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Determination of Bioactive Compounds in Clusia fluminensis Planch. & Triana fruit’s arils

Abstract: Brazil is considered the country that has the greatest biodiversity on the planet, with many endemic plant species.
The phytochemical study, through the separation and characterization of the substances present in plants, can contribute
to increase the economy and the survival of plant species such as Clusia fluminensis Planch. & Triana. This plant, commonly
known as abaneiro and mangue-de-praia, belongs to the Clusiaceae family, it is native and endemic from Brazil, found mainly
in Bahia, Espirito Santo and Rio de Janeiro States. The objective of this study was to characterize, by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), the bioactive compounds presents in the arils of the Clusia fluminensis fruit. For this study, the
fruits were collected in Barra da Tijuca and Recreio dos Bandeirantes neighborhoods, in the city of Rio de Janeiro - Brazil.
The chromatographic analyzes were performed using the extracts of arils with seeds of the fruit. It was identified some
phenolic compounds as protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid and 4-hydroxycinnamic (p-coumaric) acid, flavonoid
rhamnetina (7-methoxyquercetin) and some carotenoids as lutein, zeaxanthin and B-cryptoxanthin. A low content of vitamin
C in the fruit aryls was quantified (3.77 mg.100 g-1). The high concentration of zeaxanthin (823 pg.g?) in the arils was
highlighted, once it is a carotenoid that plays an important role in the macula, with content 206 times higher than the one
found in corn in natura. Few scientific papers published are related to these fruits. Therefore, the results support a better
understanding of the chemical composition of this species, describing the occurrence of bioactive compounds in Clusia
fluminensis fruit’s arils.
Keywords: Clusiaceae, vitamin C, carotenoids, flavonoids, phenolic acids.

Resumo

O Brasil é considerado o pais que detém a maior biodiversidade do planeta, muitas de suas espécies botanicas sdo
endémicas. O estudo fitoquimico, através da separacdo e caracterizagdo das substancias presentes nas plantas, pode
contribuir para o aumento da importancia econémica e a sobrevivéncia destas espécies botanicas como a Clusia fluminensis
Planch. & Triana. Esta planta, conhecida popularmente como abaneiro e mangue-de-praia, pertence a familia Clusiaceae, é
nativa e endémica do Brasil, sendo encontrada principalmente nos estados da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), as substancias bioativas
presentes nos arilos do fruto de Clusia fluminensis. Para este estudo, os frutos foram coletados nos bairros Barra da Tijuca e
Recreio dos Bandeirantes, na cidade do Rio de Janeiro - RJ. As analises cromatograficas foram realizadas a partir dos extratos
dos arilos com sementes dos frutos. Foram identificados compostos fendlicos como os acidos protocatecuico, 4-
hidroxibenzoico e 4-hidroxicinamico (p-cumarico), o flavonoide rhamnetina (7-metdxiquercetina) e os carotenoides luteina,
zeaxantina e B-criptoxantina. Foi quantificado um baixo teor de vitamina C nos arilos do fruto (3,77 mg.100 g-1). Destaca-se
a elevada concentragdo de zeaxantina (823 ug.g), carotenoide que desempenha um importante papel na macula, com teor
206 vezes superior ao milho verde in natura. Poucos trabalhos cientificos publicados sdo relacionados a esses frutos. Por
isso, os resultados contribuem para uma melhor compreensdo da composi¢do quimica desta espécie, ao descrever a
ocorréncia de substancias bioativas nos arilos dos frutos de Clusia fluminensis.
Palavras-chave: Clusiaceae, vitamina C, carotenoides, flavonoides, acidos fendlicos.
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1. Introdugao

A espécie Clusia fluminensis Planch. &
Triana, pertencente a familia Clusiaceae e de

sindbnimo heterotipico Clusia ildefonsiana A.
Rich. ex Planch. & Triana, consiste em uma
espécie nativa e endémica do Brasil,
distribuida principalmente nos estados da
Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, tendo
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por dominio geografico a Mata Atlantica.
Conhecida popularmente como abaneiro ou
mangue-da-praia, esta espécie é utilizada para
fins de ornamentacdo, apresentando-se em
forma de arbustos ou arvores e geralmente
podendo alcancar de 2 a 3 metros de
altura.l234

