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RESUMO

A Amazonia é uma regido rica em biodiversidade, que inclui frutos com variadas
cores, sabores e texturas, os quais oferecem diversos beneficios a satide de quem os
consome, devido a presenga de minerais, macronutrientes e fitoquimicos. Os frutos
do género Ficus, por exemplo, tém sido estudados em relagdo a sua composicdo
quimica e propriedades biologicas, revelando-se uma fonte promissora para a
exploracao cientifica. Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo
realizar a caracterizagdo quimica dos frutos de trés espécies do género Ficus que
ocorrem no estado do Amazonas, Brasil. Para tanto, foram realizados ensaios de
composicao centesimal, atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos totais,
citotoxicidade, além de andlises por Ressondncia Magnética Nuclear e
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de
Alta Resolucdo. Em geral, os trés figos estudados apresentaram perfil quimico
similar, composto por &acidos orgdnicos, aclcares e compostos aromaticos. Da
mesma forma, as propriedades fisico-quimicas foram semelhantes as observadas
em outras espécies do género Ficus, destacando-se como alternativas para a ingestao
de macro e micronutrientes. Em geral, os frutos ndo demonstraram citotoxicidade
nas concentracdes testadas, mas novos ensaios sao necessdrios para uma avaliagdo
mais aprofundada de sua seguranca alimentar. A metodologia de clean-up
empregada foi de grande relevancia para a remocdo de interferentes, permitindo a
anotacdo de 14 acidos fendlicos e derivados, além de 19 flavonoides e derivados,
compostos bioativos importantes associados a atividade antioxidante. Os
compostos bioativos também foram extraidos utilizando solventes verdes, que
apresentaram maior potencial extrativo em comparacao ao metanol, etanol e agua.
Esses resultados contribuem para sugerir um potencial alimenticio promissor para
os frutos das trés espécies de figos amazonicos, bem como para a prospeccdo

sustentavel de seus metabdlitos secundérios.

Palavras-chave: Moraceae, Ficus, flavonoides, frutos.
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ABSTRACT

The Amazon is a region rich in biodiversity, including fruits with a variety of colors,
flavors, and textures, which offer numerous health benefits to those who consume
them due to the presence of minerals, macronutrients, and phytochemicals. Fruits
from the Ficus genus, for example, have been studied for their chemical composition
and biological properties, proving to be a promising source for scientific
exploration. In this context, the present study aims to chemically characterize the
fruits of three Ficus species found in the state of Amazonas, Brazil. To this end,
analyses of proximate composition, antioxidant activity, total phenolic content,
cytotoxicity, as well as Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography coupled with High-Resolution Mass
Spectrometry were carried out. In general, the three fig species studied exhibited a
similar chemical profile, consisting of organic acids, sugars, and aromatic
compounds. Likewise, their physicochemical properties were similar to those
observed in other Ficus species, highlighting them as alternatives for the intake of
macro- and micronutrients. Overall, the fruits did not show cytotoxicity at the tested
concentrations, but further tests are needed for a more comprehensive evaluation
of their food safety. The cleanup methodology used was highly relevant for
removing interferences, enabling the identification of 14 phenolic acids and their
derivatives, as well as 19 flavonoids and their derivatives, important bioactive
compounds associated with antioxidant activity. Bioactive compounds were also
extracted using green solvents, which showed higher extraction potential compared
to methanol, ethanol, and water. These results suggest a promising food potential
for the fruits of these three Amazonian fig species, as well as for the sustainable

exploration of their secondary metabolites.

Keywords: Moraceae, Ficus, flavonoids, fruits.
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1. INTRODUCAO

A Amazonia é uma regido rica em biodiversidade tnica, e seu territorio
abrange varios paises sul-americanos, abrigando uma grande diversidade de
espécies faunisticas e floristicas (RITTER et al., 2017, SANTOS, 1969). A floresta
amazonica é o maior bioma brasileiro e contém cerca de 11.000 espécies de arvores
(RODRIGUES et al., 2023a; TER STEEGE et al., 2019). Contudo, tamanha diversidade
faz com que muitas espécies ainda permanecam desconhecidas do ponto de vista
cientifico.

Entre a variedade vegetal da regido, encontram-se espécies frutiferas
(RODRIGUES et al.,, 2023b), que sao utilizadas de diversas formas pelas
comunidades locais, como no tratamento de doencas, em cuidados com a beleza e,
principalmente, como alimento, o que geralmente se atribui aos seus frutos. Estes
frutos sao importantes fontes de compostos fenodlicos, minerais e fibras, e sua
ingestdo estd associada a beneficios para o organismo, como efeitos antioxidantes
(DREHER, 2018; FU et al., 2011; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

No que diz respeito a regido amazonica, seus frutos possuem
importantes propriedades fisico-quimicas, nutricionais e farmacolégicas,
associadas a diversidade de compostos que os compdem. Isso faz com que, além de
saborosos, oferecam diversos beneficios a saide humana, auxiliando na ingestdo de
minerais, macronutrientes e micronutrientes (RODRIGUES et al., 2023b).

Os frutos do género Ficus, por exemplo, tém sido estudados quanto a sua
composicdo quimica e propriedades bioldgicas, revelando uma riqueza de
fitoquimicos com atividades antioxidantes, anticancer, antiobesidade, anti-
inflamatdrias, entre outras. Nesse contexto, o género Ficus tem se tornado uma fonte
promissora e importante para a exploragdo quimica, com foco em seu potencial nas
industrias alimenticia e, quicd, farmacéutica (CRUZ et al., 2022a).

A espécie mais conhecida desse género é Ficus carica (CRUZ et al., 2022a),
cujo fruto é comercialmente popularizado. A composicao desse fruto ja esta bem

estabelecida na literatura, abrangendo acidos organicos e fendlicos, flavonoides,
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alcaloides, terpenos, saponinas, vitaminas, agucares e outros (AMESSIS-
OUCHEMOUKH et al., 2017, DURESHAHWAR et al., 2019; PARET et al., 2017).
Esses compostos quimicos conferem a essa espécie diversas bioatividades, como
capacidade antioxidante (APARICIO—GARCfA et al., 2021; ARAFA et al., 2020;
BELGUITH-HADRICHE et al., 2017, DEBIB et al., 2016, SUKOWATIL JOHAN;
MURWANI, 2019), antibacteriana (PALMEIRA et al., 2019; SHAHBAZI, 2017),
antidiabética (ARAFA et al., 2020; MOPURI et al., 2018) e outras.

Além de Ficus carica, j& existem relatos na literatura sobre a fitoquimica
dos frutos de outras espécies desse género, como F. auriculata, F. deltoidea, F. hispida,
F. palmata, F. racemosa e F. sycomorus (CRUZ et al., 2022a). No entanto, os frutos de
outras espécies do género, embora comestiveis, ainda carecem de estudos dessa
natureza. Esse € o caso de Ficus benjamina, Ficus mathewsii e Ficus subapiculata,
espécies encontradas na regido amazonica.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo realizar a
caracterizacdo quimica dos frutos das trés espécies do género Ficus mencionadas,
que ocorrem no estado do Amazonas, bem como avaliar sua capacidade
antioxidante e citotoxica, visando contribuir com dados inéditos sobre essas

matrizes.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Caracterizar a quimica e avaliar a capacidade antioxidante e citotoxica

dos frutos de Ficus benjamina, Ficus mattewsii e Ficus subapiculata.
2.2. Especificos

e Determinar a composicao mineral e centesimal dos frutos frescos;
e Avaliar a capacidade antioxidante dos frutos frescos;
e Determinar o teor de compostos fendlicos totais nos frutos frescos;

e Analisar a citotoxicidade dos frutos liofilizados frente as células BEAS-2B;
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Obter os perfis quimicos dos extratos hidrometandlicos de figos por RMN;

Obter fracdes ricas em compostos fendlicos;

Extrair os compostos fendlicos com solventes verdes;

Identificar os compostos fendlicos obtidos por UPLC-HRMS e RMN.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Familia Moraceae

A familia Moraceae, pertencente a ordem Rosales, compreende
aproximadamente 50 géneros e cerca de 2.000 espécies de arvores e arbustos,
predominantemente concentradas em regides de clima tropical e semitropical
(BERG, 2001; CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016; POWO, 2023). Entre as espécies dessa
familia, destacam-se as mais conhecidas: amora (Morus nigra), jaca (Artocarpus
heterophyllus) e figo (Ficus carica) (GBIF, 2023). No Brasil, ocorrem pelo menos 28
géneros e cerca de 340 espécies pertencentes a essa familia (BARROSO et al., 2002).

Algumas espécies da familia Moraceae sdo classificadas como Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANC) no Brasil. Essas espécies possuem relatos
de uso alimenticio, mas ndo sao consumidas de forma convencional pela populagao.
Como exemplos, podem ser citadas: fruta-pao-de-massa, fruta-pao-de-caroco, jaca,

jaca-de-macaco e minifigo-amazonico (KINUPP; LORENZI, 2014).
3.2. Genero Ficus

Na familia Moraceae, o maior género é Ficus, composto por mais de 1.000
espécies distribuidas em regides de climas tropicais e subtropicais (Figura 1)
(CLEMENT; WEIBLEN, 2009; GBIF, 2023). As plantas desse género, popularmente
conhecidas como figueiras ou gameleiras, foram, provavelmente, as primeiras
cultivadas pelo homem (SANTOS; RAMALHO, 1997).

O interesse pelo género Ficus tem crescido devido as suas propriedades
benéficas a satde humana, como atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-

inflamatorias, cicatrizantes, anticancerigenas, anti-hiperglicémicas, antidiabéticas e
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antiobesogénicas (CRUZ et al., 2022a, 2022b). A maioria dessas propriedades foi
avaliada In vitro, enquanto algumas foram estudadas In vivo em modelos animais,
como ratos ou camundongos (CHEN et al., 2017; MANJUPRASANNA et al., 2020;
SADASIVAN NAIR et al., 2020; TIAN et al., 2020). Esses beneficios estao associados
a diferentes classes de compostos identificados, como alcaloides, flavonoides,
glicosideos, saponinas, esteroides, taninos e terpenos (AKOMOLAEFE et al., 2016;
EL-BELTAGI et al., 2018; SHAHEEN; AHMAD, 2021).

Nos ultimos anos, algumas revisdes sobre o género Ficus foram
publicadas. Deepa et al. (2018) apresentaram o conhecimento tradicional e cientifico
de espécies de Ficus spp., com énfase na atividade antidiabética. Shi et al. (2018)
revisaram pesquisas sobre os usos dietéticos de diferentes espécies de Ficus spp.. Ja
Salehi et al. (2021) descreveram os compostos fitoquimicos, usos tradicionais e
atividades farmacolégicas dessas espécies.

Além disso, algumas revisdes tém focado em apenas uma espécie
especifica, como nos trabalhos de Barolo et al. (2014) e Arvaniti et al. (2019), que
enfatizaram F. carica; Qi et al. (2021), que abordaram F. pumila; Cheng et al. (2020),

com foco em F. hispida; e Hossain (2019), que analisaram F. sycomorus.

I Nativo
B Introduzido /

Figura 1. Mapa de ocorréncia do género Ficus (POWO, 2023).
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3.3.  Frutos de Ficus spp.

Os frutos do género Ficus sao conhecidos como figos. Trata-se de
infrutescéncias, também chamadas de siconios, que possuem uma pele fina e macia,
seguida por um material carnoso e comestivel. Dentro desses frutos, encontram-se
numerosas flores, acessadas por vespas especializadas (CLEMENT;, WEIBLEN,
2009). A espécie mais conhecida desse género é Ficus carica, cujos frutos, doces e
suculentos, sdo cultivados e consumidos em todo o mundo (TURCO et al., 2020).

Os frutos de Ficus spp. tém sido utilizados tanto como fonte alimentar
quanto na medicina popular, no tratamento de diversas condi¢des, como anemia,
pedras nos rins, diarreia, febre, tuberculose, hemorroidas, feridas, infecgdes e
picadas de insetos. Além disso, apresentam propriedades laxantes,
hipoglicemiantes e anti-inflamatérias (PARK et al., 2013; SALEHI et al., 2021; SHI et
al., 2018).

Na revisdo de Cruz et al. (2022b), foram analisados os resultados de
pesquisas publicadas entre 2017 e 2021 sobre os frutos de Ficus spp.. O estudo
revelou uma grande diversidade na composicdo quimica desses frutos, o que
contribui para uma ampla variedade de propriedades quimicas, biol6gicas e
farmacolégicas. Tal diversidade abre possibilidades para o desenvolvimento de

novos produtos, especialmente na area alimentar.
3.3.1. Composicao quimica

A composicdo quimica dos figos é bastante diversificada, incluindo
compostos fendlicos, como flavonoides e antocianinas, além de &acidos graxos,
acidos organicos, acticares, alcaloides, aminas, carotenoides, esteroides, glicosideos,
proteinas, saponinas, triterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, taninos,
tocoferdis e vitaminas (CHEN et al., 2020; EL-BELTAGI et al., 2018, KHEDR et al.,
2016, 2018; LIN; CHOU; BAIN, 2018; OGUNLAJA et al., 2018; RADHAKRISHNAN;
VENKATACHALAM, 2020; RECUENCO et al., 2020; RIPPERGER et al., 2019;

19



SALOUFOU et al., 2018; SOLER et al., 2018; WAN et al., 2017, WU et al., 2017, 2020a;
YUNUS et al., 2021a, 2021b; ZHANG et al., 2018).

