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RESUMO

A remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf.) € uma fruta exdtica brasileira
consumida exclusivamente na regido Sul do Amazonas. Devido a falta de
conhecimento acerca de sua composicao quimica, a remela-de-cachorro foi estudada
em relacdo a sua constituicdo fendlica e de seu aroma. Nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi realizar o estudo quimico qualitativo e quantitativo dos seus frutos
por meio da cromatografia liquida de ultra-alta performance e cromatografia gasosa
acopladas a espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS e GC-MS, respectivamente).
Adicionalmente, avaliar as atividades antioxidante e de inibicdo enzimatica in vitro do
extrato metandlico. A técnica GC-MS foi empregada juntamente com a microextracao
em fase sélida em headspace (HS-SPME) para avaliar a composi¢do do aroma da
fruta. Foram identificados 28 compostos a partir da polpa in natura da remela-de-
cachorro, sendo os aldeidos, o grupo mais abundante de compostos organicos
volateis na remela-de cachorro com percentual total de 26,14%. Constatou-se que 0
linalol (10,1 %), 1-octen-3-ol (4,42 %), B-ionona (4,08 %) e hexanal (3,05 %) foram os
principais contribuintes para o aroma caracteristico desta espécie. Através do método
de Folin-Ciocalteu, mostrou que a fruta estudada € rica em compostos fendlicos (8,28
mg GAE/g). Utilizando o sistema LC-MS/MS, 9 compostos fendlicos (galatos de
alquila, flavonoides e acidos hidroxicinamicos) foram identificados e quantificados na
polpa. A capacidade antioxidante do extrato da remela-de-cachorro pelo método do
ABTS apresentou melhor atividade antioxidante (12,0 + 1,28 pg/mL) comparado ao
ensaio do DPPH (30,0 £ 1,0 pg/mL). O efeito do extrato da fruta apresentou baixa

porcentagem de inibicdo total frente as enzimas lipase e a-glicosidase.

Palavras-chave: Espectrometria; Clavija lancifolia; atividade antioxidante; extrato
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ABSTRACT

Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf.), is an exotic Brazilian fruit
consumed exclusively in the southern region of the Amazonas state. Due to the lack
of knowledge about its chemical composition, the Remela-de-cachorro was studied in
relation to its phenolic constitution and its aroma. In this sense, the objective of this
study was to perform a qualitative and quantitative chemical study of its fruits by means
of ultrahigh-performance liquid chromatography and gas chromatography coupled to
mass spectrometry (UHPLC-MS/MS and GC-MS, respectively). Additionally, to
evaluate the antioxidant activities and in vitro enzymatic inhibition of the metanolic
extract. The GC-MS techniqgue was employed along with the solid phase
microextraction in headspace (HS-SPME) to evaluate the fruit aroma composition.
Twenty-eight compounds were identified from the in natura pulp of remela-de-
cachorro, with aldehydes being the most abundant group of volatile organic
compounds in the fruits with a total percentage of 26,14%. It was found that linalool
(10,1%), 1-octen-3-ol (4,42%), B-ionone (4,08%) and hexanal (3,05%) were the main
contributors to the aroma characteristic of this species. Using the Folin-Ciocalteu
method, showed that the studied fruit is rich in phenolic compounds (8,28 mg GAE/qg).
Using the LC-MS/MS system, 9 phenolic compounds (alkyl gallates, flavonoids and
hydroxycinnamic acids) were identified and quantified in the pulp. The antioxidant
capacity of remela-de-cachorro extract by the ABTS method presented better
antioxidant activity (12,0 + 1,28 ug/mL) compared to the DPPH assay (30,0 + 1,0
pMg/mL). The effect of fruit extract showed low percentage of total inhibition against
lipase and a-glucosidase enzymes.

Keywords: Spectrometry; Clavija lancifolia; antioxidant activity; extract



10,
AA
ABTS

ABTS™

Abs

APCI

API

APPI

Cl

CID

DMSO
DPPH
GAE
El

ESI

ESI-MS

Ext

FAB

TF

FT-ICR

LISTA DE SIGLAS e ACRONIMOS

Oxigénio singlete;

Atividade Antioxidante;

Acido 2,2’- azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico;

Cation radicalar do acido 2,2’- azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico;

Absorbancia;

lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (do inglés
“atmospheric pressure chemical ionization”);

lonizacdo a Pressdo Atmosférica (do inglés “atmospheric
pressure ionization”);

lonizacdo quimica por fotoionizacdo a pressao atmosfeérica (do
inglés “atmospheric pressure photo ionization”);

lonizac&o quimica (do inglés “chemical ionization”);

Dissociacédo Induzida por Colisdo (do inglés (“collision-induced
dissociation”);

Dimetilsulfoxido;

2,2-difenil-1-picril-hidrazil;

Equivalentes de acido galico (do inglés “gallic acid equivalent”);
lonizacdo por elétrons (do inglés “electron ionization’);
lonizagao por eletrospray (do inglés “Electrospray lonization”);

Espectrometria de massas com fonte eletrospray acoplada a
espectrometria de massas (do inglés “electrospray ionization —
mass spectrometry’);

Extrato;

lonizacdo por bombardeamento rapido de atomos (do inglés
“fast atom bombardment”),

Fendlicos totais (do inglés “totals fenolics”);

Ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier
(do inglés “Fourier transform ion cyclotronic resonance”);


https://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform_ion_cyclotron_resonance

ICs0

HO*

MALDI

MS

MS/MS

NIST

ppt

m/z

PNP

PVDF

QqQ

Q-TRAP
RO
ROO’
rpm

SPME

SRM

TF

TOF

Concentracdo inibitoria em 50% (do inglés “inhibition
concentration”);

lon-trap;
Radical hidroxila;

lonizagdo/dessorcao a laser auxiliada por matriz (do ingles
“matrix-assisted laser desorption/ionization”);

Espectrometria de massas (do inglés “mass espectrometry”);

Espectrometria de massa sequencial (do inglés “tandem mass
spectrometry”);

Instituto Nacional de Normas e Tecnologia (do inglés “The
National Institute of Standards and Technology”);

Partes por trilh&o;
Razao massa carga;
Anion superéxido;
p-nitrofenilpalmitato;
Fluoreto de polivinilideno (do inglés “polyvinylidene difluoride”);
Quadrupolo;

Triplo quadrupolo;
Quadrupolo — lon-trap;
Radical alcoxila;
Radical peroxila;
Rotacdo por minuto;

Micro-extracdo em fase solida (do inglés “Solid Phase Micro
Extration”)

Monitoramento de reagado selecionada (do inglés “selected
reaction monitoring”);

Fendlicos totais (do inglés ‘total fenolic”);

Tempo-de-vbo (do inglés “time-of-flight”);


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ioniza%C3%A7%C3%A3o_e_dessor%C3%A7%C3%A3o_a_laser_assistida_por_matriz

TOF-TOF Tempo-de-v6o em tandem (do inglés “time-of-flight-time-of-

UHPLC-
MS/MS

UVIVIS

flight”);

Cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a
espectrometria de massas sequencial (do inglés “ultra-high
performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry”);

Espectroscopia no ultravioleta visivel;

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Terpenos encontrado nas flores das espécies C. euerganea e
C. repanda. sabineno (1), B-cariofileno (2), humuleno (3), B-selineno (4),
cis-a-bergamoteno (5), trans-a-bergamoteno (6) e B-sesquifelandreno (7).

Figura 2. Triterpenos isolados das cascas da espécie C. procera -
aegicerina (8) e protoprimula genina A (9)......oovvveeeeeieiiiie e

Figura 3. llustracdo das partes detalhada de C. lancifolia Desf...................
Figura 4. Rota de formacéo das espécies reativas do oxigénio...................

Figura 5. Distriuicdo eletrbnica do oxigénio no estado fundamental
(triplete) e no estado excitado (SINGIELE)......uuciiiiiiiiiiiiiiiiee,

Figura 6. Rota biossintética dos composto fendlicos...........cccccovviiiieeeeennnne

Figura 7. Reacdo de oxirreducdo do acido gélico (ex: composto fendlico)
com molibdénio (componente do reagente de Folin-Ciocaulteau)...............

Figura 8. (A) Reacdao entre o radical DPPH* e um antioxidante através da
transferéncia de um atomo de hidrogénio. (B) Reagcédo com persultafo de
potassio e reducdo do ABTS™ ocasionada por um composto antioxidante..

Figura 9. A) Exemplo de uma reacdo catalisada por a-glicosidase:
oligossacarideo; B) Reacao de hidrélise catalisada pela lipase...................

Figura 10. Representagao do dispositivo utilizado para SPME.................

Figura 11. Etapas da microextracao em fase soélida. (a) extracdo no modo
headspace (b) extragdo no modo direto (c) dessor¢cdo dos analitos no
CroMALOGIAfO......cci it i e e e e e e e e e

Figura 12. Esquema genérico de um espectrdmetro de massas.................
Figura 13. Esquema do sistema de ionizacao via ESI no modo positivo.....

Figura 14. Esquema ilustrativo da geometria instrumental de analisador
[0 (o 11 o T T o [ R

Figura 15. Cromatograma de SPME/GC-MS para polpa in natura da
remela-de-cachorro. Picos: (1) hexanal; (2) 1-hexanol; (3) (E) 2-heptenal;
(4) benzaldeido; (5) 1-octen-3-ol; (6) 3-octanona; (7) 2-pentil furano; (8)
limoneno; (9) (E) 2-octenal; (10) 1-octanol; (11) linanol; (12) nonanal; (13)
1-nonanol; (14) 2-metil biciclo [4.3.0] non-1(6)-eno; (15) B-ciclocitral; (16)
2-ciclohexen-1-ol; (17) 2-undecanona; (18) undecanal; (19) (E,E) 2,4-
decadienal; (20) (E) 2-dodecenal; (21) tetradecano; (22) 2,2-dihidro-a-
ionona; (23) (E) a-ionone; (24) geranil acetona; (25) 1-deceno; (26) (E) B-
ionone; (27) pentadecano; (28) ciclododecano;.........c.cceveeveeveeiviiiienieeeeeenn.

17

18

18

20

21

22

24

27

29

31

31

35

36

37

Xii



Figura 16. Compostos volateis majoritarios presentes na polpa in natura
da remela-de-cachorro. (1) benzaldeido, (2) linalol, (3) 2-metil biciclo
[4.3.0] non-1(6)-eno, (4) 1-octen-3-ol, (5) B-ionona, (6) 3-octanona e (7)
NEXANAL.... ...

Figura 17. Curva de calibracdo do padrdo &acido galico para a
determinacao da concentracao de fendlicos totais presentes no extrato da
remela-de-CachormO...........oouuuiiiie e

Figura 18. Separagcdo dos compostos fendélicos do extrato da polpa da
remela-de-cachorro detectado por UHPLC-MS/MS no modo SRM. (1)
acido clorogénico, (2) acido cafeico, (3) galato de etila, (4) acido p-
cumarico, (5) acido ferulico, (6) galato de propila (7) luteolina (8)
kaempferol (9) apigenina. Padrbes internos: &cido vanilico e
(K501 =0 0T 1] 1] = VPP RPPRPPPRRPP

Figura 19. Mecanismo de fragmentacéo do acido clorogénico m/z 185 [M
e | [P SRUTOSTRSPP

Figura 20. Proposta de fragmentacéo do acido cafeico m/z 179 [M - HJ....
Figura 21. Proposta de fragmentacéo do galato de etila m/z 197 [M - HJ-..

Figura 22. Proposta de fragmentacéo do acido p-cumarico m/z 167 [M -
| ST

Figura 23. Prosposta de fragmentacao do acido fertlico m/z 194 [M - H]..
Figura 24. Fragmenta¢gbes MS/MS da luteolina m/z 185 [M - HJ..................
Figura 25. Esquema da proposta de fragmentacao do kaempferol [M - H]
Figura 26. Mecanismos de fragmentagéo MS/MS para apigenina[M - H]........

Figura 27. Inibic&o dos radicais DPPH e ABTS pelo extrato de remela-de-
cachorro e do padréo acido galico expresso pelo parametro do ICso...........

Figura 28. Aumento da atividade antioxidante de acordo com a
quantidade de grupos hidroXilas.............ceiiiiiiiiiiiiiee e,

2

Figura 29. Acidos fendlicos com grupo hidroxila na posigéo “para’.............

Figura 30. Relacéo estrutura-atividade antioxidante de flavonol e flavona.
Kaempferol (1), luteolina (2), apigenina (3)........ccceuuriiieeeieiiiiiiie e

Figura 31. Atividade inibitéria da microdiluicdo do extrato metandlico de
remela-de-cachorro (0,78 - 100 pg/mL) comparada com a atividade do
orlistate e acarbose (controles positivo) frente as enzimas lipase e a-

45

51

63

67

67

68

Xiii



Xiv

glicosidase, respectivamente. Dados apresentados com a média = desvio 70
padrao das replicatas (N=3).......cooeveeiiiiiiiiiiiiere e

Figura 32. Aumento da atividade inibitéria enzimatica com base no
substituinte (OH) do C-3 do anel flavonoidico (quercetina > luteolina;
kaempferol > apigenina) e aumento dos substituintes do anel B
(quercetina > kaempferol; luteolina > apigenina).............ccovvvveevvveeveennnnnnnn. 73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Reducéo do oxigénio a espécies reativas........ccccceeveeeeeeeeeeeeeennnnn.

Tabela 2. Principais classes de compostos fendlicos em relacdo a sua
cadeia de CarbONICA. ...........coeeiiiiiieeeee e —————————

Tabela 3. Tempos de retencdo (TR), fragmentos, massa molar (MM),
indice de Kovats tedrico (Kl teor.), indice de Kovats experimental (Kl exp.),
area proporcional dos compostos volateis identificados da remela-de-
cachorro por SPME-GC/MS e limite de cheiro em agua (L.C)........ccevvvveenn...

Tabela 4. Quantidades de compostos organicos volateis em frutas
expresso €m POrCENAGEIM (0). . uuuiuuieiiiieeeie et e e

Tabela 5. Teor de compostos fendlicos em frutas tropicais...............c.c........
Tabela 6. Transicdes SRM, massa molecular e concentracdo dos compos
tos presentes no extrato e na polpa de remela-de-cachorro obtido por
UHPLC-MS/MS.... ettt e e e e e s e e e e e nnnnees

Tabela 7. Atividade antioxidante de frutas tropicais pelo método do DPPH
EXPIESSO EIM IC50. ettt e e e e e e e e e e

Tabela 8. Atividade antioxidante de frutas pelo método do DPPH e ABTS..

23

47

48

52

54

65

XV



SUMARIO

RESUMO ... iiiiieeiiiie ettt e e e e e e sttt e e e e e e e e s ettt e e e e e e e e s s nnnsbraeeeeeeas Vii
AB STRA C T .ottt e e e e e e e e e e s et e e e e e e e e e aeaeas viii
LISTA DE SIGLAS € ACRONIMOS ......oviiiieeeeeceeeeeeeee e, iX
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e eans Xil
LISTA DE TABELAS ... aaa s XV
1. INTRODUGAO ...ttt 16
1.1. Frutos Amazonicos € Sua iMPOIrtaNCia..........ccovvvrrvrriiiieeeeeeeeeiicee e 16
1.1.1. Clavija lancifolia Dest. ... 17
1.2. Estresse oxidativo e Atividade antioxidante..............ccccoeeeeeeeeeeee e, 19
1.4. DeterminaGao de fendliCOS tOtAIS .......cceveeeiiiiiiiiiiiiieee e 24
1.5. Avaliacao da atividade antioxidante (DPPH e ABTS) .........coooevviveeieennn. 25
1.6. Testes de inibiCA0 eNZIMALICA...........cvvviiiiii e 27
1.7. Composicao aromatica em frutas .........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiii e 29
1.8. Fundamentos da Espectrometria de Massas..........ccccceeeeevvviviiiiieneeeennn. 32
1.8.1 Instrumentacdo da MS ........coooiiiiiiiiiie e 34
1.8.2 lonizagéo por eletrospray (ESI) ......coooeeeeeiiiiii 35
1.8.3 Espectrometria de Massas Sequéncial (MS/MS) ............ccccoeeeeee. 36

2. OBJIETIVOS. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e anes 38
2.1. ODJEtiVO geral......cccooiiiiiiiiii 38
2.2. ODbjetiVoS €SPECITICOS ... .uueiiiiiiieee e 38
3. PARTE EXPERIMENTAL ..o e e e e 39
3.1. Obtencdo e preparo da amOSIIA . ......cooeeeeeeiiiiiiiiie e e 39
3.2. Andlise dos compostos volateis por HS-SPME/GC-MS......................... 39
3.3. Determinacao de fenodlicos tOtalS...........cccvvviviiiiiiiie e, 40
3.4. Analise por UHPLC-MS/MS.......cooiiiiiiiiieeee et 41
3.5. Ensaios antioxidantes (DPPH € ABTS) .....ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeee 42
3.6. ENsaios enzZiMAtiCOS iN VItrO..........uuuuiiiieeeieeieiiiiiiee e e ee e e e e e e e eeeeeens 43
G o o | [oT 0 1= (o F= 1S = 43
B.B.2. LIPASE .. ittt 43

4. RESULTADOS E DISCUSSOES.......oo oo 45
4.1. ldentificacdo dos compostos volateis da polpa da remela-de-cachorro por
GC-MS e et e e e ——aaan 45

4.2. Determinagdo dos compostos fenolicos totais do extrato da remela-de-
(072 (o g [0 11 (o IO RUUPPPRPPR 50



4.3. Quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato da polpa da

remela-de-cachorro por UHPLC-MS/MS.........cooooiiiii, 53
4.4. Atividade antioxidante do extrato da remela-de-cachorro pelo método do
DPPH € ABT S oottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s snsab b e e e e e e eeeeaane 62
4.4.1. Comparacdo da atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e
N S TSRO PPRPRR 65
4.5. Atividade antienzimatica (Lipase e a-glicosidase) da remela-de-
CACNIOITO .. 69
5. CONCLUSAO ...ttt ettt 73
REFERENCIAS......cooiiitiiiteietee ettt 74

APENDICE ... .o ettt et e et e e eraa s 104



16

1. INTRODUCAO

1.1. Frutos Amazbnicos e sua importancia

O Brasil atualmente € o terceiro maior produtor de frutas do mundo
(BATAGLION et al., 2015), mesmo contando com uma variedade incomparavel de
espécies botanicas, pouca é a diversidade encontrada em mercados e feiras
populares brasileiras (CLERICI & CARVALHO-SILVA, 2011). A justificativa para tal,
deve-se a extensa area territorial do Brasil, o que leva a comercializacao de certos
frutos de um determinado bioma apenas nas regides de abrangéncia desse bioma
(SOUZA et al., 2016; CORADIN et al., 2011). No Brasil, a regiao Amazodnica responde
por cerca de 220 espécies de plantas frutiferas comestiveis representando 44% da
diversidade de frutas nativas no Brasil (NEVES et al., 2015). Ainda sdo escassos
estudos que relatam o uso etnofarmacolégico destas espécies bem como suas
aplicacdes como fonte de nutricdo (LIMA et al., 2013).

