins, carotenoids and phenolic acids present in the
fruits of M. multiflora was performed by HPLC-DAD and the antioxidant capacity was
evaluated by free radical capture methods (DPPH and ABTS). The flavonols present in fruits
of this species were isolated by accelerated liquid chromatography in reversed-phase
cartridge. The substances of the P. leiocarpa extract were isolated by HPLC on reverse phase
analytical column, coupled to the channel selector valve and classic chromatography on a
normal phase column. The isolated substances of both species had their structures determined
through the interpretation of the spectral data furnished by UV, 1D and 2D NMR and high-
resolution MS (HRMS) involving comparison with data in the literature. The
chromatographic profile of other species of the genus Psychotria (P. suterella and P. nuda)
was compared with the extract of P. leiocarpa, aiming at the identification of anthocyanins.
Twenty-three substances were identified in the fruits of M. multiflora, incluing carotenoids,
flavonoids and phenolic acids characterization. Nineteen of these substances were quantified.
The profile and concentration of the substances was similar to that of other species of the
Myrtaceae family. The fruits of M. multiflora presented the third largest antioxidant capacity
when compared to eighteen native fruits. The phytochemical knowledge and the high
antioxidant capacity observed for the fruits added to their intense purple coloration make this
species a candidate for use of natural food coloring with potential to improve the functionality
of the food. Eight substances were isolated from the fruits of P. leiocarpa, characterized as
anthocyanins, phenolic acid and steroids. Acylated anthocyanins were structurally
characterized as Delphinidin-3-O-(6-O-(E)-feruloyl-p-gentiobiosyl)-7-O-(6-O-(E)-feruloyl-f-
glucopyranosyl), Petunidin-3-O-(6-O-(E)-feruloyl-p-gentiobiosyl)-7-O-(6-O-(E)-feruloyl-p-
glucopyranosyl) and Malvidin-3-O-(6-O-(E)-feruloyl-p-gentiobiosyl)-7-O-(6-O-(E)-feruloyl-
B-glucopyranosyl), being unpublished in the literature. Acylated anthocyanins were identified
in fruits with bluish coloring of P. suterella and P. nuda, indicating the possibility of
existence of these substances in other species of the genus. The results obtained with this
work contribute to the phytochemical knowledge of two fruits of native species, involving the
characterization of novel substances and identification of bioactive substances, promoting the
valorization of Brazilian biodiversity fruits.

Keywords: Psychotria leiocarpa, Myrcia multiflora, Acylated anthocyanins
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o pais com a maior biodiversidade do mundo. Contraditoriamente, as
espeécies nativas sdo subutilizadas, pois pouco se conhece sobre suas aplicacbes e beneficios.
E necesséario conhecer e promover a valorizagdo e, consequentemente a conservacio da
biodiversidade nacional. A quimica de produtos naturais visa conhecer as substancias
produzidas pelo metabolismo especial (secundario) dos organismos vivos, sendo 0 pontapé
inicial na busca por aplicacdes para estes recursos naturais disponiveis.

A espécie Myrcia multiflora DC. é uma planta nativa do Brasil, pertencente a familia
Myrtaceae, ocorre desde a regido norte até o Rio Grande do Sul. Popularmente é conhecida
como “pedra-ume-caa”, suas folhas sdo utilizadas na medicina popular como hipoglicemiante
e seus frutos podem ser consumidos como alimento.

Investigagdes com as folhas de M. multiflora resultaram no isolamento de acetofenonas,
flavanonas e flavonois. Extratos brutos e algumas substancias isoladas foram testados para
inibicdo das enzimas aldose redutase e glicosidase. Dentre os compostos isolados testados, as
mirciatricinas, mirciafenonas, 1-desmantina e guaijaverina apresentaram atividade
hipoglicimiante. Apesar de existirem estudos fitoquimicos e até de atividade biol6gica com as
folhas de M. multiflora, para os frutos ndo h& relatos na literatura sobre o perfil das
substancias produzidas por seu metabolismo especial. A coloragédo roxa intensa de tais frutos
sinaliza como um potencial de utilizacdo como corante natural.

A espécie Psychotria leiocarpa Cham. & Schlitdl., familia Rubiaceae, conhecida
popularmente como cafeeiro do mato, pertence a familia Rubiaceae, é uma espécie nativa que
ocorre desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul. Suas folhas apresentaram alta concentracdo
do alcaldide indolico N,B-D-glucopiranosil vincosamida, além disso, foram identificados
iridoides e sesquiterpenos em suas folhas. O extrato aquoso das folhas desta planta apresentou
acao alelopatica na germinacéo e no crescimento de Lactuca sativa e Mimosa bimucronata.
Quanto aos frutos, também ndo foram encontrados relatos na literatura resultante de estudos
fitoquimicos desta parte da planta. A coloragdo azul, caracteristica dos frutos de P. leiocarpa,
chama a atencédo pois ndo € comumente encontrada na natureza, tendo potencial de uso como
um corante natural.

As espécies frutiferas selvagens, em geral, sdo consumidas apenas pela fauna silvestre,
pois as pesquisas relacionadas aos frutos destas espécies, contendo informacgdes sobre valor

nutricional ou medicinal, sdo excassas. Deste modo, ndo ha ferramenta para estimular o
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consumo. A sazonalidade em que ocorre a frutificacdo e o acesso e identificacdo de plantas
selvagens dificultam a caracterizacéo fitoquimica dos frutos.

A quimica de produtos naturais visa separacao, elucidacdo estrutural e caracterizacdo
dos constituintes das plantas, contribuindo, através de uma relacdo interdisciplinar, com
diversas areas da ciéncia, como, por exemplo: boténica, farmacologia, medicina, tecnologia
de alimentos e nutrigdo, ja que o estudo fitoquimico € uma etapa necessaria na pesquisa por
aplicacdes das espécies vegetais.

Esta interdisciplinaridade culminanou no interesse pela quimica de produtos naturais, 0
que influenciou o desenvolvimento de tecnologias de separagdo, como a cromatografia, e de
métodos espectroscopicos como UV, EM e RMN, que sdo as ferramentas primordiais
utilizadas pelos profissionais da area.

A identificacdo de substancias conhecidas sempre que possivel deve ser priorizada
através de técnicas que ndo necessitem de isolamento. Para o estudo de moléculas inéditas
ainda € necessario o isolamento para a determinacdo estrutural inequivoca da substancia. No
entanto, com o desenvolvimento das técnicas de separacdo e equipamentos este isolamento
pode ser otimizado, a fim de fornecer as substancias isoladas com alto grau de pureza e
consumir menor tempo e solvente.

A diversidade bioldgica dos géneros Myrcia e Psychotria, a caréncia de trabalhos
relacionados a substancias produzidas pelos frutos das espécies Myrcia multiflora (Lam) DC.
e Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. e o potencial de utilizacdo destes frutos como
matéria prima para corantes naturais demandam o desenvolvimento de um estudo fitoquimico

dos frutos destas espécies.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver o primeiro estudo fitoquimico dos frutos de Myrcia multiflora (Lam) DC. e

Psychotria leiocarpa Cham. & Schiltdl.

2.2. Objetivos especificos

v" ldentificar e quantificar as principais substancias bioativas presentes nos frutos de
M. multiflora através das analises por CLAE-DAD e EM com uso de padrdes
analiticos de acidos fenolicos, carotenoides, antocianinas;

v' Isolar as substancias dos frutos de M. multiflora ndo identificadas por comparacédo
com padrdes para determinacgéo estrutural;

v' Determinar a capacidade antioxidante dos frutos de M. multiflora através de
métodos de captura de radical livre;

v' Isolar as substancias dos frutos de P. leiocarpa;

v' Caracterizar as substancias isoladas através da interpretacdo dos dados
espectroscopicos fornecidos por RMN, EM e UV-Vis e comparacdo com dados
existentes na literatura;

v' Identificar antocianinas em outras espécies do género Psychotria por comparacao

com o extrato de P. leiocarpa.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Familia Myrtaceae e género Myrcia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 3500 a 5000 espécies, com mais ou menos
100 géneros, distribuidas predominantemente nas regibes tropicais e subtropicais do mundo,
com centros de diversidade na Australia, sudeste da Asia, América do Sul tropical e
temperada (WILSON et al., 2001). No Brasil € reconhecida como uma das familias lenhosas
com maior riqueza de espécies, destacando-se como uma das familias mais comuns na
formacdo das vegetacOes brasileiras (SOUZA, 2005). Do ponto de vista econdmico sdo
produtoras de madeiras, de frutos comestiveis e utilizadas como plantas decorativas. J& do
ponto de vista medicinal algumas espécies apresentam importantes atividades bioldgicas
(FERREIRA, 2010).

Dentre os géneros da familia Myrtaceae, destaca-se o Myrcia, em que se encontra a
M. multiflora. No continente americano estdo subordinadas ao género mais de 300 espécies,
distribuidas desde o México até o sul do Brasil (LIMBERGER et al., 2004). No Brasil foram
relatadas 260 espécies nativas pertencentes ao género Myrcia (ZAPPI et al., 2015).

Na medicina popular as espécies de Myrcia sdo utilizadas, principalmente, como
hipoglicemiantes, destacando-se as conhecidas popularmente como pedra-ume-caa: M.
amazonica DC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M. guianensis (Aubl.) DC., M. multiflora (Lam.)
DC., M. salicifolia DC. e M. speciosa (Amshoff) McVaugh e M. sylvatica (G.Mey.) (LOPES,
2015).

Os Oleos essenciais de algumas espécies do género Myrcia forma avaliados. Os
principais constituintes do dleo essencial da espécie Myrcia lundiana sdo Acido Nerdlico, 1,8-
cineol, Neral, Geranial, Isopulegol e Iso-isopulegol (ALVES et al., 2016), da espécie Myrcia
ovata sdo 1,8-Cineol, Linalool, Isopulegol, Citronellal, Iso-isopulegol, Neral, Geraniol,
Geranial, Acido Nerdlico e (E)-Nerolidol (JESUS et al., 2016; SAMPAIO et al., 2016) e da
espéecie Myrcia sylvatica sdo ar-Curcumene, -Selinene, Z-Calamenene, a-Calacorene, 1-epi-
Cubenol e Cadaleno (SACCOL et al., 2018).

Os principais constituintes quimicos fixos encontrados em espécies de Myrcia
reportados na literatura s@o substancias fenolicas principalmente da classe dos flavonoides
(LOPES, 2015). A Tabela 1 apresenta algumas substancias fendlicas identificadas no género
Myrcia.



Tabela 1. Substéncias fenodlicas identificadas no género Myrcia

Espécie Partes Cod. Substancia identificada no género Myrcia Referéncia
M1  Acido quinico
M2  Acido 4,5-dicafeoilquinico
M3 (+)-catequina
M4 Miricetina-3-O-B-D-glicopiranosideo
M5  Miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
M6  Quercetina-3-O-(6’’-galoil)-p-D-galactopiranosideo
M7 Isoquercitrina-6’’-galato
M8 Quercetina-3-0O-(a-L-rhamnopiranosil-(1-6))-p-D-
glicopiranosideo
M9  Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
M10 Isoquercitrina
M11 Quercetina-3-O-p-D-glucuronideo
M12 Guaijaverina
M13  Avicularina
M14  Kaempferol-3-O-(6°’-galoil)-B-D-glicopiranosideo
Myrcia M15 Quercetina-3-O-(6"-malonil)-glicopiranosideo
ru)t/JeIIa Folhas M16 Astragalina LiMAetal, 2018
M17  Quercitrina
M18  Quercetina-3-O-(6"-((E)-p-cumaroil))-B-D-glicopiranosideo
M19  Quercetina-3-O-(6"-((E)-p-cumaroil))-B-D-galactopiranosideo
M20  Quercetina-3-O-(6”’-(E)-feruloil)-p-D-glicopiranosideo
M21  Quercetina-3-(2’-(E)-sinapoil)-O-glicopiranosideo
M22  Quercetina
M23  Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo
M24  Kaempferol-3-O-rutinoside
M25  Miricetina-3-0-(6"’-[3,4-diidroxibenzoil])-B-D-glicopiranosideo
M26  Quercetina-3-O-B-D-glucuropiranosideo
M27  Quercetina-3-O-B-D-galacturopiranosideo
M28  Campferol-3-O-B-D-glucuronideo-6""metiléster
M29  Acido 3,4,3’-tri-O-metilelagico
M30  Acido 3,4-metilenodioxi-3'-O-metilelagico
M46  Acido Arjunolico
M31 Miricitrina
M32  Quercitrina
M33  Mearnsitrina
M34  1-desmantina
M12 Guaijaverina
M35 MirciafenonaA MATSUDA et al.,
Myrc_ia Folhas M36  Mirciafenona B 2002a; 2002b:
multiflora M37  Mirciacetina YOSHIKAWA et
M38 Metoximateucina al., 1998
M39  Mirciatricina |
M40  Mirciatricina Il
M41  Mirciatricina I11
M42  Mirciatricina IV
M43 Mirciatricina V




Tabela 1. Continuacao

Espécie Partes Cod. Substancia identificada no género Myrcia Referéncia
Myrcia Folhas M13  Avicularina IMATOM I et al.,
tomentosa M44  Juglanina 2013
2/||t):’ ri?:laia Folhas M45  Eucaliptin Woel;tlj"’\'l’ggf ER

M47  Campferol-3-O-B-D-galactopiranosideo

M48  Quercetin-3-O-p-D-xilopiranosideo

M12  Guaijaverina

M13  Avicularina

M17  Quecitrina

M22  Quercetina

M49  Miricetina 3-O-(6’-galoil)-B-D-galactopiranosideo

M5 Miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
Myrcia M50  Miricetina-3-O-B-D-xilopiranosideo WUBSHET et al

. Folhas M31 Miricitrina K

palustris o 2015

M51  Miricetina

M34  1-desmantina

M52 Acido protocatecuico

M53  Acido 4-O-(4’’-O-acetil-a-L-ramnopiranosil)elagico

M54 Acido 4-O-(2°*,4°’-O-diacetil-o-L-ramnopiranosil)elagico

M55 Acido 4-0-(2°*,3°’-O-diacetil-o-L-ramnopiranosil)elagico

M56  Acido 4-O-(3",4°’-O-diacetil-a-L-ramnopiranosil)elagico

M57  Acido 4-0-(2,3°*,4>*-O-diacetil-a-L-ramnopiranosil)elagico

M58  Casuarina

A Figura 1 apresenta algumas das substancias fendlicas identificadas no género Myrcia.
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Figura 1. Substancias fendlicas identificadas no género Myrcia




3.2 Myrcia multiflora (Lam.) DC.

A Myrcia multiflora DC. (Figura 2), conhecida popularmente como “pedra-ume-caa” ou
“planta insulina” (CRUZ, 1995) ¢ utilizada na medicina popular como hipoglicemiante na
forma de infusdo ou decocgdo das folhas. Outros usos s&o no tratamento de hemorragias,
diarréia, aftas e enterite, sendo as folhas e cascas as partes mais utilizadas dessa planta
(ALMEIDA, 1993; YOSHIKAWA et al., 1998; MATSUDA et al., 2002). Alguns sinbnimos
botanicos desta espécie sdo Myrcia sphaerocarpa ou Eugenia multiflora. Possui uma ampla
distribuicdo no Brasil, ocorrendo da regido norte até o Rio Grande do Sul (SOUZA et al.,
2008). Na restinga do Rio de Janeiro ocorre na Reserva da Praia do Sul, Restinga da
Marambaia, Jacarepagud, Cabo Frio e Macaé (SOUZA, 2005).

E uma espécie que se apresenta em forma arbustiva, quando ocorrente em vegetacoes
mais abertas com solo arenoso, como, por exemplo, na vegetacdo de transicdo entre dunas e
restinga, e porte arbdreo quando em vegetacdo de floresta ombréfila com solo de maior

influéncia argilosa. Floresce de julho a fevereiro e frutifica de outubro a abril (SOUZA,

2005). Dentre as mirtaceas neotropicais certamente € uma das espécies mais amplamente
distribuidas (REFLORA et al., 2018).
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Figura 2. Myrcia multiflora DC.
(Flora Digital RS, foto: Mateus Beise)



O peso e o tamanho médio dos frutos sdo de 4,5 g e 1,6 cm, respectivamente,
apresentando frutificagdo inclusive em tamanhos menores. Seus frutos, com coloragéo do
vermelho escuro ao roxo quando maduros contendo de uma a trés sementes, sdo comestiveis e
podem ser usados na fabricacao de geléia e licor (COUTINHO et al., 2013; RONCHI, 2017).

Coutinho et al. (2013) identificaram na polpa dos frutos de uma espécimen de
M. multiflora o pH acido (pH=3,9), o0 teor de acgucares redutores totais de 21 g/100 mL, a
presenca dos carboidratos Xilose e Glicose, dos aminoacidos Glicina, Lisina, Arginina,
Metionina e Treonina e o teor de 22,96 % de Vitamina C. Para o 0leo essencial das sementes
observou antagonismo quando associado com o antobidtico Gentamicina, ndo tendo
observado efeito quando associado aos antibidticos Kanamicina, Neomicina e Antamicina.

Estudos fitoquimicos com as folhas de M. multiflora resultaram no isolamento de
acetofenonas (Mirciafenonas A [M35] e B [M36]), flavanonas (Mirciacetina [M37],
Metoximateucina [M38], Mirciatricina | [M39], Il [M40], I1l [M41], IV [M42] e V [M43]) e
flavonois (Miricitrina [M31], Mearnsitrina [M33], Quercitrina [M32], 1-desmantina [M34] e
Guaiajaverina [M12]) (Figura 1).

A atividade hipoglicemiante da M. multiflora vem sendo estudada. Em estudos recentes,
tanto dos extratos brutos como de algumas substéncias isoladas, foram investigas como
inibidor da enzima aldose redutase e glicosidase. Dentre os compostos isolados testados, as
mirciatricinas (M39, M40, M41, M42, M43), mirciafenonas, 1-desmantina (M34) e
Guaijaverina (M12) apresentaram atividade hipoglicimiante, sendo que a 1-desmantina (M34)
apresentou um potencial inibidor da enzima aldose redutase equivalente ao Epalrestat
(Figura 3), um inibidor comercial sintético (MATSUDA et al., 2002a; 2002b; YOSHIKAWA
etal., 1998).
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Figura 3. Estrutura quimica do Epalrestar

A Mirciafenona A (M35) isolada de folhas de M. multiflora apresentou atividade

antiobesidade, hipolipemiante e hepatoprotetor, impediu a elevagdo do peso corporal de ratos



submetidos a uma dieta rica em gordura e reduziu os niveis de colesterol e triglicerideos
(FERREIRA et al., 2010a; 2010b).

Verificou-se a existéncia de alguns estudos fitoquimicos e de atividades biologicas com
as folhas de M. multiflora, porém ndo sdo relatadas informacgdes sobre os metabolitos

especiais presentes nos frutos desta espécie.

3.3. Familia Rubiaceae e género Psychotria

A familia Rubiaceae é constituida de cerca de 450 géneros envolvendo 6.500 espécies.
Seus integrantes sdo, principalmente, espécies arboOreas e arbustivas, sendo as espécies
herbaceas pouco frequentes. O género Psychotria pertence a familia Rubiaceae e compreende
mais de 2000 espécies, distribuidas predominantemente em florestas tropicais e subtropicais
(JUNIOR et al., 2016), sendo 251 nativas do Brasil (ZAPPI et al., 2015).

Cerca de 41 espécies do género Psychotria foram quimicamente investigadas,
envolvendo estudos com as folhas, raizes, ramos, caules, partes aéreas e planta inteira (YANG
et al., 2016). O levantamento biblidgrafico sobre os alcaldides do género Psychotria realizado
por JUNIOR et al. (2017) revelou que o género é uma fonte potencial destas substancias e
pelo menos 70 alcaldides indodlicos foram identificados. Cerca de 52 % das substancias
reportadas no género foram alcalbides, 12 % triterpenos e 6 % flavonoides. Dentre outras
classes de substancias que foram identificadas estdo: norisoprednoides, esteroides,
esfingolipidios, iridoides, ciclotideos, benzoquinonas, feoforbideios e outros compostos
fendlicos (JUNIOR et al., 2016).

Foram identificados esteroides em P. correae (ACHENBACH et al.,, 1995), P.
hainanensis (LI et al., 2011), P. sp. (YE et al., 2014), P. stachyoides (PIMENTA et al., 2011)
e P. vellosiana (MORENO et al., 2014), flavonoides em P. spectabilis (BENEVIDES et al.,
2005), P. hainanensis (LI et al., 2011), P. rubrae (LU et al., 2014; HAYASHI et al., 1987) e
P. yunnanensis (LU et al., 2014) e &acidos fendlicos em P. yunnanensis (LU et al., 2014) e
P.sp. (ZHANG et al., 2010). A Tabela 2 apresenta os esteroides e as substancias fendlicas

identificadas no género Psychotria.
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Tabela 2. Substancias fendlicas e esteroides identificados no género Psychotria

Espécie Parte Cod. Substancia Referéncia
P. correae Folr]as € P3 Daucosterol ACHENBACH
Raizes etal., 1995
P4  Stigmasterol glicopiranosideo
P1  B-Sitosterol
P3 Daucosterol
P. hainanensis Folhas P5 Rutina Lletal., 2011
P6  Campferol-3-O-rutinosideo
P7  Campferol-7-O-glicopiranosideo
P8  Quercetina
Raizes e P10 6-Hidrpxi-luteolin_a-7-p-rutinosideo LU etal., 2014;
P. rubra Hastes P11 Luteolina-7-O-rutinosideo HAYASHI et
P22 Psicorubrina al., 1987
P4  Stigmasterol glicopiranosideo
P17 11-O-Siringilbergenina YE et al., 2014;
P. sp. Hastes P18 (-)-bergenin ZHANG et al.,
P28 Acido Gélico 2010
P29 Metilgalato
camp(I)Dﬁutans R:;z;::se P21 1-Hidroxibenzoisocroman-quinona SOLllgge; al.
P8  Quercetina
P9  Quercetrina
P. spectabilis Folhas P14 Coumarina BSNaFVZI(%ES
P15 Umbeliferona B
P16 Psoraleno
P1  B-Sitosterol
Folhas, P3 Daucosterol
P. stachyoides Raizese P4  Stigmasterol glicopiranosideo PIMENTA et
' Partes P13 Escopoletina al., 2011
aéreas P19 Rubiadina
P20 Alizarina-1-metil éter
P1 -Sitosterol
P. vellosiana Pgrtes P2 gtigmasterol MORENO et
aéreas . al., 2014
P13 Escopoletina
P12 (-)-Butina
P23  Acido Salicilico
P24  Acido 4-Hidroxibenzéico
P25 Acid Vanilico
P26 Ester etil protocatecuato
P. yunnanensis Partes P27 Acido siringico LU etal., 2014
aéreas P30 Resorcinol
P31 (+)-Siringaresinol
P32 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-3-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-
3-0xo0-1-propanol
P33  3-Hidroxi-1-(3,5-dimetoxi-4-hidroxifenil)-propan-1-ona
P34 B-Hidroxipro piovanilona

A Figura 4 apresenta os esteroides e as substancias fendlicas identificas em espécies do

género Psychotria.
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Figura 4. Esteroides e substancias fendlicas identificadas no género Psychotria
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Existem relatos de espécies de Psychotria utilizadas na medicina popular, como
exemplo temos a utilizacdo de P. colorata no tratamento da dor de ouvido (flores) e dor
abdominal (raizes e frutos) (VERROTA et al., 1998) e de P. serpens como relaxante muscular
e analgésico (YANG et al., 2016). Além disso, a espécie P. viridis tem sido relatada como um
dos ingredients da bebida alucin6gena ayahuasca, originalmente utilizada por povos
indigenas da Amazonia e grupos religiosos (LOPES et al., 2000; PIC-TAYLOR et al., 2015).

Foram identificadas propriedades antimutagénica e antioxidante em P. umbellata e
(FRAGOSO, 2008), analgésica em P. colorata e P. umbellata (ELISABETSKY et al., 1995,
BOTH et al., 2002) e antimicobacteriana em P. stachyoides (MORAES et al., 2011).

3.4. Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl
A espécie P. leiocarpa (Figura 5) € nativa no Brasil com ocorréncia confirmada nos

estados da Bahia, Paraiba, Pernanbuco, Distrito Federal, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de

Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Figura 5. Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl
(REFLORA, 2018, foto: Mario Gomes)

P. leiocarpa € um arbusto lenhoso do sub-bosque nativo das florestas do sul do Brasil,
que ocorre em grupos de densidade relativamente alta. Folhas de plantas cultivadas em campo
contém aproximadamente 2,5 % de seu peso seco como alcaldide indolico N,B-D-
glucopiranosil vincosamida (GPV) (CORREA et al., 2008). A espécie é tolerante a altas doses
de UV-B, possivelmente devido ao acimulo constitutivo de GPV nas folhas (MATSUURA et
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al., 2016). Além do GPV, foram identificados nas folhas de P. leiocarpa os iridoides
Asperulosideo e Deacetilasperulosideo (LOPES et al., 2004). ANDRADE et al. (2010)
analisaram o Oleo essencial das folhas de P. leiocarpa, tal Oleo foi caracterizado
exclusivamente por sesquiterpenos, como o Biciclogermacreno (35,6 %), o Germacreno D
(17,6 %) e o B-cariofileno (7,2 %), respectivamente. A Figura 6 apresenta as substancias
identificadas na espécie P. leiocarpa.

O 0]
O O
A X
o o
CH3;CH,0 OGlc HO OGilc
Asperolosideo Deacetilasperolosideo N,B-D-Glucopyranosil
vincosamida
= = =
B-cariofileno Germacreno D Biciclogermacreno

Figura 6. Estrutura das substanicas identificadas em P. leiocarpa

O extrato aquoso de folhas de P. leiocarpa apresentou acdo alelopatica sobre a
germinacio e o crescimento de Lactuca sativa e Mimosa bimucronata (CORREA et al.,
2008). Outra atividade biologica relatada foi a atividade analgésica do extrato etandlico de
suas folhas (ELISABETSKY et al., 1997).

3.5. Metabdlitos secundarios (especiais)

Metabdlitos primarios, como o agucar, sdo largamente distribuidos na natureza sendo
necessario para o desenvolvimento fisioldgico, por exemplo: a divisao celular, crescimento e
reproducdo. Os metabolitos secundarios (especiais) sdo derivados dos metabolitos primarios e
encontrados, principalmente em plantas e algas. Nas plantas, estdo envolvidos na necessidade
de adaptagdo ao seu ambiente; por exemplo, pigmentacdo, mecanismos de defesa quimica,
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produtos finais de adaptacdo quimica a ambientes de estresse, sdo induzidos pela radiacdo
solar, sendo sintetizado por tipos de células especializadas em diferentes estagios de
desenvolvimento da planta ou durante processos vitais no combate a doencas (YANES et al.,
2013).

3.6. Terpenos

A classe dos terpenos é, provavelmente, a maior e mais diversificada classe de produtos
naturais, ocorrendo em todos 0s organismos vivos, principalmente em plantas superiores. S&o
empregados na industria alimenticia, como aditivos alimentares e especiarias, na industria de
perfumaria como fragrancias e cosméticos e na industria farmacéutica como medicamentos
(MARTINS et al., 2017). A funcdo dos terpenos nas plantas é considerada tanto ecoldgica
quanto fisioldgica, atuando na inibicdo do crescimento de plantas concorrentes (alelopatia),
agindo como inseticidas, atraindo polinizadores ou atuando como horménio vegetal (CSEKE,
2006).

Fazem parte da classe dos terpenos substancias constituidas por unidades de Isopreno
(Cs)n, unidos na forma cabeca-cauda e/ou cauda-cauda, formando os precurosores Geraniol,
Farnesol, Geranilgeraniol, Geranilfarnesol, Esqualeno e Fitoeno. O nimero de unidades de
carbono possibilita a classificagdo em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos
(C1s), diterpenos (C2o), sesterpenos (Cqs), triterpenos (Cao) e tetraterpenos (Cao) (Figura 7;
DEWICK, 2002). Como todos os produtos naturais, dentro desta classificagcdo simples existe
uma enorme diversidade estrutural. ModificacGes nas estruturas de seus precursores e de
produtos formados, como ciclizagc6es, rearranjos, oxidacbes e reducdes ddo origem a uma
ampla variedade de substancias, mais de 30.000 terpenos ja foram identificados (CSEKE,
2006).
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Figura 7. Classe dos terpenos e seus respectivos precursores
(Adaptado de DEWICK, 2002)

3.6.1. Biossintese dos terpenos

A biossintese sugere a rota pela qual os metabdlitos sdo sintetizados nos organismos
vivos. Os produtos do metabolismo especial (secundario) sdo divididos conforme
caracteristicas no esqueleto basico, sendo que cada grupo de metabdlitos especiais possui um
precursor na rota biossintética. O conhecimento da rota biossintética das classes de
metabdlitos, aliado aos dados espectroscdpicos, é importante no processo de elucidacdo
estrutural de produtos naturais.

O precursor dos terpenos é o Isopentenil Difosfato (IPP), que pode ser produzido
bioquimicamente por duas vias biossintéticas diferentes, através dos intermediarios Acido
Mevaldnico ou 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato. Os animais parecem ndo ter a via do 1-deoxi-D-
xilose-5-fosfato, utilizando exclusivamente o caminho do Acido Meval6nico. Outros

organismos, incluindo as plantas, sdo equipados para empregar ambas as vias. Nas plantas, as
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duas vias parecem ser compartimentalizadas, de modo que as enzimas do caminho do
mevalonato estdo localizadas no citosol, enquanto as enzimas da via do 1-deoxi-D-xilose-5-
fosfato sdo encontradas nos cloroplastos. Por conseguinte, os triterpenos e os esterdis séo
formados pela via do Acido Mevaldnico, enquanto que a maioria dos outros terpendides s&o
formados nos cloroplastos e séo derivados do 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato (DEWICK, 2002;
Esquema 1 e 2).

H@
/v o OH O EnzSH
)J\ = SCoA == +
SCOA MSCOA .
OH
SEnz M
@)J\SCOA <@ SEnz HOC SCoA
\I( 0O HMG-CoA
© G-C
HMG-CoA
redutasg lNADPH
N HO,C S
HO,C OH 2 ~0 2 SCoA
Acido mevalénico Acido mevalénico
hemitioacetal
l 2 ATP
Isomerase
< -CO
HO OPP 2 OPP
Isopentenil PP Dimetilalil PP
(IPP) (DMAPP)

Esquema 1. Via do Acido meval6nico para biossintese do IPP e DMAPP
(Adaptado de DEWICK, 2002)

Na via do Acido Meval6nico o Dimetilalil Difosfato (DMAPP) é formado a partir da
isomerizacdo do IPP. Existem evidéncias que na via do 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato o DMAPP
pode ser formado indenpendentemente. Os Esquema 2 apresenta a via da 1-deoxi-D-xilose-5-
fosfato para biossintese do IPP e DMAPP.

17



H+

)
) RPN
o H. OH N7 S
0 o
OH H/\OP H
co oP o 7/ R,
N ji\/ OH ® L OH !
o Tamimpe  RISNDTS  Degliceraldeido3-p — Ri~N7 s — <O op
Acido pirtvico (TPP) ) — L /\ — '\ @) OH
R R2
.

TPP/derivado H
enamina piruvato 1-deoxi-D-xilulose-5-P

NH, OH

OH o o </ \:N cTP NOP NADPH )\O‘Hﬂ _ J\‘ﬂ
NO'IF}‘O"?'O o N«o on o o OH > OFoH >
OH OH OH OH \H/ 2-C-metil-D-eritritol-4-P

HO OH \NADPH
Isomerase? )’\A -H,0 NADPH -H,0
)\AOPP — opp < H\WOPP<— H\AOPP <—H\Aopp
PP OH OH

DMAPP OH OH

Esquema 2. Via da 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato para biossintese do IPP e DMAPP
(Adaptado de DEWICK, 2002)

Geraniol (Cio), Farnesol (Cis), Geranilgeraniol (Cx) e Geranilfarnesol (Czs) sé@o
formados exclusivamente por unidades de Isopreno conectadas via ligacdo cabeca-cauda,
enquanto que Esqualeno (Cso) e Fitoeno (Cao) exibem uma ligacéo cauda-cauda no centro das

moléculas. O Esquema 3 sumariza a formacdo da ligacdo cabeca-cauda involvida na
biossintese do Geranil PP.
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Esquema 3. Formacéo da ligacdo cabeca-cauda involvida na biossintese do Geranil PP
(Adaptado de DEWICK, 2002)

Para a formacdo do Esqualeno, o cation alilico aceita um ion hidreto do NADPH, mas
para a biossintese do Fitoeno, um proton € perdido, gerando uma ligacdo dupla no centro da
molécula, e assim uma cadeia conjugada de trés ligacdes é desenvolvida. Este sistema impede
o tipo de ciclizacdo que ocorre com o Esqualeno que da origem aos triterpenos (DEWICK,
2002). Os Esquemas 4 e 5 sumarizam a formacdo da ligacdo cauda-cauda envolvida na
biossintese do Fitoeno e Esqualeno.

pPO" NF Z Z

Farnesil PP OPP
N X N7 e X X X

H A n Loep
, . .
R
.
%/@-/gﬂ/ - WW

H

cétion alilico

Esqualeno

Esquema 4. Formacéo da ligacdo cauda-cauda envolvida na biossintese do Esqualeno
(Adaptado de DEWICK, 2002)

19



= = = =

PPO
) Geranilgeraniol PP
9.

cation alilico j

oPP o H

H,H &
S NS NS NS X AN AN » '771)\/
H

H l
LT $
v A

2 2 2

z

Z-fitoeno

Esquema 5. Formacéo da ligacdo cauda-cauda envolvida na biossintese do Z-fitoeno
(Adaptado de DEWICK, 2002)

3.6.2. Esterdis

O esteroides sdo triterpenos modificados, posuindo o sistema do anel tetraciclico do
Lanosterol, porém sem o0s grupos metilicos nas posi¢des C-4 e C-14 (DEWICK, 2002).
Quando os esteroides sdo hidroxilados na posi¢do C-3, recebem a denominacao de esterdis.
Os esterois de plantas usualmente sdo chamados de “fitoester6is”, 0s quais, em geral,
possuem uma cadeia lateral na posicdo C-17 (SHAHZAD et al., 2017). A estrutura dos
esterdis vegetais muito se assemelha a estrutura do Colesterol, que é de longe o esterol mais
abundante encontrado em células animais (CSEKE, 2006; Figura 8). Mais de 250 diferentes
esterois foram identificados nas células vegetais, esta diversidade envolve principalmente
diferencas nas substituicbes em C-4 e modificacbes na posicdo C-24 da cadeia lateral
(SHAHZAD et al., 2017; MOREAU et al., 2018). Os fitoesterdis podem ser divididos em
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grupos de acordo com sua estrutura e biossintese: esterois 4-desmetilado, 4-a-monometilado e
4,4-dimetilado. Os esterdis 4,4-dimetilado e 4-a-monometilado sdo precursores do 4-
desmetilado, ocorrendo em niveis muito mais baixos que o produto final. Esterois 4-
desmetilados podem ser categorizados em AS-gsterdis, A’-esterdis e A>'-esterdis de acordo
com a posi¢do e o numero de duplas ligagdes no anel B. A maioria dos esterdis vegetais, por
exemplo, Campesterol e Sitosterol, sdo do tipo A°-esterol e possuem uma metila ou etila
adicional substituinte em C-24 (PIIRONEN et al., 2000; MOREAU et al., 2002).

B-sitosterol Colesterol

Figura 8. Estrutura dos principais esterdis encontrados nas plantas em comparacdo com a
estrutura do colesterol

Os esterdis vegetais sdo componentes essenciais das membranas de todos 0s organismos
eucaridticos. Nas plantas sua funcdo parece ser controlar a fluidez e a permeabilidade da
membrana, embora alguns esterois vegetais tenham uma funcéo especifica na transducdo de
sinal (PIIRONEN et al., 2000).

Os esterois vegetais mais comuns na dieta humana sdo [-sitosterol, Campesterol e
Estigmasterol. As concentracfes desses esterois variam entre os grupos de alimentos, mas
uma distribuicdo tipica deles em alimentos vegetais comuns consiste em 50-65% de f-
sitosterol, 10-40% de Campesterol e 0-35% Estigmasterol (MOREAU et al., 2018). Ha
evidéncias de que estes esterois produzidos pelas plantas atuam na reducéo dos niveis de LDL
no sangue (HENDRIKS et al., 1999), prevenindo doengas cardiovasculares, como a
aterosclerose (BOMBO et al., 2013; MOGHADASIAN et al., 2016). A ingestdo de (-
sitosterol e Estigmasterol na dieta foi associada a reducéo de risco de cancer de esofago e
ovario, respectivamente (SHAHZAD et al., 2017).
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3.6.2.1. Andlise e identificacdo de esterdis

Os fitoesterdis sdo encontrados nas plantas, em geral, em baixa concentracdo (<0,5% de
um oOleo de semente, e ainda menores porcentagens de tecidos vegetais inteiros). Um
procedimento de extracdo para separar lipidios de outras substancias é tradicionalmente o
primeiro passo na anélise de fitosterdis, por exemplo, a extracdo por Soxhlet. Solventes néo
polares como hexano ou éter de petréleo extraem eficientemente os fitoesterois livres e
esterificados. Solventes mais polares, como etanol ou acetona, sdo eficientementes na
extracdo de fitoesterois glicosilados (MOREAU et al., 2018). Antes da analise cromatogréfica
frequentemente é realizada uma etapa de purificacdo do extrato. Alguns métodos empregados
sdo a particdo com solventes organicos e agua (LEE et al., 2018) e extracdo em fase sélida
(ROZENBERG et al., 2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode ser empregada para analise de
fitoesterois utilizando-se os detectores de arranjo de diodos e/ou de espectrometria de massas.
Para quantificacdo de fitoesterdis Lee et al. (2018) utilizaram um sistema de cromatografia
liquida acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Na separacdo foi empregada
uma coluna de Cig e fase movel constituida por metanol e acetonitrila. Rozenberg et al.,
(2003) utilizaram um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com ionizacdo quimica a pressao atmosférica para identificacdo de
fitoesterdis em matrizes vegetais. A separacdo foi realizada em coluna de C1s com fase mével
constituida por metanol e agua.