Os principais compostos bioativos identificados nos frutos de Ficus spp.
estdo apresentados no Quadro 1 e Figura 2. Dentre os compostos mais citados no
género, destacam-se os d&cidos fendlicos, como os &cidos gélico, vanilico,

protocatequinico, p-cumarico, cafeico e clorogénico; além dos flavonoides luteolina,

quercetina, rutina e catequina.

Quadro 1. Principais compostos nos frutos de Ficus spp.

Ne | Composto | Espécie | Referéncia
Flavonoides
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
1 | Apigenina F. carica (RTIBI et al., 2018)
F. hirta (CHEN et al., 2020)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
2 | Vitexina E cari (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; SOLTANA et
. carica
al., 2018)
F. carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016)
3 | Luteolina F. hirta (CHEN et al., 2020)
F. microcarpa | (RJEIBl et al., 2017)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
E carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; SOLTANA et
4 | Orientina al., 2018)
F. lyrata (WIRA et al., 2020a)
Lo . (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; SOLTANA et
5 | Isorientina F. carica
al., 2018)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
6 | Kaempferol F. carica (SOLTANA et al., 2018)
F. microcarpa | (RJEIBI et al., 2017)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
” Kaempferol-3-O- F. palmata (TEWARI et al., 2020)
glucosideo F. carica (SOLTANA et al., 2018)
8 Kaempferol-3-O- F. carica (DEBIB et al., 2016; WOJDYLO et al., 2016)
rutinosideo F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F carica (ALAMGEER et al., 2017; BELGUITH-HADRICHE et
9 | Quercetina al., 2016; MASI et al., 2017, SOLTANA et al., 2018)
F. microcarpa | (RJEIBI et al., 2017)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. racemosa (SHARMA et al., 2020)
10 Quercetin-3-O- F carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016, SOLTANA et
(malonil)-glucosideo | al., 2018, WOJDYLO et al., 2016)
11 | Quercitrina F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
12 | Isoquercitrina F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
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(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; DEBIB et al.,

F. carica 2016; SEDAGHAT; RAHEMI, 2018a; SOLTANA et
al., 2018, WOJDYLO et al., 2016)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)

F. auriculata

(YUNUS et al., 2021a, 2021b)

(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016) (PALMEIRA
et al., 2019) (PEREIRA et al., 2017) (RTIBI et al.,

13 | Rutina F. carica 2018) (MASI et al., 2017) (WOJDYEO et al., 2016)
(SOLTANA et al., 2018) (DEBIB et al., 2016)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
14 | Miricetina F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
F carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016, SOLTANA et
15 | Naringenina al., 2018)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
F carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; SOLTANA et
16 | Eriodictiol al., 2018)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
17 | Eriodictiol7-0-p-D- | 1 (CHEN et al., 2020; WAN et al., 2017)
glucosideo
1g | Pinocembrin-7-0-p- | 4 (CHEN et al., 2020; WAN et al., 2017)

D-glucosideo

F. auriculata

(YUNUS et al., 2021a, 2021b)

(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; MASI et

19 | Catequina F carica al., 2017; PEREIRA et al., 2017; RTIBI et al., 2018;
' SEDAGHAT,; RAHEM]I, 2018b; SHARMA et al.,
2020, WOJDYLO et al., 2016)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a)
(MASI et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; RTIBI et
F. carica al., 2018; SEDAGHAT; RAHEMI, 2018b;
20 | Epicatequina WOJDYLO et al., 2016)
F. microcarpa | (RJEIBI et al., 2017)
F. racemosa (SUMI et al., 2016)
F. virens (CHEN et al., 2017)
g1 | Pelargonidin-3-0- | o' (PEREIRA et al., 2017; WOJDYLO et al., 2016)
rutinosideo
Cianidina-3-O- . (PEREIRA et al., 2017; SEDAGHAT, RAHEMI,
22 B F. carica
glucosideo 2018b)
23 Cianidina-3,5-O- E carica (BELGUITH-HADRICHE et al, 2016;
diglucosideo ' WOJDYLO et al., 2016)
Cianidina-3-O- (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; PEREIRA et al.,
24 . F. carica 2017; SEDAGHAT; RAHEM]I, 2018b; WOJDYLO et
rutinosideo
al., 2016)
Cumarinas
25 | 7-hidroxi-cumarina F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016)
F. carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016)
26 | Psoraleno F. hispida (ZHANG et al., 2018)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
Terpenos
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27 | Lupeol F.auriculata | (OGUNLAJA et al., 2018; YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. carica (SOLTANA et al., 2016)
28 | Campesterol F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
29 | positosterol F. carica (MOPURI et al., 2018)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
30 | Estigmasterol F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
Acidos fenélicos
31 | Acido cindmico F. carica (AHMAD et al., 2016; MASI et al., 2017)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
. (AHMAD et al., 2016; DEBIB et al., 2016; MASI et al.,
F. carica
2017)
32 | Acido p-cumérico F. microcarpa | (RJEIBI et al., 2017)
F. racemosa (SUMI et al., 2016)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
F carica (AHMAD et al, 2016; ALAMGEER et al., 2017;
BELGUITH-HADRICHE et al., 2016)
33 | Acido cafeico F. microcarpa | (RJEIBI et al., 2017)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. racemosa (SUMI et al., 2016)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
3 Hexosideo de dcido | F. carica (PALMEIRA et al., 2019)
cafeico F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F carica (AHMAD et al., 2016; BELGUITH-HADRICHE et al.,
35 | Acido ferdlico 2016, MASI et al., 2017)
F. racemosa (SHARMA et al., 2020, SUMI et al., 2016)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021b)
(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; MASI et al.,
E carica 2017; PALMEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2017;
36 | Acido clorogénico RTIBI et al.,, 2018; SEDAGHAT; RAHEMI, 2018b;
WOJDYLO et al., 2016)
F. hispida (ZHANG et al., 2018)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. racemosa (SHARMA et al., 2020)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
E cari (ALAMGEER et al., 2017; MASI et al., 2017; RTIBI et
. carica
37 | Acido galico — al., 2018)
F. hispida (ZHANG et al., 2018)
F. palmata (BHATT et al., 2017)
F. racemosa (SHARMA et al., 2020; SUMI et al., 2016)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
(AHMAD et al, 2016; ALAMGEER et al., 2017;
P . F. carica BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; DEBIB et al.,
38 | Acido vanilico
2016)
F. racemosa (SUMI et al., 2016)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
F. carica (ALAMGEER et al., 2017; RTIBI et al., 2018)
39 | Acido siringico F. racemosa (SUMI et al., 2016)
F. sycomorus | (EL-BELTAGI et al., 2018)
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F. bizanae (AWOLOLA et al., 2018)
Acido F. carica (MASI et al., 2017)
40 . F. glumosa (AWOLOLA et al., 2019)
protocatectico F. hispida (ZHANG et al., 2018)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
Acidos orgdnicos
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
41 | Acido quinico E carica (BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; CANO-
' LAMADRID et al., 2018; PALMEIRA et al., 2019)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b)
(BYEON; LEE, 2021; CANO-LAMADRID et al.,
42 | Acido citrico F. carica 2018; HSSAINI et al., 2020, PALMEIRA et al.,
2019)
F. palmata (TEWARI et al., 2020)
oo . ) (CANO-LAMADRID et al., 2018; PALMEIRA et
43 | Acido succinico F. carica
al., 2019)
(BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; HSSAINI
44 | Acido malico F. carica et al., 2020; MOPURI et al., 2018; PALMEIRA et
al., 2019)
.o . . (CANO-LAMADRID et al., 2018; PALMEIRA
45 | Acido oxalico F. carica
et al., 2019)

O estagio de maturagdo dos frutos exerce influéncia sobre o teor de
diversos compostos (HARZALLAH et al., 2016; PEREIRA et al., 2017, WOJDYLO et
al., 2016). No estagio maduro, observa-se um aumento no teor de acidos fenélicos e
agucares (SEDAGHAT; RAHEMI, 2018a). Os compostos bioativos podem ser
encontrados tanto em figos inteiros (MOPURI; ISLAM, 2016) quanto separadamente
na casca e na polpa, sendo a casca uma fonte mais rica de compostos fenélicos,
agucares e acidos organicos (PALMEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2017).

Além disso, foram identificados diversos compostos volateis, como
hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois, éteres, ésteres, cetonas, acidos carboxilicos,
monoterpenos e sesquiterpenos. A composi¢do quimica varia de acordo com as
diferentes partes do fruto e com o estagio de desenvolvimento (NAWADE et al.,
2020; PALASSAROU et al., 2017, PEREIRA et al., 2020; RADHAKRISHNAN;
VENKATACHALAM, 2020; RUSSO et al, 2017, SOLTANA; FLAMINI;
HAMMAMI, 2017; TRAD et al., 2017; VILLALOBOS et al., 2018).
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Figura 2. Principais compostos nos frutos de Ficus
(Glu - glucosideo; Ram - ramnosideo; Rut - rutinosideo).
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Devido a diversidade de compostos, os extratos de frutos do género Ficus
representam potenciais matérias-primas para a formulagao de alimentos funcionais
(ZHAO et al., 2020). Por exemplo, os frutos de F. carica podem ser adicionados ao
suco de romd para a producdo de smoothies ricos em antocianinas (CANO-
LAMADRID et al., 2018). Além disso, podem ser utilizados na elaboracdo de bebidas
alcodlicas, como vinhos ricos em compostos fendlicos (LIU et al., 2021), e de bebidas
glicosadas, capazes de reduzir os valores glicémicos e insulinémicos pés-prandiais
em ratos adultos (ATKINSON et al., 2019).

Outros estudos tém revelado o potencial da infusdo de F. deltoidea e do
extrato etanolico de F. carica na formulacdo de méis com propriedades antioxidantes
e capacidade de inibi¢do da enzima a-amilase (RASHIDI et al., 2020). Também foi
demonstrado o uso do extrato aquoso de F. aglomerata na suplementagdo de iogurtes

com propriedades antioxidantes (WULANDANI et al., 2018).
3.3.2. Composicao centesimal e mineral

Alguns frutos do género Ficus ja foram avaliados quanto a composicao
centesimal (PALMEIRA et al., 2019; RECUENCO et al., 2020; RTIBI et al., 2018), cujos

resultados estdo apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Composigao (g/100 g) e energia (kcal/100 g) nos frutos de Ficus spp.

Espécie umidade | cinzas | proteina | lipideos carboidrato fibras | energia
F. auriculata? 44,33 15,22 3,19 0,01 35,42 1,82 141,68
F. auriculatab 85,01 0,61 0,57 0,52 13,29 6,02 60,12
F. fistulosa® 44,0 15,91 2,90 0,02 35,66 1,61 142,29
F. hispida® 36,33 14,94 3,11 0,00 43,86 1,71 175,44
F. microcarpad 63,45 3,10 11,01 1,31 - - -
F. microcarpa? 76,99 1,18 0,98 1,44 19,41 9,89 94,52
F. palmatae 77,35 - 1,50 0,39 - 2,53 -
F. racemosae 80,36 - 1,37 7,45 - 0,58 -
F. sycomoruse 55,8 4,4 5,6 8,9 25,3 55,8

Fonte: Rusmadi et al. (2020)2, Puangpradab et al. (2018)b, Ogunlaja et al. (2020)<, Rjeibi
et al., (2017)4, Cheema et al. (2017)e.
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O Quadro 3 apresenta os principais minerais identificados nos frutos do
género Ficus. Além desses, também foram encontrados outros minerais em menor

quantidade, como Cr, Ni, As, Se e Al (ALZAHRANTI et al., 2017; TURCO et al., 2020).

Quadro 3. Contetdo mineral nos frutos secos de Ficus spp.

. g/kg mg/kg
E
specie Ca K Mg Na Fe Cu Mn P Zn
F. auriculataa 0,51 2,48 0,2 - 3,9 - - 280 -
15,9- 9,83- | 9,51- 25,3-
_ 'b _ _ _ _ 14 V4 V4 _ 14
F. burtt-davyi 103 | 144 | 548 49,0
F caricac 2,53- | 13,33- 0,015- | 1,63- | 21,20- 1179,2- 8,40-
' 12,96 28,65 0,063 1,72 80,35 4079,3 32,03
F. caricad 1,46 8,12 0,89 0,70 27,4 7,30 14 - 5,23
F. caricad 2,35 3,50 0,84 0,45 12,7 4,25 3,53 - 11,5
F. caricat 2,3 7,9 0,7 - 36,82 2,16 8,38 1700 8,38
F. caricas 5,09 9,68 1,84 0,087 57,9 4,71 14,1 - 14,8
F. semicordata® | 1,55 4,36 0,25 - 3,4 - - 451,1 -
F. sycomorusb 94 - 81-1 33 17,7-
-y 654 | 108 | 657 44,8

Fonte: Puangpradab et al. (2018)2, Ogunlaja et al. (2020)®, Sedaghat & Rahemi
(2018b)s, Turco et al. (2020)4, Mahmoudi et al. (2018)¢, Garza-Alonso et al. (2020)f,
Alzahrani et al. (2017)s.