Os frutos desta espécie apresentam
coloracdo esverdeada, possuindo em seu
interior cdpsulas contendo arilos, membranas
de cor alaranjada onde as sementes
encontram-se dispersas®>. Destacam-se 0s
arilos (Figura 1) pelo alto consumo por animais
silvestres e pela coloracdo caracteristica da
presenca de carotenoides.

Figura 1. Frutos maduros de Clusia
fluminensis, com destaque para os arilos.
Foto: Sidney Pacheco.

O Brasil é detentor da maior
biodiversidade do planeta, com muitas
espécies endémicas, como os frutos abacaxi
(Ananas comosus L. Merril), caju (Anacardium
occidentale L.) e acai (Euterpe oleraceae
Mart.), os quais que possuem relevancia na
economia global principalmente na industria
alimenticia. Desta forma, o estudo de outros
frutos origindrios da flora brasileira torna-se
importante pela exploracdao da diversidade
observada no pais e pelo aumento de
informacdes sobre a composicdo quimica dos
mesmos, possibilitando a aplicacdo para
diferentes finalidades nos segmentos da
indUstria quimica, farmacéutica, alimenticia,
cosmética, entre outros.®

Com o intuito de separar, identificar e
quantificar as substancias provenientes de
uma mistura, podem ser utilizadas

LVq

determinadas técnicas, como a cromatografia,
cuja aplicacdo na area da quimica de produtos
naturais auxilia na separacao e caracterizacao
das substancias presentes nas plantas.”®

Em seu estudo com C. fluminensis, Silva
isolou os terpenos 3-oxo-friedelina e
epifriedelinol dos extratos hexanicos de folhas
e caules e ainda a benzofenona clusianona e o
terpenoide lanosterol nos extratos hexanicos
das flores.® Quanto aos frutos de C
fluminensis, poucos relatos foram
encontrados na literatura sobre os
fitoquimicos dessa espécie.

Silva & Paiva (2012) efetuaram a
guantificacdo de flavonoides totais expressos
em rutina por espectrofotometria para os
extratos metandlico e acetonico dos frutos de
Clusia fluminensis e avaliaram sua atividade
antioxidante com o emprego de DPPH. No
entanto, ndao foi realizada a identificacdo
destes flavonoides, mencionando somente a
ocorréncia de flavonas e flavonois.?

2. Objetivo

Este trabalho teve por objetivo caracterizar
as substancias bioativas presentes nos arilos
do fruto de Clusia fluminensis por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

3. Material e Métodos

3.1. Solventes, reagentes e padrdGes

analiticos

Os solventes acetato de etila (C4Hs0,),
acetonitrila (C;HsN), acetona (Cs3He¢O), acido
acético (C;H403), acido formico (CH20,), éter
de petrdleo, éter etilico (C4H100), éter metil
terc-butilico (CsH1,0) e metanol (CH40) foram
adquiridos da Tedia® (Brasil). A 4&gua
ultrapurificada foi obtida através do sistema
de purificacdo de 4dgua Milli-Q” Gradient 10A
Millipore”® e Elix"/RiOs™ 5 (EUA).
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Foram utilizados ainda o acido cloridrico
(HCI), acido fosférico (HsPO4) e acido sulfurico
(H2S04) Tedia® (Brasil), com grau P.A.; celite
545 Tedia® (Brasil); cloreto de sédio (NaCl)
Dindmica” (Brasil), sulfato de sédio anidro
(Na;SO4), hidréxido de sdédio (NaOH),
hidréoxido de potassio (KOH) e di-butil-
hidroxitolueno ou BHT (CisH240) Spectrum®
(EUA).