No entanto, a técnica mais comum para a quantificacdo de fitoesterdis é a cromatografia
gasosa acoplada a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Este técnica de separacdo é
empregada, principalmente, devido a capacidade da CG em resolver compostos
estruturalmente semelhantes. Antes da analise, os extratos podem ser derivatizados utilizando
N-O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetaminda ou n-(terc-butildimetilsilil)-N-metil trifluoroaceta-
mida para estabilizar termicamente o esterol, formando uma porc¢éo trimetilsilil na hidroxila
(DUONG et al., 2017). A etapa de derivatizacdo ndo é mandatoria, mas comumente é
empregada, pois melhora a volatilidade, o formato do pico, os fatores de resposta e também
ajuda a evitar a degradacéo térmica (MOREAU et al., 2018).

A identificagdo de compostos usando FID é baseada nos tempos de retengédo de padrdes
de referéncia. Técnicas diretas, como a espectrometria de massa também sdo frequentemente

usadas para identificacdo. O uso da espectrometria de massas acoplada a CG permitiu a
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identificacdo de fitoesterois com o uso de bibliotecas espectrais, portanto, sem o uso de
padrdes de referéncia (DUONG et al., 2017).
3.6.2.2.  Biossintese de esterois

A biossintese dos fitoesterdis tem como precursor o Oxido de esqualeno que através de
uma reacdo enzimatica forma o cation Protosteril. Este, por sua vez, sofre um rearranjo
formando o Cicloartenol.

Os principais esterdis em plantas sdo caracterizados por possuirem um (metila) ou dois
(etila) carbonos na cadeia lateral, situados na posicdo C-24. A fonte destes carbonos (metila
ou etila) é a S-adenosilmetionina (SAM). Para que a alquilacdo aconteca € necessaria a
presenca de uma ligacdo dupla na posi¢cdo C-24, como ocorre no esqueleto do Cicloartenol.

Uma série de modificacdes no esqueleto do esterol ocorre concorrentemente para
formar o 24-metilenelofenol, como por exemplo, perda de metila, abertura do anel de
ciclopropano e migracao da dupla ligacdo. Por acdo da SAM o 24-metilenelofenol pode ser
metilado para formar os ester6is com esqueleto 24-etil.

Novamente uma série de reacOes de perda de metila e migracdo da dupla ligacdo
ocorrem dando origem aos principais fitoesterdis, como Isofucosterol, p-sitosterol,
Campesterol e Estigmasterol (DEWICK, 2002). A biossintese destes fitoesterois foi resumida

nos Esquemas 6 e 7.
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Esquema 6. Formagao do 4a-metilergostadienol a partir do 2,3 dxido esqualeno
(Adaptado de SONAWANE, 2016)
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(Adaptado de SONAWANE, 2016)



3.6.3. Carotenoides

Carotenoides sdo tetraterpenos sintetizados por todos os organismos fotossintéticos e
alguns procariontes e fungos nao fotossintéticos. Nos sistemas fotossintéticos, os carotenoides
sdo essenciais para a fotoprotecdo contra o excesso de luz e contribuem para sua captacdo. As
espécies do reino animal, com rarissimas exce¢Bes, ndo produzem carotenoides
(RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018). Os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar
carotenoides, entdo necessitam ingeri-los através da dieta (MARIUTTI et al., 2018).

O principal papel dos carotenoides na sallde humana esta relacionado a sua capacidade
de atuagcdo como precursores de retinoides, incluindo a Vitamina A (Retinol). A atividade
provitamina A, é restrita a carotendides que possuem em sua estrutura o anel B-ionona.
Apenas 30 carotenoides conhecidos sdo considerados precursores da Vitamina A, dentre eles
estdo a-caroteno, P-criptoxantina e o mais potente deles o B-caroteno, por apresentar dois
anéis p-ionona (PACHECO et al.; 2009; Esquema 8).

encurtamento oxidativo

da cadeia
Y N S
2 0O — - O

Retinal

NADH
NN oy WOH
2
Retinol Deidroretinol
(Vitamina A;) (Vitamina Ay)

Esquema 8. Formagao de duas moléculas de retinol a partir de uma molécula de -caroteno
(DEWICK, 2002)

Estudos epidemiolégicos tém sugerido que o consumo de alimentos ricos em
carotenoides esta associado a diminuic¢do do risco de alguns tipos de cancer (LINNEWIEL-
HERMONI et al., 2015) e doencas cardiovasculares (KULCZYNSKI et al., 2017), além
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disso, alguns carotenoides, como a Zeaxantina e Luteina apresentaram efeito protetor na
degeneracdo macular relacionada a idade (STRINGHAM & STRINGHAM, 2016).

Duas classes de carotenodides podem ser encontradas: carotenos, que possuem apenas
atomos de carbono e hidrogénio, e xantofilas, que também possuem atomos de oxigénio,

envolvidos em os grupos hidroxila, epdxi e carboxila (MARIUTTI et al., 2018; Figura 9).

B-caroteno

\\\\\\\\\

a-caroteno
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Figura 9. Exemplos de carotenos e xantofilas
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Os carotentides que possuem grupos hidroxilas podem ser encontrados na natureza
tanto como xantofilas livres como ésteres (acilados com acidos graxos), como glicosidicos,
proteicos ou outros derivados, resultando em um alto numero de possiveis estruturas de
ésteres de carotenoides (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al.,, 2018; MARIUTTI et al.,
2018). Tais modificacBes podem alterar suas propriedades fisicas e quimicas e influenciar em
seus papeis bioldgicos (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018).

3.6.3.1. Analise de carotenoides

Na extragdo de carotenos e xantofilas esterificadas s&o indicados solventes néo polares,
como o hexano, enquanto que para extracdo de xantofilas os solventes mais indicados sédo
acetona e etanol (AMORIM-CARRILHO et al., 2014). Para facilitar o rompimento das
estruturas celulares uma substéncia abrasiva, como a celite, pode ser utilizada na extragdo. A
extracdo deve ser rapida para prevenir a isomerizacdo dos carotenoides. Para este fim também
podem ser usados alguns antioxidantes como hidroxitolueno butilado (BHT), &cido ascorbico
e piragalol (PACHECO, 2009).

Algumas matrizes apresentam xantofilas esterificadas com &cidos graxos. Para liberagdo
da xantofila é realizada uma hidrélise béasica ap6s a etapa de extracdo, frequentemente
emprega-se hidroxido de potassio para este fim. A comparacdo dos perfis cromatograficos
antes e ap6s a hidrdlise fornece informacGes sobre as xantofilas esterificadas, que aparecem
no cromatograma como xantofilas livres apds a hidrdlise. Adicionalmente, a hidrélise bésica
do extrato de carotenoides também é utilizada para simplificar a separacdo, através da
remocao de substancias interferentes capazes de dificultar a determinacdo cromatografica,
como clorofila e lipidios. (PACHECO, 2006; WALD et al., 2018).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando colunas constituidas de
fase estacionaria reversa Cso e fase movel constituida de metanol e éter metil terc-butilico em
modo isocratico ou gradiente sdo frequentemente utilizadas na separagdo dos carotenoides.
Estas condi¢bes cromatograficas apresentam melhor resolucdo dos isdmeros geométricos do
que quando se utiliza colunas de fase Ci1s (NUNES & MERCADANTE, 2006). Os detectores
acoplados a CLAE mais utilizados na anélise de carotenoides sdo o detector de arranjo de
diodos (DAD) e de espectrometria de massas (EM), a utilizacdo destes detectores em série
fornencem dados valiosos para identificagdo do carotenoide (AMORIM-CARRILHO et al.,
2014).

27



Além da extracdo em fase liquida e analise por CLAE-DAD outras técnicas tém sido
aplicadas na anélise de carotenoides. Giuffrida et al., (2018) compararam a quantificacdo dos
carotenoides B-caroteno e B-criptoxantina utilizando a extragcdo por fluido supercritico com
diéxido de carbono e metanol e analise por cromatrografia por fluido supercritico acoplada a
espetrometria de massas com a extragdo em fase liquida com hexano e acetato de etila e
CLAE-DAD e concluiram que para estes carotenoides as metodologias apresentaram
resultados quantitativos similares.

Martins (2015) empregou a espectrofotometria para quantificacdo de carotenoides totais
utilizando a lei de Lambert Beer e correlacionou com as porcentagens dos carotenoides
individuas obtidos pela analise cromatografica. Concluindo que este método de normalizacdo
possui vantagens como praticidade, ndo necessitar de padrdes analiticos e sua quantificacéo
ser independente do volume injetado na quantificacdo de carotenoides. Mas para ser aplicado
é necessario certificar que todos os componentes da amostra absorvam na regido da analise
utilizada para o calculo de carotenoides totais e sejam eluidos e detectaveis através da
metodologia cromatografica utilizada.

O espectro de UV-Vis dos carotenoides é resultado da longa cadeia de duplas ligacGes
conjugadas presentes nas moléculas dos carotenoides, que facilita na deslocalizagdo
eletrdnica, diminuindo a energia necessaria para promover a transicao eletronica. Em geral, a
absorcdo da luz visivel pela molécula de carotenoide é suficiente para leva-la ao seu estado
excitado. Como esperado, 0 aumento da cadeia de duplas ligacbes conjugadas promove o
correspondente deslocamento batocrémico e, consequentemente, os maximos de absorcdo
aparecem em maior comprimento de onda, resultando na percepcéo da coloracéo na regido do
amarelo ao vermelho. Observa-se 0s maximos de absor¢do do p-caroteno em Amax=450 nm e
do a-caroteno em Amax=445 nm, revelando que a dupla ligagéo endociclica de um dos anéis do
a-caroteno ndo esta conjugada com as demais ligagdes duplas conjugadas (Figura 9). A
presenca de grupos hidroxilicos ndo conjugados com o restante da cadeia ndo afeta o
cromoforo da molécula. Assim, os espectros do B-caroteno e da sua xantofila derivada, a -
criptoxantina, sdo praticamente iguais. A isomerizacdo da dupla ligacdo na posicdo C-13 do
[-caroteno promove o0 aparecimento de uma banda de absor¢ao em A=336 nm e quando esta
isomerizagdo ocorre na posicdo 9 a banda sofre um deslocamento hipsocrdmico, ou seja,
quanto mais para proximo da regido central da molécula mais intensa € esta banda
(PACHECO, 2009).
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3.6.3.2. Biossintese de carotenoides

Os carotenoides sdo biossintetizados a partir do Fitoeno através de uma sequéncia de
reacOes enzimaticas de dessaturagdo removendo pares de hidrogénios alternadamente de cada
lado do sistema trieno seguida pela de isomerizacao da dupla ligacéo central, dando origem ao
Licopeno. Através do fechamento de anel do tipo p-ionona ou a-ionona na(s) extremidade(s)

da molécula do licopeno se originam os demais carotenoides (Figura 10).

H+%E(\k_»

a

é@“ é@“

Anel B Anel g
Ex. B- caroteno Ex. a-caroteno
O, O,
NADPH NADPH
Ex. violaxantina Ex. zeaxantina Ex. luteina

Figura 10. Ciclizag&o da cadeia terminal em carotenoides

3.7. Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos especiais biossintetizados por organismos vivos e
pertencem ao grupo dos compostos fendlicos. Nas plantas aparecem envolvidos em
mecanismos de resposta contra o estresse da elevacdo da radiagdo UV-B e infeccdo por
microorganismos ou ataque herbivoro, desempenhando também um papel importante na
interacdo com insetos e na fertilidade de algumas espécies (HARBORNE & WILLIAMS,
2000). Principalmente as antocianinas e flavonois, atuam nas plantas atraindo polinizadores e
disseminadores de sementes e contribuindo na pigmentacdo em frutas, flores, sementes e
folhas (RICE-EVANS, 2004).

Estes produtos naturais constituem um grupo de substancias com esqueleto basico
fundamental de quinze atomos de carbono formando o difenilpropano (CeC3Cs), dois anéis
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benzénicos (A e B) conectados por trés &tomos de carbono (C). Podem ocorrer como
agliconas, glicosideos ou como parte de outras estruturas que contenham unidades
flavonoidicas, como as flavolignanas, sendo frequentemente encontradas como glicosideos. O
trabalho “The Handbook of Natural Flavonoids™ listou 6467 flavonoides contendo estrutura,
referéncia e informacé&o sobre atividade bioldgica (HARBORNE & WILLIANS, 2000).

O grau de oxidagéo dos trés carbonos centrais (anel C), inserido entre os dois grupos
arilicos (anéis A e B) e a forma de conexao com os anéis A e B, originam esqueletos basicos
das subclasses dos flavonoides: chalconas, diidrochalconas, auronas, diidroauronas,
isoflavonas, diidroisoflavonas, flavonas, flavanonas, flavondis, diidroflavonois, flavanas e
antocianidinas (GROTEWOLD, 2006; Figura 11).

Os flavonoides receberam consideravel atencdo na literatura, destacando-se por sua
importancia bioldgica e fisiolégica (RIJKE et al., 2006). Diversos efeitos benéficos a salde
humana vém sendo atribuidos aos flavonoides, acreditando-se que esses efeitos se baseiam
principalmente na atividade antioxidante atuando como sequestradores de radicais livres
(PRIOR & CAO, 2000) e quelantes de metais (TERAO & PISKULA, 1999). Estudos
mostraram que uma dieta rica nesses compostos estd associada ao baixo risco de algumas
formas de cancer (KNEKT et al., 1997; NEUHOUSER, 2004) e doengas cardiovasculares
(HERTOG et al., 1997; YOCHUM, 1999). Quantidades consideraveis de flavonoides séo

consumidas diariamente na dieta de vegetais e frutas (YANEZ et al., 2013).
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Figura 11. Esqueleto basico das subclasses dos flavonoides
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3.7.1. Biossintese de flavonoides

A rota biossintética dos flavonoides é considerada uma via mista, pois 0 esqueleto
basico dos flavonoides resulta de duas rotas biossintéticas distintas: a via do Acido
Chiquimico e a via do Acetato. A via do Acido Chiquimico produz o Acido Cinamico, sendo
esta via responsavel pela formacdo do anel B e a ponte de trés dtomos de carbono. O anel
aromatico A, € originario da via do Acetato através de trés unidades (DEWICK, 2002).

A via do Acido Chiquimico se inicia com a reacdo do Fosfoenopiruvato com Eritrose-4-
fosfato para obtencdo de 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato-7-fosfato (Esquema 9). Esta
reacdo € um tipo de condensacdo alddlica, catalisada pela enzima Deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHP Sintase). Em seguida a Desidroquinato Sintase (DHQ
Sintase) catalisa a conversdo de 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato-7-fosfato em Acido 3-
desidroquinico. A Deidroquinato Desidrogenase (DHQ Desidrogenase) promove a
desidratacdo do Acido 3-dehidroquinico & Acido 3-dehidrochiquimico via um intermediario
iminico. A incorporacdo de uma molécula de Fosfoenopiruvato ao Acido chiquimico ocorre
via uma reacdo de adicdo e eliminacdo gerando Acido 3-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato
(EPSP) é catalisada pela enzima 3-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato Sintase (EPSP Sintase). A
transformacio de EPSP em Acido Corismico envolve uma eliminagdo-1,4 de Acido
Fosférico. A transformacdo do Acido Corismico & Acido Prefénico ocorre via rearranjo de
Claisen, com transferéncia do derivado do Fosfoenolpiruvato. Esta reacdo € catalisada pela
enzima Corismato Mutase. Com a descarboxilacio e aromatizacio do Acido Prefénico forma-
se 0 Acido Fenilpirdvico, que posteriormente sofre transaminacdo formando a Fenilalanina. A
enzima Fenilalanina Smoénia Liase (PAL) catalisa e eliminacdo da aménia para formacdo do
Acido Cinamico (DEWICK, 2002).
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Esquema 9. Via do Acido Chiquimico
(Adaptado de DEWICK, 2002)

A formacdo do anel A ocorre pela via do acetato, através da condensacdo com trés
moléculas de Malonil CoA. A enzima Cinamato 4-hidroxilase converte Acido Cindmico em
Acido p-cumérico e entdo o grupo Acetil-CoA é adicionado pela enzima CoA Ligase. O
produto € transformado em chalcona pela enzima Chalcona Sintase. O Esquema 10 apresenta

a via do Acetato.
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Esquema 10. Via do Acetato
(Adaptado de DEWICK, 2002)

Chalconas séo precursores dos demais flavonoides (Esquema 10), a maioria contendo
um heterociclo de seis membros, formado por uma reacdo tipo Michael pelo ataque
nucleofilico da hidroxila da arila (anel A) a posi¢do B da cetona a,B-instaurada. A chalcona é
transformada em flavanona através de reacdo catalisada pela enzima Chalcona Isomerase
(DEWICK, 2002). A flavanona €é precursora dos flavondis e antocianidinas, passando pelo
dihidroflavonol (Esquema 11). Modificacbes na oxigenacdo dos anéis aromaéticos,
normalmente ocorrem no estagio de flavanona ou diidroflavonol. Também é possivel que
ocorram etilacbes, metilacdes, glicosilacdes, isoprenilacdes, entre outras modificacdes

gerando uma enorme gama de compostos (YANES et al., 2013).

33



OH OH

HO O .» 02 HO 02 HO
2-oxoglutarato 2-oxoglutarato
E—— _—
OH O OH O OH O
Flavanona Dihidroflavonol Flavonol

NAiy

OH
O HO O \\ -H20 HO
\©/\‘)\ O =

OH OH OH OH

Flavandiol (leucoantocianidina) Flavandiol (leucoantocianidina) Antomanldlna

Esquema 11. Formacéo de antocianidinas e flavonois a partir da flavanona

3.7.2. Flavonois

Os flavonodis sdo caracterizados pela presenca de um &omo de oxigénio (grupos
hidroxila, metoxila, carboidratico como exemplos) ligado no C-3 do esqueleto flavonico.
Constituem uma das principais subclasses dos flavonoides e sdo largamente distribuidos em
alimentos. Quercitrina e Miricitrina (Figura 12) sdo derivados ramnosidicos das agliconas

Quercetina e Miricetina, respectivamente.

HO HO

OH OH
Miricitrina Quercetrina

Figura 12. Estruturas da Miricitrina e Quercetrina

O flavonol Quercitrina apresentou efeito bactericida com potencial anticariogénico

(HASAN et al., 2014), propriedade protetora contra os raios UV-B (YIN et al., 2013),
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atenuacdo da osteoporose em ratos (XING et al., 2017; CHOI, 2012) e potencial efeito na
prevencdo da aterosclerose (CHOI et al., 2010). Estudos com a Miricitrina relataram agéo
antitumoral (EDENHARDER & GRUNHAGE, 2003), anticarcinogénica, antiinflamatoria
(KO et al.,, 2005), analgésica (MEOTTI et al., 2006) e prevencdo da aterosclerose
(YOKOMIZO & MORIWAKI, 2005).

3.7.2.1. Analise de flavonodis

Os principais métodos adotados no isolamento e analise de flavonoides envolvem
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia em contra-corrente (SHEN
et al. 2017; XIE et al., 2010). Estes métodos sdo rapidos e eficientes quando comparados com
a cromatografia liquida classica, mas envolvem um custo inicial relativamente elevado com a
compra de equipamentos.

Na cromatografia classica utiliza-se como fase estacionéria silica gel ou sephadex LH
20, um hidroxipropil derivado de dextrana com ligacdes cruzadas que pode ser usado com
solventes organicos polares ou misturas aquosas contendo tais solventes (COLLINS et al.,
2006).

SHEN et al. (2017) utilizou a CLAE em coluna de fase reversa semi preparativa para
isolamento de flavonodis empregando como fase movel acetonitrila e agua acidificada. As
substancias isoladas foram identificadas através da interpretacdo dos dados espectroscépicos
obtidos por RMN e EM. Para quantificacdo, foi utilizada a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a detector arranjo de diodos (CLUE-DAD) a A=350 nm. O espectro de
UV-Vis de flavonoides normalmente consiste de duas bandas de absorcdo correspondentes as
transicOes eletronicas dos sistemas cinamoil (banda I) e benzoil (banda Il), sendo que os
flavonois exibem absorc¢ao da banda I entre A=350 ¢ 390 nm.

A etapa de preparo da amostra assume extrema importancia nas metodologias analiticas.
Na analise de flavonoides, em geral, as principais formas de preparo da amostra envolvem a
extracdo classica com metanol e agua, tanto para extracdo de agliconas quanto flavonoides
glicosilados dependendo do tempo e temperaturas empregados. A solucdo da amostra é
normalmente acidificada para evitar a ionizacdo do flavonoide. Amostras liquidas tém sido
purificadas utilizando extracdo em fase solida com Cis como fase estacionaria. (MOLNAR-
PERL & FUZFAI, 2005; RIJKE et al., 2006).
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3.7.3. Antocianinas

As antocianinas constituem o maior grupo de pigmentos solGveis em agua encontrados
na natureza, exibindo uma diversidade de cores que variam do vermelho ao azul. Podem ser
encontradas em qualquer tecido vegetal, embora mais frequentemente ocorram em flores e
frutos, sendo amplamente distribuidas na dieta humana através de alimentos & base de plantas.
Formando uma subclasse dos flavonoides, caracterizada por conter em sua estrutura basica o
esqueleto do cation 2-fenilbenzopirilium (flavilium), as antocianidinas (agliconas)
estruturalmente sdo constituidas pela presenca de hidroxilas e/ou metoxilas no esqueleto do
cation flavilium. Aproximadamente 30 antocianidinas foram identificadas na natureza,
embora apenas seis estejam disseminadas em alimentos, sendo elas: Cianidina, Delfinidina,
Pelargonidina, Petunidina, Peonidina e Malvidina (Figura 13; SANTOS-BUELGA, 2018;
ZHAO et al., 2017).

OH

Delfinidina  R1=H; R,=OH
Cianidina  Ri=H; Rp=H
Petunidina R1=CH3; R,=0OH
Peonidina R;=CHs; Ro=H
Malvidina R1:CH3; RZZOCHg

Figura 13. Principais antocianidinas encontradas em alimentos

As antocianidinas sdo bastante instaveis e raramente encontradas em tecidos vegetais e
alimentos em sua forma livre. A conjugacdo com unidades de carboidrato e grupos acila
confere estabilidade e d& origem a uma ampla variedade de antocianinas. O agucar mais
comumente ligado as antocianidinas € a Glicose, embora também ocorram outros, como por
exemplo: Ramnose, Galactose, Xilose e Arabinose. Estes aclcares podem ser substituidos
com é&cidos alifaticos (por exemplo: Acidos Maldnico, Acético, Oxalico, Succinico),
hidroxibenzoicos (por exemplo: Acidos p-hidroxibenzoico, Gélico, Vanilico, Siringico) ou
hidroxicinamicos (por exemplo: Acidos p-cumarico, Cafeico, Ferdlico e Sinapico) (SANTOS-
BUELGA, 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 2018; TROUILLAS et al., 2016). Algumas
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antocianinas aparecem aciladas por grupos aromaéticos e alifaticos simultaneamente (ZHAO et
al., 2017). A acilacdo aromatica e a alifatica contribuem para a estabilidade, sendo que no
primeiro caso ocorre efeito batocrémico no espectro de UV-Vis da antocianina, acarretando
modificacdo na coloracdo para uma tonalidade mais azulada que sua andloga aglicona
(GIUSTI & WROLSTAD, 2003).

Na faixa de pH &cido a neutro as antocianinas apresentam-se como uma mistura de
estruturas quimicas em equilibrio, sendo elas: o cation flavilium, o carbinol, e a base
quinonoidal (Figura 14). O equilibrio entre as formas ocorre por meio do cation flavilium. O
cation flavilium € a espécie predominante sob condigdes &cidas. Com o aumento do pH
podem ocorrer duas reagdes paralelas: 1) desprotonacéo para formacéo da base quinoidal e 2)
hidratacdo e perda de elétron para formacdo do carbinol (hemicetal). A partir do carbinol é
formada a cis-chalcona que por um processo tautomérico isomeriza para a trans-chalcona. A
transferéncia do préton é mais rapida que a hidratacdo, mas quando as condicfes favorencem
a estabilidade das espécies formadas a partir do carbinol o produto cinético é a base quinoidal
que posteriormente € substituida pelo produto termodindmico. Para as antocianinas simples o
cation flavilium apresenta coloracdo de laranja a purpura, a base quinoidal azul, o carbinol

incolor e as cis e trans chalconas vdo de amarelo palido a incolor (PINA et al., 2012).

Base quinoidal aniénica Base quinoidal neutra

fon flavilium

!OH

OH

I
o)
\ @

|

Trans-chalcona Cis-chalcona Carbinol (Hemicetal)

OH
HO O OH HO oHQ O OH HO o OH
= B P
! ‘ OH
OH (o] OH
OH OH

Figura 14. Equilibrio das antocianinas em solucao aquosa
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O corante alimenticio é utilizado pela indUstria afim intensificar, modificar ou recuperar
a cor do alimento com o objetivo de atrair o consumidor. O interesse pelas antocianinas e
outros pigmentos naturais para uso como corantes alimenticios aumentou significativamente
nos ultimos anos em detrimento ao interesse pelos corantes sintéticos devido a questfes
regulatorias, de seguranca alimentar e pela preocupacdo dos consumidores. Os potenciais
efeitos benéficos a salde pela ingestdo de antocianinas tém estimulado as pesquisas
relacionadas ao uso como corantes naturais na formulacdo de alimentos funcionais ou
suplementos dietéticos (SANTOS-BUELGA, 2018).

No entanto, as aplicagdes de antocianinas como corantes alimentares sdo limitadas por
questBes de estabilidade. Seu uso é geralmente inadequado em alimentos que ndo tém um pH
suficientemente acido ou que contém sulfitos, devido as mudancas de cor que elas sofrem
nessas condi¢cdes. Além disso, eles sdo suscetiveis a degradacdo pelo calor. Produtos tipicos
para adi¢do de antocianina sdo refrigerantes, produtos lacteos acidos, como iogurtes, ou doces
e geléias, bem como produtos de baixa atividade de agua, como alguns salgadinhos. Na
natureza as antocianinas sdo estabilizadas por copigmentacéo, auto-associacdo e complexacao
com metais (Figura 15) (TROUILLAS et al., 2016).

— |
| ]
Copigmentacdo intermolecular Auto-associacdo
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Copigmentacdo intrameolecular em
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Auto-associacdo em antocianinas aciladas
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5=

Copigmentacio em complexos metal-antocianina

— Fizmento eac30 aci
[Antocianina) ™ Lizac3oacil

] Copigmento . jon metélico

Figura 15. InteragGes - no empilhamento entre antocianinas e seus complexos
(Fonte: TROUILLAS et al., 2016)
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O interesse pelo estudo das antocianinas vem crescendo e seus potenciais beneficios
para a saude tém sido avaliados. Estudos atribuiram efeitos antioxidantes, anti-inflamatorio
(DUARTE et al., 2018; MORAIS et al., 2016), anti-diabéticos (GOWD et al., 2017), anti-
obesidade (TUCAKOVIC et al., 2018; XIE et al., 2018), antitumoral (ZHOU et al., 2018) e
cardioprotetor (LIOBIKAS et al., 2016) as antocianinas ou extratos ricos em antocianinas. No
entanto, essas afirmagdes sdo baseadas principalmente em estudos in vitro de células ou
estudos em animais. Experimentos de intervencdo de longo prazo e adequadamente
planejados sdo considerados necessarios para fornecer provas conclusivas de eficacia
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2018).

3.7.3.1. Analise de antocianinas

Técnicas de extracdo, como as extracGes enzimaticas (SWER et al., 2018) e a extracao
por fluido supercritico (WANG et al., 2018), tém sido empregadas nas analise de
antocianinas, no entanto a extracdo solido liquido empregando como solvente metanol ou
acetonitrila acidificados (ONGKOWIJOYO et al., 2018) ainda é a mais utilizada devido sua
simplicidade e baixo custo.

Na quantificacdo de antocianinas emprega-se desde métodos simples como
quantificacdo de antocianinas totais pelo método de pH diferencial (SHAO-QIAN et al.,
2010) a métodos sofisticados como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLUE-EM) (HAO et al. 2015; ONGKOWIJOYO et al., 2018).
Métodos que quantificam o teor de antocianinas totais tém a limitagdo de ndo formecer
informacdes sobre a natureza e concentracdo das antocianinas individuais presentes no
extrato. A espectrometria de massa além de possilitar a quantificacdo ainda fornece
informac@es sobre as massas moleculares das antocianinas, que atrelada a outras técnicas de
identificagcdo possibilitam a determinagdo estrutural da molécula, no entanto tal técnica
envolve alto custo. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD) é uma alternativa para quantificagdo das antocianinas individuais
com estrutura conhecida, pois a técnica envolve menor custo e maior simplicidade
operacional quando comparada com a CLUE-EM.

A quantificacdo de antocianinas e a pesquisa sobre atividades bioldgicas requerem a
disponibilidade das antocianinas isoladas com alto grau de pureza (He & GIUST, 2011).

Existe uma grande diversidade de antocianinas na natureza, porém a disponibilidade de
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padrGes comerciais é limitada, sendo que os disponiveis aparecem comercializados em baixas
quantidade e pureza e alto custo. Uma alternativa evidente envolve o isolamento das
antocianinas de interesse a partir de matrizes estudadas e emprega-las como padrdes analiticos
através do uso dos coeficientes de absortividade molar (GOUVEA et al., 2012).

He & Giust (2011) utilizaram fase solida estacionéria mista (troca idnica e reversa) para
separacdo das antocininas de outros constituintes ndo ionizados durante a etapa de purificacdo
do extrato. A cromatografia liquida em fase reversa (GOUVEA et al., 2012; WANG et al.,
2014) e a cromatografia em contra-corrente (YING et al., 2011; ZOU et al., 2018) tém sido
relatadas na literatura para o isolamento de antocianinas individuais com resultados

satisfatorios.

3.7.3.2.  Acilacdo aromatica de antocianinas

A acilacdo da unidade glicosil ligada a antocianina envolve a situacdo em que um ou
mais grupos hidroxila sdo esterificados por acidos alifaticos ou aromaticos. Geralmente as
antocianinas aciladas revelam maior estabilidade ao calor e a luz, sendo, portanto, melhores
candidatos para uso como corantes. Estes derivados revelam-se mais estaveis as mudancas de
pH, contra a luz e o calor, podendo fornecer cor aceitavel a valores de pH ligeiramente &cidos.
Tanto a acilacdo aromética como a alifatica melhoram a estabilidade, mas a aromatizagéo
produz efeito batocrémico no espectro de UV-Vis da antocianina, acarretando modificacéo na
coloracdo para uma tonalidade mais azulada que o produto alifatico e sua analoga aglicona
(GIUSTI & WROLSTAD, 2003).

Usando as caracteristicas espectrais através dos comprimentos de onda (Avis, Auv € Axcit) €
suas correspondentes absortividades torna-se possivel identificar o nimero de carboidratos
entre o cétion flavilium e o grupo acil (relagdo Easo/Evis entre 29-35% indica monosideo e
Es40/Evis entre 15-24% indica biosideo) e determinar o grau de acilagcdo aromatica (relacéo
Eacil/Evis entre 53-69% indica monoacilacdo e Eacil/Evis entre 98-128% indica diacilacdo).
Além disso, através da andlise do Xtaii € possivel obter informacdo sobre o grupo acila
aromatico. Valores de Aacit na faixa de 320-333 nm indicam derivado do Acido Ferdlico ou
Sinapico, enquanto que valores de A«il Na faixa de 310-315 nm indicam derivado do Acido p-
cumarico (DYRBY et al., 2001).

Geralmente a acilacdo de antocinina glicosilada diminui a polaridade e aumenta a massa

molecular, diminuindo sua solubilidade em agua. Além disso, aumenta o efeito estérico,
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alterando a estrutura espacial da antocianina, podendo ocasionar mudanca na orientacdo
estereoquimica conformacional. Fatores como diminuigdo da polaridade e aumento do efeito
estérico reduzem a sucetibilidade da antocianina acilada ao ataque nucleofilico em
comparacdo ao seu analogo néo acilado, resultando no aumento da estabilidade (ZHAO et al.,
2017).

A copigmentacdo intramolecular também € um fator de estabilizagdo. Tal efeito se da
devido ao empilhamento dos grupos acila, especialmente os aromaticos, com o anel pirilio do
cation flavilium. Na copigmentacdo intramolecular as antocianidinas atuam como cromoforos
e os grupos acil como doadores de elétrons. Para antocianinas diaciladas a estrutura
"sanduiche" favorece uma melhor sobreposicdo e uma interacdo mais forte entre os dois
grupos acila e o sistema p do anel benzopirilico (Figura 16), melhorando a estabilidade das
antocianinas (TROUILLAS et al., 2016).

Figura 16. Complexo de copigmentacao intramolecular sugerido
(Fonte: ZHAO et al., 2017).

Como um pré-requisito para a copigmentacdo intramolecular a unidade glicosil acilada
da antocianina frequentemente estd ligada nas posicbes C-3 ou C-5. Nestas posicdes,
especialmente na posicdo C-3, o grupo glicosil € mais flexivel e pode rotacionar livremente. A
ligacdo do grupo acila na posicdo H>C-6-OH do glicosil fornece flexibilidade suficiente para o
empilhamento. No complexo intramolecular copigmentado, os grupos glicosil atuam como
espacadores para permitir o dobramento do grupo acila. Portanto, as composic¢des e tamanhos
dos grupos glicosil devem garantir tais grupos como suficientemente longos para formar o
complexo. Dois residuos de aglcar como espacadores permitem o dobramento da porgéo

acila, resultando em maior integridade do cromoforo (ZHAO et al., 2017).
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A observacdo de correlacGes espaciais em espectros NOE (interacdo dipolar), revelando
interacbes de alcance relativamente longo entre o nucleo de flavilium e o grupo acila
(tipicamente um &cido fendlico), tornou-se uma evidéncia da existéncia de conformacdes
dobradas mantendo ambas as por¢des em contato proximo (forca de Van der Waals, por
exemplo, com uma interdistancia de 0,3-0,4 nm) (TROUILLAS et al., 2016). Além disso, no
espectro de RMN!H os sinais dos hidrogénios da unidade acil aromética e da antocianidina
envolvidos em copigmentacdo apresentam-se mais protegidos em relacdo aos dos hidrogénios
equivalentes nos correspondentes ésteres metilicos nas mesmas condicdes. O experimento
NOESY na Malvidina-3-O-$-D-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo a interacdo observada entre o
hidrogénio H-6 da molécula da antocianidina ¢ o hidrogénio Ho. do grupo acil aromatico

indicou que ambos estdo associados um ao outro em solucdo (FERNANDES et al., 2015).

3.8. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos envolvem derivados hidroxilados do Acido Benzoico e do Acido
Cinamico, constituidos do esqueleto C1Cs e C3Cs, respectivamente. No grupo dos &cidos
hidroxibenzdicos estdo incluidos os Acidos Galico, Vanilico e Siringico, alguns dos &cidos
hidroxicindmicos comumente encontrados em alimentos e bebidas sdo os Acidos p-cumarico,

Cafeico e Ferulico (Figura 17).

COOH
COOH =
R,0 R3 Ry Rj

R2 R2

Rl R2 R3 Rl R2 R3
Acido Galico H OH OH Acido p-cumarico H OH H
Acido Vanilico ~ CH; OH  H Acido Caféico OH OH H
Acido Siringico CH; H OCHjs Acido Ferlico OCH; OH H

Figura 17. Estrutura dos acidos fendlicos

Juntamente com os flavonoides os acidos fendlicos estdo entre as substancias fendlicas

mais largamente distribuidas nas espécies vegetais, tendo sido objeto de estudo de avaliacdo
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da atividade antioxidante e potenciais beneficios para a salde na prevencdo de doengas
cardiovasculares, cancer e diabetes. Os fendlicos dietéticos exercem seus beneficios para a
salde por varias atividades biologicas, como eliminacdo de radicais livres, quelacdo de
metais, reducdo do potencial, quebra de cadeia e modulacdo da atividade enzimatica
(CHANDRASEKARA, 2018).