Diversas frutas exdéticas pouco conhecidas do publico brasileiro em geral sdo
consumidas apenas por uma determinada parcela da populacao, isto levado pelo
conhecimento popular, especialmente nas regides mais isoladas do pais (por ex.
Amazonas) (BRASIL, 2002). No que se diz respeito ao conhecimento nutricional,
poucos sdo os estudos que correlacionam a composi¢do quimica destas fontes de
alimento com possiveis beneficios de seu consumo (GOMES, 2007).

Frutas amazodnicas sdo em geral ricas em compostos fendlicos, indicando
possiveis aplicacdes além da nutricdo. Além dos polifendis, carotenoides e diversas
outras micromoléculas que desempenham importantes fungées nutricinais. Em menor
quantidade sao encontrados metabdlitos secundarios como; alcaloides, policetideos
diversos, depsideos, terpenoides, esteroides, e peptideos (RAMOS et al., 2015). As
observacdes frequentes sobre a utilizacdo e a eficiéncia dos efeitos das plantas
frutiferas medicinais tem despertado o interesse de pesquisadores de areas
multidisciplinares tais como a farmacologia, a botanica e a quimica, que enriquecem
0 conhecimento acerca da flora mundial (DINDA et al., 2016).

Neste sentido, o consumo de frutas tropicais tem sido incentivado devido o
reconhecimento dos seus valores nutricionais e terapéuticos (RUFINO et al., 2010).
Alguns grupos de pesquisa indicam que frutos Amazonicos apresentam uma gama de
propriedades farmacologicas, tais como anti-inflamatoria (KANG et al., 2012),
antimicrobiana (KOOLEN et al., 2013), imunomoduladora (LUSTOSA et al., 2016),
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antinociceptiva (FAVACHO et al., 2011) e antioxidantes (RAMOS et al., 2015;
KOOLEN et al., 2013; NEVES et al., 2012).

1.1.1. Clavija lancifolia Desf.

O género Clavija esta incluso na familia Theophrastaceae (TAYLOR et al.,
2013; STAHL, 1995), compreendendo 97 espécies (THE PLANT LIST, 2013). Este
género é distribuido predominantemente na América do Sul (KNUDSEN & STAHL,
1994), e tem ocorréncias no Equador e Coldmbia (STAHL, 1986).

Com base na composi¢ao quimica desse género, foi relatado a predominancia
de terpenoides (figura 1) nos 6leos essenciais das flores de duas espécies (Clavija
euerganea e Clavija repanda), sendo encontradas pequenas quantidades de terpenos
irregulares, monoterpenos e em grandes quantidades os sesquiterpenos (KNUDSEN
& STAHL, 1994). Ja o estudo de Rojas e colaboradores (2006) mostrou que dois
triterpenos isolados (figura 2) da espécie Clavija procera apresentou atividade

antimicobacteriana.

CH,4 cH
S 3
CH
2 . CH,
HsC H,C " “CHg a
H3C CH, CH,
HaC CHj

(2) 3)

) (4)
CHs
CHs CHj
@ L(CHa @/L(CHS | CH,
CH3 CHs CHj CHs HaC”~ “CH,
(5) (6) (7)

Figura 1. A) Terpenos presentes nos 6leos essenciais das flores das espécies C.
euerganea e C. repanda. sabineno (1), B-cariofileno (2), humuleno (3), B-selineno (4),
cis-a-bergamoteno (5), trans-a-bergamoteno (6) e B-sesquifelandreno (7);

(1

Fonte: KNUDSEN & STAHL, 1994;
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(9)

Figura 2. Triterpenos isolados das cascas da espécie C. procera - aegicerina (8) e
protoprimula genina A (9).

Fonte: KNUDSEN & STAHL, 1994;

Clavija lancifolia Desf., conhecida popularmente na regido Sul do estado do
Amazonas como “remela-de-cachorro” € uma arvoreta que pode chegar a até 3 m de
altura. As inflorescéncias podem ser masculinas, femininas ou fundidas (bissexuais),
de coloracdo amarela clara e laranjada (KNUDSEN & STAHL, 1994), e sempre
abundantes (CARIS & SMETS, 2003). Os frutos sdo amarelos quando maduros
medindo de 1 a 3 cm de didmetro (FLORA OF THE GUIANAS, 2016). A polpa é
gelatinosa, com um fraco aroma de caramelo, além de um sabor semelhante a uva
caramelizada (SKYFIELD TROPICAL, 2016). As folhas sdo pseudo-espirais, e
agrupadas na parte superior do tronco (CARIS & SMETS, 2003).

Figura 3. llustracéo das partes detalhada de C. lancifolia Desf.
Fonte: PREMIER, 1832
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C. lancifolia encontra-se distribuida predominante na bacia do Rio Orinoco
(Venezuela) (DEFILIPPS et al., 2004), e na bacia Amazonica, mais precisamente no
norte do Brasil (Rondbnia, Roraima, Para, Amapa, e Amazonas), e nos paises: Bolivia,
Equador e Peru (GRANDTNER & CHEVRETTE, 2013). No Amazonas, seu consumo
ndo é muito difundido, sendo principalmente consumido no Brasil pela populacédo
ribeirinha que vive ao longo das margens da calha do rio Purus.

N&o h& quaisquer relatos na literatura acerca da composicdo quimica de
qualquer parte de C. lancifolia. Previamente, encontra-se apenas um trabalho na
literatura relatando a citotoxicidade dos extratos de folhas de C. lancifolia (TAYLOR et
al., 2013).

1.2. Estresse oxidativo e Atividade antioxidante

Compostos antioxidantes sao definidos como aqueles que inibem ou retardam
a velocidade de um processo oxidativo metabdlico, protegendo os tecidos vivos contra
danos causados por radicais instaveis, denominados de radicais livres (BARBOSA et
al., 2010). O oxigénio é um agente oxidante, sendo inevitavel impedir oxidacfes
secundarias para a manutencdo das células humanas. O processo oxidativo natural
do metabolismo do nosso corpo ndo € controlavel, podendo em alguns casos,
provocar diversos danos a saude se seus produtos ndo forem neutralizados por uma
substancia antioxidante eficiente (BARREIROS et al., 2006).

A elevacdo na producdo das espécies reativas de oxigénio acarreta num
desequilibrio entre compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante, levando ao estresse oxidativo, ou seja, na geragao excessiva de radicais
livres (BARBOSA et al., 2010). Vale ressaltar que fontes externas, como a radiacées
ionizantes, tabagismo, drogas, contaminantes e poluentes, dietas excessivamente
caldricas, excesso de exercicios fisicos, também aumentam o estresse oxidativo
(MARTELLI & NUNES, 2014).

As principais espécies reativas de oxigénio (Tabela 1) incluem o grupo dos
radicais como; radical hidroxila (HO"), anion superoxido (O2"), alcoxila (RO"); peroxila
(ROO") e os néo-radicalares: peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso
(HOCI) (MARTELLI & NUNES, 2014; BARREIROS et al., 2006; RONSEIN et al.,
2006).
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Figura 4. Rota de formacéo das espécies reativas do oxigénio

Tabela 1. Reducédo do oxigénio a espécies reativas

Reacéo Radicais
1) luz UV Radical hidroxila
Hzo OH 4 'H
(2) M™ . H,O, MO . .OH . OH- Radical hidroxila
3) 0, + € o) Radical superoéxido
4) 0y + e + on* H,0, Perdxido de hidrogénio
(5) H0, + & + H* 0+ H,O0 Radical hidroxila
(6) 205 + 2H* H,0, + O, Perdxido de hidrogénio
(7) Oy + H* HOO - Radical hidroperoxil
8 MPO Acido hipocloroso
®) HO, + CIF + H* H,O + HOCI P

Fonte: BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006

A producéo do radical HO® nas células da pele € formado no organismo pela

homolise da agua por exposicao a radiacdo ionizante no ultravioleta (equacéo 1) e

pela reacdo de H202 com metais de transicdo presentes no interior das células

(equacao 2). A etapa da respiracao (equacoes 3-5) incide na maior fonte de energia

para 0s organismos aerobicos, pelo qual uma molécula de Oz é reduzida formando o

radical superoxido (equacdo 3), peroxido de hidrogénio (equacédo 4) e o radical
hidroxila (equacéo 5) (BARREIROS et al., 2006).
A formacédo de peroxido de hidrogénio (equacdo 6) é ocasionado pela

desmutacgéo (reacdo pela qual uma parte da molécula é oxidada e a outra é reduzida

desproporcionalmente) do radical anion superéxido (O2) em meio aquoso. O Oz
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também é uma base fraca cujo &cido conjugado, o radical hidroperéxido (HOO") é
mais reativo (equacado 7) (BARREIROS et al., 2006). O &cido hipocloroso é formado
através dos neutrdfilos (células sanguineas que tem a funcéo de defesa do organismo
humano) pela reacdo de ions cloreto em presenca de perdxido de hidrogénio
catalisado pela enzima mieloperoxidase (MPO) (equacao 8) (ALVES et al., 2010).
Esses subprodutos apresentam reatividade quimica superior ao oxigénio no
estado fundamental (oxigénio triplete). O oxigénio triplete possui dois elétrons com
spins paralelos ocupando dois orbitais T de mesma energia, o que garante certa
estabilidade. Portanto o oxigénio triplete ndo se caracteriza com um radical livre. J4 0
oxigénio singlete apresenta dois estados: primeiro estado excitado, possui dois
elétrons com spins opostos no mesmo orbital e 0 segundo estado tem um elétron em

cada orbital T degenerado, com spins opostos (figura 5) (RONSEIN et al., 2006).

@@ —> Triplete

OO
®O

Figura 5. Distriuicao eletronica do oxigénio no estado fundamental (triplete) e no
estado excitado (singlete)

Singlete

Fonte: RONSEIN et al., 2006.

Muitas doencas cronicas e degenerativas estao relacionadas com a formacéo
desses radicais instaveis, tais como doencas inflamatorias, cardiovasculares e
neurodegenerativas (doenca de Parkinson e cancer) (KRISHNAIAH et al.,, 2011),
diabetes mellitus (DANDONA et al., 1996), arterosclerose, artrite e cirrose hepatica
(SARIKURKCU et al., 2008). Além disso, estas espécies estdo também envolvidas no
processo de envelhecimento celular e declinio do sistema imune (ABRAHAO et al.,
2010). Com isso, substancias antioxidantes tém ganhado destaque nos ultimos anos
por serem potenciais agentes terapéuticos para essas diversas doencas (NEVES et
al., 2012; ALVES et al., 2010).

Baseando-se nisso, muitos estudos comprovam que fontes frutiferas séo ricas
em compostos fendlicos, os quais sdo responsaveis pelas atividades antioxidantes
(AA) de extratos obtidos a partir destes frutos (SINGH et al., 2016; SRIPAKDEE et



22

al., 2015; VALDENEGRO et al., 2013). Esses compostos antioxidantes naturais
incluem os tocoferdis e carotenéides (RAMALHO & JORGE, 2006), o acido ascérbico
e principalmente os compostos fendlicos e seus diversos derivados, e em poucas
situacdes outras classes de metabdlitos secundarios também podem possuir tais
propriedades (BROINIZI et al., 2007; CERQUEIRA et al., AUGUSTO, 2007; DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

1.3.  Compostos fenolicos

Compostos fendlicos séo caracterizados pela sua estrutura central aromatica
com uma ou mais substituintes hidroxilas ligadas diretamente nos anéis benzénicos
(TAIZ & ZEIGER, 2006). Esses compostos apresentam em sua estrutura um grupo
heterogéneo de moléculas que possuem AA devido a sua a capacidade de doar
hidrogénios ou elétrons, o que impedem a oxidacdo de moléculas no organismo
(SOARES, 2002). Os polifendis sdo biossintetizados por meio da via metabdlica
chiguimato e acetato (figura 6) (BRAZ-FILHO, 2010).
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Figura 6. Rota biossintética dos composto fendlicos.
Fonte: Adaptado de BRAZ-FILHO, 2010.
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Essa classe constitui um dos grupos de substancias com distribuigdes amplas
e mais numerosas do reino vegetal, com mais de 8.000 estruturas fendlicas ja
identificadas, incluindo mais de 4.000 flavonoides diferentes (IGNAT et al., 2011).

Esses compostos podem ser classificados em diferentes grupos, dependendo
do nimero de anéis fendlicos e substituintes ligados no anel em sua estrutura basica,
por exemplo, fendis simples, &acidos fendlicos, acetofenonas, acidos fenilacéticos,
acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas, cromonas, nhaftoquinonas,
xantonas, estilbenos e antraquinonas (DEY et al.,, 2016). Também podem ser
classificados de forma simplificada, com base na sua massa molecular, como
compostos de baixo, intermediario (flavonoides) e alto peso molecular (ligninas,
taninos condensados e taninos hidrolisaveis) (DEY et al., 2016; SILVA et al., 2010).
Os principais grupos de compostos fendlicos estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Principais classes de compostos fendlicos em relacdo a sua cadeia de
carbonica.

Classes Rota biossintetica Esqueleto
basico
Fendis simples Via acetato Ce
Acidos fendlicos Via acetato Cs C1
Acetofenonas e 4cidos fenilacéticos Via acetato Ces C2
Cromonas Via acetato/
Acidos hidroxicinamicos Via acetato/chiquimato Ce Cs
Cumarinas e fenilpropenos Via chiquimato
Naftoquinonas Via chiquimato Ce Cs
Xantonas Via acetato/chiquimato Ces C1Cs
Estilbenos Via acetato/chiquimato Ce C2Cs
antraquinonas Via acetato
Flavonoides Via acetato/chiquimato Ce C3Cs
Lignanas Via chiquimato (Ce C3)2
Ligninas Via chiquimato (Ce C3)n
Taninos hidrolisaveis Via chiquimato (Ce Ci)n
Taninos condensados Via acetato (Ce C3 Cé)n

Fonte: ANGELO & JORGE, 2007

Com base na importancia desta classe de substancia, surge o interesse em
estimar a quantidade de fendlicos totais na polpa da fruta remela-de-cachorro

utilizando um método espectrofotométrico.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016353
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1.4. Determinacédo de fendlicos totais

A quantificagdo de compostos fenolicos é realizada por meio de uma variedade
de métodos tais como: espectrofotométricos, eletroquimicos, e cromatograficos
(ARCHELAL & ANTONIA, 2013). Todavia, o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu € empregado somente para estimar o teor fendlico em amostras de vegetais
(DENG et al., 2013) e frutas (VIEIRA et al., 2011), por meio de espectroscopia na
regido do visivel a um comprimento de onda entre 730 a 760 nm.

Esse método foi desenvolvido por Singleton e Rossi (1965), oferecendo uma
estimativa bruta de flavonoides, antocianinas e outros compostos fendlicos presentes
em extratos e suas fracdes (ROESLER et al., 2007). Varios compostos fendlicos (ndo
necessariamente todos) respondem diferentemente neste ensaio, dependendo do
namero de grupos fendlicos que a substancia possui (ROHMAN et al., 2010).

A reacdo entre o reagente de Folin com um composto fendlico consiste na
formacao do complexo do &cido fosfotungstico-fosfomolibdico, no qual o molibdénio
encontra-se na forma complexada NazM004.2H20 apresentando estado de oxidacao
6+ (Mo®*) e de coloragdo amarela. Os compostos fendlicos (como por exemplo, acido
galico (figura 7)) quando em presenca do meio alcalino (Na2COs) sdo desprotonados
gerando anions carboxilados. Com isso, ocorre uma reacao de oxirreducao entre o
anion fenolato e o reagente de Folin, pela qual o os complexos molibdénio-tungsténio
[(PMoW1104)*] é reduzido (estado de oxidacdo +5 (Mo®*)) formando o complexo de
coloracdo azul (OLIVEIRA et al., 2009; ABDILLE et al., 2005).

+ O +

Na Na -
COOH G0 il

©0” ~0O

N32M004;3H20 [(PMOW11O4)4-]
2M
N N (Na,CO3) o o (2 Mo®™") o on * (2Mo®") , on*

OH OH °

Figura 7. Reacdo de oxirreducdo do &cido galico (ex: composto fendlico) com
molibdénio (componente do reagente de Folin-Ciocaulteau).

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009

Para andlise dos dados, € necessaria a utilizagdo de uma curva padrdo neste
método, por exemplo o &cido gélico (composto mais utilizado para a formacéao desta
curva), sendo este o motivo pelo qual a maioria dos resultados sao expressos em mg

de equivalente de acido galico por g de extrato.
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A mudanga do estado de oxidag&o e a intensidade da coloragdo permitem a
quantificacdo dos compostos redutores, neste caso, 0s compostos fendlicos presente
no extrato. Além disso, outros compostos redutores (tais como o acido ascorbico e
acucares) sdo quantificados indiretamente por métodos espectrofotométricos. Isso
ocorre devido os produtos das reac¢des de reducdo apresentarem um pico maximo de
absorbancia na regido de 760 nm (SRIPAKDEE et al., 2015; SA et al., 2012).