Para identificacdo e quantificacdo dos
analitos, foram empregados padroes de
acidos fendlicos (acidos galico, protocateico,
4-hidroxibenzoico, cafeico, 4-hidroxicinamico,
ferdlico e sinapico), de flavonoides
(epicatequina, rutina, rhamnetina, narirutina,
mirecetina, diosmina, hesperidina, quercetina
e kaempferol) e de acido L—ascérbico, Sigma-
Aldrich® (EUA). Os padrdes de carotenoides
foram obtidos segundo metodologia de
Pacheco (2013)%°, por isolamento a partir de
matrizes vegetais no Laboratério de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) na Embrapa Agroindustria de
Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil), com pureza
superior a 95 %.

3.2. Procedéncias das amostras

Foram coletados cerca de 40 g de frutos
maduros de C. fluminensis nos bairros da
Barra da Tijuca  (22°58'13.886" S;
43°23'10.759" W) e do Recreio dos
Bandeirantes (23°00'58.7"S; 43°30'59.4"W)
localizados na cidade do Rio de Janeiro, em
junho e julho de 2014. Apds selecdo, foram
separados manualmente os arilos com
sementes da casca, sendo a casca descartada.
Foi avaliada a presengca das seguintes
substancias: vitamina C, acidos fendlicos,
flavonoides e carotenoides. Foi pesado, em
duplicata, cerca de 1 g dos arilos com as
sementes, devido a dificuldade de separacgao
da semente. Procedeu-se a andlise de
vitamina C no mesmo dia, devido a labilidade
do analito, sendo o restante armazenado em
frascos de vidro ambar e armazenado em
freezer a -18 °C até o momento das demais
analises (flavonoides, 4acidos fendlicos e
carotenoides). Todas as analises foram
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realizadas no Laboratério de Cromatografia
Liquida da Embrapa Agroindlstria de
Alimentos, acreditado pelo INMETRO de
acordo com a ISO 17025 para analises de
carotenoides.

3.3. Analise de acido ascorbico (Vitamina
Q)

A determinacdo de d4cido ascérbico
(vitamina C) baseou-se no método de Rosa e
colaboradres.’ A andlise cromatogréfica foi
realizada em um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Waters® modelo Alliance 2690/5,
detector de arranjo de fotodiodos Waters®
modelo 2996, software Empower” e coluna de
troca idnica Aminex” HPX-87H BIO-RAD (300 x
7,8 mm), com as seguintes condicGes
cromatograficas: temperatura da coluna de 30
°C; temperatura do injetor de 15 °C; fluxo de
0,7 mL.mint em modo de eluicdo isocratico
com solucdo aquosa de acido sulfurico 0,05
mol.L'}; tempo de corrida de 10 min; e volume
de inje¢do de 20 pL. A quantificagdo da
vitamina C foi realizada por padronizagdo
externa com curva analitica construida a partir
de solugdes padrdao, em comprimento de onda
de 242,6 nm.

3.4. Analise de acidos fendlicos

Foi utilizado o método descrito por Mattila
& Kumpulainen,> com a obtencdo de 3
fracGes: acidos fendlicos livres (AFL), hidrdlise
basica e hidrdlise acida, em que a soma dos
teores hidrolisados constituem os dacidos
fendlicos totais (AFT). Para a analise, foi
utilizado um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5,
detector de arranjo de fotodiodos Waters®
modelo 2996 (varredura 210 a 600 nm),
software Empower’ e coluna Thermo BDS
HYPERSIL C15 (100 x 4,6 mm; 2,4 um). Utilizou-
se as seguintes condi¢Ges cromatograficas:
temperatura da coluna igual a 30 °C; fluxo de
1,0 a 1,2 mL.min? em modo de eluigdo em
gradiente de solugdo aquosa de acido
fosférico a 1,5 mLL! (fase mével A) e
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acetonitrila (fase moével B), como exibido na
Tabela 1; tempo de corrida de 28 min; e
volume de injecdo de 10 pL.

