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RESUMO

SILVA, Osman Feitosa da. Estudo de Metodologias para a Extragdo e Caracterizagao de
Compostos Fendlicos da Polpa de Acai. Rio de Janeiro, 2007. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias)- Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2007.

No presente estudo, foram desenvolvidas metodologias analiticas que viabilizaram a
investigagdo de compostos fendlicos em amostras de agai, referidas aqui como os extratos
aquosos de polpa obtidos por maceragdo dos frutos de E. oleracea Mart. A partir de extratos
hidroalcoodlicos e aquosos de agai liofilizado e desengordurado por hexano em aparelho de
Soxhlet, obteve-se, por extracao liquido-liquido, fragdes hidrossoluveis e fragdes em acetato
de etila (AcOEt), a partir das quais fez-se a caracterizagcdo de 4cidos fendlicos e flavondides
do fruto por uso de varias técnicas preparativas e analiticas, incluindo técnicas de extragao em
fase solida, cromatograficas e espectroscopicas. As fracdes aquosas serviram de objeto de
analise para antocianinas, enquanto as fragdes organicas (em AcOEt) foram exploradas,
principalmente, quanto ao seu contetido em &cidos fenolicos e outros flavonoides. A fracdo
antocianica foi caracterizada com o auxilio de um adsorvente polimérico nao idnico
(Amberlite XAD-16) e andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (EM-IES). A fracdo de acidos
fenolicos livres foi caracterizada mediante o uso de diferentes fases estacionarias (celulose,
trocadoras de ions e poliamida) e analises por CLAE acoplada a um sistema de detecg¢ao por
rede de diodos, cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM). Para a analise por CG-EM, as frag¢des ricas em acidos fendlicos foram
submetidas as derivatizacoes com diazometano ou metanol anidro acidificado. A fracao de
acidos fenolicos ligada a parede celular foi caracterizada por uso de uma resina trocadora de
anions fortemente basica (SAX) apos tratamento alcalino dos residuos de mesocarpo e
epicarpo obtidos apods centrifugacdo dos extratos brutos primdrios. Os resultados obtidos
permitiram uma avaliacdo das técnicas analiticas e preparativas empregadas e geraram novas
informagdes em relagdo ao contetudo fitoquimico dos frutos de E. oleracea. Foram detectados
e identificados, neste trabalho, os 4cidos galico, benzdico, protocatecuico, p-hidroxi-benzoico,
vanilico, siringico, veratrico, 3-(4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico, 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-
fenil-2 (Z)-propenoico, feralico, p-cumdrico e cindmico, além de cianidina 3,5-diglicosideo,
cianidina 3-glicosideo, cianidina 3-rutinosideo, homoorientina e orientina. Este ¢ o primeiro
relato a citar a deteccdo de cianidina 3,5-diglicosideo e dos 4acidos benzdico, siringico,
veratrico, 3-(4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico, 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico
e cindmico em amostras de acgai.



ABSTRACT

SILVA, Osman Feitosa da. Estudo de Metodologias para a Extracédo e Caracterizacédo de
Compostos Fendlicos da Polpa de Acai. Rio de Janeiro, 2007. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias)- Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2007.

In the present study, the development of analytical methodologies allowed the
investigation of phytochemicals in “acai” samples, referred here as the pulp aqueous extracts
obtained from E. oleracea Mart. fruits. Liquid-liquid extraction of the hydroalcoholic and
aqueous extracts of freeze-dried hexane defatted “acai” yielded hydrossoluble and organic
fractions from which the characterization of fruit phenolic acids and flavonoids was made by
the use of several preparative and analytical techniques, including solid phase extraction,
chromatographic and spectroscopic techniques. Aqueous fractions were used as analytical
subject for anthocyanins, while the organic fractions (in ethyl acetate) were explored, mainly,
for its phenolic acids and flavonoid content. Anthocyanic fraction was characterized by the
use of an adsorption resin (Amberlite XAD-16) and by high performance liquid
chromatography (HPLC) and electron-spray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) analysis.
The free phenolic acid fraction was characterized by use of different stationary phases
(cellulose, ion exchangers and polyamide) and by HPLC with a photodiode array detector, gas
chromatagraphy (GC) and gas chromatagraphy coupled with mass spectrometry (GC-MS)
analysis. Phenolic acid rich fractions were submitted to previous derivatization with
diazomethane or anhydrous/acidified methanol before GC-MS analysis. After alkaline
treatment of the mesocarp and epicarp residues obtained by centrifugation of the primary
crude extracts, the wall bound phenolic acid fraction was characterized by use of an strongly
alkaline anion exchange resin (SAX). The results obtained allowed an evaluation of the
analytical and preparative techniques employed and generated new information about the
phytochemical content of the E. oleracea fruits. The following acid compounds were
identified in this study: gallic, benzoic, protocatecuic, p-hydroxy-benzoic, vanilic, siringic,
veratric,  3-(4-hydroxy)-phenyl-2 (Z)-propenoic,  3-(3-methoxy-4-hydroxy)-phenyl-2 (Z)-
propenoic, ferulic, p-coumaric and cinamic. The flavonoids cyanidin 3,5-diglucoside,
cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-rutinoside, homoorientin and orientin were characterized
altogether. This is the first study to report the detection of cyanidin 3,5-diglucoside and
benzoic, siringic, veratric, 3-(4-hydroxy)-phenyl-2 (Z)-propenoic, 3-(3-methoxy-4-hydroxy)-
phenyl-2 (Z)-propenoic e cinamic acids in “agai’” samples.
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1. INTRODUCAO

1.1 Euterpe oleracea M.: uma espécie nativa

1.1.1 Ocorréncia e sinonimias

Entre as palmeiras encontradas em regides de clima tropical, Euterpe oleracea Martius
¢ uma das espécies mais abundantes das varzeas” da regido leste amazonica (STRUDWICK &
SOBEL, 1988; LICHTENTHALER et al., 2005). Embora sua distribuicdo natural se limite ao
norte da América do Sul (INSFRAN et al, 2004; LICHTENTHALER et al, 2005;
SCHAUSS et al., 2006a), a espécie desenvolve-se bem em vdrios tipos de clima e solo,
preferindo regides tropicais com temperatura média anual de 26°C, indice pluviométrico
superior a 2.300 mm anuais e periodos de estiagem bem definidos (SANTOS, 2001). Esta e
outras espécies do género Euterpe encontram-se vastamente disseminadas na amazodnia
oriental, principalmente entre os estados do Para, Amazonas, Mato Grosso, Maranhdo e
Tocantins, atingindo também parte do nordeste, Amapa, Guianas e Venezuela
(GONSALVES, 1955; SANTOS, 2001; ROCHA et al., 2007). Como sua maior ocorréncia e
importancia economica se da no estado do Para (INSFRAN et al., 2004; GALLORI et al.,
2004), a espécie E. oleracea Mart. ¢ conhecida na regido norte do Brasil como acai do Para,
sendo também denominada por agai touceira, acai estuario’, jugara, jicara (do indigena yicdra,
que significa “feito de cordas duras”, yi = duro e ¢a = corda), palmeira pinot nas Guianas,
manaca pelos venezuelanos e Euterpe palm pelos ingleses (FONSECA, 1927; GONSALVES,
1955; SANTOS, 2001). O nome agai, que deriva de antigas denominagdes grafadas como

assahy, uassahy, agahy e ua¢ay, também tem origem indigena e significa “liquido dos frutos

? Planicies alagaveis.
3 Desembocadura de um rio, ampla e funda.
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de corda” (ua = fruto, ¢a = corda e y = liquido ou agua) (FONSECA, 1927). A espécie ¢
também citada na literatura internacional como amazonian palm berry e cabbage palm, por
ter aparéncia e sabor semelhantes a outros berries e devido a semelhanga morfologica de seus
brotos terminais com o repolho, respectivamente (GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al.,

2006a).

1.1.2 Descrigdo botdnica da espécie e sistematica

Dentro do género FEuterpe, o qual compreende espécies muito semelhantes, E.
oleracea ndo ¢ a unica espécie conhecida como agai. Entre outras denominagdes, 0 nome
“acai” também ¢ popularmente utilizado para designar as espécies E. edulis Mart., E.
badiocarpa Barbosa Rodrigues e E. precatoria Mart. (FONSECA, 1927, GONSALVES,
1955; HENDERSON & SCARIOT, 1993), enquanto E. catinga Wallace, E. controversa
Barb. Rodr. e E. longibracteata Barb. Rodr. sdo conhecidas como ‘“agai-chumbinho”, “agai-
chumbo” e “acai-da-mata”, respectivamente (GONSALVES, 1955; HENDERSON &
SCARIOT, 1993). Portanto, considerando que algumas destas espécies ja tenham sido
classificadas como variedades de uma mesma espécie (GONSALVES, 1955), sua distingdo
correta, atualmente, depende de analise cuidadosa de suas caracteristicas morfologicas gerais.
E. oleracea distingui-se por crescer formando touceiras, apresentando estipes multiplos de 2 a
30 m de altura, reunidos na base (Fig. 1), folhas primordiais divididas em foliolos com oito
segmentos lineares, folhas adultas longas e segmentadas, flores em espiga, frutos drupéaceos
com cerca de 10-15 mm de didmetro e gomo terminal longo e macio, o apreciado palmito
(FONSECA, 1927; SANTOS, 2001; INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al.,

2005). Entre outras fontes de palmito, E. edulis (também conhecida como palmito doce ou

jucara) destaca-se por apresentar apenas estipes solitarios, assim como E. precatoria
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(IADEROZA et al., 1992; HENDERSON & SCARIOT, 1993), enquanto E. badiocarpa
(antes conhecida como palmito do norte) seria a espécie mais semelhante a E. oleracea
(FONSECA, 1927).

O género Euterpe ¢ um dos mais de 200 géneros pertencentes a familia Palmae,
também denominada Arecaceae (JOLY, 1998; SANTOS, 2001). Segundo Joly (1998), a
familia Palmae ¢ a Unica familia representante da ordem Principes, compreendendo um dos
maiores grupos de plantas pertencentes a classe das monocotiledonias (Reino Plantae /
Divisdao Anthophyta / Classe Monocotyledonae). Seu numero exato de espécies, assim como o
de subfamilias, géneros e tribos sdo um tanto varidveis, de acordo com a classificacao
botanica adotada (SANTOS, 2001). A falta de concordancia na determinagdo de fronteiras
entre géneros e espécies tem motivado a busca por possiveis marcadores quimiotaxondmicos

que viabilizem uma classificacao sistematica mais aceitavel entre os botanicos.

Figura 1: Exemplar de uma palmeira da espécie E. oleracea. Fotografia disponivel em www.cpatu.embrapa.br
(12/08/2007).

Entre as classes de metabdlitos secundarios ja detectados em espécies da familia,
destacam-se alcaloides, proantocianidinas, flavondides, saponinas e sapogeninas (SANTOS,

2001). Porém, a ocorréncia universal do acido 3-cafeil-chiquimico (Fig. 2) em flores das
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espécies de Palmae fez com que Harborne et al. (1974) propusessem que este fosse um
marcador quimiotaxondmico para a familia, dada a sua aparente raridade em outras espécies
até entdo. Contudo, relato recente tem proposto o mesmo papel para o acido p-hidroxi-
benzoico (Fig. 3), ja detectado em extratos de mesocarpo dos frutos de duas subfamilias de

Palmae (CHAKRABORTY et al., 2006).

COOH

OH

Ho-“‘\\\\ X X OH

A

OH @)

Figura 2: Estrutura do 4cido 3’-cafeil chiquimico.

OH

HO

Figura 3: Estrutura do acido p-hidroxi-benzdico.

1.1.3 Descrigdo geral e importancia economica

Os frutos da espécie E. oleracea devem ser colhidos durante a estagdo seca (agosto a
i~ 4 A - . ~
dezembro na regido do delta” amazonico) para se obter maior produgdo e frutos com melhores

caracteristicas  organolépticas (STRUDWICK & SOBEL, 1988; ROGEZ, 2000;

* Terreno triangular em que dois lados sdo formados por dois bragos de um rio e o outro pela costa do mar.
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LICHTENTHALER, 2005). Cada palmeira, com até 30 metros de altura, produz trés ou
quatro cachos, e cada cacho (Fig. 4) fornece cerca de trés a seis kilogramas de frutos (Fig. 5)
(INSFRAN et al., 2004). Os frutos possuem uma unica semente, a qual constitui a maior parte
de seu volume, e esta ¢ revestida por fibras filamentosas que sdo recobertas por uma fina
camada comestivel (mesocarpo mais epicarpo), na qual se inclui a polpa e também a casca
(FONSECA, 1927; CONSTANT, 2003; INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al.,

2005).

Figura 4: Cacho dos frutos de E. oleracea. Fotografia disponivel em www.cpatu.embrapa.br (12/08/2007).

Desde 1992, a exploracdo dos frutos da jucara e de outros produtos florestais nio
madeireiros ganhou importancia como alternativa para evitar desmatamentos e queimadas na
amazoOnia, sendo, hoje, de fundamental importancia para as economias dos estados do Pard,
Maranhao, Amap4d, Acre e Rondonia (HOMMA, 2005). Em 2000, este mercado comegou a
ganhar o mundo e o extrato aquoso congelado da polpa passou a ser exportado para os
Estados Unidos e para a Italia, atingindo também Holanda e Japao até 2004 (HOMMA, 2005;
ROCHA et al., 2007). Entretanto, mesmo com este crescimento (cerca de 20% ao ano), o

volume de exportagdes em 2004 (cerca de 1.000 toneladas de extrato aquoso congelado) nao
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passava de 10 % do consumo nacional naquele mesmo ano (ROCHA et al., 2007); cerca de
180 toneladas de polpa eram consumidas anualmente apenas no estado do Parda (GALLORI et

al., 2004).

Figura 5: Cestos recolhidos com os frutos de E. oleracea. Fotografia disponivel em www.cpatu.embrapa.br
(12/08/2007).

Embora o palmito de E. oleracea, extraido de seu tronco, seja consumido
mundialmente em forma de conserva, incluido em saladas, a maior parte de seus frutos ¢
consumida no Brasil, servindo inclusive como principal fonte alimenticia de populagdes
pobres e indigenas no norte do Brasil, na Colombia e no Suriname (GALLORI et al., 2004;
MATHEUS et al., 2006; STRUDWICK & SOBEL, 1988; SCHAUSS et al., 2006a). Nas
regides produtoras do norte brasileiro, os frutos sdo utilizados, primariamente, para o preparo
do suco, denominado “vinho de agai”, o qual pode ser obtido por despolpamento manual (em
pildes) ou mecanico (Fig. 6), seguido por maceragdo e extragdo da polpa com quantidades
varidveis de 4dgua (STRUDWICK & SOBEL, 1988; LICHTENTHALER et al, 2005;
SANTOS, 2001; INSFRAN et al., 2004; SOUZA et al., 2006). De acordo com as
regulamentagdes vigentes no Brasil, estes extratos sdo comercializados com as seguintes
designagdes: acai grosso (> 14 % de massa seca), acai médio (11-14 % de massa seca) e acai

fino (8-11 % de massa seca) (LICHTENTHALER et al., 2005). No Par, apds despolpamento
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dos frutos, ¢ comum o preparo de emulsdes aquosas da polpa oleosa com agucar e farinha de
mandioca (GALLORI et al, 2004); enquanto nos centros urbanos de outras regides, os
produtos da polpa (sorvetes, geléias, licores e bebidas energéticas preparadas com ou sem
adi¢ao de outras frutas e/ou xaropes) tornaram-se populares em todos os niveis socio-
economicos (INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005) devido seu alto valor
nutritivo (MELO et al. apud SANTOS, 2001; ROGEZ, 2000) e ao consumo crescente de

sucos de frutas naturais como bebidas energéticas (BOBBIO et al., 2000).

Figura 6: Despolpadeira mecénica. Fotografia disponivel em www.cpatu.embrapa.br (12/08/2007).

1.2 Acai: um possivel alimento funcional

1.2.1 Polifenois do a¢ai

A procura por alimentos e bebidas que promovam efeitos benéficos para a saude tem
motivado a comunidade cientifica a buscar cada vez mais informagdes a respeito da
constitui¢do quimica dos alimentos que fazem parte da dieta humana. Entre os constituintes

quimicos hidrossoliveis detectados em alimentos de origem vegetal, os polifenois constiuem
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a maior classe de biomoléculas com atividade antioxidante (EVANS et al., 1996; WANG et
al., 1996). Ha evidéncias suficientes para se afirmar que os radicais livres desempenham um
papel importante na maioria dos problemas de satide da sociedade moderna, principalmente
nos casos de doengas degenerativas causadas por estresse oxidativo, como os varios tipos de
cancer, as doencas cardiovasculares e as doengas neurodegenerativas associadas com o
envelhecimento (TSAO & YANG, 2003; SAKAKIBARA et al., 2003). Os polifendis, devido
seu alto potencial redox, atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio ou “singlet
oxigen quenchers”, prevenindo tais doencas degenerativas (KAHKONEN et al., 1999; TSAO
& YANG, 2003; SAKAKIBARA et al., 2003).

Devido a grande variedade de glicosideos existentes, estima-se que haja mais de um
milhdo de compostos fendlicos diferentes na natureza (HERRMANN, 1976;
WOLLENWEBER & DIETZ, 1981; SAKAKIBARA et al., 2003), subdivididos em duas
classes principais de agliconas: os policiclicos e os fendlicos simples. Os primeiros incluem
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolizaveis, antraquinonas, cumarinas,
lignanas e ligninas, entre outros ndo correlacionados estruturalmente, enquanto a segunda
classe ¢ representada, principalmente, por acidos fenélicos, que incluem os derivados do acido
cinamico e do acido benzodico (SAKAKIBARA et al., 2003; NACZK & SHAHIDI, 2004).

A composi¢do quimica de extratos aquosos, hidroalcodlicos e cetdnicos dos frutos de
E. oleracea tem sido relatada por varios autores (IADEROZA et al., 1992; ROGEZ, 2000;
LICHTENTHALER et al., 2005; BOBBIO et al., 2000; CONSTANT, 2003; GALLORI et
al., 2004; INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a;
PACHECO et al., 2007) e, embora ndo haja concordancia absoluta entre estes relatos (Quadro

1), parecem ja confirmadas as identidades de alguns constituintes principais.



Quadro 1: Polifenois” dos frutos de E. oleracea ja descritos na literatura.
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Antocianinas

Outros flavonéides

Acidos fenélicos

Referéncias

Cianidina 3-glicosideo ¢
cianidina 3-rutinosideo

IADEROZA et al.,
1992; ROGEZ,
2000; CONSTANT,
2003

Cianidina 3-arabinosideo e BOBBIO et al,
cianidina 3-arabinosil- 2000

arabinosideo

Cianidina 3-glicosideo, | Homoorientina, GALLORI et al.,
cianidina 3-rutinosideo e | orientina, isovitexina, 2004

outros derivados de | taxifolina desoxi-hexose
cianidina e peonidina e um derivado de
homoorientina
Cianidina 3-glicosideo e | Catequina e | Acido fertlico, p- | INSFRAN et al,
pelargonidina 3-glicosideo | epicatequina hidroxi-benzdico, 2004

galico, protocatecuico,

elagico, vanilico, p-
cumarico, cinco
derivados de 4acido

galico” ¢ um derivado
de 4cido elagico”

Cianidina 3-glicosideo,
cianidina 3-rutinosideo e
peonidina rutinosideo

Catequina e rutina

Acido protocatecuico

LICHTENTHALER
etal., 2005

Cianidina  3-glicosideo,
cianidina  3-rutinosideo,
cianidina 3-
sambubiosideo, peonidina
3-glicosideo e peonidina
3-rutinosideo

Homoorientina,
orientina,  isovitexina,
taxifolina desoxi-
hexose, escoparina e
outros nao identificados

SCHAUSS et al.,
2006a

Cianidina 3-glicosideo ¢
cianidina 3-rutinosideo

Catequina e
epicatequina

Dois derivados de
acido gélico®, 4cido
ferulico, acido
vanilico, p-cumarico,
p-hidroxi-benzbdico e
protocatecuico

PACHECO et al.,
2007

* exceto proantocianidinas (nenhuma estrutura de proantocianidina foi elucidada).

® possiveis taninos hidrolizaveis.

Entre os polifendis, duas antocianinas sd3o predominantes: cianidina 3-glicosideo e

cianidina 3-rutinosideo. Estes pigmentos, pertencentes a classe dos flavonoides, sdo

identificados como os constituintes hidrossoluveis mais abundantes dos frutos pela maioria

dos autores (IADEROZA et al., 1992; ROGEZ, 2000; CONSTANT, 2003; GALLORI et al.,

2004; LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO et al., 2007).

Um dos relatos mais recentes (SCHAUSS et al., 2006a) descreve ainda a presenca de
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cianidina 3-sambubiosideo, peonidina 3-glicosideo e peonidina 3-rutinosideo, de acordo com
as propostas de Gallori et al. (2004). Entretanto, outros relatos identificam as duas
antocianinas principais como cianidina 3-arabinosideo e cianidina 3-arabinosil-arabinosideo
(BOBBIO et al., 2000) e como cianidina 3-glicosideo e pelargonidina 3-glicosideo
(INSFRAN et al., 2004), o que levou Schauss et al. (2006a) a sugerirem que tais resultados
fossem questionados, por se tratarem, provavelmente, de trabalhos com frutos de outras
espécies ou variedades.

A presenga de outros flavonoides em extratos de polpa ou extratos integrais dos frutos
foi investigada em cinco relatos (INSFRAN ef al, 2004; GALLORI et al, 2004;
LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO et al., 2007), mas a
detecgdo e a identificacdo de homoorientina, orientina, isovitexina e taxifolina desoxi-hexose
por Gallori et al. (2004) ¢ confirmada apenas por Schauss et al. (2006a) (Quadro 1), que
descrevem ainda a detec¢do de varios outros flavonodides ndo identificados. A detecgdo de
catequina e epicatequina ¢ mencionada nos outros trés relatos (INSFRAN et al., 2004;
LICHTENTHALER et al., 2005; PACHECO et al., 2007), mas a presenca destes constituintes
em extratos de polpa, assim como a presenca de rutina e acido protocatecuico, tem sido
referida como uma contaminagao por constituintes da semente durante o processo de extracao
da polpa (LICHTENTHALER et al., 2005). Proantocianidinas (ou taninos condensados),
moléculas poliméricas responsaveis pela adstringéncia de frutos e bebidas, foram também
detectadas em extratos integrais (SCHAUSS et al, 2006a) e extratos de polpa
(LICHTENTHALER et al., 2005; PACHECO et al., 2007). A detec¢do de cinco destas
substancias em extratos de semente ¢ evidenciada por Rodrigues et al. (2006), assim como a
detecgdo de epicatequina e acido protocatecuico, um acido fenolico.

Poucos trabalhos relatam a existéncia de 4cidos fendlicos nos frutos de E. oleracea e

apenas dois exploram o seu contetido (INSFRAN et al., 2004; PACHECO et al., 2007). O
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relato de Insfran et al. (2004) sugere que os acidos fendlicos encontrados na polpa dos frutos
sejam, do mais ao menos abundante: dacido ferulico, p-hidroxi-benzodico, galico,
protocatecuico, elagico, vanilico e p-cumarico. Cinco derivados de acido galico e um derivado
de acido elagico também foram detectados. O segundo relato descreve a detecgdo de dois
derivados de 4acido galico e acido ferulico como constituintes principais, enquanto acido
vanilico, p-cumdrico, p-hidroxi-benzoico e protocatecuico constituiriam a fragdo menos
expressiva. Considerando que varios fatores ambientais, além do estigio de maturacio,
podem ter influéncia sobre a composicdo quimica dos frutos, estes resultados parecem
bastante concordantes. Entretanto, o questionamento levantado por Schauss et al. (2006a), em
relacdo a espécie realmente utilizada por Insfran et al. (2004), torna necessaria a obtencgao de

novos dados que confirmem tais resultados.

1.2.2 Lipossoluveis do acait

A composi¢do quimica de extratos apolares integrais ou da polpa tem sido pouco
explorada atualmente (LUBRANO et al., 1994; SANTOS, 2001; SCHAUSS et al., 2006a),
mas as primeiras investigagdes feitas com o 6leo extraido dos frutos datam de muito tempo
(FONSECA, 1927) e alguns resultados recentes sdo bastante concordantes. Segundo Schauss
et al. (2006a), entre os acidos graxos saturados, destacam-se os acidos palmitico (24 %) e
estearico (1,6 %); entre os monoinsaturados, destacam-se os acidos oléico (56,2 %) e
palmitoléico (4,3 %), e, entre os poliinsaturados, os acidos linoléico (12,5 %) e linolénico (0,8
%). Ainda segundo o mesmo relato, entre os constituintes quimicos menos expressivos da
fragdo lipossoluvel, colesterol, pf-sitosterol, sigmasterol e campesterol foram também
detectados. O conteudo lipossoluvel total, 32,5 g por 100 g de massa seca de fruto integro

(com a semente), mostrou-se reduzido quando comparado com o valor encontrado por Melo
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et al. (apud SANTOS, 2001) para o extrato hexanico dos frutos obtido em aparelho de
Soxhlet (44,47 %), mas pareceu condizente com o valor determinado por Rogez (2000),

referente aos lipideos totais extraidos da polpa (48 g/ 100 g de massa seca).

1.2.3 Outros constituintes de valor nutricional

O perfil nutricional dos frutos de E. oleracea ¢ de um alimento energético, com alto
valor nutritivo e rico em sais minerais ¢ fibras alimentares (ROGEZ, 2000; YUYAMA et al.,
2002; SCHAUSS et al., 2006a). Embora tenha um alto teor calérico, devido principalmente
ao seu alto conteudo lipidico, seus constituintes glicidicos somam menos que 2 % da massa
total dos frutos (SCHAUSS et al., 2006a). Glicose, frutose ¢ maltose constituem os glicideos
principais, enquanto lactose e sacarose sdo detectadas em quantidades infimas (SCHAUSS et
al., 2006a). Seu conteudo protéico, quase 10 % da massa seca (MELO et al. apud SANTOS,
2001; SCHAUSS et al., 2006a), responde pela outra “fatia caldrica”, suprindo cerca de 25-30
% das necessidades didrias ap6s consumo de 1 L de suco do tipo médio (COHEN, 2005).
Contudo, seus constituintes vitaminicos, nutrientes com reconhecida atividade antioxidante,
parecem ainda ndo bem definidos, sendo a detec¢ao das vitaminas A (retinol / f-caroteno), B1
(tiamina), B2 (riboflavina), C (4cido ascorbico) e E (a-tocoferol) reportada aleatoriamente
entre trés relatos (ROGEZ, 2000; ACAI: GUIA RURAL - ABRIL ANUARIO apud

SANTOS, 2001; SCHAUSS et al., 2006a).