3.3.3. Capacidade antioxidante

A diversidade de classes de compostos presentes nos frutos de Ficus spp.
confere a esse género uma ampla variedade de atividades biolégicas. A atividade
mais citada é a capacidade antioxidante, avaliada principalmente In vitro por meio
de ensaios como FRAP e sequestro dos radicais DPPH" e ABTS* (CRUZ et al., 2022a).
Essa atividade é relatada tanto na pele (casca fina) quanto na polpa dos frutos de
Ficus (GARZA-ALONSO et al., 2020; MAHMOUDI et al., 2018; PALMEIRA et al.,
2019).

Foi observada capacidade antioxidante nos extratos metandlicos dos
frutos de F. nipponica (AKIHARA et al., 2017) e F. carica, com aumento dessa
atividade ao longo dos estagios de maturagao dos frutos (SEDAGHAT; RAHEMI,

2018b). Por outro lado, em algumas espécies, como F. auriculata, F. fistulosa, F.
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hispida, F. racemosa, F. semicordata e F. sur, verificou-se um decréscimo do potencial
antioxidante (DPPH’, ABTS* e FRAP) durante o periodo de maturagdo dos frutos
(PUANGPRADAB et al., 2018, SALOUFOU et al., 2018).

Além disso, alguns poucos testes In vivo também demonstraram o
potencial antioxidante dos extratos aquosos (RTIBI et al., 2018), alcodlicos e
hidroalcodlicos (ARAFA et al., 2020; BELGUITH-HADRICHE et al., 2016; DEBIB et
al., 2016; SUKOWATIL JOHAN; MURWAN!I, 2019) de F. carica, evidenciando sua

contribuicdo para a redugao do estresse oxidativo.
3.3.4. Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana de diferentes frutos de espécies de Ficus foi
estudada. Os extratos metanolicos do fruto inteiro, da casca e da polpa de F. carica
apresentaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e Escherichia coli,
especialmente contra bactérias gram-positivas (PALMEIRA et al., 2019; SHAHBAZI,
2017).

Os extratos dos frutos de F. sycomorus (etandlico e acetato de etila) (EL-
BELTAGI et al., 2018), F. racemosa (extrato metanolico) (SUMI et al., 2016), F. lyrata
(extrato de acetato de etila) (WIRA et al., 2020b), F. bizanae (extrato metandlico)
(AWOLOLA et al., 2018), F. ulmifolia e F. pseudopalma (extrato hidrometanoélico)
(RECUENCO et al., 2020) apresentaram atividade antibacteriana contra algumas
espécies, como S. aureus, B. cereus, E. coli e S. typhimurium.

A atividade antiftngica ja foi relatada em extratos de éter de petroleo,
cloroférmio, acetato de etila, acetona, metanol, etanol e d4gua em frutos de F. hirta
contra Penicillium italicum, P. digitatum, Aspergillus niger, A. oryzae, Saccharomyces
cerevisiae e Candida utilis (CHEN et al., 2019, 2020). Os extratos etandlicos e de acetato
de etila dos frutos de F. sycomorus também apresentaram atividade antifangica

contra A. niger e C. albicans (EL-BELTAGI et al., 2018).
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3.3.5. Outras propriedades

Os extratos de frutos desse género apresentam outras atividades
biolégicas, como anticancer (EL-BELTAGI et al., 2018; PURNAMASARI et al., 2019),
citotoxica (CHEN et al., 2017, OGUNLAJA et al., 2018, ZHANG et al., 2018),
antidiabética, anti-obesidade (ARAFA et al., 2020; MOPURI et al., 2018, MOPURI;
ISLAM, 2016; WU et al., 2020b), anti-hiperglicémica (MEZIANT et al., 2021; YUNUS
et al., 2021c), anti-inflamatéria (LIU et al., 2019; ZOU et al., 2020) e imunomodeladora
(DU et al., 2018; WU et al., 2020a).

3.4. Matrizes de estudo
3.4.1. Ficus benjamina L.

Ficus benjamina L. é uma espécie nativa do sul da Asia e do norte da
Australia, podendo atingir até 30 m de altura. Popularmente, essa espécie é
utilizada no Brasil para arborizacdo urbana, sendo conhecida como figueira-
benjamim. Além disso, ela também pode ser empregada como alimento, remédio e

combustivel (MUSEU NACIONAL, 2023; POWO, 2023).

Figura 3. Frutos de Ficus benjamina.

Os poucos estudos que abordam aspectos quimicos de F. benjamina
referem-se a utilizacdo de suas folhas, que apresentam atividade antioxidante e
antimicrobiana em ensaios In vitro (ASHRAF et al., 2020), podendo ser utilizadas

para a sintese de nanoparticulas (PUENTE et al., 2019), além de apresentar potencial
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no tratamento da malaria, devido a presenca de acido ursoélico e lupeol (SINGH et
al., 2020).

Em um estudo preliminar, observou-se que os frutos de F. benjamina
possuem atividade antioxidante associada a presenca de compostos fendlicos. No
espectro de RMN 'H, foram observados sinais caracteristicos de a-glicose, B-glicose

e frutose, além dos &acidos citrico, malico, quinico, chiquimico e hidroxibenzoéico

(CRUZ et al., 2023a).

Ocorréncia
684

1

Figura 4. Mapa de ocorréncia de Ficus benjamina (Adaptado de GBIF, 2023).

3.4.2. Ficus mathewsii (Miq.) Miq.

Ficus mathewsii (Miq.) Miq. é uma espécie nativa da América do Sul
(GBIF, 2023). No entanto, seus frutos ainda sdo inexplorados do ponto de vista
quimico. Um estudo preliminar revela sua capacidade antioxidante, além da

presenca de agtcares, dcidos organicos e compostos fendlicos (CRUZ et al., 2023a).

Figura 5. Frutos de Ficus mathewsii.
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Figura 6. Mapa de ocorréncia de Ficus mathewsii (Adaptado de GBIF, 2023).

3.4.3. Ficus subapiculata (Miq.) Miq.

Ficus subapiculata (Miq.) Miq. é uma espécie conhecida como minifigo,
minifigo-amazonico, minifigo-da-campirana e Amazon fig. Trata-se de uma arvore
de copa globosa e densa, com infrutescéncias tenras, suculentas e levemente
acidulas, que lembram o morango. A espécie é comumente encontrada em solos
arenosos na Amazonia, inclusive em quintais e sitios com areia branca, onde as
espécies comuns da agricultura ndo se desenvolvem. Assim, pode ser considerada
uma fruta regional adaptada para cultivo agroecolégico (KINUPP; LORENZI,
2014).

Figura 7. Frutos de Ficus subapiculata.
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Essa espécie tem grande potencial para manejo em sistemas
agroflorestais e, atualmente, vem sendo utilizada para a producdo de estacas ou
mourdes vivos no Sitio PANC, empregados na construcdo de tutores para sistemas
de irrigagdo, cercas e espaldeiras. Segundo Kinupp e Lorenzi (2014), os frutos
podem ser utilizados em diversas aplicagdes na area de alimentos: polpa congelada,
sucos, sorvetes, sorbet, geleias e figadas, além de ser empregada em pratos salgados,

molhos agridoces e bebidas fermentadas.

Ocorréncia

I 151

2

Figura 8. Mapa de ocorréncia de Ficus subapiculata (Adaptada de GBIF, 2023).

Até o momento, o tnico trabalho que aborda essa tematica foi publicado
por Cruz et al. (2023b), e trata da elaboracdo de sucos utilizando tratamentos
térmicos e ultrassom de alta intensidade. Os sucos elaborados apresentaram como
constituintes majoritarios o acido para-hidroxibenzoico, agticares, como glicose e

frutose, e acidos orgéanicos, como o acido citrico e o acido mélico.
3.5. Solventes eutéticos

Nas dltimas décadas, tém sido empregados solventes organicos
convencionais para a extracdo de metabolitos secundarios de diversas matrizes
vegetais, como folhas, raizes, sementes e frutos. Esses metabolitos incluem

importantes classes de fitoquimicos, como compostos fendlicos, alcaloides, taninos,
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esteroides, terpenoides, entre outros, que possuem diversas aplicagcdes nos setores
industriais. Contudo, esses solventes convencionais apresentam riscos a saude
humana e ao meio ambiente, devido a sua toxicidade, volatilidade e
inflamabilidade. Considerando isso, é necessario desenvolver e aplicar novas
alternativas verdes ou ecolégicas aos solventes tradicionais para a extracdo de
metabdlitos alvo (BASHIR et al., 2023; MEENU et al., 2023; SAINI et al., 2022).

A tecnologia verde tem sido uma temética bastante presente nas dreas da
Quimica e consiste em um conjunto de métodos sustentaveis que utilizam em baixas
quantidades ou excluem o uso de solventes organicos agressivos, visando
minimizar os impactos ambientais e a reducdo dos prejuizos a sattde do operador
(DAI et al., 2013; PANJA, 2018).

Dentre essas alternativas verdes para a extragdo de compostos, destacam-
se os solventes eutéticos profundos (PUTRA et al., 2023; SAINI et al., 2022), que
possuem caracteristicas desejaveis por serem facilmente produzidos a partir de
matérias-primas disponiveis e de baixo custo (XU et al., 2017), gerando sistemas de
extracdo biodegradaveis, com estabilidade térmica, baixa toxicidade e que nao sao
volateis e/ ou inflamaveis (OMAR; SADEGHI, 2022).

Os solventes eutéticos sdo constituidos pela mistura de pelo menos duas
espécies quimicas: um aceptor e um doador de ligacdes de hidrogénio que, quando
misturados, aquecidos e resfriados, apresentam ponto de fusdo inferior ao das
espécies separadas (MEENU et al.,, 2023). Entre os aceptores de ligacdo de
hidrogénio atualmente empregados estd, principalmente, o cloreto de colina,
enquanto os doadores de ligacdo de hidrogénio utilizados formam uma gama de
compostos, entre os quais se destacam acidos carboxilicos, acticares e aminas, como
os acidos citrico, mélico e latico, etanolamina, dietanolamina, glicerol e etilenoglicol
(SAINI et al., 2022). Quando esses sistemas de extracdo sdo preparados utilizando
apenas substancias obtidas de metabdlitos de células vivas, como derivados de
colina, aminoacidos, agtcares ou &cidos organicos, sdo chamados de solventes

eutéticos naturais (BASHIR et al., 2023; DAI et al., 2013).
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Devido a grande diversidade de compostos doadores e aceptores de
ligacdo de hidrogénio, bem como a variacdo de sua proporcado, existem intimeras
possibilidades de combinacdes para o preparo de misturas eutéticas, o que viabiliza
o desenvolvimento de diversos solventes com caracteristicas especificas,
dependendo do objetivo a ser alcancado (BASHIR et al., 2023).

Diante disso, tem surgido a necessidade de desenvolver solventes
eutéticos seletivos para obter extratos ricos em compostos bioativos de alimentos e
plantas (DELLA POSTA et al., 2022; JIANG et al., 2019; SUTHAR et al., 2023), visando
novas alternativas verdes para diferentes setores industriais, como os ramos

alimenticio e farmacéutico.
4. MATERIAIS E METODOS

Visando aos objetivos, as amostras frescas foram utilizadas na maioria
dos ensaios. No entanto, para as andlises cromatograficas e espectroscépicas, foi
necessario um procedimento detalhado para a obtengao dos compostos de interesse,

o qual esta esquematizado na Figura 9.

4.1. Solventes, reagentes e padroes

Hexano PA (Nuclear®). Metanol PA (Biograde®). Metanol grau LC-MS
(Supelco®). Metanol deuterado (Sigma Aldrich®). Tetrametilsilano grau RMN
(Sigma Aldrich®). Agua Ultrapura (MS3000, Gehaka®). Acido férmico grau HPLC
(Sigma Aldrich®). DMSO (Sigma Aldrich®). Meio de cultura DMEM-F12 (Gibco®).
Trolox (acido (R)-(+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico) (Sigma
Aldrich®). DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Sigma Aldrich®). ABTS™* (([2,2'-
azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)]) (Sigma Aldrich®). Sal de
diamoénio 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenztiazolina-6-sulfénico) (Sigma Aldrich®).

Hidréxido de amonio. Persulfato de potéssio PA (LabSynth).
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Figura 9. Esquema representativo da metodologia.
(EH: Extrato hexanico; EHM: Extrato Hidrometanolico; FF: fragao fendlica; Fb:
Ficus benjamina; Fm: Ficus mathewsii; Fs: Ficus subapiculata).