Na natureza, os &cidos fendlicos ocorrem principalmente na forma insoltvel, ligados
covalentemente a componentes estruturais da parede celular. Desempenhando funcdes
importantes como barreiras fisicas e quimicas, protecdo contra a invasdo de patdgenos e
adstringéncia que impedem o ataque de insetos e animais, fungbes antibacterianas,
antifungicas e antioxidantes. Os &cidos fendlicos, como os &cidos hidroxicindmico e
hidroxibenzodico, formam ligacGes éter com a lignina através dos seus grupos hidroxila no
anel aromatico e ligacdes éster com carboidratos e proteinas estruturais através do seu grupo
carboxilico. Ensaios da capacidade antioxidante in vitro indicaram que as substancias
fendlicas insollveis tém uma capacidade antioxidante significativamente mais elevada em
comparagdo com substancias fenolicas livres e conjugados soluveis (glicosideos) (ACOSTA-
ESTRADA et al., 2014).

3.8.1. Anélise de acidos fenélicos

A identificacdo de acidos fendlicos depende da capacidade de isola-los dos tecidos
vegetais. Em geral, a diversidade estrutural dos acidos fendlicos, devido a ligacdo a estruturas
celulares torna a andlise dificil e complicada. Na extracdo de acidos fendlicos sdo usadas
misturas de solventes organicos e aquosos em geral acidificados. Nesta etapa sdo extraidos o0s
fenolicos solaveis, incluindo acidos fendlicos livres e conjugados soltveis, como os acidos
ligados a carboidratos sollveis via ligacdo éster ou éter. O residuo remanescente ap6s a
extracdo soluvel pode ser usado para obter substancias fendlicas insolUveis através de reacoes
de hidrdlise &cida, béasica ou enzimatica (CHANDRASEKARA, 2018; MATTILA &
KUMPULAINEN, 2002).

Apos a extracdo dos compostos fenolicos, a determinacdo do seu conteudo pode ser
realizada por analise espectrofotométrica, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
estando acoplada a detector de arranjo de diodo (DAD) ou espectrometria de massa (EM). A
tentativa de identificacdo dos constituintes € possivel através da comparacdo da fragmentagéo

caracteristica, dados de tempo de retencdo e informagdes espectrais de UV de padrdes de
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referéncia ou de dados dos estudos anteriores disponiveis na literatura. Quando ndo ha esta
disponibilidade, adicionalmente a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e
a espectroscopia de infravermelho (IV) séo utilizados para determinacdo estrutural das
substancias (CHANDRASEKARA, 2018).

Diversos autores realizam a andlise de acidos fenolicoe e flavonoides em uma Unica
corrida cromatografica. Matrizes de plantas contém esses compostos com alta similaridade
estrutural, o que dificulta a separacdo. Portanto, a selecdo cuidadosa da fase estacionaria, fase
movel e monitoramento dos parametros de comprimento de onda sdo necessarios durante o
processo de separacdo de anélise. Os métodos de CLAE frequentemente utilizam colunas de
fase reversa (Cig) para analise de compostos fendlicos. A eluicdo de compostos polares
(&cidos fenolicos livres) é observada mais cedo na elui¢do gradiente do que os compostos de
baixa polaridade durante a analise por CLAE em fase reversa, havendo ainda chance de
sobreposicao dos membros das diferentes classes devido a sua enorme diversidade estrutural
(BONTA, 2017).

Outros métodos cromatograficos tém sido desenvolvidos e testados para analise de
acidos fenolicos. Tang et al. (2018) desenvolveram um método analitico baseado em
cromatografia de fluido supercritico (CFS) acoplado a espectrometria de massa para a analise
de &cidos fendlicos. Comparado a um método por CLAE, o método CFS foi cerca de trés
vezes mais rapido e forneceu melhor seletividade. ZHANG et al. (2018) estabeleu um método
rapido de identificacdo e quantificacdo simultdnea de 25 compostos fendlicos por

cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM).

3.8.2. Biossintese de acidos fendlicos

Os acidos fenolicos sdo metabolitos secundarios de plantas produzidos através da rota
biossintética do Acido Chiquimico. Os acidos fendlicos constituidos do esqueleto C3Cg tém
como precursor o aminoacido Fenilalanina, através da desaminacédo catalisada pela enzima
Fenilalanina Aménia Liase (PAL). No entanto, algumas espécies de plantas sdo capazes de
sintetizd-los a partir da Tirosina. A diversificagdo estrutural é obtida por reacGes de
hidroxilagdo e metilagdo (DEWICK, 2002). O Esquema 12 sumariza a formagdo dos &cidos
fenolicos derivados do Acido Cinamico.
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L-Phe Acido cinamico
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H3CO 3CO OH H3CO OCH3
OH OH
L-Tyr Acido p-cumérico Acido cafeico Acido ferdlico Acido sinapico

Esquema 12. Formagdo dos &cidos fenolicos constituidos do esqueleto C3Cs
(Adapatado de DEWICK, 2002)

Alguns &cidos benzolicos simples como o Acido Protocatecuico (Acido 3,4-
dihidroxibenzéico) e o Acido Galico (Acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico) podem ser formados a
partir de intermediarios no inicio da via do Acido Chiquimico, por exemplo o Acido 3-
dehidrochiquimico, através de reacdes de desidratacdo ou desidrogenacdo (Esquema 13), mas
existem rotas alternativas em que os derivados do Acido Cindmico (compostos CsC3) s&0
clivados na ligacdo dupla e perdem dois carbonos da cadeia lateral por reacdo de claisen

reversa ou reacdo alddlica reversas (DEWICK, 2002; Esquema 14).

CO,H

O OH
OH

Acido 3-dehidrochiquimico

CO,H CO,H
OH OH
Acido protocatecuico Acido galico

Esquema 13. Formagéo dos &cidos benzoicos simples formados a partir do Acido 3-
dehidrochiquimico
(Adapatado de DEWICK, 2002)
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Esquema 14. Formacao dos acidos benzoicos formados a partir de acidos de esqueleto C3Cs
(Adapatado de DEWICK, 2002)

3.9. Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida ¢ uma técnica de separacdo de substancias de uma mistura,
baseada na interacdo entre os componentes da mistura, uma fase estacionaria e um liquido em
movimento. A cromatografia pode ser classificada em fase normal e reversa. Quando a fase
estacionaria é mais polar que a fase mével entitula-se cromatografia liquida com fase normal,
o inverso é chamado cromatografia liquida com fase reversa (COLLINS, 2006).

As fases movel e estacionaria utilizadas na cromatografia definem o mecanismo
envolvido no processo de separacdo. Incluindo os processos de adsorcdo, particdo, troca
ibnica e exclusdo. Os processos de adsor¢do e particdo sdo mecanismos de separacao fisicos e
estdo baseados em interacOes eletrostaticas. Quando a fase estacionaria € um solido ocorre a
adsorcdo do soluto na interface entre as particulas sélidas e a fase movel. No processo de
particdo a fase estacionéria é um liquido espalhado na superficie de um solido, neste caso a
separacdo baseia-se na diferenca de solubilidade dos compostos da amostra nas fases méveis e
estacionaria (MEYER, 1997).

O mecanismo de exclusdo é um processo mecanico. A separacdo baseia-se no tamanho

das moléculas. A fase estacionaria é constituida de macromoléculas com ligacdes cruzadas
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que possuem poros de tamanhos especificos. As moléculas maiores do analito ndo entram nos
poros e eluem mais rapidamente, enquanto as moléculas menores sofrem a difusdo nos poros
eluindo com maior tempo de retencdo (MC MASTER, 2007).

No processo quimico de troca idnica, a separacdo baseia-se nos diferentes graus de
afinidade eletrostatica dos ions. A fase estacionaria é altamente carregada. Desta forma os
trocadores anibnicos tém sitios ativos carregados positivamente, retendo &nions, o inverso
ocorre para trocadores cationicos. Os solutos séo eluidos por deslocamentos com outros ions,
com mesmo tipo de carga (LANCAS, 2009).

O processo cromatogréfico foi pela primeira vez interpretado como é aceito hoje por
Mikhail Semenovich Tswett, um botanico russo, que observou a separa¢do de componentes
do extrato de folhas em coluna de vidro recheada com carbonato de célcio e eluido com éter
de petroleo. Ele utilizou o termo cromatografia para descrever as zonas coloridas que se
separavam dentro da coluna (TSWETT apud MORHY, 1976). Seu mais importante trabalho
referente & cromatografia foi publicado, em 1906; “Adsorptionsanalyse und
chromatographische Methode. Anwendungen auf die Chemie des Chlorophylls” (Analises de
adsorcdo e método cromatografico: aplicacGes na quimica da clorofila). Até 1919 publicou
varios trabalhos e um livro, descrevendo materiais adsorventes usados para cromatografia
(VALENTE et al. 1983).

A cromatografia ndo foi bem aceita pelos cientistas da época e permaneceu esquecida
por quase 25 anos. Uma das razdes foi que os resultados que Tswett obteve com a separacao
das clorofilas a e b, discordavam do resultado obtido por Willstatter, professor de quimica
organica em Munique, no qual obteve, por cristalizagdo fracionada, somente uma clorofila.
Por acreditar no método classico, Willstatter acreditava na decomposicéo da clorofila durante
0 processo de adsorcdo de Tswett (ENGELHARDT, 2004; LIVENGOOD, 2009), atualmente
sabemos da existéncia das clorofilas a e b.

Em 1940, Wilson publicou o primeiro tratamento tedrico sobre cromatografia
(WILSON apud VALENTE et al. 1983). Em 1941 Martin e Synge publicaram um trabalho
onde descreveram a cromatografia liquido-liquido e introduziram o conceito da altura de um
prato tedrico, além disso, discutiram a possibilidade de a fase mével ser um gas (MARTIN &
SYNGE, 1941). Em 1956 van Deemter e colaboradores definiram a relagdo entre a altura
equivalente a um prato tedrico e parametros experimentais das colunas, a chamada equacéo de
van Deemter (VAN DEEMTER et al., 1956). Martin e Howard desenvolveram a

cromatografia liquida aplicando as fases reversas. Moore e Stein mecanizaram 0 processo de

47



cromatografia, usando uma bomba peristaltica, aplicando na separacdo de aminoacidos
usando um fotdmetro como detector (MOORE & STEIN, 1963).

Na década de 1960 foram desenvolvidos enchimentos para coluna de CLAE.
Primeiramente surgiram as particulas peculiares (particula ndo porosa recoberta com material
poroso) de troca ibnica, desenvolvidas por Horvath. Nesta época as particulas eram rigidas e
tinham diametro entre 40 e 50 pum e resistentes as pressdes impostas pela CLAE
(MALDANER & JARDIM, 2009). Em 1969 surgiram o0s primeiros sistemas de CLAE
comerciais (ENGELHARDT, 2004). Mais tarde, por volta de 1970 foram introduzidas
particulas totalmente porosas com diametro de 10 pm. Nos anos 1980 surgiram as particulas
esféricas com 5 pm. Com isso as analises tornaram-se mais rapidas e eficientes. Nickless e
colaboradores desenvolveram fases estacionarias contendo grupos alquilas quimicamente
ligados, o que ampliou a aplicacdo da técnica (NICKLESS apud MALDANER & JARDIM,
2009).

3.9.1. Cromatografia classica

A separacdo cromatografica classica é realizada em coluna de vidro recheada com
particulas de 60 a 200 pum, a fase movel elui pela forga gravitacional ou pela aplicagdo de
pressdo reduzida, as fracGes separadas sdo coletadas na parte inferior da coluna. Para a
obtencdo do material puro muitas vezes é necessario realizar uma nova cromatografia
(COLLINS et al., 2006).

Este tipo de cromatografia é utilizado por quimicos de produtos naturais desde sua
invencdo até os dias de hoje para purificar compostos quimicos individuais a partir de
misturas. E eficiente na separacdo/purificacdo de grandes quantidades de extratos de plantas e
requer material muito simples, que pode ser encontrado em qualquer laboratério de quimica,
apresentando um custo relativamente baixo. Esta técnica exige alguma habilidade por parte do
analista, utiliza grande quantidade de solvente na elui¢do dos analitos e o tempo empregado é
longo e tedioso. A fase estacionaria usada na separagdo nem sempre pode ser reutilizada, pois

parte da amostra geralmente adsorvida de forma irreversivel.
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3.9.2. Cromatografia Flash

A técnica de cromatografia classica com eluigdo por gravidade, consome muito tempo e
freqientemente resulta em uma baixa recuperacdo. Para aumentar a produtividade das
purificagdes de produtos de reacéo, Still et al. (1978) desenvolveu uma técnica mais rapida
que foi chamada de cromatografia flash. Esta técnica consiste no uso de fase estacionaria com
particula mais fina (40-63 pum) do que as utilizadas em cromatografia classica (63-200 um).
Sendo entdo, necessaria a aplicacdo de uma pressdo média para o aumento do fluxo da fase
movel percolando através desta coluna. Mais tarde, Kuhler et al. (1983) demonstraram que as
fases estacionarias de 15-40 um apresentaram melhor resolucdo e picos mais estreitos. Desde
entdo, a técnica tem sido amplamente explorada. Vérios fabricantes desenvolveram sistemas
de média pressdo automatizados de cromatografia flash cujas caracteristicas incluem colunas
pré-embaladas, bombas integradas que permitem mistura de gradiente, deteccdo integrada e
sistemas de coleta automatizados (HOBBS et al., 2013; HERON et al., 2015)

Uckoo et al. (2011) utilizou a cromatografia flash em coluna de silica gel utilizando
hexano e acetona como fase mdvel, resultando no isolamento de quatro polimetoxiflavonas
separadas com alta pureza. Huang et al. (2016) isolou indigotina e indirubina com pureza
acima de 96 % por cromatografia flash em coluna de sica gel de fase reversa (Cig). Os
sistemas modernos de flash preenchem o nicho entre os métodos de separacdo de
cromatografica classica, relativamente baratos, porém limitados, e 0os métodos de CLAE

preparativos mais caros e tecnologicamente complexos.

3.9.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os avangos na técnica de cromatografia liquida sdo, em grande parte, devidos a
evolucgdo das colunas cromatograficas. Desde a cromatografia classica até a CLAE, muitos
avangos ocorreram no tamanho, forma, estrutura e rigidez das particulas de recheio das
colunas cromatograficas. Uma coluna ideal oferece a maior resolucdo na separa¢do, em um
menor tempo possivel, possui grande capacidade de amostra, produz pequena pressao e baixo
custo.

A técnica CLAE é empregada em separacfes tanto em escala analica quanto em
preparativa, sendo seu uso bastante difundido para fins analiticos. Na maioria das separagdes

por CLAE sdo usadas particulas rigidas a base de silica, pois esses recheios sdo estaveis as
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altas pressdes usadas na CLAE. As particulas esféricas sdo preferiveis para aplicagdes na
CLAE, pois apresentam melhor empacotamento da coluna, maior resisténcia as pressoes altas,
leitos homogéneos, compactos e eficientes, quando comparados as particulas irregulares.
Particulas irregulares sdo mais usadas em separacdes preparativas, porque seu custo € menor
(COLLINS et al., 2006).

A Tabela 3 apresenta comparagdo das técnicas preparativas de cromatografias classica
(CL), flash (CF) e liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Tabela 3. Comparagdo das técnicas preparativas de cromatografias classica (CL), flash (CF) e
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Comparacao de técnicas de cromatografia preparativa®

CL CF CLAE
Custo Relativamente baixo Moderado Relativamente alto
Material da Vidro Plastico Aco
coluna
Pressao Ambiente 3-10 bar 100-200 bar
Empacotamento Autocondicionada Pré-empacotada Pré-empacotada
Fase normal Rotina Rotina Rotina, pouco
explorada
Cada vez mais Muitas opgoes
Fase reversa Pouco explorada di o . P
isponiveis disponiveis
Gradiente Dificil Automatico Automatico

Fracdes analisadas
Detecgdo/Coleta individualmente apds

coleta
Manutencéo Muito baixa
Pureza Relativamente baixa

Detector acoplado

Baixa
Moderada

Detector acoplado

Alta
Alta

(1) Tabela adaptada de HERON et al., 2015

3.9.4. Tamanho da particula

Particulas porosas com diametros altos possuem poros profundos. A entrada e saida das
moléculas dentro dos poros é mais demorada quanto maior a profundidade do poro. Por outro
lado, as moléculas na fase mével migram mais rapidamente através da coluna, o que acarreta
alargamento do pico.

A busca por separacdes cada vez mais rapidas resultou no desenvolvimento da CLAE.
A rapidez nas separacdes pode ser conseguida pela diminuicdo da coluna e aumento da vazéo,

porém perde-se eficiéncia na separacdo. Com o desenvolvimento de particulas menores pode-
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se empregar colunas com menores comprimentos sem comprometimento da eficiéncia, porém
a diminuicdo do tamanho da particula se limita pelo aumento da pressdo do sistema. A
equacdo de van Deemter (Equacdo 1) mostra a relacdo entre a altura do prato tedrico (H),
velocidade linear média da fase movel (p), tamanho da particula (dp), coeficiente de difusdo

do soluto na fase movel (Dwm) e coeficiente de difusdo do soluto na fase estacionaria (Ds):

26 2
Dm , 8 kd“fu

o 22 (1+k)%Dg (Equacdo 1)

Particulas menores que 2 um ocasionam separa¢des muito rapidas e eficientes, mas a
elevacdo na pressao de operacdo desencadeou o desenvolvimento de um sistemas como
algumas modificagdes como: capacidade de trabalhar a pressdes muito altas (100 MPa),
volumes internos muito menores (conexdes, alca de amostragem, cela do detector, bombas),
celas do detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisicdo, melhoramento no sistema de
controle e de dados, colunas resistentes para trabalharem a altas pressdes e com baixo volume
morto, injetores com precisdo na faixa de volumes pequenos (MALDANER & JARDIM,
2009). Com o desenvolvimento deste novo sistema surgiu 0 novo conceito de cromatografia, a
CLUE (Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia), que utiliza ulta presséo.

3.9.5. Estrutura da particula

3.9.5.1. N&o porosas

As particulas ndo porosas oferecem uma cromatografia rapida e sem perda de eficiéncia,
pois ndo ha difusdo do analito e da fase mdvel nos poros, o que também acarreta menor
pressdo. Porém, a capacidade de amostra € muito pequena, a retencdo do analito é baixa e seu
uso necessita de equipamentos que possuam volumes extracoluna baixos. Por estes fatores sdo
usadas em separagdes de macromoléculas, pois estas possuem lenta difusdo na fase movel.
Estas particulas oferecem menor resisténcia a transferéncia de massa, facilitando o uso de
uma faixa ampla de vazdes de fase mdvel, sem perda de desempenho cromatografico e séo
mais resistentes e estaveis as altas pressdes e temperaturas. Colunas recheadas com particulas
esféricas ndo porosas de 1,5 um chegam a alcangar 30000 pratos/15 cm (FEKETE et al.,
2012).
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3.9.5.2. Totalmente porosa

Particulas totalmente porosas sdo as mais utilizadas em CLAE. Oferecem vantagens,
como alta capacidade de amostra, eficiéncia, durabilidade e disponibilidade. A diminuicao
destas particulas diminui a profundidade dos poros, aumentando a eficiéncia, uma vez que
diminui o alargamento do pico cromatografico, porém esta vantagem ocorre em detrimento do
aumento da pressao (COLLINS et al., 2006).

Colunas recheadas com particulas esféricas porosas de 2,5 um podem alcangar
25000 pratos/15 cm. Estas mesmas particulas com didametro de 1,7 um alcangam 30000
pratos/15 cm, porém, necessitam de uma instrumentagdo mais sofisticada para serem

empregadas com o maximo de desempenho cromatografico (FEKETE et al., 2012).

3.9.5.3.  Peculiar (Core Shell)

O conceito de particulas sélidas ndo porosas recobertas com uma camada de material
poroso (Figura 18) foi introduzido por Horvéath por volta de 1960 usando particulas de 50 um.
Ao longo dos anos, seguindo a tendéncia, o diametro destas particulas diminuiu. Este tipo de
particula inicialmente foi utilizado para separacdo de proteinas (LANCAS, 2009).
Atualmente, seu emprego tem aumentado e muitos estudos mostram vantagens de sua
utilizacdo em relacdo as particulas totalmente porosas de diametro reduzido, como menor
pressdo e maior eficiéncia. O volume extracoluna deve ser baixo, para evitar alargamento dos
picos (FEKETE et al., 2012).

a b

Figura 18. Vista em corte de particula core shell (a) e esquema de uma particula 2,6 pm (b)
(adaptado de PHENOMENEX, 2013)

Nas particulas peculiares, por ndo serem totalmente porosas, 0 tempo gasto para difusdo
dos analitos ao entrarem e sairem dos poros & menor quando comparado as particulas

totalmente porosas. Este caminho mais curto permite uma rapida transferéncia de massa, 0
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resultado é uma largura menor dos picos e eficiéncia comparavel

particulas de sub-2 um totalmente porosas (PHENOMENEX, 2013).

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.

Reagentes e solventes

Solventes e reagentes utilizados:

AN N Y N N U N N N U N U N N N N N N N Y RN

<

Acetato de Etila grau ACS (Tedia, 99 %);

Acetona grau HPLC/Spectro (Tedia, 99 %);
Acetonitrila grau HPLC/Spectro (Tedia);

Acido Acético glacial grau HPLC/Spectro (Tedia, 99 %);
Acido Cloridrico PA (Tedia, 37 %);

Acido Férmico ACS (Emsure, 98 %),

Acido Fosférico grau HPLC (Sigma, 85 %);

Agua milli-Q®;

Celite 545 (Tedia);

Cloroférmio grau ACS (Tedia, 98 %);
Diclorometano grau ACS (Tedia, 99 %);

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Sigma);

Eter de Petroleo grau CG (Tedia);

Eter Etilico grau CG (Tedia);

Eter Metil-terc-butilico grau HPLC (Tedia, 99 %);
Hidroxido de Aménio grau ACS (Sigma, 28-30 %);
Hidroxido de Sdédio PA (Vetec, 97 %);
Hidroxitolueno Butilado (BHT) (Spectrum Chemical, 98 %);
Metanol grau HPLC/Spectro (Tedia, 99 %);
n-hexano grau ACS (Tedia, 95 %);

Persulfato de Potassio (Sigma, 99%),

Persulfato de Potassio grau ACS (Sigma, 99 %);

ou melhor do que as

sal diamonio do ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonato de

diamdnio)) (Sigma, 98 %);
Silica Flash F60 (40-63 pum, 230-400 Mesh; Silicycle).

Sulfato de Sodio anidro (Quimex);
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v' Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (Sigma, 97 %).
4.2. Padroes

Padrbes comerciais:

Acido Cafeico (98 %, Sigma);

Acido Elégico (95 %, Sigma);

Acido Ferulico (99 %, Sigma);
Acido Galico (97,5-102,5 %, Sigma);
Acido Siringico (95 %, Sigma).
Acido Vanilico (97 %, Sigma);

Acido p-cumérico (98 %, Sigma).

AN N N N N SN

Padrdes isolados:
Cianidina-3-O-glicosideo (99 %);
Delfinidina-3-O-glicosideo (99 %);
Malvidina-3-O-glicosideo (98 %);
Peonidina-3-O-glicosideo (99 %);
Petunidina-3-O-glicosideo (98 %).

AN N NN

4.3. Equipamentos

Equipamentos utilizados:

Agitador magnético com aquecimento (NT103, Nova técnica);
Agitador tipo vértex (Genie 2, Scientific Industries);

Balanca analitica com resolucdo de quatro casas decimais (AY220, Marte);
Banho ultrassom (2210, Branson);

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

Cartucho de fase mista (Sep-Pak OASIS MCX, Waters),
Cartucho de fase reversa (Cis Sep-Pak, Waters®);

Cartucho de fase reversa Cig (Biotage KP-C1g-HS, 50 um, 30 g);
Centrifuga (Hsiangtai);

Coletor de fragdes (Fraction Collector 111, Waters®);

Coluna Cis (Symmetry®, Waters, 3,9 x 150 mm, 5 pm);

Coluna Cig (Thermo BDS Hypersil, 100 mm x 4,6 mm, 2,4 um);

AN N N NN U N N U N NN
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4.4,

Coluna C1g (YMC-Pack ODS-AM303, 250 mm x 4,5 mm, 5um);

Coluna Csg (YCM Carotenoid S-3; 4,6 mm x 250 mm);

Coluna CG 5 % Fenil, 95 % Polidimetilsiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm);
Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (QP2010 Plus,
Shimadzu®);

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com forno para colunas e injetor
automatico (Alliance® 2695, Waters);

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

Espectrometro de massas Q-TOF (SYNAPT mass espectrometry, Waters®);
Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear 400 e 500 MHz (AVANCE,
Bruker); espectrofotdmetro (Modelo UV-1800 — Shimadzu®);

Estufa (WTB - Binder®); liofilizador (L101, Liotop);

Evaporador rotatério (Buchi); ultra turrax (T 25, Ika-Werke);

Medidor de pH (Bel®);

Membrana hidrofilica tipo Millex (0,45 pm);

Moinho analitico (A11; IKA);

Pipetadores automaticos com capacidade para 10 a 100 ulL, de 100 a 1000 uL e de
0,5 a5 mL Brand®;

Sistema de isolamento cromatogréafico acelerado (Isolera Four ACI™, Biotage);
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q (A10, Milipore);

Valvula seletora motorizada de 14 portas e 6 posi¢des (RV500-104/550-104,
Rheodyne®);

Espécies vegetais

As espécies vegetais utilizadas foram:

NS N N N N N

Eugenia astringens (Cambess);

Myrcia multiflora (Lam.) DC;
Myrciaria cauliflora (Mart.);
Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl.;
Psychotria nuda Cham. & Schitdl.;
Psychotria suterella MUll.Arg;

Vitis spp.

55



4.5. Myrcia multiflora (Lam.) DC.

Os frutos de M. multiflora (Lam.) DC. (Figura 19) foram coletados em duas localidades
do bairro da Barra da Tijuca na cidade do Rio de Janeiro, coordenada geografica 23°0°18’S,
43°25°20’0 (F032A), no més de janeiro de 2014 e coordenada geogréfica 22°59°52”’S,
43°22°11°0 (F032B) no més de fevereiro de 2015. A identificagdo botanica foi realizada pelo
Dr. Marcelo da Costa Souza, professor e pesquisador do Departamento de Botanica, do
Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As exsicatas foram
depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da UFRRJ (RBR), sob os ndmeros
RBR36746 e RBR36747, respectivamente.

Figura 19. Myrcia multiflora (Lam.) DC

O fruto foi separado em duas partes: 1) semente e 2) casca mais polpa. As partes foram
submetidas separadamente as analises de umidade, carotenoides, antocianinas, agucares,
acidos fendlicos, capacidade antioxidante. Foram utilizadas trés repeticbes para cada as
analises. Algumas substancias nao identificadas por comparacdo com padrdo analitico foram
isoladas para determinacéo estrutural (Anexo 1).
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45.1. Anélise de umidade

A andlise de umidade foi realizada pelo método de perda por dessecacdo em estufa
segundo Zenebon et al. (2008). Inicialmente, as partes separadas dos frutos in natura foram
colocadas em frascos previamente secos e pesadas. Em seguida foram mantidas em estufa a
105 °C durante 3 horas e, ap6s esfriarem em dessecador, foram pesadas. Este procedimento
foi repetido até se obter pesos constantes no tratamento experimental. Os resultados foram
expressos através da Equacéo 2:
M-m)
Ma

% umidadeleO-[( *100} (Equagdo 2)

Onde,
M = Massa do frasco de vidro mais amostra Secos;
m = Massa do frasco de vidro seco;
Ma = Massa de amostra.
45.2. Andlise de carotenoides

452.1. Extragdo de carotenoides

A extracdo dos carotenoides foi realizada a partir do fruto in natura, conforme método
descrito por Rodriguez-Amaya (2001). As partes do fruto foram trituradas com celite e os
carotenoides extraidos com Acetona. Em seguida, filtrou-se em funil de vidro com placa
sinterizada, sendo tal procedimento repetido até auséncia da coloracdo caracteristica (do
amarelo ao vermelho), indicativa da presenca de carotenoides. O extrato foi transferido para
um funil de separacdo com Eter de Petréleo para lavagens com agua Milli-Q até que n&o
houvesse mais residuos de Acetona. A solucdo etérea foi adicionado um grdo de
Hidroxitolueno Butilado (BHT) e avolumou-se em baldo volumétrico (10 mL para
polpa+casca e 25 mL para semente). Para reacdo de saponificacdo (hidrolise basica) retirou-se
uma aliquota de 5 mL transferiu-se para vial ambar, adicionou-se 5 mL de solugdo de KOH
10% (m/v) em metanol, purgou-se o frasco com fluxo de N2. Manteve-se a reagdo no escuro
por 16 horas. A seguir, completou-se o volume do frasco com 4agua e agitou-se
vigorosamente. Apos separagdo das fases o contedo etéreo foi transferido quantitativamente
para uma bureta. Lavou-se a solucdo etérea com aproximadamente 100 mL de agua,
descartando a fase aquosa. Registrou-se o volume final da solugdo etérea na bureta.

Transferiu-se a solucdo etérea para vial de 10 mL e adicionou-se Sulfato de Sédio anidro para

57



absorcdo de residuo de agua. Uma aliquota desta solucdo foi utilizada para leitura de
carotendides totais em espectrofotdmetro a A=450 nm. Outra aliquota foi seca sob fluxo de ar
comprimido e o residuo diluido com Acetona para analise cromatografica (Anexo 2). O teor

de carotenoides totais foi calculado através da Equacéo 3.

. . _ ABSxVfx1000000 .
Carotenoides Totais (ug/100g)= Me (Equacéo 3)

Onde,

ABS=Absorvancia;

V= Volume final;

M= Massa da amostra

g= 2592 (Coeficiente de absortividade do B-caroteno em Eter de Petréleo)

45.2.2. Separacdo cromatogréafica de carotenoides

A analise cromatogréafica segundo Pacheco (2009) foi realizada por CLAE-DAD e 0s
carotenoides identificados por comparacdo com o tempo de retencdo e espectros de UV-Vis
disponiveis na literatura para os padrdes isolados por Pacheco et al. (2013). O método baseia-
se na separacdao cromatografica em coluna de fase reversa (Czo, YMC Carotenoid S-3; 4,6 X
250 mm) a 33 °C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 4) de Metanol (Fase A) e Eter Metil-
terc-butilico (Fase B) com fluxo de 0,8 mL/min, o volume de injecédo foi 15 uL e o tempo de

corrida de 28 minutos.

Tabela 4. Gradiente de eluicdo das fases moveis 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

O teor de carotenoide individual foi calculado por normalizacao, relacionando o teor de
carotenoOides totais com a porcentagem das areas dos picos no cromatograma extraido no
comprimento de onda de Amax=450 nm, conforme metodologia descrita por Martins (2015)

(Equacgles 4 e 5)
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% da subst. de interesse= Area da subst. de interessex100 (Equacio 4)

Zéreas de todas as subst. detectadas

% da subst. de interessex Carotenoides totais (Equacéo 5)

Conc. da subst. de interesse (g /1009 }= 100

45.3. Andlise de antocianinas

45.3.1. Extracdo de antocianinas

A anélise de antocianinas foi realizada na parte do fruto casca mais polpa. A amostra foi
congelada e liofilizada. O material seco foi submetido a analise de umidade como descrito no
item 4.5.1. A extracdo de antocianinas foi realizada conforme método descrito por Santiago et
al., (2010). A amostra foi extraida com solugdo 10 % de Acido Férmico em Metanol com
agitacdo em vortex durante 1 minuto, em seguida, levada ao ultrassom por 10 minutos e
posteriormente a centrifugacdo a 6000 rpm e 20°C por 10 minutos, o sobrenadante foi
transferido para baldo de 10 mL. O processo foi repetido com o residuo sélido obtido na
centrifugacdo, até que o sobrenadante obtido ndo apresentasse a coloracdo caracteristica de
antocianinas (laranja a rosa). Uma aliquota de 400 uL foi evaporada sob fluxo de ar
comprimido até a secura e em seguida o residuo foi dissolvido em solugdo 5 % de Acido
Férmico:Metanol (90:10) e submetida a analise por CLAE-DAD (Anexo 3). O teor de

antocianinas do po6 foi calculado através da Equacéo 6.

Teor de Antocianina (mg/100g)= R>500 i
I= (Equagéo 6)

Onde,
R= Resultado fornecido pela curva analitica da antocianina (mg . mL™)
M= Massa da amostra (g)

45.3.2. Separagdo cromatografica de antocianinas

A analise cromatografica foi realizada por CLAE-DAD, conforme método de
GOUVEA e colaborados (2015) e os compostos identificados através do tempo de retencéo,
espectros de UV e espectros de massa. O método baseia-se na separacdo cromatografica em

coluna de fase reversa (Cis, Thermo BDS Hypersil, 100 x 4,6 mm e 2,4 um) a 40 °C em modo
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de eluicdo gradiente (Tabela 5) de Acido Férmico 5 % (Fase A) e Acetonitrila (Fase B) com
fluxo de 1,0 mL/min, o volume de injecdo foi 5 UL e o tempo de corrida de 20 minutos. O

cromatograma foi extraido no Amax=520 nm

Tabela 5. Gradiente de eluicdo das fases mdveis para separagdo das antocianinas

Tempo Fase A (%) Fase B (%)

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

4.5.4. Preparo dos padr@es analiticos de antocianinas

454.1. Isolamento das antocianinas

Para isolamento dos padrdes de antocianinas foram utilizadas a uva preta chilena sem
sementes (Vitis sp) e a jabuticaba (Myrciaria cauliflora), obtidas no comércio da cidade do
Rio de Janeiro, e a jabuticaba da praia (Eugenia astringens), coletada na cidade do Rio de
janeiro. As matrizes foram manualmente despolpadas, suas cascas foram congeladas e
liofilizadas durante 24 h, e posteriormente moidas. Os pds obtidos da jabuticaba da praia, uva
e jabuticaba foram misturados na proporcdo de 3:1:3, respectivamente. Foram realizadas
paralelamente quatro extracfes de antocianinas (item 3.5.3.1) utilizando o total de 3,4 g da
mistura. Os extratos das quatro extracGes foram reunidos e secos em evaporador rotatério e o
residuo dissolvido em 20 mL de solucéo de 5 % de Acido Férmico:Metanol (90:10) e filtrado
por membrana hidrofilica tipo Millex (0,45 um). Este extrato foi entdo submetido a separacédo
cromatografica em coluna de fase reversa (coluna Cis, Symmetry®, Waters, 3,9 mm x
150 mm, 5 um) com gradiente de eluicdo apresentado na Tabela 5 a 1 mL/min, temperatura
da coluna de 40 °C e volume de injecdo de 50 uL (GOUVEA et al., 2012).

Para coleta das substancias foi utilizado um sistema de CLAE-DAD conectado a um
coletor de fragBes (Fraction Collector 111, Waters®). O coletor de fragdes foi programado
utilizando o0 modo window de acordo com o tempo de retencdo das substancias de interesse e
entre cada coleta foi realizada a lavagem da saida do coletor, utilizando a op¢do monitor, a
fim de evitar a contaminagdo da proxima substancia a ser coletada. As condi¢fes do coletor

de fragdes foram otimizadas para se obter compostos com alto indice de pureza. O delay
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utilizado foi de 10 segundos, peak level de 20 % e o comprimento de onda monitorado em
520 nm.

A concentracdo das antocianinas isoladas foi realizada por extracdo em fase solida,
utilizando um cartucho de fase reversa (Cis Sep-Pak, Waters®), conforme metodologia
descrita por Gouvéa e colaboradores (2014). Com o auxilio de uma seringa, o cartucho foi
previamente ativado com 3 mL de Metanol, em seguida foi saturado com a fracdo da
antocianina coletada, ficando a antocianina retida no cartucho. O cartucho foi lavado com
3 mL de solucdo de HCI 0,01 %, em seguida foi seco através da injecdo de ar e a antocianina
foi eluida com Metanol. A solugcdo metanolica contendo a antocianina isolada foi seca em
fluxo de ar comprimido filtrado em membrana hidrofilica tipo Millex (0,45 pum). O residuo
foi, entéo, dissolvido com 5 mL de solugdo 5 % de Acido Formico:Metanol (90:10), obtendo-
se a solucdo méde. Uma aliquota da solucdo mae foi utilizada para analise de pureza por
CLAE-DAD (item 4.5.3.2), outra aliquota foi utilizada para analise por espectrometria de
massas de alta resolucdo (item 4.5.4.2) e outra para o célculo da concentracdo da antocianina

na solucdo mée e preparo da curva analitica de antocianinas (item 4.5.4.3).

45.4.2. ldentificacdo das antocianinas por espectrometria de massas de alta

resolucéo

As antocianinas coletadas foram analisadas por infusdo direta em espectrometro de
massas de alta resolucdo Q-TOF Synapt (Waters®), com ionizagio por eletronebulizacdo. As
condigcdes e voltagens utilizadas no espectrometro de massas foram: modo positivo;
analisador modo V; capilar 3,0 kV; cone de amostra 25,0 V; cone de extracdo 4,0 kV;
temperatura da fonte 120 °C; temperatura de dessolvacdo 150 °C; fluxo do gas de
dessolvatacdo 750,0 L/Hr; energia de colisdo 6,0 eV. Os espectros foram obtidos no modo

EM/EM com energia de colisdo de 12 eV (trap e transfer)

45.4.3. Quantificacdo dos padrdes isolados e preparo da curva analitica de

antocianinas

Para o célculo da concentracdo da antocianina isolada na solu¢cdo mae foi retirada uma

aliquota (AQ) desta solucdo que foi seca sob fluxo de ar comprimido filtrado em membrana
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hidrofilica tipo Millex (0,45 um) e o residuo dissolvido com 2 mL da solucdo de leitura,
conforme a Tabela 6.

