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RESUMO

A espécie Mauritia flexuosa L. f. € uma palmeira conhecida popularmente como
buriti. Na regido os frutos dessa espécie sdo comumente consumidos na regiao in
natura e na forma de licores, sorvetes e sucos. Além disso, o 6leo extraido desses
frutos € comercializado na fabricacdo de cosméticos e outras partes da palmeira séo
utilizadas na cobertura de moradias ribeirinhas e artesanato. Com base na utilizagao
popular da espécie e em estudos previamente descritos na literatura, foi realizado o
estudo dos constituintes presentes nos frutos da espécie, que foi iniciado com a
caracterizagcdo da cadeia graxa dos Oleos extraidos das partes dos frutos. A
constituicdo dos 6leos de cascas e polpa de frutos de buriti teve como componente
principal o acido oleico, 77,6% e 79,2%, respectivamente. No Oleo das sementes, o
acido graxo principal foi o acido linoleico (47,2%) estando de acordo com a
composicao ja descrita na literatura e sendo assim considerados 0leos que trazem
beneficios a saude devido. Foi determinada a atividade antioxidante das fracfes
obtidas dos extratos metandlicos dos frutos utilizando os ensaios FRAP e DPPH. Em
ambos 0s ensaios, observou-se que a fragdo com maior atividade antioxidante foi a
fracdo acetato de etila das cascas dos frutos que apresentou correlacdo com o teor
de fendlicos totais determinado pelo método Folin-Ciocalteu. A caracterizacdo quimica
das fracdes dos extratos metandlicos foi realizada por um método do tipo “targeted
analysis” baseado em CL-UV-EM, desenvolvido neste trabalho e que empregou uma
coluna de fase reversa (PFP) com ionizacdo por electrospray e analisador de alta
resolugao do tipo “Time-of-flight”. Com base nesse método, foi construida uma
biblioteca com dados de tempo de retencéo, espectros de ultra-violeta e ions em modo
positivo e negativo, de vinte e oito padrdes comerciais de substancias fendlicas. Em
seguida, as fracOes cloroférmicas, acetato de etila e hidroalcodlica de cascas, polpa e
sementes de frutos de Mauritia flexuosa L.f. foram analisadas por esse método e foi
possivel identificar nove substancias fendlicas: acido 3,4-dihidroxibenzdico, acido
galico, acido siringico, apigenina, apigenina-7-glicosideo, baicaleina, isorramnetina,
luteolina e quercitrina, até entdo ndo descritos na literatura como constituintes dos
frutos de buriti.

Palavras-chave: buriti, acidos graxos, antioxidante, desreplicacdo, CL-EM.
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ABSTRACT

The Mauritia flexuosa L. f (Arecaceae) is a regional palm and popularly known as buriti.
The fruits of this species are commonly consumed fresh or as liqueurs, ice cream and
juices. The oil extracted from its fruits is used to produce cosmetics and other parts of
the palm are used to cover houses and riverine craft. Based on popular use of the
species and studies previously described in the literature, the study of metabolites of
the fruits of the species was conducted. First the characterization of fatty acids of oils
extracted from different parts of the fruits was determined. The peel and fruit pulp oils
of buriti had as the main component oleic acid, 77.6% and 79.2 %, respectively. The
main fatty acid present in the oil seeds was linoleic acid (47 2% ) that it is in agreement
with data published in the literature. The antioxidant activity of fractions of methanol
extracts of fruits was determined by FRAP and DPPH assays. In both trials, it was
observed that the fraction with the highest antioxidant activity was the ethyl acetate
fraction from fruit peels that showed correlation with the content of total phenolics
determined by the Folin-Ciocalteu assay. The chemical characterization of methanolic
extracts was performed by a targeted analysis, which was developed in this work,
based on LC-UV-MS that employed RP-HPLC with a PFP column, ionization by
electrospray, and a time-of-flight (TOF) detector. Based on this method, a dereplication
library was built with retention time, UV spectra and MS fragmentation data acquired
both in positive and negative mode of twenty eight samples of phenolics standards
commonly found in plant material. All fractions from different parts of fruits of Mauritia
flexuosa Lf were analysed by this method and eleven phenolic constituents were
identified: (-)-gallocatechin gallate, (£) Narigenina, 3,4-dihydroxybenzoic acid, gallic
acid, syringic acid, baicalein, isorramnetina, luteolin, quercitrin and naringin, which
have not been previously in the literature from buriti.

Key words: buriti, fatty acids, antioxidant, dereplication, LC-MS
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1. INTRODUCAO

O consumo de vegetais e frutas desempenha papel importante na manutencao
dos organismos vivos. A cada dia busca-se a descoberta e desenvolvimento de
alimentos funcionais, os quais sdo fontes ndo s6 de nutrientes, mas também séo
capazes de prevenir e tratar doencas. Alimentos funcionais sdo definidos como
alimentos que sédo utilizados para prevenir e tratar certas desordens e doencas por
seu valor nutritivo. Por séculos a humanidade vem explorando as propriedades de
alguns alimentos para tratar, mitigar ou prevenir doencas. No entanto, a grande
quantidade de evidéncias cientificas disponiveis sobre a relacdo entre a ingestao de
alimentos e da incidéncia da doenca levou a um interesse crescente em alimentos que
proporcionam beneficios fisioldégicos adicionais (Jiménez-Colmero et al., 2001).

Frutos de palmeiras sao as principais fontes de 6leos e gorduras vegetais,
porém apenas algumas palmeiras ndo foram exploradas o suficiente para evidenciar
todo o seu potencial (Montufar et al., 2010). A grande maioria dos frutos amazonicos
€ consumida na forma in natura, fazendo com que a realizacdo de estudos sobre a
caracterizacdo quimica das espécies consumidas na regido contribuam para o
aumento do consumo e a sua inser¢cao nos mercados nacionais e internacionais.

Dentre os principais 6leos fixos (ndo volateis), que sédo atualmente utilizados na
industria de cosméticos, encontram-se: o de acai (Euterpe oleracea Mart.), andiroba
(Carapa guianensis Aubl.), buriti (Mauritia flexuosa L. f.) e castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa Bonpl.) (Cespe, 2009).

A familia Arecaceae € conhecida por englobar espécies ricas em gorduras
insaturadas (cerca de 61,0 % das gorduras totais), que sdo consideradas gorduras
saudaveis e com potencial cardioprotetor (Rodrigues et al., 2010).

A espécie (Mauritia flexuosa}, pertencente a familia Areaceae, encontra-se
amplamente distribuida na regido amazoénica, que além do Brasil inclui Colémbia,
Venezuela, Equador, Peru, Trinidad, Guianas e Bolivia (Vieira et al., 2006). O buiriti,
nome popular dado ao fruto de Mauritia flexuosa, fornece um dos principais 6leos nao
volateis utilizados na industria de cosméticos, juntamente com os 6leos agai (Euterpe
oleracea Mart.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), e castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa Bonpl.) (Cespe, 2009).
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Dentre as classes de substancias presentes neste fruto nativo da regido
amazonica estao os tocoferdis, os carotendides e os fitoesterdis (Silva et al., 2009).
Os tocoferois sdo componentes funcionais de alimentos e apresentam propriedades
antioxidantes tais como da vitamina E. Devido a essas propriedades, atribui-se a estes
compostos, a reducdo de doencas cardiovasculares e determinados tipos de cancer
(Costa et al., 2010).

Carotendides sdo pigmentos naturais extensamente encontrados na natureza
e estdo entre 0s compostos pigmentares mais importantes na alimentacdo dos seres
humanos devido aos seus efeitos benéficos & saude. Os carotendides sdo de
importancia significativa por serem precursores de vitaminas A, fortalecedores do
sistema imunolégico e antioxidantes, prevenindo o surgimento de doencas
degenerativas (Lima, et al., 2009; Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Quanto aos fitoesterdis, estes sdo também componentes ativos de todos os
alimentos de origem vegetal e considerados substancias que combatem varios tipos
de cancer (Costa et al., 2010).

Estudos prévios realizados com extratos dos frutos de buriti também sugerem
a presenca de flavondides, tais como a rutina e a quercetina, e de &cidos fendlicos
como os acidos clorogénico e caféico, detentores de atividade antioxidante e que
agregam atividade antimicrobiana aos extratos analisados (Koolen et al., 2013).

Tendo em vista que a maioria dos estudos realizados anteriormente com o buriti
foram conduzidos com 6leos extraidos da polpa e com da prépria polpa in natura e
gue as partes restantes deste alimento funcional tem sido descartadas sem receberem
a devida atencdo em trabalhos fitoquimicos, o presente estudo foi direcionado a
exploracéo individualizada das partes constitutivas dos frutos de buriti (cascas, polpa
e sementes) e visa a identificacdo de metabdlitos secundarios que agreguem valor ao

fruto por inteiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Arecaceae

As palmeiras, espécimes pertencentes a familia Arecaceae, sédo plantas muito
caracteristicas da flora tropical e constituem um dos grupos ecologicamente mais
importantes dentre as plantas, tendo praticamente todas as suas partes aproveitadas,
tanto na alimentagdo quanto no uso medicinal. Adicionalmente, tém sido utilizadas
sob vérios aspectos pelo homem da regido amazbnica para suprir diversas
necessidades, como fonte energética na dieta alimentar, na construcdo de casas,
utensilios caseiros; como bebida, ou fazendo parte da arborizacao regional (Bacelar-
Lima et al., 2006; Mendonca e Araujo, 1999).

As arecaceas sdo plantas lenhosas ou herbaceas das monocotiledéneas e
pertencem a ordem Arecales. E um grupo natural de plantas com aspecto muito
caracteristico que permite a identificacdo sem grandes dificuldades (Lorenzi et al.,
2004).

O Brasil possui numerosas e diversas variedades de palmeiras, que se
destacam tanto pela quantidade de producéo, quanto pelo valor comercial e os 6leos
que produzem (Cespe, 2009).

A Tabela 1 apresenta géneros e espécies da familia Arecaceae que produzem

frutos oleaginosos na regido amazonica.

Tabela 1. Espécies oleaginosas da familia Arecaceae presentes na regido amazénica (Cespe, 2009 -
adaptada).

Género ASTROCARYUM Nome popular

Astrocaryum vulgare Mart. Tucuma
Tucum&-Comum
Tucuma-piririca

Astrocaryum aculeatum G. Mey Tucumé-acgu

Tucuma-agu-do-para




Cont. Tabela 01. Espécies oleaginosas da familia Arecaceae de acordo com os géneros. (Cespe,

2009 - adaptada).
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Género ASTROCARYUM

Nome popular

Astrocaryum acaule Mart.

Astrocaryum jauari Mart.

Astrocaryum murumuru Mart.

Astrocaryum gynacanthum var. mumbaca
(Mart.) Trail

Tucuma-arara

Tucumai

Tucuma-da-varzea

Tucumaéi-da-terra-firme

Tucumai-acu

Jauari

Murumuru

Mumbaca

Murumuru-da-terra-firme

Murumuruf
Astrocaryum sciophilum (Mig.) Pulle Urumuru-iri
Género ATTALEA
Attalea speciosa Mart. ex Spreng. Babacu

Attalea eichleri (Drude) A. J. Hend.

Attalea spectabilis Mart.

Attalea microcarpa Mart.

Attalea maripa (Aubl.) Mart.

Curua-pixuna
Curua-preto
Indaia-agu
Indaia-verdadeira
Indaia-mirim
Curuatinga
Curua-piranga
Curuai

Inaja



Cont. Tabela 01. Espécies oleaginosas da familia Arecaceae de acordo com os géneros. (Cespe,

2009 - adaptada).
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Género ATTALEA

Nome popular

Attalea pharelata Mart. ex Spreng. Urucuri

Género SYAGRUS

Syagrus cocoides Mart. Piririma
Jata

Syagrus inajai (Spruce) Becc. Jareua

Pupunha-do-porco

Pupunharana
Inajai
Género LEOPOLDINIA
Leopoldinia pulchra Mart. JaraiGva
Leopoldinia piassaba Wallace Piacava
Género OENOCARPUS
Oenocarpus distichus Mart. e O. bacaba Mart. Bacaba
Oenocarpus minor Mart. Bacabinha
Oenocarpus bataua Mart. Pataua
Oenocarpus mapora H. Kast. Ciambo
Género BACTRIS
Bactris acanthocarpa Mart. var. trailiana (Barb. Rodr.) Hend. Maraja
Bactris major var. infesta (Mart.) Drude Maraja
Bactris turbinocarpa Barb. Rodr. Maraja
Bactris maraja Barb. Rodr. Maraja
Bactris constanciae Barb. Rodr. Maraja



Cont. Tabela 01. Espécies oleaginosas da familia Arecaceae de acordo com os géneros. (Cespe,

2009 - adaptada).
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Género BACTRIS

Nome popular

Bactris brongniartii Mart.

Bactris maraja var. juruensis (Trail.) Hend.

Bactris maraja var. maraja

Bactris gasipaes Kunth

Maraja-acu
Maraja-da-matta
Marajarana
Pupunha
Pupunha-piranga

Pupunha-maraja

Tapiré
Género DESMONCUS
Desmoncus polyacanthos Mart. Jacitara
Género MAURITIA
Mauritia flexuosa L.f. Buriti
Mauritia flexuosa Mart. Miriti ou buriti
Género ACROCOMIA
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. Mucaja

Mucaja-pequeno

Género EUTERPE

Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart. Acai
Género ELAEIS
Elaeis oleifera (Kunth) Cortés ex Prain. Caiaué

Género RAPHIA

Raphia taedigera (Mart.) Mart.

Jupati
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Além da larga utilizacao para extragdo de Oleos vegetais, os frutos e sementes
das palmeiras sao utilizados na alimentagcdo do homem e de animais, e as folhas e
estipes sdo comumente empregados na construcao de casas (cobertura, assoalho e

paredes) pelas populac¢des do interior da Amazonia (Bacelar-Lima et al., 2006).

2.2. Mauritia flexuosa L.f.

2.2.1. Aspectos botanicos

De acordo com o sistema Cronquist, a espécie estudada apresenta a seguinte
classificacdo botanica:

e Reino: Plantae

e Divisdo: Magnoliophyta

e Classe: Equisetopsida

e Subclasse: Magnoliidae

e Ordem: Arecales

e Familia: Arecaceae

e Género: Mauritia

e Espécie: Mauritia flexuosa L.f.

Conhecida popularmente como buriti, miriti, muriti, buritizeiro, moriti e
caranda-guacu (Lorenzi et al., 2004), a espécie Mauritia flexuosa L.f. € uma planta
didica, inerme ou armada com pequenos aculeos nos foliolos. Atinge de 2 a 25 metros
de altura e possui estipe solitario e aéreo. Suas folhas medem cerca 3,5 m de
comprimento, tendo em média cada individuo 14 unidades, sendo estas

costopalmadas (Figura 1).

Figura 1. (A) Area de cultivo de buritis. (B) Detalhe da copa de um espécime de Mauritia flexuosa.
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Seus frutos sdo marrom-avermelhados, globosos e possuem de 5 a 4 cm;
epicarpo coberto com escamas sobreposta (Figura 2C). Mesocarpo carnoso de
coloracdo amarelada (Figura 2B) e endocarpo nao diferenciado. Apresenta sementes
esféricas e irregulares. Um exemplar da palmeira de buriti produz de 40 a 360 quilos
de frutos por ano. Em um hectare manejado podem ser produzidas de 2,5 a 23
toneladas de frutos por ano. Estima-se que uma palmeira de buriti produz de 1 a 9
cachos e, cada cacho (Figura 2A), de 600 a 1200 frutos (Vieira et al., 2006).

Geralmente, o buritizeiro floresce de setembro a dezembro e frutifica de janeiro
ajulho e, por vezes, a partir de novembro ou dezembro. Os frutos maduros podem ser

encontrados entre marco e outubro (Shanley et al., 2010).

Figura 2. (A) Cacho coletado com os frutos fixados; (B) Detalhe das cascas e
coloracdo dos frutos; (C) Frutos de Mauritia flexuosa coletados. Fonte: Vieira et
al., (2006).