1.2.4 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de diferentes extratos dos frutos de E. oleracea também

tem sido avaliada por varios autores, seguindo metodologias diversas (SANTOS, 2001;
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COISON et al., 2005; LICHTENTHALER et al., 2005; MATHEUS et al., 2006; SCHAUSS
et al., 2006b; PACHECO et al., 2007). Atividade anti-radical superoxido extremamente alta
foi detectada em extratos totais (acetona / agua) de frutos integros (SCHAUSS et al., 2006b) e
atividades moderadas a elevadas anti-radicais peroxila, peroxinitrito e hidroxila também
foram detectadas em extratos aquosos e/ou organicos de frutos integros e de polpa
(LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006b). Embora os constituintes
quimicos responsaveis por estas atividades ainda nao tenham sido determinados na espécie, a
procura por alimentos com atividades antioxidantes, caracteristica tipica de frutos ricos em
antocianinas, incentivou a pesquisa por suas qualidades como alimento ou ingrediente
funcional (COISON et al., 2005; LICHTENTHALER et al., 2005). Alimento funcional seria
aquele que, comprovadamente, afetaria beneficamente um ou mais alvos funcionais do corpo
humano, além de seus devidos efeitos nutricionais, proporcionando uma melhora no estado de
saude e bem estar ¢/ou reduzindo o risco de desenvolvimento de uma doenga (ROBERFROID
et al., 2002). E dentro deste contexto funcional que o presente trabalho se propde a explorar
ainda mais a composicio quimica do acai’, especificamente os constituintes polifendlicos
presentes em extratos hidrossoluveis do agai liofilizado, ja que seu contetido em nutrientes
vitaminicos hidrossoluveis (SCHAUSS et al., 2006a; ROGEZ, 2000) ndo parece ser suficiente

para contribuir significativamente para a capacidade antioxidante total dos frutos.

> Designado aqui como o extrato aquoso de polpa obtido por maceragio dos frutos de Euterpe oleracea.
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1.3 Metodologias analiticas empregadas no estudo dos polifendis

1.3.1 Técnicas de extracgdo e isolamento

A escolha da técnica mais apropriada e eficiente para a extragdo e o isolamento de um
determinado grupo de polifendis depende, principalmente, de uma analise prévia da natureza
quimica do grupo a ser investigado. Embora sejam encontrados em diversas fontes vegetais,
os compostos fendlicos ndo sdo uniformemente distribuidos nos tecidos e compartimentos
celulares (BENGOECHEA et al., 1997). Enquanto os fendlicos insoluveis (p. ex. ligninas) sao
encontrados constituindo as estruturas de parede celular, os fenolicos soluveis (como os
glicosideos de flavonoides) encontram-se compartimentalizados dentro de vacuolos das
células vegetais (NACZK & SHAHIDI, 2004; BLOOR, 2001). Contudo, a extragdo de
compostos fendlicos em geral pode ser feita por simples imersdo da amostra numa solugao
extratora (por difusdo) ou pelo uso conjunto de um homogeneizador, o qual promovera a
ruptura dos tecidos vegetais, facilitando a sor¢do dos solventes na amostra (BAILON &
BUELGA, 2003).

A eficiéncia destes processos extrativos pode ser influenciada por diversos fatores, tais
como tipo de solvente, pH, temperatura, numero e periodo das etapas extrativas, volume da
solugdo extratora e tamanho das particulas constituintes da amostra (BAILON & BUELGA,
2003). Normalmente, periodos de extragdo muito prolongados (mais de 24 h) sdo evitados
com o intuito de se reduzir a possibilidade de ocorréncia de reagdes de oxidacdo, exceto
quando agentes redutores sdo adicionados ao sistema solvente (NACZK & SHAHIDI, 2004).
Assisténcia por ultrassom torna a extragdo mais rapida e mais completa do que quando
assistida por técnicas tradicionais (macera¢ao ou agitacao), devido a maior fragmentagdo das

particulas da amostra, o que aumenta a superficie de contato entre as fases liquida e solida
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(BAILON & BUELGA, 2003). Metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetona, agua, acetato de
etila (AcOEt) e suas combinagdes sdo os solventes mais utilizados para a extracdo de
compostos fenolicos (NACZK & SHAHIDI, 2004). Entre estes, MeOH ¢ o solvente mais
empregado e a utilizagdo de solugdes metandlicas (70-80 % em H,0O) tem sido bem sucedida
na extragdo de derivados hidroxicindmicos, flavonas, flavondis e catequinas (BAILON &
BUELGA, 2003). Porém, a utilizacdo de acetona para a extracdo de antocianinas em vez de
MeOH acidificado tem proporcionado extragdes mais eficientes e reprodutiveis, por evitar
problemas com pectinas e permitir que a amostra seja concentrada em temperaturas mais
baixas (VIGUERA et al., 1998). Outra boa opgdo ¢ a extragdo com AcOEt, que torna-se
quantitativa para os principais compostos fenolicos quando se associa sulfato de aménio (20
%), acido metafosforico (2 %) e EtOH (20 %) ao solvente (BAILON & BUELGA, 2003).
Segundo Bloor (2001) a mistura MeOH / H,O / ac. acético (AcOH) (70:23:7) seria
um solvente de extragdo geral para a maioria dos tipos de flavonoides de tecidos vegetais e 2-
5 mL desta solugdo seriam suficientes para se obter um extrato pronto para andlises
cromatograficas subsequentes a partir de 50 mg de material vegetal. Cinquenta mililitros de
uma solugdo extratora semelhante (MeOH / H,O / HCOOH; 70:28:2) foram utilizados por
Gao & Mazza (1995) para a extragdo de antocianinas e outros polifendis a partir de 30 g de
sweet cherries. Entretanto, segundo Bailon & Buelga (2003), o uso de acido féormico para
acidificar solugdes extratoras de antocianinas ndo ¢ indicado por promover acilagdes e gerar
artefatos. A presenca de um acido organico teria por finalidade a manuten¢do do pH num
valor baixo o suficiente para se evitar a degradagdo das estruturas cationicas das antocianinas
por hidratacdo e consequente geracdo de pseudobases, bases quinonoidais e chalconas
(FIGUEIREDO et al., 1996; LAPIDOT et al., 1999; FLESCHHUT et al., 2006), mas pode ser
também conveniente para aumentar a recuperagdo de 4cidos fenolicos em certos

procedimentos extrativos (ZIAKOVA et al., 2003). Entretanto, Einbond et al. (2004)
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utilizaram MeOH puro para extrair antocianinas de varios frutos comestiveis, embora a
utilizagdo deste solvente puro tenha sido relacionada a geragdo de turbidez em amostras de
sucos apos centrifugacio (BAILON & BUELGA, 2003). Revilla et al. (1998) compararam
varias técnicas de extracdo de antocianinas e concluiram que os solventes que contiham
concentragdes de HCl acima de 0,12 M podiam causar hidrolise parcial de antocianinas
aciladas. Além disso, considerando que estes extratos hidroalcodlicos sdo sempre
subsequentemente concentrados, o uso de acidos ndo volateis poderia causar ndo apenas
hidrolise de grupos acila, mas também de glicosideos, gerando agliconas instaveis (KONG et
al., 2003).

Quando o objetivo do trabalho ¢ o isolamento de produtos naturais, um fator analitico
importante ¢ a presenca de interferentes. Uma amostra vegetal pode conter uma grande
variedade de compostos apolares, tais como acidos graxos, esterdis, terpenos, clorofilas e
carotendides, que podem prejudicar os processos de separacdo e as analises subsequentes dos
componentes fenolicos da amostra (ZIAKOVA et al., 2003; NACZK & SHAHIDI, 2004).
Varios métodos extrativos, como a extragdo liquido-liquido, extragdo em fase sélida, extracao
por solvente acelerado (accelerated solvent extraction) e extragao por fluido super critico sdo
recomendados para o tratamento de amostras vegetais antes das analises cromatograficas
(ZIAKOVA et al., 2003). Amostras com alto teor de lipossoliiveis geralmente requerem
desengorduramento em aparelho de Soxhlet antes da extragio dos fendlicos (BAILON &
BUELGA, 2003). Clorofilas podem ser removidas por lavagem dos extratos hidroalcodlicos
com hexano ou éter dietilico (Et,0), enquanto agticares e fenolicos indesejados podem ser
removidos por extragdo em fase solida (EFS) (BLOOR, 2001). Eter de petroleo, AcOEt e
Et,O também podem ser utilizados para remover lipideos e fendlicos indesejados (NACZK &

SHAHIDI, 2004).
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Entre os procedimentos de EFS, o uso de resinas do tipo XAD tem sido aplicado
quando se deseja remover agucares € outros constituintes polares de amostras vegetais
contendo fendlicos (BARBERAN et al., 1992; WANG et al., 1997, LLORACH et al., 2003;
ADHIKARI et al., 2005). O uso de resinas trocadoras de ions tem sido reduzido, devido o
surgimento de técnicas mais modernas e eficientes. Assim, celulose impregnada com
polietileneimina (PEI) e celulose ecteola ndo sdo mais utilizadas atualmente, enquanto DEAE-
celulose e DEAE-Sephadex ainda sdo utilizadas, mas apenas para andlises de polissacarideos
(WATT et al., 2002; SUDHAMANI et al., 2004). Entretanto, Einbond et al. (2004) utilizaram
resina Diaion HP20-SS para remover agucares ¢ vitamina C de 12 extratos antocidnicos de
frutas e Mullen et al. (2002) empregaram uma combinagdo desta (Diaion HP20-SS) com uma
coluna de silica funcionalizada de fase inversa (C186) para fins semelhantes.

Cartuchos contendo C;g sao muito utilizados para EFS, inclusive para microextracao
em fase solida. Seu uso permite a elimina¢do de compostos hidrossoluveis (agtcares e acidos
organicos) com H,O e a separagdo de acidos fenodlicos, flavonoides e proantocianidinas
oligoméricas (eluidos com AcOEt) de antocianinas e proantocianidinas poliméricas (eluidas
com MeOH) numa mesma etapa (NACZK & SHAHIDI, 2004). Além disso, solucdes
hidroalcoolicas acidificadas também podem ser utilizadas (WANG & SPORNS, 1999), assim

como na cromatografia em coluna (EINBOND et al., 2004).

1.3.2 Extragado e isolamento dos polifenois do a¢ai

A maioria dos trabalhos iniciais desenvolvidos com extratos aquosos ou

hidroalcoolicos da polpa ou do fruto integro de E. oleracea visavam a extracdo, a

identificacdo e o isolamento apenas das antocianinas (IADEROZA et al., 1992; BOBBIO et

% Coluna também conhecida pela sigla RP18, do inglés: Reversed phase.
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al., 2000; CONSTANT, 2003). Isto porque a notavel abundancia destes pigmentos nos frutos
chamou a aten¢do dos pesquisadores, primariamente, para o seu possivel aproveitamento
como corantes naturais de alimentos (BOBBIO et al., 2000; CONSTANT, 2003). Entretanto,
embora ja exista experiéncia do uso de antocianinas para esta finalidade (TIMBERLAKE &
HENRY, 1988; SAONA et al., 1999), a instabilidade destes pigmentos em valores usuais de
pH (FIGUEIREDO et al., 1996; LAPIDOT et al., 1999; FLESCHHUT et al., 2006) tornou-se
um obstaculo para sua utilizagdo na industria. Contudo, o uso de copigmentos tem criado
perspectivas promissoras de se conseguir aumentar a estabilidade destes polifendis em
condi¢des diversas de pH, luz e temperatura (BAKOWSKA et al., 2003).

As antocianinas constituem uma classe distinta de glicosideos de flavonodides, cujas
agliconas (ou antocianidinas) correspondem a derivados poliidroxilados e/ou metoxilados do
cation 2-fenilbenzopirilium (ou flavilium) (Fig. 7). Considerando a vulnerabilidade destas
estruturas diante de variagdes de pH, tornou-se necessario o desenvolvimento de
metodologias especificas para a andlise destes pigmentos. Segundo Bloor (2001), para
propositos analiticos, os flavonodides podem ser classificados basicamente em trés tipos:
glicosideos de flavonoides, flavonodides nao polares (agliconas e flavondides alquilados ou
metilados) e antocianinas. As proantocianidinas constituiriam uma quarta classe ndo
considerada pelo autor. Portanto, ¢ provavel que o direcionamento inicial das metodologias de
extragdo, isolamento e deteccdo para as antocianinas tenha contribuido efetivamente para o

retardo na detec¢do de outros flavonodides dos frutos de E. oleracea.
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Figura 7: Estrutura do cation flavilium substituido com os grupos R;-Rs presentes em antocianidinas e/ou
antocianinas (ver Quadro 2).
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Quadro 2: Antocianidinas mais comuns e alguns glicosideos de cianidina descritos na

literatura.

Antocianidinas® R, R, R; Ry Rs
Pelargonidina H H OH OH OH
Cianidina OH H OH OH OH
Peonidina OCHj3; H OH OH OH
Delfinidina OH OH OH OH OH
Petunidina OCH; OH OH OH OH
Malvidina OCH; OCH; OH OH OH

Antocianinas®

Cianidina 3-glicosideo OH H O-p-D-glicose OH OH

Cianidina 3-galactosideo OH H 0-f-D-galactose OH OH

Cianidina 3-rutinosideo OH H O-p-D-(6-a-L- OH OH

ramnosil)-glicose

Cianidina 3,5-diglicosideo OH H O-p-D-glicose OH O-p-D-
glicose

Cianidina 3-sambubiosideo OH H O-p-D-(2-p-D- OH OH

xilosil)-glicose

* as posi¢des dos grupos R;-Rs estdo indicadas na Figura 7.

Na metodologia adotada por Bobbio ef al. (2000), 500 g de polpa liofilizada dos frutos

da jucara foram submetidos a extra¢ao exaustiva com solu¢do HCI 0,1 % em etanol. O extrato

bruto, assim obtido, foi filtrado, concentrado e armazenado a -18°C para posterior analise por

cromatografia em papel e cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Constant (2003),
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buscando a melhor técnica de extracdo das antocianinas dos frutos de E. oleracea para
posterior aplicagdo em alimentos, avaliou o tempo de extragdo, o tipo de solvente e de acido
empregado e o pH das solucdes extratoras, além dos efeitos da temperatura e das condi¢des da
matéria-prima. Segundo a autora, a extra¢do das antocianinas deve ser feita a partir do fruto
inteiro, ja que o despolpamento promove a incorporagdo de mais lipideos ao extrato e expde
os pigmentos a acdo de enzimas presentes no fruto, que aceleram a sua degradagdo. Os
melhores sistemas solventes foram H,O / SO, (4000 ppm), EtOH 70 % / SO, (1000 ppm),
EtOH 70 % / HCI1 (pH = 2) e H,O / SO, (1000 ppm). Entre as preparagdes aquosas sem EtOH
e sem SO;, a melhor solug¢do extratora foi H,O / acido citrico (pH = 2). Constant (2003)
concluiu ainda que uma Unica extragdo, a temperatura ambiente (31°C), ja seria suficiente
para se conseguir cerca de 95 % dos pigmentos extraiveis do fruto fresco e que o uso de
temperaturas mais altas (até 60°C) permitiria uma maior extracdo dos pigmentos, sem perdas
consideraveis por degradagao.

No ano seguinte, Insfran et al. (2004) partiram da polpa pasteurizada e congelada, que,
apos ser descongelada, foi centrifugada, filtrada e particionada entre éter de petrdleo e
acetona. O extrato hidrofilico (em acetona) foi concentrado sob pressdo reduzida (até 40°C) e
redissolvido em agua acidificada (HCI 0,01 %) para aplicagdo seguinte em coluna Sep-Pak
Vac Cjs. A coluna foi tratada com agua acidificada (HC1 0,01 %) para a remogao de actcares
residuais e acidos organicos, AcOEt para remover compostos polifendlicos nao antocianicos,
e MeOH acidificado com HCI 0,01 % para remover a fragdo rica em antocianinas. As fragdes
organicas foram concentradas e redissolvidas em tampdo acido citrico (pH = 3,5) para
posterior andlise por CLAE. Gallori et al. (2004) partiram de 2,6 g de polpa liofilizada e
triturada. Trés extracdes consecutivas, sob agitacdo, foram realizadas com 450 mL de solucao
EtOH / H,O (7:3) com écido formico (pH = 2). O extrato hidroalcodlico obtido foi filtrado,

dividido em duas por¢des e concentrado sob vacuo a 25°C. Uma por¢ao foi levada a secura,
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retomada com 4gua acidificada (HCOOH 5 %) e submetida a EFS (cartucho Extrelut). Nesta,
eluiu-se n-hexano, AcOEt e MeOH acidificado com acido féormico (pH = 2), recuperando-se,
respectivamente, compostos lipossoluveis, fenolicos ndo antocidnicos e antocianinas, as quais
foram eluidas juntas com agucares e acidos organicos. As fracdes obtidas em AcOEt e MeOH
acidificado foram concentradas e analisadas por CLAE acoplada a um detector com arranjo de
diodos (DAD) para ultravioleta / visivel (UV/Vis) e por CLAE acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM’). A segunda porcio do extrato hidroalcodlico foi particionada com n-
hexano, concentrada até a secura e¢ retomada com agua acidificada (HCOOH 5 %) para
analise posterior com as mesmas técnicas cromatograficas.

Na metodologia adotada por Lichtenthdler et al. (2005), 5 g de amostras nao
comerciais de polpa liofilizada foram suspensas com agua desionizada até o volume final de
50 mL. As suspensoes foram sonicadas por 10 min., centrifugadas a 2800 g também por 10
min. e os sobrenadantes obtidos foram analisados diretamente por CLAE-DAD® ¢ CLAE-EM.
Schauss et al. (2006a) utilizaram a metodologia empregada por Wu et al. (2004), na qual 1 g
de cada berry previamente congelado, liofilizado e triturado foi extraido com MeOH / H,O /
AcOH (85:15:0,5 v/v) em frasco vedado com tampa de rosca. O frasco foi agitado em vortex
por 30 s e sonicado por 5 min. Depois, o frasco foi deixado a temperatura ambiente por 10
min., agitado por mais 30 s e centrifugado a 4550 g por 10 min. O sobrenadante foi removido
para um baldo volumétrico de 25 mL e o residuo reextraido com 10 mL da mesma solucao
extratora. O novo sobrenadante foi adicionado ao anterior ¢ o volume do baldo (25 mL)
completado com a sol. extratora. A solugcdo obtida foi diluida e fitrada para as analises
subsequentes.

Matheus et al. (2006) partiram de extratos etanolicos de frutos, flores e espigas,

obtidos com 10 L de EtOH 70° para cada 300 g de material vegetal. O periodo de extragdo foi

7 Técnica mais conhecida pela sigla LC-MS, do inglés: liquid chromatography-mass spectrometry.
8 Técnica mais conhecida pela sigla HPLC-DAD, do inglés: high performance liquid chromatography- diode
array detector.



35

de 72 h para cada 2,5 L de solucao extratora e os extratos obtidos foram concentrados até a
secura ¢ retomados com agua. Em seguida, cada solucdo aquosa foi particionada
sequencialmente com AcOEt e n-butanol (ButOH) antes das etapas analiticas. Contudo, as
fragdes obtidas em AcOEt e ButOH a partir do extrato etandlico bruto dos frutos ndo se
mostraram seletivas para os pigmentos antocianicos, cujas concentragdes em ambas as fragdes
ficaram muito semelhantes. Na etapa preparativa da metodologia adotada por Rocha et al.
(2007), os frutos foram descascados (ou despolpados) manualmente e tiveram suas cascas (e
polpas) separadas das sementes. Cerca de 100 g de cascas ou 200 g de sementes foram
fervidas em 400 mL de dgua por 5 min., trituradas por 2 min. e novamente fervidas por mais 5
min. Os decoctos obtidos foram resfriados a temperatura ambiente, extraidos com 400 mL de
EtOH, agitados por 2 h e mantidos em garrafas escuras sob refrigeragdo por 10 dias. Apo6s o
periodo de maceracdo, os extratos hidroalcodlicos foram filtrados, concentrados a 55°C sob
pressao reduzida e liofilizados.

Pacheco et al. (2007) partiram da polpa pasteurizada e congelada, a qual foi
centrifugada a 2000 g por 15 min. a 4°C e passada por um leito de terra diatomacea, obtendo-
se um suco clarificado. O suco clarificado foi acidificado com acido citrico (pH = 3,5) e
submetido a dois procedimentos separativos, utilizando-se mini-colunas Sep-Pak Vac C,g para
remover agucares, acidos organicos e ions metalicos. No primeiro isolamento, todos os
compostos fendlicos (fragdo ligada) foram recuperados com MeOH acidificado (por HCI 0,01
%) e o solvente foi removido sob pressdo reduzida (até 40°C). Em seguida, o residuo foi
redissolvido em tampao acido citrico 0,1 M (pH = 3,5) ou na fragdo nao ligada (contendo
acucares, acidos organicos e ions metdlicos) com pH corrigido para 3,5. No segundo
isolamento, os compostos fenolicos ndo antocianicos foram removidos com AcOEt e as
antocianinas com MeOH acidificado (por HC1 0,01 %). Ambas as fragcdes foram concentradas

e redissolvidas em tampao acido citrico ou na fracdo ndo ligada (todas com pH = 3,5).
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1.3.3 Técnicas de identificacdo e quantifica¢do

A cromatografia gasosa (CG) acoplada a um detector de ionizacdo em chama (DIC) e
a CLAE acoplada a um detector de UV/Vis sdo as técnicas analiticas mais utilizadas quando o
objetivo do trabalho ¢ a identificacdo e a quantificacdo de compostos fendlicos. Muitas vezes,
a elucidagdo estrutural de tais moléculas requer o uso combinado destas técnicas
cromatograficas com a espectrometria de massas (CG-EM’ ¢ CLAE-EM) ou o auxilio de
outras técnicas espectrométricas, como a espectrometria de ressonancia magnética nuclear
(RMN) e a espectrometria de infra vermelho (IV). Andlises mais sofisticadas, baseadas em
espectrometria de massas, tém sido empregadas de acordo com a natureza quimica dos
compostos fenolicos analisados.

Entre as técnicas acopladas a cromatografia liquida, a espectrometria de massas com
ionizagdo por electrospray (EM-IES') e com interface de ionizagdo quimica & pressio
atmosférica (EM-IQPA'") constituem as técnicas mais empregadas para as andlises de
fenolicos policiclicos (KONG et al.,, 2003; NACZK & SHAHIDI, 2004). Técnicas de
desorcdo e ionizagdo a laser assistida por matriz (EM-DILAM'?) e sua variante conectada a
um espectrometro por tempo de voo (EM-TV-DILAM ") tém sido empregadas em analises de
antocianinas e outros polifenois pré isolados (WANG & SPORNS, 1999; KONG et al., 2003;
NACZK & SHAHIDI, 2004). A andlise de fendlicos mais simples geralmente ¢ realizada por
CG-EM apos derivatizagdo dos analitos (GAO & MAZZA, 1994; FIAMEGOS et al., 2004).

Porém, o uso direto da espectrometria de massas por bombardeamento com atomos rapidos

? Técnica mais conhecida pela sigla GC-MS, do inglés: Gas chromatography-mass spectrometry.

' Técnica mais conhecida pela sigla ESI-MS, do inglés: electrospray ionization-mass spectrometry.

! Técnica mais conhecida pela sigla APCI-MS, do inglés: atmospheric pressure chemical ionization-mass
spectrometry.

"2 Técnica mais conhecida pela sigla MALDI-MS, do inglés: matrix- assisted laser desorption/ionization-mass
spectrometry.

1 Técnica mais conhecida pela sigla MALDI-TOF-MS, sendo TOF correspondente a expressio: time of flight.



37

(EM-BAR'*) ou mesmo por eletroioniza¢io (EM-EI") dispensa a etapa de derivatiza¢io, mas
requer isolamento prévio por CLAE preparativa (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Por outro lado, varios métodos espectrofotométricos simples, baseados em diferentes
principios, tém sido desenvolvidos para se obter uma quantificagdo rapida e estimada destes
compostos, servindo inclusive como ferramentas para a determinagdo de certos grupos
estruturais (NACZK & SHAHIDI, 2004). Entre tais métodos, podemos citar os ensaios de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 1965; BONOLI et al., 2004; KLOPOTEK et al.,
2005) e Folin-Denis (BRESSANI et al., 1991), empregados para a determinacdo do teor de
fenolicos totais em alimentos e outras amostras vegetais, respectivamente; os testes da
vanilina (GUPTA & HASLAM, 1980) e do 4-(dimetilamino)-cinamaldeido
(MCMURROUGH & MCDOWELL, 1978), indicados para a quantificagdo de
proantocianidinas; os ensaios com iodeto de potassio (SMITH, 1977) e rodamina
(FUJIHARA et al., 2007) para a determinagdo de taninos hidrolizéveis; os ensaios com Al
(II1) (ZAPOROZHETS et al., 2004), indicado para a determinagdo de &cido caféico,
flavondides e taninos totais; e o ensaio para a determinacdo de antocianinas totais pelo
método diferencial de pH (BONILLA et al., 2003; KLOPOTEK et al., 2005).

A maioria dos protocolos analiticos elaborados para a investigagdo de acidos fendlicos
e flavonodides ¢ baseada nas técnicas de CLAE acopladas com um sistema de detecgdo
espectrofotométrico, eletroquimico ou colorimétrico (FIAMEGOS et al., 2004). A introdugao
das colunas de fase estacionaria inversa ¢ o desenvolvimento de novos sistemas de detecgdo
tém aumentado consideravelmente o uso da CLAE para diferentes classes de compostos
fenolicos e permitido a execuc¢do de analises mais completas e conclusivas (NACZK &

SHAHIDI, 2004). Acompanhando esta evolucdo, varios trabalhos realizados com CLAE

' Técnica mais conhecida pela sigla FAB-MS, do inglés: fast atom bombardment-mass spectrometry.
!> Técnica mais conhecida pela sigla EI-MS, do inglés: electron impact ionization-mass spectrometry.
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tornaram-se referéncias relevantes na escolha das alternativas metodoldgicas para a analise de
compostos fenolicos.

No relato de Sumere et al. (1993), um protocolo de eluicdo para CLAE com fase
inversa permitiu a deteccdo de quase 50 flavondides num mesmo cromatograma de 50 min. O
sistema bindrio de solventes era composto de HCOOH 5 % em H,O (fase A) e acetonitrila
(CH3CN) 5 % em MeOH (fase B). Entretanto, embora bastante eficiente para a maioria dos
glicosideos de flavondides e acidos fenolicos, a metodologia ndo cobria proantocianidinas e
glicosideos de chalconas (TSAO & YANG, 2003).