Tabela 6. Coeficiente de absortividade molar (¢), comprimento de onda (1), solugdo de
leitura, massa molecular (MM) e aliquota (AQ) para o célculo da concentracdo da antocianina
na solucao mée

Antocianina Mlz)/llscs:tsj?ar Aliquota  Solugdo de Corgepginrggnto Abs?r:gilvai;j e
(MM, g . mory) (AQ ML) leitura Gonm) (& L.mol'.cm?

sogiosier 5 04 Uvgon 9 29000

3- (c:)lzr;:gér;?deo 449 0,2 L% Mo em 530 34300

3—P0efgriicdc:2?d-eo 479 04 OFeHClem 546 12900

3- Fc)f-c;rl]iigcig?c;eo 463 0.4 0’1,:;(’;:0?' o 536 11300

3- I\O/I?é\lliigci)rs]?cieo 493 0.2 o I(\)fe?OCI—II o 538 29500

Fonte: Giust et al. 1999

O residuo dissolvido na solucdo de leitura correspondente teve sua absorvancia
determinada em espectrofotometro (UV-1800 Shimadzu) no comprimento de onda (A)
indicado na Tabela 6. A concentracdo da solucdo mae foi calculada através da lei de Lambert-

Beer utilizando a Equacéo 7.

Concentragéo da Antocianina(mg/mL)= ABSXMM>2xP (Equagio 7)

exAQ

Onde,

ABS= Absorvancia fornecida pela leitura em espectrofotdometro no A indicado na tabela 3
MM= Massa molecular da antocianina

€= Absortividade molar da antocianina

P= Pureza

AQ= Aliquota da solugdo mée

A partir de diluicbes da solugdo mée de cada antocianina, individualmente, foram
preparados os pontos da curva analitica. A solugdo 5 % de Acido Férmico:Metanol (90:10) foi
utilizada para diluicdo do analito obtendo-se um volume final de 200 pL para cada ponto
conforme a Tabela 7.
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Tabela 7. Diluigdes da solu¢do mée para o preparo da curva analitica

Ponto VVolume da solugdo mae (pL)
10
20
40
60
80
100
120
140
160
200

Boo~vooahrwnr

4.5.5. Anélise de &cidos fendlicos
455.1. Extracdo e hidrdlises de acidos fenolicos

As partes do fruto casca mais polpa e a semente foram submetidas a analise de acidos
fendlicos, conforme metodologia descrita por Mattila & Kumpulainem (2002). Para obtencéo
do extrato de acidos fendlicos foi realizada a extragdo em cerca de 0,5 g de amostra com
10 mL da solucdo de BHT 2 g/L em Metanol:10 % de Acido Acético (85:15) através de
agitacdo em vortex, seguida de extracdo em banho de ultrassom por 30 minutos. Apds
decantacdo do residuo sélido, foi retirada uma aliquota de 100 uL da parte sobrenadante para
analise de acidos fendlicos livres por CLAE-DAD. O extrato de &cidos fendlicos (residuo
solido + sobrenadante) foi reservado.

Para hidrolise basica dos acidos fendlicos esterificados foram adicionados de 17 mL de
NaOH 3 M ao extrato de &cidos fendlicos reservado (residuo sélido + sobrenadante).
Borbulhou-se N2 durante 1 minuto, tampou-se o frasco e este foi mantido sob agitacdo
mecanica por 16 h. Apds decantacdo, o residuo sélido e sobrenadante foram separados. Ao
sobrenadante foram adicionados 7 mL de HCI 6 M, e o pH ajustado para 2,0+0,1 com HCI
6 M com auxilio de um medidor de pH. O residuo solido foi reservado.

Os acidos fendlicos hidrolisados foram extraidos com 15 mL éter etilico:acetato de etila
(1:1) por trés vezes. A fase organica foi avolumada para 50 mL com a mistura Eter
Etilico:Acetato de Etila (1:1). Uma aliquota de 1 mL foi seca sob fluxo de Nz e dissolvida
com 100 uLL de Metanol, procedendo-se com a analise cromatografica da fracdo da hidroélise

basica.
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A fase aquosa foi misturada com o residuo sélido reservado. Adicionou-se 2,5 mL de
HCI concentrado para hidrélise dos &cidos fenolicos ligados através de ligacdo éter. A mistura
foi levada a estufa a 85 °C durante 35 minutos. Apds o resfriamento até temperatura ambiente
adicionou-se 5 mL de NaOH 3 M, e entdo ajustou-se o pH para 2,0+0,1 com NaOH 3 M com
auxilio de um medidor de pH. Foi realizada nova extracdo com 15 mL Eter Etilico:Acetato de
Etila (1:1) por trés vezes. A fase organica foi avolumada para 50 mL com a mistura Eter
Etilico:Acetato de Etila (1:1). Uma aliquota de 1 mL foi seca sob fluxo de Nz e dissolvida
com 100 uL de Metanol, procedendo-se com a analise cromatografica da fracdo da hidrdélise
acida (Anexo 4). A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa, conforme EquacGes 8 e
9.

- Gt _RL 3
Teor de acidos fendlicos livres (mg/lOOg)—V (Equacdo 8)

Teor de &cidos fenodlicos totais (mg/100g)= Ra:zA

(Equacéo 9)

Onde,

RL= Resultado fornecido pela curva analitica da fracéo de acidos fendlicos livres (ug . mL™?)
RB= Resultado fornecido pela curva analitica da fracdo de &cidos fendlicos obtidos por
hidrolise basica (ug . mL™)

RA= Resultado fornecido pela curva analitica da fracdo de &cidos fendlicos obtidos por
hidrélise 4cida (ug . mL™?)

M= Massa da amostra (g)

455.2. Separacdo cromatografica de acidos fenélicos

A andlise cromatogréfica foi realizada por CLAE-DAD. O método baseia-se na
separagdo cromatografica em coluna de fase reversa (Cig, Thermo BDS Hypersil, 100 mm x
4,6 mm e 2,4 um) a 30 °C em modo de eluicdo gradiente (Tabela 8) de 1,5 mL/L de Acido
Fosforico em agua (Fase A) e Acetonitrila (Fase B) com fluxo de 1,0 a 1,2 mL/min, o volume
de injecdo foi 10 uL e o tempo de corrida de 28 minutos. A quantificacdo foi realizada na
regido do utravioleta a A=270 nm.

64



Tabela 8. Gradiente de eluicdo das fases mdveis para separacdo dos acidos fendlicos

Tempo Fluxo (mL/min)  Fase A (%) Fase B (%)

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

4.5.6. Andlise de capacidade antioxidante
45.6.1. Extracdo de compostos antioxidantes

A andlise da capacidade antioxidante foi realizada segundo a metodologia descrita por
Rufino et al. (2007; 2010). Pesou-se de 1 a 1,59 da amostra em um béquer de 100 mL,
adicionou-se 40 mL de Metanol:agua (1:1), homogeneizou-se e deixou-se em repouso por
60 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 10000 rpm durante 15 minutos,
transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL. A partir do residuo da
primeira extracdo, adicionou-se 40 mL de Acetona:agua (7:3), homogeneizou-se e deixou-se
em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente a 10000 rpm
durante 15 minutos, transferiu-se o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o
primeiro sobrenadante e completou-se o volume para 100 mL com agua destilada.

Foram preparadas 3 diluicbes do extrato de compostos antioxidantes, conforme

Tabela 9, afim de obter 3 concentra¢Ges da amostra.

Tabela 9. Dilui¢des do extrato de substancias antioxidantes

Aliquota do extrato ~ Volume final ~ Fator de diluicdo

(mL) (mL) (FD)

2 2 1
Polpa + Casca 1,5 2 0,75
1 2 0,5

0,2 2 0,2
Semente 0,3 2 0,15
0,4 2 0,1
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A concentracdo da amostra foi calculada utilizando-se a equacéo 10.

m 10000

CA (mg/L)= “DOF (Equagdo 10)

Onde,
m=Massa de amostra pesada
DF=Fator de diluigéo

45.6.2. Determinacdo da capatividade antioxidante - captura do radical livre
ABTS™

A determinacdo de capacidade antioxidante foi avaliada segundo método descrito por
Rufino et al., (2007; 2010). O radical livre ABTS™" foi obtido pela reacdo do ABTS (7 mM)
com Persulfato de Potassio (140 mM). O sistema foi mantido em repouso, a temperatura
ambiente (£25 °C), durante 16 horas em auséncia de luz. Uma vez formado o radical ABTS™",
dilui-se com Etanol até obter um valor de absorvancia entre A=0,650 a 0,750, a A=734 nm.

Foram preparadas cinco solugbes padrdo de trolox em alcool etilico (concentracdes
variando de 100 a 2000 uM). Para calibragéo adicionou-se 30 pL de cada solucdo padrdo de
trolox separadamente a 3 mL de solucdo do radical ABTS™. Apds 6 minutos de reagdo foi
realizada a leitura em espectrofotometro a A=734 nm. Através interpolacdo das concentragdes
de trolox pela absorvancia foram calculados os coeficientes de inclinacdo e intersecdo da
curva analitica de trolox. A absorvancia equivalente a 1000 pmol de trolox (ABSio0) foi
calculada a partir da equagéo 11.

ABSyo,=-1000 &, + Iy (Equagéo 11)

Onde,
a1= Inclinacdo da curva analitica de trolox;
bi=Intersecdo da curva analitica de trolox

Para a determinacdo da capacidade antioxidante adicionou-se 30 pL de cada
concentracdo da amostra separadamente a 3 mL de solugdo do radical ABTS™. Apds
6 minutos de reacdo foi realizada a leitura em espectrofotometro a A=734 nm. Atraves
interpolagdo das concentracdes da amostra (CA — Equagdo 10) pelas absorvéncias foram
calculados os coeficientes de inclinacéo e intersecdo da curva analitica das concentracdes da
amostra. Através da equacdo 12 obteve-se a concentragdo da amostra equivalente a
1000 pmol de Trolox (X).
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X (mg/L)= ABSlOO(:; b b, (Equacdo 12)

2

Onde,

ABS1000= absorvancia equivalente a 1000 pmol de trolox (Equagéo 11);
a>= Inclinacdo da curva analitica da amostra;

bo=Intersecdo da curva analitica da amostra

O valor da capacidade antioxidante foi obtido atraves da equacao 13.

Atividade antioxidante (umol de Trolox/g de amostra)zlooiﬂ (Equacdo 13)

Onde,
X=diluicdo da amostra equivalente a 1000 umol de Trolox (Equacdo 12)

45.6.3. Determinacdo da capatividade antioxidante - captura do radical livre
DPPH"*

A determinacdo de capacidade antioxidante foi avaliada segundo método descrito por
Rufino et al., (2007; 2010). A partir do padrdo comercial do radical livre DPPH™" foi
preparada uma solugdo (60 uM) em Alcool Metilico. Por diluicdo foram preparadas cinco
solucdes do radical livre DPPH"" (concentracOes variando de 15 a 100 uM). Estas solucdes
com concentracdes conhecidas do radical livie DPPH™" tiveram sua absorvancia lida em
espectrofotdmetro a A=515 nm. Através interpolacdo das concentracdes de DPPH™" pela
absorvancia foram calculados os coeficientes de inclinagdo e intersecdo da curva analitica do
DPPH"".

Como branco utilizou-se uma solucdo de Metanol 50 %:Acetona 70 %:4agua (40:40:20).
Foi adicionado 100 pL desta solucédo a 3,9 mL de solucédo do radical DPPH"" na concentracéo
de 60 pM e sua absorvancia foi lida em espectrofotometro a A=515 nm, esta absorvancia foi
denominada absorvancia controle (ABSC). A quantidade equivalente a metade do radical
DPPH"" inicial (MQi, em g/L) foi calculada através da equacdo 14.

0,5 x ABSC - b,

MQi (g/L)=
Ql (glL) 1000000 x a,

xMM " (Equacio 14)

Onde,

ABSC=Absorvancia controle;

a1= Inclinacdo da curva analitica do DPPH'";
bi=Intersecdo da curva analitica do DPPH"";
MM= 394,32 — Massa molecular do DPPH.
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Para a determinacdo da capacidade antioxidante adicionou-se 100 pL de cada
concentracdo da amostra separadamente a 3,9 mL de solucdo do radical DPPH™ na
concentracdo de 60 uM. Aguardou-se o fim da reacdo (até que a absorvancia permanecesse
constante) e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a A=515 nm. Atraves interpolacdo das
concentragdes da amostra (CA — Equacdo 10) pelas absorvancias foram calculados os
coeficientes de inclinacdo e intersecdo da curva analitica das concentracdes da amostra.
Através da equacdo 15 obteve-se o resultado que corresponde a amostra necessaria para
reduzir em 50 % a quantidade do radical DPPH"" (ECsyo) inicial.

0,5x ABSC - b
EC,, (mg/L)= - 2 (Equagéo 15)

2

Onde,

ABSC=Absorvancia controle;

a>= Inclinacdo da curva analitica da amostra;
bo=Intersecdo da curva analitica da amostra

O valor da capacidade antioxidante foi obtido atraves da equacdo 16.

EC

EC..(expresso em g de fruta/g de DPPH)=—>%
so(EXP g g ) 1000xMOi

(Equacao 16)

Onde,
ECso= Concentragdo da amostra para reduzir em 50 % o DPPH"" inicial (Equagdo 15)
MQi= Metade do radical DPPH"" inicial (g/L) (Equacéo 14).

4.5.7. lIsolamento de substancias ndo identificadas com padr&es analiticos

45.7.1. Fracionamento em cartucho com fase mista

Cerca de 5 g de polpa mais casca foram extraidos com solugio 10 % de Acido Férmico
em Metanol, conforme item 4.5.3.1. Uma aliquota de 1 mL deste extrato, foi dissolvida com
29 mL de 0,1 % de Acido Férmico em &gua e submetida & purificacio em cartucho com fase
mista (C1s e acido sulfénico) conforme método descrito por He & Giusti (2011).

O cartucho foi ativado com 12 mL de Metanol, em seguida, 20 mL do extrato dissolvido
foi passado através do cartucho sob vacuo. Foi realizada lavagem com 12 mL de solucgdo
0,1 % de Acido Férmico em agua. A fracdo 1 foi eluida com solugio 0,1 % de Acido Férmico
em Metanol, em seguida as fracdes contendo as antocianinas foram eluidas com 6 mL de
solugéo 1 % de NH4sOH em metanol (fragcdo 2) e 6 mL de solugdo de 1 % de NH4sOH em

68



Metanol:dgua (60:40) (fracdo 3). As fracbes 2 e 3 foram prontamente acidificadas com
250 pL de Acido Trifluoracético. A fragdo 1 foi seca em fluxo de ar comprido e seu residuo
dissolvido em 2 mL de solucéo 10 % de Metanol em agua utilizando banho de ultrassom. As

fragdes foram analisadas por CLAE-DAD nas condicdes descritas no item 4.5.3.2.

45.7.2. Fracionamento em cartucho com fase reversa

A fracdo 1 obtida através de separacdo em cartucho de fase mista, dissolvida em 10 %
de Metanol em agua foi submetida a fracionamento em cartucho de fase reversa (C1s, Biotage
KP-Cy1g-HS, 50 um, 30 g) utilizando um sistema de isolamento cromatogréafico acelerado
(Isolera Four ACI™, Biotage), em modo de eluicio gradiente (Tabela 10) de Acido Férmico
1 % em agua (Fase A) e Acetonitrila (Fase B) com fluxo de 25 mL/min. Os comprimentos de
onda monitorados foram 349 e 520 nm, volume de injecdo de 5 mL e o volume de coleta foi
de 17 mL. As fracGes foram analisadas por CLAE-DAD nas condi¢Ges descritas no item
4.5.3.2. Apos reunir as fracdes de interesse, estas foram secas sob vacuo a temperatura de
60°C em evaporador rotatério. Para caracterizacdo estrutural foram submetidas a analise de
RMN (item 4.7.1) e EM (item 4.5.7.3).

Tabela 10. Tempo aproximado, volume de fase mdvel e porcentagem da fase B

Tempo aproximado Volume de fase mével Fase B
(minutos) (mL) (%)
0-4 99 0
4-10 155,1 0-3
10-11 29,7 3
11-38 669,9 3-15
38-83 11319 15-35
83-89 148,5 35-50
89-102 330 50-100
102-105 66 100

45.7.3. Espectrometria de massas

As substancias isoladas foram solubilizadas em sistema de solvente constituido de
Metanol:0,1 % de Acido Férmico em agua (50:50) e foram analisados por injecdo direta em
espectrometro de massas Q-TOF (Synapt HDMS, Waters) com ionizacdo por
eletronubulizagdo (ESI). As condigfes e voltagens utilizadas no espectrOmetro de massas
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foram: no modo negativo; analisador modo V; capilar 2,5 kV, cone de amostra 25,0 V; cone
de extracdo 4,0 kV; temperatura da fonte 80 °C; temperatura de dessolvagéo 40 °C; fluxo do
gas de dessolvatacdo 150,0 L/h. Os espectros foram obtidos no modo EM/EM com energia de

colisdo de 10 eV (trap e transfer).

4.6. Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl.

Os frutos de P. leiocarpa (Figura 20) foram coletados na cidade de Teresopolis, no
estado do Rio de Janeiro, coordenadas geograficas 22°26°55°’S 42°59°14°0. A identificacdo
botanica foi realizada pelo Dr. Marcelo da Costa Souza, professor e pesquisador do
Departamento de Boténica, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. As exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da UFRRJ
(RBR), sob os nimeros RBR 37742, RBR 44729, RBR 44731.

A polpa e casca dos frutos de P. leiocarpa foram manualmente separadas da semente
(Figura 21). Pesou-se 192,41 g de polpa e casca, que foi congelada e liofilizada. O extrato foi
preparado para posterior separacao e isolamento das substancias (Anexo 5).

70



Figura 21. Frutos de P. leiocarpa (A), polpa (B) e semente (C)

4.6.1. Preparacdo do extrato de P. leiocarpa

A polpa liofilizada (23,9 g) foi levada a banho de ultrassom por 10 minutos usando
aproximadamene 70 mL de Hexano. O extrato foi filtrado sob vacuo em funil de vidro com
placa sinterizada. O procedimento foi repetido trés vezes com o mesmo solvente. Em seguida,
o mesmo procedimento foi realizado utilizando Acetato de Etila e Acido Formico 1 % em
Metanol, em ordem crescente de polaridade. A extragdo com Acido Formico 1 % em Metanol
foi repetida até que ndo fosse mais observada a coloragdo rosa no extrato. Este extrato
(1360 mg) foi seco em evaporador rotatdrio sob vacuo a 60 °C, e entdo dissolvido com 10 mL
de solugdo de Acido Férmico 1% em &gua. A solucdo aquosa foi particionada através de
extracdo liquido-liquido com Cloroférmio. A fase aquosa (960 mg) foi submetida a separacéo
em coluna analitica de fase reversa por CLAE. A fase em Cloroférmio (390 mg) foi

submetida a separagdo em coluna preparativa de silica por cromatografia classica.
4.6.2. Separacdo e isolamento das subtancias de P. leiocarpa por CLAE
A fase aquosa (obtida conforme item 4.6.1) foi centrifugada e o sobrenadante foi
analisado por CLAE-DAD. A separacdo cromatografica foi otimizada utilizando-se coluna

Cis (YMC 250 mm x4,6 mm, com particula de 5 um) com temperatura de 45 °C, fluxo de

1,0 mL/min em modo de eluicdo gradiente de solucéo de &cido férmico 1 % em &gua (Fase A)

71



e acetonitrila (Fase B) (Tabela 11) com tempo de corrida 14 minutos. A faixa de varredura

estabelecida para o detector foi de A=200 a 600 nm.

Tabela 11. Gradiente de eluicdo das fases moveis para separacéo do extrato de P. leiocarpa

Tempo Fase A (%) Fase B (%)
0,00 90,0 10,0
5,00 85,0 15,0
7,00 80,0 20,0
9,00 70,0 30,0
10,00 70,0 30,0
11,00 90,0 10,0
14,00 90,0 10,0

4.6.2.1. Coleta das fracoes

As substancias foram separadas por CLAE em coluna analitica acoplada a detector de

arranjo de fotodiodos. Uma vélvula seletora motorizada com 14 portas e 6 posi¢cdes da

Rheodyne® (Figura 22) foi adaptada a saida do detector, de forma a ser utilizada como um

coletor de fragdes. A valvula, comandada pelo software Empower®, foi programada para

coletar as substancias de acordo com o tempo de retencdo, possibilitando a coleta das

substancias de interesse ao eluirem. Foram realizadas injecdes e coletas sucessivas de forma

automatizada.
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Figura 22. élvula Rheodyne® (a) e esquema da coleta dos flavonoides (b)
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4.6.2.2. Secagem das fracoes

As fracOes que apresentaram coloracdo rosa foram concentradas em cartucho de fase
reversa Cig (sep-pack). Este método foi adotado por ndo usar aquecimento, a fim de prevenir a
degradacdo das antocianinas. As fragdes foram diluidas até aproximadamente o dobro do
volume coletado com &gua acidificada (0,1 % de Acido Formico), com o intuito de reduzir a
forca da fase movel, permitindo a retencdo das substancias no cartucho. O cartucho foi
ativado com Metanol e, em seguida, as fracGes foram injetadas no cartucho com auxilio de
uma seringa. Passou-se ar através do cartucho para a secagem e, entdo, as substancias foram
eluidas com Metanol acidificado (0,1 % de Acido Férmico). O solvente foi evaporado em
fluxo de ar comprimdo filtrado. As demais frages foram secas sob vacuo a 60°C em
evaporador rotatorio. As substancia isoladas foram analisadas por RMN (item 4.7.1) e EM
(item 4.6.2.3).

4.6.2.3. Espectrometria de massas

As substancias isoladas diluidas em Metanol:Acido Férmico 0,1 % em agua (50:50)
foram analisados por injecdo direta em espectrometro de massas Q-TOF (Synapt HDMS,
Waters) com ionizacdo por eletronubulizacdo (ESI). As condicOes e voltagens utilizadas no
espectrdometro de massas foram: modo positivo; analisador modo V; capilar 3,0 kV; cone de
amostra 25,0 V; cone de extracdo 4,0 kV; temperatura da fonte 80 °C; temperatura de
dessolvacdo 80 °C; fluxo do gas de dessolvatacdo 300,0 L/h. Os espectros foram obtidos no

modo ions totais e modo EM/EM com energia de colisdo de 10 eV (trap e transfer).

4.6.3. Separacdo e isolamento das substancias de P. leiocarpa por cromatografia

classica

O solvente da fracdo em cloroférmio (obtida conforme item 4.6.1) foi evaporado a
temperatura e pressdo ambientes. O residuo (390 mg) foi dissolvido em Hexano. Este foi
entdo, submetido a separacdo em coluna de silica gel (26 cm x 1,1 cm) com um gradiente de
eluicdo de Hexano/Diclorometano/Cloroformio/Metanol. Foram obtidas 108 fragGes. As
fracOes 35-43 (17,3 mg) foram recromatografadas em coluna de silica gel (11x1,1 cm) com

um gradiente de eluicdo de Diclorometano/Metanol, sendo obtidas 13 fragdes. A eluicdo foi
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acompanhada em cromatografia em camada fina de fase normal utilizando-se como fase
movel de Diclorometano:Metanol (9:1). O solvente das fracdes foi evaporado a temperatura e

pressdo ambientes. As fracbes 10-11 foram reunidas e analisadas por CG-EM (item 4.6.3.1).

4.6.3.1. Andlise por CG-EM

Os espectros de massas foram obtidos em um cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas (QP2010 Plus, Shimadzu) com ionizacdo por impacto de elétrons
(70 eV) da central analitica do Departamento de Quimica da UFRRJ. A separacdo foi
realizada em columa 5 % fenil e 95 % dimetilpolissiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm). As
amostras foram diluidas em cloroférmio, o volume de injecdo foi de | uL no modo split,
temperatura de 250 °C, fluxo do gas hélio de 1,00 mL/min, o tempo de retencdo do solvente
foi de 2,50 minutos. O programa da temperatura é apresentado na Tabela 12. As condi¢des do
espectrometro de massas foram: temperatura da fonte de 250 °C e temperatura na interface de
310 °C.

Tabela 12. Gradiente de temperatura para cromatografia gasosa

Tempo Temperatura
(min) (°C)
0,00 150,0
1,00 150,0
15,00 290,0
25,00 290,0

4.6.4. Comparacdo do extrato de P. leiocarpa com o extrato de outras espécies do

género Psychotria

Foi realizada a coleta de frutos de espécies do género Psychotria para comparacao para
comparacdo com perfil cromatografico do extrato de P. leiocarpa. Os frutos de Psychotria
nuda e Psychotria suterella (Figura 23) foram coletados na cidade de Teresdpolis, no estado
do Rio de Janeiro, coordenadas geograficas 22°26'59.4"S 42°59'22.0"W e 22°27'16.2"S
42°59'58.9"W, respectivamente. A identificacdo boténica foi realizada pelo Dr. Marcelo da
Costa Souza, professor e pesquisador do Departamento de Botanica, do Instituto de Biologia,

da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As exsicatas foram depositadas no Herbario
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do Departamento de Botanica da UFRRJ (RBR), sob 0s nimeros RBR 44734 para P. nuda e
RBR 44733 para P. suterella.

Figura 23. P. suterella (A) e P. nuda (B)

A polpa e casca dos frutos de P. suterella e P. nuda foram separadas manualmente das
sementes, em seguida foi realizada extracdo Acido Férmico a 1 % em Metanol em banho de
ultra-som por 10 minutos. O extrato foi seco sob fluxo de ar comprimido filtrado e dissolvido
em 5 % de Acido Formico em Metanol:agua (10:90). A solucdo obtida foi analisada por

CLAE-DAD, conforme condicGes descritas no item 4.6.2.

4.7. Caracterizacao estrutural das substancias

A estrutura das substancias foram determinadas através da interpretacdo de dados
espectroscopicos, principalmente os fornecidos por Ressonancia Magnética Nuclear (1D e
2D), Espectrometria de Massas (ESI-QTOF e CG-EM) e Ultravioleta (CLAE-DAD).

4.7.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram adquiridos em espectrometros Bruker AVANCE |1 de

11,7 T (operando a 500 e 125 MHz para 'H e ‘3C, respectivamente) e de 9,4 T (operando a
400 e 100 MHz para *H e °C, respectivamente) da central analitica do Departamento de
Quimica da UFRRJ. Os deslocamentos quimicos (dH € dc) em p.p.m foram referenciados com
base nos correspondentes valores residuais do solvente MeOD (6n 3.31 e ¢ 49.15) usado. As
constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hz. Os espectros heteronucleares 2D
HSQC (*H-BC-COSY-1cn) e HMBC (*H-*C-COSY-"Jch, n=2 e n=3) foram adquiridos com
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8 transicOes/128 incrementos e 4 transi¢cOes/128 incrementos, respectivamente. Para o0s
espectros homonucleares 2D COSY-'H-'H foram usadas larguras espectrais de 5000 Hz em

ambas as dimensdes e 0 numero normal de transicdes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Myrcia multiflora (Lam.) DC.

Os frutos de Myrcia multiflora possuem o epicarpo (casca) fino e por isso ndo foi
possivel realizar sua separacdo da polpa. Diante disto, as analises foram realizadas na polpa
juntamente com a casca (polpa+tcasca) e na semente (Figura 24). Foram pesados seis frutos,
cada fruto integral de M. multiflora apresentou em média 330 mg, sendo constituido de

172 mg de polpa+casca e 158 mg de semente.

Figura 24. Frutos de M. multiflora FO32A (A), semente (B) e polpa+casca (C); frutos de M.
multiflora FO32B (D), semente (E) e polpa+casca (F)

5.1.1. Anélise de umidade

A Tabela 13 apresenta a umidade da polpa+casca, da semente e do fruto integral de M.
multiflora FO32A e FO32B.
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Tabela 13. Umidade da polpa+casca, semente e fruto integral de M. multiflora

Umidade (%) + Desvio Padrdo CV (%)
FO32A F032B FO32A  F032B
Polpatcasca 77,82+ 1,16 76,49+0,38 1,48 0,42
Semente 48,94 + 0,60 38,6+0,32 1,22 1,09
Fruto integral 62,53 + 0,87 57,0+0,09 1,39 0,16

5.1.2. Anélise de carotenoides

Os frutos de M. multiflora possuem coloracdo roxa intensa e, por isso, durante a etapa
de extracdo com Acetona ndo foi possivel observar a coloracdo caracteristica de carotenoides
(que varia do amarelo ao vermelho). Porém, na etapa da extracdo liquido-liquido em Eter de
Petroleo:dgua observou-se claramente a separacdo entre carotenoides e antocianinas
(responsaveis pela coloracdo roxa dos frutos). Os carotenoides migraram para a fase organica,
devido a sua caracteristica apolar, enquanto que as antocianinas permaneceram na fase aquosa

na forma catidnica nas condicGes da analise (Figura 25).

B-caroteno (Amax=450nm)

OH
OH
€}
‘ X OH
7> 0oH
OH

Delfinidina (Amax=520nm)

Figura 25. Separacgdo das antocianinas e carotenoides atraves de extracdo liquido-liquido em
agua:eter de petréleo

Os extratos de carotendides da polpa+casca e da semente foram submetidos a anéalise
cromatografica antes e ap6s a hidrdlise basica do extrato. O cromatograma do extrato da
polpat+casca dos frutos de M. multiflora FO32A antes da hidrélise basica (saponificagéo)
apresentou as substancias 7, 8 e 9, que apesar de possuirem espectros de UV-Vis
caracteristico de carotenoides, ndo foram identificadas por comparagdo com o tempo de

retencdo dos padrdes disponiveis. A menor da polaridade destas substancias, em relacdo aos
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padrGes disponiveis, evidenciado através do tempo de retencdo, sugeriu tratar-se de
carotenoides esterificados. Apos a hidrolise basica foi verificado no cromatograma do extrato
hidrolisado a presenca adicional dos carotenoides zeinoxantina (2) e B-criptoxantina (3)
(Figura 26), permitindo postular a presenca dos carotenoides 7, 8 e 9 como derivados

esterificados destes carotenoides.

1-Luteina
2-Zeinoxantina
3-B-criptoxantina
4-q-caroteno

6-9-cis-p-caroteno
7-Substancia 7
8-Substancia 8
9-Substancia 9

5-B-caroteno 10-13-cis-p-caroteno

I O e

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00
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Figura 26. Cromatograma do extrato de carotenoides a 450nm da polpa+casca de M.
multiflora FO32A antes (A) e ap6s a hidrdlise basica (B), FO32B antes (C) e ap0s a hidrolise
basica (D) e espectros de UV dos carotenoides (E)
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O extrato da semente de M. multiflora FO32A e FO032B e da polpa+casca FO32B revelou
a presenca dos carotenoides luteina (1), a-caroteno (4), B-caroteno (5), 9-cis-p-caroteno (6),
13-cis-pB-caroteno (10). O cromatograma destes extratos antes da hidrdlise basica apresentou
um interferente co-eluindo com a luteina (1) e outro com Tgr=9,5 minutos (substancia 11).

Apos a hidrolise basica estes interferentes foram removidos do cromatograma (Figura 27).

E 468 470 11 431 12 410
A 445 |\ 7
//\ ““‘/ | / \‘
| /o 337 /|
| an 445
313 343 | \ ‘ [ ars
I\ 342, M\
\ s8] | 5 L \ 535
— Moo
A 1-Luteina 6-9-cis-B-caroteno
4-g-caroteno 10-13-cis-B-caroteno

5-B-caroteno 11-Substancia 11
12-Substancia 12
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Figura 27. Cromatograma do extrato de carotenoides a 450nm da semente de M. multiflora
FO32A antes (A) e ap6s a hidroélise basica (B), F032B antes (C) e apds a hidrdlise basica (D) e
espectros de UV dos carotenoides (E)
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O perfil de carotendides nos frutos de M. multiflora revelou semelhanca para as
sementes das duas amostras coletadas (Figura 27). A polpa+tcasca da amostra M. multiflora
FO32A apresentou maior diversidade de carotenoides (Figura 26), porém o teor de
carotenoéides totais foi maior na amostra de M. multiflora FO32B, tanto para polpa+casca
quanto para semente (Tabela 14).

A Figura 28 apresenta as estruturas dos carotenodides identificados na polpa+casca e

semente de M. multiflora, nas amostras FO32A e F032B.

OH
N Y e S e S S Y S
HO Luteina (1)
OH
N e Ve YV S S YA S
Zeinoxantina (2)
N e Y Se Yo Yo YVa e Ya S
HO B

-criptoxantina (3)

N Ve e Y Ve e Y Y N
a-caroteno (4)

N YA e Ya Y S S YN

B-caroteno (5)

Figura 28. Estrutura dos carotenoides identificados na polpa+casca e semente de M.

multiflora

Para quantificacdo dos carotenoides foi utilizado o método de normalizagdo (item
4.5.2.2). Conforme apontado por Martins (2015) para quantificacdo de caratenoides através
deste método € necessario certificar que todos os componentes da amostra que absorvam na
regido da analise utilizada para o calculo de carotenoides totais (A=450 nm) sejam eluidos e
detectaveis através da metodologia cromatografica utilizada. Este método possui vantagens
como praticidade, ndo necessitar de padrdes andliticos e sua quantificacdo independente do
volume injetado. A Tabela 14 descreve o teor de carotenoides na polpa+casca e semente dos
frutos de M. multiflora FO32A e FO32B.
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Tabela 14. Teor de carotendides e desvio padrdo na polpa+casca e na semente dos frutos de
M. multiflora FO32A e F032B

Polpa + casca Semente
Teor (ng/100g) £ Desvio Padréo
FO32A F032B FO32A F032B
Totais 365,7+11,0 4695+20,8 1954,3+157,1 4650,6+114,4
Luteina (1) 52,2+51 1095+115 6998+ 266,2 2103,8 £58,0
Zeinoxantina (2) 21,2+0,3 - - -
B-criptoxantina (3) 16,4+ 1,3 - - -
a-caroteno (4) 753+1,1 7,4 10,4 193,8 + 16,1 2122 +12,5
[3-caroteno (5) 166,8 £ 12,7 137 +4,0 876,3+119,1 1390,3 £ 52,0
9-cis-p-caroteno (6) 121+10 13,0 £0,9 105,8 £ 15,2 1545 £ 13,7
13-cis-B-caroteno (10) - 38x12 383+4.1 542 +£23

Rufino et al. (2010) avaliou 18 frutos tropicais envolvendo o teor de carotenoides totais.
Dentre os frutos avaliados o teor de carotenoides totais da polpa+casca de M. multiflora
revelou-se préximo ao encontrado para a jabuticaba (Myrciaria cauliflora - Myrtaceae),
mangaba (Hancornia speciosa - Apocynaceae), caju (Anacardium occidentale -

Ancardiaceae) e camu-camu (Myrciaria dibia - Myrtaceae) (Tabela 15).

Tabela 15. Comparagéo do teor de carotenoides totais de M. multiflora e outros frutos
tropicais

) ) Carotenoides Totais
Hancornia speciosa Fruto

(Mg/1009)
M. multiflora FO32A 366
M. multiflora FO32B 470
M. cauliflora” 320
H. speciosa” 300
A. occidentale” 400
M. dubia” 400

"RUFINO et at., 2010

5.1.3. Anaélise de antocianinas

5.1.3.1. Isolamento e identificagdo das antocianinas

Os padrdes de antocianinas disponiveis comercialmente sdo vendidos com um baixo

grau de pureza e em pequenas quantidades, além de serem caros. No entanto as antocianinas
81



sdo encontradas abundantemente como substancias naturais em frutas e flores (GOUVEA et
al., 2012). Assim, para a quantificagdo de antocianinas nos frutos de M. multiflora por
padronizacdo externa, utilizou-se o isolamento das antocianinas de matrizes com o perfil
conhecido de tais substancias para producdo de padrdes analiticos.

Foram selecionadas para o isolamento das antocianinas a casca da uva preta chilena sem
sementes (Vitis spp.), a casca da jabuticaba da praia (Eugenia astringens Cambess) e a casca
da jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.)) por possuirem as substancias de interesse em
altas concentracGes, sendo este um fator importante para o isolamento de substancias com
altos niveis de pureza. As matrizes foram previamente secas em um liofilizador e moidas,
obtendo-se um pd rico em antocianinas. Estas técnicas, melhoram a eficiéncia da extracao

pré-concentrando e aumentando a superficie de contato entre o solvente a matriz. A Figura 29

apresenta a casca da uva, da jabuticaba da praia e da jabuticaba em po.