Baseado nisso, 0 método néo € especifico para compostos fendlicos, uma vez
que determina outras substancias redutoras presentes que podem interferir no
resultado final (OLIVEIRA et al., 2009; ANGELO & NEUZA, 2007). Esse fato também
foi comprovado no estudo de Genovese e colaboradores (2003) que verificaram que
o acido ascorbico interferem na quantificacdo de fendlicos totais em concentragcao
acima de 5 ymol. Com isso, o0 método de Folin-Ciocalteu torna-se apenas uma
estimativa do teor fendlico em extratos.

A presenca desta classe de substancias bioativas em diversos alimentos vem
estimulando a utilizacdo de métodos para avaliacdo da AA in vitro de novas fontes
frutiferas e subprodutos da producao/extracéo de frutos consolidados no cotidiano da
populacdo (KOOLEN et al., 2013).

1.5. Avaliagao da atividade antioxidante (DPPH e ABTS)

Dentre alguns destes métodos quimicos destacam-se os ensaios de DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulf6-
nico), que sao mais comumente utilizados para avaliar a AA de alimentos e produtos
naturais (WOJDYLO et al., 2007).

O ensaio de DPPH envolve os mecanismos de transferéncia de elétrons e de
atomos de hidrogénio. E um dos métodos mais utilizados, considerado um teste
rapido, preciso e com boa estabilidade na avaliacdo da AA (DAVID et al., 2007;
SZABO et al., 2007; NIKI, 2010). O método mais recente foi introduzido por Brand-
Williams (1995) e, tem sido utilizado como ponto de referéncia para muitos estudos
recentes (STOJILJKOVICA et al., 2016; PEREIRA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2011).
O DPPH-’ é caracterizada por ser um radical de nitrogénio organico estavel, na qual
sua estabilidade é devido a deslocalizagdo deste elétron livre sobre a molécula como
um todo. Esta estabilidade atribui um aumento na coloragdo violeta escuro,
caracterizada por uma banda de absor¢cdo maxima na faixa de 520 nm (MOLYNEUX,
2004).
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O DPPH é reduzido através da acdo de um antioxidante para a formacgéo de
2,2’-difenil-picril-hidrazina (figura 8A), ao qual é caracterizado pela sua descoloracao
devido a doacdo do hidrogénio por uma molécula antioxidante, diminuindo a
absorbancia (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI & SAURA-CALIXTO, 1998; BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; SANTOS et al., 2007).

A determinagao da AA pelo método ABTS (2,2’ - azinobis-3-etilbenzotiazo lina-
6-acido sulfénico) foi sugerido inicialmente por Miller et al. (1993), também muito
utilizado em testes bioquimicos. O radical ABTS™ é um composto cromoforo
quimicamente estavel, apresenta em seu espectro de ultravioleta absorbancia maxima
em torno de 414 (KUSKOSKI et al.,, 2005; MILLER et al., 1995), e de medidas
secundarias em 645, 734 e 815 nm (SUCUPIRA et al., 2012), sendo observada a
diminuicdo da absorbancia.

O método baseia-se na geracao do cétion radicalar ABTS™, de coloracéo azul
esverdeada, por meio da reacdo quimica com persulfato de potassio (K2S20s). A
descoloracdo do meio reacional € favorecida por meio do grau da capacidade
antioxidante da substancia, reduzindo o ABTS* para ABTS (figura 8B). Como uma
vantagem deste método tem-se a possibilidade de aplicacdo ao estudo de substancias
antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis (RE et al., 1999).

Assim como o DPPH, o ABTS também possui boa estabilidade em certas
condicBes de andlise, mas ambos apresentam diferencas importantes frente a certos
compostos antioxidantes, implicando que estes métodos sdo complementares. Outra
vantagem é que o DPPH é soluvel somente em solventes organicos (especialmente
alcodlicos), enquanto que ensaios via ABTS podem ser realizados tanto em agua,
como em solventes organicos dependendo da natureza dos compostos antioxidantes
(ARNAO, 2000).

Resultados de AA séo interpretados pelo parametro da concentracao inibitoria
(ICs0), referente a quantidade da amostra antioxidante necessaria para decrescer a
concentracéo inicial do DPPH e ABTS em 50%, ou seja, inibir a oxidagéo do radical
em 50% (ROESLER, et al., 2007; SOUSA et al., 2007; MOLYNEUX, 2004; BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Quanto maior o consumo do reagente por uma amostra,
menor sera a sua ICso e maior a sua AA (SOUSA et al., 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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Figura 8. (A) Reacdao entre o radical DPPH® e um antioxidante através da transferéncia
de um atomo de hidrogénio. (B) Reacdo com persultafo de potassio e reducdo do
ABTS™* ocasionada por um composto antioxidante.

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2015; HUANG et al., 2005.

1.6. Testes de inibicdo enzimatica

Enzimas sdo responsaveis pela catalise de diversas reacdes metabdlicas,
incluindo aquelas inerentes do metabolismo responsavel pela nutricdo. Diversos
hébitos alimentares podem contribuir para uma série de doengas crbnicas ou
degenerativas, e o tratamento para tais males passa pela inibicdo de certas enzimas
envolvidas nos processos de digestdo, por exemplo (WALTER et al., 2005). Um
inibidor enzimatico € qualquer substancia, seja ela sintética ou natural, isoloda ou

associada (como é o caso dos extratos de partes de plantas que contém misturas de
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substéancias), e que tem a capacidade de inibir ou reduzir a velocidade de uma reacao
enzimatica especifica (PEREIRA et al., 2011).

Nos dultimos anos, a obesidade (MAHDI et al., 2015) e a diabetes
(PASQUALOTTO & FRIEFERI, 2012) tem ganho destaque mundial por serem
doencas crbnicas associadas a altas taxas de mortalidade. As consequéncias da
obesidade estdo associadas com uma maior ocorréncia de diabetes, hipertensao,
entre outras doencas relacionadas com o aumento do colesterol e dos niveis de
triacilglicerois (KUMAR et al., 2006).

A lipase é a principal enzima lipolitica (responsavel pela degradagdo de
lipideos) secretada pelo pancreas envolvida na digestéo de triacilgliceréis, ou seja, na
absorcéo de gordura alimentar que é o principal responsavel pela obesidade (KUMAR
& CHAUHAN, 2010). Essa enzima é considerada um alvo terapéutico valioso para o
tratamento da obesidade induzida pela dieta em humanos, uma vez que sua inibicao
impede a conversao de triacilgliceréis em &cidos graxos livres (figura 9A), desta forma,
diminuindo a absorcéo gastrointestinal de gorduras (FEUMBA et al., 2013).

A a-glicosidase é a enzima responsavel pela digestdo de carboidratos no
organismo, e que em excesso, podem ocasionar diabetes, ou seja, essa enzima é
responsavel pela clivagem das ligacdes a ou B-glicosidicas, que consequentemente
liberam residuos de glicose (figura 9B) (ISLAM et al., 2016; MELO & CARVALHO,
2006).

Com isso, a hiperglicemia pode ser tratada por inibidores de uma via da
glicosidase, retardando assim a absorcéo de glicose (ISLAM et al., 2016). Inibidores
de a-glicosidase sdo amplamente utilizadas para o tratamento de pacientes com
diabetes (JEONG et al., 2014; FENG et al., 2011).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o propésito de buscar alvos
moleculares para o desenvolvimento de medicamentos que sao eficientes no
mecanismo de inibicdo ou reducdo completa da atividade catalitica de enzimas
(PEREIRA et al., 2011). E importante ressaltar que os farmacos orlistate® (inibidor da
enzima lipase) e acarbose® (inibidor da a-glicosidase) sdo os mais empregados no
tratamento dessas doencas, porém produzem efeitos colaterais adversos, tais como
distarbios gastrointestinais e hepaticos, e deficiéncia de vitaminas lipossoluveis (SUN
et al., 2017; MOHAMED et al., 2014; BIRARI & BHUTANI, 2007; WEIGLE, 2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S155346501400404X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X14002947
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Figura 9. A) Exemplo de uma reacdo catalisada por a-glicosidase: oligossacarideo;
B) Reacao de hidrdlise catalisada pela lipase.

Fonte: MELO & CARVALHO, 2006; CORTEZ et al., 2017.

Com isso, inibidores naturais oriundos de plantas, proporcionam uma estratégia
eficiente no controle de doengcas como a hipertenséo, obesidade e hiperglicemia
associadas ao diabetes do tipo 2, com menos efeitos colaterais (JEONG et al., 2014).
E comprovado que compostos fendlicos presentes em frutas inibem o mecanismo de
reacao dessas enzimas (ADO et al., 2013; MCDOUGALL et al., 2008; LEE et al.,
2008).

Alguns estudos mostram que algumas frutas séo inibidores de lipases (JEONG
etal., 2014; MCDOUGALL & STEWART, 2009; MCDOUGALL et al., 2008; HAN et al.,
2007) e a-glicosidases (YANG et al., 2016; IWAI et al., 2006; MCDOUGALL et al.,
2005; NASU et al., 2005; MATSUURA et al., 2002) eficientes no tratamento da
obesidade e diabetes respectivamente, reforcando a necessidade da busca por novas

fontes inibidoras de dessas enzimas.

1.7. Composigcado aromatica em frutas

O aroma é uma das propriedades mais apreciadas em alimentos gerado pela
mistura complexa de um grande niumero de compostos volateis (SOUZA et al., 2013).

Como traco importante na qualidade de frutas, o aroma vem ganhando atencéo das


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X14002947
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industrias nos ultimos anos para o desenvolvimento de bebidas e sobremesas (HADI
et al., 2013). Os compostos volateis que representam o sabor e aroma caracteristico
em frutas sdo geralmente ésteres, hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, alcodis,
terpenos ou seus derivados (BAI et al., 2016; BICAS et al., 2011).

A producdo destes compostos é um fator importante na determinacdo da
qualidade sensorial final de frutas e da satisfacdo dos consumidores, e é diretamente
influenciada pela maturacdo, cuja composicdo é especifica para uma determinada
espécie e/lou muitas vezes para uma variedade de frutas (GEOCZE et al., 2013;
VILLATORIO et al., 2008).

Embora diferentes frutas apresentem muitas caracteristicas aromaticas, cada
espécie possui um aroma distinto que depende da concentracéo, da combinacéo e da
percepcdo de odor individual de cada composto volatil (HADI et al., 2013). Vale
ressaltar que muitos desses compostos volateis sdo produzidos em guantidades
vestigiais, apresentando-se abaixo limite de cheiro, o que dificulta a deteccéo na
maioria dos instrumentos analiticos (GOFF & KLEE, 2006).

Véarios métodos de extracdo sdo empregados em analises de compostos
volateis de matrizes alimentares, incluindo técnicas de destilacdo, extracdo por
Soxhlet, extracao assistida por micro-ondas, extracado de fluido supercritico, extracao
em fase sélida, microextracdo em fase sélida (SPME), dentre outras (UEKANE et al.,
2017). A SPME é considerada uma técnicas mais convenientes no preparo de
amostras para a andlise de alimentos (SOUZA-SILVA, GIONFRIDDO, & PAW
LISZYN, 2015).

O método de extracdo SPME consiste na captura dos composto volateis em
um fibra capilar de silica fundida quimicamente modificada inserida no interior de uma
agulha (finalidade de protegé-la quando ndo estd em uso) adaptada numa micro-
seringa (figura 10), com posterior dessorcao térmica no injetor de um cromatografo.
Essa fibra é exposta no recipiente contendo a amostra para efetuar a extracao, sob
agitacdo (ABDULRA'UF et al., 2012).

A extracdo em SPME pode ser feita no modo direto ou de headspace (figura
11). No modo direto envolve o equilibrio do analito em duas fases distintas (liquida e
gasosa) através da fibra sorvente, e no segundo modo, a fibra € exposta entre trés
fases em um recipiente confinado (amostra liquida (ou gasosa), fase de vapor sobre

a amostra aquosa e a fase a ser extraida (sélido adsorvente) (DOREA et al., 2008).
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Figura 10. Representacao do dispositivo utilizado para SPME.

Fonte: Adaptado de ABDULRA’UF et al., 2012.
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Figura 11. Etapas da microextracdo em fase sélida. (a) extracdo no modo headspace
(b) extracdo no modo direto (c) dessorcdo dos analitos no cromatografo.

Fonte: Adapatado de DOREA et al., 2008.

E necessario um certo tempo para que se estabeleca o equilibrio entre as fases
envolvidas, em seguida a fibra é reposicionada no interior da agulha. Posteriormente,
a fibra é exposta dentro do injetor de um cromatdgrafo de gas, sob aguecimento. Com
isso, 0s analitos serdo dessorvidos, separados, e quantificados (ABDULRA'UF et al.,
2012).

Esta técnica foi desenvolvida com a necessidade de preparar amostras em um

pequeno intervalo de tempo (SANTANA et al.,, 2016), entretanto, constatou-se ao
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longos de estudos (SOUZA-SILVA, GIONFRIDDO, & PAWLISZYN, 2015; MILLS &
WALKER, 2000; KATAOKA et al, 2000; LORD & PAWLISZYN, 2000; PROSEN &
ZUPANCIC-KRALJ, 1999), que a técnica apresenta outras vantagens tais como: )
praticidade e simplicidade, 1) auséncia de solventes, Ill) utilizacdo de pequenas
guantidades de amostras, 1V) baixo custo, V) sensibilidade e reprodutibilidade, VI)
emprego de baixas temperaturas, VII) compatibilidade com analises de separacgéo e
identificacdo, como a GC-MS. Essas vantagens sao provenientes da combinacédo do
processo de extracdo e pré-concentracdo em uma Unica etapa sem a utilizacdo de
solventes (SOUZA-SILVA, GIONFRIDDO & PAWLISZYN, 2015; VAS & VEKEY,
2004).

O método de extracdo HS-SPME acoplado com a GC-MS é considerada uma
técnica amplamente empregada na quantificacdo de compostos volateis (UEKANE et
al., 2017; SOUZA et al., 2016; BUTKHUP et al., 2011) e compostos nao volateis
(KHAKIMOV et al., 2016) em frutas. E importante ressaltar que através do auxilio do
detector de MS, a técnica adquire um impacto consideravel na quantificacdo desses
compostos, particularmente na sua exatidao e precisdo (YUAN et al., 2013).

Com a aplicagdo da GC-MS, o avanc¢o na investigacdo do aroma tem sido feita
em varios campos (HADI et al.,, 2013). Assim, a GC-MS permite uma melhor
compreensao da composicao odorante através da identificacdo e quantificacdo de
seus compostos, concomitantemente oferece a possibilidade de correlacionar a
natureza quimica de um odor e seu limite de cheiro (LO et al., 2008).

Com isso, muitos estudos empregando a GC/MS foram utilizados para analisar
a composicao do aroma de diferentes frutas tropicais, tais como manga (CANUTO et
al., 2009), acerola (BOULANGER & CROUZET, 2001), araca-rosa, morango (EGEA
et al., 2014), banana (CAPOBIANGO et al., 2015), jaca (ONG et al., 2008), maracuja
(JANZANTTI & MONTEIRO, 2014), tamarindo (LASEKAN & SEE, 2015), kiwi
(GARCIA et al., 2013), dentre outras. Entretanto, poucos sao os estudos que relatam
a composi¢ao quimica volatil de frutas amazonicas. Com isso, surge o interesse em
analisar a composicao aromatica da fruta remela-de-cachorro utilizando a técnica HS-
SPME/GC-MS.

1.8. Fundamentos da Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica baseada na determinacao da

relacdo entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. Os
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principios fundamentais da MS se deram em 1897 através de experimentos do
pioneiro J. J. Thomson, que estudou os raios catddicos, levando a todo posterior
desenvolvimento da técnica (LANCAS, 2009; GRIFFITHS, 2008).

Ja no ano de 1913, Thomson construiu o primeiro espectrografo de massas
detectando a presenca de isétopos no gas neodnio, e desta forma, impulsionando a
descobertas de compostos isotopicos (SHARMA, 2013; AUDI, 2006). Os primeiros
espectrometros foram desenvolvidos por A. J. Dempster (1918) e F. W. Aston (1919),
possibilitando a descoberta de diferentes isétopos de elementos, permitindo a
medicéo de massas atbmicas exatas, além da descoberta de diversos elementos ndo
radioativos (MEDEIROS, 1999).

A partir da década de 50 ampliaram-se as pesquisas aplicando-se MS com o
desenvolvimento dos analisadores de massas do tipo tempo-de-véo (TOF) (RYASON,
1967), ion-trap (IT) (HEROD & HARRISON, 1970), quadrupolo (Q) (DAWSON &
WHETTEN, 1969) e ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR) (ELKIND et al., 1988).

Concomitantemente, o desenvolvimento dos métodos de ionizacdo também
contribuiu com a expansao de pesquisas empregando MS. Os primeiros métodos de
ionizacao utilizadas foram a ionizacao quimica (Cl) (MUNSON & FIELD, 1966) e a
ionizagdo por impacto de elétrons (El) (MARK & DUNN, 1985). Em 1973, Horning e
colaboradores introduziram a ionizacdo quimica a pressado atmosférica (APCI) em
conjunto com diversas técnicas cromatograficas, incluindo a cromatografia liquida.
Apo6s alguns anos, Morris e colaboradores (1981) contribuiram com a MS
desenvolvendo a ionizagdo por bombardeamento por &tomos rapidos (FAB).

A revolucdo na aplicabilidade da MS se deu no final da década de 80 pela
insercdo de técnicas de ionizacdo brandas como a ionizacao por eletrospray (ESI)
(FEEN et al., 1989) e a dessorcao/ionizacédo a laser auxiliada por matriz (MALDI)
(KARAS & HILLENKAMP, 1988). Essas técnicas permitiram a analise de peptideos,
proteinas e complexos protéicos da ordem de megadaltons (MDa), ampliando a
aplicacdo da MS nas areas biologicas e médicas, consolidando a técnica como uma
das mais empregadas na quimica (AEBERSOLD & GOODLETT, 2001).