2.2.2. Ocorréncia e distribuicao

O género Mauritia é representado por palmeiras muito grandes, solitarias ou
em grupos, compreende duas espécies similares, a Mauritia flexuosa L.f., que fora
considerada a mesma Mauritia vinifera e esta distribuida na América do Sul, e Mauritia
carana A. Wallace, que ocorre nos Estados do Amazonas e Roraima. Todas as
sinonimias ocorrem em florestas fechadas ou abertas (campinas), em solos mal
drenados e arenosos (Vieira et al., 2006; Lorenzi et al., 2004).

O buritizeiro, como é conhecido a palmeira Mauritia flexuosa no Brasil, &
encontrada nos estados do Para, Amazonas, Amapa, Rondbonia, Goias, Bahia, Minas

Gerais, Mato Grosso, Ceara, Maranh&o, Piaui e Tocantins, ocorrendo ainda em paises
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como Colémbia, Venezuela, Equador, Peru, Trinidad, Guianas, Bolivia (Figura 3)
(Rocha e Silva, 2005).

Figura 3. Mapa de ocorréncia da espécie Mauritia flexuosa L.f. (Rocha e Silva, 2005;
Vieira et al., 2006; Lorenzi et al., 2004).

2.2.3. Utilizacao popular

Do buritizeiro, sdo extraidos frutos, folhas e seiva proveniente do corte da
palmeira. E um fruto importantissimo na alimentacdo de grupos indigenas e
comunidades rurais.

Os frutos do buriti, cuja parte principal utilizada é a polpa, apresentam grande
variedade de aplicagbes. Quando in natura, sdo utilizados no preparo de farinha,
sucos, vinhos, licores, doces e sorvetes (Figura 4). Do 6leo extraido da polpa e
encaminhado a industria sao fabricados xampus, sabonetes, cremes para cabelos,
hidratantes, 0leos corporais e bronzeadores. Na utilizacdo popular, este Oleo é
também utilizado na culinéria e no tratamento de afec¢des cutédneas, como picadas
de insetos. Do corte da prépria arvore € extraida a seiva, em pequena quantidade, da
qual é reduzida e utilizada como mel que apresenta 92% de sacarose (Vieira et al.,
2006).

Figura 4. Artigos fabricados a partir de polpa e 6leo de buriti.
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Em estudo realizado por Jardim e Medeiros (2006) as sementes deste fruto
aparecem ainda sendo utilizadas popularmente no tratamento de inflamagOes
externas.

Das folhas do buriti sdo forjadas cordas que apresentam uma série de
aplicagbes, como confecgdo de redes, telas e diversos artefatos artesanais como
bolsas, carteiras, bonecas e jéias (Figura 5). No aspecto artesanal, também s&o
aproveitadas as sementes dos frutos de buriti com as quais sdo confeccionados

brincos, anéis, pulseiras e colares.

AT
b

Figura 5. Artesanato utilizando as folhas e sementes de buriti (Vieira et al, 2006).

2.3. ESTUDOS DE Mauritia flexuosa L.f.

2.3.1. Estudos quimicos dos 6leos de buriti

A concentragdo e utilizagdo do buriti na regido amazonica despertou o
interesse de grupos de pesquisa na elucidacdo das estruturas dos componentes
quimicos desta espécie. A busca da comprovacao dos efeitos descritos popularmente
€ determinante nos estudos de espécies regionais. Logo, o buriti tAo utilizado por
grupos indigenas e comunidades rurais tem sido estudado.

Além do bom percentual de 6leo extraido do buriti (cerca de 45 kg de 6leo a
partir de 1000 kg de frutos maduros), os estudos realizados com este material indicam
alto percentual de acidos graxos monoinsaturados (MUFAs - Tabela 2), que
apresentam propriedades cardioprotetoras e mediadores da reducdo do LDL (Silva et
al., 2009).

Os valores de MUFAs encontrados para o buriti sGo maiores que o0s
encontrados para Oleos de oliva e castanha do Brasil. Além disso, 6leo de buriti

apresenta estabilidade oxidativa devido a baixa concentracdo de acidos graxos
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poliinsaturados (PUFAs) (Pardauil et al., 2011) e a presenca significativa de

carotendides e tocoferois (Zanatta et al., 2010).

Tabela 2. Composicdo de acidos graxos totais do 6leo extraido da polpa de buriti (Rodrigues et al.,
2010).
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Segundo Rodriguez-Amaya et al. (2008), o buriti € a maior fonte natural de
carotendides dentre as espécies brasileiras e, segundo Albuquerque et al. (2005), é
uma fonte significativa de tocoferois. Estas duas classes de compostos juntamente
com a vitamina C, flavondides e fendlicos compdem o grupo dito antioxidantes
alimentares, e reduzem o surgimento de doencas degenerativas (Barreto et al., 2009).

A gquantidade significativa de carotendides no 6leo de buriti, especialmente o
B-caroteno (Figura 6), o torna um potente antioxidante apresentando ainda atividade

fotoprotetora (Zanatta et al., 2010).

a - caroteno

Figura 6. Carotendides predominantes no 6leo de Buriti.

O B-caroteno € um dos carotendides mais estudados por seu envolvimento na
saude humana e é comumente encontrado em alimentos de origem vegetal. O 3-
caroteno, juntamente com o a-caroteno (Figura 6) e a B-criptoxatina sédo pré-vitaminas
A, importantes na prevencdo de doencas crbnicas degenerativas. A estrutura da
vitamina A é a metade da estrutura do B-caroteno, com uma molécula de agua ao final
da cadeia lateral, conseqientemente este caroteno possui maior poténcia vitaminica,
ao qual se atribui 100% de atividade (Rodriguez-Amaya et al.,2008).

Os tocoferéis, além da importdncia nutricional, apresentam atividade
antioxidante protegendo os componentes lipidicos do 6leo da oxidacdo. Em estudos
realizados com 0leos e sementes de buriti, foram identificados e quantificados a, B, y
e O-tocoferdis (Figura 7). No 6leo extraido da polpa do buriti, o B-tocoferol foi
observado em maiores quantidades, seguido de q, y, &-tocoferol, nesta ordem (Silva
et al., 2011; Costa et al., 2010). Nas sementes, nao foi observado a-tocoferol (Costa

et al., 2010). Com altas concentragdes de a-tocoferol observadas considera-se o fruto
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de buriti rico em vitamina E. Embora a deficiéncia de vitamina E n&o represente
deficiéncia nutricional, o interesse nesse campo tem sido freqlente pois esti

relacionado a prevencao de doencas degenerativas e cancer (Guinazi et al., 2009).

Ry
HO
R; o)
R3
a — tocoferol: R1 = R2 =Rz = CHs y - tocoferol: R1 =H; R2 = R3 = CH3
B - tocoferol: R1 = Rs = CHs; R2 =H 0 - tocoferol: R1 = Rz = H; Rz = CHs

Figura 7. Tocoferdis identificados nas sementes e polpa dos frutos de Mauritia flexuosa.

2.3.2. Substancias isoladas e/ou identificadas da espécie

Substéncias isoladas das raizes e folhas desta espécie foram descritas nos
trabalhos de Koolen et al.(2012) e Oliveira et al.(2013). Em trabalho publicado em
2013, Koolen et al. realizou ainda a identificacdo de outras substancias, desta vez dos
frutos e tronco de Mauritia flexuosa L.f., utilizando a técnica de Cromatografia Liquida
de Ultra Performance acoplada a Espectrometria de Massa com lonizagdo por
Eletrospray (CLUP-ESI-EM/EM).

As classes de substancias isoladas e identificadas nos trabalhos citados acima
incluem flavondides, fenilpropandides e seus derivados e terpenos (Tabela 3.), os
quais sao descritos na literatura como potenciais antioxidantes e detentores de

atividades biologicas (Dewick, 2009).

Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f
Parte
Substancia /Estrutura Classe identificada

Acido caféico hexosideo

(@]
Ho X ” OH Fenilpropantides Frutos, folhas Koolen et al., 2013
Hexos—O

Referéncia




Cont. Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f

Parte
Substancia /Estrutura Classe identificada

Referéncia

Acido clorogénico

Fenilpropandides  Frutos, folhas,

o4 e derivados tronco
HO

OH

Koolen et al., 2013.

(-) - Epicatequina

Flavonoide Folhas, tronco

Koolen et al., 2013.

Frutos, folhas,

Flavonéide Koolen et al., 2013.
tronco
Apigenin-6-C-arabinoside- 8-C-glucoside (isoschaftoside)
OH
Flavonéide Folhas Oliveira et al.,2013.

Flavonoide Frutos

Koolen et al., 2013.
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Cont. Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f

Parte A
ANci identificada Referéncia
Substancia /Estrutura Classe !
Cianidina-3-rutinosideo
Flavonoide Frutos Koolen et al., 2013.
Escoparina
OH
HO :
HO™
HO Flavonoide Frutos Koolen et al., 2013.
Kaempferol
Flavonoide Tronco Koolen et al., 2013.
Kaempferol-3-O-rutinoside (nicotiflorina)
OH
HO
Flavonoide Folhas Oliveira et al.,2013.
O—Rutinos
OH (@]
Flavonoéide Folhas Oliveira et al.,2013.




Cont. Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f

Substancia /Estrutura Classe . qu_te Referéncia
identificada
Luteolina-8-C-glucoside (orientina)
HO OH
L. Oliveira et
Flavonoide Folhas al.2013.
Miricetina
Flavonside Frutos, folhas, Koolen et al.,
tronco 2013.
Narigenina
OH
HO 0 .v“\@/
| Flavonoéide Folhas, tronco Koolen etal.,
! 2013.
OH ©
Quercetina
L Frutos, folhas, Koolen et al., 2013;
Flavonoide

tronco, raizes Koolen et al., 2012.

Quercitrina

HO

Flavonoéide

Raizes Koolen et al., 2012.
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Cont. Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f

Substancia /Estrutura Classe

Parte
identificada

Referéncia

Rutina

Frutos, folhas,

Koolen et al., 2013;

Flavonoide HONCo. raizes Koolen et al.2012;
’ Oliveira et al.,2013.
Flavonoide Folhas Oliveira et al.,2013.
Flavonoide Frutos Koolen et al., 2013.
Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.
Acido Betulinico
Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.
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Cont. Tabela 3. Substancias isoladas e/ou identificadas identificadas de Mauritia flexuosa L.f

Substéancia /Estrutura Classe ider?t?frit(?ada Referéncia

Betulina

Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.
Friedelina

Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.

Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.
Taraxerona

Terpeno Raizes Koolen et al., 2012.

O metabolismo dos fenilpropandides compreende uma série complexa de
reacdes bioquimicas que da origem a milhares de compostos, muitos dos quais
especificos em determinadas espécies de plantas. A via fenilpropandide geral
(Esquema 1) parte da fenilalanina para cumaril-CoA e € iniciada pela enzima

fenilalanina amoénia-liase (PAL). Um importante ramo leva a producgéo de flavonéides,
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incluindo flavondis, antocianinas e taninos, compostos estes que tém uma série de
funcdes importantes em plantas, sendo componentes estruturais (tais como a lignina),
protetores contra estresses bidticos e abioticos (fitoalexinas antipatogénicas,
antioxidantes e compostos absorventes de UV), pigmentacdo (em particular as
antocianinas) e sinalizacdo (por exemplo, fatores de modulacdo de flavondides)
(Weisshaar e Jenkins, 1998).

Derivados fenilpropandides também sdo compostos fendlicos de suma
importancia de baixo peso molecular, sendo os mais importantes sdo os acidos
hidroxicindmicos (p-cumarico, caféico, feralico, sinapico) e derivados (Bravo, 1998).

Sao muitas as fungdes biolégicas atribuidas aos compostos fendlicos, mas o
grande interesse estd relacionado as suas propriedades antioxidantes, por
apresentarem habilidades redutoras ou sequestrantes de radicais livres e quelantes
de metais de transicdo. Essa capacidade ocorre através da formacdo de
intermediarios relativamente estaveis, devido ao efeito de ressonancia caracteristico
de compostos que apresentam anéis aromaticos em sua estrutura (Sousa et al.,
2007).

Os flavondides sdo compostos de biossintese mista envolvendo blocos
provenientes da via do poliacetato e da via do &cido chiquimico (Esquema 2).
Apresentam estrutura basica contendo 15 carbonos num arranjo CeC3Cs (Dewick,
2009). A estrutura basica dos flavondides é composta por trés anéis, designados A, B
e C, sendo dois deles arométicos. O anel A é derivado da rota do acetato enquanto

0s anéis B e C provém da rota do &cido chiquimico (Figura 8).

OH
HO O
C | OH
OH O
Quercetina

Figura 8. Estrutura basica dos flavonéides.
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COOH COOH COOH
NH, = =
PAL C4H
—_— i | T T —— » Acido Fertlico--------- » Acido sinapicc
Fenilalanina Acido cinamico OH . p ' -
r--» Feruloil - CoA Alcool - sinapil
Acido 4-coumarico : ,
1
|
Subnidades Guaiacil Subnidades Siring
4 CL
OC-CoAS

------ » Cumarinas

g gy

=
4-Cumaril-CoA || | --------
Fe-—-- » Isoflavondides

OH i
1
R » Estilbenos
CHS
OH
HO OH
Naringenina chalcona || [ |  -mm=--ee- » Auronas
OH (0]
PAL = Felilalanina aménia liase
C4H = cinamato 4-hidroxilas€4H = cinamato 4-hidroxilase CFI
CHS = chalcona sintase T > Flobafenos
CFI = chalcona flavonona isomerase Narlngenlna“““'i
. . . . B » Flavonas
F3H = Flavonona 3-hidroxilasE3H = Flavonona 3-hidroxilase
F3HF3H

DFR = dihidroflavonol redutase

CHjy
HO (0] .
_________ » Flavonois
Dihidrokaempferol
OH
OH (0]

DFR

[ttt » Antocianinas
Leucopelargonidina-----14

b »Taninos

Esquema 1. Metabolismo de fenilpropandides e seus derivados. (Weisshaar e Jenkins, 1998).
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As principais classes de flavondides sdo formadas sequencialmente segundo
os Esquemas 2 e 3, formando as chalconas, isoflavonas, flavanonas, flavanonais,
flavonas, flavandis, flavano-3,4-didis, antocianidinas e catequinas (Lobo e Lourenco,
2007).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos amplamente distribuidos no reino
vegetal e ocorrem em todas as partes das plantas na forma de misturas complexas
de diferentes componentes. A estrutura de um flavonoide consiste em dois anéis
aromaticos substituidos por hidroxilas que os torna doadores de elétrons. Assim, eles
sdo agentes de limpeza eficazes de radicais livres, que sdo produtos intermediérios
da peroxidacao lipidica, e eles diminuem a velocidade de reacdes de oxidacdo. A
atividade antioxidante dos flavondides tem sido estudada em substratos lipidicos, bem
como em relacdo a saude humana, em particular no que diz respeito ao retardamento
do envelhecimento das células e protecao contra certas doencgas tais como doencas
cardiovasculares e coronarias (Shahidi, 1997; Tsimogiannis et al., 2007).

Alguns flavondides presentes na espécie Mauritia flexuosa L.f. incluem (-)-
epicatequina, (+)—catequina, isoschaftoside, -cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-
rutinosideo, escoparina, kaempferol, nicotiflorina, isoorientina, orientina, miricetina,
narigenina, quercetina, quercitrina, rutina, tricina-7-O-rutinoside, vitexina (Koolen et
al., 2012; Koolen et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

A quercetina, em particular, esta quase sempre presente em gquantidades
substanciais nos tecidos das plantas, onde atua como um antioxidante poderoso,
guelante de metais, eliminador de radicais e no impedimento da oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade. O kaempferol, que esta presente no vinho tinto e
também na espécie em estudo, demonstrou ser um antioxidante eficaz (Dewick,
2009).
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Esquema 2. Rota biossintética para flavonoides e estilbenos (Dewick, 2009).
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Esquema 3. Principais classes de flavondides (Lobo e Lourencgo, 2007).
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2.3.3. Atividades cicatrizante e antomicrobiana

Em estudo realizado por Batista et al. (2012), o éleo de buriti também mostrou-
se um agente cicatrizante quando submetido a ensaios frente a feridas cutaneas
utilizando ratos, promovendo um maior percentual de contragcéo dos bordos das ferida
e foi estatisticamente significante na contagem de fibroblastos e fibras colagenas no
grupo tratado com 6éleo de buriti em relagdo ao grupo controle.