Os 4acidos fendlicos foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo e
espectros de absor¢dio na regido do
Ultravioleta/Visivel (UV-Vis) dos picos

Ve

observados nos cromatogramas da amostra e
da mistura de padrdes de acidos fendlicos.

A quantificacdo de 4cidos fendlicos foi
realizada por padronizagdo externa com curva
analitica construida a partir de solucdes
padrao, em comprimentos de onda de 270 nm
e 310 nm.

Tabela 1. Gradiente de eluicao da fase mével para separacao dos acidos fendlicos

Tempo Fluxo (mL.min) Fase A (%) Fase B (%)
0,00 1,0 95,0 5,0
6,00 1,0 95,0 5,0

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

* Fase A — 4cido fosférico 1,5 mL.L™t em dgua; Fase B — acetonitrila

3.5. Andlise de flavonoides

A extragdo de flavonoides foi realizada
segundo o método de Klump (2001).%2
Procedeu-se a andlise em um cromatdgrafo
liguido de alta eficiéncia Waters® Alliance
modelo 2690/5, detector de arranjo de
fotodiodos Waters® modelo 2996 (varredura
210 a 600 nm), software Empower’ e coluna
Thermo BDS HYPERSIL Cy5 (100 x 4,6 mm; 2,4
pum). As condi¢cdes cromatograficas foram:
temperatura da coluna em 45 °C; temperatura

do injetor em 15 °C; fluxo de 1 mL.min! em
modo de elui¢do gradiente de solugao aquosa
de 4cido férmico a 10 mL.L? (fase mével A) e
acetonitrila (fase mdvel B), conforme a Tabela
2; tempo de corrida de 28 min e volume de
injecdo de 10 pL. A identificacdo foi realizada
por comparagao dos tempos de retengdo e
espectros de UV-Vis de uma mistura de
padrées de flavonoides injetada sob as
mesmas condi¢gbes cromatograficas da
amostra.

Tabela 2. Gradiente de eluicdo da fase movel para separacdo dos flavonoides

Tempo Fase A (%) Fase B (%)
0,00 95,0 5,0
15,00 95,0 5,0
23,00 88,0 12,0
24,00 80,0 20,0
28,00 50,0 50,0

* Fase A — 4cido férmico 1 % em agua; Fase B — acetonitrila
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3.6. Analise de carotenoides

A extragdo de carotenoides totais e a
posterior reacdao de saponificacdo foram
realizadas segundo a metodologia descrita por
Rodriguez-Amaya.'* A determinacdo do perfil
dos carotenoides foi feita segundo a
metodologia de Pacheco et al. (2014)%
usando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Waters” Modular composto por bomba 600,
injetor automdtico 717 plus, com detector de
arranjo de fotodiodos Waters’ modelo 996
(varreadura 300 a 500 nm), software
Empower’ e coluna YMC Carotenoid S-3 (250
X 4,6 mm; 3 um), nas seguintes condicGes
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cromatograficas: temperatura da coluna de 33
°C; fluxo de 0,8 mL.min' em modo de eluic3o
gradiente de metanol (fase mével A) e éter-
metil-terc-butilico (fase médvel B), conforme
apresentado na Tabela 3; tempo de corrida de
28 min e volume de injecao de 15 plL. A
identificacdo foi realizada por comparacao
dos tempos de retencdo e espectros de UV-Vis
com uma mistura de padrdes de carotenoides
previamente isolados. A quantificacdo dos
carotenoides foi determinada por
padronizacdo externa, através da construcao
de curvas analiticas a partir das areas obtidas
em comprimento de onda de 450 nm de
solugGes padrao de carotenoides.