Mais tarde, na década de 90 foram desenvolvidos equipamentos com
capacidade de realizar experimentos de MS sequencial (MS/MS ou MS"), aumentando
significativamente a realizacdo de diferentes tipos de analises nesses equipamentos
(MATYSIAK et al., 2016; JAISWAL et al., 2014; LOO et al., 1991).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0020738169800549
http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0749597
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A expansao das aplicacbes da MS ganhou forgca com a hifenizagdo com
diferentes técnicas de separacdo. A alta sensibilidade da técnica de deteccdo em
conjunto com métodos de separacdo capazes de separar analito permitindo que
analises como a cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a
espectrometria de massas sequencial (UHPLC-MS/MS) sejam uma das primeiras
escolhas dos trabalhos quantitativos atualmente, quando disponiveis (BATAGLION et
al., 2015).

A técnica de separacdo UHPLC desenvolveu-se através da introducdo das
particulas de fases estacionarias porosas com < 2 ym de didmetro, juntamente com a
busca continua por separacdes de analitos mais rapidas e eficientes, e fundamenta-
se nos mesmos principios de separacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). A introducdo dessas particulas confere melhor resolucdo cromatografica,
facilitando a separacdo, consequentemente diminui o tempo de analise e reduz o
consumo de solventes (MALDANER et al., 2012).

1.8.1 Instrumentacao da MS

Existem diferentes arranjos instrumentais em MS, cada uma com suas
vantagens e limitacbes. No entanto, todos apresentam as mesmas unidades
construtoras basicas: sistema de introducdo de amostra, fonte de ionizacao,
analisador de massas e detector. O processo se da inicialmente pela injecdo da
amostra no equipamento, no qual é conduzida até a fonte de ionizacao (SILVERSTEIN
et al., 2006).

Na fonte de ions, os componentes da amostra sdo convertidos em ions
(positivos ou negativos) sendo imediatamente acelerados através de um campo
magnético em direcdo ao analisador de massas. No analisador, os ions sdo separados
de acordo com a sua relacdo m/z especifica e, finalmente chegam no detector. Cada
ion gera um sinal préprio, transformando a corrente de ions em pulsos elétricos, e que
posteriormente serdo processados e analisados em forma de espectro de massas por
um software adequado instalado em um computador (CHIARADIA et al., 2008) (figura
12).
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Figura 12. Esquema genérico de um espectrometro de massas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2016.
1.8.2 lonizagéo por eletrospray (ESI)

O ESI é uma das principais técnicas de ionizacao a pressao atmosférica (API)
que permite a formacao de fragmentos de macromoléculas a partir do ion precursor
quando ionizadas. Essa técnica € perfeita para analise de espécies nao volateis e para
estudos de especiacao, devido a muitos dos ions gerados na fase gasosa manterem
exatamente a mesma carga e estrutura das espécies em solu¢do (MORAES & LAGO,
2003). O ESI destaca-se por ser uma técnica branda no qual possibilita a protonacao
(modo positivo, [M+H]*) e a desprotonacdo (modo negativo, [M-H]) de moléculas de
diferentes massas molares, facilitando a identificacdo de diversos compostos sem
efetuar o uso de bibliotecas de espectros (SISMOTTO et al., 2013).

No processo de ionizagdo por ESI, o potencial elétrico (em kV) aplicado a ponta
do capilar metélico gera o acumulo de cargas na superficie do liquido ocorrendo a
deformacéo da gota denominada de cone de Taylor. Com a evaporacéao do fluxo de
géas nebulizante (geralmente N2) ocorre 0 aumento da densidade de carga da gota, e
no momento em que a densidade é capaz de vencer a tensao superficial do liquido,
h&a um colapso, e ocorre a fissdo da gota ascendente formando gotas descendentes
cada vez menores. Essa tensdo superficial das gotas vai se tornando cada vez
menores ocorrendo o fendmeno denominado “explosao coulémbica”. Com isso,
forma-se o spray eletrostatico composto por particulas do solvente e do analito
carregados (LANCAS, 2009; CROTTI et al., 2006) (figura 13).
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Figura 13. Esquema do sistema de ionizacao via ESI no modo positivo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2016.

1.8.3 Espectrometria de Massas Sequéncial (MS/MS)

A MS/MS é definida como qualquer analise em MS que tenha dois ou mais
estagios de medicdo da m/z sequencial. No primeiro estadgio de analise, um ion
precursor, sofre dissocia¢ao induzida por colisdo (CID) com um gas inerte (geralmente
argonio). O segundo estagio consiste na analise da m/z dos ions fragmentos formados
pela dissociacdo (CHIARADIA et al., 2008).

A MS/MS pode ser concebida pela realizacdo da analise da m/z no espaco
(pelo acoplamento de dois instrumentos fisicamente distintos) ou no tempo (através
da realizacdo de uma sequéncia apropriada de acontecimentos num dispositivo de
armazenamento de ions). Os aparelhos espaciais tém dois analisadores de massa
acoplados que permitem a selecéo especifica de ions no sistema MS/MS. Dentre os
tipos de acoplamentos mais utilizados destacam-se o triplo-quadrupolo (QqQ), TOF-
TOF e Q-TOF (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).

A geometria instrumental de analisadores de massa do tipo triplo-quadrupolo
(QQQ) é constituida por trés quadrupolos em série, sendo dois analisadores (Q1 e Q3)
separados por uma cela de colisdo (g2). Nessa cela ocorre a fragmentacao dos ions
filtrados e selecionados do primeiro quadrupolo (Q1) por meio de CID, e que também

€ um direcionador dos ions produzidos para o terceiro quadrupolo (Q3) (figura 14).
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Figura 14. Esquema ilustrativo da geometria instrumental de analisador do tipo QQgQ.

Além disso, todos os quadrupolos sao controlados para transmitir ions com uma
faixa de isolamento de uma unica razdo m/z, desta forma, gerando informacfes
analiticas mais exata (CHIARADIA et al., 2008).

Experimentos quantitativos envolvendo sistemas do tipo QqQ séo realizados
por meio de um experimento denominado monitoramento seletivo de reacdes (SRM)
(SOUSA et al., 2016). Os dados sao adquiridos somente para um ou mais ions
especificos (produzidos por ions precursores) em um estagio prévio de MS,
aumentando a sensibilidade da técnica associada ao aumento na seletividade
(SISMOTTO et al., 2013).

Sistemas de UHPLC-MS/MS possuem vantagens, como: permitir a obtencao
de informacédo estrutural simultaneamente a quantificacdo do analito, desta forma néao
dependendo mais tanto de perfeicdo na reprodutibilidade cromatografica, além de
permitir limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) na ordem de ppt (ng)
(HOFFMAN & STROOBANT, 2007; SILVA & COLLINS, 2011).

Diversas aplicagGes da técnica de UHPLC-MS/MS sao observadas tanto no
meio académico como na industria. Areas como a industria farmacéutica (PETROVIC
et al., 2005), 6rgdos de analise ambiental (SILVA & COLLINS, 2011), centros de
ciéncias médicas (HIGASHI & OGAWA, 2016) e centros de producao de energia e
combustiveis (LOEGEL et al., 2014).


http://pubs.acs.org/author/Loegel%2C+Thomas+N
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2. OBJETIVOS
2.1. Obijetivo geral

Realizar estudo quimico qualitativo e quantitativo do extrato dos frutos de C.
lancifolia por meio das técnicas cromatograficas em acoplamento a espectrometria de

massas, além de avaliar suas propriedades farmacoldégicas.

2.2. Objetivos especificos

e Estimar a quantidade de fendlicos totais do extrato da polpa da remela-de-
cachorro por meio do método de Folin-Ciocalteu;

e Efetuar a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no
extrato dos frutos da remela-de-cachorro (C. lancifolia) por meio da técnica de
cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UHPLC-MS/MS);

e Determinar a percentagem dos componentes do aroma da remela-de-cachorro
por meio da técnica da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(HS-SPME/GC-MS);

e Avaliar as atividades antioxidantes do extrato pelos métodos do sequestro de
radicais livres DPPH e ABTS;

¢ Realizar ensaios de inibicdo de enzimas digestivas (Lipase e a-glicosidase) in

vitro do extrato de C. lancifolia.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Obtencao e preparo da amostra

Frutas frescas da remela-de-cachorro (C. lancifolia) foram coletadas no Sul do
Amazonas, no municipio de Canutama, localizado na calha do rio Purus (regido
centro-sul do Amazonas). Inicialmente foi verificado o estado de cada fruto em relacéo
ao grau de maturacao, no qual foi determinada com base no tamanho, cor e firmeza.
As polpas e as cascas foram separadas manualmente das sementes e submetidas a
extracdo. A extracdo foi efetuada num frasco de vidro com etanol 95% (100 mL para
cada 100 g de polpa) durante 24 h. O extrato liquido foi evaporado utilizando o
evaporador rotatério a vacuo e o residuo final foi submetido ao dissecador com silica.
Uma quantidade de 1 mg dos extratos secos foram dissolvidos em 1 mL de metanol
grau HPLC, e, em seguida, filtrada através de uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com um tamanho de poro de 0,45 um. Os extratos obtidos até

entdo foram posteriormente analisados.

3.2. Andlise dos compostos volateis por HS-SPME/GC-MS

Inicialmente, pesou-se 2 g da polpa da fruta in natura em um frasco proprio para
extracBes de headspace (Gerstel) de 10 mL e, em seguida adicionou-se 4 mL de agua
destilada. A forca i6nica foi aumentada para melhorar a eficiéncia da extracdo
utilizando o NaCl (20 mg). A mistura foi cuidadosamente agitada em um vortex para
homogeniza-la. Posteriormente foi realizada a incubacao da pré-extracdo da amostra
na unidade de agitacédo durante 30 min a 400 rpm, sob aquecimento a 60°C, seguido
pela extracdo da fibra mista de SPME (composicao: divinilbenzeno/carboxeno/
polidimetilsiloxano - DVB/CAR/PDMS) durante 10 min no modo headspace. Ao final
desse periodo, a fibra foi recolhida antes de ser retirado o amostrador SPME do frasco.
Em seguida, o amostrador SPME foi inserido no injetor do cromatografo (fibra foi
exposta e sujeita a dessorcao dentro do injetor durante 300s a 250°C) (SOUZA et al.,
2016).

As analises foram realizadas em um sistema GC-MS (Agilent Technologies)
consistindo em um cromatégrafo de gas modelo 7890A acoplado a um espectrémetro
de massas mono quadrupolo (MSD 5975 C) utilizando ionizacdo El a 70 eV. As
separacdes cromatograficas foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida

modelo HP-5-MS (30 m x 0,250 mm id, 0,25 ym de espessura de pelicula) da Agilent
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Technologies (Santa Clara, EUA). Utilizou-se o hélio como gas de arraste (vazao de
1 mL/min). As temperaturas do injetor, da interface GC-MS (linha de transferéncia) e
da fonte de MS foram 250, 280 e 230°C, respectivamente. O programa de forno foi de
temperatura inicial de 40°C, com rampa de aquecimento de 3°C/min até 150°C,
seguindo um aumento de temperatura de 5°C/min até 300°C e mantido durante 3,0
min. A MS foi operada em modo de varredura na faixa de 40-500 m/z (RIU-AUMATELL
et al., 2004).

A analise dos compostos volateis dos frutos da remela-de-cachorro foi realizada
em triplicata. Os compostos foram identificados por meio dos tempos de retencao das
substancias, comparacdo dos espectros dos padrdes (C7-Ca0) de massa da base de
dados NIST, e pelo indice de kovats experimental (equacdo 1) (MUHLEN, 2009)
concordantes com dados da literatura (ADAMS, 2007). A proporcao de cada composto
foi estimada dividindo a sua area média pelo somatorio da area total do cromatograma

e expressa em percentagem, conforme a equacao 2.

IOg t'R 0 - IOg luR (n) \
KI = 100n + 100 x klog tR s 1100 tR () | (ea. 1)

/

Onde: n: numero de carbonos presentes no n-alcano eluido antes da substancia de

interesse;

t' r (): tempo de retencéo da substancia de interesse;

t' r () : tempo de retencdo do n-alcano (padrédo) eluido antes da substancia de
interesse na coluna cromatogréfica;

t' r (n+1): tempo de retencdo do n-alcano (padréo) eluido apés a substancia de
interesse;

Area do pico

% na amostra = x 100 (eq. 2)

Y area total

3.3. Determinacéo de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais (TF) presentes no extrato metandlico da remela-de-
cachorro foi determinada utilizando o método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleto
e Rossi (1965) com algumas modificacbes. Para a reacdo colorimétrica, 10 puL do
extrato metandlico (1 mg/mL) mais 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (proporcéo

1:.10) foram adicionados em uma microplaca e incubou-se, por 8 minutos.
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Posteriormente adicionou-se 240 pyL de carbonato de sdédio (Na2COs) a 0,4% e
novamente foi incubado a mistura por 3 minutos. Por fim, a absorbancia da amostra
foi medida a 740 nm em um detector espectrofotométrico multimodo (DTX 800,
Beckman). A quantidade de TF foi determinado por interpolacdo da absorbancia do
extrato da fruta contra uma curva de calibracéo construida com padréo de acido gélico
(1000 a 7,81 pg/mL). A absorbéancia da amostra foi aplicada na equacéo da reta do
padrao (Y = 0,0022x + 0,0086) para estimar a concentracdo dos TF expresso como
mg de equivalentes de acido géalico (GAE) por g de extrato. A estimativa dos fendlicos

totais foi realizada em triplicata.

3.4. Andlise por UHPLC-MS/MS

As andlises foram realizadas em um sistema de UHPLC-MS/MS 8040 da
Shimadzu, constituido de um cromatografo de ultra-alta performance e um
espectrometro de massas com geometria do tipo triplo-quadrupolo (QgQ). A técnica
de ionizacdo utilizada foi a ESI e os parametros de ionizacdo foram o0s seguintes:
voltagem do capilar, 3500 V; tensao do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; Skimmer
(capilar de transferéncia), 65 V; temperatura do gas, 280 °C; vazao de gas, 14 L/min;
nebulizador, 45 psi. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 20 °C e o volume
de injecao foi de 10 pL.

A separagcdo dos compostos foi realizada em uma coluna C18 Shimpack
(Dimensdes 50 mm x 2.0 mm, didmetro da particula 2.2 ym) utilizando uma fase
binaria (solvente A: 4gua, solvente B: metanol) para as separacdes. A eluicdo em
gradiente a 30°C foi a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60% (v/v) B; 15-25 min,
60-70% (v/v) B; 25-35 min, 70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a vazéo de 0,4
mL/min (BATAGLION et al., 2015). As identificagdes foram realizadas por meio da
interpretacdo manual dos espectros de MS/MS, bem como a comparacdo com
padrbes puros das substancias de interesse. A determinagdo quantitativa dos
compostos fendlicos presentes no extrato foi realizada utilizando o método descrito e
validado por UHPLC-MS/MS usando a selecdo do ion fragmentado (segunda
transicdo da SRM) (BATAGLION et al., 2015). A partir das curvas de calibragéo
construidas com os padrdes dos compostos fendlicos, obteve-se as respectivas
equacdes da reta para cada substancia de interesse e, posteriormente foi aplicado o

valor da area do pico referente a cada substancia presente na remela-de-cachorro.
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3.5. Ensaios antioxidantes (DPPH e ABTS)

O método do DPPH foi realizado de acordo a metodologia de Molyneux (2004)
com algumas modificacdes. A solucdo do DPPH (0,8 mmol/L) foi preparada, e diluida
em uma concentragdo suficiente para resultar em cerca de uma absorbancia 1,000 +
0,1. Posteriormente a solucdo foi mantida sob refrigeragédo e protegida da luz. O
extrato foi diluido em DMSO (1 mg/mL), solubilizado e efetuada 8 microdiluicdes (no
intervalo de concentracdo de 100 - 0,78 pg/mL) em uma placa de Eliza. Foram
adicionados 270 pL de DPPH com 30 pL de cada extrato, e mantida em repouso por
30 min sob protecao de luz a temperatura ambiente.

O método do ABTS foi realizado com base na metodologia de Re et al. (1998)
com pequenas modificacbes para possibilitar que o teste fosse realizado com
utilizacado da microplaca. Inicialmente foi preparado a solugcdo de ABTS por meio da
reacdo de 0,7 mmol do radical ABTS™ dissolvido em 5 mL de &gua deionizada com 5
mL de perssulfato de potassio (2,4 mmol) mantida em temperatura ambiente na
auséncia de luz por 12 horas. Posteriormente, dilui-se em uma propor¢ao de 1:5 da
solucdo/agua deionizada (concentracdo suficiente para resultar em cerca de uma
absorbancia 1,000 + 0,1). O procedimento foi semelhante ao método do DPPH
(quantidades de amostra e reagente), com excecédo da placa que foi encubada por 15
min.

O consumo de DPPH e ABTS foi monitorada através da medicdo da
absorbéancia a 492 e 620 nm, respectivamente, em um detector. Os experimentos
foram realizados em triplicata e como controlo negativo utilizou o DMSO (diluente dos
extratos) e controle positivo o acido galico. Os resultados foram expressos em
percentagem de inibicdo total (equacédo 3) e pelo ICso (quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir a 50% concentracao inicial de DPPH/ ABTS) por meio da

equacao da reta da amostra.

Abs(DPPH/ABTS)—Abs(ext)
Abs (controle)

% de inibicio (DPPH/ABTS) = 100 —

x 100 (eq. 3)
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3.6. Ensaios enzimaticos in vitro
3.6.1. a-glicosidase

A atividade inibidora de a-glicosidase foi determinada de acordo com a
Andrade-Cetto et al. (2008) com pequenas modificacfes. Apos a diluicdo do extrato
(2 mg/mL), foi adicionado 30 pL do extrato e efetuou microdiluicbes (concentracao de
0,78 - 100 pg/mL) na placa de Eliza.