34



4.2.  Materiais e equipamentos

Banho ultrassoénico conjugado (SSBuc-6L, Mylabor Equipamentos).
Bomba de vacuo (ECO-260 LAB, Biomec). Coletor a vacuo para SPE (Visiprep™ 24
DL, Supelco). Cartucho de SPE STRATA-X (Phenomenex™). Agitador vortex
(Kasvi). Liofilizador (SL-404, Solab). Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear (Avance III HD, Bruker®). Cromatégrafo liquido de ultraeficiéncia (Acquity
UPLC®, Waters™) acoplado a espectrometro de massas do tipo quadrupolo-tempo
de voo (SYNAPT™ XS, Waters™). Leitora de microplacas (ChameleaonTM V
Multitecnolégico). Espectrofotometro UV-VIS (NI 1600UV, Novainstruments).

4.3. Coleta e preparo de amostra

Os frutos maduros de Ficus benjamina (Fb), Ficus mathewsii (Fm) e Ficus
subapiculata (Fs) foram coletados em trés diferentes localidades da regido
metropolitana de Manaus, Amazonas, Brasil, a saber: Fs - Sitio PANC, ramal do
Brasileirinho, Manaus; Fb - Col6nia Santo Ant6nio e IFAM/CMC, Manaus; e Fm -
Praia do Japonés, Iranduba. A identificagdo botanica foi realizada pelos biélogos Dr.
Valdely Ferreira Kinupp e Dr. Renilto Frota Corréa. Os frutos obtidos foram lavados

em 4gua corrente, e os danificados foram excluidos da amostragem.

Fm Fs

Figura 10. Amostras liofilizadas. Ficus benjamina (Fb), Ficus mathewsii (Fm) e Ficus

subapiculata (Fs).

Cerca de 10 g das amostras frescas foram trituradas e filtradas, e a fragao
aquosa (sumo) foi utilizada nos ensaios de capacidade antioxidante e teor de

compostos fenélicos totais (CFT). Cerca de 30 g das amostras frescas foram
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separadas para a determinacdo da composicdo centesimal. O restante do material
vegetal foi liofilizado a -40 °C e -700 mmHg por 72 h, para obtencao do fruto seco,

que foi triturado com o auxilio de almofariz e pistilo.
4.4. Composigio centesimal
4.4.1. Umidade por secagem em estufa

Pesou-se cerca de 2,0 g de amostra fresca em capsula de porcelana e
aqueceu-se em estufa a 105 °C por 3 horas. Resfriou-se em dessecador até a
temperatura ambiente. Pesou-se novamente e repetiu-se a operagao de aquecimento
e resfriamento até a obtencdo de peso constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

4.4.2. Cinzas por incineragdo em mufla

Pesou-se cerca de 5,0 g da amostra em um cadinho e aqueceu-se em
mufla a 550 °C até a obtencdo de cinzas. Resfriou-se em dessecador até a
temperatura ambiente e pesou-se novamente. Repetiram-se as operagdes de
aquecimento e resfriamento até a obtencdo de peso constante (INSTITUTO

ADOLFO LUTZ, 2008).
4.4.3. Proteinas pelo Método de Kjeldahl classico

Foram pesados cerca de 0,2 g da amostra em vidro de relégio. A amostra
foi transferida para o baldo de Kjeldahl, ao qual foram adicionados 5 mL de &cido
sulfarico e cerca de 1,2 g de mistura catalitica. A solucao foi digerida na capela. Apos
a solucao se tornar azul-esverdeada e livre de material ndo digerido, aqueceu-se por
mais uma hora e, em seguida, esfriou-se. O material foi transferido
quantitativamente para um frasco de destilagdo. Foram adicionadas 2 gotas de
fenolftaleina e 0,2 g de Zn em pé6. O frasco foi ligado imediatamente ao sistema de
destilagao de nitrogénio. A extremidade afilada do refrigerante foi mergulhada em
5 mL de &cido sulfarico 0,05 M, contido em um frasco Erlenmeyer com 1 gota de

vermelho de metila. Foram adicionados ao frasco que contém a amostra digerida 5
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mL de solucdo de hidréxido de sédio a 30%. A destilacdo prosseguiu até a obtengao
de 50 mL do destilado. O excesso de acido sulfarico 0,05 M foi titulado com solugao
de hidréxido de sédio 0,1 M (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). As proteinas

foram determinadas utilizando-se a equagdo abaixo:

V*0,14 «f

% proteinas = P

(Equacao 1)

V = diferenca entre volume (mL) de 4cido sulftrico e hidréxido de s6dio
gastos na titulacdo; P = massa (g) da amostra; f = fator de conversao (6,25).
4.4.4. Lipideos por extragao continua com hexano

Pesaram-se cerca de 2,0 g da amostra, que foram adicionados a um
cartucho de papel de filtro. O cartucho foi transferido para o aparelho extrator tipo
Soxhlet, acoplado ao balao de fundo chato. Adicionaram-se cerca de 250 mL de

hexano, de forma que o sistema ficasse em refluxo constante, sob aquecimento em

chapa elétrica, por 8 h (4 gotas/s) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.4.5. Carboidratos por diferenca e calculo de energia

O contetido total de carboidratos foi determinado pela diferenca entre os
teores de umidade, cinzas, proteinas e lipideos, conforme a equacdo abaixo

(OGUNLAJA et al., 2020).

% carboidratos = 100 — (umidade + cinzas + proteinas + lipideos) (Equacéo 2)
A energia calculada foi expressa em kcal/100 g, utilizando as

porcentagens de proteinas, carboidratos e lipideos, conforme a equacdo abaixo

(PALMEIRA et al., 2019).

Energia = 4 (%proteinas + %carboidratos) + 9 (%lipideos) (Equacio 3)
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4.5. Composigio mineral

A quantificacdo dos minerais foi realizada em parceria com o Laboratério
de Fisico-Quimica de Alimentos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA). As amostras liofilizadas foram digeridas em acido nitrico concentrado com
o auxilio do digestor MARS-XPRESS (CEM Corporation), e o teor de minerais foi
analisado em um espectrofotometro de absor¢ao atdmica SPECTRA AA, modelo

220 FS, da Varian (2000).
4.6. Compostos fendlicos totais

Para a quantificagdo de compostos fendlicos totais nos frutos, uma
aliquota de 200,0 pL do sumo reagiu com 1,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu/4gua
na proporcao de 1:10 durante 5 minutos. Apés esse tempo, foram adicionados 1,5
mL de bicarbonato de sé6dio (60 g/L). Apés 90 minutos de reacdo em ambiente
escuro, realizaram-se as leituras de absorbancia em espectrofotometro a 725 nm. A
curva padrao de acido galico foi obtida em diferentes concentragdes (31,2, 62,5, 125,
250, 500 e 1000 pg/mL), representada pela equagdo y = 0,003x + 0,0201 (R? = 0,9993).
Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de acido galico por

volume de amostra (mg EAG/200 pL de amostra) (VELIOGLU et al., 1998).
4.7. Capacidade antioxidante

Para a determinagdo do potencial antioxidante, foram utilizados dois
ensaios colorimétricos com radicais. O ensaio com radical DPPH" baseia-se na
alteracdo de cor do DPPH’, que passa de purpura, na forma radicalar, para amarelo
(FEITOSA, 2017). Para este ensaio, misturaram-se 100 pL da amostra com 3,9 mL de
solucdo de DPPH" (100 pM), incubando-se por 30 minutos no escuro. Apds esse
tempo, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 515 nm
(MOLYNEUX, 2004). Foi utilizada uma curva de calibracdo de Trolox (padrao
antioxidante) nas concentragdes de 100, 500, 1.000, 1.500 e 2.000 pM, representada
pela equagao y = -0,0007x + 1,1054 (R? = 0,9988). Os resultados foram expressos em
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micromolar de equivalente de Trolox por volume de amostra (uM ET/200 pL de
amostra).

O ensaio com cations radicais ABTS* baseia-se na descoloracao do
ABTS™*, uma espécie azul-esverdeada que perde sua coloracdo ao entrar em contato
com antioxidantes (FEITOSA, 2017). Nesse ensaio, misturaram-se 5 mL de solugdo
de ABTS™* a 7 mM com 88 pL de persulfato de sédio a 140 mM, incubando-se no
escuro a temperatura ambiente por 16 horas. Ap6s esse periodo, 1 mL da solugdo
de ABTS™ foi diluido com alcool etilico até atingir absorbancia de 0,700 + 0,005 a
734 nm. Dessa solucdo, 3,0 mL foram misturados com 30 pL da amostra e deixados
para reagir no escuro por 6 minutos. Posteriormente, realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 734 nm (RE et al., 1999). Foi utilizada uma curva de calibragao
de Trolox (padrao antioxidante) nas concentragdes de 100, 500, 1.000, 1.500 e 2.000
PM, representada pela equagao y = -0,0003x + 0,6857 (R? = 0,9995). Os resultados
foram expressos em micromolar de equivalente de Trolox por volume de amostra

(uM ET/200 pL de amostra).
4.8. Ensaio de citotoxicidade

Para verificar a citotoxicidade, avaliou-se a viabilidade celular por meio
do ensaio de metabolizacdo do reagente resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona
10-6xido). Para isso, a linhagem BEAS-2B (células epiteliais ndo tumorais de
bronquios pulmonares humanos) foi plaqueada em placa de 96 pocos, na densidade
de 1,5 x 10* células/pogo, e mantida em estufa sob as condi¢des de 37 °C com 5% de
CO: por 24 horas para adesao celular.

Apbs esse periodo, as células foram tratadas com as amostras de sumo
das trés amostras diluidas em meio DMEM-F12 nas proporg¢des de 50%, 20%, 15% e
5%, sendo incubadas sob as mesmas condi¢cdes da etapa anterior por 24 horas. Como
controle positivo de morte celular, as células foram tratadas com DMSO a 20%, e,

como controle negativo, foram utilizadas células nao tratadas.
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Ap6s o periodo de incubacao com os tratamentos, aplicou-se resazurina
a 3 mM, incubando-se por 3 horas para posterior leitura das absorbancias a 570 nm
e 595 nm.

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Imunologia Celular do
Instituto de Ciéncias Biolodgicas (ICB) da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM), seguindo protocolo interno. A leitura das microplacas foi realizada no
Laboratorio de Purificagdo de Biomoléculas do Centro de Apoio Multidisciplinar

(CAM/UFAM).
4.9. Obtencio de extratos hidrometanolicos

Inicialmente, cerca de 2,0 g das amostras liofilizadas foram extraidas
utilizando 15 mL de hexano PA por 30 minutos em banho ultrassonico a 25 °C.
Decorrido esse periodo, realizou-se a filtracdo do material, e o residuo foi reextraido
sob as mesmas condi¢des por mais duas vezes. Ap0s as repetigdes, o solvente foi
evaporado dos residuos, que ficaram livres de compostos apolares, sendo estes
utilizados para a obtencao do extrato hidrometandlico.

A extracdo hidrometandlica seguiu o mesmo método descrito para a
extracdo com hexano, contudo, utilizou-se como solvente uma solucdo de
metanol:agua (8:2, v/v), semelhante ao descrito por Silva e colaboradores (2023).
Apos as repeticdes, o solvente foi evaporado do material filtrado, obtendo-se os
extratos brutos: EHM-Fb (extrato hidrometandlico de Ficus benjamina), EHM-Fm
(extrato hidrometanolico de Ficus mathewsii) e EHM-Fs (extrato hidrometanolico de

Ficus subapiculata).
4.10. Clean-up

Para determinar as melhores condicdoes de extracao em fase sélida
visando a retencdo de compostos fendlicos, foram testadas diferentes fases sélidas
e condigdes experimentais. Ao final, a metodologia aplicada esta representada na

Figura 11. A seguir, essa metodologia é descrita detalhadamente.
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Figura 11. Metodologia da extracdo em fase sélida (SPE).

Foram pesados cerca de 200 mg dos extratos hidrometandlicos, os quais
foram solubilizados em 5 mL de H>O UP acidificada com 5% de &cido férmico
(Sigma Aldrich®). As misturas foram agitadas em voértex por 2 minutos para
garantir a completa solubilizacdo do material. Posteriormente, as solu¢des foram
filtradas utilizando membranas de 0,22 pm.

Para a remocao de interferentes da amostra, utilizou-se um cartucho de
SPE (Solid Phase Extraction) STRATA-X (Phenomenex®), com seletividade para
retencdo de compostos aromaéticos, e um sistema coletor a vacuo (Visiprep™ 24 DL,
Supelco) acoplado a uma bomba de vacuo (ECO-260 LAB, Biomec), mantido sob
pressdo de aproximadamente -5 inHg (polegadas de merctrio) durante todas as
etapas do processo. O cartucho de SPE foi: (1) condicionado com 3 mL de MeOH e,
posteriormente, (2) equilibrado com 3 mL de H>O UP. Nessas duas etapas, a saida
de liquido pelo filamento pléstico do SPE foi mantida com fluxo aproximado de 2
gotas/s.