Figura 29. Casca da jabuticaba da praia (A), da uva (B) e da jabuticaba (C) em pé

Os extratos das cascas da uva, da jabuticaba da praia e da jabuticaba foram analisados
por CLAE-DAD. A identificacdo das antocianinas nas matrizes foi realizada com base no
tempo de retencdo das antocianinas, espectros de massa exata, UV-Vis e compara¢do com
informacdes da literatura sobre estas matrizes e com padrdes previamente isolados (GOUVEA
et al.,, 2014; WU et al., 2012, BRAGA, 2016). Figura 30 apresenta o cromatograma das

antocianinas presentes nestas matrizes.
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A 13- Delfinidina-3-O-glicosideo
14- Cianidina-3-O-glicosideo
15- Petunidina-3-O-glicosideo
16- Peonidina-3-O-glicosideo
17- Malvidina-3-O-glicosideo
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14 16
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Minutes
Figura 30. Cromatograma das antocianinas da casca da uva (A), da casca da jabuticaba da praia
(B) e da casca da jabuticaba (C) (A=520nm)

Pela relacdo das areas dos picos observou-se a presenca majoritaria das antocianinas
Peonidina-3-O-glicosideo (16) e Malvidina-3-O-glicosideo (17) na casca da uva e
Delfinidina-3-glicosideo (13) e Cianidina-3-O-glicosideo (14) na casca da jabuticaba. Porém
nestas duas matrizes a concentracdo de Petunidina-3-O-glicosideo (15) mostrou-se muito
baixa. A casca dos frutos da jabuticaba da praia apresentou um perfil de antocianinas
semelhante ao da uva, porém com uma concentracdo maior de Petunidina-3-O-glicosideo
(15). Sendo assim, foi realizada a mistura das trés matrizes em pd, para se obter um extrato
rico nas cinco antocianinas de interesse, tornando viavel o isolamento das antocianinas
simultaneamente.

As antocianinas foram isoladas através de CLAE em escala analitica. Na utilizacdo de
colunas analiticas para fins de isolamento recomenda-se uma coluna que suporte grande
volume de amostra, seja reprodutiva, robusta e que o tempo de separacdo seja 0 menor
possivel, pois devem ser realizadas sucessivas injecdes e coletas, para compensar o limitado
volume de injecdo. Com base na capacidade e robustez foi selecionada a coluna Cis,
Symmetry®, Waters, 3,9 mm x 150 mm, 5um.

O aumento do volume de inje¢éo pode prejudicar a resolu¢cdo do cromatograma, por
outro lado injetar maior quantidade resulta em um menor nimero de coletas necessarias.
Assim, o volume de 50 pL foi o maior volume de injecdo onde manteve-se a resolugéo

necessaria para coleta. A Figura 31 apresenta o cromatograma do extrato da mistura uva,
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jabuticaba da praia e jabuticaba utilizada para isolamento das antocianinas, 0S picos
cromatograficos revelaram uma boa intensidade e resolucéo suficiente para realizar a coleta

das antocianinas correspondentes.

13- Delfinidina-3-O-glicosideo
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Figura 31. Cromatograma do extrato de antocianinas para coleta de padrdes (A=520nm)

Foram realizadas 45 sucessivas injecdes e coletas automatizadas do extrato da mistura
da casca da uva, jaboticaba e jaboticaba da praia. O sistema cromatografico foi conectado a
um coletor automatico de frages (Fraction Collector 111, Waters®). As condi¢des do coletor
de fracGes foram otimizadas de maneira que préximo ao tempo de retencdo de cada
antocianina o coletor de fracGes iniciasse a opera¢do no modo window. Neste modo, quando o
sinal estd acima do nivel estabelecido (peak level), o coletor realiza a coleta. Estabeleceu-se o
nivel ideal para coleta em 20 %, visando evitar a coleta na &rea de cauda do pico
cromatografico, onde a concentracdo do analito é baixa e ha possibilidade de contaminacéo.
Além disso, para evitar a contaminacao cruzada das substancias coletadas o coletor de fracdes
foi programado para realizar a lavagem entre uma coleta e outra, através da coleta de fase
movel em regides do cromatograma onde foi verificada auséncia de picos cromatograficos.

Apos a separacdo e coleta as antocianinas isoladas foram obtidas diluidas na fase movel
utilizada para separacdo. Para viabilizar a utilizacdo como padrdo analitico foi necessario
concentrar estas solugdes. A concentragdo das antocianinas foi realizada por extragdo em fase
solida, conforme descrito no item 4.5.4.1. Este método foi selecionado por ser simples, rapido
e ndo utilizar aguecimento, diminuindo a possibilidade de degragéo das antocianinas isoladas.
Devido a coloracdo das antocianinas é possivel visualizar a saturacdo do cartucho (Figura 32),

minimizando eventuais perdas das substancias isolada.
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Figura 32. Cartucho de fase reversa (C1s) saturado com Cianidina-3-O-glicosideo (14)

Foram isoladas as antocianinas Delfinidina-3-O-glicosideo (13, Tr=4,37), Cianidina-3-
O-glicosideo (14, Tr=5,93), Petunidina-3-O-glicosideo (15, Tr=7,38), Peonidina-3-O-
glicosideo (16, Tr=9,89) e Malvidina-3-O-glicosideo (17, Tr=11,50) com grau de pureza

avaliado na regido do visivel através do Amax=520nm, obtendo-se como resultados 99%, 99%,

98%, 99% e 98%, respectivamente. A Figura 34 apresenta o cromatograma das antocianinas

isoladas.

N

_

Delfinidina-3-O-glicosideo
Cianidina-3-O-glicosideo

Petunidina-3-O-glicosideo
’ Peonidina-3-O-glicosideo

Malvidina-3-O-glicosideo

- 4

T | T T T | T
2,00 4,00

[ ‘ [ [ [ . \ [ [ ‘ [ [ \ ‘ [ [ [ . [ [ [ . [ [ \ ‘ [
6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
Minutes

Figura 33. Cromatograma das antocianinas isoladas (A=520nm)
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Comsumiu-se 15 h para o isolamento, gastou-se 81 mL de acetonitrina e 819 mL de
agua. Estas quantidades foram suficientes para construir as curvas analiticas usadas na
quantificacdo das antocianinas de M. multiflora.

A Figura 34 revela os espectros de UV-Vis das antocianinas obtidos por CLAE-DAD.
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/ \ S \ /
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Figura 34. Espectros de de UV-Vis das antocianinas isoladas

Os espectros de massa foram obtidos por infusdo direta em espectrometro de massas de
alta resolucéo (Q-TOF Synapt, Waters®) com ionizagéo por eletronspray (ESI). A Figura 35

apresenta os espectros de massa das antocianinas isoladas.
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Figura 35. Espectro de massa modo MS/MS das antocianinas isoladas
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A substancia 13 foi identificada como Delfinidina-3-O-glicosideo, que revelou no
espectro de UV-Vis absor¢ao no Amax 521 nm, indicando a presenca do croméforo da aglicona
Delfinidina e no espectro de massas o ion molecular ([M]*) em m/z=465,1033, acompanhado
do pico em m/z=303,0505 correspondente ao fragmento gerado pela eliminacdo de molécula
de 162 Da ([CeH120s]), em concordancia com a presenca da glicose e da aglicona Delfinidina.

A substéncia 14 foi identificada como Cianidina-3-O-glicosideo. No espectro de UV-
Vis observou-se a absorgdo no Amax 516 nm, indicando a presenga do cromdforo da aglicona
Cianidina, evidenciando o efeito batocromico da hidroxilacdo na posicdo C-5" do esqueleto
antocianico, com o0 A=5 nm no comprimento de onda maximo de absor¢do quando comparado
com o da Delfinidina-3-O-glicosideo (13). O espectro de massa da Cianidina-3-O-glicosideo
(14) apresentou m/z=449,1084 para o ion molecular ([M]"), que se fragmentou gerando ion de
m/z=287,0556, confirmando a presenca da aglicona Cianidina. A perda observada da massa
de 162 Da indicou também a ligacdo desta aglicona a um carboidrato de formula [CsH120s],
pelo tempo de retencdo da substancia compativel com a glicose.

O mesmo procedimento foi utilizado para a identificacdo da substancia 15 como
Petunidina-3-O-glicosideo, Amax 526 nm (cromdforo da Petunidina), m/z 479,1190 ([M]) e
m/z 317,0661 (aglicona da Petunidina, [M]* - [CeH120s] = [M]" - unidade glicose), a 16 como
Peonidina-3-O-glicosideo, Amax=515 nm (croméforo da Peonidina), m/z=463,1240 ([M]*) e
m/z=301,0712 (aglicona Peonidina, [M]* - [CeH1205] = [M]" - unidade glicose) e a 17 como
Malvidina-3-O-glicosideo, Amax 525 nm (cromdforo da Malvidina), m/z=493,1346 ([M]") e
m/z=331,0818 (aglicona Malvidina, [M]" - [CeH1205] =[M]" - unidade glicose).

A Figura 36 apresenta as propostas de fragmentacdo resumidas das antocianinas

isoladas.
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Figura 36. Propostas de fragmentagéo das antocianinas isoladas

5.1.3.2. Quantificacdo dos padrdes isolados e preparo das curvas analiticas de

antocianinas

A principal dificulade na quantificacdo das antocianinas isoladas esta relacionada a
obtencdo das substancias em quantidade suficiente para permitir uma pesagem confiavel e
isentas de impurezas (GIUSTI et al. 1999). Vizando o minimizar o erro oriundo da pesagem,
as antocianinas isoladas foram quantificadas através da lei de Lambert-Beer (Equacéo 7, item
4.5.4.3). Realizou-se a leitura da absorvancia das solucdes em espectrofotdmetro e utilizou-se
coeficiente de absortividade molar, comprimento de onda e solvente apropriados conforme
descritos na literatura (Tabela 6, item 4.5.4.3). A Tabela 16 sumariza os resultados obtidos
para quantificagdo dos padrdes, tais como: a absorvéncia lida em espectrofotdmetro e a
concentracédo da solucdo mae (Equacéo 7) para as solucGes de antocianina.
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Tabela 16. Absorvancia da solugéo de antocianina isolada (ABS) e concentracdo calculada da

solucdo mae

Concentracéo da solucéo

Antocianina ABS <
mée (mg/mL)
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,373 0,0299
Cianidina-3-O-glicosideo 0,130 0,0170
Petunidina-3-O-glicosideo 0,232 0,0430
Peonidina-3-O-glicosideo 0,141 0,0289
Malvidina-3-O-glicosideo 0,512 0,0856

Foram preparadas curvas analiticas individuais para cada antocianina, utilizando-se as

aliquotas da solucdo mae descritas na Tabela 7 (item 4.5.4.3). Cada ponto das curvas

analiticas foi preparado em vial do injetor automatico e injetado em triplicata. A Figura 37

apresenta a curva analitica para cada antocianina com seus respectivos coeficientes de

determinacdes (R?), sendo que para todas as antocianinas 0 R? revelou-se maior que 0,99,

portanto, a curva analitica foi considerada linear na faixa de trabalho utilizada.
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Figura 37. Curvas analiticas feitas com as antocianinas isoladas

Os valores do coeficiente de absortividade molar para a Petunidina-3-O-glicosideo (15)

e Peonidina-3-O-glicosideo (16) disponiveis na literatura apresentaram-se significamente
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discrepantes, menores em relagcdo aos das demais antocianinas, o que ndo é justificavel, pois o
cromoforo destas moléculas sdo similares, o solvente e 0 comprimento de onda de leitura ndo
se alteram significativamente. Conforme apontado por Sigurdson et al. (2019), a presenca de
impurezas, tais como sais, acidos ou outros compostos incolores podem contribuir para uma
superestimacdo da quantidade de pigmento e, consequentemente, uma subestimacdo do
coeficiente de de absortividade molar dos pigmentos. Portanto, optou-se por calcular os teores
de Petunidina-3-O-glicosideo (15) e Peonidina-3-O-glicosideo (16) por equivaléncia a
Delfinidina-3-O-glicosideo (13) e Cianidina-3-O-glicosideo (14), respectivamente. Tal
escolha beseou-se na similaridade estrutural do croméforo e massa aproximada. A diferenga
da Petunidina-3-O-glicosideo (15) e Peonidina-3-O-glicosideo (16) para a Delfinidina-3-O-
glicosideo (13) e Cianidina-3-O-glicosideo (14), respectivamente, é a metilacdo da hidroxila
da posicdo C-3’ do anel B da antocianina, o que ndo interfere significativamente no

cromaforo e incrementa a massa em apenas 14 Da.
5.1.3.3. Quantificacdo das antocianinas nos frutos de M. multiflora
Foram identificadas cinco antocianinas nos frutos de M. multiflora FO32A e apenas uma

antocianina nos frutos de M. multiflora FO32B. A Figura 38 apresenta o cromatograma do
extrato de antocianinas e 0s respectivos espectros de UV-Vis das antocianinas identificadas.

A 13 13- Delfinidina-3-O-glicosideo
14- Cianidina-3-0-glicosideo
14 15 15- Petunidina-3-O-glicosideo
17 16- Peonidina-3-O-glicosideo
16 17- Malvidina-3-O-glicosideo
B 14
‘t\“\“‘t“‘\\‘\\“M‘AA\‘V‘\VT‘\A“W%W
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Figura 38. Cromatograma do extrato de antocianinas dos frutos de M. multiflora FO32A (A) e

F032B (B) e espectros de UV-Vis (C) (A=520 nm)
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A Tabela 17 apresenta os teores de antocianinas dos frutos de M. multiflora FO32A e

F032B em base seca.

Tabela 17. Teores de antocianinas dos frutos de M. multiflora FO32A e F032B em base seca

Antocianina FO032A F032B
(mg/100g) (mg/100g)
Delfinidina-3-O-glicosideo 785+ 74 -
Cianidina-3-O-glicosideo 135,8 + 14,8 153,1 £ 6,7
Petunidina-3-O-glicosideo 12450+ 89 -
Peonidina-3-O-glicosideo 80,09 + 13,1 -
Malvidina-3-O-glicosideo 374,3+14,4 -
Antocianinas Totais 793,1+ 44,8 153,1+6,7

@) Calculado por equivaléncia a Delfinidina-3-O-glicosideo
@ Calculado por equivaléncia a Cianidina-3-O-glicosideo

5.1.4. Anaélise de acidos fenélicos

Os compostos fendlicos ocorrem principalmente como conjugados sollveis e
insoluveis, ligados covalentemente a aclcares ou componentes estruturais da parede celular.
Tal ligacdo pode ocorrer via ligacdo eter do grupo hidroxila presente no anel aromatico com
ligninas ou via ligacdo éster do grupo carboxila com aclcares ou proteinas (ACOSTA-
ESTRADA et al., 2014). Dito isto, a anélise de acidos fendlicos foi realizada em trés etapas.
A primeira foi a extracdo dos acidos fendlicos livres, em seguida a etapa de hidrdlise bésica,
liberando os &cidos fendlicos ligados através de ligacdo éster com a matriz, tornando-0s assim
extraiveis. E posteriormente, a etapa de hidrolise acida, desta vez para liberar os é&cidos
fendlicos ligados por ligacdo éter com a matriz. A identificacdo dos acidos fenodlicos foi
realizada por comparacdo do tempo de retencdo e espectro de UV-Vis de padrées comerciais.
As Figuras 39, 40, 41 e 42 apresentam 0s cromatogramas das trés fracGes de &cidos fenolicos
para a polpa+casca e a semente de M. multiflora FO32A e FO32B.

Na Figura 39, além dos &cidos fenolicos identificados por comparacdo com padrbes
comerciais, pode-se observar a presenca de quatro substancias ndo identificadas (Substancias
22, 23, 24 e 25) revelando espectros de UV-Vis compativeis com flavonoides, podendo se
tratar de flavondis ou flavonas, ja que apresentam duas bandas com poucas diferencas de
intensidade nas regifes caracteristicas destas classes, a banda | entre 300-390 nm e a banda 11

entre 240-280 nm.
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Cabe também destacar o comportamento destas substancias durante as hidrolises. No

cromatograma da fracdo obtida por hidrolise basica observou-se a auséncia das substancias 24

e 25, sugerindo que tais produtos sofreram hidrolise e possuem ligacdo do tipo éster em sua

estrutura. No cromatograma da fracdo obtida por hidrélise acida observou-se a auséncia das

substancias 22 e 23, sugerindo que sofreram hidrdlise e permitindo postular que tais

substancias possuem ligacdo do tipo éter em sua estrutura. As substancias 22, 23, 24 e 25

serdo abordadas com maior detalhamento no item 5.1.6.

| 24| Fracdo Livres
262349
o o5, 28
““y/\\‘ 346
/ ’ \/\
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18 Hidrolise basica
19
21 22
20 jL 23
18 Hidrdlise cida
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20
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18- Ac. gélico 20- Ac. vanilico 22- Substancia 22 24- Substancia 24
19- Ac. elagico 21- Ac. siringico 23- Substancia 23 25- Substancia 25

Figura 39. Cromatograma dos acidos fendlicos da polpa+casca de M. multiflora FO32A
(A=270 nm)

Nos cromatogramas de &cidos fenolicos da amostra FO32A semente (Figura 40) foi

identificada a presenca do Acido Galico em baixa concentragio na fragio de acidos fenolicos

livres. Nas frac@es hidrolisadas foram identificados os Acidos Galico e Elagico.
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Figura 40. Cromatograma dos acidos fendlicos da semente de M. multiflora FO32A
(A=270 nm)

No cromatograma da polpa+casca da amostra FO32B (Figura 41) também foi possivel
identificar a presenca de flavondides (Substancias 24, 29 e 30). Por comparagdo com o tempo
de retencdo, espectro de ultravioleta e comportamento frente as hidrolises basica e acida é
possivel propor que a substancia com tempo de retencdo Tr=19,0 minutos da fracdo livre da
amostra FO32B polpa+casca se trata da substancia 23, que aparece na fracao livre da amostra
FO32A polpa+casca (Figura 39). A substancia 23 serd abordada com maior detalhamento no

item 5.1.6. As substancias 29 e 30 ndo foram identificadas.
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Figura 41. Cromatograma dos acidos fendlicos da polpa+casca de M. multiflora F032B
(A=270 nm)
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O perfil de acidos fendlicos amostra FO32B semente (Figura 42) foi similar ao perfil
encontrado para amostra FO32A semente, sendo ambas constituidas principalmente pelos
Acidos Galico e Elagico. No entanto, apenas na amostra FO32B semente o Acido Elagico foi

detectado também na sua forma livre.
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Figura 42. Cromatograma dos acidos fendlicos semente de M. multiflora FO32B (A=270 nm)
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As Tabelas 18 e 19 apresentam os teores de acidos fendlicos livres e totais na

polpa+casca e semente de M. multiflora FO32A e B.

Tabela 18. Teor de &cidos fendlicos na polpa+casca de M. multiflora FO32A e F032B

Polpa+casca

F;Cgﬂzzs _FO32A (ug/o) FO328 (ug/g)
Livres Totals Livres  Totals
Ac. Galico (18) 425456  1263+116 3016 2474
Ac. Elagico (19) 47+7 153+19 1741 68+2
Ac. Caféico (26) - - - 142+7
Ac. p-cumarico (27) - - - 3242
Ac. Fer(lico (28) - - - 38+4
Ac. Vanilico (20) - 64+19 - -
Ac. Siringico (21) - 597+113 - -

Tabela 19. Teor de acidos fendlicos na semente de M. multiflora FO32A e FO32B

Acid Semente
F;Cc,') “‘;ZS _FO32A (ug/g) FO328 (ug/g)
Livres Totais Livres Totais
Ac. Galico (18) 98+5 60691590  48+7  6235+301
Ac. Elagico (19) - 24324350 13245 2630+209
Ac. Caféico (26) - - - 66+7
Ac. p-cumarico (27) - - - 1009

Os 4cidos fendlicos encontrados em maior concentracdo na parte comestivel
(polpa+casca) dos frutos de Myrcia multiflora foram o Acido Galico seguido pelo Acido
Siringico. A parte polpa+casca dos frutos de M. multiflora FO32A apresentou o Acido Galico
(1263 pg/g) em concentracdo similar a encontrada por Nascimento e colaboradores (2017) em
Eugenia brasilienses (1220 ug/g), espécie também pertencente a familia Myrtaceae. Além
disso, o teor de Acido Siringico (597 pg/g) para a polpa+casca do mesmo fruto foi maior que

0 encontrado por Braga (2016) para Eugenia astringens (280 pg/g).
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A Figura 43 apresenta as estruturas dos acidos fendlicos e seus respectivos espectros de
UV identificados nos frutos e sementes de M. multiflora FO32A e B.
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Figura 43. Estruturas e espectros UV dos acidos fendlicos identificados nos frutos de M.
multiflora FO32A e F032B

5.1.5. Andlise da capacidade antioxidante

As diversas metodologias descritas na literatura para a avaliagdo da capacidade
antioxidante in vitro dificultam a avaliacdo e comparacdo dos resultados. Rufino e
colaboradores (2010) analisaram a capacidade antioxidante de 18 frutos tropicais. Para
possibilitar a comparacdo dos resultados com o acervo de 18 frutos analisados pelo grupo
optou-se por utilizar as mesmas metodologias empregadas por Rufino e colaboradores (2010)
para a avaliacdo da capacidade antioxidante.

A avaliagdo da capacidade antioxidante foi realizada através do método de captura do

radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico - ABTS™"; Figura 44) e do radical
2,2-Difenil-1-picril-hidrazil - DPPH™"; Figura 45).
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Figura 44. Estrutura do radical livre ABTS™
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Figura 45. Estrutura do radical livre DPPH"*

A Figura 46 apresenta uma das curvas analiticas do DPPH™ e do Trolox usadas na

determinacdo da capacidade antioxidante.
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Figura 46. Curva analitica do DPPH* e do Trolox
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A Tabela 20 apresenta a equacdo das curvas analiticas do trolox, do radical DPPH" e
das amostras, a absorvancia equivalente a 1000 umol de trolox (ABSio0) € 0 valor

correspondente a metade da quantidade inicial do radical DPPH-* (MQi), obtidos através das

equacOes 11 e 14, respectivamente.

Tabela 20. Equacdo das curvas analiticas de trolox, DPPH* e amostras, ABS1000 € MQi

. u Equacao trolox / ABS1000 /
Radical Amostra Equacdo amostra Equacio DPPH-* MOi
Polpa+casca Y=-0,0001X+0,8773
FO32A Y=-0,0001X+0,8572 Y=-0,0003X+0,6244 ABS1000=0,314
ABTS* Y=-0,0001X+0,8765
Semente Y=-0,0001X+0,6333
FO32A Y=-0,0001X+0,6093 Y=-0,0003X+0,6837 ABS1000=0,361
Y=-0,0001X+0,5867
Polpa+casca Y:-3.10:2X+0,6660
FO32B Y=-2.10 5X+O,6433 Y=-0,0003X+0,7133 ABS1000=0,381
ABTS* Y=-2.10X+0,6502
Semente Y=-0,0002X+0,6333
F032B Y=-0,0002X+0,6980 Y=-0,0003X+0,7133 ABS1000=0,381
Y=-0,0002X+0,6547
Polpa+casca Y=3.10"°X+0,0922 _
FO32A Y=3.10°X+0,0698 Y=0,0142X-0,0440 MQi=0,0153 g/L
DPPH-* Y=-4.10"°X+0,0035
Semente Y=0,0002X+0,0308 _
FO32A Y=0,0003X-0,0397  Y=-0,0126X-0,0803 MQi=0,0118 g/L
Y=0,0004X-0,1212
Polpa+casca Y=2.10"°X+0,1265 _
F032B Y=2.10°X+0,063 Y=0,0108X-0,1081 MQi=0,0194 g/L
DPPH - Y=3.10°X+0,0457
Semente Y=-0,0002X+0,5517 _
F032B Y=-0,0002X+0,5958  Y=0,0108X-0,1081 MQi=0,0194 g/L

Y=-0,0002X+0,5278

Para obter a concentragdo da amostra equivalente a 1000 pmol de trolox substituiu-se

ABS1000 Na equacdo da reta da curva analitica da amostra (Equagdo 12). Através da equacao

13 correlacionou-se a quantidade trolox, em pumol, que é equivalente a 1 grama de amostra,

fornecendo a capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS™.

A concentracdo da amostra necesséria para diminuir a absorvancia inicial do radical

DPPH™ pela metade foi calculada através da equacdo 15. A equacdo 16 correlacionou a

quantidade de fruta, em gramas, necessaria para reduzir 1 grama de DPPH™ pela metade,

fornecendo a capacidade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH ™.
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A Tabela 21 apresenta os valores obtidos das capacidades antioxidantes da semente e
da polpatcasca de M. multiflora FO32A e F032B comparada aos 7 frutos com maior

capacidade antioxidante analisados por Rufino et al. (2010).

Tabela 21. Capacidade antioxidante e desvio padrdo da semente e da polpa+casca de M.
multiflora FO32A e B

Método ABTS* Método DPPH-*
Cap.Antioxidante Cap. Antioxidante
(umol de trolox/g) ECso (g fruta/g DPPH ™)
+ Desvio padréo + Desvio padréo
Semente FO32A 470,80+11,81 98,84+5,05
Polpa+casca FO32A 113,55+1,61 829,99+75,98
Semente FO32B 667,02+27,91 131,66+2,26
Polpa+casca F032B 77,36£11,35 841,17+88,21
Camu-camu” 153,0+2,6 478+1,2
Puca-preto” 125,04£9,7 414+14.4
Acerola” 96,616,1 670+64,5
Jucara” 78,3+13,3 1711446
Murta”® 49,1+0,2 936+33,3
Puga-coroa-de-frade” 38,5+1,2 1272+51,4
Jaboticaba” 37,5+1,4 1472+16,9

“RUFINO et al., 2010

Para o método DPPH+* a amostra FO32A semente apresentou maior capacidade
antioxidante e para o método ABTS* a semente F032B apresentou maior capacidade
antioxidante. A capacidade antioxidante da polpa+casca de M. multiflora FO32A foi maior
que da mesma parte de M. multiflora FO32B. Seus teores de carotendides, antocianinas e
acidos fendlicos totais também foram maiores, justificando-se com tais metabolitos
antioxidantes naturais o resultado revelado.

Rufino e colaboradores (2010) analisaram a capacidade antioxidante de 18 frutos
nativos ndo convencionais, sendo eles: camu-camu, puca preto, acerola, jucara, murta, puca-
coroa-de-frade, jaboticaba, gurguri, jambol&o, uvaia, acai, mangaba, caju, carnalba, caja,
umbu, murici e bacuri. A capacidade antioxidante, medida através do método de captura do
radical ABTS™", para a polpa+casca FO32A foi menor apenas que a capacidade antioxidante
do camu-camu (153umol de Trolox/g) e pucé preto (125umol de Trolox/g). Ja para o método
do método de captura do radical do DPPH", a capacidade antioxidante da polpa+casca FO32A
foi menor apenas que a capacidade antioxidante do camu-camu (ECso 478g/g DPPH), puca
preto (ECso 414g/g DPPH) e acerola (ECso 670g/g DPPH).
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5.1.6. Isolamento de flavonoides para determinacéo estrutural

No extrato metandlico dos frutos (polpa+casca) de M. multiflora FO32A foram
observadas substancias que ndo foram identificadas através da comparacdo com os padrdes
disponiveis no laboratorio (substancias 22, 23, 24 e 25). Conforme discutido no item 5.1.4, 0s
espectros de UV-Vis destas substéncias sugeriram classificagdo como flavonoides (flavona ou
flavonol).

A extracdo destes flavonoides (substancias 22, 23, 24 e 25) foi realizada com solucédo de
Acido Foérmico 10 % em Metanol. O extrato apresentou elevado teor de antocianinas,
impondo a adocdo de separacdo dos flavonoides neutros e antocianinas atraves de
fracionamento em cartucho OASIS® MCX contendo fase mista, constituida de fase reversa e
fase anidnica. A estrutura molecular de uma antocianina € influenciada pelo pH, através do
equilibrio entre cation flavilium, base quinoidal e hemiacetal. O céation flavilium destaca-se
como mais estavel em pH &cido e pela elevada afinidade pela fase anidnica. Por outro lado, o
pH basico desloca o equilibrio e favorece a formacdo da base quinoidal. Os flavonoides
neutros ndo possuem afinidade acentuada pela fase aniénica em qualquer valor de pH. Esta
diferenca de afinidade foi utilizada como ferramenta para separacdo das substancias. Em pH
acido os flavonoides neutros foram eluidos mantendo as antocianinas no cartucho. Em pH
bésico as antocianinas foram eluidas (Figura 47) (HE & GIUSTI, 2011).

OH on pH_Z
gYie
H OH
| 2 e
R o \ oGli § OH oH
SO. \
: s \ oM o O OoH
R Cation flavilium OH
-0 HO
o & o
Ho ( 1 OH
OH OH
Hemiacetal
© OH
OH
Base quinoidal pH 10

Figura 47. Cartucho com antocininas retidas em meio &cido (A); eluicdo dos
flavondides neutros com metanol em meio &cido (B); eluicdo das antocianinas em
meio bésico (C); estrutura da fase anidnica e molécula de antocianina em varias
condigdes de pH (D)

(Adaptado de HE & GIUSTI, 2011)
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O processo de fracionamento resultou em trés fragdes, fracdo 1: eluida com 0,1% de
Acido Férmico em Metanol, fracéo 2: eluida com 1% NH4OH em Metanol e fragdo 3: eluida
com 1% NHsOH em Metanol:agua (60:40). A Figura 48 apresenta o cromatograma do extrato

metanolico e das trés fragdes monitorado a A=350 nm e A=520 nm.
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Figura 48. Cromatograma do extrato metanolico e das fragdes 1, 2 e 3 obtidas em cartucho
de fase mista. Cromatograma extraido em A 520 nm (linha roxa); cromatograma extraido em
A 350 nm (linha preta)
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O cromatograma da fracdo 1 mostrou que o processo de separagdo enriqueceu esta
fragdo com os flavonoides neutros (substancias 22, 23, 24 e 25). A fracdo 2 apresentou-se
enriquecida com as antocianinas menos polares [Peonidina-3-O-glicosideo (16) e Malvidina-
3-O-glicosideo (17)], indicando que o mecanismo de separacdo que prevaleceu nestas
condigdes foi a adsorgdo, ja que em meio basico as antocianinas ndo estdo na forma carregada
a fase estacionaria funcionou como uma fase normal. A fragdo 3 (1% NH4OH em
Metanol:agua 60:40) apresentou-se enriquecida com as antocianinas mais polares [Cianidina-
3-O-glicosideo (14) e Petunidina-3-O-glicosideo (15)]. Porém houve uma perda significante
da Delfinidina-3-O-glicosideo (13), pois grande parte desta antocianina ficou retida no
cartucho.

O processo de fracionamento foi repetido dez vezes e ap06s a secagem obteve-se 20 mg
da fracdo 1. Esta fracdo foi entdo submetida a fracionamento em cartucho de fase reversa (Cis,
Biotage KP-C1s-HS, 50um, 30g) e fase mével constituida de solugdo a 1% de Acido Formico
em &gua (A) e Acetonitrila (B), utilizando um sistema de isolamento cromatografico
acelerado com coletor automatico de fracdes (Isolera Four ACI™, Biotage). A Figura 49

apresenta o cromatograma da fracdo 1 no referido sistema.
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Figura 49. Cromatograma da coleta da fragcdo 1 em sistema de isolamento
cromatografico acelerado

O fracionamento resultou em 156 fragdes. Apos a analise das fragdes por CLAE-DAD,
as fragOes 55-62, 68-71, 74-79 e 85-91 foram reunidas e secas em liofilizador, fornecendo as
substancias 22 (4,1mg), 23 (3mg), 24 (2mg) e 25 (1mg), respectivamente (Figura 50).
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Figura 50. Cromotograma das substancias 22, 23, 24 e 25 isoladas

5.1.6.1. Caracterizacao estrutural dos flavonoides isolados

A substancia 22 foi submetida a analise de RMN H e 3C uni- (1D) e bi-dimensinal
(2D). No espectro de RMN H (Figura 51) foi possivel observar os sinais dupletos (com valor
de J=1,9 Hz indicando interacdo meta) em 6+ 6,4 ppm e 6,2 ppm (H-8/H-6) representantes do
sistema AB do anel A, sugerindo a presenca de substituintes em C-5 e C-7. Ainda em
consonancia com esqueleto flavonoidico, observou-se um simpleto em o1 7,0 ppm com
integracdo para dois hidrogénios, sugerindo um sistema AA no anel B, indicando a presenca
de substituintes nos carbonos C-3°, C-4’ e C-5". O padrio de substitui¢ao dos anéis B e A do
esqueleto flavonoidico foi confirmado através da interpretacdo dos dados espectrais de RMN
13C-DEPTQ (Figura 52). Para o anel B o deslocamento quimico de &c 108,13 ppm foi
atribuido aos cabornos metinicos CH-2’ e CH-6’ e o deslocamento quimico de dc 145,45 ppm
aos carbonos quaternadrios C-3’¢ C-5’. Para o anel A os deslocamentos quimicos de
8¢ 98,42 ppm ¢ dc 93,29 ppm foram atribuidos aos cabornos metinicos CH-6 e CH-8,
respectivamente. Os carbonos quaternarios C-7 e C-9 apresentaram o deslocamento quimico
em oc 164,56 ppm e 6c 157,11 ppm, respectivamente. Os sinais dos carbonos C-3, C-4, C-5 e
C-10 nao foram detectados, atribui-se tal fato a pouca quantidade da substancia isolada.

A presenca da unidade O-ramnosila na Miricitrina (22) foi reconhecida pelo sinal

simpleto largo representante do atomo de hidrogénio ligado ao carbono anomérico CH-1"’
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(615,30 ppm), um dupleto em 6+ 0,98 ppm (J=6,31 Hz) com integragdo para trés hidrogénios
e os demais sinais entre o 3,5-4,2 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-2*’, H-3*’, H-4"’ ¢
H-5>> (Tabela 18). No espectro de RMN *C-DEPTQ foram identificados os sinais em
dc 102,20 ppm e 6¢ 16,27 ppm atribuidos ao carbono anomérico CH-1"" ¢ ao carbono metilico
CH-6"’, respectivamente. As correlacdes heteronucleares através de uma ligacdo (1Jc-+) destes
carbonos com os respectivos hidrogénios foram confirmadas através da interpretacdo do
espectro de RMN HSQC (Apéndice 2). As informac6es descritas nos levaram a concluir que o
flavonol isolado se trata da Miricitrina (5,7,3",4',5"-pentahidroxiflavona-3-O-ramnosideo).
A Tabela 22 sumariza os dados espectrais de RMN da Miricitrina (22), assim como as
correlagdes observadas no espectro de RMN 2D HSQC.

Tabela 22. Dados espectrais de RMN *H (500 MHz) e 13C (125 MHz) da Miricitrina (22)
isolada, inclusive informagdes do HSQC. Deslocamentos quimicos de hidrogénios em oH
(ppm) e carbono-13 em dC (ppm). Constante acoplamento (J) em Hz (entre parénteses) e

comparagdo com dados encontrados na literatura

HSQC Literatura [
dc (ppm) SH (ppm) dc (ppm) SH (ppm)

C

2 158,08 - 159,5 -

3 ND - 136,4 -

4 ND - 179,7 -

5 ND - 163,3

6 98,42 6,2 (d, 1,9) 99,8 6,16 (d, 2,0)
7 164,56 - 165,9 -

8 93,29 6,4 (d, 1,9) 94,7 6,37 (d, 2,0)
9 157,11 - 158,6 -

10 ND - 105,9 -

1’ 122,61 - 122,0 -

2°/6> 108,13 7,0 () 109,6 6,97 (8)
3’/5° 145,45 - 146,9 -

4 136,442 - 137,9 -

1 102,20 5,3 (sl) 103,7 5,23 (d, 1,1)
27 71,56 4,2 (sl) 72,1 4,22 (d, 2,7)
37 71,91 3,8 (M) 72,2 3,80-3,71 (m)
4> 73,44 3,7 (m) 73,4 3,80-3,71 (m)
5 70,64 3,5(dd, 9,1; 6,3) 71,9 3,32-3,20 (m)
6 16,27 1,0 (d, 6,3) 17,7 0,85 (d, 7,4)

*Espectros de RMN-DEPTQ foram usados para deduzir o nimero de hidrogénios nos atomos de
carbono. Os valores de J foram deduzidos dos espectros 1D de RMN *H e os espectros 2D
homonuclear *H-'H-COSY e hetronuclear via ligagdo *H-*C-COSY-YJcn (HSQC) colaboraram

nas atribui¢des dos o e dc,

ND= Nao detectado devido a pequena quantidade de amostra isolada e do tempo usado no experimento
[1] Dados obtidos na literatura (DAVID et al., 1996); [2] Detectado apenas no espectro de HMBC.
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Figura 51. Espectro de RMN!H (500 MHz, em MeOH-d4) da Miricitrina (22) isolada (A) e expansdes das regides 6H 0,8 21,10 (B) e 8H 6,15 4 6,45 (C).
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O espectro de RMN 'H 2D de correlagdo homonuclear H-tH-COSY (Apéndice 1) da
Miricitrina (22) revelou acoplamento entre os hidrogénios da unidade ramnosidica (H-1"" e
H-2"’; H-2>> ¢ H-3"’; H-3” e H-4"’; H-4>’ e H-5""; H-5"" ¢ H-6"") facilitando a atribuicdo dos
respectivos hidrogénios. O acoplamento revelando a interacdo dos atomos de hidrogénio H-6
e H-8 do esqueleto flavonoidico revelou-se em concordancia com espectro de RMN *H
através da constante de acoplamento J=1,9 Hz. A atribui¢do dos deslocamentos quimicos dos
carbonos metinicos e metilico foi confirmada pela correlacdo heteronuclear via uma ligacao
(*H-1C-COSY-1ch) revelada pelo espectro de RMN 2D HSQC (Apéndice 2). Para a
atribuicdo inequivova dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios (8¢c) usou-se 0
espectro RMN 2D HMBC revelando a correlagio heteronuclear (*H-13C-COSY-"Jcn, n=2 e n
=3) (Apéndice 3). Os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios C-2 e C-4’ (Tabela
22) foram deduzidos apenas pelo espectro RMN 2D HMBC, contribuindo para a confirmagéo
da estrutura da Miricitrina proposta.