No Oleo obtido da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa, estdo presentes
substancias cicatrizantes ja preconizadas na literatura, como os carotendides e a
vitamina E, além de acidos graxos insaturados como o acido oléico e linoléico que tém
importante papel na regeneracéo tecidual (Albuquerque et al., 2005).

De acordo com Koolen et al.(2013), extratos metanélicos de frutos, folhas e
tronco apresentaram atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus e Bacillus

cereus |. (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extratos de Mauritia flexuosa L.f

S. aureus P. aeruginosa E. coli M. luteus B. cereus
Folhas 50 pg/mL 50 yg/mL X 200 pg/mL X
Tronco 100 pg/mL X X X X
Frutos 100 pg/mL 200 pg/mL X 200 pg/mL X

Os resultados para os ensaios foram expressos como a Minima Concentracao
Inibitéria (MIC) e utilizou como controle positivo os antibiéticos norflaxacina e
tatraciclina. O extrato das folhas apresentou o melhor resultado, sendo
moderadamente ativo frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

O Oleo de buriti também foi testado em trabalho realizado por Ferreira et al.
(2011) ndo apresentando atividade antimicrobiana frente & S. epidermidis, S. aureus,

P. aeruginosa e E. coli.
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2.3.4. Atividade antioxidante

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracédo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracao de radicais
livres e/ou espécies reativas nao radicais é resultante do metabolismo de oxigénio. A
mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte
geradora. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os
danos causados pela acédo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao
radicais. Esse sistema, usualmente, é dividido em enzimatico (superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase) e ndo-enzimético. No ultimo caso, é constituido por
grande variedade de substancias antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou
dietética (Barbosa et al., 2010).

Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os
flavonoides e carotendides sao extremamente importantes na intercepgao dos radicais
livres (Bianchi e Antunes, 1999).

A concentracdo de fendlicos e as atividades antioxidante foram estudadas por
Ferreira et al. (2011), relacionando a concentracdo de substancias fendlicas com a
atividade bioldgica do dleo de buriti. A atividade antioxidante do 6leo é significativa na
captura dos radicais DPPH.

O 6leo de buriti foi considerado um potencial antioxidante frente aos extratos
de babacu e pequi, devido aos carotendides e tocoferdis presentes em sua
constituicdo O Oleo extraido da polpa dos frutos de buriti desperta interesse devido a
sua composi¢cdo quimica e farmacoldgica e por ser rico em carotendides, acidos
graxos e tocoferol, o que sugere boa perspectiva na sua utilizacdo como alternativa
terapéutica e cosmeética, tendo a funcdo de lubrificar e regenerar a barreira
hidrolipidica da pele frequentemente submetida a lesées. Também quando usado em
produtos pos-sol, evita danos provocados por radiacdo UV, justamente por apresentar
propriedades fotoprotetoras (Batista, et al., 2012; Pardauil et al., 2011; Zanata et al.,
2008; Zanata et al., 2010).

Quanto aos extratos metandlicos de frutos de buriti Koolen et al.(2013) a
atividade antioxidante foi testada frente aos métodos FRAP (Ferric
Reducing/Antioxidant Power) e captura de radicais livres de DPPH ( 2,2-difenil-picril-
hidrazina) (Koolen et al., 2013)..
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O ensaio FRAP mede a capacidade das amostras em de reduzir complexos de
Fe*3 a Fe*2 utilizando como complexante o TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina). E
um método bastante valido, pois as propriedades de reducdo sdo geralmente
associadas com a presenca de redutores, cuja acdo antioxidante é devida a quebra
da reacdo em cadeia dos radicais livres pela doacdo de um atomo de hidrogénio (Da
Silva et al., 2013). Extratos de frutos de buriti apresentaram resultados de 280,8 mmol
Fe(11)/100g de extrato seco, sendo este um valor menor que 0s encontrados para
extratos de folha e tronco da espécie (Koolen et al.,2013; Oliveira et al.,2013).

O ensaio de captura de radicais livres de DPPH faz uso da fotometria para
avaliacdo da atividade antioxidante, utilizando como fonte de radical livre o composto
DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazina), considerado estavel devido ao deslocamento de
um elétron ndo compartilhado em toda molécula. O ensaio quantitativo avalia a
habilidade que uma substancia ou mistura de substancias tem de sequestrar o radical
livre estavel DPPH o que € observado através do descoramento das diluicdes da
amostra de cor violeta. Pode-se determinar a capacidade da amostra em sequestrar
50% de radicais livres de DPPH, por meio da leitura das absorbancias a 518 nm (Braca
et al., 2002; Choi et al., 2002; Mensor et al., 2001).

De acordo com Koolen et al.(2013), o extrato dos frutos verdes e inteiros de
Mauritia flexuosa apresentou CS 50 igual a 19,58 mg/mL, enquanto que 0s extratos
etandlicos da polpa e dos frutos da sinonimia Mauritia vinifera apresentaram CS 50
iguais a 0,583 e 0,071 mg/mL, respectivamente (Silva et al., 2005). Tais resultados
sugerem uma maior atividade antioxidante para extratos obtidos de partes isoladas

dos frutos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar compostos fendlicos nas cascas, polpa e sementes de frutos
maduros de Mauritia flexuosa L.f. utilizando a Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (CL-EM), bem como caracterizar os acidos graxos dos
Oleos extraidos e avaliar o potencial antioxidante de extratos e fracfes obtidos dos

frutos da espécie supracitada.

3.2. Objetivos especificos

e Preparar extratos de cascas, polpa e sementes dos frutos de Mauritia
flexuosa provenientes de uma comunidade ribeirinha da regiéo;

e Caracterizar a cadeia graxa dos 0leos extraidos das partes constitutivas do
buriti, por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo e deteccao por lonizacao
de Chama (CG-DIC);

e Realizar testes de atividade antioxidante in vitro de extratos e fracoes;

e Desenvolver condicbes de andlise de compostos fendlicos por
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de massas (CL-EM);

e Realizar a identificacdo de compostos fendlicos nas fracdes obtidas por

particdo de extratos de frutos de Mauritia flexuosa L.f.
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4. METODOLOGIA

4.1. Levantamento Bibliografico

Foi realizado o levantamento de trabalhos cientificos em bases de dados
especializadas e obtencgéo de trabalhos publicados em livros e revistas, relacionados
a area de quimica de produtos naturais. As principais ferramentas de busca foram as
bases de dados disponiveis no Portal Peridédicos da CAPES (Scifinder, Scopus, Web
of Science, Medline Pub, Biological, Scirus e CAB Abstracts). Além destes, foram

utilizados ainda o CNN, COMUT e literatura especializada como a cole¢cdo da AOAC.

4.2. Coleta e identificacdo do material botanico

Os frutos de Mauritia flexuosa, frescos e em estado de maturacéo proprio para
o0 consumo, foram coletados em abril de 2011 na Vila de Abonari, comunidade

localizada no municipio de Presidente Figueiredo a 107 km de Manaus.

4.3. Triagem e preparo do material coletado

O material coletado foi inicialmente lavado e em seguida foi submetido a
triagem agrupando os frutos em dois grupos principais: frutos integros e frutos nao-
integros. O grupo dos frutos integros foi pesado, acondicionado e congelado para
posterior tratamento. Quanto ao grupo dos frutos ndo integros, que apresentava frutos
com pequenas lesdes, foi utilizado na etapa seguinte.

Cada grupo principal foi dividido em pequenos subgrupos de dez unidades. Os
frutos presentes em cada subgrupo foram entdo descascados manualmente,
efetuando assim a separacdo de cascas, polpa e sementes (Figura 9). Efetuou-se a
devida identificacdo de acordo com grupo principal, subgrupo e parte do fruto, pesou-
se e 0 material entdo foi devidamente transferido para estufa de circulagdo de ar a
temperatura de 40°C. A secagem foi acompanhada diariamente até que o peso no

material fosse constante.
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Figura 9. Frutos de buriti e separagéo de cascas, polpa e sementes.

Apés a fase de secagem, os subgrupos foram novamente reunidos e entao foi
realizada a moagem do material em moinho de facas do grupo (CPPN — INPA). Em
seguida, foi feito o acondicionamento do material em sacos plasticos de acordo com

a parte do fruto para posterior realizacdo de extracdes.

4.4. Preparacgao dos extratos

Foram preparados separadamente extratos de cascas, polpa e sementes dos
frutos de Mauritia flexuosa.

A extracdo sequencial se deu a quente com aparelhagem do tipo Soxhlet,
utilizando como solventes extratores o hexano e metanol destilados. Cada extragao
foi realizada em trés etapas de 6 horas com troca de solvente, totalizando 18 horas
de extracao (Esquema 4).

Os extratos obtidos foram concentrados por evaporacao rotatéria sob pressao
reduzida em banho de 40°C de temperatura monitorada. Posteriormente, 0s extratos
foram transferidos para vidros pesados e identificados. Utilizou-se ainda banho de
areia e liofilizador para secagem final antes da pesagem e determinacéo do teor de

extrativos.

4.5. Particionamento Liquido-liquido

Os extratos metandlicos obtidos foram submetidos a particionamento liquido-

liguido com aumento de polaridade utilizando hexano, cloroférmio, acetato de etila e
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metanol (Esquema 5). Obteve-se entdo as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e hidrolacoodlica que por sua vez foram concentrados por evaporagao rotatoria
sob presséao reduzida em banho de 40°C de temperatura monitorada, transferidas para

vidros pesados e identificados e colocadas para secar em banho de areia.

Material
vegetal

¢ Secagem e moagem

Material
vegetal

Extracdo em Soxhlet (3x 6 horas)
=alvente: Hexano

Torta

Exthratn
Hexanico

Extracdo em Soxhlet (3x & horas)
solvente: Metanol

v v

Extrato [ Torta ]
Metanali

Esquema 4. Procedimento de extracdo realizado em Soxhlet.
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Extrato
IMetanalico

MeQH/H.O (9:1)
Fracdo
Hidroaleanlica
| Hexana (3x)
= = Ajuste para
Fracao Fracdo .
[ HexAnira ] [ Hidroalnanlica MeQH/H.O (7:3)
| CHGL (3x)
Fracdo CHCL. Fracdo Ajuste para _
’ ° Hidroalcdolica | MeQH/H.O (1:1)
ACCIEN 3x)
Fracdo AcQFEt Fracdo
Hidroalcoolica

Esquema 5. Esquema de particionamento realizado para extratos metandlicos de Mauritia flexuosa
L.f.

4.6. Teor de extrativos

O teor de extrativos dos extratos hexanicos, metandlicos, bem como de suas
respectivas fracdes resultantes do particionamento liquido-liquido, foi obtido utilizando

a férmula abaixo.

Teor de extrativo (%) = 100 x massa do extrato (q)
massa do material utilizado (g)
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4.7. Determinagao da cadeia graxa dos 6leos obtidos por CG-DIC.

Amostras dos 6leos obtidos de cascas, polpa e sementes de buriti, foram
inicialmente submetidas a derivatizacdo, conforme método oficial AOAC 969.33, para
posterior analise por CG-DIC (Horwitz, 2000).

Inicialmente pesaram-se 25 mg de cada um dos 6leos a serem analisados . Em
seguida, foram adicionados 2 mL de solugdo metandlica de KOH 0,5 N a cada um dos
tubos, os quais foram levados a aquecimento durante 10 minutos em banho-maria
mantido a 55 °C e agitados periodicamente. Passado o tempo inicial de reacao, foram
adicionados aos tubos 5 mL de BF3 metandlico, os quais foram novamente levados a
aquecimento, desta vez por 2 minutos com agitacéo periodica. Retirados do banho-
maria, foram adicionados aos tubos 2 mL de hexano e 4 mL de solucdo saturada de
cloreto de sédio. ApdGs o repouso do meio reacional, foram retiradas aliquotas de 1 mL
da fracdo superior (hexanica) de cada uma das amostras, as quais foram filtradas em
coluna de silica e sulfato de sddio, usando como sistema eluente a mistura de
hexano/acetato de etila na proporcao 95:5. A partir do filtrado seco e pesado foram
preparadas solucbes de preparou-se uma solucdo 1 mg/mL as quais foram
submetidas a analise por CG-DIC.

As andlises por CG-DIC foram realizadas em cromatdgrafo gasoso da marca
Agilent, modelo HP 6890 Plus, equipado com sistema de aquisi¢cao e manipulacéo de
dados (Chemstation, versdo A.10.02) e configurado com duas colunas capilares de
dimensdes idénticas (30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e espessura
do filme de 0,25 um) e em paralelo, sendo uma coluna polar (HP INNOWAX-20) e
outra apolar (HP-5). Usou-se ainda gas de arraste hidrogénio, sistema de injecao
automatico com volume de injecdo de 1 L, injetor no modo split com razéo 20:1 e
temperatura de 250 °C, detetores de ionizacdo de chama a 260 °C. A temperatura
inicial do forno foi de 107°C com uma rampa de 7 °C/ min até a temperatura de 149
°C, isoterma por 54 min, subindo 6 °C/ min até 260 °C, isoterma por 1,50 min. O tempo
de andlise foi de 80 minutos.

Os ésteres metilicos das amostras foram identificados com auxilio de amostras
auténticas (Sigma-Aldrich e Carlo Erba) que foram injetados nas mesmas condices
(Barbosa et al., 2009).
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4.8. Quantificacdo de Fendlicos Totais pelo método Folin-Cioclateu

Utilizando a metodologia descrita por Velioglu et al. (1998) foi possivel realizar
a quantificacao espectrofotométrica de fendlicos presentes nas amostras estudadas
utilizando como reagente principal Folin-Ciocalteu, que consiste numa mistura de
molibdato, tungstato e acido fosforico. A presenca de substancias fendlicas na
amostra é detectada pela conversao da coloracdo amarela do meio reacional para a

coloracdo azul (Esquema 6).

COOH CO0-
NaHCOp
HO CH HC OH
OH OH
coo- Coo-
. Q —
HO OH 0 OH
OH 0
Eolin-Ciocaltey Redugdo

Esquema 6. Estrutura de demonstragéo da reduc¢éo do reagente Folin-Cioclateu

Para tal quantificacdo, foi preparada uma solucdo metandlica 1 mg/ mL da
amostra a ser analisada. Foram transferidos para um frasco ambar 200 pL da solucéo
e adicionados 1,5 mL de solucdo Folin-Ciocalteu 10%. Passados 5 minutos,
adicionou-se ao meio 1,5 mL de solucdo NaHCO3 6%. Aguardou-se 90 minutos para
a leitura do meio no comprimento de onda de 725 nm em espectrofotdmetro UV/Visivel
Femto 800XI.

A determinacéo foi possivel realizando a interpola¢éo da curva de acido galico,
utilizado como padrédo. A curva foi construida utilizando solu¢cdes padrdes nas
concentragdes de 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL.

Todas as andlises foram realizadas em triplicatas utilizando solventes com
grau HPLC. Os resultados obtidos para o teor de Fendlicos nas amostras foram

expressos em gramas de Acido Galico por grama de extrato seco (g AG/ extrato seco).



4.9. Determinacao da atividade antioxidante

4.9.1. Capacidade redutora do Ferro (FRAP)

O ensaio FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power), consiste na medida da
capacidade da amostra em reduzir Fe3* para Fe?*, via avaliacdo da reducdo do
complexo [Fe3*(TPTZ)2]** (ferritripiridiltriazina) a ferroso-tripiridiltriazina [(Fe?*-
(TPTZ)2)?* (Esquema 7). Se a amostra apresentar capacidade antioxidante frente a

este ensaio haverd a mudanca da coloracdo do meio reacional para azul.