Em seguida, as amostras filtradas foram (3) carregadas no sistema de SPE
e mantidas em fluxo de 1 gota/s até a passagem total do solvente. Nessa etapa,
buscou-se reter os compostos fendlicos na coluna de SPE e eliminar os interferentes
em agua. Apos isso, a coluna de SPE foi (4) lavada com 3 mL de solugdo de agua
contendo 5% de MeOH, em fluxo de 1 gota/s. Por fim, para (5) a eluicdo dos
compostos retidos na coluna, foram adicionados 2,0 mL de MeOH, também em

fluxo de 1 gota/s.
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Nas etapas de carregamento e lavagem, o material foi filtrado, congelado
e liofilizado para posterior analise por RMN de 'H. Na fragao de eluigdo, o material
foi coletado e seco com gis N: para posteriores andlises por RMN uni e
bidimensionais e UPLC-HRMS. As amostras foram codificadas como fracdes
tenolicas (FF-Fb - fragao fendlica de Ficus benjamina; FF-Fm - fracdo fendlica de Ficus

mathewsii; FF-Fs - fracao fendlica de Ficus subapiculata).
4.11. Extragdo por solventes eutéticos

Para a obtencdo dos DES, utilizou-se cloreto de colina (CC) como
receptor de ligacdes de hidrogénio e glicose (Gli), d&cido mélico (AM), glicerina (Glc)
e dgua (A) como doadores de ligacoes de hidrogénio, uma vez que esses compostos
tém sido amplamente empregados na extracao de fenodlicos (SINGH et al., 2024). O
receptor de ligacdes de hidrogénio (CC) foi misturado aos doadores nas propor¢des
molares especificadas na Tabela 1. Em seguida, as misturas foram aquecidas entre
60 e 100 °C e agitadas até a obtencdo de liquidos transparentes, livres de material
nao dissolvido (CHEN et al., 2021), resultando em cinco solventes eutéticos (S1-S5).

Para a extracdo com solventes eutéticos, foi selecionada apenas a espécie
com maior teor de compostos fendlicos, a saber, Ficus subapiculata.
Aproximadamente 500 mg do fruto liofilizado foram misturados com 3 mL de
solvente em tubos de ensaio e mantidos em banho ultrassonico a 25 °C por 30
minutos (CHEN et al., 2021; SINGH et al., 2024). Para fins de comparagdo, as
extracdes também foram realizadas com metanol, etanol (80%) e agua (S6-S8), sob
as mesmas condicoes.

Apbs as extragdes, adicionaram-se 5 mL de dgua contendo 5% de acido
férmico nos tubos, que foram agitados em voértex por 20 segundos para
homogeneizacdo. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 2 minutos, e o
sobrenadante foi filtrado em membranas de 0,22 pm e submetido a extracdo em fase
s6lida, seguindo o mesmo protocolo descrito no terceiro e no quarto pardgrafos da

secdo 4.10 (Clean up).
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Apo6s a extragdo em SPE, as fracOes eluidas na ultima etapa foram
recolhidas e o solvente evaporado com gés N:. Posteriormente, as fragcdes foram
ressuspendidas em 1 mL de 4gua contendo 5% de metanol e reservadas para anélise

de caracterizagdo quimica por UPLC-HRMS.

Tabela 1. Misturas eutéticas utilizadas e solventes de comparacao.

Cédigo Solvente Proporcao molar
S1 CC:AM:Gli: A 1:1:1:9

S2 CC:Glu: A 1:1:6

S3 CC:AM: A 1:1:6

S4 CC: A 1:1:6

S5 CC:Glc 1:2

S6 Metanol -

S7 Etanol 80% -

S8 Agua -

CC: Cloreto de colina; Gli: glicose; AM: acido malico; Glc: glicerina; A: dgua.
4.12. Andlises por UPLC-HRMS

Essas analises foram realizadas no Laboratério de Andlise Organica do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), Duque de
Caxias, RJ, Brasil, em um cromatégrafo liquido (Waters™) acoplado a um
espectrometro de massas do tipo quadrupolo-tempo de voo (SYNAPT XS,
Waters™), com fonte de ionizagdo por electrospray.

Inicialmente, foram realizadas andlises exploratérias para avaliar os
melhores solventes para a fase moével, considerando 4gua, metanol e acetonitrila,
tanto de forma isocratica quanto em gradiente, além da ionizacdo nos modos
positivo e negativo, com e sem aditivos. As melhores condigdes estdo descritas a
seguir.

A anélise cromatogréfica foi realizada em uma coluna Kinetex® C18 de
nuacleo fundido, com 100 mm de comprimento, didmetro interno de 2,1 mm e
tamanho de particula de 1,3 pm. A fase mével consistiu em 0,1% de hidréxido de
amonio em dgua (A) e metanol (B), com um gradiente de eluicao de 5% a 95% de B

em 20 minutos. A temperatura do amostrador automético foi de 30 °C, e a
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temperatura da coluna, de 40 °C. O volume de injecado foi de 10 uL, com um fluxo
de 0,20 mL/min.

Os parametros de aquisicdo para espectrometria de massas foram
definidos da seguinte forma: tensao de pulverizacdo de ions de 4500 V, temperatura
de turbopulverizagao de 450 °C, energia de colisdo para MS de 10 V e energia de
colisdo para MS/MS de 40 V. A faixa de varredura do Q-TOF/MS foi definida como
m/z 50-900 no modo ESI negativo.

Para o preparo das amostras FF-Fb, FF-Fm e FF-Fs, as fra¢oes fenolicas
foram solubilizadas em dgua com 5% de metanol. Para as amostras S1-S5, 100 mL
das solugdes concentradas foram misturados a 900 mL de agua contendo 5% de
metanol. Para as amostras S6-S8, misturaram-se 200 mL da solu¢do concentrada
com 800 mL de d4gua contendo 5% de metanol.

As férmulas moleculares foram determinadas com base nas massas
exatas, considerando erros de até 10 ppm. A determinacdo dos compostos foi
realizada por meio da comparacdo dos dados espectrais de massa exata obtidos por
MS e MS/MS (NIE et al., 2021; PILON et al., 2021) com os registros da National
Library of Medicine (PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e do Human
Metabolome Database (HMDB, https:/ /www.hmdb.ca).

4.13. Andlises por RMN

Para a determinacdo dos perfis quimicos, os frutos frescos foram
macerados e filtrados. Do sumo recolhido, 550 uL foram misturados a 50 pL. de DO
e adicionados a um tubo de 5 mm. Para a anélise dos perfis quimicos dos extratos
hidrometanélicos, cerca de 25 mg da amostra foram pesados e solubilizados em 600
uL de CDsOD.

Das fracoes de SPE liofilizadas, foram pesados aproximadamente 25 mg
da fracdo de carregamento e 2 mg da fracdo de lavagem, as quais foram
solubilizadas em 600 pL de D:O. Para a fracdo de eluicdo, pesaram-se cerca de 5 mg

da amostra, que foram solubilizados em 600 pL de CDsOD.
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Para essas amostras, foi adquirido o espectro de RMN de 'H em um
Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) (Bruker® Avance IIIHD,
11,74 T) no laboratério de RMN da UFAM (NMRLab), operando nas frequéncias de
500,13 MHz para ntcleos de 'H e 125,8 MHz para ntcleos de 3C.

Para a analise detalhada das fracoes fenodlicas obtidas por SPE, cerca de
10 mg foram solubilizados em 600 pL de CDsOD, e adquiriu-se os espectros de RMN
de 'H, além dos mapas de correlagao 'H-'H COSY, 'H-3C HSQC e 'H-3C HMBC,
em um Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) (Bruker® Avance
IIIHD, 11,74 T) no Laboratério de Anédlise Organica do INMETRO (Labor),
operando nas frequéncias de 500,13 MHz para nucleos de 'H e 125,8 MHz para
nucleos de 13C.

Para o processamento dos espectros, utilizou-se o software TopSpin 4.3.0
(Bruker BioSpin Inc.) e o software Chenomix NMR Suite 10.1 (Chenomx Inc.). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm), tendo
como referéncia o sinal do TMS (Tetrametilsilano) em 0,00 ppm, e as constantes de
acoplamento (J), em Hertz.

Para a determinagdo da identidade dos compostos, foram utilizadas,
além das massas exatas e do espectro de RMN de 'H, correlagdes 'H-13C de ligagdes
simples e de longo alcance. Esses dados foram endossados pela comparagao com a
literatura e com o Human Metabolome Database (HMDB, https://www.hmdb.ca)
(SILVA et al., 2024).

4.14. Anadalise estatistica

Os dados quantitativos foram obtidos em replicatas e comparados por
meio de andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey, com um nivel de confianca
de 95%, utilizando o software PLS_toolbox 8.9.2 (Eigenvector Research, USA). Os

resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composigdo centesimal e mineral

As frutas sdo normalmente consumidas por humanos e outros animais
por serem fontes de energia e de diversos nutrientes essenciais para uma dieta
saudavel (KUMORO; ALHANIF, WARDHANI, 2020; RODRIGUEZ-CASADO,
2016). Dentre esses nutrientes, destacam-se os macronutrientes, que sdo gerados
pelo metabolismo primdrio das plantas e desempenham um papel fundamental no
fornecimento de energia, no desenvolvimento e na manutencdo dos tecidos
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2000; SALAM et al., 2023; VENN, 2020).

Diante disso, a caracterizacdo fisico-quimica de novas espécies torna-se
essencial para viabilizar alternativas que possibilitem a obtencdo de nutrientes pela
populacdo. A composicao centesimal das trés espécies analisadas neste estudo esté

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo centesimal (g/100 g) e energética (kcal/100 g) dos figos.

Amostra  Umidade Carboidratos Proteinas Cinzas Lipideos Energia

Ficus 66,30 30,39 1,08 1,56 0,67 131,93
benjamina +1,08¢ + 1,042 +0,04> +0,052 +0,032 +4,4072
Ficus 76,09 21,51 0,94 0,99 0,47 94,00
mathewsii +(0,99p +0,93b +0,04c +£0,026 +0,026 +3,91P
Ficus 78,62 19,09 1,25 0,71 0,32 84,28
subapiculata +0,71a +(0,85¢ +0,022  +0,01c +0,01c +3,26P

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Médias que ndo
compartilham letras na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Dentre os parametros avaliados, a umidade foi o componente majoritario
nas trés espécies, com valores superiores a 65%, apresentando semelhanga com os
frutos de F. carica (PALMEIRA et a 1., 2019; RUSMADI et al., 2020), F. microcarpa
(RJEIBI et al., 2017) e F. auriculata (PUANGPRADAB et al., 2018).

Em seguida, destacam-se os carboidratos, encontrados em maior
quantidade em F. benjamina (30,39%) e em menor quantidade em F. subapiculata

(19,07%). Segundo dados da literatura, os menores teores de carboidratos em figos
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foram de 13,29% em F. auriculata (PUANGPRADAB et al., 2018), enquanto os mais
elevados foram registrados em F. hispida, com 43,86% (RUSMADI et al., 2020). Os
carboidratos sdo essenciais para a alimentacdo humana, pois representam a
principal fonte de energia (CAMPOS et al., 2022).

As proteinas foram encontradas em pequenas quantidades nos trés figos,
aproximadamente 1% em F. benjamina e F. mathewsii, e 1,25% em F. subapiculata.
Esses valores sdo superiores ao encontrado em F. auriculata (0,57%)
(PUANGPRADAB et al., 2018) e proximos aos de F. microcarpa, F. palmata e F.
racemosa (CHEEMA et al., 2017; RUSMADI et al., 2020). Isso indica que os teores de
proteinas dessas espécies estdo em conformidade com os encontrados em outras do
género Ficus. O consumo de proteinas na dieta é essencial, pois essas
macromoléculas auxiliam na construgao e no funcionamento dos tecidos (WELLE,
1999).

Os teores de lipidios extraidos foram de 0,67 % para F. benjamina, 0,47 %
para F. mathewsii e 0,32% para F. subapiculata. Em geral, os frutos frescos do género
Ficus apresentam baixos teores de lipidios, o que também é observado em F.
auriculata (0,52%) (PUANGPRADAB et al., 2018) e F. palmata (0,39%) (CHEEMA et
al., 2017). Esses valores sdo inferiores aos registrados para F. carica (1,24%)
(PALMEIRA et al., 2019) e F. microcarpa (1,31%) (RJEIBI et al., 2017). Embora o
consumo excessivo de lipidios represente um risco a satde, eles sdo fontes de acidos
graxos essenciais e desempenham um papel fundamental como reserva energética
para o organismo, sendo indispensaveis na dieta (MCDONALD; ESKIN, 2007).

Por fim, as cinzas estdo relacionadas ao contetido mineral dos frutos,
sendo F. benjamina a espécie com o maior teor identificado. A Tabela 3 apresenta os
teores de minerais nos figos analisados. Os principais macrominerais encontrados
foram K, Ca e Mg, com maiores concentracdes, em geral, em F. benjamina, exceto
para K, cujo teor foi mais elevado em F. subapiculata. Entre os principais

microminerais identificados, destacam-se Fe, Mn e Zn.
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Tabela 3. Composi¢do mineral dos figos liofilizados.