Gao & Mazza (1994) utilizaram um sistema CLAE-DAD com fase inversa para
analisar acidos fendlicos e antocianinas. O sistema de solventes utilizado era composto por
HCOOH 1 % (v/v) em H,O (fase A) e MeOH (fase B). Com o mesmo sistema de deteccao,
Mattila & Kumpulainen (2002) desenvolveram uma metodologia para a determinagdo de
acidos fendlicos totais e livres em alimentos de origem vegetal, utilizando H;PO4 50 mM (pH
= 2,5) como fase mével A e CH3CN como fase movel B. Sakakibara et al. (2003)
desenvolveram uma metodologia para a determinagdo simultinea de todos os compostos
fenolicos de fontes vegetais. Os cromatogramas eram obtidos em 95 min. e o método teria a
vantagem de permitir a andlise de todos os glicosideos e agliconas, sem a necessidade de
hidrolise prévia das formas glicosiladas, embora ndo se tenha mencionado o comportamento
de proantocianidinas, cumarinas, lignanas e secoiridoides neste sistema. O par de eluentes
consistia de fosfato de sodio 50 mM (pH = 3,3) / MeOH 10 % (sol. A) e MeOH 70 % (sol. B).
Em paralelo, Tsao & Yang (2003), também utilizando CLAE-DAD com fase inversa,
desenvolveram uma metodologia que permitiu a determinagdo simultdnea dos polifenois
pertencentes aos cinco principais grupos de compostos fenolicos (dcidos fenolicos,
procianidinas, antocianinas, flavono6is e diidrochalconas) em varios frutos e produtos

relacionados. Os cromatogramas foram adquiridos em apenas 70 min e o sistema de fases
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moveis consistia de AcOH 6 % (v/v) em AcONa 2 mM (pH = 2,55; fase A) e CH3CN (fase
B). Outras metodologias desenvolvidas para CLAE na analise destas e de todas as outras
classes de compostos fendlicos podem ser acessadas em detalhe numa boa revisao publicada

por Naczk & Shahidi (2004).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivos o desenvolvimento de técnicas analiticas e
preparativas que possibilitem o isolamento e a caracterizacao de acidos fenodlicos, flavonodides
e outros compostos fenolicos presentes no extrato aquoso da polpa dos frutos de Euterpe
oleracea Mart. (acai), bem como investigar a presenga de possiveis marcadores

quimiotaxonOmicos ja descritos em outras espécies da familia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Solventes

Acetato de etila, etanol, cloroférmio, diclometano, hexano ¢ metanol destilados no
proprio laboratorio ou de grau analitico para andlise (P.A.) foram utilizados nas etapas de
extracdo e pré-isolamento. Acetato de etila, cloroférmio, etanol, metanol e metil-etil-cetona
P.A. e 4gua grau CLAE foram utilizados no desenvolvimento das placas de cromatografia em
camada delgada (CCD). Acetonitrila e metanol de grau espectroscopico e agua purificada
grau CLAE foram utilizados nas anélises por CLAE. Metanol, cloroférmio e diclorometano
de grau espectroscopico foram utilizados nas analises por CG ¢ CG-EM. Acetonitrila e éter
etilico P.A. e agua purificada grau CLAE foram também empregados nas etapas de extragdo e
pré-isolamento. Etanol, éter etilico e metanol P.A. foram utilizados no preparo de reagentes e
meios reacionais para derivatizagdes. Agua destilada foi utilizada em etapas de lavagem de

extratos € nos ensaios para fenolicos totais por Folin-Ciocalteu.

3.1.2 Reagentes

Acetato de soédio, acido acético glacial, acido cloridrico, acido férmico, &cido
fosforico, acido o-fosforico, acido sulfurico, acido trifluoracético, bicarbonato de sodio,
carbonato de sddio, cloreto de acetila, fosfato de so6dio dibasico heptaidratado, fosfato de
sddio monobasico monoidratado, hidroxido de sodio e iodeto de metila P.A. foram utilizados

no preparo de solugdes extratoras, eluentes para extragdo em fase sélida, fases mdveis para
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cromatografia, solugdes tampdes ou meios reacionais. Brometo de tetrabutilamonio (BTBA) e
brometo de tetracetilamonio (BTCA) P.A. foram empregados como catalisadores de
transferéncia de fase em reacdes de derivatizacdo. Acido sulfirico, 2-amino-difenil-borato de
etila (ADBE'®), orcinol, e polietilenoglicol (PEG) P.A. foram utilizados no preparo de
solugdes reveladoras de placas cromatograficas. Sulfato de soédio anidro P.A. foi utilizado
como agente dessecante e cloreto de sodio P.A. foi utilizado para aumentar a forca idnica de
fases aquosas.

Diazometano foi preparado a partir de p-tolilsulfonilmetilnitrosamida, segundo a
metodologia descrita por Vogel (1971) para pequenas quantidades do reagente. A solucao
etérea do reagente, obtida por destila¢do, foi armazenada em freezer até o momento do uso.

Orcinol sulftrico foi preparado por diluicdo de 2 g de orcinol em 100 mL de solucao
H,S04 20 % em EtOH. ADBE, outro reagente de revelagdo, foi preparado por dilui¢do de 1 g
de 2-amino-difenil-borato de etila em 100 mL de MeOH.

Metanol anidro, utilizado nas reagdes de esterificagdo, foi preparado por destilacio
com magnésio, em sistema fechado, apds tratamento com Na,SO4 anidro (VOGEL, 1971).

Padrdes de acido caféico, cindmico, clorogénico, protocatecuico, vanilico e veratrico, e
isoorientina foram adquiridos da Sigma Chemical Company. Padroes de acido elagico, p-
cumadrico, catequina e epicatequina foram adquiridos da Fluka Biochemica / Chemika.
Padrdes de acido ferulico e sindpico foram adquidos da Acros Organics. Padrao de acido
siringico foi adquirido da Aldrich Chemical Company. Padrao de rutina e 4cido benzdico
sublimado foram adquiridos da Merck. Padrao de 4cido galico foi adquirido da Riedel-de
Haén. Padrdo de p-hidroxi-benzoato de metila foi obtido da U.S.P. / Fisher Scientific

Company. Padrdes de cianidina 3-glicosideo, cianidina 3-galactosideo, cianidina 3-

' Reagente mais conhecido pela sigla NP, do inglés: Natural products reagent.
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rutinosideo e cianidina 3,5-diglicosideo foram adquiridos da Indofine Chemical Company,
Inc. O reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Sigma Chemical Company.

Acido p-hidroxi-benzoico foi obtido por hidrolise basica do metil-éster
correspondente, utilizando NaOH 2 M. Cerca de 3 mg de p-hidroxi-benzoato de metila foram
submetidos a hidrolise basica por 12 h a temperatura ambiente. HCI P.A. foi utilizado para
acidificar o produto de reagdo e AcOEt foi utilizado para extrair o acido orgéanico gerado.
NaCl foi utilizado para aumentar a for¢a ionica da fase aquosa e aumentar a eficiéncia da
extragdo do acido organico por AcOEt. A fase organica foi concentrada e o produto foi

redissolvido em MeOH para as analises cromatograficas.

3.1.3 Fases estacionarias para cromatografia em camada delgada

Placas de gel de silica (em aluminio) AL 60 Fys4 20 x 20 cm Merck, placas de
poliamida (em aluminio) DC-Alufolien 11 F,s4 20 x 20 cm Merck, e placas de celulose (em

plastico) Baker-flex Cellulose F 20 x 20 cm J.T. Baker foram utilizadas analises por CCD.

3.1.4 Resinas para extragdo em fase solida

Adsorvente polimérico nio i6nico Amberlite XAD-16 (didmetro do poro: 100 A; area
superficial: 800 m® / g; tamanho da malha imida: 20-60) Sigma foi utilizado para a remogio
de agucares e outros compostos polares das fragcdes aquosas ricas em antocianinas.

Gel de silica funcionalizada com octadecilsilano (C;s) Aldrich em coluna aberta e em
coluna sob média pressdo foi utilizado para purificagdo dos polifenodis a partir de extratos

alcoolicos e hidroalcodlicos totais.
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Celulose microcristalina [C¢H;9Os], Avicel Merck (Art. 2330); resina trocadora de
ions fortemente basica (RTIFB) III Merck (5 mL; 0,9 mmol/mL; cat. 104767); resina
trocadora de ions anionica forte (SAX) cartucho SPE (1 g/ 6 mL; diam. x comp.: 1,2 x 1,4
cm) Chromatography Research Supplies, Inc.; e adsorvente MP Poliamida Ecochrom™™
09602-MP Biomedicals Germany GmbH foram utilizadas no semi-isolamento de compostos

fenolicos em etapas preparativas pré-analiticas para CLAE.

3.2 Equipamentos

3.2.1 Cromatografos

Para CLAE analitica, foi utilizado um cromatdgrafo Shimadzu com sistema de injecao
manual (loop de 20 pL), bomba Shimadzu modelo LC-10AD, detector com rede de diodos
Shimadzu modelo SPD-M10A VP, e sistema de controle Shimadzu modelo SCL-10A VP.

Para CG, foi utilizado um cromatografo a gas Varian Star 3400 CX.

Para CG-EM, foi utilizado um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de
massas Shimadzu modelo GCMS-QP5000.

Nas analises por inser¢do direta em espetrometro de massas com IDE, foi utilizado um

espectrometro Agilent 1100 lon Trap.

3.2.2 Espectrometros

Para as determinagdes de absorbancia dos ensaios para fendlicos totais e antocianinas

totais foi utilizado um espectrofotdmetro Shimadzu modelo U.V.-1601 equipado com cubetas

de quartzo (caminho o6ptico: 1 cm) QS Hellma.
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3.2.3 Componentes cromatogrdficos

Coluna Symmetry Shield™ RP18 com 5 pum de poro, 4,6 x 250 mm, Waters foi
utilizada nas analises por CLAE.

Coluna Phenomenex Zebron™ 7ZB-5 ms (30 m, 0,25 mm DI, com filme de 0,25 pm de
espessura; fenilmetilsilicone 5%) foi utilizada nas analises por CG-EM.

Coluna DB-5MS (122-5532) J & W Scientific / Agilent (30 m, 0,25 mm DI, com filme
de 0,25 um de espessura; temp. de -60°C até 350°C) foi utilizada nas analises por CG.

Hidrogénio, ar sintético e nitrogénio “ultra puros” foram utilizados na alimentacdo do
cromatografo a gas.

Gas hélio comprimido A4ir Products foi utilizado para a desgaseificagdo das fases
moveis utilizadas para CLAE e gas nitrogénio comprimido Aga foi utilizado na concentracao
de extratos organicos de pequeno volume.

Amostras submetidas a CLAE foram filtradas com filtro Millipore 2A (poros de 0,25

pm) quando necessario.

3.2.4 Outros equipamentos

Aparelho gerador de ultra-som de baixa frequéncia Thornton (T-14); balanca analitica
Mettler Toledo, AB 204-S; bomba peristaltica de média pressao Bio-Rad modelo EP-1 Econo
pump; centrifuga Excelsa Baby II, modelo 206-R, Fanem (didmetro relativo aos eixos
paralelos principais dos tubos pares em rotacao: 12,5 cm); coletor de fracionamento Bio-Rad
modelo n° 2110; compressor Inalamax (frequéncia: 50/80 Hz); evaporador rotatério Pemem

adaptado com bomba de vacuo Cole Parmer Instrument Company, modelo 7049-50, e banho
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Fisatom, modelo 550 (1200 W 230 V); destilador de agua Fstreem™ II, mod. A74410,
Barnstead; lampada ultravioleta UVSL-58 Mineralight multibanda (254/366 nm; 60 Hz; 0,16
Amps) Ultra-violet Products, Inc.; liofilizador Labconco com bomba de alto vacuo de dois
estagios, modelo E2MS, Edwards; pistola de ar quente Comala 1400 W (temperaturas:
300/500°C, vol. de ar: 400 L / min.) Steinel; placa de aquecimento Thermolyne 2555 Kerper
Boulevard, mod. SP18425, 50/80 Hz, Barnstead; purificador de dgua Nanopure Barnstead;

vortex Ika tipo lab dancer, IP42.

3.3 Metodologia

3.3.1 Obtencao e tratamento das amostras

Todos os extratos congelados de polpa utilizados neste trabalho foram do tipo “agai
médio”, adquiridos de um supermercado local da cidade do Rio de Janeiro (polpa de agai
médio, tipo B, pasteurizada Brasfrut) ou diretamente de uma exportadora (Top Agai Ltda) do
municipio de Santa Barbara do estado do Para e denominados aqui como agai comercial e agai
Top, respectivamente. Os extratos congelados foram transportados sob refrigeragdo e
armazenados em freezer até serem liofilizados. Cerca de 200 g de agai comercial ou 250 g de
acai Top foram pesados antes e apos liofilizacdo por 10 dias, para o calculo do teor de massa

seca, € novamente armazenados em freezer, em recipiente fechado, até o dia das analises.

3.3.2 Condigoes cromatogrdficas

Nas andlises de identificagdo das antocianinas por CLAE-DAD, utilizou-se solugao

acido formico 4,5 % (v/v) (fase movel A) e sol. acetonitrila 80 % aq. acidificada com acido
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formico 4,5 % (fase movel B). O programa foi iniciado com 100 % de fase movel A. De 0 a 7
min., a composi¢ao da fase B foi alterada de 0 a 15 %; de 7 a 15 min., variou de 15 a 20 %; de
15 a 16 min., variou de 20 a 100 %; e, de 16 a 26 min., foi mantida a 100 %. Para as analises
de fragdes obtidas por extracdo em fase solida e monitoramento das rea¢des de hidrolise,
utilizou-se também as condi¢des descritas por Sumere et al. (1993), com vazio de 1 mL/min.
O programa foi iniciado com 85 % de sol. acido formico 5 % (v/v) em H,O (fase mével A) e
15 % de sol. CH3CN / MeOH (5:95; v/v) (fase mével B); foi mantido com 15 % de B até 3
min. e alterado de 15 para 24 % de B até 8 min.; de 8 a 11 min., foi mantido a 24 % de B; de
11 a 18 min., alterado de 24 para 34 % de B; de 18 a 28 min., de 34 para 44 % de B; de 28 a
39 min., de 44 para 95 % de B; de 39 a 42 min., mantido a 95 % de B; de 42 a 47 min.,
alterado de 95 para 15 % de B; e de 47 a 50 min., mantido a 15 % de B. As condigdes
descritas por Wen et al. (2005) e Insfran et al. (2004) foram testadas com padrdes de acidos
fenolicos e flavonodides, sempre com vazao de 1 mL/min. A condigdo descrita por Wen et al.
(2005) e uma condi¢do modificada a partir desta foram utilizadas nas analises realizadas com
as fracdes contendo acidos fenolicos e flavonodides. A condigdo modificada foi iniciada com
75 % de sol. acido trifluoracético (ATFA) 0,02 % em H,O (fase movel A) e 25 % de sol.
ATFA 0,02 % em MeOH (fase movel B) até 5 min. De 5 a 10 min., o percentual da fase B foi
variado de 25 a 30 %; de 10 a 16 min., foi variado de 30 a 45 %; de 16 a 18 min., manteve-se
a 45 %; de 18 a 40 min., foi variado de 45 a 80 %; e, de 40 a 50 min., foi reduzido de 80 para
25%, mantendo-se nesta condi¢do por mais um minuto.

Nas analises por CG, utilizou-se gas Hidrogénio como fase movel (1 mL/min). Nas
analises por CG-EM utiliou-se gas Hélio (1 mL/min). A temperatura do injetor foi mantida a
270°C, com interface a 230°C, e a temperatura da coluna foi variada de 60 a 290°C a 10°C /

min ou a 20°C / min.
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3.3.3 Andlise de fendlicos totais

Nestes ensaios, utilizou-se uma adaptagcdo do método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON & ROSSI, 1965), nos quais amostras de 500 mg de acai liofilizado foram
diluidas em 1000 mL de H,O destilada. Aliquotas de 25 mL das solugdes obtidas foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. ¢ 3 mL de cada sobrenadante foram utilizados nos
ensaios com 5 mL de sol. 1:10 (v/v) do reagente de Folin-Ciocalteu. Cinco minutos apos a
adi¢ao do reagente, foram adicionados 4 mL de sol. Na,CO3 7,5 % (p/v) em H,O e os tubos
foram homogeneizados em vortex. Apds duas horas, fez-se a leitura das solugdes em
espectrofotometro a 740 nm. Aliquotas de 3 mL de solugdes padrdes de acido galico a 100,
50, 25 ¢ 10 ppm foram submetidas a0 mesmo ensaio para a constru¢do de uma curva padrao e

os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico / g de acai liofilizado.

3.3.4 Analise de antocianinas totais

Nestes ensaios, utilizou-se uma adaptagdo do método descrito por Bonilla et al.
(2003); amostras de 200 mg de acai recém liofilizado foram submetidas a extragdo com
20 mL de sol. ATFA 0,5 % em H,O e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. Duas aliquotas
de 1 mL foram transferidas para tubos de ensaio ¢ 9 mL das solugdes tampao HCl / KC1 0,1
M (pH = 1) ou AcONa / AcOH 0,1 M (pH = 4,5) foram adicionados para diluir as aliquotas.
Os tubos foram homogeneizados em vortex e, apds 15 min. de repouso, todas as solugdes
foram analisadas em espectrofotometro a 510 nm e¢ a 700 nm. O calculo do teor de
antocianinas totais nas amostras foi feito como descrito por Klopotek et al. (2005), utilizando

como base de calculo a massa molar (M.M.) e o coeficiente de extingdo molar (¢) de cianidina
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3-rutinosideo a 510 nm (7000 L / mol.cm, segundo Figueiredo et al., 1996). As equagdes

descritas por Klopotek et al. (2005) sdo:

El.A (absorbéncia) = (A510 _A700)pH= 1,0 — (A510 —A700)pH =45

E2.C (mg/L) = A x M.M. (g/ mol) x fator dil. x 1000 / &559 (L / mol x cm) x I (cm)

3.3.5 Ensaio preliminar das técnicas de extragdo e isolamento para a andlise de antocianinas

Inicialmente foram utilizados 100 mg de agai comercial liofilizado em cada partida. A
obtencdo do extrato bruto foi feita por adicdo de 20 mL de solugdo ATFA 0,5 % em CH3CN /
H,O (1:1) sobre a amostra e sonicagdo por 10 min. O extrato obtido foi filtrado em funil de
Buchner com papel filtro e o material retido no filtro foi lavado com mais 20 mL da solugao
extratora. Os 40 mL de extrato aquoso bruto foram particionados duas vezes com 40 mL de
hexano e, em seguida, com 40 mL de AcOEt. A CH3;CN migrou para a fase AcOEt e o
volume da fase aquosa se reduziu a 20 mL. A fracdo aquosa foi liofilizada e retomada em 30
mL de solugdo ATFA 0,5 % em H,O para aplicagdo seguinte em resina XAD-16 (coluna com
2 cm de diametro x 12,5 cm de comprimento; aprox. 40 mL). Um resumo de todo o
procedimento ¢é apresentado no esquema 1.

Os 30 mL de extrato foram aplicados na resina e deixados adsorver por 20 min. Apos
a elui¢do de 70-80 mL de H,0, aliquotas de 30 mL foram recolhidas para a realizag¢ao do teste
para agucares livres com orcinol sulfurico em placa de gel de silica para CCD. Solugao de
glicose 1 % (p/v) foi utilizada como controle positivo para a reacdo. Uma gota de cada fragdo
foi aplicada em placa de gel de silica pré-tratada com orcinol sulftrico. Os solventes foram
evaporados por corrente de ar quente e as manchas amarelo-amarronzadas foram identificadas

como spots positivos. Assim, a coluna de XAD-16 continuou sendo lavada com H,O até que a
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reacdo com orcinol desse negativa. Em seguida, 125 mL de solucdo ATFA 0,5 % em CH;CN
/ HyO (1:1) foram aplicados para remover todos os pigmentos do XAD-16 e volumes
semelhantes de MeOH e 4agua foram utilizados para limpar a coluna.

Todas as fragdes removidas com solugdo ATFA 0,5 % em CH3;CN / H,O (1:1) foram
concentradas em rota-evaporador (até¢ 40°C) para remover a CH3CN e reunidas. O extrato
aquoso reunido foi congelado, liofilizado e pesado. Uma pequena aliquota dos pigmentos

semi-purificados obtidos foi diluida em MeOH / H,O e analisada por CLAE e EM-IES.

100 mg de acai 10 mg de fragéo o
liofilizado rica em Liofilizag&o
pigmentos Concentragao
Extracdo com ATFA 0,5 %
em CH;CN / H,0 (1:1) l Fracdo aquosa em
Filtracao CHsCN /H,O / ATFA
v CLAE e EM-IES
Filtrado EFS em XAD-16
Particdo com Fase Dissolugao em
0,
Hexano —® organica ATFA 0.5 %
v

Liofilizagdo Fracso
_ > I
Fase aquosa — Fase aquosa aquosa seca
Particdo com
AcOEt

Esquema 1: Marcha 2305".

3.3.6 Anadlise dos compostos fendlicos por CCD

A partir de 100 mg de agai comercial liofilizado, obteve-se um extrato bruto com 20
mL de solugdo ATFA 0,5 % em H,0O. A amostra com a solugdo extratora foi sonicada por 10
min.e o extrato aquoso obtido foi centrifugado a 3500 rpm por 30 min. O sobrenadante foi

separado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de solucdo extratora. O extrato foi novamente

7 0s quatro digitos que designam as marchas referem-se a sua data (dia e més) de partida e sdo utilizados aqui
como codigo de identificagdo.
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centrifugado a 3500 rpm por 30 min. e o sobrenadante foi reunido com o obtido
anteriormente. Os 30 mL de extrato aquoso (pool sobrenadante) foram particionados duas
vezes com 30 mL de hexano e, em seguida, duas vezes com o mesmo volume de AcOEt. A
fragdo aquosa resultante foi concentrada em rota-evaporador (até 40°C), congelada, liofilizada
e retomada em MeOH para analise seguinte por CCD em placa de gel de silica. A fracdo em
AcOEt foi também concentrada em rota-evaporador (até 40°C) e retomada em MeOH.
Solu¢do AcOEt / AcOH glacial / HCOOH / H,O (100:11:11:26) (WAGNER & BLADT,
1996) foi utilizada como fase movel e as fragdes obtidas foram cromatografadas em placas
separadas, em duplicata. A placa desenvolvida com o extrato rico em pigmentos foi analisada
sem tratamento e apds tratamento com orcinol sulfarico. A placa com a fragao advinda da fase
AcOEt foi revelada com solu¢do ADBE e visualizada com luz ultravioleta (a 254 nm e

366 nm).

3.3.7 Ensaio experimental de marcha analitica direta para antocianinas

Duas amostras de aproximadamente 500 mg de acai comercial foram descongeladas a
temperatura ambiente e submetidas a extracao direta com 5 mL de solucdo ATFA 0,5 % em
H,0. Cada extrato foi sonicado por 12 min. e centrifugado por 30 min. a 3500 rpm. Os
sobrenadantes foram separados e denominados Amla e Am2a. Os pellets foram submetidos a
uma nova extragdo com mais 5 mL de solucdo extratora. O novo extrato foi também sonicado
por 12 min. e centrifugado por 30 min. a 3500 rpm. Os novos sobrenadantes foram
denominados Amlb e Am2b. Em seguida, cada sobrenadante foi particionado com 5 mL de

hexano e as fases aquosas correspondentes foram filtradas e analisadas por CLAE.
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3.3.8 Testes de capacidade da resina XAD-16

Uma amostra de 1 g de agai comercial liofilizado foi suspensa em 30 mL de hexano e
sonicada por 3 min. Em seguida, o material foi filtrado em funil de Biichner e lavado com
mais 100 mL de hexano. Apos evaporacao dos residuos de hexano, o material foi submetido a
extragdo com 30 mL de sol. ATFA 0,5 % em H,O, sonicado por 12 min. e centrifugado a
3500 rpm por 20 min. O pellet foi reextraido com mais 20 mL de solugdo extratora e
novamente centrifugado. Os sobrenadantes reunidos foram particionados duas vezes com
volumes iguais de AcOEt e os residuos deste solvente na fragdo aquosa foram removidos
rapidamente em evaporador rotatorio (até 40°C) e dividida em duas partes de 25 mL cada.

Neste teste, utilizou-se uma coluna de vidro com 40 mL de XAD-16, a qual foram
aplicados os 25 mL da primeira metade da fragdo aquosa. Apds a adsor¢do dos pigmentos, a
coluna foi lavada com 120 mL de H,O para remover os contaminantes polares e, depois,
desenvolvida com 80 mL de solugdo ATFA 0,5 % em CH3CN / H,O (1:1). Como parte dos
pigmentos foi perdida por ter passado direto pela resina, a segunda metade da fragdo aquosa
foi concentrada em evaporador rotatdrio (a exatamente 40°C) até que o volume fosse reduzido
a 15 mL. Adicionou-se 15 mL de H,O a esta frag@o e aplicou-se os 30 mL totais no XAD-16,
seguindo-se 0 mesmo procedimento adotado para a outra metade analisada anteriormente.

Em outra partida, 2 g de agai comercial liofilizado foram submetidos a extracdo com
50 mL de sol. ATFA 0,5 % em H,0O. O extrato foi sonicado por 12 min. e centrifugado a 3000
rpm por 20 min. O pellet foi reextraido com mais 30 mL da solucdo extratora e centrifugado
novamente. A reextragdo foi repetida e o sobrenadante total (~ 110 mL) foi particionado trés
vezes com volumes iguais de hexano. Em seguida, a fase aquosa foi particionada trés vezes
com volumes iguais de AcOEt e concentrada em evaporador rotatorio (a 40-45°C). Apds ter

seu volume reduzido a 75 mL, a fragdo aquosa foi aplicada na mesma coluna de XAD-16 (de
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40 mL). Entdo, a coluna foi lavada com volume suficiente de H;O e os pigmentos foram
eluidos com 110 mL de solugdo ATFA 0,5 % em CH;CN / H,O (1:1). Esta solugdo foi
concentrada em evaporador rotatorio (a 40-45°C), congelada e liofilizada. A fragao liofilizada
teve sua massa determinada em balanga analitica. Um resumo de todo o procedimento ¢

apresentado nos esquemas 2 e 3.

2 g de agai liofilizado —® Pool sobrenadante
Extragdo com ATFA 0,5 % Particdo com
Ultrassom por 12 min. n-hexano
Centrifugacéo por 20 min. a
3000 rpm Fase hexano

+

v

Fase aquosa
Pellet + Sobrenadante q

1 Reextragdo ATFA 0,5 % Particéo com

Centrifugac&o por 20 min. a AcOEt (3x)
3000 rpm
v Fase AcOEt
Pellet + Sobrenadante ¥

Fase aquosa
2% Reextragdo ATFA 0,5 %
Centrifugacao por 20 min. a
3000 rpm

» Pellet + Sobrenadante

Esquema 2: Marcha 0712 (primeira etapa).

Fase aquosa

Concentragdo a 40-45°C
v
Fase aquosa

Coluna de XAD-16 de 40 mL .
Lavagem com H,O 143 mg de fragéo
Eluicdo com CH3CN / H,0 / ATFA rica em pigmentos

v

5 3 . Congelamento
Fragcdo aquosa sem acucares livres

e Liofilizacao
Concentragéo a 40-

o, ~
45°C Frac&o aquosa sem
» aclcares livres

Esquema 3: Marcha 0712 (fragdo hidrossoluvel).
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3.3.9 Ensaio preliminar para a preparacdo de amostras para EFS em coluna de celulose

As duas primeiras fases AcOEt obtidas por partigdo do extrato aquoso da marcha
anterior (partida de 2 g) foram lavadas duas vezes com 100 mL de H,O, reunidas e
concentradas em evaporador rotatério (até 40°C). Como a fragdo concentrada normalmente
apresentava residuos de clorofilas e antocianinas, adicionou-se 50 mL de H,O e fez-se novas
particdes com volumes iguais de hexano e AcOEt (duas vezes cada). A fragdo obtida em
AcOEt foi novamente concentrada em evaporador rotatorio e redissolvida em 2 mL de AcOH
1 % com o auxilio do ultrassom (5 min.). Em seguida, a nova solugdo em AcOH 1 % foi
aplicada na coluna de celulose e submetida a EFS, conforme descrito por Bloor (2001).
Assim, apés eluicdo do volume de injecdo, a coluna foi desenvolvida com AcOH 2 % e
depois com MeOH. Cada fragdo foi analisada posteriormente por CLAE-DAD ¢ a fracao
eluida com AcOH 2 % foi submetida a derivatizagdo com diazometano para analise

subsequente por CG-EM. Um resumo deste procedimento ¢ apresentado no esquema 4.