[ g B g
N
N N R T L P
| N ]l I | i M | =5 M
e
Feqili T HA 1 N
P .
N H | ~nF NN N
N = N | A M |
| = H | TR R i = H i T R
B = o s

Esquema 7. Estruturas do TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com .Fe (1) e Fe (ll1).

Seguindo o procedimento descrito por Luximon-Ramma et al.(2002), foram
preparadas solu¢cdes metandlicas de 1 mg/mL das amostras a serem analisadas, as
quais foram reservadas. Preparou-se entdo o reagente FRAP, que resulta da reunido
das solugbes previamente preparadas de FeClz.6H20 20 mM, solucdo de TPTZ [2,4,6-
tri(2-pridil)-1,3,5-triazina] 10 mM e da solugéo tampao de HOAc/O™Ac 0,3 M e pH 3,6,
na proporcao de 1:1:10.

Para um vidro ambar foram transferidos 100 pL da solucdo de 1 mg/mL da
amostra a ser analisada, ao qual foram acrescentados 300 pL de agua Milli-Q. Em
seguida foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e ap0s o periodo de repouso,
sobre abrigo de luz por 4 minutos, foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotometro UV/Visivel Femto 800XI no comprimento de onda de 593 nm.

Os resultados foram expressos em pmol de Fe(ll))mg de extrato seco e
calculados por meio da equacéo de regressao linear, obtida a partir da construcéao de
uma curva analitica de sulfato ferroso nas concentracdes de 62,5, 125, 250, 500, 1000
e 2000 uM.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas utilizando solventes com grau
HPLC.
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4.9.2. Captura de radicais livres de DPPH

O método utilizado foi o descrito por Choi et al. (2002) e consiste na captura de
radicais livres de DPPH (2,2-difenil-picril-hidraxina), que apresentam coloracao roxa
quando em solucao. A caracterizacao da atividade antioxidante frente a este método
€ observada pela captura dos radicais livres de DPPH, o que é evidenciado pela
mudanca da coloracdo do meio.

A capacidade antioxidante medida por esse ensaio € expressa pela a massa
de amostra por mL (concentracdo da amostra) capaz de sequestrar 50% dos radicais
livres de DPPH (CSso). Este célculo é realizado a partir de graficos plotados com a
capacidade de sequestro de radicais para cada diluicdo/concentracdo da amostra que
é realizada.

O método consiste no preparo de solugdes de 1 mg/mL de amostra em MeOH
grau HPLC. Em seguida séo realizadas 2 diluicdes para concentracgdes finais de 0,1 e
0,01 mg/mL. Foi preparada entdo a solucdo DPPH 0,2 mg/mL em MeOH grau HPLC.
A leitura da absorbancia do meio é entdo realizada apos a adicdo de 1 mL de solucéo
DPPH 0,2 mg/mL a 2,5 mL de amostra, passados os 30 minutos de reacdo sob o
abrigo de luz, em espectrofotdmetro a 518 nm.

ApoOs essa fase inicial foram determinadas as diluicGes que serviram para a
construcdo da curva analitica para o calculo do CSso.

Utilizou-se a quercetina como padrédo positivo para atividade antioxidante nas
concentragoes 20, 10, 5,0, 2,5 e 1,25 pg/ mL por diluicbes sucessivas.

As absorbancias foram convertidas a porcentagem da capacidade de sequestro

do radical livre DPPH (CS%) usando a formula:
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CS %= 100 - ((Aamostra - Abranco) X 100) / Acontrole)

Onde, a Abranco € @ absorbancia da amostra em maior concentragdo para uma
sequéncia de diluices sem a adi¢do do radical DPPH e Acontrole € @ absorbancia do
controle negativo preparado utilizando 2,5 mL de MeOH, 1 mL da solu¢cdo DPPH 0,2
mg/mL.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, utilizando como equipamento

Espectrofotdmetro UV/Visivel Femto 800XI.

4.10. Analise de fendlicos e flavonoides por CL — EM.

4.10.1. Solventes e padrdes

Foram utilizados metanol, acetonitrila, isopropanol e &cido formico grau LC-MS,
adquiridos da Sigma-Aldrich. A &gua utilizada foi previamente tratada no sistema
Millipore Simplicity.

Utilizaram-se vinte e oito padrées comerciais (Tabela 5) adquiridos da Sigma-
Aldrich e da Fluka

4.10.2. Preparo da solucédo dos padrdes

Foram preparadas solu¢des estoques dos diferentes padrdes (Tabela 5) na
concentragdo de 1 mg/ mL usando metanol grau LC-MS. Quando necessario para a
completa solubilizacdo dos padrées glicosilados, foram usadas pequenas
guantidades. Em seguida, de cada uma das 28 solu¢des foram retiradas aliquotas de
100 pL, as quais foram reunidas em um outro vial o volume final de 2,8 mL.

A solucao resultante da mistura de padrdes foi filtrada com filtro 0,2 ym da
Millipore e dividida em dois vials previamente identificados. Para a primeira fase de
estudos foi utilizado um dos vials a fim de preservar a composicéo e as caracteristicas

dos padroes.
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Tabela 5. Dados dos padrdes comerciais utilizados na preparac¢édo da mistura de padrées.

Férmula
Padréo molecular | [M+H]* [M-H]- | [M+Na]* | [M+K]* Formula estrutural
/ M*

0
acido 3,4- C7He0O4 OH
Shidrosibenzéico 154 0260 | 1550338 |153,0182 | 17,0158 | 192,9897

HO
OH
0
acido caféico CoHeO4 1161 0495 | 179,0338 | 203,0314 | 2190054 = OH
180,0417 : : ' '
HO
OH
HO COOH
—_ L O
. A 16H18009
acido clorogénico 354.0045 | 3551023 | 353,0867 | 37,0843 | 393, 0582 QNLO - on
OH
HO
OH
0]
4cido ferdlico C1oH1004 1495 0651 | 193,0495 | 217,0471 | 233,0210 TS o
194,0573 ’ ’ ’ ’
HO
OCH;
acido galico C7HeOs 1171 0288 |169,0131 | 193,0107 | 208,9846
9 170,0209 ’ ’ ' '
acido CisH2204
nordinidroguaiarético | 302,1512 303,1590 | 301,1434 | 325,1410 | 341,1149




Cont. Tabela 5. Dados dos padrdes comerciais utilizados na preparacdo da mistura de padrdes.

Férmula
Padréo molecular /| [M+H]+ | [M-H]- | [M+Na]+ | [M+K]+ Formula estrutural
M+
0
acido p-coumarico CoHsOs 1165 0546 | 163,0389 | 187,0365 | 203,0105 S |
P 164,0467 ’ ’ ' ’ OH
HO
0]
C11H120 e 7 oH
, . . 111205
acido sinapico 2on 0679 | 225:0757 | 223,0601 | 247,0576 | 263,0316
HO
OCH4
0] OH
acido siringico CoH100s | 499 0601 | 197,0444 | 221,0420 | 237,0159
198,0522 : : ' :
H4CO OCH;
OH
I
acido trans- CoHsO2
cinAmico 148 051g | 149.0597 | 147,0440 | 171,0416 | 187,0155 S oH
isorramnetina C16H1207 | 597 0655 | 315,0499 | 339,0475 | 355,0214
316,0577 : : ' :
(-)- C15H1407
epigalocatequina 306.0734 |307:0812305,0655 | 329,0631 | 345,0371
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Cont. Tabela 5. Dados dos padrdes comerciais utilizados na preparacao da mistura de padrées.

Férmula
Padréao molecular /| [M+H]+ | [M-H]- | [M+Na]+ | [M+K]+ Férmula estrutural
M+
(-)-epicatequina CisHOs | 591 0863 | 289,0706 | 313,0682 | 329,0421
290,0784 ’ ’ ’ ’
(-)-epigalocatequina | C22H18011
galato 458,0843 459,0921 | 457,0765 | 481,0741 | 497,0480
(-)-galocatequina C22H18011
galato 458,0843 459,0921 | 457,0765 | 481,0741 | 497,0480
. C15H1406
(+)- catequina 200,0784 291,0863|289,0706 | 313,0682 | 329,0421
. . C15H1205
(x)-narigenina 272.0679 273,0757|271,0601 | 295,0576 | 311,0316

OH
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Cont. Tabela 5. Dados dos padrdes comerciais utilizados na preparacdo da mistura de padrdes.

Férmula
Padréo molecular / | [M+H]+ | [M-H]- | [M+Na]+ | [M+K]+ Férmula estrutural
M+
apigenina C1sHw0s | 571 0601 | 269,0444 | 293,0420 | 309,0159
270,0522 ' ' ’ '
apigenina-7- C21H20010
giicosideo 4321050 |433.1129431,0972 | 455,0948 | 471,0688
baicaleina C1sH100s | 521 0601 | 269,0444 | 293,0420 | 309,0159
270,0522 ' ' ’ '
kaempferol CisHo0s | 567 0550 | 285,0393 | 309,0369 | 325,0108
286,0471 ' ' * '
luteolina C1sH100s | 587 0550 | 285,0393 | 309,0369 | 325,0108
286,0471 ' ' ’ '
L Ci15H100s
miricetina 319,0448 | 317,0291 | 341,0267 | 357,0007

318,0370
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Cont. Tabela 5. Dados dos padrdes comerciais utilizados na preparacdo da mistura de padrdes.

Férmula
Padréo molecular / | [M+H]+ | [M-H]- | [M+Na]+ | [M+K]+ Formula estrutural
M+
Ramnos CH
L C27H32014 0 0 O
naringina 580,1786 581,1864 |579,1708 | 603,1684 | 619,1423 ‘
CH o}
quercetina C1sH1007 | 53 0499 | 301,0342 | 325,0318 | 341,0058
302,0421 ’ ' ’ '
quercitrina CatH2001 1 4q 1078 | 447,0021 | 471,0897 | 487,0637
448,1000 ’ ' ’ '
resveratrol CuH120s | 504 0859 | 227,0702 | 251,0678 | 267,0418
228,0780 ’ ' * '
rutina CorHa0016 1614 1606 | 609,1450 | 633,1426 | 649,1165
610,1528 ’ ' ’ '
OH Rutinos
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4.10.3. Condicdes de analise

As andlises por CL-EM foram realizadas na Central Analitica do Laboratorio
Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA).

Foi utilizado o sistema CL-ESI-EM constituido por um cromatdgrafo modelo
Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binaria LC-20AT, detector de
arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A e acoplado a
espectrometro de massas (Brucker Daltonics, modelo Micro TOF-QIlI) com de uma
fonte eletrospray e ajustado para os seguintes parametros de operacdo: Source type:
ESI; capillary: 2600 volts; Scan: 50-1200 m/ z; Set nebulizer: 4,0 bar; Set dry heater:
200 °C; Set dry gas: 9,0 L/ min. As analises foram realizadas nos modos positivo e
negativo, usando duas colunas distintas: C18 (Kinetex, 2,6 ym, 100A, 100x200 mm)
e PFP (Kinetex, 2,6 ym, 100A, 150x200 mm).

4.10.4. Analise de padrdes e amostras

Apos a otimizacdo das condi¢cdes de analise, foram injetadas a solucdo de
mistura de padrdes e as solu¢des das amostras. Os padrbes com massas moleculares
idénticas foram injetados individualmente mediante as condigdes determinadas
podendo assim retirar as informacgfes pertinentes a identificacdo destes quando em
mistura.

A determinacdo das melhores de condicBes de analise s6 foi possivel apos
inimeras modificagcbes que abrangeram tempo de analise cromatogréfica,
modificacdes de fases modveis, variacdo da concentracdo de acido das solucdes
utilizadas como fases mdveis e variacdo de colunas cromatograficas (tanto ao
tamanho, quanto a natureza da fase estacionaria).

A partir da andlise de todos os cromatogramas obtidos, definiram-se as
melhores condi¢Bes para a analise em funcdo da melhor resolucéo obtida para a
mistura de padrdes. Nas mesmas condices definidas para mistura de padrées foram

injetadas as amostras (Tabela 6).
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Tabela 6. Codificacdo das amostras de buriti analisadas por CL-EM.

Amostra Descricao
BCM 37Cl 48 Fragao,(_ZHCIg obtida por particdo do extrato
metanolico de cascas
BCM 37Ac 48 Fra(;ao, AcOEt obtida por particdo do extrato
metanolico de cascas
: Fracdo MeOH/H2O obtida por particdo do
BCM 37Hid 48 extrato metandlico de cascas
BPM15CI16 Fragao,(_ZHCIg obtida por particdo do extrato
metandlico de polpa
BPM15Ac16 Fra(;ao, AcOEt obtida por particdo do extrato
metandlico de polpa
BPM15Hid16 Fracéo MeOI—!/I_—bO obtida por particdo do
extrato metandlico de polpa
BSM15CI16 Fra(;ao,C_ZHCIg obtida por particdo do extrato
metandlico de sementes
BSM15Ac16 Fra(;ao, AcOEt obtida por particdo do extrato
metandlico de sementes
BSM15Hid16 Fracéo MeOI—!/I_—bO obtida por particdo do
extrato metanolico de sementes

As amostras de buriti foram entéo analisadas nos sistemas abaixo:

1) Coluna Kinetex C18 (100 x 2,1 mm; 2,6um; 100A), sistema gradiente nao
linear com fase mével A: Sol. Aquosa HCOOH 0,1% e fase movel B: Sol. ACN/
HCOOH 0,1% : 0 - 2,5 min (5 % B), 2,5 - 35 min (5 - 35 % B), 35 - 40 min (35 — 100%
B), 40 - 43 min (100 % B), 43 - 47 min (100 - 5 % B). Volume de injecao 10 uL e fluxo
0,40 mL/ min. Espectrometro de Massas equipado fonte com ESI e operado nos
modos positivo e negativo.

2) Coluna Kinetex PFP (150 x 2,1 mm; 2,6um; 100A) ), sistema gradiente nao
linear com fase movel A: Sol. Aquosa HCOOH 0,1% e fase movel B: Sol. ACN/
HCOOH 0,1% : 0 - 2,5 min (5 % B), 2,5 - 35 min (5 - 35 % B), 35 - 40 min (35 — 100%
B), 40 - 43 min (100 % B), 43 - 47 min (100 - 5 % B). Volume de injecao 10 pL e fluxo
0,31 mL/ min. Espectrometro de Massas equipado com fonte ESI e operado nos
modos positivo e negativo.

Todas as andlises realizadas foram processadas utilizando o software Data

Analysis, Brucker.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Coleta e triagem do material vegetal

Os frutos coletados em abril de 2011 foram separados em dois grupos,

identificados e entdo pesados, apresentando as seguintes massas:

Tabela 7. Massas dos frutos coletados e agrupados. BFR= Buriti frutos reservados; BFE= Buriti frutos
para extracao.

Grupo Quantidade Massa
BFR 30 unidades 751,34 g
BFE 130 unidades 3157,02 g
Total 160 unidades 3908,36 g

O grupo de frutos BFR foi reservado para eventuais extracées se necessario,
devidamente acondicionado e identificado para futuras analises, enquanto que o
grupo BFE foi usado neste estudo.

5.2. Preparagé&o dos extratos

As massas obtidas dos extratos hexanicos e metandlicos, juntamente com seus

respectivos teores de extrativos sédo descritos na tabela abaixo.

Tabela 8. Massas dos extratos obtidos e respectivos teores de extrativos.

Material de partida Extrato Massa obtida (g) | Extrativos (%)

Ext. Hex 8,07 2,56

Cascas 315,00 g
Ext. MeOH 45,12 14,32
Ext. Hex 154,86 42,05

Polpa 368,22 g
Ext. MeOH 33,82 9,18
Ext. Hex 0,47 0,05

Sementes | 859,69 g
Ext. MeOH 14,66 1,70

Os rendimentos observados ilustram o que fora relatado na literatura para a
polpa dos frutos de buriti, valores que cercam os 40% em extrativos. O extrato

hexénico da polpa apresentou o maior valor dentre os extratos preparados, 42,05%,
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seguido do extrato metandlico das cascas com 14,32%, este Ultimo ndao sendo descrito

na literatura.