Amostra K Ca Mg P Fe Mn Zn Cu
gkg' mg.kg1

Ficus 1223 986 14,31 r 2350 42,000 9550 o
benjamina 0,312 +£0,152 +0,25° +0,71> +2,83 +2,12a

Ficus 11,38 68 1205 1450 1150 8200
mathewsii £ 012> +00° £0,04° £0,71¢ +0,716 +2,83b

Ficus 13,17 850 1,90 0,86 6590 43,69 2575 9,40

subapiculata £028° 034> £009° £005 +219 +143 +120° 0,39

tr: tracos. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 2). Médias que ndo
compartilham letras na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05). K:
potéassio. Ca: célcio. Mg: magnésio. P: fésforo. Fe: ferro. Mn: manganés. Zn: zinco. Cu: cobre.

5.2. Capacidade antioxidante e compostos fendlicos totais

Os sumos dos frutos foram avaliados quanto a capacidade antioxidante
por meio de dois métodos distintos, e os resultados estao apresentados na Tabela
4. Os maiores valores de capacidade antioxidante foram observados em F.
subapiculata, assim como o maior teor de compostos fendlicos. Por outro lado, os
frutos de F. benjamina apresentaram a menor atividade antioxidante e,

consequentemente, o menor teor de compostos fenoélicos totais.

Tabela 4. Capacidade antioxidante por ensaios radicalares (DPPH" e ABTS™*) e teor

de compostos fendlicos totais (CFT) dos sumos de figos.

. DPPH’ ABTS+ CFT
Ensaio
(FM ET/g) (FM ET/g) (mg GAE/g)
Ficus benjamina 193,6 + 8,4¢ 705,7 £ 20,3¢ 64,4 + 3,0
Ficus mathewsii 5774 + 10,00 1.174,6 + 32,90 296,0 £ 3,8P
Ficus subapiculata 1.061,9 + 1,62 1.433,0 +17,62 4426 £0,1a

Os valores sdao expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Médias que ndo
compartilham letras na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Nos frutos avaliados, observou-se que quanto maior o teor de compostos
fenolicos, maior também a capacidade antioxidante. Isso ocorre porque estudos

apontam que essa atividade é exercida por compostos dessa classe (FERNANDEZ-
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PANCHON et al., 2008; MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016; VUOLO; LIMA;
MAROSTICA JUNIOR, 2019).

Os compostos fenodlicos sao formados por anéis aromaticos que possuem,
pelo menos, uma hidroxila. Em contato com radicais livres, as ligagdes O-H sao
suscetiveis a homolise, fazendo com que o grupo fenélico perca um H', que é doado
ao radical livre, estabilizando-o. Enquanto isso, a espécie fendlica forma um radical

aromatico estabilizado por ressonancia, conforme representado na Figura 12

(PLATZER et al., 2021; WOLOSIAK et al., 2022).

-Radical
O\/_N\\_/ .
oy 20
©/ —> + H-Radical
Produto estabilizado ~Radlical
por ressonancia inativado

Figura 12. Mecanismo de desativagdo do radical livre pelo grupo fenol.
(Adaptado de FEITOSA, 2017).

Assim, os compostos fendlicos exercem efeito antioxidante por meio da
desativacdo de radicais livres. A importancia do consumo desses compostos na
alimentacdo estd no fato de que uma dieta rica em antioxidantes contribui para a
reducdo de danos oxidativos, os quais estdo envolvidos no desenvolvimento de
diversas doencas cronicas, como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e
doencas neurodegenerativas (COMERT; GOKMEN, 2020; ESPIN; GARCIA-
CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007).

5.3. Citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade sdo essenciais para a determinagdo
preliminar da seguranca de alimentos, incluindo novas espécies alimenticias. Neste
ensaio preliminar, foram utilizadas linhagens BEAS-2B. As amostras foram testadas
em quatro dilui¢des (50%, 20%, 15% e 10%), e os resultados sdo apresentados na
Figura 13. A maior concentracdo testada foi de 50% da concentragdo do fruto In

natura, devido as limitagdes do método. Apds a ressuspensdao das amostras na
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concentragao real, ndo foi possivel filtra-las, o que impossibilitou a avaliacdo da

citotoxicidade do fruto em sua concentragdo natural.
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Figura 13. Viabilidade celular de BEAS-2B frente as amostras. O gréfico de barras
representa as médias (n = 3) e as barras de erro representam o desvio padrao.

Conforme a padronizagdo internacional para testes de citotoxicidade In
vitro (ISO 10993-5, 2009), as amostras sao classificadas como nao citotéxicas quando
apresentam viabilidade celular = 70% em relacdo ao controle. Na maior
concentracdo testada (50% da concentracdo original), apenas os frutos de F.
benjamina apresentaram efeito citotéxico, reduzindo a viabilidade celular cerca de
50%. No entanto, nas demais amostras, nao foi observada reducao significativa na
viabilidade celular em relacdo ao controle, indicando a auséncia de efeito citotéxico.

Em alguns casos, verificou-se um aumento na viabilidade celular,
possivelmente associado a presenga de metabdlitos em concentragdes ideais, que
podem favorecer a metabolizagdo ou a multiplicacdo celular. Ressalta-se, ainda, a
importancia da realizagdo de outros testes em células renais e hepaticas, para uma

melhor compreensdo da seguranca alimentar das espécies estudadas.
5.4. Extracdo

A literatura aponta valores considerdveis de carotenoides e lipideos em
frutos do género Ficus. Por esse motivo, considerou-se necessaria a extracdo com
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hexano para a remogdo desses compostos, antes da realizacdo da extracdo com
solugdo hidrometandlica. A Tabela 5 apresenta os teores extrativos obtidos com

hexano e soluc¢ao hidrometandlica.

Tabela 5. Teor extrativo (%) dos solventes utilizados em relagdo a massa seca.

Amostra Fb Fm Fs Fb Fm Fs
Solvente Hexano (EH) H>O:MeOH (EHM)
Teor 072+ 1,28+ 1,04+ 311+ 12,47 + 15,99 +
extrativo (%) 0,01 0,03 0,04 0,01 0,03 0,09
Massa (mg) 144+ 257+ 21,0+ 62,3 £ 250,3 + 321,6 +
0,2 0,5 0,9 0,1 0,5 1,2

Os valores sdo expressos como médias + desvio padrdo (n = 3). Médias que nao
compartilham letras na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05). Fb: Ficus
benjamina. Fm: Ficus mathewsii. Fs: Ficus subapiculata. EH: Extrato hexanico. EHM: Extrato
hidrometandlico.

A extracdo com hexano foi essencial para a remocdo de quantidades
significativas de compostos que poderiam interferir em andlises posteriores.
Considerando que os compostos de interesse estao no extrato hidroalcodlico, o
maior teor extrativo desse solvente foi observado em Ficus subapiculata (15,99%),
seguido por F. mathewsii (12,47%) e, por fim, por Ficus benjamina, que apresentou
um valor aproximadamente quatro vezes inferior. Essa tendéncia é semelhante a
observada na Tabela 4 para a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos

totais.
5.5. Analise por RMN dos frutos e extratos brutos

Os perfis quimicos por RMN de 'H dos sumos e extratos dos frutos
estudados estdo apresentados nas Figuras 14 e 15, respectivamente, nas quais é
exibida uma visdo completa de 0,00 a 12,00 ppm. Em geral, os trés frutos
apresentaram perfis bastante semelhantes quanto a composi¢do, com os principais
constituintes sendo os agtcares, na regiao de 3,00 a 5,50 ppm, e sinais de menor
intensidade na regiao alifatica, entre 0,00 e 3,00 ppm. Na maioria das regides, o perfil

quimico é similar para os sumos e extratos; por isso, nas ampliagdes, sera

apresentado apenas o espectro de um deles.
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Figura 14. Perfis quimicos dos sumos dos frutos por RMN de 'H na faixa de 0,00 a 12,00 ppm (D20, 500 MHz).
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Figura 15. Perfis quimicos dos extratos hidrometandlicos por RMN de H na faixa de 0,00 a 12,00 ppm (CDsOD, 500 MHz).
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A Figura 16 apresenta a ampliacdo do espectro do perfil quimico dos
sumos de figos na regido correspondente aos dcidos organicos. Em F. subapiculata,
observa-se um multipleto em 2,05 ppm, atribuido ao &cido quinico (hidrogénios nas
posigdes 2 e 6) (BAI et al., 2022), além de outros sinais caracteristicos de acidos
organicos. Esse mesmo perfil também é observado nos extratos hidrometanolicos,

indicando consisténcia na composicdo entre as diferentes matrizes analisadas.

Ficus benjamina

WJWJMLLLJL,MM

Ficus mathewsii

WL R LY S N N

Ficus subapiculata J MW
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Figura 16. Ampliagdo da regido de 0,50 a 3,00 ppm dos espectros de
RMN de 'H dos sumos de figos (D20, 500 MHz).

A Figura 17 apresenta a ampliagdo do espectro do perfil quimico na
regido correspondente aos actcares. Os dupletos em 5,22 ppm (] = 3,7 Hz) (1) e 4,64
ppm (] = 7,8 Hz) (2) sdo atribuidos aos hidrogénios na posicao 1 das formas ae 3 da
glicose, respectivamente. A glicose também sao atribuidos os seguintes sinais: 5,22
ppm (d, ] = 3,7 Hz, H-1 (a)), 4,64 ppm (d, ] = 7,8 Hz, H-1 (B)), 3,24 ppm (dd, ] = 8,2
e 9,5 Hz, H-2 (B)), 3,40 ppm (dd, ] = 8,9 € 9,5 Hz), 3,41 ppm (dd, ] =9,2 e 9,7 Hz),
3,46 ppm (m), 3,49 ppm (t ndo simétrico, | = 9,0 Hz), 3,53 ppm (dd, ] =3,9 e 9,5 Hz,
H-2 (a)), 3,84 ppm (dd, ] = 2,2 e 11,5 Hz, H-6 (a)), 3,90 ppm (dd, ] = 2,3 e 12,0 Hz, H-
6 (B)) (BROWN et al., 2018, NAVARRO et al., 2020).
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Os sinais em 4,10 ppm (d, ] = 3,7 Hz, H-4) (3) e em 4,03 ppm (m, H-5) sdo
atribuidos a frutose (MAR et al., 2021; NAVARRO et al., 2020). Além disso, observa-
se que esses sinais apresentam menor intensidade em F. benjamina, indicando que
esses acucares estdo presentes em menor concentracao nessa matriz. Tais aglcares
sdo comuns em frutos e tém sido relatados em diversas espécies do género Ficus,
como F. carica (PALMEIRA et al., 2019; SEDAGHAT; RAHEMI, 2018a), F.
benguetensis (LIN; CHOU; BAIN, 2018) e F. auriculata (YUNUS et al., 2021a, 2021b).

3
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Figura 17. Ampliacdo da regido de 3,00 a 5,50 ppm dos espectros de
RMN de 'H dos sumos de figos (D20, 500 MHz).

Também é possivel observar a presenca de sinais de baixa intensidade na

regido aromatica dos trés frutos, ampliada na Figura 18. Nessa regido localizam-se
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os compostos fenodlicos, moléculas de interesse neste estudo devido aos beneficios
ja descritos na literatura e por serem importantes constituintes dos frutos do género
Ficus.

Nos extratos EHM-Fs, dois dupletos com deslocamentos quimicos em
6,82 e 7,26 ppm, com constante de acoplamento | = 8,5 Hz — caracteristica de
acoplamento orto — sdo atribuidos ao acido 4-hidroxibenzéico, um composto
comumente encontrado em figos (DEBIB et al., 2016). Os espectros de EHM-Fb e
EHM-Fm também apresentam conjuntos de dupletos na regido aromatica, com
constantes de acoplamento entre 6,85 e 8,50 Hz Figura 18; no entanto, a identificagao
estrutural com base apenas nesses dados é insuficiente.

Além desses sinais, espera-se, conforme a literatura, que essas amostras
contenham uma variedade de compostos fendlicos. Contudo, a alta concentracdo de
agtcares dificulta a deteccdo desses metabdlitos. Por esse motivo, foi empregada
uma etapa de clean-up, com o objetivo de eliminar interferentes e obter fra¢des

enriquecidas em compostos fendlicos.
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Figura 18. Ampliacdo da regido de 6,00 a 9,00 ppm dos espectros de RMN de 'H
dos extratos de figos (500 MHz, CDsOD).

5.6. Clean-up

Apoés a extracdo com metanol e dgua, além dos compostos de interesse,

também foram extraidos interferentes — principalmente actcares, como
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demonstrado no item anterior — que sdo majoritdrios na matriz e reduzem
significativamente o sinal analitico dos compostos-alvo. Diante disso, tornou-se
necessario realizar uma etapa de purificacdo da amostra, com o objetivo de obter
uma fragdo enriquecida nos compostos de interesse, ou seja, 0s compostos fenoélicos.
Para esse fim, optou-se pela utilizacdo da Extracdo em Fase Sé6lida (SPE).

A Figura 17 apresenta o teor de material extraido em cada uma das
etapas do SPE. Na primeira etapa, correspondente ao carregamento da amostra,
observou-se a remocao de mais de 80% da massa inicial. A Figura 19 mostra os
espectros de RMN de TH do extrato bruto e das trés fragdes obtidas ap6s o SPE. Na
fracdo de carregamento, sao evidentes diversos sinais na regido entre 0,50 e 5,50
ppm, atribuidos a agtcares e acidos organicos que nao foram retidos durante o

processo de purificagao.