O primeiro monitoriamento da absorbancia (Al) foi realizada em 5 min no
mesmo espectrometro dos testes anteriores a 37°C a 405 nm. Posteriormente foi
adicionado 170 pL da solucdo da enzima diluida com o tampao fosfato a 10 mM em
pH 6,9 (proporcdo 1:10). Logo apds realizou-se a leitura da placa com medi¢do da
absorbancia em 405 nm. Em seguida adicionou-se 100 pL do reagente de cor a 5 mM
(4-nitrofenilo a-D-glicopiranosideo 2 mM (Sigma)). Posteriormente efetuou-se a leitura
da absorbancia (A2) em 5 em 5 minutos até 30 min incubando a placa na estufa em
37 °C. Na mesma placa adicionou 30 pL do DMSO (diluente do extrato (branco)) em
um poco e monitorou a sua absorbancia em 5 em 5 minutos até 30 min, que deve ser
préxima de 1,000 £ 0,1. Utilizou-se a acabarose como controle positivo. Os resultados
foram expressos em percentagem total de inibicdo (equacéo 4) e pelo parametro do
ICso0 por meio da equacao da reta da amostra.

Abs do ext (A2—A1)
Abs (controle)

% de inibicdo (glicosidase) = 100 — x 100 (eq. 4)

3.6.2. Lipase

A atividade inibidora de lipase foi determinada de acordo com a Slanc (et al.,
2009) com algumas adaptacdes. Foram feitas microdiluicdes do extrato (concentracéo
de 0,78 - 100 pg/mL) e adicionados 30 pL da amostra na placa de Eliza com 170 uL
da solugéo da enzima lipase 1 mg/mL (preparada em tampéo Tris ((hidroximetil)-
aminometano) (75 mM), em pH 8,5). A placa foi encubada por 5 min a 37 °C e em
seguida adicionado 130 pL do tampdo. Posteriormente efetuou-se a leitura no
espectrometro a 405 nm (Al). Logo apoés foi adicionada 20 pL do substrato “p-
nitrofenilpalmitato (PNP)” a 3,3 mM (preparado em 5 mL de acetonitrila e
posteriormente diluida em 1:3 em etanol e incubar por 15 min a 37 °C. Como controle

positivo foi utilizado a substancia orlistate. Em seguida foi efetuada a leitura final (A2)
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e os resultados foram expressos em porcentagem total de inibicdo (equacgéo 5) e pelo
parametro do ICso por meio da equacao da reta.

Abs do ext (A2—A1)

% de inibicdo (lipase) = 100 — Abs (controle)

x 100 (eq. 5)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. ldentificacdo dos compostos volateis da polpa da remela-de-cachorro por GC-
MS

A técnica da microextracdo em fase sdlida no modo de extracdo headspace
(HS-SPME) em combinagédo com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) é amplamente utilizada para extrair e quantificar, respectivamente os
compostos volateis caracteristicos de aromas presentes em frutas (SANTANA et.,
2016; STEINGASS et al., 2014; BUTKHUP et al., 2011). Nesse sentido, foi realizada
a identificagdo de compostos orgéanicos volateis visando-se a caracterizagdo de
possiveis marcadores do aroma da fruta remela-de-cachorro.

Na andlise dos compostos volateis foi empregado o sistema HS-SPME-GC/MS
utilizando uma coluna HP5-MS. Apesar da técnica GC-MS ser uma poderosa
ferramenta para analise, permitindo a identificagdo da maioria dos compostos na
amostra com base nos espectros dos padrdes de massa e pelos tempos de retencao,
foi calculado o indice de kovates tedrico dos compostos e comparado com os dados
da literatura, a fim de evitar uma identificacdo equivocada. Foram identificados 27
compostos (apéndice) a partir do aroma da polpa in natura da remela-de-cachorro. As
areas dos picos expressos em porcentagem para 0S compostos presentes na polpa
foram usadas para indicar o teor aproximado de cada composto organico volatil
presente.

O total de compostos volateis referente a percentagem das areas de cada
composto individualmente na polpa de remela-de-cachorro consistiu em: nove
aldeidos (26,14%), trés hidrocarbonetos (12,7%), seis cetonas (12,13%), cinco alcoois
(10,81%), trés terpenos (10,57%), e pequenas quantidades de furanos (éteres
ciclicos) (2,77%).

O perfil cromatogréfico e o resultado semi-quantitativo dos volateis da polpa in
natura com os principais fragmentos é apresentado na figura 15 e na tabela 3,
respectivamente. Os aldeidos constituem o grupo mais abundante de compostos
organicos volateis na remela-de cachorro com percentual total de 26,14%.

Os compostos volateis majoritarios presentes na polpa in natura da espécie
foram: benzaldeido (11,9 £ 0,07%) > linalol (10,1 + 0,11%) > 2-metil biciclo [4.3.0] non-
1(6)-eno (8,84 + 0,02%) > 1-octen-3-ol (4,42 + 0,04%) > B-lonona (4,08 + 0,07%) > 3-
octanona (3,37 £ 0,01%) > hexanal (3,05 £ 0,07%), respectivamente (figura 16). A


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613015409
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tabela 4 mostra o comparativo das quantidades dos compostos volatéis presentes na

remela de cachorro com outras frutas.

Intensidade
13000004

1200000 4
1100000 14
10000004
900000
800000

700000

600000 25
500000
400000
12 16 22 24
3000001 3 ‘ :
: \
200000 s : 26 27
: 13 |} "8
100000 \ ; ;A
\ : Vi <
M'x o JL it
T | P X T T T T % T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Tempo de aquisicao (min)

Figura 15. Cromatograma de SPME/GC-MS para polpa in natura da remela-de-
cachorro. Picos: (1) hexanal; (2) 1-hexanol; (3) (E) 2-heptenal; (4) benzaldeido; (5) 1-
octen-3-ol; (6) 3-octanona; (7) 2-pentil furano; (8) limoneno; (9) (E) 2-octenal; (10) 1-
octanol; (11) linanol; (12) nonanal; (13) 1-nonanol; (14) 2-metil biciclo [4.3.0] non-1(6)-
eno; (15) B-ciclocitral; (16) 2-ciclohexen-1-ol; (17) 2-undecanona; (18) undecanal; (19)
(E,E) 2,4-decadienal; (20) (E) 2-dodecenal; (21) 2,2-dihidro-a-ionona; (22) (E) a-
ionone; (23) geranil acetona; (24) 1-deceno; (25) (E) B-ionone; (26) pentadecano; (27)
ciclododecano;
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Figura 16. Compostos volateis majoritarios presentes na polpa in natura da remela-
de-cachorro. (1) benzaldeido, (2) linalol, (3) 2-metil biciclo [4.3.0] non-1(6)-eno, (4) 1-
octen-3-ol, (5) B-lonona, (6) 3-octanona e (7) hexanal.
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Tabela 3. Tempos de retencao (Tr), fragmentos, massa molar (MM), indice de Kovats teorico (Kl teor.), indice de Kovats experimental (Kl
exp.), area proporcional dos compostos volateis identificados da remela-de-cachorro por SPME-GC/MS e limite de cheiro em agua (L.C).

Pico Composto Tr (min) Kl?teor. Kl exp. Fragmentos (m/z) MM Area (%) L.C (ung/L)

1 Hexanal 4,99 801 801 44, 56, 72, 82 100 | 3,05+0,07 4,6bhi
2 1-hexanol 6,99 863 864 43, 56, 69, 84 102 | 1,05+0,25 500"
3 (E) 2-heptenal 10,2 947 945 41, 55, 70, 83, 97 112 | 1,98 + 0,03 13¢
4 Benzaldeido 10,3 952 951 51, 77 106 | 11,9 +0,07 3500
5 1-octen-3-ol 11,2 974 974 43, 57, 72, 85, 99 128 | 4,42 +0,04 1,08
6 3-octanona 11,5 979 979 43,57, 72, 85, 99 128 | 3,37 +0,01 -
7 2-pentil furano 11,7 984 983 43, 53, 81, 93, 121 138 | 2,77 £ 0,05 6,0
8 Limoneno 13,2 994 995 41, 53, 68, 79, 93, 107, 121 136 | 0,47 £ 0,06 10,009
9 (E) 2-octenal 14,7 1024 1024 41, 55, 70, 83, 97 126 | 1,84 +0,03 3,0¢!
10 1-octanol 15,3 1049 1049 41, 56, 70, 84, 95 130 | 0,94 +0,16 110"
11 Linalol 16,6 1063 1060 43, 55, 71, 80, 93, 121 154 | 10,1+0,11 6,0 h
12 Nonanal 16,8 1095 1095 29, 41, 57, 70, 82, 98 142 | 2,57 £ 0,08 1,08fhd
13 1-nonanol 19,9 1165 1163 41, 56, 70, 83, 97 144 | 1,37 +0,02 508
14 | 2-metil biciclo[4.3.0] non-1(6)-eno 215 - 1198 41, 55, 67, 79, 93, 121 136 | 8,84 +0,02 -
15 B-ciclocitral 22,1 1217 1218 41, 55, 67, 81, 91, 109, 123, 137 152 | 1,20+ 0,10 19
16 2-ciclohexen-1-ol 24,0 1120 - 41, 43, 55, 70, 83 98 | 3,03+0,13 -
17 2-undecanona 25,4 1293 1295 43,58, 71, 81 170 | 0,71 +0,07 7,0¢
18 Undecanal 26,0 1305 1306 41, 43, 57, 68, 82, 95 170 | 1,04 £ 0,09 12,5'
19 (E,E) 2,4-decadienal 26,5 1315 1314 41, 55, 67, 81, 95 152 | 1,30+ 0,06 0,07¢h
20 (E) 2-dodecenal 28,5 1464 - 57,70, 83, 97,111,121 182 | 1,26 + 0,02 -
21 2,2-dihidro-a-ionona 30,7 1400 1406 | 43,55, 67, 81, 95, 107, 121, 136, 161 | 194 | 0,88 £ 0,01 -
22 (E) a-lonona 31,1 1411 1414 43, 77,93, 109, 121, 136 192 | 1,30+ 0,04 76'
23 geranil acetona 32,2 1487 1488 43, 69, 107, 136 194 | 1,79+0,14 60!
24 1-deceno 33,1 1453 1453 43, 55, 70, 83, 97, 111 140 | 2,74 +0,19 -
25 (E) B-lonona 33,5 1466 1469 43, 77,91, 107, 123, 135,177 192 | 4,08 +£0,07 | 0,007°N
26 Pentadecano 34,1 1487 1488 43,57, 71, 85, 99 212 | 0,39+0,09 1500°
27 Ciclododecano 35,4 1502 1500 43, 55, 69, 83, 97, 111 168 | 0,73+ 0,04 -

Tot. 75,121

1 Ref: a: ADAMS, 2007; b: BERLISH et al., 2009; c: ZHU et al., 2017; d: LIU et al., 2016; e: BUTTERY et al., 1988; f: LASEKAN & SEE, 2015; g: AHMED et
al., 1978; h: BUTTERY et al., 1971, i: WU et al., 2016; j: TAKEOKA et al., 1992; I: PINO & MESA, 2006;



Tabela 4. Quantidades de compostos organicos volateis em frutas expresso em

porcentagem (%).

Substéancia Fruta (nome cientifico) Teor (%) Ref.

Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 11,9 + 0,07 -

Maracujé (Passiflora edulis Sims) 6,94 a

Tapereba (Spondias mombin L.) 2,97 Cl

Péssego (Prunus persica L.) 0,64 b

Carambola (Averrhoa carambola L.) 0,41 ¢

benzaldeido | Guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Mart) 0,2 d

Siriguela (Spondias purpurea L.) 0,1 e

Laranja (Citrus sinensis L.) 0,04 f

Abacaxi (Ananas comosus L.) 0,04 9

Acerola (Malpighia emarginata DC.) 2,0x10° h

Jaca (Artocarpus heterophyllus L.) 5,2x10% ‘

Péssego (Prunus persica .) 20,68 b

Siriguela (Spondias purpurea L.) 10,6 e

Maracuja (Passiflora edulis Sims) 5,12 a

Melédo (Cucumis melo L.) 3,6 i
Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 3,05 + 0,08

Laranja (Citrus sinensis L.) 0,07 §

hexanal Pitomba (Talisia esculenta Radlk.) 0,86 K

Abacaxi (Ananas comosus L.) 0,82 '

Umbu (Spondias tuberosa L.) 0,4 m

Guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Mart) 0,2 @

Murici (Byrsonima crassifolia L.) 0,17 n

Banana (Musa sapientum L.) 2,1x10% X

Acerola (Malpighia emarginata DC.) 2,0x10° h

Jaca (Artocarpus heterophyllus L.) 3,3x10° i

Bacuri (Platonia insignis M.) 54,52 n

Maracuja (Passiflora edulis Sims) 16,82 °
Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 10,1 + 0,11

Graviola (Annona muricata L.) 8,70 P

Laranja (Citrus sinensis L.) 3,9 f

Péssego (Prunus persica L.) 2,93 8

Sapoti (Manilkara zapota L.) 2,26 n

Linalol Cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.) 2,21 q

Abacaxi (Ananas comosus) 0,84 !

Pitomba (Talisia esculenta Radlk.) 0,84 .

Manga (Mangifera indica L.) 0,70 r

Guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Mart) 0,6 @

Murici (Byrsonima crassifolia L.) 0,25 n

Araca-rosa (Psidium cattleyanum S.) 0,2 @

Tapereba (Spondias mombin L.) 0,06 a

Acerola (Malpighia emarginata DC.) 3,0x10° L
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Maracuja (Passiflora edulis) 13,81 °
Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 4,08 + 0,07
Pitomba (Talisia esculenta Radlk.) 0,72 k
B-ionona Maracujé (Passiflora edulis) 13,81 ©
Carambola (Averrhoa carambola L.) 1,01 ¢
Graviola (Annona muricata L.) 0,07 P
Tamarindo (Tamarindus indica L.) - s
Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 4,42 + 0,04 .
Siriguela (Spondias purpurea L.) 0,4 e
1-octen-3-ol Acerola (Malpighia emarginata DC.) 8,0x10¢ h
Kiwi (Actinidia deliciosa A. Chev.) - t
Manga (Mangifera indica L.) - u
Melancia (Citrullus lanatus Thunb.) - v
Roma (Punica granatum L.) 25,94 w
3-octanona | Remela-de-cachorro (Clavija lancifolia Desf) | 3,37 £ 0,01
Tapereba (Spondias mombin L.) 1,02 a

O 2-metil biciclo [4.3.0] non-1(6)-eno foi o terceiro composto encontrado em
grandes quantidades no extrato da espécie. Ndo foram encontrados estudos que
relatam a presenca desse composto na composicdo odorante de frutas. Entretanto,
esse monoterpeno foi relatado somente na composicao de 6leos essenciais de partes
de plantas, tais como flores (JIANU et al., 2016), folhas (QADER et al., 2017) (DEVI &
SINGH, 2014) e sementes (Ql & ARMSTRONG, 2007).

Embora estes compostos estejam préximos em proporcdes de area relativa,
eles somam na contribuicdo para o aroma da fruta devido aos seus valores de odor
limite. O limite de cheiro ou limiar de deteccdo € denominado como a menor
concentracdo de um composto que é apenas o suficiente para o reconhecimento do
seu aroma (WU et al., 2016; BERLISH et al., 2009). Defoer e colaboradores (2002)
mostraram que a relacao entre as medidas quimicas (GC-MS) e a concentracao de
odor (olfatometria) é especifica para cada tipo de odor e ndo pode ser generalizada.
Estes autores estabeleceram uma eficiente relagc&o linear entre a concentracdo de

odor e a concentragdo total de compostos organicos volateis de residuos de frutas.

2 Ref: a. NARAIN et al., 2004; b. CHENG et al., 2012; c. WILSON et al., 1985; d. MARIN et al., 2008; e.
CEVA-ANTUNES et al., 2006; f. QIAO et al., 2008; g. BARRETTO et al., 2013; h. PINO & MARBOT,
2001; i. ONG et al., 2008; j. SHALIT et al., 2001; k. SOUZA et al., 2016; I. STEINGASS et al., 2014; m.
GALVAO et al., 2011; n. UEKANE et al., 2017; 0. OLIVEIRA et al., 2012; p. SANTANA et al., 2016; q.
FRANCO & SHIBAMOTO, 2000; r. ANDRADE et al., 2000; s. LEE et al., 1975; t. GARCIA et al., 2012;
u. JAYANTHI et al., 2014; v. BEAULIEU & LEA, 2006; w. MPHAHLELEA et al., 2016; x. JORDAN et al.,
2011


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613015409
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996911000329
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Apesar do benzaldeido ser considerado o principal composto volatil na espécie
deste trabalho, o seu valor limite da percepc¢éo do seu aroma em agua é elevado (450
Mg/L) em relacdo aos demais compostos presentes na fruta (WU et al., 2016;
BERLISH et al., 2009; BUTTERY et al., 1971). Com isso, € notdrio que este composto
tem pouca contribuicdo no aroma da fruta, pois exige uma baixa concentracdo em
agua para resultar no limite minimo de percepcéo do seu odor.

Entretanto, dentre os principais compostos organicos volateis em remela-de-
cachorro, os compostos B-lonona, 1-octen-3-ol, hexanal e linalol exibiram melhores
limites de cheiro (0,007 > 1,0 > 4,5 > 6,0 ug/L, respectivamente) em agua (WU et al.,
2016; BERLISH et al., 2009; PINO & MESA, 2006). Com base nos seus valores
odorantes, estes compostos, certamente, S0 0s principais contribuintes para o aroma
da remela-de-cachorro, sugerindo um papel significativo para este atributo.

Por outro lado, os componentes menores presentes no aroma também podem
contribuir, por exemplo, (E,E) 2,4-decadienal com 1,30 %, nonanal com 2,57 %), (E)
2-octenal com 1,84 % e o 2-pentil furano com 2,77 % da composicdo da remela-de-
cachorro, mas apresentam melhor limite de odor (0,07 > 1,0 > 3,0 > 6,0 ug/L,
respectivamente) (PINO & MESA, 2006; BUTTERY et al., 1971).