O espectro de massas (Figura 53, modo negativo) da substancia 22 confirmou a
estrutura proposta (Miricitrina). A Figura 53 apresenta também os espectros de massas
(modo negativo) dos outros flavonoides isolados.
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Figura 53. Espectros de massas dos flavonoides isolados
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O mecanismo proposto para a formacdo do fragmento correspondente ao pico mais
intenso (m/z=316,0353, pico base) do espectro de massas da Miricitrina (22) envolveu a
formacéo de um anion radical, enquanto que o analogo referente ao observado no espectro de
massas da Quercitrina (23) (m/z=301,0547, pico base), envolveu o rearranjo de um
hidrogénio culminando na formagdo de um anion. Assim, as fragmentagdes propostas para
justificar os principais picos observados nos espectros de massas das substancias 22 e 23
corroboram com dados da literatura (SUN et al., 2014; GENG et al., 2015; PIRES et al.,
2017) para Miricitrina (5,7,3’,4°,5’-pentahidroxiflavonol-3-O-ramnosideo) e Quercitrina
(5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavonol-3-O-ramnosideo), respectivamente. As Figuras 54 e 55

apresentam resumos das propostas de fragmentacdo para estas substancias.

OH O

Ci5HgOg™
m/z calc.: 316,0225
m/z exp.:316,0353

Ca1H19012
m/z calc.: 463,0882
m/z exp.: 463,0980

Figura 54. Proposta de fragmentacédo da Miricitrina (22)

}

O\ OH O
HO -
C15Hg07
m/z calc.: 301,0354
o O:o m/z exp.:301,0547
OH
Ca1H19011

m/z calc.: 447,0933
m/z exp.: 447,1227

Figura 55. Proposta de fragmentacédo da Quercitrina (23)
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O espectro de massas da substancia 24 indica que esta possui 0 mesmo nucleo basico
que a Miricitrina (22), uma vez a fragmentacdo de ambas forneceram o mesmo fragmento de
m/z 316. A comparagdo dos espectros de UV-Vis corrobora com tal afirmacéo, pois as duas
substancias apresentaram as bandas de absor¢do na mesma regido do espectral (Amax=262 nm
e 349 nm; Figura 50), indicando que possuem o mesmo croméforo.

A aplicacdo do mesmo procedimento para as substancias 23 e 25 apresentaram a mesma
relacdo através do pico em m/z 301 e as bandas de absorcdo dos espectros de UV-Vis em
Amax=255 nm e 356 nm (Figura 50). Os espectros de massas das substancias 24 e 25 revelaram
0 acréscimo de 42 Da do ion molecular em relacdo aos espectros de massa das substancias 22
(Miricitrina) e 23 (Quercitrina), sugerindo a presenca de unidade acetila (CH3C=0) e,
consequentemente, como derivados acetilados destes flavonoides. Na fragmentacao proposta
para as substancias 22 e 23, foi observada a perda de massa de 147 Da (CeH1104) e 146 Da
(CsH1004), respectivamente, sugerindo que tais flavonoides sustentam uma unidade de
ramnose. Na andlise dos picos e a correspondente proposta de fragmentacdo para as
substancias 24 e 25 observou-se a diferenca de massa de 189 Da e 188 Da, respectivamente,
sugerindo a presenca de grupo acetil na unidade ramnose (Figura 56). As substancias 24 e 25
ndo foram isoladas em pureza e quantidade suficientes para obtencdo dos espectros de RMN,
impedindo a possibilidade localizar a posi¢éo exata do grupo acetil.

OR
R, ©

(23) R=OH Monoacetilmiricitrina
(24) R=H Monoacetilquercitrina
R; = H, H, CH3C=0

Figura 56. Proposta para os derivados acetilados da Miricitrina e Quercitrina

Ha relatos na literatura da producédo dos flavondis Miricitrina e Quecitrina nas folhas de
Myrcia multiflora e Myrcia palustris (YOSHIKAWA et al., 1998; WUBSHET et al., 2015) e
de Quercitrina nas folhas de Myrcia rubella (LIMA et al., 2018).
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5.2. Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl.
5.2.1. Preparacao dos extratos de P. leiocarpa

A polpa e a casca dos frutos de P. leiocarpa foram congelados e liofilizados, obtendo-se

um po de coloracdo azul intensa (Figura 57).

Figura 57. P6 obtido a partir da liofilizacdo e moagem dos frutos de P. leiocarpa

A partir do p6 de P. leiocarpa foi realizada extragdo com Hexano, Acetato de Etila e 1%
de Acido Férmico em Metanol, em ordem crescente de polaridade e assistida por ultrassom.
Este método foi selecionado devido ao pouco tempo de extracdo e baixo consumo de
solventes (GRAJEDA-IGLESIAS, 2016). O extrato obtido com o solvente 1% de Acido
Férmico em Metanol apresentou o maior rendimento (1360 mg, 5,7 %), sendo assim foi
selecionado também para extracdo liquido-liquido com Cloroférmio e agua. Esta etapa foi
realizada para separar as substancias polares, que puderam ser separadas em uma coluna de

fase reversa, das substancias lipofilicas, que foram separadas em uma coluna de fase normal.
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5.2.2. Andlise preliminar da fase aquosa

O perfil de fase aquosa foi pré-analisado por CLAE-DAD através da varredura em
Amax=200 a 600 nm. Os picos cromatograficos apresentaram seus maximos de absor¢do em
Amex=320 nm e a Amax=540 nm (Figura 58). A analise preliminar do espectro de UV-Vis
indicou a presenca de um &cido fendlico (31) e trés antocianinas aciladas (substancias 32, 33 e
34).

31 ; A
!
\l
" 32
1!
1!
)1 33
1 34
32 33 34 32 B
ey 286500 e 286, 545 | |22528853; 546
235
3
L B L L L L B
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14,00

Minutes

Figura 58. Cromatograma da fracdo aquosa de P. leiocarpa (linha s6lida); cromatograma
do padrdo de acido cafeico (linha tracejada) a Amax=320 nm (A) e cromatograma da fragéo
aquosa de P. leiocarpa a Amax=540 nm (B)

As substancias 32, 33 e 34 apresentaram espectro na regido de UV-Vis caracteristico
para antocianinas com acilagdo aromatica (GIUSTI et al., 1999), com maximo de absorcao
em Amax=542 nm e em Amax=310-330 nm. Em fase reversa as antocianinas glicosiladas simples
mais comumente encontradas em frutos podem ser eluidas com baixa concentracdo de
solvente organico em &gua acidificada (vide itens 4.5.3.2 e 5.1.3). Para a eluicdo das
antocianinas do extrato de P. leiocarpa foi necessaria uma alta concentracdo de solvente
organico, evidenciando menor polaridade que antocianinas glicosiladas simples. A diminuigéo
da polaridade pode ser justificada pela ligacdo de unidades acilas as estruturas.

A substancia 31 apresentou espectro de UV-Vis simlilar ao espectro do Acido Cafeico,
no entanto, maior polaridade (tempo de retencdo=7,2 minutos), indicando se tratar de um
derivado do Acido Cafeico ligado a radical polar.
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5.2.3. Isolamento e determinacéo estrutural das substancias da fase aquosa

As substancias da fase aquosa foram submetidas a separacdo por CLAE em coluna
analitica de fase reversa. A adaptacdo de uma valvula seletora de canais na saida do detector e
a realizagéo de injecOes e coletas sucessivas de forma automatizada possibilitou o isolamento
das substancias em quantidade suficiente para as analises espectroscopicas e determinagéo
estrutural.

Ao realizar 1028 injecdes usando 2210 mL de Acetonitrila, 10126 mL de agua e 101
mL de Acido Férmico em 10 dias de separagdo, foram isoladas 4 substancias em quantidades
suficientes para determinacéo estrutural. A utilizacdo de fase reversa na separacdo contribuiu
para que aproximadamente 81 % do solvente utilizado na separacdo das substancias fosse
agua, o que contribui para o baixo consumo de solventes organicos.

Para a concentracdo das solucdes das substancias 32, 33 e 34 separadas, utilizou-se o
cartucho Sep-Pak® com fase reversa (Cis), eluicio em Metanol e posterior secagem em fluxo
de ar comprimido. Esta metodologia de concentracdo e secagem foi selecionada, porque é
simples, rapida e ndo emprega aquecimento, evitando-se a possibilidade de degradacdo das
substancias isoladas. A Figura 59 apresenta as substancias 32, 33 e 34 isoladas dissolvidas em
metanol. A substancia 31 foi seca em evaporador rotatério. Sua caracteristica incolor
dificultou o emprego da metodologia com cartucho Sep-Pak®, ja que no é possivel visualizar

a saturacao do cartucho.

Figura 59. Substancias 32, 33 e 34 isoladas
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5.2.3.1.  Acido Clorogénico

A substancia 31 apresentou um espectro de UV-Vis caracteristico do Acido Cafeico,
sendo que sua menor retencdo na coluna cromatografica (fase reversa) indicou maior
polaridade em relagdo ao Acido Cafeico (Figura 58). Tais informages sugeriram a substancia
31 como um derivado do Acido Cafeico sustentando substituinte para lhe conferir maior
polaridade. Isolou-se 6 mg da substancia 31, que foi identificada como Acido Clorogénico
através da interpretacdo dos dados espectrais de RMN H e 3C uni e bi-dimensinais, UV-Vis
e de massas, envolvendo comparagdo com dados descritos na literatura.

O espectro de RMN H apresentou os sinais em &1 6,30 ppm e &1 7,60 ppm (H-8°/H-7")
acoplando entre si com uma constante de J=15,8 Hz, compativeis com a presenca de um
sistema carbonilico a,p-insaturado sustentando os &tomos de hidrogénio o (6n 6,30 ppm) e
B (dn 7,60 ppm) em estereoquimica trans (E) para atender o J=15,8 Hz. Os correspondentes
atomos de carbono olefinicos foram identificados no RMN '*C-DEPTQ através de sinais em
oc 114,07 ppm (CH-8’) e 145,49 ppm (CH-7"), aparecendo o sinal da carbonila de éster a, 3
insaturada em oc 167,67 ppm.

O sistema ABC do anel aromatico foi caracterizado através dos sinais em ox 6,80 ppm
(H-5°, J=8,3 Hz), 6,90 ppm (H-6°, J=8,3 Hz) e 7,10 ppm (H-2’, J=1,5 Hz), atribuidos a
atomos de hidrogénio mantendo entre si relacéo vicinal (orto-H-5’ ¢ H-6") e meta (H-2’e H-
6).

Os sinais em 61 2,00-2,20 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-6 da unidade
correspondente ao Acido Quinico. Os sinais em dc 37,40 ppm e &c 38,88 ppm foram
atribuidos aos carbonos CHz-2 e CH»-6, respectivamente. Os carbonos metinicos (CH-3, CH-
4 e CH-5) do Acido Quinico foram identificados na regido entre 5c 71,0-73,3 ppm, e seus
respectivos hidrogénios em 61 5,4 ppm, on 3,7 ppm e o1 4,2 ppm. A carboxila da unidade
quinica foi reconhecida através do sinal em d¢c 174,05 ppm.

Foi observada a presenca do éster metilico do Acido Clorogénico (Clorogenato de
Metila, 31a), através da presenca de um simpleto em Sy 3,30 ppm no espectro de RMN H e
um sinal de carbono metilico em &¢ 51,59 ppm no espectro de RMN *3C, atribuido ao metil de

éster CHs-8. As Figuras 60 e 61 apresentam os espectros de RMN H e 3C da substancia 31.
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(31) R=H Acido Clorogénico
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Figura 60. Espectro de RMN*H (400 MHz, em MeOH-d4) da mistura de Acido Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila (A) e expansio da
115 regiao 6H 6,0 a 8,0 (B).



(31) R=H Acido Clorogénico
(31a) R=CH; Clorogenato de Metila
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Figura 61. Espectro de RMN*C DEPTQ (100 MHz, em MeOH-d4) da mistura de Acido Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila
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O espectro de RMN!H 2D de correlagdo homonuclear H-tH-COSY (Apéndice 4) da
mistura de Acido Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila (31a) revelou acoplamento
entre os hidrogénios da unidade Acido Quinico (H-2 e H-3; H-3 e H-4; H-4 e H-5; H-5 e H-
6), da unidade fendlica (H-5" ¢ H6’), além de apresentar o acoplamento dos hidrogénios H-8 e
H-7 das posigdes o ¢ B a carbonila, respectivamente (Tabela 23), observado também no
espectro de RMN !H através da constante de acoplamento (J=15,8 Hz). A atribuicdo dos
carbonos metinicos e metilico foi confirmada pelo espectro de RMN 2D HSQC (Apéndice 5).
Foi observada a correlagdo heteronuclear *Jc.n entre 3H-8/CHs-8 (8w 3,30 ppm/dc 51,59 ppm)
do éster 3la. Para a atribuicdo inequivova dos deslocamentos quimicos dos carbonos
quaternérios (6c) usou-se o espectro RMN 2D HMBC (Apéndice 6) de correlacdo
heteronuclear (*H-3C-COSY-"Jch, n=2 e n=3). A Tabela 23 sumariza os dados espectrais
dados espectrais de RMN do Acido Clorogénico (31), assim como as correlaces observadas
no espectro de RMN 2D HSQC e comparagdo com dados da literatura.

A Figura 62 apresenta o cromatograma do extrato metanolico de P. leiocarpa e da
fracdo isolada do Acido Clorogénico (31). E possivel observar o éster Clorogenato de Metila
(31a) apenas na fragéo isolada, sendo que a diferenga do tempo de retengdo de ambos afasta a
possibilidade que tenham sido isolados como mistura. Tais fatores indicam que o Clorogenato
de Metila (31a) trata-se de um artefato. O Acido Clorogénico (31) foi isolado em Metanol
acidificado e armazenado na mesma solucdo, preservando, assim, condi¢cdes favoraveis para

ocorrer a reacao de metilacdo que esta sendo proposta (Figura 63).

- 1
Acido clorogénico (31) I A
|
|
I
|
|
|
/L,\_,J\JLN,LE/\_AE
Acido clorogénico (31) : B
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|
Clorogenato de metila (31a)

A

[N T B By B R B B R [

1
T [ L B B B B B B B B B B B B B B
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00

Minutes

Figura 62. Cromatograma do extrato metandlico de P. leiocarpa (A) e da fraco isolada do Acido
Clorogénico (31) onde aparece a presenca do Clorogenato de Metila (31a) (B)
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Tabela 23. Dados espectrais de RMNH (500 MHz) e *3C (125 MHz) do Acido Clorogénico
(31) e do Clorogenato de Metila (31a), inclusive informag6es do HSQC. Deslocamentos
quimicos de hidrogénios em H (ppm) e carbono-13 em 8C (ppm). Constante acoplamento (J)
em Hz (entre parénteses) e comparacdo com dados encontrados na literatura

HSQC Literatura (%]

dc OH dc OH
C

ND i 77,4 i
7 174,05 - 180,7 -
1’ 126,40 - 126,6 -
3 145,40 - 143,9 -
4’ 148,13 - 146,8 -
9 167,67 168,8

CH
3 71,06 5,40 (m) 70,5 5,26 (ddd, 9,2; 8,8; 4,4)
73,31 3,70 72,4 3,58 (dd, 8,8; 3,2)
71,34 4,17 (m) 70.8 3,97 (m)
2 11368 7,08 (d, 1,5) 114,7 6,99 (d, 2,0)
5 115,07 6,79 (d, 8.3) 115,8 6,79 (d, 8,0)
6 12154 6,96 (dd, 8.3, 1.5) 1225 6,95 (dd, 8,8; 2,0)
7 14549 7,59 (d, 15.8) 145,83 7,43 (d, 16,00)
g 114,07 6,31 (d, 15.8) 114,2 6,18 (d, 16,0)
CH:2

2 310 202 (m 370 2102 4. 136,40
o 38 2108 (m 8.2 197 4. 136. 20

*Espectros de RMN-DEPTQ foram usados para deduzir o nimero de hidrogénios nos atomos de carbono.
Os valores de J foram deduzidos dos espectros 1D de RMN'H e os espectros COSY colaboram nas

atribuicdes dos dH e dc.
ND= Néo detectado devido a pequena quantidade de amostra isolada
[1] Dados da obtidos na literatura (BAEK et al., 2016)
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Figura 63. Reacdo de esterificacdo do Acido Clorogénico com metanol em meio acido

Figura 64 apresenta o espectro de massa de ions totais da mistura de Acido Clorogénico
(31) e com seu éster Clorogenato de Metila (31a)

fons totais — Acido clorogénico (31) e Clorogenato de metila (31a) TOF MS ES+
100 — 163,0373 8.33¢3
377.0828
a
391.0990
\ H 64.0436 392.1032 §37.3060 731.1685
O~ " &22‘\0‘@33‘9\“&\{( ‘H“\ ”\*"\”Jl‘i«* T T T T T T T T T T e e e MVZ
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 64. Espectro de massas de ions totais da mistura de Acido Clorogénico (31) e do
Clorogenato de Metila (31a)

No espectro de massas de fons totais foi observado o aduto do Acido Clorogénico (31)
com sodio [C1sH1sNaOg]*, 0 aduto do éster 31a com sddio [Ci17H20NaOg]* e 0 aduto de duas
moléculas de Acido Clorogénico (31) com sddio [Cs2H3sNaO1s]*, justificando a proposicio de
que a fracdo isolada correnponde & mistura do Acido Clorogénio (31) e seu respectivo éster
metilico. Figura 65 apresenta proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos
observados no espectro de massas de ions totais.
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CaoHagNaO 8"
m/z calc.:731,1794
m/z exp.: 731,1685

HO 5 _
C16H18N3.09+ C17H20Na09+
m/z calc.: 377,0843 m/z calc.: 391,0999
m/z exp.: 377,0828 m/z exp.: 391,0990

Figura 65. Estruturas propostas para os principais fons observados no espectro de massas de
ions totais da fracdo contendo a mistura do Acido Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila
(31a)

Os espectrometros de massas hibridos do tipo quadrupolo tempo de véo (Q-TOF), sdo
arranjados de forma que dois analisadores de massas séo colocados em sequéncia, um do tipo
quadrupolo (Q) e outro por tempo de voo (TOF), com uma célula de colisdo entre eles (LI et
al., 2007). Denomina-se este tipo de experimento como massa em série (EM/EM). Numa
primeira etapa, os ions sdo selecionados no quadropolo (Q), constituido de quatro barras
paralelas por onde os ions se movem oscilando, devido & aplicacdo de voltagem,
possibilitando a inversdo de polaridade entre as barras. A variacdo das voltagens ocorre de
maneira a se realizar uma varredura na faixa de razdo massa carga (m/z) desejada. Com isso, 0
quadrupolo passa a atuar como um filtro de massas, permitindo que apenas 0s ions que
apresentam estabilidade neste campo sejam selecionados. Estes ions séo, entdo, introduzidos
na célula de colisdo com um gés inerte (argbnio ou nitrogénio) onde ocorre a fragmentac&o.
Finalmente, os fragmentos sdo analisados no analisador de massas por tempo de voo (TOF)
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000). Este arrajo permite que mesmo em misturas seja
possivel obter o espectro de massa das substancias isoladamente. Figura 66 apresenta o

espectro de massa EM/EM do Acido Clorogénico (31) isoladamente.
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Figura 66. Espectro de massa MS/MS do Acido clorogéncio (31)

Figura 67 apresenta proposta para os principais fragmentos observados no espectro de
massas EM/EM do Acido Clorogénico (31).
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Figura 67. Estruturas propostas para os principais fragmentos observados no espectro de
massas EM/EM do Acido Clorogénico (31)
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5.2.3.2. Antocianinas aciladas

O espectro de UV-Vis das antocianinas aciladas trazem informacdes importantes sobre
suas estruturas. As caracteristicas espectrais de UV-Vis das substancias 32, 33 e 34 foram
avaliadas através de informagdes dos comprimentos de onda maximos de absorgao (Amax) € do
calculo da relagao de suas intensidades (E) na regido de absorvancia das antocianinas (Avis) €
na regido de absorvancia do grupo acil (Axcir).

A Figura 68 apresenta a comparacdo dos espectros de UV-Vis da Delfinidina-3-O-
glicosideo (rosa) e do Acido fertlico (amarelo) com o espectro da substancia 32 (azul), bem
como as propriedades espectroscépicas avaliadas nos espectros de UV-Vis da substancia 32.
A presenca do grupo acil confere um deslocamento batocrémico no comprimento de onda
maximo de absorcdo da substancia 32 (Amax = 542 nm) em relagdo a Delfinidina-3-O-

glicosideo (Amax = 521 nm).

215

Ais=542

Figura 68. Comparacao do espectro de UV-Vis da Delfinidina-3-O-glicosideo (13, rosa) e
Acido Cafeico (laranja) (A) com o espectro da substancia 32 (azul) e as propriedades
espectroscopicas avaliadas nos espectros de UV-Vis das substancias (Eacil, E440 € Evis) (B)
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Atraveés da avaliacdo das relacfes de intensidade entre as bandas foi possivel determinar
a presencga de monosideo ou biosideo ligado as antocianinas (relacdo Easo/Evis entre 29-35%
indica um monosideo; Easo/Evis entre 15-24% indica um biosideo), o grau de acilagédo
aromatica (relacao Eacil/Evis entre 53-69% indica monoacilacdo; Eacil/Evis entre 98-128% indica
diacilacdo) e o tipo de grupo acil (regido de absorcdo na faixa de Aacii de 320-333 nm indica
derivado do acido feralico ou sinapico; na faixa de Aacit de 310-315 nm indica derivado acido
p-cumarico) (DYRBY et al., 2001) (Tabela 24 e Figura 68).

Tabela 24. Propriedades espectroscopicas de UV-Vis das antocianinas de P. leiocarpa

Eacil/ Evis E440/ Evis

Substancia Avis  Aacil (%) Indica (%) Indica Grupo Acil
32 542 329 100% Diacilacdo 17 % Biosideo Feruloil/sinapoil
33 545 330 99% Diacilagio 16 % Biosideo Feruloil/sinapoil

34 546 330 99% Diacilacio 15 % Biosideo Feruloil/sinapoil

As propriedas listadas na Tabela 24 indicaram que as antocianinas estdo ligadas a um
biosideo (duas unidades de carboidrato conectadas) e duas unidades feruloil ou sinapoil. Para
identificacdo do grupo acil ligado foi realizada uma hidrolise branda da antocianina isolada
usando hidroxido de sédio 2 M por 20 minutos. O produto da reagdo foi analisado por CLAE-
DAD. A Figura 69 apresenta a comparacdo entre o tempo de retencéo e espectro de UV do

produto da reacdo de hidrolise e do padrdo de acido ferulico.
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Figura 69. Cromatograma do produto da hidrolise basica da substancia 32 (linha cheia) e do
padrdo do acido feralico (linha tracejada)

A propriedade espectroscopica avaliada (Eacil/Evis) indicou as substancias isoladas como
diaciladas. Apds a hidrolise foi identificado somente o Acido Ferdlico, indicando duas
unidades feruloil como unidades acilas presentes nas antocianinas.

A tentativa de identificar as antocianinas presentes no extrato de P. leiocarpa por
comparagcdo com os tempos de retengdo, espectros de UV-Vis e de massas de antocianinas
disponiveis na literatura ndo foi suficiente para a determinagdo inequivoca das estruturas.
Assim, optamos por isolar essas substancias a fim de obter seus espectros de RMN.

As estruturas das antocianinas isoladas revelaram-se bastante semelhantes, aparecendo
nos respectivos espectros de RMN sinais similares, permitindo inicialmente uma abordagem
das similaridades estruturais e espectrais para, em seguida, enfatizar a analise das diferencas
estruturais através dos dados espectroscdpicos correlacionando com as respectivas diferencas
estruturais.

Os espectros de RMN *H das substancias 32 (Figura 71) e 33 (Figura 73) apresentaram
um simpleto em on 8,4-8,5, sinal caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono CH-4 (dc
131,7) do esqueleto antocianico. Além dos sinais em dH 6,5 ppm e 61 6,7 ppm, atribuidos aos
hidrogénios ligados aos carbonos CH-6 e CH-8 (dc 103,9 ppm e ¢ 94,4 ppm) pertencentes ao
anel A do esqueleto antocianico. E possivel diferir as antocianinas através dos sinais dos
hidrogénios pertencentes ao anel B do esqueleto antocianico, H-6" ¢ H-2’. Na Delfinidina, tais
hidrogénios estdo em ambiente quimico semelhante, apresentando-se como um singleto em

3n 7,58 ppm que acopla via uma ligagdo (YJcH) com sinal de carbono em &c 112,0 ppm,
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verificado através do espectro bidimensional HSQC. Na Petunidina, devido a metilacdo da
hidroxila ligada ao carbono C-3’ o hidrogénio ligado ao carbono CH-2’ (6¢ 110,6 ppm)
revelou sinal correspondente ao deslocamento quimico em dn 7,78 ppm, enquanto que 0
hidrogénio ligado ao carbono CH-6" (6c 114,2 ppm) apresentou sinal com deslocamento
quimico 6n 7,58 ppm. Tais informacBes indicaram que os nucleos antocidnicos B das
substancias 32 e 33 correspondem aos da Delfinidina e da Petunidina, respectivamente.

A presenca das unidades glicopiranosila nas antocianinas foi reconhecida nos espectros
de RMN®H (Figuras 71 e 73) pelos sinais dupletos representantes dos atomos de hidrogénio
ligados aos carbonos anoméricos (oH 5,1-5,3 ppm, d, J=6,8 a 7,3 Hz, axial; e dx 4,4 ppm d,
J=5,3 a 6,8 Hz, axial) e os demais sinais entre dn 3,2-4,8 ppm, atribuidos aos hidrogénios H-2,
H-3, H-4, H-5 e H-6 (Tabela 25).

O deslocamento quimico caracteristico de carbono anomérico (posicdo CH-1) de
unidade piranosidica ligada a flavonoide em geral se apresenta entre dcx 97-103 ppm (carbono
metinico) e do carbono na posicdo CH2-6 se apresenta entre dcH2 61-62 ppm (carbono
metilénico). Nos espectros de RMN 3C das substancias 32 (Figura 73) e 33 (Figura 74) foi
observado sinais de carbono anomérico (CH-1"""", glicose 2) em dc 107,3 ppm e de CHa-
6’’’ (glicose 1) em dcH2 73,7 ppm, revelando desprotecdo destes carbonos e induziram para a
deducéo de que existe uma ligacdo entre duas moléculas de piranose na posi¢cdo CH26’*"’-O-
CH-1""""". Esta deducdo foi confirmada pelo valor encontrado para Easo/Evis igual a 16%
(Tabela 24). Os deslocamentos quimicos de CH2-6’""" ¢ CH2-6""""" das glicoses 2 e 3 entre
dcH2 60-64 ppm sugeriram ligagdo com as unidades feruloila.

Os sinais do esqueleto piranosidico observados no espectro de RMN H das substéncias
32 e 33 corroboram com tal proposi¢do. O hidrogénio ligado ao carbono anomérico da
glicose 2 (H-1°"""") apresentou deslocamento quimico em ox=4,46 ppm, demonstrando o
mesmo efeito de protecdo observado por YOSHIDA e colaboradores em esqueleto contendo
gentiobiosideo (Tabela 25). Como previsto, os hidrogénios localizados na posi¢do H-6’""" da
molécula de glicose 2 apareceram representados por dois sinais (6+ 4,06 ppm e oH 5,36 ppm).
A projecdo de Newman permite observar a diferenca de ambiente quimico para 0s
hidrogénios da glicose 2 (H-6a’>’”’e H-6b’’"’). Tal efeito também foi observado nos
hidrogénios localizados na posi¢do H-6"""""" da molécula de glicose 3. Estes hidrogénios sao
classificados como proquirais e diasterotopicos, pois a troca deles por outro atomo, por
exemplo deutério, gera um centro assimétrico, sendo que as moléculas formadas geram um

par de diasteroisbmeros (ROMERO, 1998). No caso dos hidrogénios localizados na posi¢éo
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H-6"""" da molécula de glicose 1 a diferenca no ambiente quimico é menos acentuada devido

a ligacdo a glicose 2 (Figura 70).

Gli-2

Figura 70. Projecdo de Newman para molécula de glicose 1 e 2 das substancias 32 e 33

As unidades feroluil foram confirmadas pelos sinais de carbono alfa e beta a carbonila
(6c 168 ppm), com deslocamento quimico entre écH 114,8-115,8 ppm para o CH-a e entre
dcH 146,9-147,1 ppm para 0 CH-B. Seus respectivos hidrogénios apresentaram deslocamento
quimico entre 3y 6,03-6,12 ppm para H-o ¢ entre o 7,11-7,21 ppm para H-B. Além dos sinais
dos carbonos metinicos aromaticos (CH-2, dch-2 109,1 ppm; CH-5, dchs 116,6 ppm; CH-6,
dcH-6 146,9 ppm) e quaternérios (C-1, 8¢c=126,6 ppm; CH-3, 6c 148,9 ppm; C-4, dc 150,9

ppm) das unidades arilas.
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Para a atribuicdo dos sinais das unidades piranosidicas foi imprescindivel a
interpretacdo dos espectros de COSY (Apéndices 7 e 8) e TOCSY (Apéndices 9 e 10). Tal

atribuicdo foi confirmada através da comparacdo com dados de unidade gentiobiosideo

encontrados na literatura (Tabela 25).

Tabela 25. Comparagéo dos deslocamentos quimicos de RMN *H das unidades piranosidicas
das antocianinas isoladas com valores encontrados por YOSHIDA e colaboradores

Substancia 32

Substancia 33

Literaturaf!

OH (ppm) J, Hz OH (ppm) J, Hz OH (ppm)
Glicose 1
i 5,25d (1H; 7,0) 5,26 d (1H; 7,3) 5,16
2" 3,74 m (2H; 9,3; 7,0) 3,69 m (1H) 3,72
3™ 3,74 m (2H; 9,3; 7,0) 3,75m (1H) 3,80
4 3,24 dd (1H; 9,3; 9,0) 3,22 m (1H) 3,28
5 4,32 d (1H; m) 4,33 d (1H; 8,78; 1.51) 4,28
6" 4,03 d (2H; 9,9) 4.06 m (3H) 4,09; 4,06
Glicose 2
1 4.45d (1H; 5,3) 4,46 d (1H; 6,8) 4,51
AR 3,46 m (1H) 3,45 m (1H) 3,50
3™ 3,46 m (1H) 3,63 m (1H) 3,50
4 3,69 m (1H) 3,63 m (1H) 3,72
5 3,43 m (1H) 3,45 m (1H) 3,46
6" 5,36 dd (1H; 11,5, 2,0); 5,38 ido%l:’ (11}_3 1.7) 5,39; 4,08
4,06 d (1H; 11,4) '
Glicose 3
i 5,16 d (1H; 6,8) 5,20 d (1H; 7,03) 5,47
2" 3,62 m (1H) 3,60 d (1H; 7,03) 3,65
3m 3,62 m (1H) 3,63 m (3H) 3,65
4 3,43 m (1H) 3,38t (1H; 9,03) 3,38
5 3,84 m (1H) 3,87 d (1H; 9,03) 3,96
g 4,72 dd (1H; 11,5, 2,1); 4,81 dd (1H; 11,54; 2,26) 4.95: 4,15

4,29 dd (1H; 11,5; 9,5)

4,19 dd (1H;11,54; 9,79)

[1] Dados obtidos na literatura (YOSHIDA et al., 1991)

O padrdo de substituicdo das antocianinas recebeu significativa contribuigo através da

interpretacdo dos espectros 2D NOESY das duas substancias, onde foram observadas as

interacOes (espacial dipolar) entre os hidrogénios H-8 e H-1°"""" (glicose 3) nos espectros das

Delfinidina (32) e Petunidina(33) aciladas e entre os hidrogénios H-4 e H-1"""" (glicose 1)

no espectro da Delfinidina acilada (substancia 32). Assim, tornou-se possivel postular que a

glicose 3 esta ligada no oxigénio localizado na posicao 7 (anel A) e a glicose 1 esta ligada no

oxigénio localizado na posicdo 3 (anel C) dos esqueletos antociénicos. As Figuras 75 e 76
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apresentam as interag0es observadas nos espectros bidimensionais de efeito Overhauser
nuclear (NOESY; Apéndice 11 e 12) das antocianinas isoladas.

Gli-2

Figura 75. CorrelacGes observadas no espectro NOESY (seta laranja) da Delfinidina acilada
(substancia 32)

Gli-2

Figura 76. CorrelacOes observadas no espectro NOESY (seta laranja) da Petunidina acilada
(substancia 33)

O espectro de NOESY pode ser util para determinar aproximidade dos hidrogénios no
espaco, mesmo que ndo estejam ligados diretamente em atomos de carbono localizados na
vizinhaga. Além das correlagdes apresentadas na Figura 75, observou-se correlacbes espaciais
adicionais entre os hidrogénios H-2’/6’ (anel B do ntcleo flavilium) e H-2"" (grupo acila) e
entre os hidrogénios H-8 (anel A do nucleo flavilium) e H-a’’ (grupo acila) no espectro da

Delfinidina acilada. No espectro da Petunidina acilada, alem das correlagdes apresentadas
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na Figura 76 foi observada correlagdo entre os hidrogénios H-5"" (grupo acila) ¢ H-6 (anel A

do nucleo flavilium). A correlacdo NOE de longo alcance entre o nucleo flavilium e o grupo

acila aromatico é uma evidéncia de que as porcdes estdo em contato espacial préximo,

favorecendo a copigmentacdo intramolecular (TROUILLAS et al., 2016). O que corrobora

com o efeito batocromico observado no espectro de UV-Vis das antocianinas (A=20-22 nm).

Esta copigmentacdo pode estar envolvida na coloragdo azulada observada para o fruto.

Os espectros bidimensionais heteronucleares HMBC (Apéndices 13 e 14) e HSQC

contribuiram significativamente para as carcterizagdes estruturais e possibilitaram a atribuicédo

inequivoca dos sinais de carbono e hidrogénio. A Tabela 26 apresenta os dados espectrais das

antocianinas isoladas.

Tabela 26. Dados espectrais de RMN *3C e *H das antocianinas isoladas de P. leiocarpa

Substancia 32 Substancia 33
HSQC HSQC
(p6p(r:‘n) oH (ppm) J, Hz (pi%) oH (ppm) J, Hz
Antocianina
2 163,9 - 163,6 -
3 146,9 - 147,0 -
4 131,7 8,43 s (1H) 131,8 8,47 s (1H)
5 158,0 - 158,0 -
6 103,9 6,72d (1H; 1,5) 104,0 6,73 s (1H)
7 165,7 - 165,8 -
8 94,4 6,48 s (1H) 94,5 6,53 s (1H)
9 155,3 - 155,3 -
10 112,9 - 112,9 -
r 121.8 - 119,5 -
2’ 112,0* 7,58 s (2H) 110,6 7,78 s (1H)
3 1474 - 149,5 -
4 147,2 - 147,2 -
5’ 147,4 - 147,3 -
6’ 112,0* 7,58 s (2H) 114,2 7,48 s (1H)
OCHjs - - 49,8 3,34 s (1H)
Acido ferulico 1
1" 126,7 - 126,7 -
2" 110,3 6,54 sl (1H, 1,5) 109,8 6,46 s (1H)
3" 149,0 - 149,0 -
4" 150,3 - 150,4 -
5" 115,7 6,24 m (3H) 115,8 6,25 s (2H)
6" 123,5 6,24 m (3H) 123,3 6,25 s (2H)
b" 1471 7,16 d (1H; 16,1) 146,9 7,19d (1H; 15,8)
a" 1148 6,12 d (1H; 16,1) 115,0 6,04 d (1H; 15,8)
9" 168,7 - 168,7 -
OCHz: 56,0 3,58 s (3H) 57,0 3,56 s (3H)
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Tabela 26. Continuacéo

Substancia 32

Substancia 33

HSQC

HSQC

(S;;) SH (ppm) J, Hz (Sﬁ;) SH (ppm) J, Hz
Acido ferllico 2
1 126,6 - 126,6 -
2" 109,1 6,38 sl (1H) 109,1 6,38 s (1H)
3" 148,9 - 148,9 -
4" 150,6 - 150,5 -
5" 116,6 6,43 d (1H; 8,0) 116,6 6,4d (1H; 7,8)
6" 123,2 6,24 m (3H) 123,5 6,12 d (1H; 7,8)
b 146,8 7,21d (1H; 16,1) 146,9 7,11 d (1H; 15.8)
a" 115,8 6,03 d (1H; 16,1) 115,0 6,08 d (1H; 15.8)
o™ 168,6 - 168,3 -
OCHs 55,9 3,48 s (3H) 55,9 3,47 s (3H)
Glicose 1
m 103,5 5,25d (1H; 7,0) 103,7 5,26 d (1H; 7,3)
2™ 751 3,74 m (2H; 9,3; 7,0) 75,3 3,69 m (1H)
3" 780 3,74 m (2H; 9,3; 7,0) 78,2 3,75 m (1H)
g 722 3,24 dd (1H; 9,3; 9,0) 72,2 3,22 m (1H)
5" 774 4,32 m (1H) 77,7 4,33 m (1H)
6" 737 4,03 m (2H) 73,7 4.06 m (2H)
Glicose 2
i 107,3 4,45d (1H; 5,3) 107,3 4,46 d (1H; 6,8)
2" 74,2 3,46 m (2H; 5,3) 74,3 3,45 m (1H)
3™ 78,0 3,46 m (2H; 5,3) 78,0 3,63 m (1H)
4™ 70,0 3,69d (1H; 9,3) 70,0 3,63 m (1H)
5" 753 3,43 d (2H; 9,3) 75,3 3,45 m (1H)
5,36 dd (1H; 11,5, 2,0); 5,38dd (1H; 11,5; 1.7
6 60,9 4pﬁgaHn15)) 60,8 Aéun@H) :
Glicose 3
1" 100,6 5,16 d (1H; 6,8) 100,6 5,20 d (1H; 7,0)
2" 744 3,62 m (1H) 74,6 3,60 m (1H)
3™ 776 3,62 m (1H) 77,9 3,63 m (1H)
4 72,6 3,43 m (H) 72,7 3,38 t (1H; 9,0)
5™ 757 3,84m (1H) 75,7 3,87 m (1H)
6" 645 4,72 dd (1H; 11,5, 2,1); 646 4,81 dd (1H; 11,5; 2,3)

4,29 dd (1H; 11,5; 9,5)

4,19 dd (1H;11,5; 9,8)

O espectro RMN-DEPTQ foi usado para identificar o nimero de hidrogénios em cada carbono.
Os valores de J foram deduzidos do espectro de RMN 1D 'H e os espectros 2D COSY,
TOCSY, HMBC, HSQC e NOESY cooperaram para o assinalamento dn € dc.