84,63 8270 84,95

8,43
6,79 '
' 5,51
2'29 3'12 4,36
L] e
Carregamento Lavagem Eluicdo
Ficus benjamina W Ficus mathewsii B Ficus subapiculata

Figura 19. Teores extrativos (%) das trés etapas de SPE.
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Com o objetivo de remover interferentes residuais apds o carregamento,
foi realizada a etapa de lavagem do cartucho de SPE. Nessa fase, foram extraidas
massas considerdveis, correspondentes a aproximadamente 5 a 10% da massa inicial
da amostra. No espectro de RMN de 'H (Figura 20), os sinais observados nessa
fracdo sdao semelhantes aos registrados na etapa de carregamento, porém com
intensidades menores.

Na etapa final, correspondente a eluicdo, foi obtida a fragdo de interesse,
que se esperava ser enriquecida em compostos aromaticos. A Figura 20 mostra que
essas amostras se distinguem das anteriores pela auséncia de diversos sinais
atribuidos a agticares. Esses mesmos espectros, apresentados de forma ampliada na
Figura 21, revelam a presenca de varios sinais na regido aromatica, bem como em
outras regides do espectro, incluindo a regido dos acticares. Essa observacado sugere
a presenca de espécies aromaticas glicosiladas, que representam a principal forma
de ocorréncia dos flavonoides na natureza.

Esses resultados indicam que o método de clean-up adotado foi eficaz na
remocdo de interferentes, viabilizando a continuidade das etapas subsequentes da

analise.

5.7. Andlises das fracoes fendlicas por UPLC-HRMS

A analise por UPLC-HRMS revelou uma grande diversidade de
compostos. A identificacdo foi realizada por meio da comparagdo com bancos de
dados e com informagdes disponiveis na literatura, considerando a razao
massa/carga e os perfis de fragmentacdo dos ions. As Tabelas 6 e 7 apresentam os
acidos fenolicos e flavonoides identificados em F. benjamina, F. mathewsii e F.
subapiculata, respectivamente.

Os resultados demonstraram que as amostras possuem elevada
complexidade quimica. Ainda assim, foi possivel anotar, ao todo, 36 compostos
fenodlicos: 20 em FF-Fb, 22 em FF-Fm e 26 em FF-Fs. Esses compostos pertencem
majoritariamente as classes dos 4cidos fendlicos e dos flavonoides. Entre os acidos

identificados nas trés amostras, destacam-se osacidos cafeico e clorogénico
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Figura 20. Espectros de RMN de 'H (0,00 a 8,00 ppm) das etapas do SPE (500 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN de 1H de 0,50 a 9,00 ppm das frag¢des fendlicas (CDsOD, 500 MHz).
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amplamente relatados na literatura em frutos do género Ficus (Quadro 1, compostos
33 e 36). No grupo dos flavonoides, foram encontrados compostos comuns as trés
espécies analisadas, tais como luteolina, isoorientina, kaempferol-3-O-rutinosideo,
rutina e a antocianina cianidina-3,5-O-diglicosideo, entre outros.

Os flavonoides constituem uma importante classe de compostos
bioativos amplamente distribuidos em alimentos de origem vegetal. Eles tém
atraido crescente interesse cientifico devido as evidéncias de seus beneficios a satide
(GALATRO et al., 2024). Entre suas principais atividades biolégicas, destacam-se os
efeitos na reducdo do estresse oxidativo, contribuindo para atividades anti-
inflamatdrias e neuroprotetoras, com potencial aplicacdo no tratamento de
disttrbios do sistema nervoso central (NICOLUCCI et al., 2023). Além disso, a
ingestdo de flavonoides tem sido associada a modula¢do da microbiota intestinal
(LI et al., 2023) e a reducao do risco de depressao (GUI et al., 2023).

Diante dos beneficios dos flavonoides a satide, fontes dietéticas naturais
desses compostos tornam-se estratégias relevantes para a promogdo da sadde.
Nesse contexto, os figos despontam como aliados importantes na composicao de

dietas funcionais e saudéaveis.

5.8. Analises das fracoes fendlicas por RMN

A partir dos espectros obtidos por RMN de 'H e dos mapas de correlagao,
observa-se que as amostras apresentam certa similaridade nos sinais registrados,
além de uma grande riqueza de sinais na regido aromaética. Considerando essas
caracteristicas, os dados de RMN também foram utilizados na identificacdo dos

compostos, em conjunto com os dados obtidos por HRMS.

5.8.1. Composto fendlico 1 - CF1

Na amostra FF-Fs, foram observados dois dupletos em 7,57 e 6,28 ppm,
com constante de acoplamento de 15,90 Hz, os quais apresentaram correlacdo no

experimento COSY, tipicos de hidrogénios olefinicos em configuracdo trans (3]).
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Tabela 6. Composicdo de 4cidos fendlicos e cumarinas anotados em figos por HRMS.

Mg Massa Massa =~ Formula ETOde FF- FF- FF-

N. experimental monoisotépica massa Composto

(my/z) molecular Fb Fm Fs

exata exata (ppm)
Acidos fendlicos
1 179,0346 180,0424 180,0422 CoHgO4 1,1 Acido cafeico X X X
2 179,0346 180,0424 180,0422 CyoHsOs 1,1 Isdbmero do acido cafeico X - X
3 337,0894 338,0972 338,1001 CxH1403 8,6 Acido 5-O-(4-coumaroil)quinico - X X
4 337,0894 338,0972 338,1001 C16H150sg 8,6 Isdbmero do acido 5-O-(4-coumaroil)quinico - - X
5 341,0848 342,0926 342,0950 Ci15H1509 7,0 O-hexosideo do acido cafeico - - X
6 341,0848 342,0926 342,0950 Ci15H1509 7,0 Isdbmero do O-hexosideo do 4cido cafeico - - X
7 351,0726 352,0804 352,0794 Ci16H1609 2,8 Quinona de acido clorogénico - - X
8 353,0904 354,0982 354,0950 Ci16H1809 9,0 Acido clorogénico X X X
9 353,0904 354,0982 354,0950 C16H1809 9,0 Isdmero do acido clorogénico ou isdmero - X X
10 385,1172 386,1250 386,1212 C17H2010 9,8 Hexosideo de 4cido sinapico - X X
11 385,1172 386,1250 386,1212 C17H2:019 9,8 Isdmero do hexosideo de &cido sindpico - - X
14 417,0994 418,1072 418,1111 C17H2:012 9,3 Di-pentosideo de &cido dihidroxibenzoéico X X X
15 417,0994 418,1072 418,1111 C17H2,012 9,3 Isdmero do di-pentosideo de acido dihidroxibenzéico X X X
13 513,1243 514,1321 514,1322 CxnH26014 0,2 Acido p-cumaroilquinico-4'-O-glicuronideo - - X
Cumarinas

16 161,0223 162,0301 162,0316 CoHsOs 9,3 7-hidroxicumarina X X X
17 161,0223 162,0301 162,0316 CoHsOs 9,3 Isdmero da 7-hidroxicumarina X X X
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Tabela 7. Composicdo de flavonoides anotados em figos por HRMS.

M- Massa Massa = pormula BT de FF- FF- FF-
N. experimental monoisotdpica massa Composto

(m/z) molecular Fb Fm Fs

exata exata (ppm)
18 285,0422  286,0500 286,0477 Ci5H1006 8,0 Luteolina X X X
19 285,0422  286,0500 286,0477 C15H1006 8,0 Isdbmero da luteolina X -
20 301,0355  302,0433 302,0426 Ci15H1007 2,3 Quercetina X X -
21 431,0959  432,0987 432,1056 Ca1H20010 44 Isomero da vitexina - - X
22 431,1012  432,1090 432,1056 C21H20010 7,9 Vitexina - X
23 447,0891  448,0969 448,1005 C21H20011 8,0 Isoorientina X X X
24 447,0891  448,0969 448,1005 C1H20011 8,0 Orientina - X X
25 449,1049 450,1127 450,1162 C1H»Omn 7.8 Eriodictiol-7-O-p-D-glicosideo - X -
26 463,0860 464,0838 464,0954 Co1H20012 3,4 Isoquercetina - - X
27 579,1368 580,1446 580,1428 CaH28015 3,1 Luteolina-6-C-hexosideo-8-C-pentosideo - X -
28 593,1556 594,1634 594,1584 Cy7H30015 8,4 Kaempferol-3-O-rutinosideo X X X
29 593,1556 594,1634 594,1584 Cy7H30015 8,4 Isdmero do kaempferol-3-O-rutinosideo X - -
30 594,1591 595,1669 595,1662 Co7H31015* 1,2 Cianidina-3-O-rutinosideo X - -
31 609,1507  610,1585 610,1533 C27H30016 8,5 Rutina X X X
32 609,1507 610,1585 610,1533 Co7H30016 8,5 Isdmero da rutina X X X
33 610,1548  611,1626 611,1612 Co7H31016* 2,3 Cianidina-3,5-O-diglicosideo X X X
34 610,1548 611,1626 611,1612 Co7H31016* 2,3 Isdmero da cianidina-3,5-O-diglicosideo X X X
35 6231669 6241747 624,1690 CosHnOre 91 Metox1—tetrahlc¥rox1(1so/)ﬂavona— X X i
O-ramnosil-hexosideo

36 6231669 6241747 624,1690 CosHnOre 91 Isdmero do metoxi-tetrahidroxi(iso)flavona- X i i

O-ramnosil-hexosideo
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Hidrogénios com essas caracteristicas sdo comuns em acidos fenélicos, importantes
constituintes quimicos dos figos (Quadro 1, compostos 31 a 36). Observou-se
também correlagao entre os hidrogénios em 6,97 ppm (d) e 6,81 ppm (d), com | =
8,89 Hz, tipicos de acoplamentos orto (3]) (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2010). Além desses, observou-se um sinal do tipo simpleto, de
intensidade semelhante a dos dupletos, em 7,07 ppm.

Por meio do experimento HSQC, foi possivel determinar os
deslocamentos quimicos dos carbonos aos quais esses hidrogénios estao ligados. Os
hidrogénios com &n 7,57, 7,07, 6,97, 681 e 6,28 ppm estdo acoplados,
respectivamente, aos carbonos com &c 145,6; 119,6; 122,1; 115,7 e 113,9 ppm. Com
base nessas informagdes, o mapa de correlacado HMBC permitiu estabelecer uma
rede de interagdes, evidenciando que os hidrogénios mencionados pertencem a uma
mesma estrutura: um anel aromatico trissubstituido ligado a um grupo olefinico,
conforme representado na Figura 20.

Além disso, por meio do experimento de HMBC, foi observada
correlagdo entre o hidrogénio na posigdo 8 e um carbono com 6¢ 168,5 ppm, valor
compativel com deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos carbonilicos
presentes em ésteres ou acidos carboxilicos (PAVIA et al., 2010). Os hidrogénios nas
posigdes 2" e 5 mostraram correlagdo com carbonos em 144,5 ppm (C-3’) e 148,5
ppm (C-4"), respectivamente, valores tipicos de carbonos aromaticos substituidos

por grupos hidroxila.
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Figura 22. Correlacdes homonucleares e heteronucleares em CF1.

Outros hidrogénios que também merecem destaque sdo os multipletos

em On 2,04, 1,99, 5,23, 3,52, 4,06, 2,05 e 1,96 ppm, os quais, no experimento de HSQC,
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correlacionam-se com os carbonos em 6c 41,9, 41,9, 72,1, 71,9, 69,4, 41,7 e 41,7 ppm.
No mapa de correlagio HMBC, observou-se uma rede de correlacdes que evidencia
que esses hidrogénios pertencem a uma mesma estrutura, semelhante a do acido
quinico. Nessa parte da estrutura, os hidrogénios das posicdes 5 e 6 apresentam
acoplamento de longa distancia com um carbono com deslocamento quimico de
168,5 ppm, atribuido ao carbono carbonilico da posicdo 9. Essa correlacao é
fundamental para conectar a estrutura proposta na Figura 20 ao acido quinico.

Considerando a razdo massa/carga (m/z) de 353,0904 — observada
anteriormente na Tabela 6 — e os dados disponiveis na literatura (PINTO, 2015;
ZAMPIERI, 2019), é coerente atribuir os sinais discutidos ao acido clorogénico, de
férmula molecular CisHisOs. Esse composto ja foi relatado em frutos de diferentes
espécies de figo, como F. auriculata (YUNUS et al., 2021b), F. carica (BELGUITH-
HADRICHE et al., 2016), F. hispida (ZHANG et al., 2018), F. palmata (TEWARI et al.,
2020) e F. racemosa (SHARMA et al., 2020).

Os dados de RMN previamente descritos para a amostra FF-Fs estao
apresentados na Tabela 7. Sinais com caracteristicas semelhantes em termos de
multiplicidade, deslocamento quimico e constantes de acoplamento também foram

observados nas amostras FF-Fb e FF-Fm (Tabela 8).