5.3. Particionamento liquido-liquido

Durante o procedimento de particAo dos extratos metandlicos obtidos,
encontrou-se problemas de solubilidade do extrato das cascas de Mauritia flexuosa
(BCMS15). Dessa forma, o particionamento foi realizado apenas com o0s extratos

metandlicos de cascas e polpa, obtendo as seguintes massas e rendimentos.

Tabela 9. Massas das fracdes obtidas apds particdo liquido-liquido.

Parte Caédigos Massa obtida (g) Rendimentos (%)
Fracdo Hex. 0,9288 2,75
Frac@o CHCls 4,1263 12,20
Polpa —
Fracdo AcOEt 1,1716 3,46
Fracdo Hidroalcodlica 9,0001 26,61
Fracdo Hex. 0,1639 1,12
Fracdo CHCIs 0,4607 3,14
Sementes —
Fracdo AcOEt 0,2302 1,57
Fracdo Hidroalcodlica 13,8000 94,17
Fracdo Hex. 0,0577 0,68
Fracdo CHCls 0,4855 5,73
Cascas —
Fragdo AcOEt 2,4440 28,83
Frac&o Hidroalcoolica 5,5800 65,83

5.4. Determinacdo da cadeia graxa dos 6leos obtidos

A andlise da cadeia graxa dos 6leos foi efetuada em duas colunas
cromatograficas de forma simultanea para uma maior confiabilidade dos resultados. A
composicao percentual foi determinada pela média dos percentuais de areas obtidos
para cada um dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados nos
cromatogramas obtidos em coluna polar (HP-INNOWAX-20) e apolar (HP-5) (Figuras
10 a 12). Os ésteres metilicos das amostras foram identificados com auxilio de
padrées que foram injetados nas mesmas condi¢des, obtendo—se assim os tempos
de retencdo nas duas colunas utilizadas e tornando possivel a identificacdo através
da comparacdo dos tempos de retencédo para padroes (Tabela 10) e das amostras
dos Oleos provenientes das cascas, da polpa e das sementes dos frutos de buriti
(Tabela 11).



Tabela 10. Tempos de reten¢éo para padrées FAME analisados por CG-DIC.

Tempo de retencéo (min)

Acido graxo Cadeia Col. Apolar Col. Polar
caprilico c8.0 2,30 2,08
pelargbnico C9:0 3,06 2,65
caprilico C 10:.0 4,13 3,46
undecandico C11.0 5,35 4,42
undecendico C 11:1cis-10 5,20 5,02
laurico C12:.0 6,79 5,56
miristico C 14:0 11,98 8,64
miristoléico C 14:1 cis-9 11,52 9,49
palmitico C 16:0 24,74 15,08
palmitoléico C 16:1 cis-9 22,64 16,26
palmitoléico C 16:1 trans-9 23,45 16,51
estearico C 18:0 57,16 27,49
petroselinico C 18:1 cis-6 50,92 31,51
cis-vaccénico C 18:1 cis-11 51,33 31,93
oléico C 18:1cis-9 50,80 31,61
trans-vaccénico C 18:1 trans-11 53,98 32,85
elaidico C 18:1 trans-9 52,67 32,03
C 18:1cis-12 53,51 33,42
linolelaidico C 18:2 trans-9,12 51,16 37,67
linoléico C 18:2 cis-9,12 49,13 36,98
a-linolénico C 18:3 cis-9,12,15 49,51 45,80
y-linolénico C 18:3 cis-6,9,12 44,75 40,49
C 18:4 cis-6,9,12,15 45,93 51,00
linoléico conjugado (CLA) C 18:2 cis-9,11 62,48 53,98
C 190 62,44 42,47
araquidico C 20:0 70,59 61,55
C 20:1 cis-5 69,87 62,95
C 20:1 cis-11 69,76 63,05
C 20:1 cis-8 69,79 63,05
C 20:1 cis-13 70,08 64,26
C 20:2 cis-11,14 69,66 66,19
C 20:3 cis-8,11,14 68,88 67,04
C 20:3 cis-11,14,17 69,74 68,46
araquidénico C 20:4 cis-5,8,11,14,17 68,26 67,89
timnoddnico (EPA) C 20:5 cis-5,8,11,14,17 68,59 69,91
C 21.0 72,75 67,75
behénico C 22:.0 74,50 70,53
erudcico C 22:1 cis-13 74,11 71,00
C 22:2 cis-13,16 73,94 71,86
C 22:3 cis-13,16,19 74,06 73,05
C 22:4 cis-7,10,13,16 73,15 72,74
docosaexaendico (DHA) C 22:6 cis-4,7,10,13,16,19 73,02 74,32
nervoénico Cc24:1 77,09 74,55
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BCH — 6leo das cascas de frutos
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Figura 10. Perfil cromatogréfico em coluna apolar e polar do éleo das cascas de buriti obtido por CG-

DIC.



BPH — 6leo da polpa de frutos
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Figura 11. Perfil cromatografico em coluna apolar e polar do éleo da polpa de buriti obtido por CG-DIC.



70

BPH — 6leo das sementes de frutos
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Figura 12. Perfil cromatografico em coluna apolar e polar do éleo da polpa de buriti obtido por CG-DIC.

Conforme pode ser visto, 0os Oleos de cascas e polpa dos frutos de buriti
analisados apresentaram uma maior concentracéo de 4cidos graxos monoinsaturados
(MUFAS), sendo o predominante o acido oléico (C 18:1) em concentragdes por volta
de 80% da composicdo dos oOleos (Tabela 11). Ja a cadeia graxa do Oleo das
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sementes apresentou como componente majoritario o acido linoléico (C 18:2) com
47% do total (Tabela 11).

Tabela 11. Composicéo da cadeia graxa dos 6leos de frutos de buriti obtidos por CG-DIC.

tr (coluna tr (coluna el Cadeia % Area (HP-5) Y0Area (e %Area média
apolar) polar) graxo INNOWAX-20)
12,083 8,682 Miristico C 14:.0 0,301 0,342 0,322
24,982 15,138 Palmitico C 16:.0 14,696 15,704 15,200
Bed o 16,245 Palmitoléico C16:1 - 0140 -
Oleo das ' L.
cascas 57,676 - Estearico C 18:0 1,872 e T
50,534 31,195 Oléico Ci18:1 76,549 78,760 77,655
48,673 36,387 Linoléico C18:2 5,598 4,872 5,235
3 Area 99,016 99,818 99,417
24,99 15,129 Palmitico C 16:0 15,310 17,745 16,528
BPH 22,758 16,223 Palmitoléico C 16:1 0,131 0,081 0,106
Gleo da 57,686  ----—-- Estearico C 18:.0 2030 v T
polpa 50,627 31,228 Oléico c18:1 76,725 81,868 79,297
48,634  ---—- Linoléico C 18:2 306 -
51,683  ---—- Linolelaidico C 18:2 1924 - e
3 Area 99,176 99,694 99,435
6,82 5,56 Laurico C 12.0 0,130 0,158 0,144
12,045 8,63 Miristico C 14:.0 0,596 0,615 0,606
0|eBoS;|as 24908 15,036 Palmitco  C 16:0 25,390 27,874 26,632
sementes 57,491  ------ Estearico C 18:.0 4,074 e mTe
22,677 16,132 Palmitoléico C 16:1 0,203 0,317 0,260
48,574 36,138 Linoléico Cc18:2 45,613 48,884 47,249
50,204 30,825 Oléico Ci18:1 19,006 19,566 19,286
X Area 95,012 97,414 96,213

A composicao média dos Oleos pode ser verificada na tabela 11, sendo possivel
identificar o minimo de 96% de estéres metilicos. A composi¢cado dos 6leos apresentou
maior composicao de acidos graxos insaturados. Os valores de MUFAs encontrados
para o buriti sdo maiores que os encontrados para 6leos de oliva e castanha do Brasil.
Além disso, 6leo de da polpa dos frutos de buriti apresenta estabilidade oxidativa
devido a baixa concentracéo de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) (Pardauil et
al., 2011)
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5.5. Quantificacédo de Fendlicos Totais

A concentracao de fendlicos totais em cada uma das amostras foi determinada
a partir da interpolacédo das absorbancias observadas na reta de regressao linear da

curva do padréo de acido gélico (Figura 13).
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Figura 13. Curva de calibracéo de &cido galico.

Os valores de fendlicos totais foram expressos em equivalentes de mg de acido
galico (AG) por grama de material vegetal seco. O célculo deu-se a partir da
interpolacdo das absorbancias considerando ainda o teor de extrativos para cada
parte do fruto e os rendimentos obtidos para os particionamentos, resultando assim

nos valores listados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores obtidos para a concentracéo de fendlicos totais nas fragbes de Mauritia flexuosa
L.f

mg AG/ 100g material seco

Parte do fruto Fracao + DP

CHCls 69,88 + 0,006

Cascas AcOEt 742,66 0,08
Hidroalcodlica 1998,80 =0,03

CHCI; 89,00 + 0,003

Polpa AcOEt 36,70 + 0,009
Hidroalcodlica 141,44 £ 0,007

CHCl; 24,38 + 0,003

Sementes AcOEt 19,95 + 0,028

Hidroalcoodlica

493,33 + 0,004

Dentre as fragOes analisadas a que a apresentou maior concentracao de

substéancias fendlicas foi a fracao hidroalcoolica das cascas, seguida da fracédo acetato

de etila das cascas sendo que a primeira apresentou mais que o dobro da
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concentracdo de fendlicos da segunda (742,66 * 0,03 e 1998,80 + 0,08,
respectivamente).

Realizando um comparativo entre as partes do fruto, as fracbes das cascas
apresentaram valores superiores quando comparados ao mesmo solvente utilizado
no particionamento, Os menores valores foram obtidos para as fragdes cloroférmicas
e acetato de etila das sementes, apresentando 24,38 = 0,003 e 19,95 £ 0,028 mg de
acido galico, respectivamente.

Pelos resultados obtidos, ndo € possivel correlacionar a concentracdo de
fendlicos totais com o solvente usado na extracéo e nem com parte do fruto. De acordo
com Koolen e colaboradores (2013), o extrato metandlico dos frutos ndo maduros e
inteiros apresentou o valor de 387,07 mg de equivalentes de acido galico/ 100 g
material seco, sendo este inferior aos valores encontrados neste estudo para fracdes
acetato de etila e hidrolacodlica das cascas e fragdo hidroalcodlica das sementes
analisadas indicando que ocorre uma concentracao desse tipo de substancias nessas
fracGes, sendo assim a concentracao de fendlicos nos frutos inteiros foi menor que os
valores encontrados para fracdes de algumas das partes isoladas.

O fato de as fra¢des das cascas apresentarem maior concentracdo de fendlicos
pode ser relacionada com os rendimentos para extratos metandlicos, uma vez que
esta parte do fruto apresentou o maior rendimento (14,32%) quando comparado as
demais partes (polpa: 9,18% e sementes: 1,7%) e sabe-se que as substancias
fendlicas, principalmente flavondides, apresentam afinidade por solventes de média

polaridade, tais como o acetato de etila (Wagner e Bladt, 1996).

5. 6. Determinacgéo da atividade antioxidante

5.6.1. Capacidade redutora do Ferro (FRAP)

A partir dos dados de absorbancia em funcédo da concentracéo foi construida
uma curva de calibracao de sulfato ferroso (Fe(SOa4).7H20) uM (Figura 14). Os valores
de absorbéancia para cada fracdo foram interpolados na curva de calibracdo e os
resultados da capacidade redutora de Fe (lll) foram expressos como uM de Fe(ll)/g
de extrato seco.
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Maiores valores de Fe (ll) (uM) detectados para as fragdes indicam uma maior

capacidade das substancias presentes para reduzir Fe (lll) e formar complexos

estaveis com Fe (Il).
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y = 0,0006x + 0,0008
R2 =0,9999
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Figura 14. Curva de calibragao linear da %CS em fungao da Concentragdo (ug/mL) de quercetina.

Na tabela 13 encontram-se os valores referentes as fracOes testadas de

cascas, polpa e sementes de frutos de Mauritia flexuosa L.f.

Tabela 13. Resultados da capacidade de reducéo de Fe (lll) das fragbes dos frutos de Mauritia flexuosa

L.f.

uM Fe/ 100g extrato seco

Parte do fruto Fracbes + DP

CHCl3 147,25 + 0,002

Cascas AcOEt 241,31 + 0,04
Hidroalcodlica 250,03 + 0,02

CHCl3 51,08 + 0,01

Polpa AcOEt 54,42 + 0,002
Hidroalcodlica 20,58 £ 0,002

CHCls 80,03 + 0,004

Sementes AcOEt 99,42 + 0,03
Hidroalcodlica 21,25 £ 0,007

Dentre as fracdes analisadas a que apresentou maior capacidade de reducao

de ferro foi a fragdo hidroalcodlica das cascas dos frutos com valor 250,03 + 0,02 uM

Fe/ 100g extrato seco seguido da fracao acetato de etila das cascas, 241,31 + 0,04
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MM Fe/ 100g extrato seco. Os menores valores foram obtidos para a fragéo
hidroalcodlica das sementes e fracdo acetato de etila da polpa, 21,25 + 0,007 e 20,58
+ 0,002 uM Fe/ 100g extrato seco respectivamente.

Os resultados obtidos para o ensaio FRAP estdo em concordancia com 0s
resultados obtidos para a quantificacdo de fendlicos. As fragbes que apresentaram a
maior concentracdo de fendlicos foram as que também apresentaram maior
capacidade de reducdo do ferro. Realizando um comparativo dos valores entre o
extrato hidroalcodlico dos frutos verdes inteiros (Koolen et al., 2013) e os valores
obtidos para o presente estudo, pode-se afirmar que o extrato dos frutos inteiros
possuem menor capacidade redutora de ferro (0,28 + 37.99 uM Fe/ 100g extrato seco)

gue quaisquer uma das fracdes testadas neste trabalho.

5.6.2. Captura de radicais livres DPPH

Foi estimado o parametro CSso (ug/mL), que expressa a concentracdo de
substrato que causa 50 % de perda da atividade do radical livre de DPPH a partir da
equacao da reta dos gréaficos da porcentagem de capacidade de sequestro do radical
livre DPPH (%CS) em funcdo da concentracdo, series de diluicdes de fracBes e do

controle positivo.
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80 Rz = 0,9912
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Figura 15. Curva de calibragdo linear da %CS em funcao da Concentracdo (ug/mL) de quercetina.

O valor calculado de CSso para a quercetina a partir da equagéo da reta (Figura
15) foi de 5,04 ug/ mL. Esse dado constitui uma referéncia da atividade antioxidante
de uma substancia de carater polifenélico com reconhecidas propriedades

antioxidantes.
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Foi utilizado ainda para efeito de comparacédo, o CSso do extrato etandlico de
Ginkgo biloba, que em trabalho realizado por Silva et al.(2005), utilizando a sinonimia
Mauritia vinifera, apresentou o valor de 41,5 pg/ mL.

Durante a determinacao da faixa de trabalho para o teste, as fracées de polpas
e sementes dos frutos, apresentaram valores de CSso acima de 1000 pg/, néo
apresentando assim atividade antioxidante frente ao método DPPH. Entretanto, as
fracbes das cascas dos frutos apresentaram valores medianos entre o controle
positivo quercetina e o valor para a Ginkgo biloba (Figura 16).

Os valores encontrados para as fracdes das cascas de frutos de buriti no
presente trabalho sdo menores que os valores obtidos nos trabalhos anteriores para
extratos de polpa e cascas da sinonimia Mauritia vinifera, que apresentaram
respectivamente 538,3 e 71,0 ug/ mL, e para o extrato hidroalcodlico de frutos verdes
inteiros, 19,58 mg/ mL (Koolen et al., 2013).