E notério que os compostos majoritarios da remela-de-cachorro tais como, -
lonona, 1-octen-3-ol, hexanal e linalol foram os maiores contribuintes para o aroma da
fruta remela-de-cachorro. Outras abordagens quantitativas desta espécie sao
necessarias para correlacionar a quantidade de cada composto volati com o
respectivo limite de odor e obter seus valores de aroma. Para este estudo, a HS-
SPME-GC/MS serviu como um método rapido e preciso para a determinacao de

compostos organicos volateis na remela-de-cachorro.

4.2. Determinacdo dos compostos fendlicos totais do extrato da remela-de-

cachorro

Folin-Ciocalteu é considerado um método bem aceito, simples, reprodutivel e
amplamente utilizada para avaliar o teor de compostos fenélicos em frutas (CHEN et
al., 2014; VIEIRA et al.,, 2011) e vegetais antioxidantes (JIMENEZ-AGUILAR e
GRUSAK, 2017; DENG et al., 2013). Com isso, este método foi utilizado como analise
preliminar para estimar o contetdo fendlico do extrato metandlico da polpa dos frutos

da remela-de-cachorro. A quantificacéo de fendlicos totais (TF) no extrato (1 mg/mL),
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foi realizada a partir da constru¢cdo de uma curva de calibracdo de padrédo de &cido
galico em diferentes concentracées (figura 17). E possivel observar a linearidade dos
dados com o valor de coeficiente de regressdo (R?) préximo de 1. A partir da reta

obtida, realizou-se o célculo do concentracdo de compostos fendlicos totais.

FENOLICOS TOTAIS

1,2 L
S 09
=]
Ui+
= 05
E -
2 03 a

o BT

0 100 200 300 400 500

Concentragdao pg/mi .
» Arido galico
v = 0,0022x + 0,0086
R® =0,993

Figura 17. Curva de calibracdo do padrdo &cido gélico para a determinagcdo da
concentracdo de fendlicos totais presentes no extrato da remela-de-cachorro.

Os dados das absorbancias do extrato de remela-de-cachorro foram
diretamente aplicados na equacéo da reta para a determinagéo da concentracéo de
compostos fendlicos totais, expressa em equivalente de acido galico por grama de
polpa (GAE/qg).

A avaliacdo de TF no extrato pelo método de Folin-Ciocalteu, mostrou que a
fruta remela-de-cachorro é rica em compostos fendlicos (8,28 + 11,38 mg GAE/Q)
apresentando um teor alto consideravel quando comparado com algumas frutas
tropicais, bem como consumidas na regiio Amazénica: buriti (CANDIDO, SILVA e
AGOSTINI-COSTA, 2015); acai, bacuri, tapereba (RUFINO et al., 2010), murici,
graviola (SOUZA et al., 2012), abiu (MALTA et al., 2013), inga (SILVA et al., 2007) e
cupuacu (KUSKOSKI et al., 2006). No entanto, nenhuma dessas frutas se comparam
ao conteudo fendlico extremamente elevado do fruto Araca-boi (184,08 + 8,25 mg
GAE/qg), fruta nativa da Amazoénia. A Tabela 5 mostra o comparativo melhor do teor

fendlico de outras frutas tropicais.



Tabela 5. Teor de compostos fenélicos em frutas tropicais.
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Frutas Nome cientifico TF (mg GAE/g) Ref.
Araca-boi Eugenia stipitata Mc Vaugh 184,08 £ 8,25 a
Pitomba Talisia esculenta Radlk. 105,84 + 2,05 b
Manga Mangifera indica L. 68,13 +4,10 ¢
Jenipapo Genipa americana L. 28,0+2,2 d
Cubiu Solanum sessiliflorum Dunal 18,1+2,0 d
Camu-camu Myrciaria dabia Mc Vaugh 11,76 £ 14,8 e
Acerola Malpighiae marginata DC. 10,63 £ 53,1 e
Gabiroba C. cambessedeana Berg. 8,510 + 40,7 f

Remela-de-cachorro Clavija lancifolia Desf. 8,284 + 11,38

Pitanga Eugenia uniflora L. 7,99 + 54,7 9
Ata Annona crassiflora Mart. 7,394 + 7,92 h
Jamboléo Syzygium cumini L. 6,353 + 3.82 i
Ameixa Prunussa licina Lindl. 4,951 £+ 0,91 j
Acai Euterpe oleracea Matrt. 4,54 + 44,6 e
Jaboticaba Myrciaria cauliflora Mart. 4,40 +9,9 e
Buriti Mauritia flexuosa L. 4,351 + 6,97 k
Murici Byrsonima crassifolia L. 3,344 + 9,07 i
Abiu Pouteria guardneriana Radlk 3,211 +5,6 f
Maracuja Passiflora edulis Sims. 2,866 + 20,4 '
Graviola Annona muricata, L. 2,810 +£5,40 h
Amora Morus nigra L. 2,426 + 5,57 i
Morango Fragaria vesca L. 1,786 + 3,40 i
Tangerina Citrus reticulata Blanco 1,76 + 1,24 J
Banana Musa acuminata Colla. 1,74+ 14,5 '
Goiaba Psidium guajava L. 1,275+ 2,01 i
Laranja Citrus sinensis L. 1,265+ 1,04 j
Carambola Averrhoa carambola L. 1,273 + 1,48 i
Caju Anacardium occidentale L. 1,18 + 3,7 e
Umbu Spondias tuberosa L. 0,904 + 2,2 e
Tamarindo Tamarindus indica L 0,838 +6,1 m
Uva Vitis vinifera L. 0,77 + 0,68 j
Tapereba Spondias mombin L. 0,720+ 4,4 e
Inga Inga edulis Martius 0,700 + 0,2 n
Maca Malus pumila Mill. 0,569 + 1,42 j
Mamao Carica papaya L. 0,532+ 3,6 m
Banana Musa sapientum L. 0,563 + 1,35 j
Ciriguela Spondias purpurea L. 0,550+2,1 m
Caqui Diospyros kaki L. 0,590 + 4,62 i
Abacaxi Ananas comosus L. 0,381 +0,7 il
Péssego Amygdalus persica L. 0,364 £ 0,41 '
Pera Pyrus serrulata Rehd. 0,306 + 1,59 '
Jaca Artocarpus integrifolia L. 0,290 £ 6,3 m
Bacuri Platonia insignis Mart. 0,238 £ 0,7 e
Cupuacu Theobroma grandiflorum S. 0,205+ 3,0 0
Melancia Citrullus lanatus Thunb. 0,127 +1,21 ?

3 Ref: a. NERI-NUMA et al., 2013; b. NERI-NUMA et al., 2014; c. GARCIA-MAGANA et al., 2013; d. TAUCHEN et
al., 2016; e. RUFINO et al., 2010; f. MALTA et al,, 2013; g. DENARDIN et al., 2015; h. SOUZA et al., 2012; i.
BATISTON et al., 2013; j. CHEN et al., 2014; k. CANDIDO, SILVA e AGOSTINI-COSTA, 2015; |. SEPTEMBRE-

MALATERRE et al., 2016; m. ALMEIDA et al., 2011; n. SILVA et al., 2007; 0. KUSKOSKI et al., 2006.
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As amostras de frutas que apresentaram maior contetdo fendlico em relagéo a
fruta remela-de-cachorro, possivelmente podem estar associados com o método de
extracdo desses compostos, aumentando sua quantidades de fendlicos totais.

O método de Folin ndo € especifico para TF, uma vez que determina outras
substéancias redutoras presentes que podem interferir no resultado final (ANGELO &
NEUZA, 2007). Com isso, o método de Folin-Ciocalteu torna-se apenas uma
estimativa do teor fendlico em amostras.

Geralmente extratos e fracdes que apresentam teor fendolico elevado tendem a
apresentar algumas atividades biologicas desejaveis como antimicrobiana
(DICASTILLO et al., 2016), antiulcerogénica (BOLIGON et al., 2014), antienzimatica
(MCDOUGALL et al., 2008) e antioxidante (Xl et al., 2017a; SINGH et al., 2016).

4.3. Quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato da polpa da
remela-de-cachorro por UHPLC-MS/MS

A técnica de UHPLC-MS/MS é sensivel e seletiva para a quantificacdo
adequada de compostos fenolicos (BATAGLION et al., 2013). Além disso, 0s
experimentos quantitativos realizados por meio do modo de operacdo SRM sdo mais
apropriados para superar os desafios analiticos da determinacdo de compostos que
estejam presentes em quantidades traco na matriz complexa que é a polpa de um
fruto (fendlicos na ordem de magnitude de mg a ng e diversos polissacarideos)
(SOUZA et al., 2016). Além disso, a utilizacdo da UHPLC-MS/MS tem ganhado
destaque devido a sua capacidade de caracterizar e quantificar simultdneamente
compostos estruturalmente semelhantes em matrizes complexas (RODRIGUES et al.,
2016; FRANCESCATO et al., 2013, GALLART-AYALA et al., 2008).

Com isso, foram construidas curvas de calibracdo com os padrées dos
compostos fendlicos, e em seguida aplicou-se o0 método previamente validado por
Bataglion e colaboradores (2015) diretamente no extrato da remela-de-cachorro. A
partir das curvas de calibracéo, obteve-se as respectivas equacgdes da reta para cada
substancia de interesse previamente coberta pelo método.

A amostra da remela-de-cachorro quando aplicada em uma concentracéo de 1
mg/mL forneceu respostas analiticas mensuraveis para todos os analitos de interesse
(concentracdo acima dos limites de deteccdo e quantificagdo). Desta forma, foi
possivel quantificar os analitos propostos como base no método previamente

validado. Foram identificados e quantificados 9 compostos fendlicos, sendo eles:
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quatro acidos hidroxicindmicos (pico 1, 2, 4 e 5), dois galatos de alquila (pico 3 e 6) e

trés flavonoides (pico 7, 8 e 9)

(tabela 6).

Tabela 6. Transicbes SRM, massa molecular e concentracdo dos compostos
presentes no extrato e na polpa da remela-de-cachorro obtido por UHPLC-MS/MS.

Pico Compostos 12 24 Conc. no Conc. na
transicdo transicao extrato polpa fresca
) (m/z) (m/z) (H9/9) (H9/9)
1 Acido clorogénico | 353>191 | 353>85 | 32,2+04 | 1596 +0,1
2 Acido cafeico 179>135 | 179>107 | 0,7+0,01 | 0,035+£0,01
3 Galato de etila 197>124 | 197>78 | 144+0,1 | 0,711 +£0,03
4 Acido p-cumarico | 163>119 | 163>93 | 1,1+0,01 | 0,056 + 0,01
5 Acido ferdlico 193>178 | 193>134 | 13,4+0,1 | 0,663 £0,07
6 Galato de propila | 211>124 | 211>78 | 16,0+0,2 | 0,800 + 0,04
7 Luteolina 285>151 | 285>133 | 66,5+0,7 | 3,291+0,1
8 Kaempferol 285>117 | 285>93 | 70,4+0,9 | 3,483+%0,1
9 Apigenina 269 > 151 | 269>117 | 6,0+0,07 | 0,299 +0,01
Total de fendlicos 220,3 10,92

(1?) transicdo usada para identificagéo

(2%) segunda transi¢éo usada para quantificagao
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Figura 18. Separacdo dos compostos fendlicos do extrato da polpa da remela-de-
cachorro detectado por UHPLC-MS/MS no modo SRM. (1) acido clorogénico, (2) acido
cafeico, (3) galato de etila, (4) acido p-cumarico, (5) acido ferulico, (6) galato de propila
(7) luteolina (8) kaempferol (9) apigenina. Padrbes internos: &cido vanilico e

isoramnetina.
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Os espectros MS/MS dos compostos fendlicos presentes na remela-de-
cachorro por infusdo direta encontram-se no apéndice para melhor visualizacao
contendo seus respectivos fragmentos explanados na tabela acima. A primeira
transicdo (MS) consistiu em selecionar o primeiro ion fragmentado intenso para a
identificar do composto. Ja a segunda transicdo (MS/MS) consistiu na selecao do
segundo ion fragmentado intenso para a quantificacdo e confirmacdo do composto
presente na amostra.

Os padrdes de fragmentacdo dos espectros de massas das substancias foram
utilizados para a identificacdo dos compostos presentes na remela-de-cachorro. A
andlise de LC-MS mostrou ions desprotonados ([M-H]), que correspondem a
compostos acidicos.

A fragmentacao do ion precursor de m/z 353 (composto 1) levou a formacéo do
pico base em m/z 191 [M - 162 - HJ, resultante da perda correspondente ao acido
cafeico por meio de um rearranjo remoto de um proton (figura 19). Este pico base
correspoundeu a estrutura do acido quinico desprotonado, logo identificou-se o
composto de m/z 353 como sendo o acido clorogénico (DEMARQUE et al., 2016;
CHEN et al., 2013; LI et al.,, 2013). O ion em m/z 85 foi explanado em poucos
trabalhos, fragmento gerado por meio da eliminagédo do grupo Ci2H1207, sendo um
dos ions caracteristicos do acido clorogénico (PUIGVENTOS et al., 2015; PEARSON
et al., 2014).

oH. coc’ OH OH.__COOH
§ -
- Acido cafeico
HO o HO o
OH (@] OH

Figura 19. Mecanismo de fragmentag&o do &cido clorogénico m/z 185 [M - H|

Fonte: DEMARQUE et al., 2016

Com base no espectro de MS/MS do composto 2 (m/z 179) revelou o pico base
em m/z 135 [M - 44 - H] resultante da perda de COz2 (descarboxilag&o) (figura 20). Esta

perda € comum em fenilpropandéides.O ion em m/z 107 esta associado com a perda
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do grupo CH2=CH2-COOH. Desta forma, o ion molecular € compativel com a
estrutura do acido cafeico (WU et al., 2009; SUN et al., 2007).

HO
HO
Mo .
QO -CO, =
H o) o0
miz 179 mf/z 135
HO
HO HO
Lo AN S OH j@
0 =Y e0”
O
miz 179 mi/z 107

Figura 20. Proposta de fragmentacéo do acido cafeico m/z 179 [M - H]

O composto 3 [M - 197 - H] apresentou fragmentagcdo com m/z 124 [M - 28 -
44 - H]~ resultante da reacdo radicalar com perda do grupo CsHsO2 (figura 21)
(PUIGVENTOS et al., 2015). Da mesma forma, o espectro do composto 6 [M - 211 -
H] apresentou o mesmo pico base em m/z 124, sendo concordante com a mesma
sub classe do composto 3, sugerindo a identificacdo de um galato de alquila. Com
base na massa molecular é possivel prevé que composto 3 € o galato de etila e com
m/z 211, composto 6 galato de propila (diferenca de massa equivalente a adicao de

um grupo -CHsz em relacdo ao composto 3).
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Figura 21. Proposta de fragmentacgéo do galato de etila m/z 197 [M - H]

Em relag&o ao composto 4 (m/z 163) constatou-se que a fragmentagdo em m/z
119 [M - 44 - H] é resultante da perda de COz2 (figura 22) (PUIGVENTOS et al., 2015;
SUN et al., 2007). No trabalho de Puigventés e colaboradores (2015) o fragmento m/z

93 [M - 72 - H]] esta associado com a eliminacédo do grupo C3H202 ", confirmando a
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substancia acido p-cumarico. Com base nisso, o fragmento em m/z 93 possivalmente

pode estar associado com a formacédo do ion oxibenzeno.

-

x ‘/C\)@
H \
o) -CO,
[ O

miz 119

m/z 163

. J/

Figura 22. Proposta de fragmentacéo do acido p-cumarico m/z 167 [M - HJ

O compostos 5 apresentou 0 mesmo padrdo de fragmentagdo compativel com
o0 acido ferulico, apresentando m/z 178 e 135 referente a eliminacéo do grupo -CHs [M
- 15 - H] (por fragmentacao radicalar) e -COOH [M - 15 - 44 - HJ, respectivamente
(PUIGVENTOS et al., 2015; GUO et al., 2013; SUN et al., 2007).
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Figura 23. Prosposta de fragmentacao do &cido feralico m/z 194 [M - H]
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O composto 7 com m/z 285 apresentou fragmentacao proveniente da reacao
retro Diels-Alder em m/z 133 (pico base) e em m/z 151 resultante da perda do anel B
flavonoidico e suas hidroxilas (figura 24). Com o embasamento nas propostas de
fragmentacdes de flavonas nos estudos de Gouveia et al. (2013) e Fabre et al. (2001),
pode-se associar a fragmentacdo em m/z 217 [M - 68 - H]" decorrente da perda do

grupo -Cs3-Oz2, e a eliminacéo posterior do grupo C2H20 esta associado com o ion em
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m/z 175 [M - C302- C2H20 - H]". Desta forma, os fragmentos séo concordantes com o

padrao de fragmentacéo da substancia luteolina.

O—le OH ¢

HO
HO
| Retro
Y Diels-Alder C

—_
OH O

OH O

Figura 24. Fragmentacdes MS/MS da luteolina m/z 185 [M - HJ
Fonte: GOUVEIA et al., 2013; FABRE et al., 2001;

Com base no trabalho de Chernonosov e colaboradores (2017) foi explanado
0s mesmos fragmentos (sem identificacdo de suas perdas) presentes no espectro
MS/MS do compostos 8 (m/z 255, 227, 211, 187, 159, 143, 117, 108 e 93), compativel
com o kaempferol. Entretanto, o trabalho de March e Miao (2004) explanou o esquema
de fragmentacao do kaempferol (figura 25). De acordo com este estudo, o fragmento
em m/z 255 [M - 30 - H] € proveniente da perda do grupo -CH20. A partir desse mesmo
fragmento outros dois ions sédo formados: m/z 227 gerado pela perda de mondxido de
carbono, [M - CHz20 - CO - H]" e m/z 143 proveniente da perda de mais 3 &tomos de
CO.Jaoionem m/z 211 [M - 56 - 18 — H] é sugerido como produto da eliminacéo de
dois atomos de mondxido de carbono e agua, respectivamente. O ion em m/z 187 é
originado pela eliminacdo do grupo C2H20 seguida de duas perdas de CO, e com mais

uma perda de CO ocorre a formacao do ion em m/z 159.
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Figura 25. Esquema da proposta de fragmentacédo do kaempferol [M - H] .

Fonte: MARCH & MIAO, 2004.