Fase AcOEt
Concentragéo 4 FracBes
a 38-40 °C A
Eluicdo com AcOH 2% e
. L com MeOH
Residuo acido Aplicacao na Coluna de
Adigdo de H,0O Celulose
Particdo com Adicdo de AcOH 1%

hexano

Residuo acido
A

Fase hexano
+

Fase aquosa Concentragdo

L a 38-40 °C

Particdo com

AcOEt

» Fase aquosa + Fase AcOEt

Esquema 4: Marcha 0712 (fragdo organica).
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3.3.10 Marcha preparativa comum para a obtengdo de amostras para EFS

Nestes ensaios, 5 g de acai Top liofilizado foram submetidos a extragdo em aparelho
de Soxhlet com 400 mL de hexano, a 60°C, durante 8 horas. Apos evaporagdo dos residuos de
hexano, o material desengordurado foi pesado e submetido a extragdo com 100 mL de solucao
ATFA 0,5 % em H,O. A suspensdo foi sonicada por 12 min. e centrifugada por 20 min. a
3000 rpm. Os pellets foram submetidos a uma reextragdo com 80 mL da sol. extratora e, apos
a segunda centrifugagdo, os sobrenadantes reunidos foram particionados duas vezes com
volumes iguais de AcOEt. As fases AcOEt foram lavadas 3 vezes com H,O e, apds serem
reunidas, a fracdo total foi concentrada em evaporador rotatério (até 40°C) até restar um

pequeno residuo aquoso (~0,5 mL). Um resumo deste procedimento ¢ apresentado no

esquema 5.

5 g de acai liofilizado — Pool sobrenadante
Extracdo em Soxhlet Particio com
com hexano por 8 h AcOIgt (2)

Material desengordurado

(2,52 9) Fase aquosa

+
Extracdo com ATFA 0,5 % Fase AcOEt
Ultrassom por 12 min.
Centrifugagéo por 20 min. a Concentraco
3000 rpm a 38-40°C
v
Pellet + Sobrenadante Residuo acido
Reextracdo ATFA 0,5 %
Centrifugacéo por 20 min.
a 3000 rpm
» Pellet + Sobrenadante

Esquema 5: Marchas 0612, 1104 e 1707 (primeira etapa).

Nos ensaios com a coluna de celulose, adicionou-se cerca de 2 mL de sol. AcOH 1 %

ao residuo acido e seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito para a marcha anterior.
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No ensaio com a RTIFB, apds concentragao da fase AcOEt em evaporador rotatorio, o
residuo acido resultante foi submetido a uma breve concentragdo por corrente de gas N». A
este residuo, foram adicionados 0,5 mL de sol. AcONa 500 mM (pH = 8) e 0,5 mL de MeOH
para se conseguir a solubilizacdo total dos constituintes da fracdo. Antes da aplicacdo, a resina
foi tratada com 10 mL de sol. NaOH 3 % (p/v; 7,5 mmols) e com 70 mL de sol. MeOH / H,O
(1:1) (até atingir pH = 6). A solu¢do amostra foi aplicada e, 5 min. ap6s a elui¢do de seu
volume, passou-se 40 mL de sol. MeOH / H,O (1:1), 25 mL de sol. HCI P.A. (1:20; v/v) em
MeOH / H,O (1:1), 30 mL de agua e 10 mL de sol. NaOH 3 % (p/v). As fra¢des de interesse
foram analisadas por CLAE-DAD e, posteriormente, a fragcdo rica em acidos fendlicos foi
concentrada em evaporador rotatorio (até 40°C), liofilizada e submetida as derivatizagdes com
diazometano ou metanol anidro acidificado; em seguida, os produtos de reagdo foram
analisados por CG e/ou por CG-EM. As reagdes com diazometano foram realizadas com e
sem adi¢do de 10 mg de BTBA e 0,5 mL de tampao Na,HPO4/ HCI 1 M (pH = 7).

Num ensaio preliminar com o cartucho SAX, partiu-se de 5 g de acai comercial
liofilizado. Apos concentracdo da fracdo soluvel em AcOEt em evaporador rotatorio, o
residuo acido foi submetido a concentragdo por corrente de gas N, até a secura. Entdo,
adicionou-se 1 mL de AcONa 50 mM (pH = 7) e submeteu-se a solugdo ao ultrassom por 2
min. Como a maior parte do residuo ainda n3o havia solubilizado, adicionou-se 0,2 mL de
MeOH e mais 0,8 mL da solugdo anterior. Apds agitacdo, formou-se uma suspensdo que pode
ser aplicada integralmente na SAX. A resina, anteriormente tratada com 3 mL de MeOH e 4
mL de H,O, foi desenvolvida com a suspensao e, em seguida, lavada com 3-4 mL de H,O.
Depois, foi desenvolvida com 4 mL de solugao H,SO4 500 mM, com a qual obteve-se uma
fragdo fortemente colorida. Todas as fragdes recolhidas foram analisadas por CLAE-DAD e,
posteriormente, a fragdo rica em acidos fenolicos foi submetida a derivatizagdo com metanol

anidro acidificado; em seguida, os produtos de reagdo foram analisados por CG ¢ CG-EM.



57

3.3.11 Marcha experimental I para a obten¢do de flavondides

Partindo de 5 g de agai Top liofilizado, fez-se o desengorduramento como descrito no
item 3.3.10. Em seguida, fez-se a extragdo do material desengordurado com 50 mL de acido
formico 3 % em MeOH (v/v; pH = 2-3). A suspensao foi sonicada por 12 min. e centrifugada
por 20 min. a 3000 rpm. O pellet obtido foi reextraido com mais 50 mL da mesma solucao
extratora ¢ novamente centrifugado. Os sobrenadantes foram reunidos e concentrados em
evaporador rotatério a 40°C até que seu volume fosse reduzido a 10 mL. O concentrado
obtido foi aplicado numa coluna de C;g aberta (150 x 10 mm) e eluido com MeOH. Em
seguida, os lipossoluveis mais polares, presos na coluna, foram removidos com MeOH /
AcOEt / CH,Cl, (5:1:2) e a fragdo eluida com metanol foi novamente concentrada em
evaporador rotatorio (até 40°C), por corrente de gas N, e no liofilizador até a secura.

Entdo, o concentrado foi dissolvido em 7 mL de solugdo HCOOH 3 % em H,O (v/v) e
injetado numa coluna de C;g sob média pressdo (250 x 25 mm) previamente equilibrada com
125 mL da mesma solu¢do. Eluiu-se mais 120 mL de sol. HCOOH 3 % em H,0O (fase mével
A) a5 mL / min. e, em seguida, iniciou-se a elui¢ao de sol. HCOOH 3 % em MeOH (v/v; fase
movel B) a 0,2 mL / min. por outra bomba, em paralelo, até o volume eluido ter atingido 150
mL. A partir dai, a vazdo da fase movel A foi alterada para 4,5 mL / min. e a vazdo da fase
moével B alterada para 0,5 mL por min. até o volume eluido atingir 175 mL. Em seguida,
percebeu-se que as fases ndo estavam se misturando adequadamente antes de passarem na
coluna e os componentes ainda nao eluidos foram removidos somente com a fase movel B a
0,5 mL / min. Ainda assim, sete fracdes foram recolhidas e analisadas posteriormente por

CLAE-DAD. Todo o procedimento esta resumido no esquema 6.
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— Pool sobrenadante

5 g de acai liofilizado Concentracio a
Extracdo em Soxhlet com 40°C e clean-up
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v

Material desengordurado (~2,5 g) Fracdo metandlica
Extracdo com Ac. formico 3 % Concentragdo
em MeOH até a secura
Ultrassom por 12 min. Dissolugdo em
Centrifugagéo por 20 min. a Ac. férmico 3 %
3000 rpm J em H,O

v
y

Pellet + Sobrenadante Coluna Cy5 sob

. média pressdo
Reextragdo com Ac. formico 3 %
em MeOH e nova centrifugacéo

» Pellet + Sobrenadante

Esquema 6: Marcha 1106.

3.3.12 Testes comparativos para EFS por SAX e obten¢do da fragado ligada a parede celular

Partindo de 5 g de acai Top liofilizado, fez-se o desengorduramento como descrito no
item 3.3.10. O primeiro extrato, obtido com 100 mL de sol. ATFA 0,5 %, foi homogeneizado
manualmente e igualmente centrifugado, mas ndo foi sonicado. Fez-se apenas uma reextracao
com 100 mL da solucdo extratora e os extratos combinados foram particionados duas ou trés
vezes com 200 mL de AcOEt. Cada fase AcOEt foi lavada 3 vezes com sol. aquosa 4acida,
HCI1 P.A. (1:100; v/v) ou ATFA 0,1 %. Depois, foram reunidas e concentradas em evaporador
rotatorio (até 40°C) e por corrente de gas N, até a secura. O residuo seco foi retomado com
sol. NaOH 3 % (p/v) ou sol. AcONa 200 mM e teve o pH corrigido para um valor entre 7 e 8
(medido por fita indicadora Merck) com o auxilio das solugdes aquosas de HC1 P.A. (1:100;
v/v) e NaOH 3 % (p/v). O cartucho SAX, previamente tratado com 2 mL de MeOH, 3 mL de
H,0 e 3 mL de sol. aquosa de NaOH diluido (pH = 8) ou de AcONa 50 mM (pH = 7), foi
desenvolvido com a solucdo (ou suspensdo) do extrato e lavado com 6 mL da sol. aquosa

correspondente (pH = 7 ou 8). Em seguida, o cartucho foi desenvolvido com sol. H,SO4
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500 mM, com a qual obteve-se a fracao rica em acidos fendlicos. Todas as fragcdes recolhidas
foram analisadas por CLAE-DAD.

O pellet obtido apds a segunda extragdo com a sol. ATFA 0,5 % foi submetido a
hidroélise basica com 50 mL de sol. NaOH 2 M ou a uma reextragdo com 80 mL de EtOH
70 % em H,O seguida por lavagem com 80 mL de H,O e hidrélise basica nas mesmas
condi¢des. Imediatamente apds o inicio da reacdo de hidrdlise ou duas horas apos, a
suspensao foi novamente centrifugada a 3000 rpm por 20 min. ¢ o sobrenadante foi separado
e acidificado com 6-7 mL de HCI1 P.A. Este foi particionado duas vezes com 50 mL de AcOEt
e as fases organicas foram reunidas e concentradas em evaporador rotatorio (até 40°C). O
concentrado foi dissolvido em 4 mL de solugdo AcONa 200 mM e eluido num cartucho SAX
como descrito anteriormente, utilizando sol. AcONa 50 mM para as lavagens. Todas as
fracdes recolhidas e o extrato etanolico bruto foram também analisados por CLAE-DAD. Um

resumo do melhor procedimento é apresentado no esquema 7.

Residuo fibroso

Lavagem com EtOH 70 % 4 Fragdes
e com H,O A o
Cartucho SAX: Eluigdo com
., , AcONa50 mM (pH=7) e
ReS|duo fibroso H,SO, 500 mM
limpo

s Solucdo amostra
Hidrélise com ¢

NaOH 2 M +
Adicdo de AcONa 200 mM
M até pH=7-8
Hidrolisado
. . Fracdo seca

Centrifugacéo

Acidificio do 4 3

sobrenadante Concentragao

com HCI P.A. Partic&o em rota-vapor

Suspensdo com AcOEt
» fendlica » Fase organica

Esquema 7: Marcha 2008 (fragdo ligada a parede celular).
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3.3.13 Marcha experimental Il para a obtengdo de flavondides

Partindo-se de 2,6 g de acai Top liofilizado e desengordurado como descrito
anteriormente (item 3.3.10), obteve-se um extrato metanolico total submetendo-se o material
a extracao com 100 mL de solugdo MeOH / ATFA 1 % (v/v) aq. (90:10; v/v) por 20 min. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 3000 rpm por 20 min. e os pellets foram submetidos a
uma reextragdo com mais 100 mL da sol. extratora. Apds nova centrifugagdo, os
sobrenadantes antocianicos foram aplicados numa coluna C;g (150 x 10 mm) aberta,
submetida a pressdo. A coluna C;g, previamente tratada com 20 mL da sol. extratora, foi
desenvolvida com a solu¢ao amostra ¢ lavada com mais 50 mL da mesma solugdo. Os 25 mL
finais eluiram como uma fragdo amarela que foi separada e analisada em espectrofotometro.
Apobs uma caracterizacao preliminar, a fragdo foi também analisada por CG ¢ CG-EM. Restou
na coluna ainda uma fragdo verde que foi removida com sol. MeOH / CHCl; (1:1) e
caracterizada por fluorescéncia em placa de silica sob luz ultravioleta. Os extratos
antocidnicos recuperados foram concentrados em evaporador rotatério a 40°C até que seu
volume fosse reduzido a 20 mL. Em seguida, o volume foi ajustado para 50 mL por adigdo de
H,0 e o extrato diluido foi particionado duas vezes com 50 mL de AcOEt. A fracdo em
AcOEt, rica em polifenois, foi concentrada em evaporador rotatério a 40°C até que todo o
solvente organico fosse evaporado, restando um residuo aquoso de aproximadamente 0,5 mL.
Este foi diluido com 5 mL de sol. MeOH / H,O (1:1) e aplicado numa coluna de vidro com

poliamida (55 x 10 mm). Um resumo deste procedimento ¢ apresentado no esquema 8.
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2,6 g de acai —» Pool Sobrenadante

liofilizado e
desengordurado l Clean up em coluna Cyg
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em H,O (90:10) 38-40°C
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v Particdo com AcOEt
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MeOH / ATFA 1%

38-40°C
em H,0 (90:10)
Centrifugacéo a Residuo aquoso
3000 rpm

» Pellet + Sobrenadante

POLIAMIDA

Esquema 8: Marcha 2509b.

Ap0s a aplicacdo, a coluna de poliamida, previamente tratada com 5 mL da sol. MeOH
/ H,O (1:1), foi desenvolvida com mais 10 mL da mesma solu¢do. Em seguida, foram
aplicados 26 mL de sol. AcOEt / MeOH / H,0O (3:5:5), 15 mL de AcOEt e 10 mL de sol.
MeOH / H,O (1:1) para remover os residuos de AcOEt da coluna. Depois, aplicou-se,
também, 10 mL de sol. CH3CN / H,O (60:40) acidificada com ATFA 0,1 % (v/v), 20 mL de
sol. CH3CN / MeOH (1:1) e 10 mL de sol. acetona / MeOH (1:1). Todas as fragdes recolhidas
foram analisadas por CLAE-DAD. As fragdes aquosas ou hidroalcoolicas foram analisadas
diretamente ¢ as fragdes contendo AcOEt ou acetona foram concentradas até volume minimo
e rediluidas com MeOH / H,0O. Apos analise por CLAE-DAD, as fra¢des de interesse foram

selecionadas para serem analisadas por CLAE-EM.
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3.3.14 Teste preliminar de aprimoramento da andlise da fragdo ligada a parede celular

Apds a obtengdo dos extratos aquosos ou hidroalcodlicos do agai liofilizado e
desengordurado, os pellets foram submetidos a mais duas extra¢des consecutivas com 60 mL
de EtOH 70 % e lavados, em seguida, com o mesmo volume de H,O. Entdo, os pellets foram
submetidos a hidrdlise basica com 50 mL de NaOH 2 M por uma hora e novamente
centrifugados a 3000 rpm por 20 min. Os sobrenadantes foram reunidos e acidificados com
6,5 mL de HCI P.A. e depois particionados trés vezes com 50 mL de AcOEt. As fases AcOEt
foram reunidas e concentradas em evaporador rotatdrio (a 40°C) até a secura. O concentrado
foi dissolvido em 2 mL de solugdo Na,HPO4 100 mM e o pH da solucao foi aferido.

O cartucho SAX a ser utilizado foi lavado com 2 mL de MeOH, 3-4 mL de H,O e 2-3
mL de tampao Na,HPO4 / HCI 50 mM (pH = 7). A solugdo contendo o extrato foi aplicada no
cartucho e este foi lavado com 4 mL do mesmo tampao e com sol. H,SO4 500 mM. Todas as

fracdes recolhidas foram analisadas por CLAE-DAD.

3.3.15 Reagoes de derivatiza¢do com diazometano e com metanol anidro acidificado

As fragdes neutras a serem derivatizadas por estes reagentes foram acidificadas com
HCI P.A. (até pH = 2) e particionadas duas vezes com volumes iguais de AcOEt. Exceto no
procedimento descrito no item 3.3.10, as fracdes acidas foram diretamente particionadas com
o solvente. As fases organicas foram reunidas e concentradas em evaporador rotatdrio (a
40°C) até a secura e retomadas com a solugdo reagente (diazometano em EtOH / Et,O ou

cloreto de acetila / MeOH anidro).
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Na reag¢do com diazometano, os solventes foram evaporados a temperatura ambiente
em capela de exaustdo e os produtos foram pesados em balanga analitica. Estes foram
redissolvidos com volumes apropriados de cloroférmio / metanol e analisados por CG-EM.

Para a reagdo com metanol anidro acidificado, adicionou-se cuidadosamente, em
sistema fechado, 2 mL de cloreto de acetila sobre 20 mL de metanol anidro. Um mililitro do
reagente recém preparado foi adicionado sobre 2 mg de substincia padrio ou fracao
concentrada em frasco de vidro com tampa de rosca vedada com teflon. Os frascos foram
tampados e colocados em banho de grafite sobre placa de aquecimento a 50°C por 16 h. Apos
a reacdo, os produtos foram concentrados em evaporador rotatorio (a 40°C) e redissolvidos
em volume apropriado de CH,Cl, ou cloroféormio / metanol e analisados por CG ou CG-EM,

respectivamente.

3.3.16 Reagoes de derivatiza¢do com catalisador de transferéncia de fase

Esta reacao foi testada de acordo com o método proposto por Fiamegos et al. (2004) e
com modificagdes para se adequar aos substratos testados. Primeiramente, utilizou-se 2 mg de
acido galico mais 2 mg de acido caféico como substratos para a reagdo. Estes foram
solubilizados com 0,5 mL de tampao H,PO, / HPO,~ 1 M (pH = 8) mais H,O até 10 mL. A
solugdo foi transferida para um frasco Erlenmeyer com tampa de rosca vedado com teflon, ao
qual adicionou-se também 1 mL de sol. BTBA 0,1 M em CH,Cl,, 0,1 mL de CHsl e 1 mL de
CH,Cl,. A mistura foi, entdo, aquecida a 70°C por 30 min. sob agita¢ao constante (com barra
magnética) ¢ a fase organica foi recuperada com CH,Cl, para analise subsequente por CG-
EM. Posteriormente, testou-se uma quantidade maior de substrato (20 mg de acido galico)
com um tempo de reacao também maior (1 hora). Em um segundo teste, a reagao foi realizada

com 20 mg de acido cinamico, 0,1 mL de CH3I e 20 mg de BTBA recém dissolvidos em 2 mL
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de CH,Cl,, sem aquecimento. O frasco vedado contendo todos os reagentes foi submetido a
um banho com ultrassom por 60 min. com intervalos de agitagdo manual vigorosa a cada
12 min. Apds todas as reagdes, os produtos foram extraidos por partigdo com CH,Cl,, usando
NaCl para aumentar a forca idnica da fase aquosa. Em seguida, as fases orgénicas foram
concentradas por corrente de gas N, e os produtos foram diluidos em volumes apropriados de
cloroférmio / metanol para serem analisados por CG-EM.

Outro teste com padroes, utilizando 20 mg de uma mistura de substratos (acido galico,
cinamico, p-cumarico e siringico; 5 mg de cada), foi realizado com apenas 10 mg de BTBA
nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. O mesmo teste foi repetido outras vezes com
20 mg de BTBA ou BTCA e apenas 2 mg de cada substrato ou residuo da fragdo obtida em

AcOEt (segundo o procedimento inicial descrito no item 3.3.10).

3.3.17 Reacoes de hidrolise dacida

Estes ensaios seguiram metodologia baseada na técnica utilizada por Gao & Mazza
(1994). Aliquotas de 0,5 mL de fragdes da coluna C;s aberta ou da SAX foram transferidas
para um frasco Erlenmeyer com tampa de rosca vedado com teflon e submetidas a hidrolise
acida por adi¢cdo de 1 mL de HCI 2 M e 0,5 mL de MeOH, seguindo-se com aquecimento a

100°C por 1 h. Os produtos de reacdo foram analisados diretamente por CLAE-DAD.



65

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados quantitativos gerais

4.1.1 Teor de massa seca

De acordo com o item 3.3.1, os extratos congelados de acai médio foram pesados
antes e depois de serem liofilizados. Os teores de massa seca das amostras de acai Top e acai
comercial foram calculados em 11,6 % (p/p) e 14,8 % (p/p), respectivamente, como média de
trés determinagdes semelhantes. Ao contrario do primeiro valor, o teor de massa seca
determinado para as amostras de acai comercial encontra-se um pouco fora da faixa estipulada
para a designagio “agai médio” (11-14 %) (LICHTENTHALER et al., 2005), o que mudaria a

classificagdo destas amostras para “acai grosso”.

4.1.2 Teor de lipideos totais

De acordo com o item 3.3.10, apds extragdo dos lipossoliiveis com hexano e
evaporagdo dos residuos do solvente, o material desengordurado obtido foi pesado e o teor de
lipossoluveis extraido com hexano foi calculado por diferenca. Trés determinacdes feitas com
amostras de agai Top revelaram uma média de 49 % (p/p) de lipideos totais. Para a
determinagdo deste teor nas amostras de agai comercial, pesou-se a fracdo recuperada em
hexano apds concentragdo em rota-evaporador (a 40-45°C). A média de duas determinagdes
semelhantes revelaram um teor de 44 % (p/p) de lipideos totais. Passando a fazer a
determinagdo do teor de lipideos totais nas amostras de agai Top também por pesagem da

fracdo obtida em hexano, revelaram-se valores maiores que os anteriores (obtidos por marchas



66

distintas): 52 % (p/p), como média de trés determinagdes semelhantes. Embora, em cada caso,
o numero de determinagdes tenha sido pequeno, os valores considerados nos céalculos de cada
média foram todos muito semelhantes. Contudo, dois fatores importantes devem ser
considerados na avaliagdo destes resultados: a possivel evapora¢do incompleta dos residuos
de hexano do material desengordurado'®, o que causaria uma subestimagio do teor de lipideos
totais calculado por diferenca, ¢ a provavel perda de substancias volateis durante a
concentragdo da fragdo recuperada em hexano, o que também causaria uma subestimacao do
teor calculado diretamente. Portanto, embora os resultados citados aqui estejam concordantes

com o valor relatado por Rogez (2000), é possivel que estes teores sejam ainda maiores.

4.1.3 Fendlicos Totais

O ensaio para determinagdo de fendlicos totais estd descrito no item 3.3.3. Com o
auxilio de uma curva padriao (Fig. 8) foi possivel expressar o teor de fenolicos totais nas
amostras de acgai analisadas em equivalentes de acido galico por unidade de massa seca. A
média de duas determinagdes semelhantes, feitas em triplicata, para trés amostras
homogeneizadas de acai comercial foi 33,2 + 0,92 mg equivalentes de acido galico / g de agai
liofilizado. Uma determinagao isolada com outra amostra de agai comercial revelou um teor
mais elevado de fendlicos totais, 41,8 mg equivalentes de acido gélico / g de agai liofilizado,
assim como outra determinagdo isolada, também feita em triplicata, com uma amostra de agai
Top, a qual revelou um teor de 36,3 mg equivalentes de acido galico/ g de acai liofilizado.
Diferengas significativas entre estes valores, quando existentes, podem ser atribuidas a
diversos fatores, como condi¢des climaticas de cultivo, tipo de solo, época da colheita e

estagio de maturagdo dos frutos.

'8 O material desengordurado ndo foi aquecido, para evitar degradagdo de pigmentos e de outros polifenois.
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Figura 8: Curva padrio obtida apos os ensaios com aliquotas de 3 mL das solugdes de acido galico a 10, 25, 50 ¢
100 ppm.

4.1.4 Antocianinas Totais

Conforme descrito no item 3.3.4, o teor de antocianinas totais nas amostras de acai foi
calculado em equivalentes de cianidina 3-rutinosideo (M.M. = 595,1 g / mol), j& que esta ¢ a
antocianina mais abundante em E. oleracea. Embora sus absortividade molar a 510 nm (&s0)
seja quase quatro vezes menor que o valor correspondente para cianidina 3-glicosideo
(FIGUEIREDO et al., 1996; KIM et al., 2005), segunda antocianina mais abundante nos
frutos, a relacdo entre concentracdo do rutinosideo e concentragdo do glicosideo supera a
relagdo observada entre suas absortividades. Considerando as razdes entre os respectivos
valores de absortividade molar a 510 nm (&519) € entre os valores recuperados de absorbancia
para ambos os pigmentos nos cromatogramas visualizados no mesmo comprimento de onda
(dado ndao mostrado), a concentragdo do rutinosideo, calculada em fun¢ao da concentragao do
glicosideo, atinge 26 vezes a concentracao deste na amostra de acai comercial e 7 vezes na

amostra de acai Top analisada. Os respectivos teores de antocianinas totais foram calculados
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em 22,0 mg (acai comercial) e 27,1 mg (agai Top) de cianidina 3-rutinosideo equivalentes / g
de agai liofilizado, valores significativamente maiores que os que seriam obtidos em
equivalentes de cianidina 3-glicosideo (4,3 e 5,3 mg / g, respectivamente). Apos verificagao
de que estes valores decrescem com o passar do tempo, indicando degradagdo continua dos
pigmentos apos a liofilizagdo, os resultados apresentados aqui correspondem aos teores

obtidos a partir de amostras recém liofilizadas, conforme descrito no item 3.3.4.

4.2 Antocianinas

4.2.1 Extragdo, detecgdo e identifica¢do

No primeiro ensaio descrito neste trabalho para a analise de antocianinas (item 3.3.5),
utilizou-se ATFA 0,5 % em CH;3;CN / H,O (1:1) como solugdo extratora. O uso desta solucao
gerou problemas durante a etapa de extragdo da fracdo dos compostos fendlicos nao
antocidnicos com AcOEt, j4 que a acetonitrila migrou para a fase AcOEt, carreando
pigmentos da fracdo aquosa. Embora a maior parte da CH3;CN tenha sido perdida durante esta
etapa, a fragdo aquosa foi ainda liofilizada e redissolvida em sol. ATFA 0,5 % aq. antes de ser
aplicada na coluna de XAD-16, pela qual seriam removidos agucares livres e acidos
organicos. Apds passagem por esta resina, apenas 10 mg de fracdo semi-purificada de
pigmentos puderam ser recuperados, o que equivale a 10 % do material de partida (em massa
seca). Embora se tenha detectado varias substancias nao identificadas na analise por CLAE a
280 nm (dado nao mostrado), o cromatograma obtido a 520 nm (Fig. 9) mostra a detecgao de,
pelo menos, seis picos bem definidos com absor¢ao neste comprimento de onda. De acordo
com os respectivos valores de tempo de retengdo de cada pico e comparando-os com 0s

valores obtidos para alguns padrdes de glicosideos (antocianinas), pode-se sugerir que alguns
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dos picos assinalados correspondam a cianidina 3,5-diglicosideo (pico 1), cianidina 3-

galactosideo (pico 2), cianidina 3-glicosideo (pico 3) e cianidina 3-rutinosideo (pico 4).