95,1 m Quercetina
100 Ginkgo biloba
00 mCascas CHCI3
80 mCascas AcOEt
TE' 70 m Cascas Hid
p % 415
J 50 :
3 40
8 30
20 5,04
10
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Figura 16. CSso para fragfes das cascas dos frutos de Mauritia flexousa L.f , controle
positivo (quercetina) e extrato etanélico de Ginkgo biloba.

Das fracbes das cascas a que apresentou maior atividade foi a fracéo
hidroalcodlica (24,11 ug/ mL) seguida da fracdo acetato de etila (28,23 pg/ mL). A
menor atividade foi observada para a fracao cloroformica (95,10 ug/ mL) apresentando
CSso aproximadamente 20 vezes maior que o controle positivo quercetina.

Os dados obtidos para as cascas dos frutos de buriti sugerem que a atividade
antioxidante significativa esta relacionada com a presenca de antocianinas, que
apresentam atividade antioxidante ja descrita em inmeros trabalhos na literatura. A

presenca de cor nas plantas e extratos esta relacionada a presenga de antocianinas,
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responsavel por coloragbes que vao de amarelo a vermelho nos tecidos vegetais.
Além de serem responsaveis pela cor dos vegetais e apresentarem atividade
antioxidante, a presenca de antocianinas ainda esta relacionada a fotoprotecao dos
tecidos vegetais, 0 que apresenta relacdo direta no caso dos frutos de buriti pois a
presenca de substancias fotoprotetoras e antioxidantes nas cascas de buriti
realizariam a protecdo de carotendides e tocoferdis contidos na polpa deste fruto,
justificando assim a atividade observada frente ao ensaio DPPH (Smillie e
Hetherington, 1999; Steyn et al.,2002; Dewick, 2009)

5.7. Andlise de fendlicos e flavondides por CL — EM.

Segundo Corley e Dorley (1994), as estratégias para a triagem de extratos de
produtos naturais para identificacdo de novos compostos utilizando a desreplicacao
representa a chance de encontrar novos compostos bioativos. A rapida caracterizacéo
de compostos conhecidos é o processo conhecido como desreplicacédo e faz uso de
técnica hifenadas como CL-EM e CL-RMN, e tornou-se uma area de importancia
estratégica para o quimico de produtos naturais.

Varias bases de dados comerciais foram desenvolvidas e podem auxiliar na
tarefa da elucidacdo de compostos, como o Scifinder, MASSBANK e CrossFire
Commander (Nikolic et al., 2012). Na auséncia de informagfes para 0s compostos
investigados, a criacdo de um banco de dados préprio para o trabalho é valida quando
se faz uso de padrdes que séo analisados nas mesmas condi¢des e aparelhagem.

A andlise das amostras obtidas por particdo dos extratos de buriti foi possivel
somente apds a otimizacdo das condicbes cromatograficas e dos parametros de
andlise por espectrometria de massas para a mistura de padroées.

Para desreplicacdo dos extratos de plantas, um banco de dados foi construido
contendo todas as moléculas e dados espectroscopicos. Assim, a partir da analise
comparativa foram identificadas as substancias padrdo. Os dados coletados levaram
a criacao de um banco de dados contendo 28 moléculas incluindo 11 acidos fendlicos
e 17 flavonodides.

Foram realizadas analises CL-EM nas colunas C18 e PFP nos modos positivo

e negativo. O processamento dos cromatogramas foi realizado utilizando o software
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DataAnalysis, podendo assim ser retirados dados como tempo de retencéao (tr), m/z

para os padrdes, fragmentacdes e absorbéancias para cada substancia (Figura 17).
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Figura 17. Interface do software DataAnalysis utilizado no processamento do cromatogramas CL-EM
obtidos.

Para ambas as colunas, ap0s coletadas as informacdes pertinentes, foram
construidas tabelas que contém os dados que foram utilizados na identificacdo dos
padrées nas amostras de buriti (Tabela 14 e 15). O software utilizado fornece
ferramentas para extracdo das massas de interesse e ao ser comparado com 0s
padrées de fragmentacédo, tempos de retencdo e absorbancia foi possivel identificar
cada substancia nos cromatogramas.

Nos cromatogramas os picos foram numerados de acordo com o tempo de

retencdo e assim relacionados as substancias nas tabelas 14 e 15.

5.7.1. Andlise da mistura de padrdes usando a coluna C18

A coluna C18, usualmente utilizada em analises de compostos fendlicos
(Tabela 5), foi inicialmente utilizada nas analises devido a variedade de trabalhos
descritos na literatura fazendo uso desta como fase estacionaria util para

desreplicacdo de compostos fendlicos. Assim, as analises foram conduzidas usando-

3
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se a coluna C18 e foram obtidos os cromatogramas BPC (Cromatograma do Pico
Base) nos modos positivo e negativo (Figuras 18 e 19)

Conforme descrito na secéo 4.10, foi utilizada uma solucéo estoque contendo
28 padrbes, porém foram observados somente 26 picos nos cromatograma BPC no
modo positivo e negativo sugerindo assim a ocorréncia de co-eluicées. Estas co-
eluicdes foram confirmadas a medida que se deu o processamento das analises
(Anexos 24 a 27).

N&o foi possivel diferenciar os padrbes isoméricos apenas por meio da analise
de suas fragmentacdes. Por isso, estes padrdes foram injetados individualmente para
se determinar seus respectivos tempos de retencdo e assim identifica-los quando na
mistura (ver anexos).

Os padrbes que foram isoladamente injetados para a coluna C18 foram
apigenina e baicaleina (270,0522 m/ z); luteolina e kaempferol (286,0471 m/ z);
epicatequina e catequina (290,0784 m/ z); quercetina e acido nordihidroguaiarético
(302,0421 m/ z); (-)-epigalocatequina galato e (-)-galocatequina galato (458,0843 m/
2).

A resolucao das co-eluicdes se deu da mesma forma, realizando injecdes da
solugdo padrao isoladamente para a confirmacdo dos tempos de retencdo das
substancias.

A partir das informacdes obtidas na a coluna C18 foi construida uma tabela
contendo numero do pico, tempo de retencao (t)), maximos de absorbancia (A) do
espectro de UV, massa molecular (m/ z) e a substancia referente a cada pico

identificado.
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C18 modo positivo
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Figura 18. Cromatograma obtido para a mistura de padrées utilizando a coluna C18 e modo positivo

analise.

C18 modo negativo
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Figura 19. Cromatograma obtido para a mistura de usando a coluna C18 e o modo negativo de andlise

Tabela 14. Listagem de padrdes para a coluna C18 nos modos positivo e negativo.
C18
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tr (min)
Pico | gpc | uv | BPC | UV A iz
n° (+) (+) () () Substéncia / Padrao
1 1,3 [11] 1,3 | 11 | 210/271 | 170,0209 |&cido gélico
2 23 23| 24 | 23| 205/259 | 154,0260 |acido 3,4-dihidroxibenzoico
3 59 | 59| 59 | 58| 206/270 | 306,0734 |(-) - epigalocatequina
4 65 | 64| 65 | 64 | 204/280 | 290,0784 |(+)-catequina
5 71 | 69| 7.0 6.9 219 /323 180,0417 éc?do caféico _
216/ 325 354,0945 | acido clorogénico
6 78 78] 78 | 7,7 210/ 275 198,0522 | &cido siringico
7 97 |97 ] 96 | 95 | 204/278 | 290,0784 |(-) - epicatequina
8 10,4 |10,3| 10,4 | 10,3 | 210/309 164,0467 | acido para-cumarico
9 11 |10,9| 10,8 | 10,7 | 208/273 | 458,0843 |(-)-epigalocatequina galato
10 12,4 |12,4| 12,4 (12,4 | 219/323 194,0573 | acido ferulico
11 | 12,6 |12,4| 12,6 |125| 211/274 | 458,0843 |(-) - galocatequina galato
12 | 13,3 |13,3| 131 |13,0| 221/323 | 224,0679 |acido sinapico
13 16,0 |159| 154 |153 | 221/212 610,1528 | rutina
14 18,0 |17,9| 173 | 17,2 | 591 /282 580,1786 naringina
15 18,6 |18,5| 17,9 | 17,8 2103/42165 / 448,1000 quercitrina
16 18,7 [18,7| 18 |17,9 2203/4%70 / 4321050 apigenina-7-glicosideo
17 19,0 |18,9| 184 |183| 213/272 318,0370 | Mmiricetina
18 201 |201| 196 | 195 2173/02583 [ | 228,0780 |resveratrol
148,0518 | acido trans-cinamico
19 | 236 |235]| 22,7 |22,7| 210/339 | 302,0421 |quercetina
20 | 23,9 |23,8| 23,0 | 22,9 | 212/347 | 286,0471 |luteolina
21 | 26,0 |259]| 25,2 | 251 | 215/288 | 272,0679 |(¥) - narigenina
22 276 |27,5| 26,6 | 26,5| 218/275 270,0522 | baicaleina
23 28,0 |27,9| 27,0 | 26,9 | 215/367 286,0471 | kaempferol
24 | 28,3 |28,3| 27,3 |27,2| 219/275 | 270,0522 |apigenina
25 | 28,6 |28,6]| 27,6 |275| 220/368 | 316,0577 |isorramnetina
26 | 342 |34,1] 331 | 33 | 218/366 | 302,1512 |éacido nordiidroguaiarético
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5.7.2. Andlise da mistura de padrdes usando a coluna PFP

A utilizacdo de uma coluna com fase estacionaria diferente (PFP -
Pentaflourofenil, Figura 20) e ndo apenas com dimensdes diferentes da C18, se deu
devido a ocorréncia de co-elui¢cbes. Dessa forma, a mudanca da fase estacionaria
trouxe informacdes diferenciadas, que ajudaram na resolucdo das co-eluicoes

ocorridas na coluna anteriormente utilizada.

Si

F
Figura 20. Estrutura do Pentafluorofenil (PFP).

As andlises realizadas com a coluna PFP foram conduzidas em um fluxo
diferente (0,31 mL/min) daquele utilizado com a coluna C18 (0,43 mL/min) devido a
dificuldades na estabilizacdo da pressédo do cromatégrafo. Foram obtidos assim o0s
cromatogramas BPC para os modos positivo e negativo usando a coluna PFP (Figuras
21 e 22).

PFP modo positivo

Intens, 33.4mn  BPC +AlIlMS
%105 %

1,25

i 29.7 min
1.00 »n

. 31.9 min
23.11m|n 24

7

19.0 min 31.6 min
0.751 b z

29.1 mil 33,3 min
13.5 min 21 2|
8

g 10.9 min 24.5min F g?mln
18.5m| 1
4
13 22.0 min
16

17.0'min
11

15.4min
9

36, L min
28

15 0 25 30 Time [min]
Figura 21. Cromatograma obtido para a mistura de padrdes usando a coluna PFP e o modo positivo
de andlise.
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PFP modo negativo
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27
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25

3.4min

0.8
33, 2fmin

11.9 min
0.6 5
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1
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? : 31'25 T 3307 min
26

0.4
25.3 min

15.4 min
o
19

0.2

0.0 E—

5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Figura 22. Cromatograma obtido para a mistura de padrées usando a coluna PFP e o0 modo negativo
de andlise.

A partir das informacfes obtidas para a coluna PFP foi construida uma tabela
contendo namero do pico, tempo de retencao (t;), maximos de absorbancia (nm) do
espectro de UV, massa molecular (m/ z) e a substancia referente a cada pico
identificado (Tabela 15). As informacdes do detector de UV séo apresentadas porque
funcionaram como ferramenta adicional na identificacdo e detec¢cdo de um ou outro
padrao ndo observados nos cromatogramas BPC (Anexos 4, 9, 14 e 18).

Apesar de o UV ser um detector menos informativo, decidiu-se por manter as
informacBes desse detector (maximos de absorbancia), pois funciona como uma
ferramenta adicional de identificacdo, especialmente util para a identificacdo de
substéancias fendlicas.

Conforme mostrado na Figura 21, no cromatograma BPC obtido no modo
positivo de analise estdo presentes 28 picos, portanto todos os padrdes utilizados
neste estudo foram identificados separados. Para 0 modo negativo, nao foi possivel
observar o pico referente ao acido trans-cinamico pelo fato de este padrdo n&o ser um
componente fendlico e a ionizacdo deste ocorre entdo preferencialmente no modo
positivo. A dificuldade na identificacdo deste padrdo no cromatograma foi resolvida,
pois foi realizada a injecdo da solugcdo do padréo isolado, podendo assim ser

identificado o tempo de retenc&o deste na mistura. O cromatograma de ions extraidos
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para o acido trans-cinamico também foi utilizado para identificacdo do tempo de

retencdo (Figura 23).

Tabela 15. Listagem de padrdes para a coluna PFP nos modos positivo e negativo.

PFP

' tr (min) _ tr (min)

Prl]%o BPC ™ P:]%O BPC | uVv A m/ z Substancia / Padréo
(+) Q] )

1 2,8 2,8 1 34 3,3 210/271 |170,0209 | 4cido galico

2 54 53 2 5,9 5,8 205/259 |154,0260 | 4cido 3,4-dihidroxibenzdico

3 10,3 10,2 3 10,4 | 10,3 206 /270 |306,0734 | (-) - epigalocatequina

4 10,9 10,8 4 10,9 | 10,9 204 /280 |290,0784 | (+) - catequina

5 11,2 111 5 11,3 | 11,2 216 /325 |354,0945 | acido clorogénico

6 11,8 11,7 6 11,9 | 11,9 219/323 |180,0417 | 4cido caféico

7 12,6 12,5 7 12,7 | 12,6 210/275 |198,0522 | acido siringico

8 13,5 13,4 8 135 | 134 204 /278 |290,0784 | (-) - epicatequina

9 15,4 15,3 9 154 | 15,3 210/309 |164,0467 | acido para-cumarico

10 15,7 15,6 10 156 | 155 208 /273 |458,0843 | (-) - epigalocatequina galato

11 17,0 16,9 11 16,9 | 16,9 211/274 |458,0843 | (-) - galocatequina galato

12 17,5 17,4 12 175 | 174 219/323 |194,0573 | 4cido ferdlico

13 18,5 18,4 13 18,4 | 18,3 221 /323 |224,0679 | 4cido sin4pico

14 19,0 18,9 14 18,9 | 18,8 221/212 |610,1528 | Rutina

15 215 21,4 15 215 | 214 221 /282 |580,1786 | naringina

16 22,0 21,9 16 | 21,9 | 21,8 2103/42165/ 448,1000 | quercitrina

17 23,1 23,0 17 23,0 | 22,9 2203/4%70/ 432,1050 | apigenina-7-glucosideo

18 23,5 23,4 a 23,4 | 23,3 217 /277 |148,0518 | 4cido trans-cindmico

19 24,5 24,4 18 24,4 | 243 213 /272 318,070 | miricetina

20 25,4 25,3 19 253 | 25,2 2173/0%83/ 228,0780 | resveratrol

21 29,1 29,0 20 29,0 | 28,9 210/339 |302,0421 | quercetina

22 29,7 29,6 21 29,6 | 29,5 212 /347 |286,0471 | luteolina

23 31,6 31,5 22 316 | 315 219 /275 |270,0522 | apigenina

24 31,9 31,6 23 31,8 | 31,7 215/288 |272,0679 | (¢) - narigenina

25 33,3 33,2 24 33,2 | 331 215/367 |286,0471 | kaempferol

26 33,4 33,3 25 33,4 | 33,3 218/275 |270,0522 | baicaleina

27 33,8 33,7 26 33,7 | 33,6 220 /368 |316,0577 |isorramnetina

28 36,1 36,0 27 36,1 | 36,0 218 /366 |302,1512 | 4cido nordiidroguaiarético

@: ndo foi observado




85

Intens.
x103

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

BPC +All M5

23.1min

17
19.0 min
14

24.5min
19 25.4min
20

18.5 min
13

@
x10%

EIC 149.0000 +All M5

23.6 min

1 2 2 24 % ® Time [mir]

21.9 min

15 5.0 mn 29.0 min
25.3 min 20

19

18.9 min
14

24,4 min
1B

18.4 min
13

EIC 147.0000 -All MS

23.4min

8 20 22 24 26 28 Time: [min]

BPC -All MS |

(A)

(B)

(®)

(D)

Figura 23. Cromatogramas obtidos para o padrédo acido trans-cindmico: (A) BPC no modo positivo; (B)

EIC

no modo positivo; (C) BPC no modo negativo; (D) EIC no modo negativo.