O composto 9, apresentou fragmentacdes referente a flavonas, que tém fissédo
caracteristica no anel C. Os fragmentos em m/z 117 e 151 denotam produtos da
reacao de retro Diels-Alder (figura 26). Ja a perda do dioxido de carbono do fragmento
em m/z 151 indica a formacgcdo em m/z 107 [M - 44 - H], o que confirma a identificacéo
da apigenina (WILLEMS et al., 2016; TROALEN et al., 2014;
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Figura 26. Mecanismos de fragmentagcdo MS/MS para apigenina [M - HJ

Fonte: TROALEN et al., 2014
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O kaempferol foi o composto mais abundante encontrado no extrato da remela-
de-cachorro, seguido por: luteolina > &cido clorogénico > galato de propila > galato de
etila > 4cido ferulico > apigenina > 4cido p-cumarico > 4cido cafeico (tabela 6).

Estes compostos quantificados encontram-se presentes também na
composicdo de diversas outras frutas. O composto majoritario kaempferol é
encontrado no abacaxi (0,37 £ 0,05 pg/g), caju (1,66 + 0,11 pg/g) (BATAGLION et al.,
2015) e tomate (0,6 = 0,1 pg/g) (TOKUSOGLU et al., 2003) em quantidades menores
comparado a fruta remela-de-cachorro (3,483 + 0,1 pg/g). Entretanto, as frutas pitanga
(4,1 = 1,0 pg/g), morango (9,6 £ 0,7 pg/g), acerola (11,0 + 0 pg/g) (HOFFMANN-
RIBANI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) e buriti (41,54 + 4,47 ugl/g) (BATAGLION et
al., 2014) apresentaram quantidades superiores que a fruta alvo deste trabalho.

A luteolina sendo o segundo composto fendlico mais abundante do extrato da
remela-de-cachorro apresentou 3,291 + 0,1 ug/g de polpa fresca. Esse valor é similar
com a concentracdo das frutas: acerola (3,16 £ 0,31 pg/g), camu-camu (3,16 + 0,25
Hg/g) e caju (3,67 £ 0,22 pg/g) (BATAGLION et al., 2015). Entretanto, a espécie alvo
apresenta concentracao inferior ao acai (21,61 + 2,16 pg/g).

O acido clorogénico é o terceiro composto abundante na polpa da fruta remela-
de-cachorro, apresentando maior concentracao (1,596 + 0,1 pg/g) que as frutas: inga
(0,0057 + 0,3 pg/g), cubiu (0,015 + 106,2 pg/g), camu-camu (0,0153 + 0,4 ug/qg),
cupuacu (0,017 + 0,8 pg/g) e pataua da Amazonia (2,32 + 45,2 pug/g) (TAUCHEN et
al., 2016). A fruta pitomba apresenta quantidades similares a remela de cachorro (1,5
+ 0,2 ug/g) (SOUZA et al., 2016). As frutas liméo (10,43 + 1,29 3 pg/g) (Xl et al., 2017),
péssego (15,03 + 1,3 pg/g) (LOIZZO et al., 2015), acai (9,09 + 1,02 ug/g), buriti
(1154,15 £ 9,69 ug/g) (BATAGLION et al.,, 2015) e manga (13660 + 0,5 ug/qg)
(ABDULLAH et al., 2015) apresentaram concentracdo de acido clorogénico maior em
relacdo a espécie de interesse.

A fruta gabiroba apresentou concentracédo de galato de propila maior (950,0 +
0,08 ug/g de peso seco) (MALTA et al., 2012) que a fruta remela-de-cachorro (0,800
10,04 pg/g). J& um estudo qualitativo confirmou a presencga desse composto em maca
(PAEPE et al., 2013). Ja o galato de etila foi encontrado em caju (4,25 + 0,67 ug/g),
tapereba (7,26 + 0,67 pg/g) (BATAGLION et al., 2015) e gabiroba (3110 + 0,04 ug/g
de peso seco) (MALTA et al., 2012) em quantidades maiores que a fruta remela-de-
cachorro (0,711 + 0,03 pg/g).
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J& o acido ferulico presente na polpa da remela-de-cachorro (0,663 + 0,07 pg/g)
apresentaram concentracao superior para algumas amostras de frutas tais como o
inga (0,015 + 0,1 pg/g), camu-camu (0,019 + 0,1 pg/g), cupuacu (0,076,8 + 0,2 ug/qg),
cubiu 0,099 + 1,1 ug/g), pataua da Amazonia (0,352 = 1,2 pg/g) (TAUCHEN et al.,
2016) e péssego (0,226 + 0,08 pg/g) (LOIZZO et al., 2015). O cacau (0,62 £ 11,7 pg/g)
e jenipapo (0,59 = 5,4 pg/g) (LOIZZO et al., 2015) exibiram concentracdes similares
de acido ferulico presente na fruta alvo deste trabalho. Entretanto as frutas pitomba
(1,8 £ 0,11 pg/g) (SOUZA et al., 2016), acai (3,22 + 0,20 pg/g), acerola (5,16 + 0,44
Mg/g), abacaxi (14,74 = 0,93 pg/g) (BATAGLION et al., 2015) e buriti (184,66 * 8,86
ug/g) (BATAGLION et al., 2014) apresentam concentracbes maiores que a espécie
estudada.

A apigenina apresentou 0,299 = 0,01 pg/g na remela-de-cachorro,
concentragdo inferior ao acai (12,57 + 1,34 pg/g) (BATAGLION et al., 2015), buriti
(102,48 + 0,29 pg/g) (BATAGLION et al.,, 2014) e manga (3210,0 £ 0,05 ug/qg)
(ABDULLAH et al., 2015). O acido p-cumarico presenta na polpa da remela-de-
cachorro (0,056 + 0,01 ug/g) apresenta concentracdo maior que o cacau (0,0295 + 1,2
Hg/g) e similar ao inga (0,0604 + 1,4 ug/g) e jenipapo (0,056 + 1,8 ug/g) (TAUCHEN
et al.,, 2016). Entretanto diversas frutas apresentaram concentracdo de &cido p-
cumarico maior que a remela-de-cachorro tais como o péssego (0,153 + 0,09 ug/g)
(LOIZZO et al., 2015), cupuacu (0,149 £ 3,9 pg/g), cubiu (0,295 + 7,2 ug/g), pataua da
Amazobnia (0,502 + 14,7 ug/g) (TAUCHEN et al., 2016), acai (1,22 + 0,15 pg/g),
abacaxi (15,68 + 1,1 pg/g), caju (2,46 + 0,35 ug/qg), tapereba (3,78 £ 0,51 ug/g), camu-
camu (5,13 = 0,61 ug/g), acerola (11,36 + 1,42 pg/g), abacaxi (15,68 + 1,1 ug/g)
(BATAGLION et al., 2015), pitomba (3,4 + 0,3 ug/g) (SOUZA et al., 2016), buriti
(277,74 = 12,44 ug/g) (BATAGLION et al., 2014) e manga (2430,0 + 0,13 ug/qg)
(ABDULLAH et al., 2015).

O acido cafeico apresentou baixa concentracdo na remela-de-cachorro (0,035
+ 0,01 pg/g) em comparacgédo aos demais compostos fendlicos quantificados. O cacau
apresentou concentracdo similar (0,0295 *+ 1,2 ug/g) ao da espécie estudada. Ja
outras frutas apresentaram quantidades de acido cafeico maiores que a fruta remela-
de-cachorro, tais como o jenipapo (0,047 + 1,1 ug/g), cubiu (0,235 £ 5,3 pg/g), pataua
da Amazébnia (0,256 * 8,1 pg/g) (TAUCHEN et al., 2016), acai (2,38 + 0,18 ug/qg),
acerola (5,33 £ 0,67 pg/g), abacaxi (6,65 + 0,44 ng/g) (BATAGLION et al., 2015), limao
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(64,75 £ 5,72 pg/g) (X1 et al., 2017), buriti (895,53 + 4,8 ug/g) (BATAGLION et al.,
2014).

Os estudos sobre a quantificacdo de compostos fendlicos em frutas devem
levar em consideracéo que o efeito da matriz proveniente das estruturas variaveis de
suas formas conjugadas com agucares torna-se um desafio na andlise. A dificuldade
em identificar e quantificar os compostos nesse tipo de matriz utilizando apenas o
método cromatografico com deteccdo por ultravioleta se da pela necessidade de
separacao total dos compostos (BYSTROMA et al., 2008), o que ja ndo € necessario
no modo SRM. Portanto, a utilizagdo do método de UHPLC-MS/MS previamente
validado foi eficiente para vencer o efeitos de co-eluicdo, bem como também efeitos
de matriz devido sua alta seletividade, sendo assim, util para quantificar os compostos

fendlicos presente no extrato da remela-de-cachorro.

4.4. Atividade antioxidante do extrato da remela-de-cachorro pelo método do
DPPH e ABTS

O potencial antioxidante de extratos de frutas € melhor avaliada com base nos
resultados obtidos por ensaios com medidas espectrofotométricas (IGNAT, et al.,
2011) empregando a utilizacao de diferentes métodos antioxidantes (SOUZA et al.,
2016; RUFINO et al., 2010; THAIPONG et al., 2006). O uso de pelo menos dois
métodos € recomendavel para fornecer resultados confiaveis da AA em alimentos
(PEREZ-JIMENEZ et al., 2008). Com base nisso, optou-se por avaliar o extrato
metandlico da polpa de remela-de-cachorro empregando os ensaios colorimétricos in
vitro abrangendo a faixa de baixa até alta inibicdo da oxidacao do radical DPPHe- e
ABTS-*.

Os resultados obtidos para a determinacdo da atividade do sequestro dos
radicais DPPH+ e ABTS** pelo extrato de remela-de-cachorro foram expressos em
porcentagem total e pelo parametro do ICso (figura 27), sendo a variavel y, a
porcentagem de 50 % (referente a quantidade de antioxidante necesséaria para
decrescer a concentracéo inicial do DPPH e ABTS em 50%).

O extrato metandlico de remela-de-cachorro pelo método do DPPH apresentou
60,13 + 1,4 % de inibicao total e 1Cs0 de 30,0 £ 1,0 pug/mL, sendo mais ativa a AA em
comparacao a algumas amostras de frutas tropicais normalmente consumidas, como
o bacuri com 4700,24 + 1,0 ug/mL, tapereba com 535,53 + 1,0 pg/mL (VIEIRA et al.,
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2011), cupuagu com 325,21 + 2,27 pg/mL (SOUSA et al., 2011), graviola com 102,86
+ 0,21 pg/mL, abacate com 52,63 + 0,37 pg/mL (OBOH et al., 2015), e camu-camu
com 73,48 + 4,53 pg/mL (REYNERTSON et al., 2008). As frutas pitomba-da-baia (38,0
+ 4,86 pug/mL) (REYNERTSON et al., 2008) e acerola (24,48 pg/mL) (BATISTON et
al., 2013) apresentaram valores similares de ICso pelo método do DPPH quando
comparados a remela-de-cachorro.
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Figura 27. Inibicdo dos radicais DPPH e ABTS pelo extrato de remela-de-cachorro e
do padrao acido galico expresso pelo parametro do ICso.

Dentre as frutas abordadas, nenhuma se compara a capacidade antioxidante
elevada da fruta Araca-boi (0,69 + 0,23 pg/mL) (NERI-NUMA et al., 2013). Esse
mesmo estudo mostra que a alta capacidade antioxidante desse fruto estd associado
pelo seu alto teor fendlico (184,08 + 8,25 mg GAE/g). Para melhor comparagéo, a
tabela 7 mostra a AA pelo método do DPPH em frutas tropicais.

A capacidade antioxidante da fruta remela-de-cachorro pelo método do ABTS
também apresentou 91,46 + 0,33 % e menor ICsp (12,0 £ 1,28 pg/mL) em comparagao
as frutas: carambola (284,70 + 4,13 pg/mL), gamboja indiana (95,27 = 0,34 pg/mL)
(SHARMA et al., 2015), caja-manga (17,92 = 0,24 pg/mL, jatoba (17,24 + 0,24 pug/mL),
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jambo-vermelho (16,33 + 0,38 pug/mL), jujuba (15,37 + 0,24 pg/mL) (COSTA, 2010) e

roble-Palestina (75,5 + 1,0 pg/mL) (AL-MUSTAFA & AL-THUNIBAT, 2008).

Algumas frutas apresentaram resultados equivalente quando comparado a

fruta alvo deste trabalho, como o jenipapo (11,43 £+ 0,31 pg/mL), aracé (14,06 + 2,36
pg/mL), pitaya (14,58 £ 0,91 ug/mL) (COSTA, 2010) e azarola (14,0 £ 0,1 pg/mL) (AL-
MUSTAFA & AL-THUNIBAT, 2008).

Tabela 7. Atividade antioxidante de frutas tropicais pelo método do DPPH expresso

em ICso
Frutas Nome cientifico ICs0 (Mg/mL) Ref.
Bacuri Platonia insignis Matrt. 4700,24+1,0 @
Tapereba Spondias mombin L. 535,53 +1,0 a
Cupuacgu Theobroma grandiflorum S. 325,21 + 2,27 b
Abacaxi Ananas comosus L. 311,81 +0,25 ¢
Fruta-pao Artocarpus altilis 288,39 + 0,38 ¢
Mamao Carica papaya L. 251,51 + 0,37 ¢
Melancia Citrullus lanatus Thunb 217,56 £ 0,18 ¢
Caqui Diospyros kaki L 203,73+4,80 d
Laranja Citrus sinensis L. 187,30£0,35 ¢
Banana Musa paradisiaca L. 181,86 £ 0,15 ¢
Morango Fragaria vesca L. 181,38 + 3,66 @
Amora silvestre Rubus procerus Muell. 172,46 + 4,25 d
Pitanga Eugenia uniflora L 161,02 + 1,37 d
Roma Punica granatum L. 105,93 £ 17,2 e
Goiaba Psidium guaiava L. 105,17 £ 0,27 ¢
Graviola Annona muricata L. 102,86 + 0,21 ¢
Jambo Syzygium jambols L. 92,0+824 f
Caju Anacardium occidentale L. 89,24 + 0,16 ¢
Amora preta Morus nigra L. 87,57 +2,88 @
Carambola Averrhoa carambola L. 73,48 £ 4,53 d
Camu-camu Myrciaria dublia McVaugh 57,2 +5,61 f
Abacate Persea americana Mill. 52,63 + 0,37 ¢
Pitomba-da-Baia Eugenia luschnathiana Berg 38,0+486 f
Remela-de-cachorro Clavija lancifolia Desf. 30,0+£1,0 -
Acerola Malpighia emarginata D.C 24,48 +0,27 d
Jamelao Syzygium cumini L. 20,94 + 0,56 d
Jaboticaba Myrciaria cauliflora Mart. 19,4 + 0,28 f
Araca-boi Eugenia stipitata McVaugh 0,69 + 0,23 9

4a-VIEIRA et al, 2011; b - SOUSA,VIEIRA,LIMA, 2011; ¢ - OBOH et al., 2015; d - BATISTON et al.,
2013; e - RAJAN et al., 2011; f - REYNERTSON et al., 2008; g - NERI-NUMA et al., 2013
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http://ascidatabase.com/author.php?author=Osama%20Y.&last=Al-Thunibat
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S235261811500027X

65

4.4.1. Comparacao da atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e ABTS

A capacidade antioxidante do extrato da remela-de-cachorro pelo ensaio do
ABTS (12,0 + 1,28 pg/mL) foi mais elevada em comparacédo ao resultado obtido pelo
ensaio do DPPH (30,0 £ 1,0 pg/mL). Alguns estudos compararam a capacidade
antioxidante dos dois métodos em extratos de frutas e comprovaram a melhor
atividade para o ensaio ABTS (tabela 8).

Tabela 8. Atividade antioxidante de frutas pelo método do DPPH e ABTS.

Fruta Nome cientifico DPPH ABTS Ref.
(ICs0 pg/mL) (ICs0 pg/mL)
Pitaya Hylocereus polyrhizus W. 823,58+ 13,25 328,04+043 @
Cubiu Solanum sessiliflorum Dunal 606,3 £ 3,5 290,3 £ 10,7 b
Umbu Spondias tuberosa L. 558,0 + 0,01 465,0+ 0,03 ¢
Amora Rubus rosaefolius Sm 291,7+4,2 135,5+0,2 d
Maria-preta | Diosbus inconstans Jacq. 164,4 + 8,9 73,20+ 0,9 @
Lulo Solanum quitoense LAM 134,6 £ 3,7 99,71 +0,1 d
Bael Aegle marmelos L. 106,16 £ 25,3 35,02+19,2 ¢
Roma Punica granatum L. 105,93 +£17,2 40,03 + 14,7 f
Ucria Rhus tripartitum D.C 105,33 +£6,1 3,81+0,17 9
Corozo Bactris minor Jacq. 97,4 £ 3,6 29,4+1,6 h
Umbellata Sorbus umbellata Desf. 62,09 + 1,41 20,17 £ 0,94 i
Carambola Averrhoa carambola L. 58,5+ 3,1 42,7 +0,7 h
Remela-de- Clavija lancifolia Desf. 30,0£1,0 12,0+ 1,28
cachorro
Uva rustica Vitis labrusca L. 29,1+1,7 144+1,1 h
Achachairt | Garcinia achachairu Rubsy 27,0+ 3,2 23,28+1,43 b
Agraz Vaccinium meridionale Swa. 229154 3,8+0,3 h

Também é possivel ressaltar que a maioria dessas amostras de frutas relatadas
na literatura apresentaram maior ICso, ou seja, menor AA para os dois métodos
utilizados em comparacédo a espécie alvo deste trabalho. Porém o extrato metandlico
da fruta ucria da Tunisia apresentou menor ICso pelo método ABTS (3,81 + 0,17
png/mL) comparado a espécie alvo deste trabalho. O seu potencial antioxidante pode
ser justificado pela presenca consideravel de TF (23,31 mg GAE/qg) (TLILI et al., 2014).