Figura 9: Cromatograma obtido por CLAE da fragdo de pigmentos semi-purificada a 520 nm. Condigoes
cromatograficas: item 3.3.2.

Os resultados obtidos da andlise em espectrometro de massas com IDE (modo
positivo), por insercao direta da mesma fragdo (Fig. 10), confirmaram claramente a identidade
do glicosideo mais abundante, cianidina 3-rutinosideo (P.M. = 595 u.m.a.). O espectro de
massas obtido do sinal com m/z = 595 como ion precursor (Fig. 11) mostra os fragmentos
correspondentes a0 monoglicosideo (m/z = 449) e a aglicona (m/z = 287), gerados pelas

respectivas perdas de ramnose e ramnoglicose.
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Figura 10: Espectro de massas obtido por inserc¢do direta da fracao de pigmentos semi-purificada.

O pico de m/z = 449 obtido por insercao direta (Fig. 10) corresponderia aos picos 2 ¢ 3
do cromatograma obtido por CLAE (Fig. 9), ou seja, aos isomeros cianidina 3-glicosideo e
cianidina 3-galactosideo. A analise por fragmentacdo daquele pico (m/z = 449) selecionado

(Fig. 12) mostra o fragmento correspondente a aglicona, cianidina (m/z = 287).
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Figura 11: Espectro de massas obtido por analise de fragmentacdo do pico de m/z = 595 selecionado e estrutura
do diglicosideo correspondente, cianidina 3-rutinosideo'’.

Como nenhum pico de massa correspondente ao diglicosideo cianidina 3,5-
diglicosideo (P.M. = 611 u.m.a.) foi detectado na primeira analise por insercdo direta (Fig.

10), fez-se uma nova andlise com a amostra mais concentrada (Fig. 13). O novo espectro

' Detalhes da nomenclatura, referentes as configuragdes dos carboidratos, podem ser conferidos no Quadro 2
(item 1.3.2).
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obtido revelou nao somente o pico de m/z = 611, mas também o de m/z = 581. A andlise da
fragmentacdo deste ultimo (Fig. 14) mostra o aparecimento do pico de m/z = 443, que sugere
uma perda de 138 unidades de massa (581 - 443), seguida por outra perda de 156 unidades

(443 - 287) para gerar a aglicona, também cianidina.
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Figura 12: Espectro de massas obtido por analise de fragmentacao do pico de m/z = 449 selecionado e estrutura
do glicosideo predominante responsavel pelo respectivo sinal, cianidina 3-glicosideo.

As perdas de 138 e 156 unidades de massa ndo correspondem a qualquer agucar
conhecido (com P.M. = 156 ou 174 u.m.a.). Porém, um glicosideo com ion molecular de m/z
= 581 tem sido detectado em frutos de E. oleracea por Gallori et al. (2004) e Schauss et al.
(2006a). Os ultimos autores o identificaram como cianidina 3-sambubiosideo (Fig. 15), a qual
deveria gerar fragmentos de m/z = 449 (581 - 132), por perda do agucar mais externo (xilose),
e de m/z = 287 (449 - 162 ou 581 - 294), por perda de glicose ou de xilosil-glicose, como
demonstrado por Cao et al. (2001). Entretanto, Schauss et al. (2006a) relatam que o
sambubiosideo gera apenas um fragmento, correspondente a aglicona (m/z = 287), assim
como outros autores (WU et al., 2002; STONER et al., 2005). Além disso, as condi¢des
cromatograficas utilizadas por Cao et al. (2001) ndo permitiram uma boa separagdo dos

glicosideos cianidina 3-sambubiosideo (m/z = 287) e cianidina 3-glicosideo (m/z = 449) por
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CL-EM, o que da possibilidade do pico 449 do espectro do sambubiosideo ter sido gerado

devido a presenca deste tltimo (cianidina 3-glicosideo).
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Figura 13: Espectro de massas obtido por inser¢do direta da fragao de pigmentos concentrada.

Analisando a ordem de eluicdo do sambubiosideo em relagdo as outras antocianinas de
E. oleracea na literatura (GALLORI ef al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a), pdde-se notar que
¢ possivel que este diglicosideo corresponda ao pico 2 da figura 9. Assim, o sambubiosideo
poderia estar co-eluindo com cianidina 3-galactosideo, a qual poderia ainda nem estar
presente, ja que seu pico de massas, obtido por EM-IES (m/z = 449), também ¢ atribuido a
cianidina 3-glicosideo. Além disso, cianidina 3-galactosideo ndo tem sido detectada por
outros autores (Quadro 1).

Embora seja possivel identificar um pequeno pico correspondente ao fragmento de m/z
=449 no espectro de fragmentagdo do pico 581 (fig 14; primeiro pico a direita do pico 443), a
presenca pronunciada do fragmento de m/z = 443 poderia sugerir perda de algum grupo acila

(com 138 u.m.a.) por rearranjo.
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Figura 14: Espectro de massas obtido por andlise de fragmentacao do pico de m/z = 581 selecionado.
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Figura 15: Estrutura de cianidina 3-sambubiosideo®.

O presente trabalho ¢ o Unico a relatar a detec¢do de cianidina 3,5-diglicosideo nos
frutos de E. oleracea, mas também descreve a deteccdo de todas as antocianinas ja detectadas
pelos relatos concordantes que citam cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo como os
principais componentes hidrossoltiveis dos frutos da espécie (IADEROZA et al., 1992
ROGEZ, 2000; CONSTANT, 2003; GALLORI et al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005;
SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO et al., 2007). A detec¢do do pico de m/z = 463 no
espectro de massas obtido por inser¢do direta da fragdo de pigmentos concentrada (Fig. 13) e

a deteccdo do pico de m/z = 609 por ampliagdo dos sinais de m/z entre 500 e 650 (dado ndo

2 Detalhes da nomenclatura, referentes as configuragdes dos carboidratos, podem ser conferidos no Quadro 2
(item 1.3.2).
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mostrado) podem ser, respectivamente, atribuidas a peonidina 3-glicosideo e peonidina 3-
rutinosideo, também detectadas por Schauss et al. (2006a).

Especulativamente, o sinal de m/z = 535 (Fig. 13) poderia ser atribuido a malvidina 3-
glicosideo-acetato, de acordo com o relato de Wang & Sporns (1999). A falta de padrdes de
antocianinas e o fato de ndo se ter feito analises por CL-EM ou por EM de alta resolu¢do com

esta fragdo ndo permitiu a identificagdo inequivoca deste ¢ de outros sinais.

4.2.2 Marcha analitica direta

A técnica descrita no item 3.3.7 tinha como objetivo o desenvolvimento de uma
metodologia mais simples e mais rapida, ¢ que ainda permitisse a deteccdo das principais
antocianinas do fruto.

Em virtude do ocorrido durante a extragdo com AcOEt (item anterior), duas
modifica¢des poderiam ter sido tomadas: retirar a CH3CN da solug@o extratora ou concentrar
o extrato antes de fazer as particdes. Com o intuito de se evitar etapas de aquecimento e,
consequentemente, a degradacdo dos pigmentos, optou-se inicialmente por fazer extratos
totalmente aquosos com ATFA 0,5 %. Portanto, neste ensaio, aproveitou-se também para
verificar a capacidade extratora da sol. ATFA 0,5 % em H,0, comparando-se a recuperacao
dos pigmentos no primeiro extrato de cada amostra (Amla e Am2a) com a recuperagao no
segundo extrato (Am1b e Am2b).

Os resultados obtidos para as amostras Am1 e Am2 foram idénticos ¢ a quantidade de
pigmentos recuperada em Amlb ou Am2b correspondeu a aproximadamente 10 % da
quantidade recuperada em Amla ou Am2a, indicando que cerca de 90 % dos pigmentos sao

extraidos na primeira etapa. Os cromatogramas obtidos nas analises por CLAE do primeiro
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extrato de uma das amostras (figuras 16 ¢ 17) mostram que poucas substancias, além das duas

antocianinas principais, puderam ser detectadas por esta metodologia.
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Figura 16: Cromatograma da fragdo aquosa do extrato Am1la obtido por CLAE com deteccdo a 520 nm.
Condigdes cromatograficas: segundo Sumere ez al. (1993). Sinais: cianidina 3-glicosideo (1) e cianidina 3-
rutinosideo (2).
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Figura 17: Cromatogramas da fragcdo aquosa do extrato Amla obtido por CLAE com detec¢do a 350 e 270 nm.
Condicdes cromatograficas: segundo Sumere ef al. (1993). Os principais sinais estdo indicados com seus
respectivos valores de tempo de reteng¢do (min.).

4.2.3 Analise por CCD

A analise por CCD em placas de gel de silica, descrita no item 3.3.6, revelou duas

manchas de antocianinas com valores de Ry bem distintos (0 e 0,42), evidenciando a presenga
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de um pigmento mais polar (Rf = 0), provavelmente cianidina 3,5-diglicosideo. A mancha
superior (R¢= 0,42) corresponderia a soma dos glicosideos principais, cianidina 3-glicosideo e
cianidina 3-rutinosideo. A detec¢do de duas manchas intermedidrias (Ry= 0,13 e 0,24) apos a
revelagdo com orcinol sulfurico evidenciou a presenga de agucares livres na fragdo aquosa, a

qual ndo havia sido submetida a extragdo em fase sélida com XAD-16.

4.2.4 Testes de capacidade da resina XAD-16

As duas técnicas descritas no item 3.3.8 para a obtencdo da fracdo aquosa a ser tratada
na coluna de XAD-16 (40mL) diferem, principalmente, quanto a forma de
desengorduramento com hexano e na quantidade de material de partida. Na primeira marcha
(partida de 1g), mesmo dividindo a fragdo aquosa em duas metades, ocorreu perda
significativa de pigmentos durante a eluicdo da primeira metade pela resina, devido a
persisténcia de residuos de AcOEt na fragao aquosa apos passagem pelo evaporador rotatério.
Concentrando a segunda metade da fragao aquosa até que todos os residuos de AcOEt fossem
removidos, a recuperacdo dos pigmentos eluidos foi quase total.

Com o objetivo de verificar a capacidade maxima da coluna, executou-se marcha
semelhante a partir de 2 g de agai liofilizado. Desta vez, sabendo-se que a etapa de
concentragdo era critica para a avaliagdo subsequente, a fragdo aquosa foi concentrada a uma
temperatura ligeiramente mais elevada (40-45°C). Apos concentragdo, a fracdo aquosa foi
aplicada integralmente na resina, atingindo-se uma condi¢do de saturagdo da fase estaciondria.
Portanto, os pigmentos excedentes foram eliminados até a etapa de lavagem com H,0. A
massa da fracdo contendo os pigmentos retidos foi determinada (143 mg) e fez-se uma
correlacdo entre o volume de XAD-16 utilizado ¢ a massa de partida do material liofilizado.

Considerando que por marcha semelhante (ndo descrita), a partir de 1 g de material



77

liofilizado, foram obtidos 88 mg da fracdo de pigmentos semi-purificada, a massa de material
liofilizado de partida necessaria para se obter 143 mg desta fragdo seria: 143 mg x 1g/ 88 mg
=1,62¢g.

Portanto, por esta técnica, pode-se partir, com seguranga, de 1,5 g de material
liofilizado para se obter uma quatidade de fragdo aquosa que seja tratavel pela coluna de
40 mL de XAD-16, recuperando-se quase a totalidade dos pigmentos contidos no material de
partida. Com base nesta relagdo, uma coluna maior (2,5 cm de diametro x 30 cm de
comprimento; aprox. 150 mL) foi construida para o tratamento de fragdes aquosas obtidas a
partir de 5 g de material liofilizado. Na técnica aprimorada, utilizando-se a coluna de 150 mL
e partindo-se de 5 g de agai liofilizado, os pigmentos foram lavados com 200 mL de sol.
ATFA 0,1 % e removidos da resina com 150-180 mL de sol. ATFA 0,1 % em CH;CN / H,O

(60:40; v/v).

4.3 Acidos fenélicos

4.3.1 Anadlise por CCD

A analise por CCD em placas de gel de silica, descrita no item 3.3.6, permitiu a
deteccdo de duas manchas fluorescentes azuis reveladas com ADPBE a 366 nm (R¢= 0,79 ¢
0,88). A deteccao de manchas azuis neste comprimento de onda indicou a presenca de acidos
fenolicos na fragdo obtida em AcOEt (WAGNER & BLADT, 1996) e sugeriu que uma
partida de 100 mg de agai liofilizado seria suficiente para fornecer quantidades detectaveis

destes polifendis em outras etapas analiticas.
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4.3.2 Extragdo em fase solida com coluna de celulose

As fragdes extraidas com AcOEt, obtidas de marchas como a descrita nos itens 3.3.8 ¢
3.3.9, foram submetidas a EFS numa pequena coluna de celulose microcristalina para a
obtencdo de fragdes enriquecidas com acidos fenolicos e flavonoides. A analise por CLAE da
primeira fragio (F1-celulose-0712*"), eluida com sol. AcOH 2 %, mostra a detecgio de varias

substancias com absor¢do na faixa caracteristica de acidos fendlicos (Fig. 18).
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Figura 18: Cromatogramas de F1-celulose-0712 obtidos a 270 e 330 nm. Condig¢des cromatograficas: segundo
Sumere et al. (1993). Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengao.

Embora, nesta etapa preliminar, ndo se tenha feito andlises com padrdes de acidos
fenolicos, a presenga de varios picos com absor¢cdo em 270 nm e 330 nm foi indicativa de que
a fracdo eluida com sol. AcOH 2 % estava enriquecida com tais fendlicos, o que estaria em
concordancia com a técnica descrita por Bloor (2001). Segundo o autor, os flavondides de
uma amostra também contendo acidos fendlicos ficariam presos na celulose ap6s elui¢do com

AcOH 2 % e poderiam ser removidos posteriormente com um alcool. Entdo, ap6s tratamento

21 Os quatro digitos que acompanham as designagdes das fragdes se referem a data (dia e més) de partida da
marcha correspondente e sdo utilizados aqui como codigo de identificagdo.
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da fragdo acida (~ 4,5 mg) com diazometano, fez-se a analise dos produtos de reagao por CG-

EM (Fig. 19).

| 19.142 23.411
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Figura 19: Cromatograma reconstruido da F1-celulose-0712 por CG-EM (CIT*?). Condigdes cromatograficas:
item 3.3.2. Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengdo (min.).

Os espectros de massa gerados a partir dos picos detectados, correspondentes aos
derivados de 4cidos fenolicos (em sua maioria, ésteres metilicos fenol-metilados), revelaram a
presenga dos acidos benzodico e p-hidroxi-benzdico por deteccdo de benzoato de metila e p-
metoxi-benzoato de metila (figuras 20 e 21), respectivamente. A detec¢do de 3,4-dimetoxi-
benzoato de metila (Fig. 22) sugeriu a presenca dos acidos protocatecuico™, vanilico®* e/ou

veratrico™; a detecgdo de 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila (Fig. 23) sugeriu a presenca dos

2 Contagem de fons totais; também conhecido pela sigla TIC, do inglés: Total Ion Count.
2 Acido 3,4-diidroxi-benzdico.

# Acido 3-metoxi-4-hidroxi-benzoico.

2 Acido 3,4-dimetoxi-benzoico.
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acidos galico®® e/ou siringico’’; e a deteccdo de 3,4-dimetoxi-cinamato de metila®® (Fig. 24)

. ;- 2 ;qe . ;e 1
sugeriu a presenca dos acidos caféico®, feralico®® e/ou isoferulico’.

F1AGID
Scan # ( 850-852 )
Mass Peak # . 24 Ret. Time:( 8.403 -8.423 )
Base Peak 105,00 ( 732243)
105

82

50 100 150

OCHg,

benzoato de metila

Figura 20: Espectro de massas do pico eluido em 8,4 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura proposta para
o derivado correspondente.

26 Acido 3.4,5-triidroxi-benzoico.
¥ Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-benzoico.

¥ Nome mais comum para o 3-(3,4-dimetoxi)-fenil-2(E)-propenoato de metila.

2 Acido 3,4-diidroxi-cinAmico.
30 Acido 3-metoxi-4-hidroxi-cindmico.
3! Acido 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico.
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Figura 21: Espectro de massas do pico eluido em 12,9 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 22: Espectro de massas do pico eluido em 15,7 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 23: Espectro de massas do pico eluido em 17,2 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 24: Espectro de massas do pequeno pico eluido em 19,0 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura
proposta para o derivado correspondente.
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Todos os espectros obtidos até entdo (figuras 20 a 24) mostraram indice de
similaridade igual ou superior a 90 % quando comparados com os respectivos espectros
gravados no banco de dados do proprio aparelho (item 3.2.1) para cada estrutura proposta.
Contudo, a elucidacdo estrutural de um derivado de acido fendlico atipico, provavelmente o
éster metilico do acido 5-(3,4-dimetoxi)-fenil-pentanodico, exigiu analise minuciosa dos
fragmentos detectados em seu respectivo espectro (Fig. 25). Tal derivado pode ter sido gerado
a partir do acido 5-(3-metoxi, 4-hidroxi)-fenil-pentandico, ja detectado em Eucalyptus
globulus (PASCOAL NETO et al., 1999), o que evidencia a existéncia de acidos fendlicos em
E. oleracea ainda ndo propostos para a espécie na literatura (Quadro 1). Entre outros acidos
ainda nao propostos, inclui-se também o acido benzodico, demonstrado aqui por deteccdo de
seu respectivo éster metilico (Fig. 20), embora a deteccdo de seu derivado p-hidroxilado ja

tenha sido citada por outros autores (INSFRAN et al., 2004; PACHECO et al., 2007).

FiACiD

Scan # ( 1938 - 1940 ) B.G. Scan #:( 1931 - 1832 )
Mass Peak #: 85 Ret Time : ( 18.142 - 18.158 )
Base Peak - 151,10 ( 4181189)

151

H3CO
OCH,4

HyCO

5(3,4-dimetoxi)-fenil-pentanoato de metila

21
177

50 ' ) 100 ) ' 150 ' 200 250 300

Figura 25: Espectro de massas do pico eluido em 19,1 min. (Fig. 19) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Analisando o espectro de massas da figura 25, ¢ possivel notar as perdas de 32 (252-
220) e 28 (220-192) unidades de massa, tipicas de ésteres metilicos (PRETSCH et al., 1980),
gerando um pico relativamente abundante de m/z = 192. Embora o fragmento gerado por
rearranjo de McLarferty (de m/z = 74) nao tenha sido detectado, a detec¢do do fragmento
mais estavel (m/z = 151; pico base), por quebra da ligacdo C4-C5, e a detecgdo do pico de m/z
= 152, com abundancia relativa superior a 10 %, sustentam a proposta de um derivado de

cadeia saturada e di-substituido no anel aromatico (figuras 26 e 27).

H;CO
m/z = 151
OCHjg H;CO
J - 101
+ +
m/z = 151
~——
H3CO H3;CO
OCHj3 OCHj3

Figura 26: Rota de fragmentagdo do ion molecular proposto (m/z = 252) para gerar o fragmento de m/z = 151.
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m/z = 252
OCH,
- CH,CHCH,COOCHS3
v
H5CO
m/z = 152
OCHg

Figura 27: Rota de fragmentagdo do ion molecular proposto (m/z = 252) para gerar o fragmento de m/z = 152.

Com o objetivo de se aumentar a detectabilidade da fracdo metanolica (rica em
flavonoides), uma marcha semelhante a descrita no item 3.3.9, com partida de 5 g de material
liofilizado, foi realizada e sua primeira fragdo da coluna de celulose foi denominada F1-
celulose-1001. Para esta fracdo, as analises por CLAE foram realizadas nas condi¢des
descritas por Wen et al. (2005), utilizando-se alguns padrdes de acidos fendlicos e substancias
correlatas (item 3.1.2) para a devida comparagdo de seus valores de tempo de retencdo e

dados espectrais obtidos com o DAD (tab. 1).



Tabela 1: Padrdes de fendlicos analisados por CLAE-DAD?.
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Fenolico Tempo de reten¢do (min.) Bandas de absor¢ao maxima
no U.V. (nm)

Acido gélico 6,3-6,7 211,270

Acido protocatecuico 12,4-12,7 217, 259, 292

Acido p-hidroxi-benzoico 19,1 254

Acido clorogénico 20,3-20,7 217,241,294 sh, 327

Acido siringico 20,9 211,274

Acido vanilico 20,9-21,0 217,259, 291

Epicatequina 21,5 227 sh, 278

Catequina 21,7 230 sh, 278

Acido caféico 22,4-23,0 217,235,292 sh, 324

Acido veratrico 25,1-25,5 217,259, 290

Acido ferulico 27,0 217,234,293 sh, 322

Acido p-cumérico 27,6-27,8 226, 308

Acido elagico 30,1 253,368

Acido cindmico® 30,4 275

* segundo as condigdes descritas por Wen et al. (2005).

® 4cido cinamico ndo possui hidroxila fenolica e, portanto, nio ¢ classificado como um composto fenélico.

sh: shoulder (ombro ou banda semi-sobreposta a outra maior).

Ao contrario do que se esperava, o cromatograma obtido da Fl-celulose-1001 (Fig.

28) continha um nimero de picos menor que o obtido para as fracdes equivalentes das

marchas anteriores (como F1-celulose-0712), o que facilitou a identificagdo de alguns picos.

Acido galico, acido vanilico e acido veratrico (Fig. 29) foram identificados facilmente por

comparagdo dos respectivos valores de tempo de retencdo e espectros obtidos no UV, sendo

este o primeiro relato a citar a deteccdo de acido veratrico em E. oleracea (Quadro 1).

Entretanto, varios outros picos ndo foram identificados. Entre os principais, os picos 2 e 3,

aparentemente pertencentes a uma mesma classe de moléculas, e o pico 7, com bandas no UV

(217, 260 e 290 nm) muito semelhantes as dos espectros dos derivados de acido benzdico 3,4-

di-substituidos (Fig. 28 e tab. 1).
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Figura 28: Cromatograma da F1-celulose-1001 obtido por CLAE-DAD a 280 nm. Condi¢des cromatograficas:
segundo Wen et al. (2005). Sinais identificados: Acido galico (1), acido vanilico (4) e acido veratrico (5). Os
principais sinais ndo identificados estdo indicados com seus respectivos espectros obtidos no UV.

Ja que os acidos benzodicos 3,4-di-substituidos (protocatecuico, vanilico e veratrico),
nestas condigdes, eluem em ordem decrescente de polaridade (tab. 1), poderia-se especular
que o pico 7 seria um alquil éster de um destes acidos ou, entdo, o precursor do éster
detectado por CG-EM da Fl-celulose-0712 (Fig. 25). Entretanto, o acido precursor do
derivado 5-(3,4-dimetoxi)-fenil-pentanoato de metila ndo apresentaria uma banda primaria em
260 nm, correspondente a transicdo m — ©* na carbonila do grupo acido, tipica de derivados

do acido benzoico.
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Figura 29: Estruturas dos acidos galico, vanilico e veratrico.

Assim como o resultado obtido por CLAE-DAD, a anélise da F1-celulose-1001 por
CG-EM revelou um niimero também menor de substancias detectadas (Fig. 30). Benzoato de
metila, 3,4-dimetoxi-cinamato de metila e outras substancias ndo identificadas ndo foram
detectados, confirmando a ndo detec¢do de seus respectivos acidos no cromatograma obtido
por CLAE-DAD (Fig. 28). Segundo a biblioteca de espectros do aparelho, o pico em 3,8 min.
tem um indice de similaridade de 94 % para dimetil-sulféxido ¢ o pico em 6,3 min. seria,
provavelmente, um alcaloide de estrutura nao elucidada, também detectado em F1-celulose-
0712 (pico nao mostrado). Outro sinal novamente detectado foi o pico eluido em 19,1 min.
(PM = 252 u.m.a.), reforcando a idéia contraditéria de que este possa ser o derivado

correspondente ao pico 7 do cromatograma obtido por CLAE-DAD (Fig. 28).
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Figura 30: Cromatograma reconstruido da F1-celulose-1001 por CG-EM (CIT). Condi¢des cromatograficas:
item 3.3.2. Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengdo (min.).

As diferengas observadas entre os resultados obtidos com Fl-celulose-0712 ¢ F1-
celulose-1001 podem ser atribuidas a falta de padroniza¢do dos procedimentos realizados
durante a marcha 1001, ndo descrita na se¢do 3 (Material e Métodos) pelo mesmo motivo, ou
ainda a algum problema com a coluna de celulose, a qual ja havia sido reutilizada em trés
analises consecutivas. Por outro lado, embora o estado de conservacdo da coluna durante a
marcha 0712 fosse melhor, a deteccao de substancias contaminantes em F1-celulose-0712 foi
maior. Substancias de cardcter lipossoluvel consideravel, entre elas um carotendide (16,4
min.) e at¢ mesmo uma cera (23,4 min), puderam ser detectadas nesta fra¢ao acida (Fig. 19).
Além disso, a carga de material lipossolivel eluido nas fragdes da celulose era, muitas vezes,
visivelmente expressiva, indicando que a etapa de desengorduramento por parti¢ao do extrato

aquoso com hexano nao havia sido eficiente. Portanto, ap6s algumas tentativas frustradas de
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se repetir os resultados obtidos pela marcha 0712 com partidas de 5 g de material liofilizado,
utilizando a mesma coluna de celulose, todos os ensaios passaram a ser iniciados com
extracdo dos lipossoluveis em aparelho de Soxhlet, ainda com hexano. Entretanto, no primeiro
ensaio realizado com aparelho de Soxhlet, ainda se utilizou a mesma coluna de celulose e nao

obteve-se resultados satisfatorios.

4.3.3 Extra¢do em fase solida com RTIFB

A técnica utilizada para a obtengdo da fragdo submetida a EFS com a RTIFB foi
descrita no item 3.3.10. Antes de seu uso, a resina foi tratada com 7,5 mmols de NaOH,
suficientes para preencher todos os sitios positivos da resina com hidroxilas (esq. 9; R1). Em
seguida, foi necessario um volume bastante elevado (70 mL) de sol. MeOH / H,O (1:1) para
neutralizar a resina, ou seja, remover a base forte (OH’) e recolocar uma base fraca
(provavelmente CI, ja que a dgua purificada utilizada tem pH = 5 e este deve ser o contra-ion

presente) (esq. 9; R2).

RI.R-N'(CH2:Cl +NaOH — R-N'(CHs)s OH+Na'CrI

R2. R-N*(CH=)2 OH + CH=0OH / H,0 / H:0" Cl (oH=5) ——»  R-N'(CHa)s CI'+ H.0
R3.R-N"(CH=)- CI' + O>CR + OAcNa* ———>»  R-N'(CHs)s ‘0:CR/ OAc + Na'CI

R4. R-N*(CH=)» "0>CR / OAC + HCI/ CH:OH/H,0 ——»  R-N'(CHz)s CI' + HO.CR + HOAc

Esquema 9: Reagdes com a resina trocadora de ions fortemente basica. R-N"(CH;);: sitio de ligagdo da RTIFB;
HO,CR /"O,CR: acido fenolico e base conjugada; HOAc / ‘OAc: acido acético e base conjugada.