A ionizacdo do acido trans-cin@mico néo foi verificada no cromatograma BPC

obtido no modo negativo, embora possa ser observado um pico de baixa intensidade

no cromatograma de ions extraidos (EIC). Apenas com a manipulacdo dos

cromatogramas, extraindo-se o ion de interesse (149,0597 m/z para o modo positivo

e 147,0440 m/z para o modo negativo) foi possivel identificar o tempo de retencdo do

padrdo de acido trans-cinamico para ambos os modos de analise. Sendo assim a

numeracéao dos picos para o0 modo negativo foi diferenciada como pode ser observada
na Tabela 15.
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5.7.3. Andlise das amostras

A importancia da construcdo de um banco de dados com as informagdes para
os padrdes € essencial ao trabalho de desreplicacdo, pois de posse destes dados foi
possivel identificar a presenca destes compostos nas fracfes obtidas para as fracbes
dos frutos de buriti e a criacdo de um possivel método de andlise de compostos
fendlicos que podera ser aplicado a outras matrizes (extratos de origem vegetal ou
animal) ndo sendo limitado apenas ao presente estudo.

No primeiro passo do processo de desreplicacdo, os espectros de UV e tempos
de retencao registrados para cada pico durante a separacéo por cromatografia liquida
sdo comparados aos dados da base de dados construida a partir das analises dos
padrdes, que neste caso foi a biblioteca utilizada na identificacdo (Lang et al., 2008).

A utilizacdo da espectrometria de massas de alta resolucdo fornece massas
gue podem ser comparadas com as massas teoricas de padrdes que devem ser por
sua vez comparadas com as massas observadas tanto para a mistura de padroes
utilizada neste estudo quanto para as massas observadas nas amostras analisadas.
Para a confirmacao da presenca do componente na amostra foi calculado o erro para

cada padréo pela formula abaixo.

Erro=| (M Mobservada) | x 1.000.000 = ppm

tedrica

M

tedrica

Onde, o erro observado é dado em ppm (partes por milh&o); M,.4,i., € @ massa
calculada a partir da formula molecular do composto € M pcervada € 2 massa observada

a partir do cromatograma do ion extraido (EIC).

A massa observada, juntamente com um ajuste de precisdo da massa teorica,
€ a principal entrada de pesquisa para este banco de dados e para a identificacao de
componentes nas amostras de buriti. A precisdo da massa pode ser definida em ppm
(partes por milh&o), permitindo, assim, a comparacao dos dados de detectores de
gerar massas com baixa ou alta precisdo. A confirmagcdo do componente nas

amostras depende de um valor baixo de erro calculado (Moco et al., 2006).
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Apbs a determinagdo dos tempos de retencdo e o calculo das variacbes de
massa (erro), as amostras foram analisadas a fim de identificar a presenca das
substancias padrao que podem estar contidas nas fracdes de buriti. Tal identificacéo
s6 foi possivel utilizando os recursos do software DataAnalysis, com o qual foi possivel
extrair os picos moleculares de interesse e assim relacionar os dados (Tabelas 14 e
15).

Para cada parte do fruto, cascas, polpa e sementes, foram analisadas as trés
fracOes geradas, fracdo cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica. A identificacéo
de componentes destas fragcbes foi realizada para ambas as colunas (C18 e PFP),
nos modos positivo e negativo, sendo possivel a identificacdo de diferentes
componentes para ambas as colunas e modos. Os resultados obtidos para as frac6es
foram listados na Tabela 16, identificando-se os tempos de retencdo e niumero do pico
observado nos cromatogramas (Figuras 24 a 32).

Os componentes identificados receberam a mesma numeracéo da utilizada
para o banco de dados dos padrdes (Tabelas 14 e 15) para efeito de comparacéo e
identificacao.

Todos os dados até agora descritos neste estudo passaram por confirmacao
do componente apOs extenso estudo de dados como tempos de retencéo,
absorbancias, fragmentacdes e erros calculados a fim de criar um banco de dados de
padrdes disponiveis no grupo para a identificacdo inequivoca dos componentes em
diversas matrizes, que neste caso deu-se na utilizacdo de 9 amostras de diferentes

polaridades das 3 partes dos frutos de buriti.
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Figura 24. Cromatogramas BPC da fragéo cloroférmica das cascas dos frutos de M. flexuosa L.f.
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Fracdo acetato de etila das cascas
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Figura 25. Cromatogramas BPC da fracdo acetato de etila das cascas dos frutos de M. flexuosa L.f.



Fracdo hidroalcodlica das cascas

Intens. Tttt T TT CT -7 T 7y
uot) C18 Modo positivo
3]
24
.
|t o , , w
5 10 15 20 25 30 Time [min]
Imensd. . 3
0 C18 Modo negativo
5]
]
3
2]
1
- . * '-—JL~~~--\J\...,..¢~
g 10 15 20 2 30 3% Time [min]
Intens - o o - - - R
ot PFP Modo positivo
N
24
| ka
g 10 15 30 T\me[n‘m]
Imensd ‘S|
o PFP Modo negatlvo
25 2
6.3 min
2.0
1.51
1.0
0.5
oc\-)ku___,g ‘ W . A e .R , Pt
5 10 15 20 25 30 Time [min]

Figura 26. Cromatogramas BPC da fracédo cloroférmica da polpa dos frutos de M. flexuosa L.f.
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Fracdo cloroférmica da polpa
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Figura 27. Cromatogramas BPC da fracéo cloroférmica da polpa dos frutos de M. flexuosa L.f.
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Fracdo acetato de etila da polpa
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Figura 28. Cromatogramas BPC da fracéo acetato de etila da polpa dos frutos de M. flexuosa L.f.

10

12

14

16 18 20 Time [min]

92



Fracdo hidroalcodlica da polpa
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Figura 29. Cromatogramas BPC da frag&o hidroalcodlica da polpa dos frutos de M. flexuosa L.f.
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Fracdo cloroférmica das sementes
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Figura 30. Cromatogramas BPC da fragéo cloroférmica das sementes dos frutos de M. flexuosa L.f.



Fracdo acetato de etila das sementes
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Figura 31. Cromatogramas BPC da fragcéo acetato de etila das sementes dos frutos de M. flexuosa L.f.

Fracdo hidroalcodlica das sementes
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Figura 32. Cromatogramas BPC da frac&o hidroalcodlica de sementes dos frutos de M. flexuosa L.f.
A coluna C18 apresentou coeluicdo para os &cidos caféico e clorogénico

(180,0417 m/z e 354,0945 m/z). Considerando a similaridade estrutural ndo foi
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possivel confirmar a presenca de um ou outro componente na analise realizada por
essa coluna. A presenca dos componentes é confirmada pela analise dos ions
moleculares identificados, inclusive empregando técnicas de processamento como a
analise de ion extraido, selecionando a massa do ion especifico de interesse. Contudo
no caso dessa mistura, existe a possibilidade do ion 179,0338 m/z também ser gerado
pelo acido clorogénico e ndo apenas pelo acido cafeico. Por exemplo, o cromatograma
obtido para a fracdo cloroférmica das sementes no modo negativo, o pico em 7,1 min
levantou davidas quanto a presenca de acido caféico e clorogénico. A avaliacado do
espectro de massas indica a presenca apenas do ion molecular 179,0338 m/z que
pode indicar a auséncia do acido clorogénico como um dos componentes da fracdo
(Figura 33). Contudo essa avaliacdo ndo pode ser considerada definitiva, pois dadas
as condic¢des adotadas, o &cido clorogénico pode gerar apenas o ion 179,0338 m/z, e
nao o ion 353,0867 m/z, que confirmaria a presenca deste. A intensidade dos ions

também foi observada para efeito de identificacdo destes dois componentes em outras
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Figura 33. (A) Cromatograma BPC modo negativo coluna C18 para a fracdo cloroférmica das
sementes, pico 7,1 min; (B) EIC 179,0338 m/z; (C) EIC 353,0867 m/z; (D) Espectro de massas para o
pico 7,1 min.

Na fracdo acetato de etila das sementes foi verificada a presenca tanto de acido

caféico como de acido clorogénico. Para a coluna C18 no modo positivo, foi possivel
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observar apenas a presenca de &cido clorogénico apés 0s processamentos realizados
(Figura 34). Para o0 modo negativo, utilizando a mesma coluna, houve a confirmacgéao
da presenca de &cido clorogénico (Figura 35), porém pela intensidade dos ions quasi-
moleculares, observou-se um ion pouco intenso, referente a presenca de &acido
caféico. Essa presenca somente pode ser confirmada utilizando a anélise em coluna
PFP, ndo qual as coelui¢cdes ndo existem

Na andlise realizada na coluna PFP e no modo negativo, devido a melhor
separacdo promovida por esta fase, foi possivel confirmar que acido caféico e
clorogénico sdo componentes da fracado (Figuras 36, 37 e 38). A identificacao foi
possivel apds a extracdo dos ions de interesse e a verificagdo das intensidades dos

ion moleculares no espectro de massas.
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Figura 34. (A) Cromatograma BPC modo positivo coluna C18 para a fracdo acetato de etila das
sementes, pico 7,2 min; (B) EIC 181,0495 m/z; (C) EIC 355,1023 m/z; (D) Espectro de UV e (E) Espectro
de massas para o pico 7,2 min.
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Figura 35. (A) Cromatograma BPC modo positivo coluna C18 para a fracdo acetato de etila das
sementes, pico 7,3 min; (B) EIC 181,0495 m/z; (C) EIC 355,1023 m/z; (D) Espectro de UV e (E)
Espectro de massas para o pico 7,3 min.
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Figura 36. (A) Cromatograma BPC modo negativo coluna PFP para a fracdo acetato de etila das
sementes, pico 11,9 min; (B) EIC 179,0338 m/z; (C) EIC 353,0867 m/z; (D) Espectro de UV e (E)
Espectro de massas para o pico 7,3 min.
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Figura 37. (A) Espectro de UV e (B) Espectro de massas para o pico 11,3 min modo negativo coluna
PFP.
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Figura 38. (A) Espectro de UV e (B) Espectro de massas para o pico 11,8 min modo negativo coluna
PFP.

ApoOs a andlise de todas as fracdes, foi construida uma tabela que contém todos
0s componentes identificados para as 9 fracfes de buriti analisadas (Tabela 16). A
tabela construida dispde de dados que relacionam o banco de dados construido a
partir da mistura de padrdes e as informacdes da identificacdo das fracOes para a
confirmacéo das massa de alta resolucao.

As confirmacgdes dos compostos foram feitas apds analises de massas teoricas,
massas observadas, tempos de retencdo comparados com o0s padroes e erros

calculados para cada identificagéo (Anexo 38).
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Tabela 16. Constituintes fendlicos identificados nas fracdes dos frutos de M. flexuosa L.f.

Parte do fruto Composto identificado

acido 3,4-dihidroxibenzéico

(+)- catequina
(x)-narigenina

acido clorogénico
acido galico

apigenina
apigenina-7-glicosideo
baicaleina

Cascas

luteolina

rutina

acido 3,4-dihidroxibenzdico
acido clorogénico

acido galico

rutina

(+)- catequina

acido 3,4-dihidroxibenzdico

Polpa

acido caféico

acido clorogénico
acido galico
Sementes acido siringico

baicaleina

isorramnetina

quercetina

quercitrina

rutina

Nas fracdes das cascas dos frutos de buriti foram identificados acido-3,4-
dihidroxibenzdico, catequina, ()-narigenina, acido clorogénico, &cido galico,
apigenina, apigenina-7-glicosideo, baicaleina, luteolina e rutina. Nas fra¢6es da polpa,
acido-3,4-dihidroxibenzéico, acido clorogénico, acido gélico e rutina. Para as fracdes
das sementes foram identificados catequina, &acido-3,4-dihidroxibenzéico, acido
caféico, acido clorogénico, acido galico, acido siringico, baicaleina, isorramnetina,
guercetina, quercitrina, e rutina.

Ao todo foram realizadas 15 identificacdes de compostos fendlicos constituintes
dos frutos de buriti séo eles acido 3,4-dihidroxibenzoico,(+)-catequina, (x)- narigenina,
acido clorgénico, acido galico, apigenina, apigenina-7-glicosideo, baicaleina, luteolina,

rutina, acido caféico, acido siringico, isorramnetina, quercetina e quercitrina.
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Dentre os 15 componentes identificados nos frutos como um todo, apenas 4
deles sao comuns de todas as partes estando presentes tanto em cascas como na
polpa e sementes. Séo eles, acido 3,4-dihidroxibenzdico, acido clorogénico, acido
galico e rutina.

Dos constituintes fendlicos identificados na metodologia desenvolvida, e que
também foram encontrados nos frutos verdes no trabalho realizado por Koolen et
al.(2013) foram (+)-catequina, (%)- narigenina, acido caféico, acido clorogénico,
quercetina e rutina. Para os frutos, ndo haviam sido descritos outros constituintes em
trabalhos anteriores.

Os compostos identificados neste estudo e que ainda n&do haviam sido descritos
na literatura para frutos de M. flexuosa L.f. foram &cido 3,4-dihidroxibenxdico, acido
galico, apigenina, apigenina-7-glicosideo, baicaleina, luteolina, acido siringico,
isorramnetina e quercitrina, agregando mais 9 novos compostos identificados a
estudos anteriormente realizados por Koolen e colaboradores (2013). A quercitrina, ja
havia sido descrita para estudo realizado com as raizes de M. flexuosa L.f. (Koolen et
al., 2012) e a rutina ja fora encontrada nas folhas da mesma espécie.

A partir do estudo comparativo entre as distintas fases estacionarias e o0s
diferentes modos de ionizacdo € possivel afirmar que as melhores condi¢bes de
andlise foram obtidas com o uso da coluna PFP e no modo de ioniza¢do negativo. A
identificacdo de fendlicos ja tem sido descrita na literatura como preferencial no modo
negativo. A selecdo de compostos em modo negativo foi, portanto, tendencioso sobre
boa parte dos compostos, pois mostrou a perda de CO2 como principal fragmento,
devido ao numero de &cidos carboxilicos neste subconjunto de compostos.

Os resultados obtidos nesse trabalho de desreplicacdo de constituintes
fendlicos com as fracdes dos frutos de buriti s&o uma importante contribuicao cientifica
aos estudos ja realizados com frutos da espécie, pois permitiram identificar
constituintes fendlicos ainda nao identificados na espécie, inclusive nas diferentes
partes do fruto (cascas, polpa e sementes), corroborado informacdes ja existentes na
literatura e possibilitam o agrupamento dos compostos fendlicos de acordo com as
partes constitutivas do fruto, além de identificar uma maior quantidade de compostos
bioativos nos frutos da espécie estudada. Além disto, o desenvolvimento de condigbes
para a andlise de compostos fendlicos apresentou como alternativa para identificacéo
a utlizacdo da coluna PFP, que se mostrou eficiente frente a coluna C18 nas

condi¢cbes adotadas.
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Dos frutos oleaginosos encontrados na AmazOnia, muitos sao
excepcionalmente ricos em micronutrientes, particularmente em antioxidantes, tais
como carotendides, antocianinas e outros polifendis. O 6leo obtido dos frutos de buriti
ja é considerado a maior fonte natural de carotenodides e o presente estudo vem
reforcar a funcionalidade desses frutos devido a presenca de constituintes fendlicos
em sua composicdo. Considerando o consumo in natura dos frutos de buriti e os
resultados obtidos nesse trabalho, observa-se que existe um grande potencial
nutricional no consumo desses frutos (De Rosso e Mercadante, 2007; Rodriguez-
Amaya et al., 2007).
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6. CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho vém reforcar a utilizagdo dos frutos da
espécie Mauritia flexuosa L.f. como alimento funcional e agregar valor a cascas e
sementes dos frutos que séo tratados como residuo da obtencéo do oOleo e vinho da
polpa. A caracterizacdo da cadeia graxa indicou a presenca de acido oléico como
constituinte majoritario dos 6leos de cascas e polpa dos frutos de buriti (77,6% e 79,2
%, respectivamente). O 6leo das sementes dos frutos apresentou como composi¢cao
principal o acido linoléico (47,2%). Os valores encontrados para esses acidos graxos
na composicdo dos Oleos conferem propriedades cardioprotetoras e os enquadra
como 6leos benéficos a saude (Rodrigues et al, 2010).