Tabela 3. Gradiente de eluicdo das fases mdveis para separagdo dos carotenoides

Tempo Fase A (%) Fase B (%)
0,00 80,0 20,0
0,50 75,0 25,0
15,00 15,0 85,0
15,05 10,0 90,0
16,50 10,0 90,0
16,55 80,0 20,0

28,00 80,0 20,0

* Fase A — metanol; Fase B — éter metil terc-butilico

4. Resultados e Discussao

4.1. Acido ascérbico

A concentracdo média de vitamina C nos
arilos dos frutos de C. fluminensis foi de 3,77 +
0,82 mg.100 g. Este valor é inferior ao de
frutos considerados fontes desta substancia,

como por exemplo, a laranja péra (53,7
mg.100 g?) e acerola (941,4 mg.100 g?),%®
cujos teores s3ao respectivamente 14 e 249
vezes superior ao dos arilos deste fruto. O teor
encontrado para a Clusia fluminensis foi
similar ao descrito para outros frutos de
importancia econdémica relevante, como a
mac3d cv. Fuji (2,4 mg.100 g?), a pera cv.
Williams (2,8 mg.100 g1), o péssego cv. Aurora
(3,3 mg.100 g?) e a uva cv. Itdlia (3,3 mg.100
g?1) 8, conforme demonstrado Tabela 4.
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Tabela 4. Comparacdo entre os teores de vitamina C dos arilos dos frutos de Clusia
fluminensis com outros frutos comestiveis, em mg.100g-1

Teor de vitamina C (mg.100g™)

Acerola (Malpighia glabra L.)*® 941,4
Laranja péra (Citrus sinensis)*® 53,7
Clusia fluminensis 3,77

Uva cv. Itélia (Vitis vinifera L.)'® 3,30
Péssego cv. Aurora (Prunus persica L.)'® 3,30
Péra cv. Williams (Pyrus communis L.)*® 2,80
Maga cv. Fuji (Malus domestica)*® 2,40

Fonte: Taco (2011).1° A equac3o da reta obtida pela curva analitica de &cido ascérbico foi: y =
1,90*10%x — 1,16*10% com coeficiente de determinac3o (r?) de 0,9998

4.2. Acidos fenélicos as fragdes analisadas: acidos fendlicos livres,
hidrélise basica e hidrdlise acida. As Figuras 2,
3, 4 e 5 consistem nos cromatogramas,
Foi detectada a presengca dos acidos respectivamente, da solucdo padrdo de cidos

protocatecuico, 4-hidroxibenzoico e 4- fendlicos e das trés fragdes obtidas a partir
hidroxicinamico (acido p-cumarico), em todas  dos arilos do fruto.

] 1
0,30

0,257
0,20
AU 0,157}

0,10{ 2
q

0,05{ A 7

0,00

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28,00
Minutes
Figura 2. Cromatograma, por CLAE-DAD, da solucdo padrdo dos seguintes acidos fendlicos: (1)
galico (t. = 2,08 min); (2) protocatecuico (tr = 4,03 min); (3) 4-hidroxibenzoico (tr = 7,21 min);
(4) cafeico (tr = 10,82 min); (5) 4-hidroxicinamico (tr = 13,96 min); (6) ferdlico (t. = 15,69 min);
(7) sindpico (tr = 16,15 min)
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Figura 3. Cromatograma, por CLAE-DAD, referente a fracdo de acidos fendlicos livres obtida a
partir dos arilos de C. fluminensis: (1) acido protocatecuico (t. = 3,99 min); (2) acido 4-
hidroxibenzoico (tr = 7,29 min); (3) acido 4-hidroxicindmico (t, = 14,16 min)
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Figura 4. Cromatograma, por CLAE-DAD, referente a fracdo de acidos fendlicos apds hidrdlise
basica do extrato dos arilos de C. fluminensis: (1) acido protocatecuico (t, = 4,15 min); (2) acido
4-hidroxibenzoico (t; = 7,38 min); (3) acido 4-hidroxicindmico (t. = 14,17 min)
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Figura 5. Cromatograma, por CLAE-DAD, referente a fracdo de acidos fendlicos apds hidrélise
acida do extrato dos arilos de C. fluminensis: (1) acido protocatecuico (tr = 4,12 min); (2) acido
4-hidroxibenzoico (tr = 7,22 min); (3) acido 4-hidroxicindmico (t. = 14,07 min)

A comparacdo entre os tempos de picos detectados (Figura 6), possibilitaram a
retencdo obtidos com a solucdo padrdo e os  confirmacdo da identificacdo das substancias
tempos de retengdo obtidos nas amostras encontradas (Figura 7).