Como a fragdo acida foi diluida em sol. AcONa 500 mM (pH = 8), todos os seus

.. , . . . . , . L qe . 33 -
constituintes acidos foram ionizados, inclusive os acidos fenolicos, cujo pKa™ da funcao

32 Trés marchas semelhantes, com resultados equivalentes, foram representadas aqui com a designagdo 0712.
33 Logaritmo do inverso da constante de ionizagdo acida.
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acida varia em torno de 4,5 (FIAMEGOS et al, 2004; DOVBII et al., 2006). Nestas
condi¢des, durante a eluicdo desta fragdo amostra, os acidos fenolicos ionizados (bases
conjugadas relativamente fortes) substituiram os ions CI (bases fracas) nos sitios positivos da
resina (esq. 9; R3). Esta interagdo seria forte o suficiente para resistir a lavagem com a sol.
MeOH / H,O (1:1), a qual carrearia todos os interferentes ndo ionizaveis (como o0s
flavonoides) e as bases conjugadas fracas (de acidos fortes, como o ATFA) soliveis em tal
solugdo. A analise por CLAE-DAD da fragdo eluida com a sol. HCI P.A. (1:20; v/v) em
MeOH / H,0O (1:1) (F2-RTIFB-1104) revelou a deteccdo de quatro substancias em altissimas
proporg¢des (Fig. 31). Como os valores de tempo de retengdo obtidos nas condi¢des descritas
por Wen et al. (2004) apresentaram-se significativamente deslocados para a esquerda (em 0,5-
2 min.) (Fig. 31 e tab. 1), a identifica¢do inequivoca dos acidos siringico, p-cumarico e
cindmico requereu nova analise da F2-RTIFB-1104 por CLAE-DAD, utilizando as condi¢des

descritas por Sumere et al. (1993) (Fig. 31, insert a).

] Detector A-290 nm
— F2-RTIFB-110407

12004 F2-RTIFB-1104_Wen T — 2287 min ! 4

| Laimbda may 197 206 i(b)
1. (@) ! Lambda mid : 192 243 :

T t T T
200 250 300 350

T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Minutes

Figura 31: Cromatograma de F2-RTIFB-1104 obtido por CLAE-DAD com detecg@o a 280 nm. Condigdes
cromatograficas: segundo Wen et al. (2004). Sinais: acido siringico (1), acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-
propenoico (2), acido p-cumarico (3) e acido cinamico (4). Insert a: cromatograma de F2-RTIFB-1104 obtido
nas condicdes descritas por Sumere et al. (1993). Insert b: espectro do pico 2 obtido no UV.
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Os desvios nos valores de tempo de retencdo ocorridos na primeira analise foram
gerados por problemas técnicos com o cromatdgrafo. Portanto, puderam ser verificados
novamente na segunda condi¢do, o que exigiu a inje¢do subsequente de uma mistura de
padroes dos respectivos acidos fendlicos propostos. Apos a confirmagdo das identidades dos
picos 1, 3 e 4, restava identificar o pico 2, cujo espectro no UV mostra uma banda
relativamente larga, com maximo de absor¢do proximo aos 300 nm (Fig. 31, insert b).
Considerando que uma banda larga neste comprimento de onda possa corresponder a
sobreposi¢do de duas bandas secundarias, geradas por transi¢des do tipo n — ©*, como ocorre
no espectro do acido p-cumarico (Fig. 32), o pico 2 poderia ser identificado como o isdmero
“cis” deste, o acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico (Fig. 33), o qual ja havia sido
detectado, com o mesmo tempo de retengdo, como um contaminante em cromatogramas

obtidos com o padrao de acido p-cumarico.

— 27.71 min
Lambda max : 309 197 226 209
Lambda min : 205 191 216 247

200 250 300 350
nm

Figura 32: espectro do 4cido p-cumarico obtido no UV.

O espectro de UV do acido p-cumarico mostra intensidade méxima de absor¢ao em
309 nm, correspondente a transicdo n — ©* na hidroxila fenolica, cuja banda se sobrepde a
banda secundaria (de mesmo tipo de transi¢ao) referente a carboxila (entre 290 e 300 nm), a

qual ¢ vista como um “ombro” da banda maior (KURKIN, 2003). Provavelmente, a
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disposi¢do “cis” do isomero Z deve apresentar um desvio de planaridade que dificultaria a
conjugagdo completa do sistema m da molécula, a qual, portanto, geraria uma banda
secundaria ligeiramente menos deslocada para a direita do espectro de UV. Este efeito seria
consequencia de uma interacdo estérica intramolecular entre os dtomos mais extremos da

carboxila e os hidrogénios aromaticos em posi¢ao orto.

X

HO HO 0]

Figura 33: Estrutura do acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico.

Ap6s andlise por CLAE-DAD, a F2-RTIFB-1104 foi concentrada e liofilizada. O
procedimento mais indicado para uma amostra a ser metilada com diazometano seria a
extragdo direta com um solvente organico (no caso, AcOEt) e concentracdo subsequente,
como descrito no item 3.3.15. Entretanto, a massa da fracdo liofilizada excedeu 50 mg e os
2 mg de material destinados a rea¢do com diazometano ndo se mostraram soluveis em
qualquer solvente organico (somente em agua) nem geraram produtos detectaveis por CG-EM
apods a reacdo, provavelmente devido a alta concentragdo de residuos de acido forte (HCI) na
fracdo liofilizada. Diante disso, adicionou-se BTBA, um catalizador de transferéncia de fase,
e tampao Na,HPO4 / HCl 50 mM (pH = 7) ao meio reacional, obtendo-se apenas os ésteres
metilicos e butilicos do acido p-hidroxi-benzoico e de seu derivado p-metoxilado (figuras 34-
37), o que indicou somente a presenga do 4acido p-hidroxi-benzdico, um produto de
decomposicdo de acidos cindmicos em meio fortemente acido, segundo Gao e Mazza (1994).
Entretanto, o baixo rendimento em ésteres metilicos e a alta propor¢do de derivados p-
hidroxilados (cromatograma ndo mostrado) evidenciaram ainda a baixa eficiéncia da reacao

com diazometano nestas condigdes.
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Figura 34: Espectro de massas do éster metilico do acido p-metoxi-benzdico obtido por CG-EM dos produtos de
reacao da F2-RTIFB-1104 com diazometano e BTBA.
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Figura 35: Espectro de massas do éster metilico do acido p-hidroxi-benzoico obtido por CG-EM dos produtos de
reagdo da F2-RTIFB-1104 com diazometano e BTBA.
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Figura 36: Espectro de massas do éster butilico do acido p-metoxi-benzoico obtido por CG-EM dos produtos de

reacdo da F2-RTIFB-1104 com diazometano ¢ BTBA.
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Figura 37: Espectro de massas do éster butilico do acido p-hidroxi-benzdico obtido por CG-EM dos produtos de

reacdo da F2-RTIFB-1104 com diazometano ¢ BTBA.
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Embora parega evidente que a grande massa de material recuperado da RTIFB se deva
a contaminantes polares advindos da propria resina, devido provavelmente ao tratamento com
NaOH ou MeOH, uma pequena aliquota de 2 mg da F2-RTIFB-1104 liofilizada foi submetida
ainda a esterificagdo com metanol anidro acidificado. Os produtos da reacdo foram analisados
por CG, detectando-se varios picos de muito baixa intensidade (Fig. 38), entre eles dois picos
com o mesmo tempo de retengdo que os €steres metilicos obtidos por reagdo com padroes de
acido cinamico e acido siringico, também detectados pela primeira vez em E. oleracea. A nao
detecg¢do de derivados do acido p-cumadrico sugere que este (assim como o seu isomero Z)
tenha sido degradado prontamente a &cido p-hidroxi-benzdico durante as etapas de
concentragdo da fragdo acida, embora o éster metilico deste utlimo quase ndo tenha sido
detectado (Fig. 38; seta em 10,8 min.). Este resultado confirma a baixa propor¢do de

substratos para a reagdo de esterificagdo nos 2 mg da F2-RTIFB-1104 liofilizada.

_9.842

14.629
16.313

Figura 38: Cromatograma de F2-RTIFB-1104 obtido por CG. Condig¢des cromatograficas: item 3.3.2. Sinais
identificados: cinamato de metila (9,8 min.), p-hidroxi-benzoato de metila (seta) ¢ 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-
benzoato de metila (14,6 min.).
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4.3.4 Extragdo em fase solida com SAX

Um ensaio preliminar com o cartucho SAX foi descrito no item 3.3.10. Nele, a fragdo
obtida em AcOEt, apos ser concentrada até a secura, foi suspensa em um total de 1,8 mL de
sol. AcONa 50 mM mais 0,2 mL de MeOH. A adicdo de MeOH tinha como objetivo a
dissolugdo total dos constituintes da fragdo, embora o solvente pudesse causar uma perda da
capacidade de troca da resina, segundo o manual do fabricante. Ainda segundo o mesmo
manual, o condicionamento da resina ¢ as etapas de lavagem poderiam ser feitos com agua
desionizada ou com um tampdo de baixa for¢a idnica. Entdo, apds o condicionamento da
resina com H,0, a suspensio amostra®* foi aplicada e a fra¢io coletada durante a elui¢do desta
foi denominada FO-SAX-1707, a qual conteria as substincias sem qualquer afinidade pela
resina. A fragdo coletada durante a etapa de lavagem com H,O foi denominada F1-SAX-
1707; a parte final desta fracdo, proxima a interface com a solu¢do seguinte, foi recolhida em
frasco separado e denominada F2-SAX-1707; e a frag@o recolhida com a sol. H,SO4 500 mM
foi denominada F3-SAX-1707. Os cromatogramas obtidos das analises destas fragdes por
CLAE-DAD (Fig. 39) revelaram que a maior parte das substancias detectadas foi recuperada

em F1, eluida com H,0, e em F3, onde se esperava recuperar todos os acidos fendlicos.

3 Mesmo ap6s a adi¢do dos 0,2 mL de metanol, a fragio obtida em AcOEt néo foi solubilizada completamente.
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Figura 39: Cromatogramas sobrepostos das fra¢cdes FO a F3-SAX-1707 a 280 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993).

A detec¢do de varios picos intensos com caracteristicas espectrais compativeis com
acidos fenolicos em F1-SAX-1707 sugeriu duas possibilidades. Na primeira hipdtese, as
substancias recuperadas em F1 poderiam ser acidos fendlicos glicosilados do tipo éster, os
quais, por ndo serem ionizaveis, seriam removidos durante a etapa de lavagem do cartucho
SAX com H,O. Glicosideos de acidos fendlicos do tipo éter, embora relativamente polares,
ndo seriam removidos com 4agua, porque seriam também ionizaveis nas condi¢des descritas
para este ensaio. Na segunda hipotese, as condigdes propostas para a EFS ndo estariam ainda
adequadas para a SAX. Entdo, com o objetivo de se verificar a primeira hipotese, fez-se a
hidrélise acida da F1-SAX-1707, segundo o procedimento descrito no item 3.3.17. Entretanto,
apds comparacao dos cromatogramas obtidos antes (Fig.40) e ap6s (Fig. 41) a hidrolise acida

da FI-SAX-1707, verificou-se que a maioria dos sinais permaneceu inalterada.
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Figura 40: Cromatograma da F1-SAX-1707 a 280 nm. Condigdes cromatograficas: conforme descrito por
Sumere et al. (1993). Sinais identificados: acido protocatecuico (1), acido p-hidroxi-benzodico (2), acido vanilico
(3) e acido siringico (4).

Quatro acidos fendlicos puderam ser identificados antes e apo6s a reacdo de hidrolise e
varios picos, incluindo o de maior intensidade (max. = 290 nm), ndo puderam ser
identificados, entre os quais também o Unico produto evidente gerado pela reagdo (Fig. 41;
pico 11). Este corresponderia a uma aglicona gerada, provavelmente, a partir de um dos dois

provaveis substratos (ou de ambos) consumidos pela reagdo, os picos eluidos em 28,3 e 29,9

min. (Fig. 40; setas).
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Figura 41: Cromatograma da F1-SAX-1707 a 280 nm apos hidrolise acida. Condigoes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: acido protocatecuico (1), acido p-hidroxi-
benzobico (2), acido vanilico (3) e 4cido siringico (4).

Diante deste resultado, tornou-se evidente que a primeira hipotese poderia ser
descartada, ja que a maior parte das substincias presentes em F1-SAX-1707 ndo correspondia
a acidos fendlicos glicosilados. Além disso, como a maioria das substancias com tempo de
retengdo maior que 15 min. eluiram nesta fragdo, a ndo deteccdo de acido galico apods
hidrélise sugeriu a inexisténcia de derivados hidrolisaveis deste 4cido em toda a fracao obtida
em AcOEt, contrariando os resultados obtidos por outros autores (INSFRAN et al., 2004;
PACHECO et al., 2007). Por outro lado, a maior parte das substancias eluidas em F3-SAX-
1707 (Fig. 39) tiveram tempo de retencdo inferior a 15 min., mostrando que as bases
conjugadas dos acidos mais polares foram retidas preferencialmente na resina durante o
tratamento com H,0 nas condi¢des descritas para este ensaio. Isto poderia sugerir que apenas
os acidos mais fortes (de pKa mais baixo) ndo estariam sendo removidos pelo tratamento com
agua purificada, cujo pH varia entre 5 ¢ 6. Entre os picos detectados no cromatograma obtido

por CLAE-DAD da F3-SAX-1707, apenas dois acidos fendlicos puderam ser identificados

por comparacao de seus respectivos valores de tempo de retencio e espectros obtidos no UV
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(Fig. 42). O pico de maior intensidade no cromatograma mostrou um espectro no UV com um
perfil de bandas (284 e 309 nm) muito semelhante aos dos picos 2 (283 e 311 nm) e 7 (293 ¢
317 nm), sugerindo que estes trés picos correspondam a um grupo de substincias correlatas.
Entre outros sinais nao identificados, detectou-se também o pico 3 (9,7 min. € s, = 287 nm)
e um pico eluido em 9,4 min. (s, = 252 nm) sem bandas em comprimentos de onda acima

do 3max €, por isso, ndo aparente no cromatograma obtido a 280 nm.

1000 Detector A-280nm . .
—— F3-SAX-170707 (H2SO4 500 mM) Spectrurm at time 10.96 min. Spectrum at time 25.14 min.
F3-SAX-1707 Wizvelength: 310625 nm - Amplitude: 74516 mal Wiawelength: 266244 nm - Amplitude: 120,429 mAl
t—— 086 AR ! H P —— 2Admin ! H
800 ¢ Lambda maxg: 284 309 1204 244 235 ' Lambda ma . 257 2040295 239 2
5 | iLambdaming: 298 223 235 220 231 ; Lambda ming: 288 217 ;220 220 212
600
o] t t t t + 1 t t
E 1 200 250 300 350 200 250 200 3450
400
3
200
4
2 7 8
6
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes

Figura 42: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-1707 a 280 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: acido gélico (1) e 4cido protocatecuico (4).

A andlise por CG dos produtos de esterificacdo dos constituintes da F3-SAX-1707
com metanol anidro acidificado confirmou a presenca de um niimero relativamente pequeno
de substancias (Fig. 43). Ao contrario do que se esperava, nao foi possivel detectar o éster
metilico do acido galico. A principio, apenas o éster metilico do acido protocatecuico (eluido
em 13,5 min.) pdde ser detectado e identificado. A detec¢do de mais oito picos importantes
parece se correlacionar muito bem com a quantidade de picos detectados no cromatograma

obtido por CLAE-DAD (Fig. 42).
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Figura 43: Cromatograma da F3-SAX-1707 obtido por CG. Condigdes cromatograficas: item 3.3.2. Os principais
sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengdo (min.).

Interessantemente, apos analise da mesma fragdo por CG-EM, verificou-se que a
maioria dos picos presentes no cromatograma (Fig. 44) era correlacionada com substancias
semelhantes ao acido citrico, um aditivo normalmente empregado na industria de alimentos e
nunca antes detectado em E. oleracea. Além do trimetil-éster do acido citrico (13,7 min.) e
outros dois picos de estrutura elucidada (13,2 e 14,3 min.) (figuras 45-47), os picos eluidos
em 12,5 min. e 15,3 min. também geraram espectros compativeis com derivados analogos do
mesmo 4cido, provavelmente dois isdmeros (dado ndo mostrado). Estes teriam sido eluidos na
F3-SAX-1707 por apresentarem valores de pKa ainda mais baixos® que os valores
correspondentes para acidos fendlicos (~ 4,5), o que os faria resistir ao tratamento com agua

purificada (pH = 5-6).

3 Acido citrico tem pKa = 3,1.
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Figura 44: Cromatograma reconstruido da F3-SAX-1707 por CG-EM (CIT). Condi¢des cromatograficas:
conforme descrito no item 3.3.2. Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de
retencao.

Vale mencionar que a embalagem da amostra de acai utilizada nesta analise (acai
comercial) ndo mencionava a adicdo de acido citrico no produto. No entanto, o uso de
solucdes aquosas de acido citrico durante a extragdo da polpa ¢ uma pratica constante na

obtencao do acai Top, para exportacdo (SRUR, 2007°%).

36 Informagio passada diretamente pelo Prof. Dr. Armando U. O. Sabaa Srur do Instituto de Nutricdo da UFRYJ,
um dos s6cios da empresa Top Acai Ltda.
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Figura 46: Espectro de massas do pico eluido em 13,7 min. (Fig. 44) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 47: Espectro de massas do pico eluido em 14,3 min. (Fig. 44) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

A detecgao de trés derivados de acidos fendlicos, eluidos em 14,6 min., 17,0 min. e
17,4 min. (Fig. 44), permitiu uma avaliacdo da reagcdo de esterificacdo. A elucidacdo das
estruturas correspondentes (figuras 48-50) revelou que a esterificagdo com metanol anidro
acidificado também pode gerar produtos fenol-metilados, como a reacdo com diazometano, ja
que F3-SAX-1707 ndo continha acido vanilico nem 4cido siringico, mas sim 0s respectivos
precursores: acido protocatecuico e acido galico (Fig. 42). Embora as andlises realizadas por
CG com os produtos de esterificacio dos padrdes destes acidos fenolicos ndo tenham
evidenciado a existéncia deste tipo de derivatizagdo, a analise por CG com os produtos de
reacdo da F3-SAX-1707 (Fig. 43) confirma a detec¢do de derivados dos acidos vanilico e
siringico (eluidos em 11,5 e 14,6 min., respectivamente). A ocorréncia deste tipo de reagdo
talvez seja o motivo pelo qual quase ndo se detectou o éster metilico do 4cido p-hidroxi-

benzoico nos produtos de esterificacdo da F2-RTIFB-1104 (Fig. 38).
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Figura 48: Espectro de massas do pico eluido em 14,7 min. (Fig. 44) obtido por CG-EM e estrutura proposta
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Figura 49: Espectro de massas do pico eluido em 17,0 min. (Fig. 44) obtido por CG-EM e estrutura proposta

para o ion de m/z = 151 (pico base).
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Figura 50: Espectro de massas do pico eluido em 17,4 min. (Fig. 44) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

E provavel que o espectro mostrado na figura 49 corresponda a um derivado do acido
vanilico, gerado por alguma reagdo inespecifica durante a esterificagdo com metanol anidro
acidificado. As metilagdes nas hidroxilas fendlicas ocorreriam por mecanismo semelhante ao
da esterificacdo. Considerando um meio reacional fortemente acido ¢ com metanol anidro,
certamente devem ter ocorrido reagdes de substitui¢io, do tipo sn2*’, por ataque nucleofilico
de hidroxilas fendlicas em moléculas de metanol protonadas, gerando H,O como grupo
abandonador.

Considerando que a hipotese de haver muitos acidos fenolicos glicosilados do tipo
éster tenha sido descartada, concluiu-se, entdo, que as condi¢des propostas para a EFS com a
SAX realmente ndo estavam ainda adequadas. Diante da necessidade de se controlar o pH das

solugoes eluidas pela resina, varias marchas semelhantes (como as descritas no item 3.3.12),

37 Substituigdo nucleofilica de segunda ordem.
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utilizando solugdes ou tampdes com pH entre 7 e 8, foram testadas para se determinar as
melhores condi¢des de trabalho com a SAX e com as fragdes acidas obtidas em AcOEt.

Inicialmente, o maior desafio parecia ser a escolha de uma solucdo tampao de baixa
forca i6nica (50-100 mM) que fosse resistente ao meio fortemente acido da fragdo obtida em
AcOEt, na qual sempre restavam residuos de ATFA, mesmo apds concentragdo até a secura.
Diante de uma tentativa mal sucedida com o uso de tampao HCO3 / HCI 50 mM (pH = 7)
(marcha ndo descrita), testou-se o uso da sol. NaOH 3 % (p/v) para dissolver a fragdo amostra
e o uso de uma solugdo aquosa diluida desta mesma base (pH = 8) nas etapas de lavagem.
Entretanto, a dificuldade em se acertar o pH da solucdo obtida com a amostra tornou
necessaria a busca por outra metodologia. Portanto, diante da experiéncia positiva com a
RTIFB, utilizando sol. AcONa 500 mM, decidiu-se dissolver a fragdo amostra numa sol.
AcONa 200 mM (mais concentrada que a utilizada na marcha 1707), ja que o uso de uma sol.
NaHCO; 200 mM também nao havia sido bem sucedido (marcha nao descrita). O uso desta
ultima solugdo gerou queda consideravel na detectabilidade dos constituintes das fragdes da
SAX (dado ndo mostrado), sugerindo que esta técnica proporcionava grandes perdas de
fenolicos, provavelmente durante a efervescéncia gerada pela producdo de H,CO; apos a
adicao da sol. NaHCO; 200 mM a fra¢do amostra.

Analisando primeiro os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD com as fra¢des da
SAX por uso das solugdes de NaOH (marcha 0908) (Fig. 51), pode-se confirmar que o
controle do pH das solugdes eluidas era mesmo um fator critico para o bom desenpenho da
EFS no cartucho SAX. Desta vez, a maioria das substancias presentes na fracdo obtida em
AcOEt foi eluida em F3, obtendo-se o melhor rendimento entre todas as fragdes equivalentes
obtidas neste trabalho (7 mg). Porém, vale lembrar que o procedimento com a SAX tem como
objetivo a extragdo seletiva de substancias ionizaveis nas condigdes descritas para este ensaio.

A deteccdo de varios picos de muito baixa intensidade em FO e a auséncia de picos
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significativos em F1 podem sugerir a ocorréncia de ionizagdo de substancias indesejaveis, as

quais também seriam eluidas em F3, juntas com os acidos fenolicos.

1:280nm, 8nm 1280 nm, 8 nm
FO-SAX-090807 (passagem direta) F3-SAX-090807 (removi com H2S04)
FO0-SAX-0908 F3-SAX-0908

1280 nm, 8nm 1280 nm, 8nm
F1-SAX-00807 (lavagem com H20/pH=8) F2-SAX-090807 (removido com H2S04)
F1-SAX-0908 F2-SAX-0908
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Figura 51: Cromatogramas sobrepostos das fra¢cdes FO a F3-SAX-0908 a 280 nm. Condigdes cromatograficas:

conforme descrito por Sumere et al. (1993).

A andlise dos dados espectrais e dos respectivos valores de tempo de retengdo

picos eluidos em F3-SAX-0908 mostra que as condi¢des cromatograficas descritas

dos

por

Sumere et al. (1993) ndo eram adequadas para resolver os picos referentes aos acidos p-

cumarico e fertlico, co-eluidos em 27,6 min. (Fig. 52). O espectro obtido no UV para a

mistura (insert b) esta indicado para o pico correspondente. Além disso, os picos 1, 2 e 6 do

cromatograma apresentam, respectivamente, as mesmas caracteristicas espectrais que os picos

3, 5 e 7 do cromatograma obtido com a F3-SAX-1707 (Fig. 42) e, portanto, poderiam ser

relacionados com o &cido citrico e seus andlogos. A andlise do mesmo cromatograma a

260 nm (Fig. 52; insert a) mostra a alta propor¢ao dos acidos p-hidroxi-benzdico, vanilico e

siringico na F3-SAX-0908.
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Figura 52: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-0908 a 280 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: acido p-hidroxi-benzodico (3), cido vanilico
(4), acido siringico (5) e acidos fertlico e p-cumarico (7). Insert a: mesmo cromatograma monitorado a 260 nm.
Insert b: espectro do pico 7 obtido no UV.

Com o objetivo de se confirmar a identidade dos &cidos co-eluidos anteriormente, fez-
se nova analise por CLAE-DAD com a mesma fra¢do nas condi¢des descritas por Wen et al.
(2005). O cromatograma obtido mostra a boa separa¢do dos picos referentes aos acidos p-
cumadrico e feralico (Fig. 53), embora os acidos p-hidroxi-benzodico, vanilico e siringico

passem a co-eluir nestas condigdes (pico 1).
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Figura 53: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-0908 a 280 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Wen et al. (2005). Sinais identificados: acidos p-hidroxi-benzobico, vanilico e siringico (1),
acido ferulico (2) e acido p-cumarico (3).

Interessantemente, os acidos galico e protocatecuico, detectados em F3-SAX-1707
(Fig. 42), nao foram detectados nos cromatogramas da F3-SAX-0908 (figuras 52 e 53), cuja
marcha (item 3.3.12) ndo teve assisténcia por ultrassom durante a obtencao do extrato aquoso,
sugerindo que este tratamento pudesse estar proporcionando a degradag¢do de precursores mais
complexos. Entretanto, ao contrario das marchas descritas anteriormente, a marcha 0908 foi
desenvolvida a partir de uma amostra de acai Top e, portanto, deveria ser comparada com
outra marcha desenvolvida a partir desta mesma amostra. A deteccdo de acido galico em
fragdes da SAX obtidas por marchas ndao descritas, também desenvolvidas a partir de
amostras de acai Top e submetidas a extragdo assistida por ultrassom (Fig. 54), reforca a idéia
de que este tratamento estaria proporcionando a degrada¢do de precursores deste acido.
Considerando a possibilidade destes precursores serem hidrolisaveis em meio 4acido, a
proposta de ndo haver derivados hidrolisdveis de acido galico em E. oleracea poderia ser
revista, ja que a fragdo submetida a hidrolise acida (F1-SAX-1707) poderia ja ndo conter mais

tais moléculas, as quais ja teriam sido hidrolisadas pelo ultrassom. A presenca de acido galico
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em amostras de acai comercial, submetidas a extracao assistida por ultrassom, foi confirmada
em outras trés marchas (além da 1707), entre elas a marcha 1001 (Fig. 28), mas a deteccao de
acido protocatecuico nestas mesmas amostras parece depender de algum fator ainda ndo
determinado (figuras 28 e 42 e resultados ndo mostrados). Uma possibilidade seria a
degradagdo dos glicosideos de cianidina, a qual geraria, entre outros produtos, acido
floroglucindico™ e 4acido protocatecuico por exposicio a variagdes de pH e temperatura
(SEERAM et al., 2001). A relacdo estrutural entre antocianidinas e os respectivos acidos

fenolicos gerados por degradacao (Fig. 55) foi estabelecida por Fleschhut ez al. (2006).