A avaliagdo da atividade antioxidante das fragbes dos frutos de buriti
apresentou valores superiores aos descritos em estudos previamente realizados para
frutos inteiros. Todas as fracdes analisadas apresentaram quantidades significativas
de substéancias fendlicas, assim como valores superiores de atividade antioxidante no
ensaio FRAP. A fracdo acetato de etila das cascas foi a fracdo que apresentou a maior
guantidade de substancias fendlicas, a maior capacidade redutora de Ferro (Ill) e a
melhor atividade frente ao ensaio de sequestro de radicais (DPPH), agregando assim
valor a esta parte dos frutos que por apresentar atividade antioxidante significativa
pode trazer beneficios a saude.

Na identificacdo das substancias fendlicas utilizando um método de
desreplicacdo desenvolvido para identificar constituintes fendlicos, obteve-se
melhores resultados empregando uma coluna PFP no modo negativo de ionizacéo
sendo possivel utilizar as condi¢cdes desenvolvidas na identificacdo de fendlicos em
matrizes diferenciadas, ndo estando esse estudo restrito aos frutos de M. flexuosa L.f.

A partir desse método foi possivel identificar uma grande quantidade de
componentes nas diferentes partes dos frutos de buriti, boa parte delas descritas aqui
pela primeira vez para a espécie Mauritia flexuosa L.f.. De modo geral, para os frutos
foram identificados os acido 3,4-diiidroxibenzéico, acido galico, apigenina, apigenina-
7-glicosideo, baicaleina, luteolina, acido siringico, isorramnetina e quercitrina,

As substancias fendlicas encontradas tanto nas cascas, sementes e na polpa
dos frutos de buriti foram apenas o acido 3,4-dihidroxibenzéico, acido clorogénico,

acido galico e rutina.
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Os resultados aqui apresentados contribuem para uma melhor compreensao
do potencial dos frutos de M. flexuosa L.f com a descricdo da composi¢cdo quimica e
de atividade antioxidante de frutos tradicionalmente consumidos na regido, agregam
valor a partes nao utilizadas dos frutos da espécie e mostram novas condicfes para
identificagdo de substancias fendlicas com a utilizacdo da coluna PFP no estudo de

frutos amazoénicos.
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ANEXOS
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Anexo 1. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandéides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo positivo. Ampliagdo dos picos 1 a 9.
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Anexo 2. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo positivo. Ampliacéo dos picos 10 a 17.
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Anexo 3. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo positivo. Amplia¢cdo dos picos 18 a 26.
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Anexo 4. Cromatograma UV obtido para a mistura de padrbes fenilpropandides e derivados e

flavondides para a coluna C18 e modo positivo de andlise.
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Anexo 5. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo negativo. Amplia¢do dos picos 1 a 8.
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Anexo 6. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo negativo. Ampliacdo dos picos 9 a 16.



116

Intens.
x10%

1.0

0.8

23.0 min
20

0.6

0.4 18,4 min
17

19.6 min
18

0.2+

BPC -All M3

0.0 T T T T T T
13 20 21 22 23 24

Time [min]

Anexo 7. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo negativo. Ampliacdo dos picos 17 a 20.
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Anexo 8. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna C18 e no modo negativo. Ampliacdo dos picos 21 a 26.
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Anexo 9. Cromatograma UV obtido para a mistura de padrdes fenilpropanéides e derivados e

flavonodides para a coluna C18 e modo negativo de analise.
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Anexo 10. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrées fenilprop

12 Time [minl

e flavonoides para a coluna PFP e no modo positivo. Ampliacéo dos picos 1 a 8.

anodides e derivados
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Anexo 11. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padr&es fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna PFP e no modo positivo. Ampliagéo dos picos 9 a 14.
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Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrées fenilpropandides e

derivados e flavonoides para a coluna PFP e no modo positivo. Amplia¢éo dos picos 15 a 20.
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Anexo 13. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padr&es fenilpropandides e derivados
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e flavonoides para a coluna PFP e no modo positivo. Ampliacéo dos picos 21 a 28.
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Anexo 14. Cromatograma UV obtido para a mistura de padrbes fenilpropandides e

flavondides para a coluna PFP e modo positivo de analise.
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Anexo 15. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrées fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna PFP e no modo negativo. Ampliacdo dos picos 1 a 8.
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Anexo 16. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padrdes fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna PFP e no modo negativo. Amplia¢éo dos picos 9 a 17.
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Anexo 17. Cromatograma CL-EM (BPC) obtido para a mistura de padr&es fenilpropandides e derivados

e flavonoides para a coluna PFP e no modo negativo. Ampliacéo dos picos 18 a 27.
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Anexo 18. Cromatograma UV obtido para a mistura de padrbes fenilpropandides e derivados e

flavondides para a coluna PFP e modo negativo de analise.
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Anexo 19. Cromatograma CL-EM coluna C18 (BPC) no modo negativo

Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 20. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo negativo

Comparacao dos tempos de retencao.

EIC 285.0000 -all M5
C18 modo negativo S30mn 27.0min
padrdes

BPC -All M5

Kaem pfer0| 27.9 min
BPC -All M5

Luteolina 23.8min

15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 35.0 Time [min]

. Kaempferol e Luteolina.



123

Inbe;osé EIC 289.0000 -All M5
< 6.5min 8.6min C18 modo negativo
. padrdes
2
1
IntEFDs; BPC -Al M5
g 3 s (+)-Catequina
2
1
Inte:ns; BPC -Al M5
W . . .
. S (-)-Epicatequina
3
2
1
o
2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22,5 Time [min]

Anexo 21. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo negativo. (+)-Catequina e (-)-

Epicatequina. Comparacgédo dos tempos de retencéo.
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Anexo 22. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo negativo. Acido Nordihidroguaiarético e

Quercetina . Comparacao dos tempos de retencéo.
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Anexo 23. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo negativo. (-)-Epigalocatequina galato e

(-)-Galocatequina galato. Comparacgéo dos tempos de retencgéo.
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Anexo 24. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo positivo. Coeluicdo de &cido caféico e

acido clorogénico em 7,0 minutos.



125

InhEFDs4 BPC -Al M3
“./| C18 modo negativo
padrdes 7.0min
9.6 min 12.3 min
] 10,8 min
.
13.1min
Internsa — - EIC 179,0000 -AIMS
“*,3| Acido caféico 7.0min
]
]
A
me=dl - Acido clorogénico B DDl
] 7.0 min
K
.
]
E
0 7 7 7 T T T
4 6 8 10 12 Time [min]

Anexo 25. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no modo negativo. Coeluicdo de &cido caféico e

acido clorogénico em 7,0 minutos.
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Anexo 26. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no positivo. Coeluicdo de Acido trans-cindmico e

0.00

Resveratrol em 20,1 minutos.
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Anexo 27. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna C18 no negativo. Coeluicdo de Acido trans-cindmico e

Resveratrol em 20,1 minutos.
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Anexo 28. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo positivo. Baicaleina e Apigenina.

Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 29. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo positivo. Kaempferol e Luteolina.

Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 30. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo positivo. (+)-Catequina e (-)-

Epicatequina. Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 31. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo positivo. Acido Nrdihidroguaiarético e

Quercitrina. Comparacao dos tempos de retencao.

ML= — EIC 453,0000 +AlIl M3
mihE 17.0 min PFP modo positivo
57 min padrdes
2]
1]
Intensl BPC +All M5
"1”3 17.0 min (-)-Galocatequina galato
2]
1]
Inffns;:‘ BPC +All M5
’””3 15.8 min (-)-Epigalocatequina galato
2]
1.
0 : = . :
14 15 22 24 Time [min]

Anexo 32. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo positivo. (-)-Galocatequina galato e (-)-

Epigalocatequina galato. Comparacédo dos tempos de retencao.
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Anexo 33. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo negativo. Apigenina e Baicaleina.

Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 34. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo negativo. Kaempferol e Luteolina.

Comparacao dos tempos de retencao.
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Anexo 35. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo

Epicatequina. Comparacédo dos tempos de retencao.
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Anexo 36. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo negativo. Acido nordhidroguaiarético e

Quercitrina. Comparacao dos tempos de retencao.
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IHEF;"F EIC 457.0000 -All M5 | -

X . H

2] 15.6 min o PFP modo~negatlv0
padrdes

2.04
1.5

1.0
0.57

Interl‘ws;_ : : BPC -All M3
il 15.9 min (-)-Epigalocatequina galato

Intens; : BPC -All M5
i 17,1 min (-)-Galocatequina galato

14 16 18 20 22 Time [min]
Anexo 37. Cromatograma CL-EM (BPC) coluna PFP no modo negativo. (-)-Epigalocatequina galato e

(-)-Galocatequina galato. Comparacéo dos tempos de retencéo.
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Padrio M+ [M+H]+ | [M-H]- m/z Erro tr m/z Erro tr m/z Erro tr m/z Erro tr
C18 (+) |[(ppm)|(min)| C18(-) |(ppm)|(min) | PFP (+) |(ppm)|(min)| PFP (-) |(ppm) | (min)
Acido 3,4- -
oY O .. |154,0260 | 155,0338 | 153,0182
dihidroxibenzoéico 153,0199| 11,11 | 2,9 153,0193| -7,19 | 5,5
Acido
clorogénico 354,0945 | 355,1023 | 353,0867 355,1034 | -3,10 | 7,2
c (¥)-Narigenina | 272,0679 | 273,0757 | 271,0601 | 273,0770| -4,76 | 26,1 |271,0621| -7,38 | 27,0 |273,0763| -2,20 | 32,1 |271,0621| -7,38 | 31,6
ascas _
Fr. CHCI3 |Apigenina 270,0522|271,0601 | 269,0444 2690473 | 10,78 | 285
Apigenina-7-- | 435 1050 | 433,1129 | 431,0972
glicosideo 433,1130| -0,23 | 23,3
Baicaleina 270,0522 | 271,0601 | 269,0444 | 271,0616 | -5,53 | 26,7 271,0613| -4,43 | 33,7 |269,0459 | -5,58 | 33,2
Luteolina 286,0471 | 287,0550 | 285,0393 | 287,0571 | -7,32 | 24,0
g‘%'%o 3'.‘:3' .. |154,0260 | 155,0338 | 153,0182
ihidroxibenzéico 153,0190| -5,23 | 2,2 153,0195| -8,50 | 6,1
Acido
clorogénico 354,0945 1 355,1023 | 353,0867 353,0887 | -5,66 | 6,5 |355,1019| 1,13 | 11,5 |353,0879| -3,40 | 11,4
F?a,iﬁ‘ésa Acido galico 170,0209 | 171,0288 | 169,0131 169,0144 | -7.69 | 35
(+)- Catequina  |290,0784 | 291,0863 | 289,0706 289,0717| -3,81 | 11,1
Apigenina-7-
glicosideo 432,1050433,1129 | 431,0972 433,1151 | -5,08 | 23,0 |431,0984 | -2,78 | 23,2
Rutina 610,1528 [ 611,1606 | 609,1450 611,1614 | -1,31 | 19,0 |609,1455| -0,82 | 19,1
Cascas |Acido34- |15, 5560155 0338 |153,0182
Fr. Hid dihidroxibenzoico 153,0196| -9,15 | 6,5
Polpa  |Acido34- | o) 056011550338 | 153,0182
Fr. CHCI3 |dihidroxibenzdico 153,0191| -5,88 | 2,3 153,0197 | -9,80 | 6,1
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em coluna C-18 e PFP no modo negativo e positivo

= § /z Erro t m/z Erro t m/z Erro t m/z Erro t
Padrao M* [M+H]* | [M-H] m r v v v
Ci8 (+) |(ppm)|(min)| C18(-) |(ppm)|(min)| PFP (+) |(ppm)|(min)| PFP (-) |(ppm) |(min)
Acido 3,4- -
CI1go 3, .. |154,0260 | 155,0338 | 153,0182
dihidroxibenzoico ’ : ’ 155,0339 | -0,65 | 2,5 |153,0199 | 11,11 | 2,5 [155,0341| -1,94 | 59 |153,0189| -4,57 | 5,9
Polpa ACidO
Er ACOEt | clorogénico 354,0945355,1023 | 353,0867 | 355 1017 | 169 | 7,1 |353,0871| -1,13 | 7,1 |355,1026| -0,84 | 11,3 |353,0874 | -1,98 | 11.3
Acido galico 170,0209 | 171,0288 | 169,0131 169,0141| -5,92 | 3.6
Rutina 610,1528 | 611,1606 | 609,1450 | 11,1583 | 3,76 | 15,1 |609,1466 | -2,63 | 15,5 |611,1600| 0,98 | 18,9 |609,1444 | 0,98 | 18,9
Polpa Hid
Acido 3,4-
CIgo 3, .. |154,0260 |1 153,0182
dinidroxibenzsico | 1>+ 0200 | 195,0338 153,018 153,0195 | -8,50 | 2,5 153,0195 | -8,50 | 6,1
Acido caféico 180,0417 | 181,0495 | 179,0338 179,0351 | -7.26 | 7.1 179,0347 | -5,03 | 12,1
Sementes Acido siringico 198,0522 | 199,0601 | 197,0444 | 199,0588 | 6,53 | 7,9 1990609 | -4,02 | 12,6
Fr. CHCls | Isorramnetina 316,0577 | 317,0655 | 315,0499 317,0643| 3,78 | 33,7
Baicaleina 270,0522 | 271,0601 | 269,0444 271,0587| 5,16 | 33,3
Quercetina 302,0421 | 303,0499 | 301,0342 301,0348 | -1,99 | 29,1
Quercitrina 448,1000 | 449,1078 | 447,0921 4491087 | -2,00 | 21,5 |447,0947 | -5,82 | 21.6
Acido 3,4-
¢1do 3, .. |154,0260 | 155,0338 | 153,0182
dihidroxibenzoico 155,0346 | -5,16 | 2,4 |153,0190| -5,23 | 2,5 [155,0349| -7,10 | 54 [153,0190| -5,23 | 5,9
Acido caféico 180,0417|181,0495|179,0338 | 181,0494 | 0,55 | 7,2 |179,0341| -1,68 | 7,3 179,0343| -2,79 | 11,8
Sementes Acido
Fr. ACOEL | cloraganico 354,0945 | 355,1023 | 353,0867 | 355 1096 | -0,84 | 7,2 |353,0887 | -5.66 | 7.3 353,0885 | -5,10 | 11,3
Acido galico 170,0209 | 171,0288 | 169,0131 169,0143| -7,10 | 3,5
Quercitrina 448,1000 | 449,1078 | 447,0921 4491068 | 2,23 | 21,5 |447,0935| -3,13 | 21,5
Acido 3,4-
Sihidronbenzsico | 1540260 | 155,0338 | 153,0182 153,0180 | -457 | 2.4
Sementes Acido
SO | clorogénico 354,0945 | 355,1023 | 353,0867 2530890 | 651 | 67
(+)- Catequina 290,0784 | 291,0863 | 289,0706 289,0714 | -2,77 | 6,1
Rutina 610,1528 | 611,1606 | 609,1450 609,1487 | -6,07 | 15,7
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