Figura 23. Estrutura do acido clorogénico.
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Tabela 8. Dados de RMN (500 MHz para 'H e 125 MHz para 13C, CD;0D) para CF1 (Acido clorogénico).

On (multiplicidade, ] em Hz) HSQC (6¢) Oc
.~ . Literatura
Posicao FF-Fb FF-Fm FF-Fs Literatura FF-Fb FF-Fm FF-Fs (PINTO,  MBC
(PINTO, 2015)
2015)
1 - - - - 788 765 767 765 -
2,06 (m) 2,01 (m) 2,04 (m) 2,20 (dd)
2 /97 (o) 1192 (o) 1199 (o) 713 () 417 422 41,9 364  C3,C-6C7
3 5.23 (m) 5.29 (m) 5.23 (m) 5,34 (ddd) 726 723 721 736 -
351 (dd, 851;  3.50(dd, 845  3.52(dd, 8,50; .
4 300) 310) .99) 3,63(dd, 9,0;30) 71,6 721 7.6 743 C-2,C-6
5 4.04 (m) 4.05 (m) 4.06 (m) 4,14 (ddd) 702 690 694 674  C-1,C3,C9
2,06 (m) 2,10 (m) 2,05 (m) 2,13 (m) |
6 1.97 (m) 1.99 (m) 1.96 (m) 1,95 (dd) 20 421 4Ly 414 2,4, 9
7 ] ] ; ] ] ; - 181,8 -
T ] ] - - 1293* 1299¢ 1293*  127,8 -
Y 7,04 (s) 7,11 (s) 7,07 (s) 7,04 (d, 1,9) 1187 1188 1196 1158 C-1, C-3'
3 ] - - - 1454* 1465° 1445*  144,9 -
¥ - ; - - 150,7¢ 149,5* 148,5*  147,7 -
5 683(d,89)  683(d, 864  681(d,889) 6,76 (d, 8,0) 1161 1163 1157 1169  C-3', C-4', C-6
6 700(d,898)  701(d,867)  697(d,889) 693(dd, 80;20) 1227 1232 1221 1233 C-1,C-5,C-7
7 759 (d,1545)  7,55(d, 1560)  757(d,1590) 7,58 (d,160) 1453 1442 1456 1467 C-6,CS8,C-9
8 6,23 (d,1545)  6,26(d,1560)  628(d,1590)  630(d, 160) 1135 1140 1139 1156 C-7,C9'
o . . - - 1685* 170,8* 1685*  169,8 -

*Deslocamento quimico de carbono atribuido a partir do mapa de correlacgaio HMBC e comparagdo com a literatura.
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5.8.2. Composto fendlico 2 - CF2

Na amostra FF-Fs, foram observados dois dupletos em 6,17 e 6,28 ppm,
com constante de acoplamento de 2,11 Hz. Esse valor é caracteristico de
acoplamentos meta (*]) em anéis aromadticos (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2010). De acordo com o mapa de correlagio HSQC, esses
hidrogénios estdo ligados, respectivamente, aos carbonos com deslocamentos de
100,6 e 99,5 ppm. As correlacdes observadas nos experimentos 'H-'H COSY e 'H-
13C HMBC envolvendo esses hidrogénios estdo ilustradas na Figura 18 (Anel A).

Adicionalmente, foram identificados dois pares de dupletos em 7,98 e
6,80 ppm, com constante de acoplamento de 8,7 Hz, valor comumente atribuido a
acoplamentos orto (3J)) em anéis aromaticos (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2010). Esses hidrogénios estdo acoplados a carbonos com
deslocamentos de 129,3 e 114,8 ppm, respectivamente (HSQC). As correlagdes
COSY e HMBC correspondentes a esses sinais estdo apresentadas na Figura 22

(Anel B).
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Figura 24. Correlacdes homonucleares e heteronucleares em CF2.

67



Os carbonos denominados como C-2 e C-9 apresentam deslocamentos
quimicos elevados em comparagdo aos demais carbonos de anéis aromaticos, com
valores de 6c 159,2 e 154,2 ppm, respectivamente. Essa desblindagem pode ser
atribuida a ligacdo direta desses carbonos a 4tomos de oxigénio. Assim, é coerente
sugerir uma estrutura do tipo flavonoide, na qual os carbonos C-2 e C-9 estdao
ligados ao oxigénio na posicdo 1.

Com base nos sinais observados e na presenca de um composto com
razdo massa/carga (m/z) de 593,1556, detectado na secdo anterior, é plausivel
atribuir esses dados a um esqueleto estrutural semelhante ao kaempferol glicosilado
com um rutinosideo, cuja férmula molecular é C27H30O15. A presenca de flavonoides
glicosilados é comum em figos e ja foi relatada em espécies como F. auriculata
(YUNUS et al., 2021a, 2021b), F. carica (SOLTANA et al., 2018), F. microcarpa (RJEIBI
et al., 2017) e F. sycomorus (EL-BELTAGI et al., 2018).

No que diz respeito ao kaempferol especificamente, derivados deste
flavonoide foram identificados em frutos de F. palmata (TEWARI et al., 2020), F.
carica (SOLTANA et al., 2018) e F. palmata (TEWARI et al., 2020). Até o momento, os
tnicos relatos do kaempferol-3-O-rutinosideo no género Ficus referem-se a frutos
de F. carica, nos quais o rutinosideo foi determinado na posicao 3 (DEBIB et al., 2016;
WOJDYLO et al., 2016).

Os dados de RMN supracitados para a amostra FF-Fs estdo apresentados
na Tabela 9. Sinais semelhantes em multiplicidade, deslocamento quimico e

constante de acoplamento também foram observados nas amostras FF-Fb e FF-Fm.

Figura 25. Estrutura do kaempferol.
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Tabela 9. Dados de RMN (500 MHz para 'H e 125 MHz para 13C, CD3OD) para CF2 (Kaempferol ou derivado).

On (multiplicidade, ] = Hz) HSQC (6¢) Oc HMBC
Posicio Literatura Literatura
FF-Fb FF-Fm FF-Fs (FERREIRA, FF-Fb FF-Fm FF-Fs (FERREIRA, Oc
2014) 2014)

2 - - - - 159,9*  159,1* 159,2* 157,9
3 - - - - - - - 133,8
4 - - - - - - - 177,9
5 - - - - 158,2* 159,5*  158,3* 161,7
6 6,24 (d,2,09) 6,20 (d, 2,00) 6,17 (d,2,11) 6,09 (d, 2,0) 98,3 98,5 99,9 98,5 C-5, C-10, C-9
7 - - - - 164,7¢ 164,8* 166,9* 164,6
8 6,44 (d, 2,08) 6,39 (d,2,00) 6,28 (d,2,11) 6,20 (d, 2,0) 93,4 93,5 93,5 93,4 C-7,C9
9 - - - - 156,5*  156,2*  154,2* 156,9
10 - - - - 104,9*  103,7* 99,6* 104,1
1 - - - - 119,3* 121,6* 121,8* 121,2
2’ 8,09 (d, 8,59) 7,99(d,8,80) 8,01(d, 881) 798(d,S8,7) 129,3 130,4 131,8 130,8 C-2, C-3'
3 6,90 (d, 8,60) 6,85 (d, 8,82) 6,85(d, 8,80) 6,80 (d,8,9) 114,8 118,7 117,2 115,3 C-1', C-2', C-4'
4’ - - - - 161,7¢ 162,4* 162,4* 160,0 -
5’ 6,90 (d, 8,60) 6,85 (d, 8,82) 6,85(d, 8,80) 6,80(d,8,9) 114,8 116,7 117,2 115,3 C-1', C-6', C-2'
6’ 8,09 (d,8,59) 7,99 (d,8,_80) 8,01(d, 881) 798(d,8,7) 130,3 130,4 131,8 130,8 C-2,C-5

*Deslocamento quimico de carbono atribuido a partir do mapa de correlacado HMBC e comparacdo com a literatura.
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5.9. Extracido com solventes eutéticos

Apos as extragdes com os solventes eutéticos, surge um grande desafio
na separacdo dos analitos extraidos do préprio solvente, uma vez que,
diferentemente dos solventes convencionais, os eutéticos ndo sdo volateis nem
passiveis de sublimacdo. Além disso, a literatura ainda nao relata métodos para a
separacdo dos constituintes de interesse nesses solventes. Diante disso, a mesma
metodologia de SPE empregada na etapa de clean-up dos extratos hidrometanoélicos

(Figura 11) foi utilizada. Na Figura 26, sdo apresentadas as fracdes obtidas na etapa

de eluicao da SPE.

Figura 26. Extratos obtidos por solventes eutéticos pds clean up.

Na Figura 27, sdo apresentados os teores extrativos pés-eluicao em SPE
de cada um dos solventes eutéticos utilizados, bem como dos solventes metanol
(S6), etanol 80% (57) e agua (S8), empregados para fins de comparacdo. O maior teor
extrativo foi observado para S1, composto por cloreto de colina, 4cido malico,
glicose e agua, nas propor¢des molares de 1:1:1:9. A presenca de uma grande
quantidade de d4gua nao apenas nesse solvente, mas também em S2, S3 e S4, deve-
se ao fato de as misturas eutéticas serem muito densas, o que dificulta sua
manipulacdo. Dessa forma, a adi¢do de agua foi uma alternativa para reduzir a

viscosidade sem comprometer a proposta original dos solventes verdes.
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Figura 27. Teores extrativos dos solventes eutéticos em Ficus

subapiculata.

Apos a extracao em fase solida (SPE), o teor extrativo obtido com &lcoois
(S6 e S7) e 4gua (S8) ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre
eles. No entanto, os rendimentos desses trés solventes foram inferiores aos dos cinco
sistemas eutéticos utilizados, sugerindo que os solventes eutéticos sao alternativas

verdes promissoras para a extracao de compostos aromaéticos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho contribuiu para a determinacdo das composi¢des
centesimais e minerais, da capacidade antioxidante, do teor de compostos fenélicos,
da citotoxicidade e da composicao fitoquimica de trés espécies de figos amazonicos,
além de trazer novos olhares sobre a extracdo verde de seus metabdlitos.

De modo geral, as trés espécies de figo analisadas apresentaram perfis
quimicos similares, compostos por acidos organicos, aglicares e compostos
fenolicos. Da mesma forma, suas propriedades fisico-quimicas foram semelhantes
as de outras espécies do género Ficus, constituindo alternativas para a ingestdo de
macro e micronutrientes. Além disso, esses frutos sao fontes de compostos fenoélicos,
que, entre outras fungdes, possuem potencial antioxidante.

Quanto a citotoxicidade, os frutos de F. mathewsii e F. subapiculata ndo
apresentaram efeito citotéxico. No entanto, recomenda-se a realizacdao de estudos
adicionais em células renais e hepaticas para uma melhor compreensao da
seguranga alimentar dessas espécies.

A metodologia de clean-up empregada foi de grande relevancia para a
remocao de interferentes. As andlises por HRMS permitiram a anotagdo de uma
ampla variedade de polifendis em ambas as amostras, especialmente flavonoides.

A amostra mais promissora em termos de atividade antioxidante e teor
de compostos fendlicos, F. subapiculata, também foi extraida utilizando solventes
eutéticos. As cinco misturas eutéticas empregadas apresentaram teor extrativo pos-
SPE superior ao das extracdes com metanol, etanol 80% e agua sob as mesmas
condicdes, sugerindo sua viabilidade como alternativas aos solventes
convencionais. Além do apelo ambiental, esses solventes demonstraram maior
eficiéncia na extragdo dos compostos de interesse.

Como perspectivas futuras, pretende-se identificar, quantificar e
comparar os compostos extraidos pelo método verde com aqueles obtidos por
solventes convencionais, com a expectativa de que os solventes eutéticos

apresentem os maiores teores de compostos bioativos.
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APENDICES

Apéndice 1. Mapa de correlacao 'H-TH COSY de FF-Fb (500 MHz, CDs;0OD).
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Apéndice 2. Mapa de correlacao TH-13C HSQC de FF-Fb (500 MHz, CD3OD).
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Apéndice 3. Mapa de correlagao 'H-13C HMBC de FF-Fb (500 MHz, CD3;OD).
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Apéndice 4. Mapa de correlacao 'H-'H COSY de FF-Fm (500 MHz, CDsOD).
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Apéndice 5. Mapa de correlacao 'H-13C HSQC de FF-Fm (500 MHz, CDs0OD).
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Apéndice 6. Mapa de correlacao 'H-13C HMBC de FF-Fm (500 MHz, CDs;OD).
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Apéndice 7. Mapa de correlacao 'H-TH COSY de FF-Fs (500 MHz, CD3OD).
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Apéndice 8. Mapa de correlacao 'H-13C HSQC de FF-Fs (500 MHz, CD3;OD).

ppm

—100

—120

—140

160

—180

— 200

95 90 85 80 75 70 65 60 55

50 45 40 35

30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm

94



Apéndice 9. Mapa de correlacao 'H-13C HMBC de FF-Fs (500 MHz, CDs;OD).
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