Detector A-280 nm

] —— F3-SAX-230707 (H2SO04 500 mM) Spectrum at time 5.48 min.
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Figura 54: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-2307 (frac@o obtida por marcha ndo descrita) a
280 nm. Condigdes cromatograficas: conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinal indicado por seu
respectivo espectro no UV: acido galico.

38 Acido 2.4,6-triidroxi-benzdico.
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Figura 55: Degradagdo de antocianidinas a acidos fenolicos™.

Passando, entdo, a analisar os resultados obtidos por CLAE-DAD com as fragdes da
SAX por uso das solugdes de AcONa a 200 mM e 50 mM (marcha 2008; item 3.3.12),
verificou-se uma quantidade maior de substincias ndo ionizdveis na faixa de pH utilizada, as
quais foram eluidas entre FO e F2 (Fig. 56). No entanto, apenas as substancias eluidas entre

20 e 30 min. exibiram picos significativos nestas fracdes.

3% 0 aldeido que herda o anel A seria o precursor do 4cido floroglucinéico.
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Figura 56: Cromatogramas sobrepostos das fra¢cdes FO a F3-SAX-2008 a 280 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Wen ef al. (2005).

A andlise dos dados espectrais obtidos no UV revelou que dois picos, eluidos entre 25
e 26 min., estavam presentes em todos os cromatogramas das fracdes SAX-2008 (Fig. 56).
Estes picos, com bandas fortes entre 345 e 350 nm (Fig. 57), corresponderiam a dois C-
glicosideos de flavonas, provavelmente homoorientina® e orientina®', segundo dados da
literatura (GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a), indicando que as condigdes
descritas para este ensaio ainda ndo eram satisfatorias para se obter uma fracdo rica em acidos
fenolicos e livre de flavonodides. Além disso, a deteccdo de glicosideos de flavonoides nesta
marcha, mas ndo na anterior, sugere que estas moléculas tenham sido degradadas durante o
tratamento da fracdo acida da marcha 0908 com a sol. NaOH 3 % (p/v). Por outro lado, a
deteccao destes flavonodides na F3-SAX-2008 evidenciou a ocorréncia de ionizagdo parcial
destas moléculas na solu¢do de pH corrigido, obtida apds dissolugdo da fracdo amostra em
sol. AcONa 200 mM. Entretanto, embora o valor de pKa de hidroxilas fenolicas varie

normalmente em torno de 10, o valor correspondente destes grupos em flavonoides ¢ bastante

* Luteolina 6-C-glicosideo.
*! Luteolina 8-C-glicosideo.
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variavel (entre 7,3 e 12,5) ou ainda desconhecido para a maioria deles (FIAMEGOS et al.,
2004). Portanto, como a faixa de pKa, (referente a carboxila) dos acidos fendlicos (~ 4,5)
exige que se trabalhe com a SAX em valores de pH acima de 7 para manté-los todos
ionizados, tornou-se evidente que esta resina ndo era adequada para o isolamento de acidos
fenolicos em presenga de certos flavondides, com valores de pKa muito baixos. O
comportamento variavel de flavonoides de mesma classe extraidos de E. oleracea pdde ser
verificado aqui ap6s a detecgdo de outros dois glicosideos de flavonas apenas em FO, F1 (Fig.
58) e F2. Estes, provavelmente, corresponderiam a isovitexina (27,2 min.) e seu isdbmero (26,2

min.) ainda ndo identificado, conforme proposta feita por Schauss et al. (2006a).

Detector A-350 nm
— F3-SAX-200807 (removido com sol. H2SO4 500 mM)

F3-SAX-2008_Wen Spectrum at time 2518 min.
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Figura 57: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-2008 a 350 nm. Condi¢des cromatograficas:
conforme descrito por Wen et al. (2005). Sinais indicados: homoorientina (24,8 min.) e orientina (25,2 min.).
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Figura 58: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F1-SAX-2008 a 350 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Wen ef al. (2005). Sinais indicados: isovitexina (27,2 min.) e seu isdmero (26,2 min.).

Embora a etapa de extracdo da fracdo aquosa da marcha 2008 também ndo tenha sido
assistida por ultrassom (item 3.3.12), o cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-
2008 a 280 nm (Fig. 59) mostra claramente a detec¢do de acido protocatecuico (pico 4).
Portanto, assim como nas amostras de agai comercial, a deteccdo deste acido em amostras de
acai Top poderia estar relacionada com uma contaminagdo da fracdo organica (AcOEt) com
quantidades significativas de pigmentos da fragdo aquosa (como citado no item 3.3.9), fato
ocorrido durante a marcha 2008, mas ndo durante a marcha anterior (0908). Além de acido
protocatecuico, uma pequena quantidade de acido galico também foi detectada, mas sua

concentra¢do foi, de longe, muito inferior a observada em F3-SAX-1707 (Fig. 42).
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Figura 59: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-2008 a 280 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Wen et al. (2005). Sinais identificados: acido galico (2), acido protocatecuico (4), acido
clorogénico (7), acidos p-hidroxi-benzdico, vanilico e siringico (8), acido caféico (10), homoorientina (15),
orientina (16), acido ferulico (17) e acido p-cumarico (18).

Diante das oscilagdes ocorridas com os valores de tempo de retencdo, a identificacao
segura de alguns compostos da F3-SAX-2008 tornou-se dificil, principalmente com o
aparecimento de vérias substancias com espectros tipicos de é4cidos cindmicos. Entre as
propostas de identificagdo, sugeriu-se a presenga de acido clorogénico™ (pico 7) e é4cido
caféico (pico 10), ndo detectados anteriormente por CLAE-DAD em fragdes da SAX nem em
outros relatos com E. oleracea; entre os desconhecidos, destacaram-se os picos 5, 9, 12 e 13
por apresentarem espectros no UV bem semelhantes aos obtidos para dcidos cindmicos. Estes,
provavelmente, corresponderiam a derivados de acidos cindmicos com moléculas de outras
classes quimicas, como o acido quinico, constituinte estrutural do acido clorogénico (Fig. 60).
Portanto, entre tais derivados ndo identificados, poderia-se sugerir um possivel marcador

quimiotaxondmico das espécies de Palmae, o acido 3’-cafeil chiquimico (Fig. 2), j& detectado

em flores e frutos de outras espécies da familia (HARBORNE et al., 1974). A identificagdo de

2 Acido 5’-cafeoil quinico.
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algum destes picos como o isdmero 3’ do &cido clorogénico (acido neoclorogénico) nao seria
compativel com os valores de tempo de retencao citados para tal molécula na literatura (GAO
& MAZZA, 1995; BENGOECHEA et al., 1997), mas o isomero 4’ deste acido poderia estar
presente. Contudo, existiria ainda a possibilidade destes compostos serem derivados de acidos
cinamicos com acido galico. Isto explicaria a baixa concentracdo de acido galico livre nesta
fragdo, mas ndo na fracdo equivalente da marcha anterior (F3-SAX-0908), na qual nao se
detectou acido galico nem tais derivados (figuras 52 e 53). Além disso, vale mencionar
também que os derivados de acido gélico citados na literatura para E. oleracea (INSFRAN et
al., 2004; PACHECO et al., 2007) téem caracteristicas espectrais semelhantes a do acido
galico (Amax. = 270 nm), indicando que estes seriam derivados esterificados na fungdo

carboxila (tipo galatos).

HOOC OH

1 1,

\\\\\\ OH

HO" (o) /

H

O il

OH

Figura 60: Estrutura do 4cido clorogénico.

4.3.5 Fragao ligada a parede celular

Diante da possibilidade de haver um marcador quimiotaxondmico ligado as estruturas
de parede celular em mesocarpos de frutos da familia Palmae (CHAKRABORTY et al.,
20006), decidiu-se investigar se os pellets recuperados apos a obtencdo do extrato aquoso

conteriam 4cidos fendlicos ligados a estas estruturas. A hidrélise alcalina com sol. NaOH
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2 M, a temperatura ambiente, seria a técnica mais indicada para a obtencdao quantitativa de
acidos fenolicos ligados a parede celular (BONOLI et al., 2004; CHAKRABORTY et al.,
2006). Entdo, retornando a marcha 0908 (item 3.3.12), fez-se diretamente a hidrdlise basica
do residuo obtido apds a centrifugacdo do segundo extrato aquoso. Apds recuperagdo dos
produtos de hidrélise em AcOEt e concentracdo desta fracdo em evaporador rotatério, fez-se a
EFS com o mesmo cartucho SAX utilizado anteriormente para a mesma marcha. O tratamento
do cartucho SAX com MeOH / sol. H,SO4 500 mM (1:1) apds o uso proporcionou a remogao
total de substincias visiveis aderidas, sugerindo que este pudesse ser reutilizado. Entdo,
analisando os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD das fra¢des obtidas da SAX (Fig. 61),
revelou-se que quase todos os produtos de hidrélise basica foram eluidos na fragao eluida com

a sol. H,S04 500 mM (F3-SAX-pellet-0908).

1: 280nm, 8nm 1:280nm,8nm
—— FO0-SAX-pellet-hid-basica-090807 —— F3-SAX-pellet-hid-basica-090807
7 FO-SAX-pellet-hid-basica-0908_W en F3-SAX-pellet-hid-basica-0908 W en
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 61: Cromatogramas sobrepostos das fragcdes FO e F3-SAX-pellet-0908 a 280 nm. Condigdes
cromatograficas: conforme descrito por Wen et al. (2005).

A deteccdo dos 4cidos protocatecuico, p-hidroxi-benzodico, vanilico, ferulico e p-

cumarico em altas propor¢des na F3-SAX-pellet-0908 (Fig. 62) sugeriu que todos estes
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acidos, entre outros, fossem os constituintes principais da fra¢ao ligada a parede celular. O
pico 5, também detectado na F2-RTIFB-1104 (Fig. 31), corresponderia ao acido 3-(4-
hidroxi)-fenil-2(Z)-propenodico (o isdmero “cis” do acido p-cumarico), enquanto o pico 6, com
espectro no UV também semelhante ao do acido p-cumarico, seria o pico mais intenso ainda
ndo identificado. Entre outros picos ndo identificados, os picos 1 e 2 seriam dois dos analogos
do acido citrico ja detectados anteriormente (Fig. 42) e o pico 9 seria mais um derivado

cinamico, com absor¢do maxima em 285-290 s/ ¢ 323 nm.

7007 Detector A-281 nm
—— F3-SAX-pellet-hid-basica-090807 Spectrurn at tirne 24.55 min.
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6004 — 2438 min !
Lambcla meec: 185 314
] — 23.4%min ! ambcia min - 192 261,
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Figura 62: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-pellet-0908 a 280 nm. Condigdes
cromatograficas: conforme descrito por Wen et al. (2005). Sinais identificados: acido protocatecuico (3), acidos
p-hidroxi-benzoico e vanilico (4), acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico (5), acido fertlico (7) e acido p-
cumarico (8).

A analise da F3-SAX-pellet-0908 por CG-EM apos derivatizagdo com diazometano
permitiu a detec¢do de mais de dez picos relevantes (Fig. 63). Entre os picos mais intensos do

cromatograma, pode-se identificar o trimetil-éster do 4cido citrico (Fig. 64), eluido em 14,5

min., como o Unico derivado presente entre os analogos deste acido citados anteriormente.
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Figura 63: Cromatograma reconstruido da F3-SAX-pellet-0908 por CG-EM (CIT). Condigdes cromatograficas:
conforme descrito no item 3.3.2. Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de
retengao.

F3 SAX pel- 0908
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Figura 64: Espectro de massas do pico eluido em 14,5 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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A andlise de todos os espectros de massas obtidos permitiu ainda a identificagcdo de
dois derivados do acido p-hidroxi-benzodico, quatro derivados dos acidos protocatecuico e
vanilico, um derivado de 4cido siringico ou galico, dois derivados do acido p-cumarico e trés
derivados de acido ferulico ou caféico. A deteccdo de dois ésteres metilicos derivados do
acido p-hidroxi-benzoico, um p-metoxilado (Fig. 65) e outro p-hidroxilado (Fig. 66),
evidenciou a ocorréncia de metilagdo parcial das hidroxilas fendlicas pela reagdo com
diazometano, fato ndo ocorrido na reagdo da Fl-celulose-0712 com o mesmo reagente

(figuras 19-24).

F3 SAX pel- 0908
Scan#  :( 1254-1257 ) B.G. Scan # : ( 1249-1251 )
Mass Peak # : 24 Ret. Time : ( 13.342 - 13.367 )
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Figura 65: Espectro de massas do pico eluido em 13,4 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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F3 SAX pel- 0908
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Figura 66: Espectro de massas do pico eluido em 14,4 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

Os dois ésteres metilicos detectados em 15,3 min. (Fig. 67) e 16,1 min. (Fig. 68)
confirmaram a detec¢do dos acidos protocatecuico e vanilico por CLAE-DAD (Fig. 62); um
seria o éster metilico 3-metoxi 4-hidroxilado e o outro seria o 3-hidroxi 4-metoxilado. Além
destes dois, um éster metilico dimetoxilado (Fig. 69) e um derivado de estrutura desconhecida

(Fig. 70) também foram detectados.



Scan# i 1487-1490 ) B.G. Scan # 1 ( 1482-1483 )
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Figura 67: Espectro de massas do pico eluido em 15,3 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 68: Espectro de massas do pico eluido em 16,1 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta

para o derivado correspondente.
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Figura 69: Espectro de massas do pico eluido em 16,2 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 70: Espectro de massas do pico eluido em 16.8 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o ion de m/z = 151 (pico base).
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Como o acido galico ndo foi detectado no cromatograma obtido por CLAE-DAD (Fig.
62), o derivado trimetoxilado (Fig. 71), detectado em 17,6 min., foi relacionado com o acido
siringico, que embora também nao tenha sido aparentemente detectado no mesmo
cromatograma, co-eluiria com os 4acidos p-hidroxi-benzdico e vanilico nas condi¢des

utilizadas e poderia ter seu espectro no UV encoberto pelos espectros de ambos.

F3 SAX pel- 0908
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Figura 71: Espectro de massas do pico eluido em 17,6 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

Novamente, como o acido caféico também ndo foi detectado no cromatograma obtido
por CLAE-DAD (Fig. 62), os trés derivados cindmicos eluidos em 18,4 min., 19,3 min. e 19,7
min. foram relacionados com o acido fertlico. Equanto o segundo derivado (19,2 min.) foi
identificado como o éster metilico do acido ferulico (Fig. 72), os outros dois seriam dois
isomeros dimetoxilados, o 3-(3,4-dimetoxi)-fenil-2(E)-propenoato de metila (Fig. 73) e o seu

isomero “cis”, 3-(3,4-dimetoxi)-fenil-2(Z)-propenoato de metila (Fig. 74). O primeiro seria
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um derivado do acido fertlico (Fig. 62; pico 7) e o segundo seria um derivado de seu isomero
“cis”, provavelmente eluido em 24,6 min. (Fig. 62; pico 6).

Embora o cromatograma obtido por CLAE-DAD (Fig. 62) tenha revelado a presenca
do 4cido p-cumarico ¢ de seu isomero “cis”, apenas dois derivados deste acido foram
detectados por CG-EM, um p-metoxilado (Fig. 75) e o outro p-hidroxilado (Fig. 76), o que

sugere a presenca de apenas um dos dois precursores.

[F3 SAX pel- 0908
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Figura 72: Espectro de massas do pico eluido em 19,2 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 73: Espectro de massas do pico eluido em 18,4 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 74: Espectro de massas do pico eluido em 19,7 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 75: Espectro de massas do pico eluido em 17,4 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 76: Espectro de massas do pico eluido em 18,2 min. (Fig. 63) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Quando o pellet recuperado apds a obtencdo do extrato aquoso foi previamente tratado
com EtOH 70 % e agua purificada (pellet 2008), a concentracdo de acido protocatecuico entre
os produtos de hidrolise basica caiu consideravelmente (Fig. 77), sugerindo que este seja
apenas um contaminante gerado por degradacdo de antocianinas residuais. Por outro lado,
embora o cromatograma da F3-SAX-pellet-2008 mostre apenas cinco picos principais (todos
mais intensos que os picos correspondentes da marcha anterior), outros picos menores
também poderiam corresponder a substancias exclusivas desta fragdo. Os picos eluidos em
24,5 min., 25,2 min. e 29,9 min., com espectros no UV tipicos de derivados cinamicos (Fig.
77; insert b), ndo foram detectados na fragdo rica em acidos fenodlicos livres da marcha 2008
(Fig. 58) e, portanto, seriam constituintes exclusivos da fragdo ligada. A alta propor¢do de
acido p-hidroxi-benzbdico pode ser verificada no cromatograma obtido a 260 nm (Fig. 77;
insert a), o que sustenta a proposta feita por Chakraborty et al. (2006), a qual sugere que este

acido seja um marcador quimiotaxondmico para a familia Palmae.
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Figura 77: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-pellet-2008 a 280 nm. Condig¢des
cromatograficas: conforme descrito por Wen et al. (2005). Sinais identificados: acido protocatecuico (1), acidos
p-hidroxi-benzobico e vanilico (2), acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico (3), acido 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-

fenil-2(Z)-propendico (4), acido ferulico (5) e acido p-cumarico (6). Insert a: mesmo cromatograma recuperado a
260 nm. Insert b: espectro obtido no UV para o pico eluido em 24,5 min.
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A diferenca de intensidade entre os principais picos obtidos em F3-SAX-pellet-0908 ¢
F3-SAX-pellet-2008 poderia ser atribuida a diferenca de tempo destinado a reacdo de
hidrolise em cada marcha, o qual variou de alguns minutos (marcha 0908) para mais de duas
horas (marcha 2008), conforme descrito no item 3.3.12. A influéncia do tempo na eficiéncia
das reagdes de hidrolise basica para recuperacao de fendlicos ligados a parede celular pode ser
verificada em publicagdo relativamente recente (BONOLI et al., 2004).

A anélise por CG-EM da F3-SAX-pellet-2008 (Fig. 78) confirmou as propostas de
identificagdo feitas para o cromatograma obtido por CLAE-DAD (Fig. 77), revelando, entre
0s picos mais intensos do cromatograma, os dois derivados do 4cido p-hidroxi-benzéico (13,4

e 14,4 min.), um derivado do acido p-cumarico (17,4 min.) e um derivado do acido feralico

(19,7 min.).
F3 SAX pel- 2008
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Figura 78: Cromatograma reconstruido da F3-SAX-pellet-2008 por CG-EM (CIT). Condigdes cromatograficas:
conforme descrito no item 3.3.2. Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de
retengao.
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Interessantemente, desta vez, nenhum derivado de acido citrico foi detectado, assim
como nenhum derivado de acido galico ou siringico, evidenciando que estes acidos ndo sao
constituintes da fracdo ligada. A deteccdo de apenas dois derivados de acido protocatecuico
ou vanilico (16,1 e 16,2 min.) refletiu a baixa concentracdo de acido protocatecuico nesta
fragdo (Fig. 77; pico 1), o qual também ndo deve ser um constituinte real da fragdo ligada.

Ao contrario do que havia sido sugerido pelos resultados da marcha anterior, a
presenga do isdmero “cis” do acido p-cumarico foi confirmada aqui apos a detecg¢do de quatro
derivados deste acido, dois ésteres p-metoxilados e dois p-hidroxilados (figuras 79-82). A
deteccdo do mesmo numero de derivados do acido fertlico, eluidos em 17,7 min., 18,4 min.,
19,2 min. e 19,7 min. (Fig. 78), confirmou a presenga dos dois isdmeros (E e Z) propostos
anteriormente. Este ¢ o primeiro relato que mostra a detec¢@o destes isdmeros Z em frutos de

E. oleracea na literatura.

F3 SAX pel- 2008
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Figura 79: Espectro de massas do pico eluido em 16,3 min. (Fig. 78) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 80: Espectro de massas do pico eluido em 17,0 min. (Fig. 78) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 81: Espectro de massas do pico eluido em 17,4 min. (Fig. 78) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 82: Espectro de massas do pico eluido em 18,2 min. (Fig. 78) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

Embora os resultados com a SAX tenham se tornado relativamente satisfatorios com o
uso das solugdes de AcONa 200 mM e 50 mM (item 3.3.12), o ajuste do pH da fracdo a ser
submetida a EFS continuou sendo uma dificuldade a ser superada; em parte, devido ao fato de
se formar um tampao AcOH / AcO™ quando o pH da fra¢do 4cida atingia o valor do pKa do
acido acético (~ 4,8). Assim, para se alcangar o valor de pH desejado (entre 7 e 8), foi sempre
necessario um volume consideravel (mais de 4 mL) de sol. AcONa 200 mM, suficiente para
consumir todas as formas acidas do tampao que se formava. Na maioria das vezes, apos
adi¢ao de 4 mL de sol. AcONa 200 mM, passava-se a utilizar a sol. de NaOH 3 % (p/v) para
se conseguir uma reducdo do volume final de aplicacdo. Além disso, quando o tampao era
“vencido”, a variacdo do valor de pH tornava-se grande para pequenos volumes de sol.
AcONa 200 mM ou NaOH 3 % (p/v) adicionada, o que algumas vezes proporcionava erros
(os valores de pH chegavam a 10 ou 11) e, para se corrigir novamente o pH, a adi¢do de acido

tinha que ser bem controlada para ndo se atingir novamente a regido do tampao AcOH / AcO'.
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Portanto, com o intuito de se propor uma metodologia mais pratica e reprodutivel, decidiu-se
testar o uso da solucdo Na,HPO4 100 mM para dissolver a fragdo amostra € o uso de um
tampao Na,HPO, / HC1 50 mM (pH = 7) para as etapas de condicionamento ¢ lavagem (item
3.3.14). O uso da solu¢ao Na,HPO4 100 mM para neutralizar a fracdo acida teria a vantagem
de tender a gerar um tampao na faixa de pH desejado, ja que o pKa do acido conjugado
correspondente (H,POy") € igual a 7,2. Entretanto, nesta concentracao, a solugcao de Na,HPOj4
prestou-se muito bem apenas para amostras ndo muito acidas, como a fragdo ligada, obtida a

partir do pellet previamente tratado com EtOH 70 % e H,O (Fig. 83).
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Figura 83: Cromatogramas sobrepostos das fragdes FO, F1 ¢ F3-SAX-pellet-2509a (fragdes obtidas por marcha
ndo descrita) a 280 nm. Condigdes cromatograficas: conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as
modifica¢des propostas no item 3.3.2.

Embora o pellet 2509a tenha sido submetido a um tratamento prévio com EtOH 70 %
e H,O (item 3.3.14), um pico intenso de acido protocatecuico pode ser detectado na F3-SAX-
pellet-2509a (Fig. 84), contrariando a proposta de haver degradagdo de antocianinas residuais.
Entretanto, como o extrato aquoso desta marcha foi obtido com sol. ATFA 0,1 % (marcha nao
descrita), € possivel que a alta proporcao de acido protocatecuico em F3-SAX-pellet-2509a se

deva a extra¢do ineficiente das antocianinas pela sol. ATFA 0,1 % (fato visivelmente
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perceptivel), o que teria aumentado a quantidade de antocianinas residuais no pellet. A
detecgdo de acido galico e acido caféico nesta fragdo (Fig. 84) confirma a proposta de

extragdo ineficiente pela sol ATFA 0,1 %.
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Figura 84: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-pellet-2509a a 280 nm. Condigdes
cromatograficas: conforme método descrito por Wen ef al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2.

Sinais identificados: 4cido galico (1), 4cido protocatecuico (2), acidos p-hidroxi-benzdico e vanilico (3), acido
caféico (4), acido 3-(4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico (5), acido 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico
(6), acido ferulico (7) e acido p-cumarico (8).

4.3.6 Reagoes de derivatiza¢do com catalisador de transferéncia de fase

Com o objetivo de se obter apenas ésteres metilicos dos acidos fendlicos, testou-se as
técnicas de alquilacdo descritas no item 3.3.13, baseadas no método originalmente proposto
por Fiamegos et al. (2004). Esta técnica, quando executada no pH adequado, deveria gerar
apenas um derivado para cada acido fenolico analisado e, consequentemente, cada derivado
seria correlacionado com apenas um acido fendlico precursor, o que evitaria diividas quanto a
identificacao deste ultimo. Além disso, os acidos presentes na fracdo obtida em AcOEt
poderiam ser derivatizados e extraidos em uma s6 etapa, estando prontos para analise por CG-

EM, sem a necessidade de um tratamento prévio por EFS.
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O primeiro teste com a reagdo de derivatizagdo com catalisador de transferéncia de
fase (RDCTF) foi realizado com 2 mg de acido galico e 2 mg de acido caféico como
substratos, nas condi¢des descritas no item 3.3.16. Como este primeiro teste ndo gerou
resultados, modificou-se a quantidade de substratos e o tempo de rea¢do, mas havia ainda uma
grande preocupacao com a adequada homogeneizacao do sistema, ja que a reacdo tinha que
ocorrer num sistema bifasico. Entdo, como a mudanga dos parametros anteriores ndo gerou
resultados satisfatérios, decidiu-se fazer uso do ultrassom por 60 min. com o objetivo de se
substituir tanto o aquecimento como a agitagdo com barra magnética. Inesperadamente, nestas
condi¢des e utilizando-se acido cindmico como substrato, obteve-se ndo somente o seu éster
metilico, mas também o respectivo éster butilico, evidenciando a existéncia de reagdes
paralelas nao previstas. A analise dos produtos da reagdo por CG-EM permitiu a detecgdo de

quatro picos importantes ¢ um sinal largo em aproximadamente 15 min. (Fig. 85).
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Figura 85: Cromatograma reconstruido da RDCTF-3 por CG-EM (CIT). Condigdes cromatograficas: item 3.3.2.
Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengdo (min.).
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A analise dos respectivos espectros de massas permitiu a identificagdo do pico eluido
em 3,3 min. como iodeto de butila, um subproduto da reagdo. O pico eluido em 9,5 min. foi
identificado como o catalisador de transferéncia de fase, brometo de tetrabutilamonio
(BTBA), e o sinal largo foi identificado como tributilamina, um produto de degradaciao do
BTBA. Os derivados do acido cindmico foram detectados em 12,8 min. € 16,4 min., o éster

metilico (Fig. 86) e o éster butilico, outro subproduto da reagao (Fig. 87).
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Figura 86: Espectro de massas do pico eluido em 12,8 min. (Fig. 85) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Figura 87: Espectro de massas do pico eluido em 16,4 min. (Fig. 85) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

Embora a reagdo ndo tivesse ocorrido da maneira desejada, decidiu-se testar

novamente o uso do ultrassom com uma mistura de 20 mg de substratos, a qual continha os

acidos galico, cindmico, p-cumarico e siringico, como descrito no item 3.3.16. Porém, a

analise dos produtos de reacdo por CG-EM permitiu a detecgdo de apenas seis picos

relevantes (Fig. 88), incluindo subprodutos, como o iodeto de metila (3,3 min.), e reagentes

como o BTBA (9,6 min.). Portanto, entre os derivados de interesse, foram identificados o

éster metilico (12,7 min.) e o éster butilico (16,4 min.) do acido cindmico, também detectados

anteriormente. O pico detectado em 14,1 min. foi identificado como o préprio acido cinamico

(Fig. 89), um dos substratos da reagao.
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Figura 88: Cromatograma reconstruido da RDCTF-5 por CG-EM (CIT). Condigdes cromatograficas: item 3.3.2.
Os principais sinais estdo indicados com seus respectivos valores de tempo de retengdo (min.).
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Figura 89: Espectro de massas do pico eluido em 14,1 min. (Fig. 88) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.
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Além do acido cinamico, apenas o acido siringico gerou derivados detectaveis por esta
reacdo, o éster metilico em 17,5 min. (Fig. 90) e o éster butilico em 20,2 min. (Fig. 91), quase
ndo detectado. A auséncia de derivados de acido galico e de 4cido p-cumarico sugeriu que
apenas os derivados mais volateis estivessem sendo detectados nas condigdes de analise
destes ensaios.