A justificativa para tal fato estéa diretamente associado pela cinética da reagéo
entre a interacdo dos compostos fendlicos com o reagente radicalar (DPPH- e

ABTS+*). Bondet e colaboradores (1997) estudaram a cinética de algumas reacgdes e

5a- LOURITH e KANLAYAVATANAKUL, 2013; b - MASCATO et al., 2015; ¢ - SILVA et al., 2012; d -
BAGATTOLI et al., ~2016; e - RAJAN® et al., 2011; f - RAJAN? et al., 2011; g - TLILI et al., 2014; h -
SEQUEDA-CASTANEDA et al., 2016; i - KIVRAK e KIVRAK, 2014.
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verificaram que antioxidantes fendlicos reagem lentamente com o DPPH, atingindo
um estado estacionario no intervalo de 1 até 5 h ou mais. Outro estudo, expde que
compostos fendlicos reagem rapidamente com o ABTS atingindo um estado
estacionario em 30 min (SHALABY & SHANAB, 2013).

O mecanismo de reagéo para a inibicdo do radical livre com os compostos
antioxidantes também dependem da conformacdo estrutural dos compostos
envolvidos na reacao, ou seja, algumas substancias reagem rapidamente, enquanto
gue outras, ocorrem lentamente (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Os compostos fendlicos em geral sdo majoritariamente responsaveis pela AA
em frutas (ZHAO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011). Esses compostos tém sido
destacados das demais classes por serem considerados 0os maiores contribuintes da
AA, possuindo maior potencial de inibicdo de radicais em comparacédo a vitamina C
(BARREIROS et al., 2006; SUN et al., 2002; RICE-EVAN et al., 1996), vitamina E e
carotenoides (BARREIROS et al., 2006; SOARES, 2002).

Alguns estudos relatam a correlacdo positiva entre o contetudo fendlico e a
capacidade antioxidante de frutas pelo método do DPPH e ABTS (CHEN et al., 2017,
OMENA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011). Com isso é
possivel associar o potencial antioxidante do extrato de remela-de-cachorro com a
concentracédo de fendlicos totais (8,28 + 11,38 mg GAE/g) obtido pelo método de Folin-
Ciocalteu. Esses compostos apresentaram quantidades significativas quando
comparadas a outras frutas, indicando a contribuicdo na AA para os dois métodos
utilizados.

E comprovado que alguns fatores influenciam diretamente na AA de compostos
fendlicos, em especial a posicdo da substituicdo e o numero de grupos hidroxila no
anel aromatico, a possibilidade de formacdo de ligacbes de hidrogénio e as
propriedades de outros grupos substituintes (SCOTTI et al., 2007). Em relacdo a
guantidade de grupos hidroxilas de acidos fendlicos, a AA € mais ativa com a presenca
de duas ou trés grupos hidroxilas no anel aromatico do que os monohidroxilados
(PEREIRA et al., 2009; SCOTTI et al., 2007) (comparacédo do acido cafeico e o 4cido

p-cumarico identificado neste trabalho) (figura 28).
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Figura 28. Aumento da atividade antioxidante de acordo com a quantidade de grupos
hidroxilas;

Fonte: SCOTTI et al., 2007

Em relacdo a posi¢cao dos substituintes no anel aroméatico, a presenc¢a do grupo
hidroxila em posicao “orto” e/ou “para” no anel contendo heteroatomo oxigénio,
potencializa a AA por efeito de ressonancia entre o par de elétrons do tipo “p” do
oxigénio e o radical fenoxil formado (SCOTTI et al., 2007). A eficiéncia antioxidante
de acidos fendlicos € mais ativa pela introducdo de um grupo hidroxila na posicao
“para” do que aqueles substituidos na posicao “orto” ou “meta” (PEREIRA et al., 2009;
SCOTTl etal., 2007), sendo as caracteristicas dos acidos fendlicos identificados neste
trabalho tais como o &cido clorogénico, p-cumarico, e cafeico (figura 29). Vale
ressaltar que o grupo -CH=CH-COOH aumenta a atividade estabilizando os radicais

fenoxil desses compostos por ressonancia (MATHEW et al., 2015).
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Figura 29. Acidos fendlicos com grupo hidroxila na posigéo “para”.

E comprovado também que a eficiéncia antioxidante comparada aos
monofendis é fortemente reforgada pela introducédo de uma ou duas metoxilas (-OCHz)
em posigao “orto” em relacdo ao grupo hidroxila (PEREIRA et al., 2009), sendo um
fator que aumenta a estabilidade do radical fenoxil (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ,
2004), como por exemplo, o acido ferulico identificado na espécie alvo deste trabalho.
Entretanto, a presenca de uma segunda hidroxila na posi¢céo “orto” ou “para” também
aumenta a AA em relacdo aos monofendis, como por exemplo, o acido caféico, que
possui uma acgao antioxidante maior do que o acido ferulico (MATHEW et al., 2015;
CHEN & HO, 1997).
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Em relacdo aos flavonoides, a AA provém de diversas caracteristicas
estruturais em relacdo ao protétipo apresentado na figura 30. No anel B do nucleo
flavonoidico, a posigao “para” do grupo hidroxila (C4’) favorece a acdo antioxidante, e

potencializa a atividade com a presenca de um segundo grupo OH no anel B.

4 N\

(1) R;=H, R, = OH, R; = OH
(2) Ry=0OH,R, =0H,R3=H
(3)R1=H,R2=OH,R3=H

& J

Figura 30. Relacdo estrutura-atividade antioxidante de flavonol e flavona. Kaempferol
(1), luteolina (2), apigenina (3).

Fonte: Adaptado de SCOTTI et al., 2007.

Além da presenca da dissubstituicao hidroxi no anel B (C3’ e C4’), a conjugacao
da dupla ligagdo C2-C3 com o grupo 4-oxo (C4), no anel C & essencial a AA, como por
exemplo, a luteolina (PANNALA et al., 2001). O estudo prévio de Lin e colaboradores
(2014) reforca essa justificativa e comprova a melhor AA para a luteolina (ICso = 0,08
+ 0,02 mg/mL) em relacéo a apigenina (ICso = 42,36 + 0,41 mg/mL), sendo os mesmos
flavonoides identificados na espécie estudada deste trabalho.

Outra contribuicéo para a AA de flavonoides € a presenca do grupo hidroxila na
posicao 3 do anel heterociclico C. Além disso, a atividade se torna ainda mais eficiente
com a presencga de outro grupo hidroxila da posi¢ao C4' (PANNALA et al., 2001), como
por exemplo, o kaempferol (identificado na espécie alvo). Em relacdo aos galatos de
alquilas identificados na polpa da espécie alvo, a acdo antioxidante pode ser atribuida
a multipla substituicdo hidroxila no anel aromatico (MATHEW et al., 2015).

Com isso, os compostos fendlicos identificados e quantificados no extrato, por
meio da técnica de UHPLC-MS/MS, corroboram com os resultados obtidos pelos
ensaios antioxidantes. Alguns estudos realizados com compostos fendlicos isolados
de extratos de frutas descritas na literatura, que s&o0 0s mesmos presentes no extrato
de remela-de-cachorro, tais como o acido feralico (BROINIZI et al., 2007), &cido p-
cumarico (JAKOBEK et al., 2007; BROINIZI et al., 2007), acido clorogénico (XI et al.,
2017; PALAFOX-CARLOS et al., 2012; MULLEN et al., 2011), apigenina (GANAI,
2017) e kaempferol (NERI-NUMA et al., 2014) apresentaram AA in vitro.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332216314986
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Além disso, o acido caféico, (BENSAQUEM, 2009; SOARES, 2002), galato de
propila (SOARES, 2002), galato de etila (KALAIVANI et al., 2011) e luteolina (SALA et
al., 2003) também apresentaram AA em outras amostras vegetais. Com isso, os dados
obtidos na analise de UHPLC-MS/MS justificam os resultados da avaliacdo da

capacidade antioxidante do extrato de remela-de-cachorro.

4.5. Atividade antienzimatica (Lipase e a-glicosidase) da remela-de-cachorro

E sugerido que a inibicdo de enzimas associadas com sindromes metabolicas,
tais como a lipase pancreatica e a-glicosidase seja um alvo terapéutico eficiente na
regulacédo da obesidade e diabetes, respectivamente. Os farmacos sintéticos orlistate
e acarbose sédo os mais empregados no tratamento dessas doencas respectivamente,
todavia produzem efeitos colaterais adversos (SUN et al., 2017; MOHAMED et al.,
2014).

Portanto, a investigacdo de novas fontes (frutas) contendo agentes inibitérios
dessas enzimas ainda se fazem necessarias. A dieta a base de frutas contem
quantidades de compostos bioativos que proporcionam beneficios que vao além da
nutricdo basica e podem reduzir riscos de doencas crénicas (BAENAL, 2015). Com o
propésito de se encontrar fontes naturais alternativas que possam auxiliar na
prevencdo de certas doencas, avaliamos o extrato metandlico da polpa dos frutos da
remela-de-cachorro sobre as atividades cataliticas das enzimas lipase e a-glicosidase.

O efeito a partir do extrato da polpa de remela-de-cachorro apresentou baixa
porcentagem de inibicéo total frente a lipase e a-glicosidase (figura 31). Como base
nesses baixos percentuais de inibicdo, ndo foi possivel determinar a atividade inibitoria

pelo parametro do ICso (concentracéo capaz de inibir 50% da enzima).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalaivani%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22417526
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalaivani%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22417526
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Figura 31. Atividade inibitéria da microdiluicdo do extrato metandlico da remela-de-
cachorro (100 - 0,78 ug/mL) comparada com a atividade do orlistate e acarbose
(controles positivo) frente as enzimas lipase e a-glicosidase, respectivamente. Dados
apresentados com a média + desvio padrao das replicatas (n=3).

Alguns estudos mostram que amostras de frutas cultivadas em outros paises,
tais como o kiwi (3,2 £ 0,2 %), arbnia (4,06 £ 0,48 %), groselha (5,12 + 0,13 %), uva-
crispa (6,28 + 0,43 %) (SOSNOWSKA et al., 2015), jujuba-da-china (6,6 £ 1,5 %),
amargoseira (8,6 = 0,8 %) (ROH e JUNG, 2013) e meldo-de-S&do-Caetano (10,8 £ 1,4
%) (SAHIB et al., 2011) apresentaram percentuais de inibicdo menores frente a lipase
guando comparada com a fruta remela-de-cachorro. Ja os frutos do jasmim-da-india
com 11,8 + 0,3% (ROH & JUNG, 2013) e groselha-preta com 15,20 + 0,79 %
(SOSNOWSKA et al., 2015) exibiram atividade similar a espécie alvo deste trabalho.
As frutas banana (19,6 %), noni (35,1 %) e tamarindo (68 %) na concentracédo de 300
pug/mL apresentaram inibicdo maior em relacédo a fruta remela-de-cachorro frente a
lipase (ADO et al., 2013). Nesse mesmo estudo a fruta carambola teve inibigcao
maxima (100%) frente a essa enima lipase (ADO et al., 2013).

Vale ressaltar que as amostras de frutas nas quais foram mencionadas acima
(com excecdo da fruta meldo-de-Sao-Caetano), apresentam concentracdes dos
extratos maiores em relacédo ao extrato da remela-de-cachorro.

Para atividade inibitéria da enzima a-glicosidase, apenas um estudo relatou
percentual de inibicdo inferior de frutas comparada com a remela-de-cachorro. Os
extratos das frutas (50 mg/mL) umé-da-Asia e ameixeira-japonesa exibiram 17,4 % e
8,7 % de inibicéo frente a a-glicosidase, respectivamente (PARK et al., 2012). Nesse

mesmo estudo, o extrato da fruta péra apresentou atividade inibitoria similar (28,3%)
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ao da espécie alvo. Entretanto a inibicdo da enzima a-glicosidase pelo extrato da fruta
tomate exibiu 73,9 % de inibigao.

Pesquisas publicadas relatam que compostos fendlicos presentes em extratos
de frutas sdo capazes de inibir as enzimas lipase e a-glicosidase (ORQUEDA et al.,
2017; YOU et al., 2012). Com base na andlise do extrato de remela-de-cachorro pela
técnica UHPLC-MS/MS, revelou a presenca de alguns compostos fenélicos bioativos
gue podem estar associados com a inibicdo dessas enzimas.

Diversos autores relataram o isolamento de compostos fendlicos inibidores de
lipase e a-glicosidase a partir de extratos de plantas, os mesmos identificados e
quantificados no presente trabalho. Esses compostos relatados na literatura
demonstraram inibicdo frente as enzimas estudadas neste trabalho. Foi previamente
comprovado que os acidos: cafeico (HAN et al., 2007), clorogénico (SUGIYAMA et al.,
2007) e p-cumarico (MARQUES et al., 2016) isolados de extratos de frutas inibiram a
enzima lipase. Também é atestado o potencial inibitério dos compostos fendlicos:
acido ferulico (SERGENT et al., 2012; MORENO et al., 2006), luteolina e kaempferol
(LUNAGARIYA et al., 2014; SERGENT et al., 2012) isolados de partes aéreas de
plantas frente a enzima lipase.

Em estudo prévio de Marques et al. (2016) foi comprovado que o acido p-
cumarico isolado dos frutos de acerola (Malpighia emarginata) é capaz de inibir a
enzima a-glicosidase (MARQUES et al., 2016). Outros compostos fendlicos isolados
de plantas também sao eficientes inibidores de a-glicosidase, tais como: o acido
clorogénico (DALAR et al., 2014), acido cafeico (ISHIKAWA et al., 2007), acido ferulico
(JEONG et al., 2012), luteolina, apigenina e kaempferol (LIU et al., 2014).

Outros estudos reforcam a interacdo dos compostos fendlicos na atividade
inibitéria dessas enzimas digestivas. O estudo de Dechakhamphu e Wongchum
(2015) exibiu uma correlagdo positiva e significativa entre compostos fendlicos e a
atividade de inibicdo da enzima lipase por meio da avaliacdo das potencialidades de
28 ervas medicinais tailandesas. Ja no estudo de Mai e colaboradores (2007) foram
relatadas as relacdes positivas entre as quantidades de compostos fendlicos, e a
atividade inibitéria da a-glicosidase do mesmo numero plantas comestiveis do Vietna.

As interacfes entre esses compostos na matriz de frutos podem contribuir para
seus resultados distintos frente a enzimas diferentes (GIRONES-VILAPLANA et al.,
2014) dependendo também da estrutura de cada composto (RAGHAVENDRA et al.,

2007). Desta forma, todos os inibidores ndo reagem com a mesma frequéncia. Alguns
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compostos podem reagir rapidamente enquanto outros podem ter reatividade mais
baixa (RAGHAVENDRA et al., 2007).

Foi proposto que compostos fendlicos podem interagir com aminoacidos
hidrofébicos presentes no sitio ativo de enzimas, ocupando o centro catalitico da
enzima para evitar a entrada do substrato e, finalmente, inibir a atividade enzimatica
(PENG et al.,, 2016; RAGHAVENDRA et al.,, 2007). J4 o estudo de Tadera e
colaboradores (2006) mostrou a eficiéncia de determinados flavonoides na atividade
antienzimatica, que sdo os mesmos compostos identificados anteriormente (com
excecao da quercetina). Nesse estudo foi relado que a presencga do grupo hidroxila na
posicdo C-3 do esqueleto flavonoidico aumentou a atividade inibitéria (quercetina >
luteolina; kaempferol > apigenina), e também a presenca de mais ou dois grupos
hidroxilas presentes no anel B do flavonoide torna a inibicdo destas enzimas mais

eficiente (quercertina > caempferol; luteolina > apigenina) (figura 32).

OH O OH O

OH O

kaempferol apigenina

Figura 32. Aumento da atividade inibitéria enziméatica com base no substituinte (OH)
do C-3 do anel flavonoidico (quercetina > luteolina; kaempferol > apigenina) e aumento
dos substituintes do anel B (quercetina > kaempferol; luteolina > apigenina).

Desta forma, compostos fendlicos sédo considerados pecas-chave para a
inibicAo dessas enzimas. A baixa atividade de determinados inibidores podem estar
associados com o tipo e a concentracédo do substrato utilizado no ensaio enzimatico
(OLIVEIRA et al., 2015; SOSNOWSKA et al., 2015).

Vale ressaltar que poucos sao os estudos com frutas tropicais brasileiras
acerca da atuacédo sobre a inibicdo das enzimas lipase e a-glicosidase. Os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que tais compostos presentes no extrato da espécie
estudada séo os principais contribuintes para a atividade, ainda que fraca, perante as

enzimas testadas
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5. CONCLUSAO

Este trabalho exp&e o primeiro relato de uma fruta exdtica da regido amazonica,
ainda pouca explorada, o que evidencia a importancia da investigacdo da composicao
quimica de frutas tipicas pouco exploradas da regido. Por meio da técnica HS-
SPME/GC-MS foram identidicados um total de 27 compostos organicos volateis a
partir da polpa in natura da remela-de-cachorro. Constatou-se que os compostos
linalol (10,1 %), 1-octen-3-ol (4,42 %), B-lonona (4,08 %) e hexanal (3,05 %) foram os
principais contribuintes para o aroma caracteristica da espécie alvo. Foram
identificados e quantificados 9 compostos fendélicos por UHPLC-MS/MS. A espécie
apresentou alto potencial antioxidante e moderada atividade antienzimatica (lipase e
a-glicosidase). Além de acrescentar informagfes da composicao quimica da fruta
remela-de-cachorro para posteriores estudos, os resultados precedentes fornecem

sua potencialidade como fonte de alimento natural da regido amazonica do Brasil.
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2. Espectros MS/MS dos 9 compostos fendlicos presentes no extrato da espécie alvo

Composto 1. Acido clorogénico (m/z 352)
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Composto 2. Acido cafeico (m/z 179)
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Composto 3. Galato de etila (m/z 197)
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Composto 5. Acido ferdlico (m/z 193)

112

30

25

20

15

10

05

00

Inten. (x100,000)

134,1

T
50,0

—— T =T
750 100,0 1250

Compbsto 6. Galato de propila (m/z 211)
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Composto 9. Apigenina (m/z 269)
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