* Deduzido apenas no espectro HSQC.

A ionizacdo por eletronspray é classificada com um método de ioniza¢do branda na

obtencdo de espectros de massas, fornecendo, em geral, informacdes sobre ions moleculares.
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Os picos majorotarios observados em espectros de massas revelam frequentemente caminhos
mais favoraveis para reacdes de fragmentacdo. A interpretacdo dos picos majoritérios
observados nos espectros de massas exatas das antocianinas, obtidos por ESI-QTOF (vide
condicdes analiticas descritas no item 4.6.2.3), forneceu informacdes adicionais sobre as
estruturas. As trés antocianinas apresentaram fragmentacdo semelhante envolvendo trés
principais fragmentos, sendo eles: 1) fragmento oriundo da perda de 338 unidades de massa
(M* - C16H180s) equivalente a uma unidade de glicose esterificada com uma unidade de acido
feralico; 2) fragmento oriundo da perda adicional de 162 unidades de massa (M* - C16H18Os -
CeH1005) equivalente a uma segunda unidade de glicose; e 3) fragmento oriundo da perda
adicional de 338 unidades de massa (M* - 2C16H180s - CeH100s5) equivalente a mais uma
unidade de glicose esterificada com uma unidade de acido ferulico, gerando as agliconas
Delfinidina, Petunidina e Malvidina para as substancias 32, 33 e 34, respectivamente. A

Figura 77 apresenta o espectro de massas da substancia 32 e a Figura 78 representa a proposta

para sua fragmentacé&o.
SUBSTANCIA 32 TOF MSMS 1141.00ES+
100+ 11413151 247
338 Da
338 Da
| 162 Da
%_| 303.0574

641.1660 803.2124

™ m/z

REERREEEES T REREAREANEEAREEEERES

T wu‘w‘wu‘uw‘u T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

AR EA R e o Ea e
1100 1200 1300 1400

Figura 77. Espectro de massa EM/EM da substancia 33
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CarHz020"
Calc. mass: m/z 803,2035
Exp. mass: m/z 803,2124

Cs3Hs7028"
Calc. mass: m/z 1141,3036
Exp. mass: m/z 1141,3151

Ci5H1107"
Calc. mass: m/z 303,0505 CaqH29015"
Exp. mass: m/z 303,0574 Calc. mass: m/z 641,1506

Exp. mass: m/z 641,1660
Figura 78. Estruturas propostas para os principais fragmentos observados no espectro de massas EM/EM da substancia 32
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Os espectros de massa confirmaram as estruturas propostas para as substancias 32 e 33.
A Figura 79 apresenta o espectro de massas da substanica 33 e a Figura 80 sua respectiva

estrutura.
SUBSTANCIA 33 TOF MSMS 1155.00ES+
100+ 1155.3126 350
1 338 Da
338Da 162 Da
% _|
| 317.0600
] 817.2029
655.E.693 ‘
[0 o L o L B e s e e e na s na el 1 V4
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 79. Espectro de massa exata EM/EM da substancia 33

Calc. mass: m/z 1155,3187
Exp. mass: m/z 1155,3126

Figura 80. Estrutura proposta para a substancia 33 e suas respectivas massas exata
(tedrica) e acurada (medida experimentalmente)

O extrato de P. leiocarpa apresentou baixa concentracdo da substancia 34, sendo o pico
minoritario (Figura 58), o que inviabilizou seu isolamento em quantidade suficiente para
obtencdo dos espectros de RMN. Assim, sua estrutura foi proposta através da interpretacédo
dos dados espectrais de massas e UV-Vis. Por analogia com o padrdo de substituicdo das
antocianinas isoladas na mesma espécie sugere-se que a substdncia 34 ¢ um analogo de
Malvidina das substancias 32 e 33. A Figura 81 apresenta 0 espectro de massa da substancia

34 a Figura 82 sua respectiva estrutura.
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Flgura 81. Espectro de massa exata EM/EM da substancia 34

Cs3Hs7025"
Calc. mass: m/z 1169,3344
Exp. mass: m/z 1169,3335

Figura 82. Estrutura proposta para a substancia 34 e suas respectivas massas exata
(tedrica) e acurada (medida experimentalmente)

A ordem de eluicdo observada para as antocianinas identificadas no extrato de P.
leiocarpa (Figura 58) € justificada pelo acréscimo de um grupo metil (metilacdo de hidroxila)
na estrutura da subtancia 33 e dois na substancia 34, em relacéo a substancia 32. A conversao
de hidroxila em metoxila produz reducéo da polaridade da substancia.

A interpretacdo minunciosa dos dados espectrais de RMN uni e bi-dimensional, UV-Vis
e massas e a comparagdo com dados espectroscopicos de substancias similares disponiveis na
literatura (MORIYA et al., 2015; YOSHIDA et al., 1991) permitiram a identificacdo das
substancias isoladas como Delfinidina-3-O-(6-O-(E)-feruloil-p-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-
feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 32), Petunidina-3-0-(6-O-(E)-feruloil-g-
gentiobiosil)-7-0O-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 33) e Malvidina-3-O-(6-
O-(E)-feruloil-g-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 34). Este

é o primeiro relato destas substancias na literatura.
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5.2.3.2.1. Comparacao do extrato de P. leiocarpa com o extrato de outras espécies
do género Psychotria

Na literatura existem relatos de antocianinas aciladas envolvidas na producdo da
coloracdo azul em flores. As espécies P. brachyceras, P. laciniata, P. leiocarpa, P. nitidula,
P. nuda e P. suterella Psychotria sdo algumas do género Psychotria que apresentam frutos
com coloragdo azulada. Esta semelhanca, encontrada no género, é incomum no reino vegetal,
especialmente em frutos. Neste contexto, este € um indicio de que as antocianinas encontradas
em P. leiocarpa poderdo ser encontradas em outras espécies do género.

Foi realizada uma andlise preliminar das antocianinas de P. suterella e P. nuda, através
da comparacdo com perfil cromatografico das antocianinas do extrato de P. leiocarpa (vide
item 4.6.4). A Figura 83 apresenta o cromatograma do extrato do fruto de P. leiocarpa, P.
suterella e P. nuda a 520 nm, bem como os espectros UV-Vis dos picos majoritarios.
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Figura 83. Cromatograma a 520 nm dos extratos de P. leiocarpa (linha vermelha), P.
suterella (linha verde) e P. nuda (linha azul)

Atraves da comparagdo do tempo de retencdo e espectro de UV-Vis foram identificadas
nas frutos de P. suterella as antocianinas Delfinidina-3-O-(6-O-(E)-feruloil-g-gentiobiosil)-
7-0-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 32) e Petunidina-3-O-(6-O-(E)-feruloil-
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B-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 33) e nos frutos de P.
nuda a antocianina Malvidina-3-O-(6-O-(E)-feruloil-p-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-

B-glicopiranosil) (substancia 34). As substancias 35, 36, 37 e 38 nao foram identificadas.
5.2.4. Isolamento e determinacéo estrutural das substéncias da fase orgénica

A fracdo de cloroférmio (390 mg) obtida conforme descrito no item 4.6.1 foi
cromatografada em coluna de silica gel (item 4.6.3) com um gradiente de
Hexano/Diclorometano/Cloroférmio/Metanol e forneceu uma mistura de quatro substancias
(6,5 mg). Esta mistura foi analisada por CG-EM (Figura 84), os espectros de massas obtidos
foram comparados com a biblioteca da National Institute of Standards and Technology
(NIST).

A
39- Campesterol 40 41
40-Estigmasterol
41- B-sitosterol 39 42
42- Isofucosterol
llllllll|''''|""|"''|''"|''''|''"|''''|"''|'\ﬁi#{"l''"|'"'|''''|"''I"''|''''|''''|'"'I""""'I""""'II
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Figura 84. Cromatograma dos esterdis de P. leiocarpa obtidos por CG-E/IZ\/I (A) e espectro de
massa das substancias majoritarias (B)

As Figuras 85, 86 e 87 apresentam as propostas de fragmentacdo para 0s principais

fragmentos observados nos espectros de massas dos esterois correspondentes.
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Figura 85. Proposta de fragmentacdo para os principais fragmentos observados no espectro de massas do Campesterol (39), Estigmasterol
(40), p-sitosterol (41) e Isofucosterol (42)
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Figura 86. Proposta de fragmentacdo para os principais fragmentos observados no espectro de massas do Estigmasterol
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Figura 87. Proposta de fragmentacao para os principais fragmentos observados no espectro de massas do Isofucosterol (42)
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A mistura de esterdis foi analisada por RMN H (Figura 88) e 3C (Tabela 27 e
Apéndice 15) uni e bi-dimensionais. O efeito gama observado em C-25 (6¢c 29,12 ppm) pela
configuracdo E da ligacdo dupla entre C-24 e C-28 confirmou a estrutura do isofucosterol. Os
sinais em dcn 138,35 e Scn 129,26, caracteristicos do carbono sp?, foram atribuidos a CH-23 e
CH-22 do estigmasterol, respectivamente. Os sinais em dch2 31,92 e dcH2 26,02 foram
atribuidos a CH2-23 e CH3-22 do B-sitosterol e campesterol.

A interpretacdo dos dados espectrais e a comparacdo com os dados da literatura
permitiram a atribuicao dos picos 39, 40, 41 e 42 ao Campesterol, Estigmasterol, B-sitosterol e
Isofucosterol, respectivamente (Figura 88). A integracdo dos sinais do espectro de RMN H
(Figura 89) e das areas dos picos no cromatograma por CG-EM permitiram identificar a

proporcao de 1:2:3:1 de isofucosterol:estigmasterol:B-sitosterol:campesterol.

(41) B-sitosterol (42) Isofucosterol

Figura 88. Estrutura dos esterois de P. leiocarpa

A Tabela 27 apresenta os dados espectrais dos esterdis isolados.
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Tabela 27. Dados epectrais de RMN 3C dos esterdis de P. leiocarpa

B-sitosterol (41)
Campesterol (39)

Estigmasterol (40)

Isofucosterol (42)

[11

(1

[2

8C 8(; 6C 8(; 8C 6C
C
5 140,76 140,74 140,76 140,74 140,76 140,75
10 36,51 36,1 36,51 36,1 36,51 36,50
13 42,22 42,3 42.22 42,3 42.22 42,33
24 - - - - ND 145,88
CH
3 71,83 71,8 71,83 71,8 71,83 71,80
5 - - - - - -
6 121,75 121,7 121,75 121,7 121,75 121,71
8 31,90 31,9 31,90 31,9 31,90 31,91
9 50,11 50,1 50,11 50,1 50,11 50,12
7 - - - - - -
14 56,86 56,8 56,86 56,8 56,76 56,75
17 56,93 56,0 56,93 56,0 55,93 55,99
20 40,54 39,8 40,54 39,8 36,16 36,16
22 - - 138,35 138,3 - -
23 - - 129,26 129,3 - -
24 45,82 45,8 51,25 51,2 - -
25 29,12 29,0 31,90 31,9 29,12 28,59
28 - - - - 116,43 116,46
CH,
1 37,25 37,3 37,25 37,3 37,25 37,24
2 31,66 31,9 31,66 31,9 31,66 31,66
4 42,30 42,2 42,30 42,2 42,30 42,30
7 33,93 33,9 33,93 33,9 31,92 31,91
11 21,08 21,1 21,08 211 21,08 21,08
12 39,76 39,8 39,76 39,8 39,67 39,71
15 24,31 24,3 24,31 243 2431 22-24
16 28,96 28,9 28,96 28,9 29,72 28,22
22 31,92 32,0 - - 35,93 35,95
23 26,02 26,0 - - 28,27 27,89
28 23,05 23,0 25,43 25,4 - -
CH,
18 12,29 12,3 12,29 12,3 11,87 11,85
19 19,42 19,4 19,42 19,4 19,42 19,39
21 18,79 18,8 20,55 20,5 18,99 18,80
26 19,85 19,8 21,23 21,2 21,13 21,01
27 19,85 19,8 19,85 19,8 21,23 21,09
29 11,87 11,8 12,00 11,9 12,78 12,74

O espectro RMN-DEPTQ foi usado para identificar o nimero de hidrogénios em cada carbono. Os
valores de J foram deduzidos do espectro de RMN 1D *H e os espectros 2D COSY, HMBC, HSQC
e NOESY cooperaram para o assinalamento oH € dc.

[1] Gangwal, et al., 2010.

[2] Mclnnes, et al., 1980
ND= N&o detectado
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Figura 89. Espectro de RMN!H (400 MHz, em cloroférmio-d) da mistura de esterdis (substancia 39, 40, 41 e 42) (A) e expansdo das regides
146 dH 2,7 a 5,5 (B).




6. CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo fitoquimico dos frutos da espécie Myrcia multiflora, resultando
na identificagdo e quantificagéo de dezenove substancias, dentre elas estdo sete carotenoides,
cinco antocianinas e sete acidos fendlicos. Além disso, quatro flavondis foram isolados e
identificados. O perfil e concentracdo das substancias foi similar ao de outras espécies da
familia Myrtaceae.

Os frutos de M. multiflora apresentaram a terceira maior capacidade antioxidante
qguando comparado com dezoito frutos nativos. A diversidade e a concentragdo de substancias
fenolicas e carotenoides encontradas nesta espécie justificam bom resultado de capacidade
amtioxidante.

O conhecimento fitoquimico e a alta capacidade antioxidante observada para os frutos
de M. multiflora agregam valor & espécie e incentivam seu consumo como matéria prima
alimenticia. Estes fatores somados a coloracao roxa intensa dos frutos tornam esta espécie um
candidato para uso corante alimenticio natural com potencial de melhorar a funcionalidade do
alimento.

Este € o primeiro estudo fitoquimico dos frutos de P. leiocarpa, resultando na
identificacdo de oito substancias dentre elas estdo trés antocianinas aciladas, quatro esterois e
um &cido fendlico.

E importante ressaltar que as antocianinas aciladas Delfinidina-3-0-(6-O-(E)-feruloil-p-
gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-B-glicopiranosil) (substéancia 32), Petunidina-3-O-(6-O-
(E)-feruloil-B-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil-p-glicopiranosil) (substancia 33) e
Malvidina-3-O-(6-O-(E)-feruloil-p-gentiobiosil)-7-O-(6-O-(E)-feruloil--glicopiranosil)
(substancia 34) caracterizadas estruturalmente neste trabalho sdo pelo o que nos consta
inéditas na literatura.

Os frutos da espécie P. leiocarpa apresentam coloracdo azul intensa. Existem relatos de
antocianinas aciladas envolvidas na producdo da coloragdo azul. Foram encontradas
evidéncias da copigmentagdo intramolecular nas antocianinas identificadas nos frutos, este
fendmeno pode estar envolvido no desenvolvimento da coloragédo observada para o fruto.

Foi realizado um estudo preliminar das antocianinas dos frutos de P. suterella e P. nuda
através da comparacdo com o extrato de P. leiocarpa. Foram identificadas pela primeira vez
duas antocianinas aciladas nos frutos de P. suterella e uma nos frutos de P. nuda. Além das

espeécies analisadas ha outras espécies deste género que produzem frutos com coloracao azul.
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Este é um resultado relevante, pois sinaliza que podem existir antocianinas aciladas em outras
espécies do género. Tornando o género uma potencial fonte de antocianinas aciladas.

Os resultados obtidos com este trabalho promoveram o conhecimento de dois frutos de
espécies nativas, envolvendo a caracterizacdo de substancias inéditas e identificacdo de
substancias bioativas, destacando a importancia do estudo dos frutos da biodiversidade
brasileira, ainda pouco explorados.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACHENBACH, H.; LOTTES, M.; WAIBEL, R.; KARIKAS, G. A.; CARREA, M. D,
GUPTA, A. M. P. Alkaloids and other compounds from Psychotria correae.
Phytochemistry, v. 38, p. 1537, 1995.

ACOSTA-ESTRADA, B.A,; GUTIERREZ-URIBE, J.A.; SERNA-SALDIVAR, S.O.
BOUND phenolics in foods, a review. Food Chemistry, v. 152, p. 46-55, 2014.

ALMEIDA, E. R. Plantas medicinais brasileiras: conhecimentos populares e cientificos.
Séo Paulo: Hemus Editora Ltda., 341p. 1993.

ALVES, M. F.; NIZIO, D. A. C.; SAMPAIO, T. S.; JUNIOR, A. F. N.; BRITO, F. A;;
MELO, J. O.; ARRIGONI-BLANK, M. F.; GAGLIARDI, P. R.; MACHADO, S. M. F,;
BLANK, A. F. Myrcia lundiana Kiaersk native populations have different essential
oilcomposition and antifungal activity against Lasiodiplodia theobromae. Industrial Crops
and Products, v. 85, p. 266-273, 2016.

AMORIM-CARRILHO, K. T.; CEPEDA, A.; FENTE, C.; REGAL, P. Review of methods
for analysis of carotenoids. Trends in Analytical Chemistry, v. 56, p. 49-73, 2014.

ANDRADE, J.M.M.; BIEGELMEYER, R.; XAVIER, C.A.G.; BORDIGNON, S.A.L,;
MORENO, P.R.H.; ZUANAZZI, J.A.S.; HENRIQUES, A.T.; APEL, M.A. Essential Oil
Constituents of Psychotria leiocarpa. Chemistry of Natural Compounds, v. 46, n. 4, p. 649-
650, 2010.

AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists;
18th ed. AOAC: Gaithersburg, Maryland, 2005.

BAEK, D.-R.; LEE, M.-J.; BAEK, N.-I.; SEO, K.-H.; LEE, Y.-H. Phenolic compounds from
the leaves of eggplant (Solanum melongena L.). Journal of Applied Biological Chemistry,
v. 59, n. 2, p. 103-106, 2016.

BENEVIDES, P. J. C.; YOUNG, M. C. M.; BOLZANI, V. S. Biological Activities of
Constituents from Psychotria spectabilis. Pharmaceutical Biology, v. 42, p. 565, 2005.
148



BRAGA, E.C.O. Caracterizacdo quimica de substancias bioativas dos frutos de duas espécies
do género Eugenia. 2016. 113 f. Dissertacdo (Mestrado em Alimentos e Nutricdo) — -
Programa de P6s-Graduagdo em Alimentos e Nutri¢cdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro.

BRAZ-FILHO, R. Quimica de produtos naturais: importanica, interdisciplinaridade,
dificuldades e perspectivas. A peregrinacdo de um pacatubano. Quimica Nova, v.1, n.5,
p.405-445, 1994.

BOMBO, R.P.A; AFONSO, M.S.; MACHADO, R.M.; LAVRADOR, M.S.F.; NUNES, V.S;;
QUINTAO, E.R.; KOIKE, M.; CATANOZI, S.; LIN, C.J.; NAKANDAKARE, E.R.;
LOTTENBERG, A.M. Dietary phytosterol does not accumulate in the arterial wall and
prevents atherosclerosis of LDLr-KO mice. Atherosclerosis, v. 231, p. 442-447, 2013.

BOTH, F.L.; KERBER, V.A.; HENRIQUES, A.T.; ELISABETSKY, E. Analgesic Properties
of Umbellatine from Psychotria umbellata. Pharmaceutical Biology, v. 40, n. 5, p. 336-341,
2002.

BONTA, R. K. Application of HPLC and ESI-MS techniques in the analysis of phenolic acids
and flavonoids from green leafy vegetables (GLVs). Journal of Pharmaceutical Analysis, v.
7, p. 349-364, 2017.

CHANDRASEKARA, A. Phenolic Acids. Reference Module in Food Science, 2018.

CHOI, J-S.; BAE, J-Y.; KIM, D.S;; LI, J.; KIM, J-L.; LEE, Y-J.; KANG, Y-H. Dietary
Compound Quercitrin Dampens VEGF Induction and PPARy Activation in Oxidized LDL-
Exposed Murine Macrophages: Association with Scavenger Receptor CD36. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 58, p.1333-1341, 2010.

CHOI, E.M. Protective effect of quercitrin against hydrogen peroxide-induced dysfunction in
osteoblastic MC3T3-E1 cells. Experimental and Toxicologic Pathology, v. 64, p. 211 216,
2012.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de cromatografia.
Campinas, SP: Editora da UNICAMP. 2006. 453 p.

CORREA, L.R.; SOARES, G.L.G.; FETT-NETO, A.G. Allelopathic potential of Psychotria
leiocarpa, a dominant understorey species of subtropical forests. South African Journal of
Botany, v. 74, p. 583-590, 2008.

COUTINHO, H.D.M; SILVA, |.; FREITAS, M.A.; GONDIM, C.N.F.L.; ANDRADE, J.C.
Anélise Fisico-quimica e Avaliagdo Antimicrobiana do Fruto Cambui (Myrcia multiflora).
Revista de Biologia Farmacia, v. 9, n. 1, p. 96-103, 2013.

149



CRUZ, G.L. Dicionério das plantas uteis do Brasil. 5.ed. Rio de Janeiro: Ed. Bertrand do
Brasil, 1995. 599p.

DAVID, JM.;: CRUZ, F.G.; GUEDES, M.L.S.; CHAVEZ, J.P. Flavonol glycosides from
Davilla flexuosa. Journal Brazilian Chemical Society, v. 7, n. 2, p. 115-118, 1996.

DUARTE, L.J.;, CHAVES, V.C.; NASCIMENTO, M.V.P.S.; CALVETE, E.; LI, M,
CIRAOLO, E.; GHIGO, A. HIRSCH, E.; SIMOES, C.M.O.; REGINATTO, F.H.;
DALMARCO, E.M. Molecular mechanism of action of Pelargonidin-3-O-glucoside, the main
anthocyanin responsible for the anti-inflammatory effect of strawberry fruits. Food
Chemistry, v. 247, p. 56-65, 2018.

DUONG, S.; STROBEL, N.; BUDDHADASA, S.; AULDIST, M.J.; WALES, W.J.;
ORBELL, J.D.; CRAN, M.J. Quantitative Instrumental Analysis of Phytosterols in Fortified
Foods. Reference Module in Food Science, 2017.

DYRBY, M.; WESTERGAARD, N.; STAPELFELD, H. Light and heat sensitivity of red
cabbage extract in soft drink model systems. Food Chemistry, v. 72, p. 431-437, 2001.

DEWICK. P.M. Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach, 2" ed. Chichester:
John Wiley & Sons, LTD, 2002.

EDENHARDER, R.; GRUNHAGE, D. Free radical scavenging abilities of flavonoids as
mechanism of protection against mutagenicity induced by tert-butyl hydroperoxide or cumene
hydroperoxide in Salmonella typhimurium TA102. Mutation Research, v. 540, p. 1-18,
2003.

ELISABETSKY, E.; AMADOR, T.A., ALBUQUERQUE, R.R.; NUNES, D.S;
CARVALHO, A.C.T. Analgesic activity of Psychotria colorata (Willd. ex R. & S.) Muell.
Arg. Alkaloids. Journal of Ethnopharmacology, v. 48, p. 77-83, 1995.

ENGELHARDT, H. One century of liquidi chromatography from Tswett's columns to
modern high speed and high performance separations. Journal of chromatography B,
v.800, p.3-6. 2004.

FEKETE, S.; OLAH, E.; FEKETE, J. Fast liquidi chromatography: The domination of core-
shell and very fine particles. Journal of chromatography A, v.1228, p.57-71. 2012.

FERNANDES, A.; BRAS, N.F.; MATEUS, N.; FREITAS, V. A study of anthocyanin self-
association by NMR spectroscopy. New Journal of Chemistry, v. 39, p. 2602-2611, 2015.

FERREIRA, E.A. Efeitos hipolipemiante e hepatoprotetor da trihidroxiacetofenona isolada de
Myrcia multiflora. 2010. 100 f. Tese (Doutorado em Farmacia) — Instituto de Farmacia,
Universidade Federal de Santa Catarina.

150



FERREIRA, E.A.; GRIS, E.F.; REBELLO, J.M. CORREIA, J.F.G.; OLIVEIRA, L.F.S;
FILHO, D.W.; PEDROSA, R.C. The 2',4’,6’-Trihydroxyacetophenone Isolated from Myrcia
multiflora Has Antiobesity and Mixed Hypolipidemic Effects with the Reduction of Lipid
Intestinal Absorption. Planta Medica, v. 77, p. 77: 1569-1574, 2011.

FRAGOSO, V.; NASCIMENTO, N.C.; MOURA, D.J.; SILVA, AC.R.; RICHTER, M.F,;
SAFFI, J.; FETT-NETO, A.G. Antioxidant and antimutagenic properties of the monoterpene
indole alkaloid psychollatine and the crude foliar extract of Psychotria umbellata Vell.
Toxicology in Vitro, v. 22 p. 559-566, 2008.

GANGWAL, A.; PARMAR, S. K.; SHETH, N. R. Triterpenoid, flavonoids and sterols from
Lagenaria siceraria fruits. Der Pharmacia Lettre, v. 2, n. 1, p. 307-317, 2010.

GENG, D.; CHI, X.; DONG, Q.; HU, F. Antioxidants screening in Limonium aureum by
optimized on-line HPLC-DPPH assay. Industrial Crops and Products, v. 67, p. 492-497,
2015.

GIUFFRIDA, D.; ZOCCALLI, M.; ARIGO, A.; CACCIOLA, F.; ROA, C. O.; DUGO, P;;
MONDELLO, L. Comparison of different analytical techniques for the analysis of
carotenoids in tamarillo (Solanum betaceum Cav.). Archives of Biochemistry and
Biophysics, v. 646, p. 161-167, 2018.

GIUSTI, M.M.; RODRIGUEZ-SAONA, L.E.; WROLSTAD, R.E. Molar Absorptivity and
Color Characteristics of Acylated and Non-Acylated Pelargonidin-Based Anthocyanins,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 47, p. 4631-4637, 1999.

GIUSTI, M.M.; WROLSTAD, R.E. Acylated anthocyanins from edible sources and their
applications in food systems. Biochemical Engineering Journal, v.14, p. 217-225, 2003.

GOUVEA, A.C.M.S.; SANTIAGO, M.C.P.A.; SCHULZ, D.F.; PACHECO, S.; GODOQY,
R.L.O.; CABRAL, L.M.C. Isolamento de padrbes de antocianinas (Cianidina-3-O-glucosideo
e Cianidina-3-O-rutinosideio) de acai liofilizado (Euterpe oleraceae Mart.) por CLAE.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, n. 32, v. 1, p. 43-46, 2012.

GOUVEA, A.C. M.S.; SANTIAGO, M.CP.A.; OLIVEIRA, L.M.; GODOY, R.L.O;
PEIXOTO, F.M.; PACHECO, S.; NASCIMENTO, L.S.M., BORGUINI, R.G. Isolamento das
antocianinas do epicarpo de uvas pretas (Vitis spp.) por CLAE/DAD e sua identificacdo
através do sistema CLUE-QTOF-ESI/EM/EM. Perspectivas da Ciéncia e Tecnologia, v. 6,
n. 1/2, p. 37-45, 2014.

GOUVEA, A.C.; MELO, A.; SANTIAGO, M.C.; PEIXOTO, F.M.; FREITAS, V.; GODOQY,
R.L.;FERREIRA, I.M. Identification and quantification of anthocyanins in fruits from
Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira na endemic specie from Brazil by comparison of
chromatographic methodologies. Food Chemistry, v.185, p. 277-283, 2015.

151



GOWD, V.; JIA, Z.; CHEN, W. Anthocyanins as promising molecules and dietary bioactive
components against diabetes e A review of recent advances. Trends in Food Science &
Technology, v. 68, p. 1-13, 2017.

GRAJEDA-IGLESIAS, C.; FIGUEROA-ESPINOZA, M.C.; BAROUH, N.; BAREA, B.;
FERNANDES, A.; FREITAS, V.; SALAS, E. Isolation and Characterization of Anthocyanins
from Hibiscus sabdariffa Flowers. Journal of Natural Products, v. 79, p. 1709-1718, 2016.

HARBORNE, J.B.; WILLIAMS, C.A. Advances in flavonoid research since 1992.
Phytochemistry v. 55, p. 481-504, 2000.

HASAN, S.; SINGH, K.; DANISUDDIN, M.; VERMA, P.K.; KHAN, A.U. Inhibition of
Major Virulence Pathways of Streptococcus mutans by Quercitrin and Deoxynojirimycin: A
Synergistic Approach of Infection Control. Plos One, v. 9, 2014.

HAYASHI, T.; SMITH, F. T.; LEE, K. H. Antitumor Agents. 89.1 Psychorubrin, a New
Cytotoxic Naphthoquinone from Psychotria rubra and Its Structure-Activity Relationships.
Journal of Medical Chemistry, v. 30, p, 2005, 1987.

HE, J.; GIUST, M.M. High-purity isolation of anthocyanins mixtures from fruits and
vegetables — A novel solid-phase extraction method using mixed mode cation-exchange
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1218, p. 7914— 7922, 2011.

HENDRIKS, H.F.J.; WESTSTRATE, J.A.; VLIET, T.; MEIER, G.W. Spreads enriched with
three different levels of vegetable oil sterols and the degree of cholesterol lowering in
normocholesterolaemic and mildly hypercholesterolaemic subjects. European Journal of
Clinical Nutrition, v. 53, p. 319-397, 1999.

HERON, S.; CHARBONNEAU, D.; ALBISSON, P.; ESTIEVENART, G.; GRONI, S;
TCHAPLA, A. A new methodology to determine the isoeluotropic conditions on ultra-
performance flash purification stationary phases from analytical reversed liquid
chromatography stationary phase. Journal of Chromatography A, v. 1397, p. 59-72, 2015.

HERTOG, M. G. L.; FESKENS, E. J. M.; KROMHOUT, D. Antioxidant flavonols and
coronary heart disease risk. Lancet, v.349, p.699-699, 1997.

HOBBS, A. N.; YOUNG, R. J. Practical purification of hydrophilic fragments and lead/drug-
like molecules by reverse phase flash chromatography: tips, tricks and contemporary
developments. Drug Discovery Today, v. 18, p. 148-154, 2013.

HUANG, Y-Y.; LIU, X-F.; LIU, J-Z.; LI, L.; CUI, Q.; WANG, L-T.; FU, Y-J.; LUO, M.
Separation and purification of indigotin and indirubin from Folium isatidis extracts using a
fast and eficiente macroporous resin column followed reversed phase flash chromatography.
Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, v. 67, p. 61-68, 2016.

152



IMATOMI, M.; NOVAES, P.; MATOS, A. P.; GUALTIERI, S. C. J.; MOLINILLO, J. M.
G.; LACRET, R.; VARELA, R. M.; MACIAS, F. A. Phytotoxic effect of bioactive
compounds isolated from Myrcia tomentosa (Myrtaceae) leaves. Biochemical Systematics
and Ecology, v. 46, p. 29-35, 2013.

JESUS, I. C.; FRAZAO, G. G. S.; BLANK, A. F.; SANTANA, L. C. L. A. Myrcia ovata
Cambessedes essential oils: A proposal for a novel natural antimicrobial against foodborne
bactéria. Microbial Pathogenesis, v. 99, p. 142-147, 2016.

JUNIOR, A.R.C.; CARVALHO, BRAZ-FILHO, R.; M.G.; VIEIRA, 1.J.C. Psychotria Genus:
Chemical Constituents, Biological Activities, and Synthetic Studies. Studies in Natural
Products Chemistry, v. 48, p. 231-261, 2016.

JUNIOR, A.R.C.; VIEIRA, 1LJ.C.; CARVALHO, M.G.; BRAZ-FILHO, R.; LIMA, M.A,;
FERREIRA, R.O.; MARIA, E.J.; OLIVEIRA, D.B. 3C-NMR Spectral Data of Alkaloids
Isolated from Psychotria Species (Rubiaceae). Molecules, v. 22, n. 103, p. 1-22, 2017.

KO, C-H.; SHEN, S-C.; LEE, T.J.F.; CHEN, Y-C. Myricetin inhibits matrix
metalloproteinase 2 protein expression and enzyme activity in colorectal carcinoma cells.
Molecular Cancer Therapeutics, v. 4, p. 281-290, 2005.

KUHLER, T.C.; LINDSEN, G.R. Preparative reversed-phase flash chromatography, a
convenient method for the workup of reaction mixtures. Journal of Organic Chemistry, v.
48, p. 3589-3591, 1983.

KULCZYNSKI, B.; GRAMZA-MICHALOWSKA, A.; KOBUS-CISOWSKA, J.; KMIECIK,
D. The role of carotenoids in the prevention and treatment of cardiovascular disease — Current
state of knowledge. Journal of Functional Foods, v. 38, p. 45-65, 2017.

LANCAS, F. M. Cromatografia Liquida Moderna. Campinas, SP: Editora Atomo, 382 f.
2009.

LEE, D. G.; LEE, J.; KIM, K-T.; LEE, S-W.; KIM, Y-0.; CHO, I-H.; KIM, H-J.; PARK, C-
G.; LEE, S. High-performance liquid chromatography analysis of phytosterols in Panax
ginseng root grown under different conditions. Journal of Ginseng Research, n. 42, p 16-20,
2018.

LI, X.-N.; ZHANG, Y.; CAIl, X.-H.; FENG, T.; LIU, Y.-P; LI, Y.; REN, J.; ZHU, H.-J;
LUO, X.-D. Psychotripine: A New Trimeric Pyrroloindoline Derivative from Psychotria
pilifera. Organic Letters, v. 13, p. 5896, 2011.

LIMA, R. C. L.; KATO, L.; KONGSTAD, K. T.; STAERK, D. Brazilian insulin plant as a
bifunctional food: Dual high-resolution PTP1B and a-glucosidase inhibition profiling
combined with HPLC-HRMS-SPENMR for identification of antidiabetic compounds in
Myrcia rubella Cambess. Journal of Functional Foods, v. 45, p.444-451, 2018.

153



LIMBERGER, R. P.; SOBRAL, M.; S, A. T. Oleos volateis de espécies de Myrcia nativas do
Rio Grande do Sul. Quimca Nova, v. 27, n. 6, p. 916-919, 2004.

LINNEWIEL-HERMONI, K.; KHANIN, M.; DANILENKO, M.; ZANGO, G.; AMOSI, Y.;
LEVY, J.; SHARONI, Y. The anti-cancer effects of carotenoids and other phytonutrients
resides in their combined activity. Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 572, p. 28-
35, 2015.

LIOBIKAS, J.; SKEMIENE, K.; TRUMBECKAITE, S.; BORUTAITE, V. Anthocyanins in
cardioprotection: A path through mitochondria. Pharmacological Research, v. 113, p.808-
815, 2016.

LIVENGOOD, J. Why was M. S. Tswett's chromatographic adsorption analysis rejected?
Studies in history and philosophy of science, v.40, p.57-69. 20009.

LOPES, S. O. ; MORENO, P. R. H.; HENRIQUES, A. T. Growth characteristics and
chemical analysis of Psychotria carthagenensis cell suspension cultures. Enzyme and
Microbial Technology, v. 26, p. 259-264, 2000.

LOPES, S.; VON POSER, G.L.; KERBER, V.A.; FARIAS, F.M.; KONRATH, E.L,;
MORENO, P.; SOBRAL, M.E.; ZUANAZZI, J.A.S.; HENRIQUES, A.T. Taxonomic
significance of alkaloids and iridoid glucosides in the tribe Psychotrieae (Rubiaceae).
Biochemical Systematics and Ecology, v. 32 p. 1187-1195, 2004.

LOPES, A. C. S. Estudo quimico e isolamento de flavonoides de Myrcia spp. ocorrentes em
Amazonia de terra firme. 2015. 126 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Amazonas.