Admitindo a possibilidade de ainda haver erros relacionados com a metodologia,
testou-se a reagdo com quantidades menores de acidos fenolicos e quantidades maiores de
catalisador, inclusive com brometo de tetracetilaménio (BTCA), mas nenhuma das reagdes
geraram derivados detectaveis. Um teste feito com uma fragdo obtida em AcOEt revelou que

apenas acidos graxos podiam ser derivatizados por esta técnica (dado ndo mostrado).
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Figura 90: Espectro de massas do pico eluido em 17,5 min. (Fig. 88) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.



142

# s { PD45 - 2073 ) B.G. Scan # @ ( J04B - 2062 )
eak # 3 BT Ret. Time : ( 20,200 - 20.267 )
Peak 1 197.95 ( 1058183

198

H3CO. /\/\
O

HO

OCH,

3,5-dimetoxi-4-hidroxi-
benzoato de butila

a1

Figura 91: Espectro de massas do pico eluido em 20,2 min. (Fig. 88) obtido por CG-EM e estrutura proposta
para o derivado correspondente.

4.4 Flavondides

4.4.1 Analise por CCD

Nenhuma mancha tipica de flavonoides foi detectada apds a andlise por CCD em
placas de gel de silica nas condi¢des descritas no item 3.3.6. Como a detec¢ao de flavonodides
ja havia sido relatada por outros autores (GALLORI et al., 2004; INSFRAN et al., 2004;
LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a; PACHECO et al., 2007), este
resultado poderia sugerir que a sol. ATFA 0,5 % seria ineficiente em extrair flavondides, ou
ainda, que a partida de 100 mg de agai liofilizado seria insuficiente para fornecer quantidades
detectaveis destes polifendis. Dai, decidiu-se primeiro testar partidas com quantidades

maiores de material liofilizado, utilizando-se a mesma solug@o extratora.
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4.4.2 Extrag¢do em fase solida com celulose e fracionamento em coluna sob média pressao

Exceto para antocianinas, a obtengdo de extratos totalmente aquosos em protocolos
destinados a detec¢do de glicosideos de flavonodides ndo ¢ uma pratica comum na literatura
(BLOOR, 2001). Embora Lichtenthéler et al. (2005) tenham relatado recentemente a detec¢ao
de rutina® em extratos aquosos de amostras de acai liofilizado, todos os outros glicosideos de
flavondides ja detectados em E. oleracea foram extraidos por solucdes hidroalcodlicas
acidificadas (GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a). Interessantemente, entre os
flavonodides ndo glicosilados, apenas catequina e epicatequina foram citados, justamente
naqueles relatos onde ndo se descreve a utilizagdo de solu¢des hidroalcodlicas (INSFRAN et
al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005; PACHECO et al., 2007). Portanto, baseando-se
nestes € em outros argumentos, ndo era de se esperar que a extracdo de glicosideos de
flavonoides fosse muito eficiente com o uso da solugdo ATFA 0,5 % em H,O. Mesmo assim,
a analise por CLAE da F4-celulose-0712 (removida com MeOH; item 3.3.9) ja evidenciava a

presenca de polifenodis com absorc¢ao no UV tipica de flavondides (Fig. 92).
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Figura 92: Cromatograma obtido por CLAE da F4-celulose-0712 a 340 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Alguns sinais estdo indicados com seus respectivos valores de
tempo de retencao.

# Quercetina 3-O-rutinosideo.
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Como mencionado anteriormente, pretendendo-se melhorar a detectabilidade dos
flavondides, decidiu-se aumentar a massa de material de partida para 5 g de acai liofilizado.
Entretanto, mesmo com esta modificacdo, a detec¢do de flavonodides por extragdo com ATFA
0,5 % so6 se tornou satisfatoria com o uso da técnica de EFS com o cartucho SAX. Antes do
uso da SAX, fez-se alguns testes com solugdes metanolicas acidificadas para a obtengdo de
extratos totais ricos em flavonoides, como o descrito no item 3.3.11. No primeiro teste
(marcha nao descrita), utilizou-se MeOH / AcOH (90:10; v/v) como solucdo extratora, mas os
procedimentos subsequentes serviram apenas de experiéncia para a elaboragdo de uma marcha
mais adequada. Portanto, como o extrato total obtido era muito rico em antocianinas e estas
sdo melhor separadas por condi¢des cromatograficas que usam solugdes de acido féormico,
decidiu-se optar por uma solu¢do metandlica deste acido (item 3.3.11) para se ter um maior
controle do tipo de residuo acido que apareceria em todas as fragdes obtidas nas analises
subsequentes. O objetivo era fracionar o extrato total diretamente numa coluna de fase
estacionaria inversa (C;g) sob média pressdo. Diante da existéncia de uma quantidade ainda
apreciavel de moléculas relativamente apolares, ndo removidas pelo tratamento com hexano
em aparelho de Soxhlet, foi necessario um pré-tratamento do extrato total por EFS em uma
coluna aberta, também com C;s. Ap6s este segundo desengorduramento, o extrato total foi
fracionado na coluna C;s sob média pressdo. Os resultados obtidos ap6s a analise por CLAE-
DAD das sete fragdes recolhidas refletiu, em parte, o insucesso da tentativa de se fazer um
gradiente crescente com a fase metandlica (item 3.3.11), utilizando-se de duas bombas
peristalticas.

Porém, interessantemente, a primeira fracdo recolhida (F1-RP18-1106) permitiu a
detecgdo de, pelo menos, nove picos com absor¢ao tipica de antocianinas, a 520 nm (Fig. 93).
Entre os pigmentos mais abundantes, além de cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo

(picos 4 e 5), foram detectadas duas antocianinas com tempo de reten¢do bastante curto (3,0 e
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3,7 min.; picos 1 e 2), o que sugeriu a presenca de mais de um diglicosideo 3,5, ambos ainda
ndo citados na literatura. Por outro lado, de acordo com os relatos de Gallori et al. (2004) e
Schauss et al. (2006a), dois dos picos 6, 7 ¢ 8 corresponderiam a peonidina 3-glicosideo ¢
peonidina 3-rutinosideo, os quais também foram detectados por EM-IES (item 4.2.1). A
detec¢do de antocianinas ndo detectadas anteriormente em extratos aquosos totais, obtidos
pelo uso de ATFA 0,5 % em H,O e por marchas com partidas de 5 g de agai liofilizado (dado
ndo mostrado), sugere que o uso de solugdes aquosas com ATFA ndo ¢ adequado para a
extragdo completa das antocianinas presentes nos frutos de E. oleracea. Outros dois
glicosideos de flavondides, provavelmente homoorientina e orientina, também puderam ser
detectados quando o cromatograma foi visualizado a 350 nm (Fig. 94). A banda a 521 nm,
presente no espectro obtido para orientina, ¢ devida a um rastro de antocianinas presente em

quase todo o cromatograma.
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Figura 93: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F1-RP18-1106 a 520 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere ef al. (1993). Sinais identificados: cianidina 3,5-diglicosideo (2), cianidina 3-
sambubiosideo (3), cianidina 3-glicosideo (4) e cianidina 3-rutinosideo (5).
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Figura 94: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F1-RP18-1106 a 350 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: cianidina 3-glicosideo (3), cianidina 3-
rutinosideo (4), homoorientina (6) e orientina (7).

Entre F2 e F6-RP18-1106, foram detectados os mesmos picos eluidos entre 15 e 30
min., os quais mostraram-se mais concentrados em F2 (Fig. 95). Mesmo analisando o
cromatograma a 350 nm, seis picos bem resolvidos de antocianinas puderam ser detectados
nesta fracdo, entre eles um ainda ndo citado para E. oleracea na literatura. Este seria um dos
trés sinais (picos 4, 5 e 6) que antecedem os C-glicosideos de flavonas, entre os quais também
se encontram os dois glicosideos de peonidina.

A analise do cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-RP18-1106 a 520 nm (Fig.
96) permitiu ainda a deteccdo de mais dois picos de antocianinas, co-eluidos com os picos de
cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo. Estes, provavelmente, corresponderiam a

outras duas antocianinas ainda nao citadas na literatura para E. oleracea.
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Figura 95: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F2-RP18-1106 a 350 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: cianidina 3-sambubiosideo (1), cianidina 3-
glicosideo (2), cianidina 3-rutinosideo (3), homoorientina (7) e orientina (8).
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Figura 96: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-RP18-1106 a 520 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinais identificados: cianidina 3-glicosideo (2), cianidina 3-
rutinosideo (4). Insert a: espectro obtido no UV para o pico 1. Insert b: espectro obtido no UV para o pico 3.

As substancias mais apolares do extrato aplicado na coluna C;g foram recuperadas

com MeOH acidificado numa sétima fragdo, a qual ainda continha quantidades consideraveis
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de antocianinas e outros flavondides, co-eluidos com diversas outras substancias (dado ndo
mostrado). Ent3o, diante dos resultados pouco expressivos obtidos para flavonoides nao
antocidnicos, decidiu-se investir tempo no recém adquirido cartucho SAX, com o qual se

esperava obter fragdes isoladas de acidos fendlicos e flavonoéides, como citado anteriormente.

4.4.3 Extrag¢do em fase solida com SAX

O primeiro resultado relevante para flavondides com o uso da SAX foi obtido quando
as condigdes da EFS ainda ndo estavam ajustadas para o isolamento da fragdo rica em acidos
fenolicos. O uso de tampao HCOs3 / HCI 50 mM (pH = 7) para suspender a fracdo amostra
(obtida em AcOEt) e de H,O para as etapas de condicionamento e lavagem (marcha 2307, nao
descrita) proporcionou um fracionamento inadequado dos acidos fendlicos da fragdo de
partida, mas concentrou os dois principais flavonoides (homoorientina e orientina) nas fragdes
iniciais (FO e F1-SAX-2307; figuras 97 e 98). Isto porque, além do tampao ndo ter sido
adequado para neutralizar a fracdo amostra, as etapas de condicionamento e lavagem com
agua purificada (pH = 5-6) proporcionaram a redugdo ou a manuten¢do do pH em valores
suficientemente baixos para remover, com efici€ncia, as espécies ionizaveis de pKa mais alto,
como os dois flavonodides detectados, e também boa parte dos acidos fenolicos. A baixa
recuperagdo de dacidos fenolicos na F3-SAX-2307 pode ser verificada na figura 54
(cromatograma a 280 nm), na qual ndo foi possivel visualizar o pico eluido em 14,5 min. (Amax.

= 340 nm), outro possivel glicosideo de flavondide (Fig. 99).
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Figura 97: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da FO-SAX-2307 a 350 nm. Condig¢des cromatograficas:

conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinal indicado por sua estrutura molecular: homoorientina.

2:350nm, 8nm

1203 £ sAx-230707 (H20d)
F1-SAX-2307 OH
E HO
100
OH
OH
o
80
oH
HO
601 HO o
404
OH o
20
o4
T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes

Figura 98: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F1-SAX-2307 a 350 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993). Sinal indicado por sua estrutura molecular: orientina.
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Figura 99: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-SAX-2307 a 340 nm. Condig¢des cromatograficas:
conforme descrito por Sumere et al. (1993).

Contudo, o melhor rendimento em glicosideos de flavonodides com o uso do cartucho
SAX foi obtido pela marcha 2008 (figuras 57-59), a qual permitiu a detec¢dao de mais dois C-
glicosideos de flavonas, relatados anteriormente como isovitexina e seu isdmero nao
identificado (GALLORI et al., 2004, SCHAUSS et al., 2006a). Entretanto, considerando a
ordem de elui¢do citada para homoorientina e orientina (figuras 57, 97 e 98), conforme
relatado por Gallori et al. (2004), poderia-se sugerir que a molécula identificada como
isovitexina seria, na verdade, vitexina (Fig. 100) e o isomero ndo identificado isovitexina (Fig.
101). Assim, os valores de tempo de retencdo citados para ambas anteriormente (Fig. 58)

deveriam ser trocados.
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Figura 100: Estrutura da vitexina.
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Figura 101: Estrutura da isovitexina.

4.4.4 Extrag¢do em fase solida com poliamida

Embora os procedimentos com a SAX tenham permitido a detec¢do de cinco
glicosideos de flavondides, dos quais quatro foram identificados, o ntimero total destes
polifendis proposto na literatura para E. oleracea ¢ ainda maior (GALLORI et al., 2004,
INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al, 2005; SCHAUSS et al., 2006a;
PACHECO et al., 2007). Entdo, considerando que uma parcela destes flavonoides poderia nao
estar sendo extraida pela sol. ATFA 0,5 % aquosa, resolveu-se voltar a experimentar os
procedimentos com solugdes metanolicas acidificadas. Desta vez, tomando como objetivo a

obtengdo de uma fragao final rica em flavonoides e livre de antocianinas, decidiu-se utilizar a
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sol. MeOH / ATFA 1 % em H,O (90:10; v/v) para a obtengdo do extrato total (item 3.3.13), o
qual seria submetido, em seguida, a um segundo desengorduramento em coluna de fase
inversa, como citado anteriormente. Este procedimento permitiu o isolamento de uma fracao
amarela, removida da coluna C;3 com a préopria solu¢do extratora, ¢ de uma fracdo verde,
removida com MeOH / CHCls (1:1) (item 3.3.13).

A analise da fragdo amarela em espectrofotometro revelou a presenca de carotenoides,
com bandas tipicas em 421, 443 ¢ 471 nm, mas revelou também que a fragdo ndo estava pura,
mostrando bandas fracas em outros comprimentos de onda. Além disso, apds concentracao
desta fragdo em evaporador rotatorio (até 40°C), a andlise por CG-EM revelou apenas a
presenga de fragmentos de carotenodides, além de acidos graxos e esteroides ja relatados na
literatura (dado ndo mostrado). Por outro lado, como era de se esperar, a analise da fra¢ao
verde em placa de gel de silica exposta a luz ultravioleta (a 366 nm) revelou a presenca de
clorofilas, apos visualizagdo de manchas vermelhas caracteristicas.

A fragdo de interesse (vermelha), contendo os polifendis, seria particionada com
AcOEt para se obter uma fracdo organica livre de antocianinas, a qual seria, em seguida,
fracionada numa coluna de poliamida para a obten¢do de uma fracdo rica em flavondides e
livre de 4cidos fenodlicos (item 3.3.13).

Apos alguns testes com a poliamida em coluna para EFS, fez-se a proposta de que a
resina, quando tratada com AcOEt, apresentaria mais afinidade para flavono6ides do que para
acidos fendlicos. Isto porque, geralmente, os primeiros possuem mais hidroxilas fenolicas que
estes ultimos, sendo estas hidroxilas um dos grupos funcionais que, de fato, interagem com a
poliamida (por ligacdes de hidrogénio com as carbonilas de seus grupos amida). Entretanto,
também podem ocorrer interagdes com carboxilas de acidos, fenolicos ou ndo, o que nao

ocorreria com flavonoides.
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Contudo, buscando-se uma separacdo efetiva destes dois grupos de compostos
fenolicos, o fracionamento da fragdo fendlica (obtida em AcOEt) da marcha 2509b em coluna
de poliamida foi realizado conforme descrito no item 3.3.10. Apds sua aplicagdo, eluiu-se
mais 10 mL da solugcdo metandlica utilizada para dissolver a fracdo amostra. A fracao
recolhida nesta etapa foi denominada F1-POL-2509b; a fracdo seguinte, recolhida durante a
eluicdo da sol. AcOEt / MeOH / H,O (3:5:5), foi denominada F2-POL-2509b; a fragao
recuperada com AcOEt puro foi denominada F3-POL-2509b; a fra¢do recolhida durante a
eluicdo da sol. CH;CN / H,O (60:40) com ATFA 0,1 % foi denominada F4-POL-2509b; a
fragdo seguinte, eluida com a sol. CH3;CN / MeOH (1:1), foi denominada F5-POL-2509b; ¢ a
fragdo recuperada com acetona / MeOH (1:1) foi denominada F6-POL-2509b.

A analise por CLAE-DAD da F1-POL-2509b (Fig. 102) revelou que a sol. MeOH /
H,O (1:1) havia removido acidos fenolicos, duas antocianinas residuais (ndo aparentes) e
outras substincias desconhecidas. Entre os acidos fenodlicos, os picos 3, 6, 7 ¢ 8 seriam
derivados cinamicos nao identificados e o pico 10 seria um provavel derivado de acido galico,
com banda no UV em 273 nm. O pico 9, o mais intenso do cromatograma, também nao foi
identificado, assim como o pico 5. A auséncia de flavondides ndo antocidnicos nesta fragao
confirmou as expectativas de que a poliamida teria mais afinidade por estes polifenéis. Porém,
ao contrario do que se esperava, boa parte deles foi eluida em F2-POL-2509b, junto com uma
pequena por¢do de acidos fendlicos quase indetectaveis (Fig. 103). Entre os flavonoides,
detectou-se o par homoorientina e orientina (picos 1 e 2) e outros dois glicosideos de flavonas
(picos 3 e 4), provavelmente isovitexina e vitexina, embora estivessem bem diluidas e com
espectros ndo muito elucidativos (dado ndo mostrado). O pico 5, com banda no UV em torno
dos 350 nm, poderia ser identificado como outro glicosideo, provavelmente rutina. Outros trés
picos com espectros no UV tipicos de flavonoides foram detectados no final do cromatograma

(picos 5,6 ¢ 7).
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Figura 102: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F1-POL-2509b a 280 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2. Sinais
identificados: acido protocatecuico (2) e acido vanilico (4).
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Figura 103: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F2-POL-2509b a 350 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2. Sinais
identificados: homoorientina (1), orientina (2), isovitexina (3), vitexina (4) e rutina (5).
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A andlise por CLAE-DAD da F3-POL-2509b mostra a deteccdo de mais quatro
polifen6is ainda ndo detectados anteriormente, todos com espectros no UV tipicos de
flavonodides (Fig. 104); entre eles, uma provavel aglicona com bandas no UV compativeis
com um flavonol (pico 1), possivelmente quercetina. O pico 2, com bandas no UV
semelhantes as da rutina, seria provavelmente um glicosideo de flavonol bastante apolar,
enquanto o pico 3, com bandas em 267 ¢ 346 nm, poderia corresponder a uma flavona. O pico

4, sem bandas evidentes no UV, ndo pode ser correlacionado com qualquer classe especifica.
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Figura 104: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F3-POL-2509b a 350 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2. Insert a: espectro
obtido no UV para o pico 1. Insert b: espectro obtido no UV para o pico 2.

Interessantemente, apds a andlise por CLAE-DAD da F4-POL-2509b (Fig. 105),
recuperada com CH3CN / H,O (60:40) com ATFA 0,1 %, revelou-se que outras substancias
teriam maior afinidade pela poliamida que os flavondides. Polifenois, como o provavel acido
floroglucindico (pico 2; imax. = 285 nm), e até mesmo substancias sem hidroxilas fendlicas,
como os analogos do 4cido citrico (picos 1, 4 e 5), foram mais persistentes que a maioria dos

flavonodides detectados nestas fracdes. Além destes picos, detectou-se ainda mais um provavel
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glicosideo de flavonoide (pico 3), eluido em 11,7 min., o qual deveria ser o mais hidroxilado

e/ou glicosilado dentre todos os flavonoides detectados até aqui.
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Figura 105: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F4-POL-2509b a 340 nm. Condigdes cromatograficas:
conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2.

A andlise por CLAE-DAD da F5-POL-2509b (Fig. 106) permitiu a detecg¢do de trés
substancias atipicas (picos 1, 2 e 3), com bandas em 266, 397 e 500 nm. Além destas, outros
dois flavonoides foram detectados (picos 4 e 5), provavelmente os mesmos detectados
anteriormente em F3 (Fig. 104; picos 1 e 2) e em F4 (Fig. 105; picos 7 e 8). Este resultado
sugeriu que o volume de AcOEt utilizado durante a elui¢do da F3-POL-2509b ndo foi

suficiente para remover completamente os dois flavondides principais daquela fracao.
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Figura 106: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da F5-POL-2509b a 370 nm. Condigdes cromatograficas:

conforme método descrito por Wen et al. (2005) com as modificagdes propostas no item 3.3.2. Insert a: espectro

obtido no UV para o pico 4.

A auséncia de picos no cromatograma obtido apods a analise por CLAE-DAD da F6-

POL-2509b (dado ndao mostrado) sugeriu que ja ndo houvesse mais substincias em

quantidades detectaveis na poliamida ap6s o tratamento com CH3;CN / MeOH (1:1).

Entretanto, como ndo se testou acetonitrila pura, a possibilidade de haver ainda substancias

em quantidades detectdveis na resina nao pdde ser descartada, j& que este solvente mostrou-se

ter a melhor capacidade de desor¢do de substancias adsorvidas na poliamida entre os

solventes organicos testados neste trabalho.
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4. CONCLUSOES

No presente estudo, foram desenvolvidas metodologias analiticas que permitiram a
caracterizagdo de acidos fenolicos e flavonoides a partir de extratos hidroalcoolicos e aquosos
de acai liofilizado. Os resultados obtidos, além de permitirem uma avaliacdo das técnicas
empregadas, geraram também novas informacdes em relagdo ao contetido fitoquimico dos
frutos de E. oleracea.

No que se refere a obtencao dos extratos, o estudo revelou que a solucdo aquosa de
ATFA 0,5 % ndo foi capaz de extrair completamente antocianinas e outros flavondides, mas
proporcionou a melhor recuperagao de acidos fenolicos entre todas as solugdes extratoras
testadas neste trabalho. A utilizagdo de solugdes metanolicas acidificadas gerou melhores
resultados para antocianinas e flavonoides menos polares, mas a recuperacao dos glicosideos
de flavonas foi aparentemente superior com o uso da sol. ATFA 0,5 % em H»O. Entre as
metodologias desenvolvidas neste trabalho, a extragdo direta para antocianinas permitiu um
acesso simples e rapido as duas principais antocianinas do fruto, sem interferéncia
significativa por outros constituintes hidrossoluveis.

Os testes realizados para a reagdo de derivatizagdo com iodeto de metila e catalisador
de transferéncia de fase produziram reag¢des de alquilagdo paralelas, com formacdo de
derivados butilados e subprodutos.

As técnicas de extragdo em fase sdlida, aplicadas neste estudo, foram adequadas a
obtencdo de extratos enriquecidos com as classes de fendlicos investigadas.

A utilizagdo da resina XAD-16 permitiu a remoc¢do de acidos organicos e agucares

livres da fragdo aquosa antocidnica, mas ndo gerou um extrato contendo apenas antocianinas.
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A técnica de EFS com coluna de celulose gerou resultados satisfatorios no isolamento
da fragdo rica em acidos fenolicos, mas ndo pdde ser devidamente avaliada nas condi¢des em
que foi testada neste trabalho.

O uso da resina trocadora de ions fortemente basica permitiu a concentraciao de quatro
acidos fendlicos, entre os quais trés ainda nao relatados na literatura para a espécie (siringico,
3-(4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico e cindmico). Entretanto, a técnica ndo permitiu a
detecg¢do de varios outros acidos certamente presentes e também nao pdde ser devidamente
avaliada por falta de repeti¢des do procedimento.

Os varios ensaios de EFS com os cartuchos SAX permitiram uma avaliagdo das varias
solugdes eluentes empregadas e também do comportamento fisico-quimico dos polifenois
presentes nas fracdes submetidas ao procedimento. Esta técnica permitiu ainda a
caracterizagdo da fragdo de acidos fendlicos ligada as estruturas de parede celular em residuos
de mesocarpo e epicarpo dos frutos de E. oleracea.

O uso da técnica de EFS com coluna de poliamida mostrou-se ser uma alternativa
valiosa para a obtencdo de fragdes ricas em classes distintas de polifendis. Esta técnica
permitiu o isolamento de pequenos grupos de flavonodides e outras substincias ainda ndo
identificadas.

A técnica de EFS com coluna de silica funcionalizada com octadecilsilano foi a
técnica auxiliar mais simples e eficiente para a obtengdo de um extrato totalmente
desengordurado ap6s a extragdo dos lipossoliveis com hexano em aparelho de Soxhlet. O
tratamento primario com hexano mostrou-se insuficiente para extrair completamente os
lipossoluveis do agai.

Entre os acidos fenolicos detectados neste trabalho, foram identificados os acidos
galico, protocatecuico, p-hidroxi-benzdico, vanilico, siringico, veratrico, 3-(4-hidroxi)-fenil-

2 (Z)-propenodico, 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico, feralico, e p-cumarico.



160

Entre os ndo fenolicos, foram também detectados os acidos benzodico e cinamico. O ultimo foi
detectado apenas com o uso da RTIFB; acido benzoico e acido veratrico apenas com a coluna
de celulose; e acido 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2(Z)-propendico apenas na fragdo ligada a
parede celular, com a SAX. Entre as propostas de identificagdo de acidos fendlicos, foram
sugeridos os acidos 5-(3-metoxi, 4-hidroxi)-fenil-pentanodico, clorogénico, caféico e
floroglucindico. Os principais componentes da fragdo ligada foram os acidos p-hidroxi-
benzdico (possivel marcador quimiotaxondomico para a familia Palmae), vanilico, 3-(4-
hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico, 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico, fertlico e p-
cumarico.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem ainda que os acidos galico e
protocatecuico, assim como o acido floroglucinbico, sejam produtos de degradagdo gerados
durante os procedimentos preparativos e analiticos, ndo sendo constituintes naturais do fruto
nao processado.

Os glicosideos de flavondides identificados foram cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina
3-glicosideo, cianidina 3-rutinosideo, homoorientina e orientina. Cianidina 3-sambubiosideo e
cianidina 3-galactosideo foram relacionadas a um unico sinal obtido por CLAE e nao
puderam ter sua identificacdo confirmada inequivocamente por EM-IES. Entre as propostas
de identificagdo de flavonoides, foram sugeridos vitexina, isovitexina, rutina e quercetina.

Este é o primeiro relato a citar a detec¢do dos acidos benzoico, siringico, veratrico, 3-
(4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propenodico, 3-(3-metoxi-4-hidroxi)-fenil-2 (Z)-propendico e cindmico
em amostras de acai. E também o primeiro relato a sugerir a detecgdo dos 4cidos 5-(3-metoxi,
4-hidroxi)-fenil-pentandico, clorogénico, caféico e floroglucindico neste alimento. Entre os
flavonodides, cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-galactosideo, vitexina e quercetina foram

também propostos pela primeira vez em agai.
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