LU, Q.; WANG, J.; KONG, L. Chemical constituents from Psychotria yunnanensis and its
chemotaxonomic study. Biochemical Systematic and Ecology, v. 52, p. 20, 2014.

LU, H.-X,; LIU, L.-Y.; LI, D.-P.; LI, J.-Z.; XU, L.-C. A new iridoid glycoside from the root
of Psychotria rubra. Biochemical Systematics and Ecology, v. 57, p. 133-136, 2014.

MALDANER, L. & JARDIM, I. C. S. F. O Estado da arte da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia. Quimica nova, v.32, n.1, p.214-222. 2009.

MARTIN, A. J. P.; SYNGE, R. L. M. A new form of chromatogram employing two liquid
phases. 1 A theory of chromatography, 2 Application to the micro-determination of the higher
monoamino-acids in proteins. Biochemical Journal, v. 35, p. 1358-1368, 1941.

MARIUTTI, L.R.B.; MERCADANTE, A.Z. Carotenoid esters analysis and occurrence: What
do we know so far? Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 648, p. 36-43, 2018.

154


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986118301620?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986118301620?via%3Dihub#!

MARTINS, M.D.M. Efeito da esterilizagdo sobre os teores de licopeno em molhos de tomates
adicionados a conservas de sardinhas (Sardinellas brasiliensis). 2015. 108 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia dos Alimentos) — Instituto de
Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

MARTINS, M.AR.; SILVA, L.P.; FERREIRA, O.; SCHRODER, B.; COUTINHO, J.AP.;
PINHO, S.P. Terpenes solubility in water and their environmental distribution. Journal of
Molecular Liquids, v. 241, p. 996-1002, 2017.

MATSUDA, H.; NISHIDA, N.; YOSHIKAWA, M. Antidiabetic Principles of Natural
Medicines. V. Aldose Reductase Inhibitors from Myrcia multiflora DC. (2): Structures of
Myrciacitrins 111, IV, and V. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, v. 50, p. 429-31, 2002a.

MATSUDA, H.; MORIKAWA, T.; TOGUCHIDA, I.; YOSHIKAWA, M. Structural
requirements of flavonoids and related compounds for aldose reductase inhibitory activity.
Chemical Pharmaceutical Bulletin. v. 50, n. 6, p. 788—795, 2002b.

MATSUURA, H.N.; FRAGOSO, V.; PARANHOS, J.T.; RAU, M.R.; FETT-NETO, A.G.
The bioactive monoterpene indole alkaloid N,-d-glucopyranosyl vincosamide is regulated by
irradiance quality and development in Psychotria leiocarpa. Industrial Crops and Products,
v. 86, p. 210-218, 2016.

MATTILA, P.; KUMPULAINEN, J. Determination of Free and Total Phenolic Acids in
Plant-Derived Foods by HPLC with Diode-Array Detection. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 50, n. 13, p. 3660-3667, 2002.

MCINNES, A.G.; WALTER, J.A.; WRIGHT, J.L.C. *C NMR Spectra of A*® Phytosterols.
Organic Magnetic Resonance, v. 13, n. 4, p. 302-303, 1980.

MC MASTER, M. C. HPLC a pratical user’s guide. Hoboken, NJ, USA: John Wiley &
Sons. 2007. 202 p.

MEOTTI, F.C. Analise dos Mecanismos de Acdo Antinociceptiva e Antiinflamatéria do
Flavonoide Miricitrina: Estudos in vivo e in vitro. 2006. 132. Tese (Doutorado em Bioquimica
Toxicoldgica) - Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica Toxicoldgica, Universidade
Federal de Santa Maria.

MEYER, V. R. Practical High Performance Liquid Chromatography. New York, NY,
USA: John Wiley & Sons. 1997. 376 p.

MOGHADASIAN, M.H.; ALSAIF, M.; LE, K.; GANGADARAN, S.; MASISI, K.; BETA,
T.; SHEN, G.X. Combination effects of wild rice and phytosterols on prevention of
atherosclerosis in LDL receptor knockout mice. Journal of Nutritional Biochemistry, v. 33
p. 128-135, 2016.

155



MOLNAR-PERL, I.; FUZFAI, Zs. Chromatographic, capillary eletrophoretic and capillary
eletrochromatographic techniques in the analysis of flavonoids. Journal of Chromatography
A, v.1073, p. 201-227, 2005.

MOORE, S; STEIN, W. H. Chromatographic determination of amino acids by the use of
automatic recording equipment. Methods in Enzymology, v. 6, p. 819-831, 1963.

MORAES, T.M.S.; ARAUJO, M.H.; BERNARDES, N.R.; OLIVEIRA, D.B;
LASUNSKAIA, E.B.; MUZITANO, M.F.; CUNHA, M. Antimycobacterial Activity and
Alkaloid Prospection of Psychotria Species (Rubiaceae) from the Brazilian Atlantic
Rainforest. Planta Medica, v. 77, p. 964-970, 2011.

MORAIS, C.A.; ROSSO, V.V.; ESTADELLA, D.; PISANI, L.P. Anthocyanins as
inflammatory modulators and the role of the gut microbiota. Journal of Nutritional
Biochemistry, v. 33, p. 1-7, 2016.

MOREAU, R.A.; NYSTROMB, L.; WHITAKER, B.D.; WINKLER-MOSER, J.K.; BAER,
D.J.; GEBAUER, S.K.; HICKS, K.B. Phytosterols and their derivatives: Structural diversity,
distribution, metabolism, analysis, and health-promoting uses. Progress in Lipid Research,
v. 70, p. 35-61, 2018.

MOREAU, R.A.; WHITAKER, B.D.; HICKS, K.B. Phytosterols, phytostanols, and their
conjugates in foods: structural diversity, quantitative analysis, and health-promoting uses.
Progress in Lipid Research, v. 41, p. 457-500,2002.

MORENO, B. P.; FIORUCCI, L. L. R.; CARMO, M. R. B.; SARRAGIOTTO, M. H,;
BALDOQUI, D. C. Terpenoids and a coumarin from aerial parts of Psychotria vellosiana
Benth. (Rubiaceae). Biochemical Systematics and Ecology. V. 56, p. 80, 2014.

MORHY, L. Cromatografia (I): evolugéo historica: a fase antiga. Ciéncia e Cultura, v. 28, n.
10, p. 1185-1189, 1976.

MORIYA, C.; HOSOYA, T.; AGAWA, S.; SUGIYAMA, Y.; KOZONE, l.; SHIN-YA, K;
TERAHARA, N.; KUMAZAWA, S. New acylated anthocyanins from purple yam and their
antioxidant activity. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 79, p. 1484-1492,
2015.

NASCIMENTO, L. S. M., SANTIAGO, M. C. P. A.; OLIVEIRA, E. M. M.; BORGUINI, R.
G.; BRAGA, E. C. O.; MARTINS, V. C.; PACHECO S.; SOUZA, M. C.; GOGOQY, R. L. O.
Characterization of Bioactive Compounds in Eugenia brasiliensis, Lam. (Grumixama).
Nutrition and Food Technology: Open Access, v. 3, p. 2-7, 2017.

NUNES, I.L.; MERCADANTE, A.Z. Vantagens e desvantagens das colunas Cig e C3o para a
separacdo de carotenoides por CLAE. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 42,
n. 4, p. 539-546, 2006.

156



PACHECO, S. Preparo de padrfes analiticos, estudo de estabilidade e pardmetros de
validacdo para ensaio de carotenoides por cromatografia liquida. 2009. 106 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia dos Alimentos) — Instituto de
Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

PACHECO, S.; GODOY, R.L.O.; PEIXOTO, F.M.; GOUVEA, A.C.M.S.; SANTIAGO,
M.C.P.A.; FELBERG, I.; BORGUINI, R.G. Preparation of high purity analytical standards
using high performance liquid chromatography in analytical scale. Analytical Chemistry An
Indian Journal, v. 12, n. 5, p. 194-197, 2013.

PHENOMENEX HOME PAGE. Core Shell Technology. Disponivel em
<http://www.phenomenex.com/Kinetex/CoreShellTechnology> Acesso em 20 de fevereiro de
2013.

PIC-TAYLOR, A.; MOTTA, L. G.; MORAIS, J. A.; JUNIOR, W. M.; SANTOS, A. F. A;;
CAMPOS, L. A.; MORTARI, M. R.; ZUBEND, M. V.; CALDAS, E. D. Behavioural and
neurotoxic effects of ayahuasca infusion (Banisteriopsis caapi and Psychotria viridis) in
female Wistar rat. Behavioural Processes, v. 118, p. 102-110, 2015.

PIIRONEN, V.; LINDSAY, D.G.; MIETTINEN, T.A.; TOIVO, J.; LAMPI, A-M. Plant
sterols: biosynthesis, biological function and their importance to human nutrition. Journal of
the Science of Food and Agriculture, v. 80, p. 939-966, 2000.

PIMENTA, A. T. A,; BRAZ-FILHO, R.; DELPRETE, P. G.; SOUZA, E. B.; SILVEIRA, E.
R.; LIMA, M. A. S. Structure elucidation and NMR assignments of two unusual monoterpene
indole alkaloids from Psychotria stachyoides. Magnetic Resonance Chemistry, v. 48, p.
734, 2010.

PINA, F.; MELO, M.J.; LAIA, C.AT.; PAROLA, AJ.; LIMA, J.C. Chemistry and
applications of flavylium compounds: a handful of colours. Chemical Society Reviews, V.
41, p. 869-908, 2012.

PIRES, F.B., DOLWITSCH, C.B.; PRA, V.D.; FACCIN, H.; MONEGO, D.L;
CARVALHO, L.M., VIANA, C.; LAMEIRA, O.; LIMA, F.O.; BRESSAN, L.; ROSA, M.B.
Qualitative and quantitative analysis of the phenolic content of Connarus var. angustifolius,
Cecropia obtusa, Cecropia palmata and Mansoa alliacea based on HPLC-DAD and UHPLC-
ESI-MS/MS. Revista Brasileira de Farmacognosia,v. 27, p. 426-433, 2017.

PRIOR, R. L.; CAO, G. Antioxidant phytochemicals in fruits and vegetables. Diet and health
implication. Horticultural Science., v.35, p.588-592, 2000.

REFLORA, Rubiaceae in Flora do Brasil 2020 em construc&o. Jardim Boténico do Rio de
Janeiro. Disponivel em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB14188>. Acesso
em: 28 Abr. 2018

157


http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB14188

RUKE, E.; OUT, P.; NIESSEN, W.M.A.; ARIESE, F.; GOOIER, C.; BRINKMAN, U. A.
Analytical separation and detection methods for flavonoids. Journal of Chromatography A,
v.1112, p. 31-63, 2006.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. A Guide to Carotenoid Analysis in Foods, 64p, 2001.

RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Update on natural food pigments - A mini-review on
carotenoids, anthocyanins, and betalains. Food Research International, 2018.

RODRIGUEZ-CONCEPCION, M.; AVALOS, J.; BONET, M.L.; BORONAT, A.; GOMEZ-
GOMEZ, L.; HORNERO-MENDEZ, D.; LIMON, M.C.; MELENDEZ-MARTINEZ, A.J.;
OLMEDILLA-ALONSO, B.; PALOU, A.; RIBOT, J.; RODRIGO, M.J.; ZACARIAS, L.;
ZHU, CHANGFU. A global perspective on carotenoids: Metabolism, biotechnology, and
benefits for nutrition and health. Progress in Lipid Research, v. 70, p. 62-93, 2018.

ROMERO, J. R. Fundamentos de estereoquimica. Ribeirdo Preto, SP: USP. 1998, 108p.

RONCHI, H.S. Potencial Alimenticio e Medicinal das Espécies Nativas da Area de Protecio
Ambiental — APA Corumbatai, Botucatu e Tejupa — Perimetro Botucatu. 2017. 111 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade
Estadual Paulista.

ROSA, J. S.; GODOY, R. L. O.; OIANO NETO, J.; CAMPQOS, R. S.; MATTA, V. M,
FREIRE, C. A.; SILVA, A. S.; SOUZA, R. S. Desenvolvimento de um método de anélise de
vitamina C em alimentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e exclusdo idnica.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. v.27, n.4, p.837-846, 2007.

ROZENBERG, R.; RUIBAL-MENDIETA, N. L.; PETITIEAN, G.; CANID, P
DELACROIXE, D. L., DELZENNE, N. M.; MEURENS, M.; QUETIN-LECLERCQ;
HABIB-JIWANA, J-L. Phytosterol analysis and characterization in spelt (Triticum aestivum
ssp. spelta L.) and wheat (T. aestivum L.) lipids by LC/APCI-MS. Journal of Cereal Science,
n. 38, p. 189-197, 2003.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S.; MORAIS, S.M.; SAMPAIO, C.G.; PEREZ-
JIMENES, J.; SURA-CALIXTO, F. Comunicado Técnico Embrapa, n. 128, 2007.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S.; MORAIS, S.M.; SAMPAIO, C.G.; PEREZ-
JIMENES, J.; SURA-CALIXTO, F. Comunicado Técnico Embrapa, n. 127, 2007.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S.; PEREZ-JIMENES, J.; SURA-CALIXTO, F.;
MANCINI-FILHO, J. Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-traditional
tropical fruits from Brazil. Food Chemistry. v. 121, p. 996-1002, 2010.

SACCOL, E. M. H.; JEREZ-CEPA, 1.; OURIQUE, G. M; PES, T. S.; GRESSLER, L. T ;
MOURAO, R. H. V., MARTINEZ-RODRIGUEZ, G.; MANCERA, J. M

158


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918303843#!

BALDISSEROTTO, B.; PAVANATO, M. A.; MARTOS-SITCHA, J. A. Myrcia sylvatica
essential oil mitigates molecular, biochemical and physiological alterations in Rhamdia
quelen under different stress events associated to transport. Research in Veterinary Science,
v. 117, p. 150-160, 2018.

SAMPAIO, T. S.; NIZIO, D. A. C.; WHITE, L. A. S;; MELO, J. O.; ALMEIDA, C. S
ALVES, M. F.; GAGLIARDI, P. R.; ARRIGONI-BLANK, M. F.; JUNIOR, A. W,
SOBRAL, M. E. G.; BLANK, A. F. Chemical diversity of a wild population of Myrcia ovata
Cambessedes and antifungal activity against Fusarium solani. Industrial Crops and
Products, v. 86, p. 196-209, 2016.

SANTIAGO, M.C.P.A; GOUVEA, A.C.M.S.; GODOY, R.L.O.; OIANO-NETO, J;
PACHECO, S; ROSA, J.S. Adaptacdo de um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para andlise de antocianinas em suco de acai (Euterpe oleraceae Mart.).
Comunicado Técnico Embrapa, n. 162, 2010.

SANTOS, A.R.; BARROS, M.P.; SANTIN, S.M.0O.; SARRAGIOTTO, M.H.; SOUZA, M.C;
EBERLIN, M.N.; MEURER, E.C. Constituintes Polares das Folhas de Machaonia
brasiliensis (Rubiaceae). Quimica Nova, v. 27, n. 4, p. 525-527, 2004

SANTOS-BUELGA, C.; GONZALEZ-PARAMAS, A.M. Anthocyanins. Reference Module
in Food Science, 2018.

SHAHZAD, N.; KHAN, W.; MD, S.; ALI, A.; SALUJA, S.S.; SHARMA, S.; AL-ALLAF,
F.A. ABDULJALEEL, Z.; IBRAHIM, I.LA.A.; ABDEL-WAHAB, AF.; AFIFY, M.A.; AL-
GHAMDI, S.S. Phytosterols as a natural anticancer agent: Current status and future
perspective. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 88, p. 786-794, 2017.

SHAO-QIAN, C.; SI-YI, P.; XIAO-LIN, Y.; HONG-FEI, F. Isolation and Purification of
Anthocyanins from Blood Oranges by Column Chromatography. Agricultural Sciences in
China, v. 9, n. 2, p. 207-215, 2010.

SIGURDSON, G.T., ROBBINS, R.J., COLLINS, T.M., GIUSTI, M.M. Molar Absorptivities
(¢) and Spectral and Colorimetric Characteristics of Purple Sweet Potato Anthocyanins. Food
Chemistry, v. 271, n. 15, p. 497-504, 2019.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; Identificacdo Espectrométrica de Compostos
Organicos, 62 edicdo, Editora LTC: Rio de Janeiro, 2000.

SOLIS, P. N.; LANG’AT, C.; GUPTA, M. P.; KIRBY, G. C.; WARHURST, D. C;
PHILLIPSON, J. D. Compostos Bioativos de Psychotria camponutans. Planta Medica, v. 61,
p. 62, 1995.

SONAWANE, P.D., POLLIER, J.; PANDA, S.; SZYMANSKI, J.; MASSALHA, H.; YONA,
M.; UNGER, T.; MALITSKY, S.; ARENDT, P.; PAUWELS, L.; ALMEKIAS-SIEGL, E.;
ROGACHEV, |.; MEIR, S.; CARDENAS, P.D.; MASRI, A.; PETRIKOV, M.; SCHALLER,

159


https://www-thieme-connect-de.ez30.periodicos.capes.gov.br/products/ejournals/abstract/10.1055/s-2006-958001

H.; SCHAFFER, A.A.; KAMBLE, A.; GIRI, A.P.; GOOSSENS, A.; AHARONI, A. Plant
cholesterol biosynthetic pathway overlaps with phytosterol metabolismo. Nature Plants, v. 3,
n. 16205, p. 1-13, 2016.

SOUZA, M.C. Myrtaceae Juss. da Restinga da Marambaia, RJ — Brasil. 2005. 152 f.
Dissertacdo (Mestrado em Botanica) - Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de
Janeiro/Escola Nacional de Boténica Tropical

SOUZA, M. C.; AMORIM, M. P. Subtribos Eugeniinae O. Berg e Myrtinae O. Berg
(Myrtaceae) na Restinga da Marambaia, RJ, Brasil. Acta bot. bras. v.22, n.3, p.652-683,
2008.

STILL, W.C.; KAHN, M.; MITRA, A. Rapid chromatographic technique for preparative
separations with moderate resolution, Journal of Organic Chemistry, v. 43, p. 2923-2925,
1978.

STRINGHAM, J.M.; STRINGHAM, N.T. Serum and retinal responses to three different
doses of macular carotenoids over 12 weeks of supplementation. Experimental Eye
Research, v. 151, p.1-8, 2016.

SUN, Z.; ZHAO, L., ZUO, L.; Ql, C.; ZHAO, P., HOU, X. UHPLC-MS/MS method for
simultaneous determination of six flavonoids, gallic acid and 5,8-dihydroxy-1,4-
naphthoquinone in rat plasma and its application to a pharmacokinetic study of Cortex
Juglandis Mandshuricae extract. Journal of Chromatography B, v. 958 p. 55-62, 2014,

SWERA, T.L.; MUKHIM, C.; BASHIR, K.; CHAUHAN, K. Optimization of enzyme aided
extraction of anthocyanins from Prunus nepalensis L. LWT - Food Science and Technology,
v. 91, p. 382-390, 2018.

TANG, G.; HUANG, Y.; ZHANG, T.; WANG, Q.; CROMMEN, J.; FILLET, M.; JIANG, Z.
Determination of phenolic acids in extra virgin olive oil using supercritical fluid
chromatography coupled with single quadrupole mass spectrometry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 157, p. 217-255, 2018.

TERAO, J.; PISKULA, M. K. Flavonoids and membrane lipid peroxidation inhibition.
Nutrition, v.15, p.790- 791, 1999.

TROUILLAS, P.; SANCHO-GARCIA, J.C.; FREITAS, V.; GIERSCHNER, J.; OTYEPKA,
M.; DANGLES, O. Stabilizing and Modulating Color by Copigmentation: Insights from
Theory and Experiment. Chemical Reviews, v. 116, p. 4937-4982, 2016.

TUCAKOVICA, L.; COLSON, N.; SANTHAKUMAR, AB.; KUNDUR, AR,
SHUTTLEWORTHA, M.; SINGH, I. The effects of anthocyanins on body weight and
expression of adipocyte’s hormones: Leptin and adiponectin. Journal of Functional Foods,
v. 45, p 173-180, 2018.

160



UCKOO, R. M.; JAYAPRAKASHA, G. K.; PATIL, B. S. Rapid separation method of
polymethoxyflavones from citrus using flash chromatography. Separation and Purification
Technology, v. 81, p. 151-158, 2011.

VALENTE, A. L. P.; COLLINS, C. H.; MANFREDI, J. E. Conceitos basicos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quimica Nova. p. 103-109, junho, 1983.

VAN DEEMTER, J. J.; ZUIDERWEG, F. J.; KLINKENBERG, A. Longitudinal diffusion
and resistance to mass transfer as causes of nonideality in chromatography. Chemical
Egineering Science, v. 5, p. 271-289, 1956.

VEROTTA, L.; PILATI, T.; TATO, M.; ELISABETSKY, E.; AMADOR, T. A.; NUNE, D.
S. Pyrrolidinoindoline Alkaloids from Psychotria colorata. Journal of Natural Products, v.
61, p. 392-396, 1998.

VIEGAS, C.; BOLZANI, V. S.; BARREIRO, E. J. Os produtos naturais e a quimica
medicinal moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

WALD, J.P.; NOHR, D.; BIESALSKI, H.K. Rapid and easy carotenoid quantification in
Ghanaian starchy staples using RP-HPLC-PDA. Journal of Food Composition and
Analysis, v. 67, p. 119-127, 2018.

WANG, E.; YIN, Y.; XU, C.; LIU, J. Isolation of high-purity anthocyanin mixtures and
monomers from blueberries using combined chromatographic techniques. Journal of
Chromatography A, v. 1327, p. 39-48, 2014.

WANGA, Y.; LUANA, G.; ZHOUA, W.; MENGA, J.; WANGA, H.; HUA, N.; SUQ, Y.
Subcritical water extraction, UPLC-Triple-TOF/MS analysis and antioxidante activity of
anthocyanins from Lycium ruthenicum Murr. Food Chemistry, v. 249, p. 119-126, 2018.

WATERS. Waters Synapt Mass Spectrometry System Operator’s Guide. 2008.

WILSON, P.G.; O’BRIEN, M.M.; GADEK, P.A. & QUINN, C.J. Myrtaceae revisited: a
reassessmente of infrafamilial groups. American Journal of Botany. v.88, p.2013-2025,
2001.

WOLLENWEBER, E.; DIETZ, V. H. Occurrence and distribution of free flavonoid
aglycones in plants. Phytochemistty, v. 20, n. 5, p. 869-9321, 1981.

WU, S-B.; DASTMALCHI, K.; LONG, C.; KENNELLY, E.J. Metabolite Profiling of
Jaboticaba (Myrciaria cauliflora) and Other Dark-Colored Fruit Juices. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 60, p. 7513-7525, 2012.

WUBSHET, S. G.; MORESCO, H. H.; TAHTAH, Y.; BRIGHENTE, I. M. C.; STAERK, D.
High-resolution bioactivity profiling combined with HPLC-HRMS-SPE-NMR: a-
161



Glucosidase inhibitors and acetylated ellagic acid rhamnosides from Myrcia palustris DC.
(Myrtaceae). Phytochemistry, v. 116, p. 246-252, 2015.

XIE, Q.; WEI, Y.; ZHANG, G. Separation of flavonol glycosides from Flaveria bidentis (L.)
Kuntze by high-speed counter-current chromatography. Separation and Purification
Technology, v. 72, p. 229-233, 2010.

XIE, L.; SU, H.; SUN, C.; ZHENG, X.; CHEN, W. Recent advances in understanding the
anti-obesity activity of anthocyanins and their biosynthesis in microorganisms. Trends in
Food Science & Technology, v. 72, p. 13-24, 2018.

XING, L-Z.; NI, H-J. WANG, Y-L. Quercitrin attenuates osteoporosis in ovariectomized rats
by regulating mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathways. Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 89, p. 1136-1141, 2017.

YANEZ, J. A, REMSBERG, C. M.; TAKEMOTO, J. K.; VEGA-VILLA, K. R;
ANDREWS, P. K.; SAYRE, C. L.; MARTINEZ, S. E.; DAVIES, N. M. Polyphenols and
flavonoids: an overview. In: I. John Wiley & Sons (Ed.). Flavonoid Pharmacokinetics:
Methods of Analysis, Preclinical and Clinical Pharmacokinetics, Safety, and Toxicology,
2013.

YE, H.-C.; ZHENG, X.-H.; WANG, Y.-M.; PENG, G.-T.; SU, X.-J.; LEI, L.-F.; ZHANG, C.-
X. Acta Sci. Nat. Univ. Sunyatseni, v. 53, p. 93, 2014 apud.

YIN, Y.; LI, W.; SON, Y-O.; SUN, L.; LU, J.; KIM, D.; WANG, X.; YAO, H.; WANG, L.;
PRATHEESHKUMAR, P.; HITRON, AJ.; LUO, J.; GAO, N.; SHI, X.; ZHANG, Z.
Quercitrin protects skin from UVB-induced oxidative damage. Toxicology and Applied
Pharmacology, v. 269, p. 89-99, 2013.

YING, L.; JIA-YING, L.; JING, L.; MI-LU, L.; ZHONG-HUA, L. Preparative Separation of
Anthocyanins from Purple Sweet Potatoes by High-Speed Counter-Current Chromatography.
Chinese Journal of Analytical Chemistry, v. 39, n. 6, p. 851-856, 2011.

YOCHUM, L.; KUSHI, L. H.; MEYER, K.; FOLSOM, A. R. Dietary flavonoid intake and
risk of cardiovascular disease in postmenopausal women. American Journal Epidemiology,
v.149, p.943-949, 1999.

YOSHIDA, K.; KONDO, T.; KAMEDA, K.; KAWAKISHI, S.; LUBAG, A.J.; MENDOZA,
E.M.T.; GOTO, T. Strutures of alatanin A, B and C isolated fro edible pruple yam Dioscorea
alata. Tetrahedron Lettters, v. 32, n. 40, p. 5575-5578, 1991.

YOSHIKAWA, M. et al. Antidiabetic principles of natural medicines. Il. Aldose reductase
and alpha-glucosidase inhibitors from Brazilian natural medicine, the leaves of Myrcia
multiflora DC. (Myrtaceae): structures of myrciacitrins | and 1l and myrciaphenones A and B.
Chemical & Pharmaceutical Bulletin, v. 46, n. 1, p. 113-119, 1998.

162



YOKOMIZO, A. & MORIWAKI, M. Myricitrin degraded by simulated digestion inhibits
oxidation of human low-density lipoprotein. Biosci Biotechnol. Biochem. 69: 693-699, 2005.

ZAPPI, D.C.; FILARDI, F.L.R.; LEITMAN, P.; SOUZA, V.C.; WALTER, B.M.T.; PIRANI,
J.R.; MORIM, M.P.; QUEIROZ, L.P., CAVALCANTI, T.B.; MANSANO, V.F.; FORZZA,
R.C. Growing knowledge: an overview of Seed Plant diversity in Brazil. Rodriguésia, v. 66,
n. 4, p. 1085-1113, 2015.

ZENEBON, O.; PASCUET, N. S.; TIGLEA, P. Métodos fisico-quimicos para anélise de
alimentos; Sao Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 2008. Cap. 12. 1° edicao digital, p. 489- 501.

ZHANG, G.; CHEN, S.; ZHOU, W.; MENG, J.; DENG, K.; ZHOU, H.; HU, N.; SUOQ, Y.
Rapid qualitative and quantitative analyses of eighteen phenolic compounds from Lycium
ruthenicum Murray by UPLC-Q-Orbitrap MS and their antioxidant activity. Food Chemistry,
v. 269, p. 150-156, 2018.

ZHANG, C.-X.; PENG, G.-T.; HE, X.-X.; LIN, C.-Z.; XIONG, T.-Q.; DENG, J.-W.; ZHAO,
Z.-X.; ZHU, C.-C. Acta Sci. Nat. Univ. Sunyatseni, v. 49, p. 147, 2010.

ZHAO, C-L.; YU, Y-Q.; CHEN, Z-J.; WEN, G-S.; WEI, F-G.; ZHENG, Q.; WANG, C-D.;
XIAO, X-L. Stability-increasing effects of anthocyanin glycosyl acylation. Food Chemistry,
v. 214, p. 119-128, 2017.

ZHOUA, L.; WANGA, H.; YIB, J; YANGD, B.; LIA, M.; HEA, D.; YANGD, W,
ZHANGA, Y.; NI, H. Anti-tumor properties of anthocyanins from Lonicera caerulea ‘Beilei’
fruit on human hepatocellular carcinoma: In vitro and in vivo study. Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 104, p. 520-529, 2018.

ZOUA, H.; MAC, Y.; XU, Z.; LIAO, X.; CHEN, A.; YANG, S. Isolation of strawberry
anthocyanins using high-speed counter-current chromatography and the copigmentation with
catechin or epicatechin by high pressure processing. Food Chemistry, v. 247, p. 81-88, 2018.

163



8. APENDICES

Apéndice 1. Espectro de RMNH 2D de correlagio homonuclear *H-'H- COSY da
Miricitrina (22)
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Apéndice 2. Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear HSQC da Miricitrina (22)
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Apéndice 3. Espectro de RMN 2D de correlagéo heteronuclear HMBC da Miricitrina (22)

RMN
AMOSTRA: P1 (HMBCGP) - 500MHZ
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Apéndice 4. Espectro de RMN'H 2D de correlagdo homonuclear *H-"H- COSY da mistura de
Acido Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila

Nova pasta
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OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Apéndice 5. Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear HSQC da mistura de Acido
Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila

Nova pasta

AMOSTRA: FO41 P1 (HSQCEDETGP) - 400MHZ
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Apéndice 6. Espectro de RMN 2D de correlagio heteronuclear HMBC da mistura de Acido
Clorogénico (31) e Clorogenato de Metila

Nova pasta
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Apéndice 7. Espectro de RMN!H 2D de correlagdo homonuclear 'H-'H- COSY da

Delfinidina acilada (32)

RMN ¥
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Apéndice 8. Espectro de RMN!H 2D de
Petunidina acilada (33)

carolina

AMOSTRA: FO41 P4 (COSYGPSW) - 400MHZ
SOLVENTE: MEOD

OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Apéndice 9. Espectro de RMN'H 2D de correlagdo homonuclear 'H-'H- TOCSY da

Delfinidina acilada (32)

carolina

AMOSTRA: FO41-P3 (MLEPHSW- TOCSY) - 400MHZ
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Apéndice 10. Espectro de RMN!H 2D de correlagdo homonuclear H-'H- TOCSY da

Petunidina acilada (33)

carolina
AMOSTRA: FO41 P4 (MLEVPHSW-TOCSY) - 400MHZ
SOLVENTE: MEOD r3.0
OPERADOR DO NMR - MAURICIO
4 II
. JHZ"'"-H4""{'3_45,'7‘5 f3.25,3.71} 3JH3""-H4"" r3.5
JH3"-HE"" oo .88 f
5J|-|3""-|-|6"{i3.77,4.0& {3.24,4.07§JH4""'H6"" Lao
3JH5""-H5"W4'°7'4-3K a3 2 JHA""-HE"™"
(3.48,4.48{;1“1 TLH2MM
4 p {’ r4.5
2 JH1"""-H3%%,4.49 a
JHGa"'"".-HGb""“"ZZr"Mk <3-40r4-53{FJH4"""-H6"""
. . JH5"""'-H6"""""}3.88,4.82) . Lso
X IJH 1""'H32';.'72,5,Z& /(3,55,5,22) JHL""-H3
JH6a""'-H6b""<""°8'5'4% 0522 SIHLHgM
r5.5
r6.0
“IH2"-HE" 7 sy 61354 JHS " -HE™
a4 r6.5
JH6-HS8 {6.56,6.75{*
3 mr m =
SJHa"-Hb'{a.oe].zg{s'mlu} JHa™-Hb 70
i
a [
JH2'-He6' 75
{7.51,7.8%
r8.0
T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f2 (ppm)

f1 (ppm)
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Apéndice 11. Espectro de RMN'H 2D de correlagio homonuclear H-'H- NOESY da
Delfinidina acilada (32)

Nova pasta (2) r3.0
AMOSTRA: FO 41M P3 (NOESYPHSW) - 500MHZ
[ e IR T ] A e
OPERADOR DO NMR - MAURICIO L35
r4.0
H1™™"-H3"™
H6'"™"-H1'™ g _47{* (3.45,4.47{’
H6a""""-H6b""'} 4'7& 43
P e o e s m—
Ga'""-H6b"'"{4.09,5.3s{*
r5.5
T
[=9
S
F60 =
Ha"'-H2" p n{* <H]g.'s"'(;i:Hs H2'"-H10"{'3.51,6.41{*
5.19,6.5
r6.5
16.16,6.50) Ha"-H8
H5"""-Hb"!3.91,7.2& r7.0
"-HZ'/G'(6.59,7.6& k7.5
r8.0
H4'H1"'(l5.28,8.45§
* r8.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 72 7.0 68 66 64 62 6.?2(5.8)5.6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2 3.0
ppm
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Apéndice 12. Espectro de RMN'H 2D de correlagio homonuclear H-'H- NOESY da
Petunidina acilada (33)

carolina
AMOSTRA: FO41 P4 (NOESYPHSW) - 400MHZ 1
SOLVENTE: MEOD

OPERADOR DO NMR - MAURICIO

r4.0

r4.2

F4.4

r4.6

r4.8

r5.0

r5.2

H6a"""-H6b""("" oL
’ {i 5.4

r5.6

f1 (ppm)

r5.8

6.0

6.2

6.4

; i
(6.27,6.7%
1

r'be"'{s.41,7.o I

|-|2"-|-|b"(s44s,7.1% Ql’ (5.12,7.1%

Hb™-H6'"" 1
.I r7.2

H1"""-H8<5-22'6'56i‘
6.6

6.8

r7.0

5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0
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Apéndice 13. Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear HMBC da Delfinidina

acilada (32)

carolina
égIRISJNRTAEFI\(I:I)gégB (HMBCGP) - 400M2—'7?20,108.7 {6.25,108.60{3’3c2"'/c2"-”6'"/H6"
OPERADOR DO NMR - MAURICIO JC2™'/C2" i/{374,111.31
-Hb"'/Hb" JC10-H6
3 " " " X 3 "w. "’
JC6'/C6'"'-Hb /Hb<'7,19,1z1,4c3(1r J<E%122v52{1JCG"'-Ha"' .
{6.05,124.903{6.15,124.87y JC6'"'-Ha""
g
JC1"'-H5""6.44,124.74 1632,124.96° JC6"'-H2™
2 2
(8.46,145.78; JC3-H4 JC3"'-H2'6.57,145.6 3 " "
{L chb"_szsissle& {6.47,147.29 JCh"'-H2

% }'( V<6.25,149.19>3Jc3.._H5..

3 m_ 1186,32,147.
{8.46,153.4§JC9'H4 ZJ(J;S'_’HSQ'E%JES.;;{‘Z {6.40,148.80}’_](:3"-_"5".

#.471566Q 33JC5-H4

{8.46,162.64; 3J(:z-H4 2
s 3C9"™"-Ha™ R
JC9'"-Hb"X7.20,167.2§% (7.17,167.30} (5,13,157,0%{5_17,157_44} JC9"-Ha"

*3c9"-Hb"

*3c3"-H10"

3
C3"-H10"
(3.52,1411%3.51,147.54)

105

r110

r115

120

r125

r130

r135

140

145

150

155

160

165

r170

r175

180

185

190

195

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 5.0

6.0
f2 (ppm)

4.5

4.0

3.5

3.0

2.5

f1 (ppm)
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Apéndice 14. Espectro de RMN 2D de correlagdo heteronuclear HMBC da Petunidina
acilada (33)

carolina
AMOSTRA: FO41 P4 (HMBCGP) - 400MHZ 60
SOLVENTE: MEOD
OPERADOR DO NMR - MAURICIO
r70
80
90
2 mn mn
JC1 -H2 {3.57,99.&;%}r
4 o L) [ 100
JC1""'-H4 (3.19,105.59{*
Fi0 &
S
&
(642 124.79, 3Jclll C1lll H " H " 7120
3 (642124 %.09,125.23 / -Ha"/Ha
JC6"-H2"
3
(6.26,125.35} g
JC1"-H5 L 130
140
s {3.50,147.35)(3.59,147.55}
JC3"'-H10™ JC3"-H10"
150
r160

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f2 (ppm)
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Apéndice 15. Espectro de RMN C (125 MHz, em clorofério-d) da mistura de esterdis (substancia 39, 40, 41 e 42)
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9. ANEXOS

Anexo 1. Preparacdo dos frutos de M. multiflora

| Fruto intesral in natura |

lﬁepara.gﬁn das partes do frute

| Polpa+Casca I | Paolpa I
h 4 Y
Umidade Umidade
Carotenoides Carotenoides

Aridos Fenélicos Acidos Fenélicos | ; w » I

Cap. Antozmidante Cap. Antoxidante
| Aucaninas | | Antocianinas |

€
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Anexo 2. Fluxograma da extragéo de carotenoides

Filtrado

Anexo 3. Fluxograma da extragdo de antocianinas

sobrenadante
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Anexo 4. Fluxograma da extracdo de acidos fendlicos

Fase aquosa + residuc

Anexo 5. Fluxograma da preparacao do extrato e isolamento das substancias de P. leiocarpa
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