(Tabela 5), e entre os espectros de UV/Vis dos

Tabela 5. Comparagdo entre os tempos de reten¢do dos acidos fenélicos da solugdo padrao
e das fragdes provenientes do extrato de C. fluminensis

Acido tz padrao tramostra tramostra tramostra
(min) AFL (min) HB (min) HA (min)
Protocatecuico 4,03 3,99 4,15 4,12
4-hidroxibenzoico 7,21 7,29 7,38 7,22
4-hidroxicinamico 13,96 14,16 14,17 14,07
254,7 309,3
A 2547 B 309,3 c
259,4
258,2 |
226,4
293,8 226,4
295,0

Figura 6. Sobreposicdo dos espectros de UV/Vis das substancias identificadas na amostra com
os espectros dos padrdes: (A) acido protocatecuico; (B) acido 4-hidroxibenzoico; (C) acido 4-
hidroxicinamico
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Figura 7. Estruturas quimicas dos acidos: (A) protocatecuico; (B) 4-hidroxibenzoico; (C) 4-
hidroxicinamico

Apds a identificacdo, foirealizadauma equacdes da reta e os coeficientes de
curva analitica dos dacidos fendlicos determinacdo (r?) para cada analito.
identificados, sendo expostos na Tabela 6 as

Tabela 6. Equacdo da reta e coeficiente de determinacdo obtidos por meio de curva analitica
com padrées de acidos fendlicos

Analito de interesse Equagdo da reta r

Acido Protocatecuico y =2,70*10% — 7,59*10° 0,9994
Acido p-hidroxibenzoico y =3,62*10% - 1,54*10* 0,9994
Acido p-hidroxicinamico y =2,61*10% - 9,26*103 0,9995

Os teores determinados dos acidos dos frutos de Clusia fluminensis estdo
fendlicos livres e totais presentes nos arilos  dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Teores, em pg.g?, dos acidos fendlicos identificados nos arilos dos frutos de C.
fluminensis

Acido fenélico AFL (pg.g?) AFT (pg.g?)

Protocatecuico 115,14 + 58,23 55,82 +12,23
p-hidroxibenzoico 11,43 +0,32 16,76 + 1,06
p-hidroxicinamico 5,97 £ 0,41 49,03 +12,69

O 4cido fendlico majoritdrio entre os AFLe 6,74 ug.g' de AFT) e com a laranja bahia
detectados foi o acido protocatecuico, que (33,52 pg.g! de AFL e n3o detectado nos
apresentou alta concentracdo mesmo na  AFT).178
fracdo AFL (115,14 pg.g?), sugerindo que este 0 teor de p-hidroxibenzoico (11,43 pg.g?
n3o se encontra ligado na forma de éter ou  de AFL e 16,76 pug.g™ de AFT) foi inferior ao de
éster com outras substancias. Este valor € 2,5 outras matrizes vegetais relatadas na
vezes superior ao resultado encontrado para literatura como a tangerina (127,91 pg.g* de
os AFL da cenoura (46 pg.g?), matriz vegetal AFL e 35,23 pg.g! de AFT), a laranja bahia
de maior concentracdo desta substanciaentre (193,15 pg.g* de AFL e 35,99 pg.g* de AFT) e
as estudadas por Mattila & Hellstrém (2007).Y”  a polpa da jussara (34 pg.g* de AFL e 540 pg.g°
Contudo, nota-se que nos AFT este valor !de AFT).1%?
diminui, uma vez que ao sofrer hidrdlise este A concentragdo do acido p-hidroxicinamico
4cido pode ter sido degradado. O mesmo  nos AFT (55,00 pg.g?) foi superior ao tomate
ocorre nas matrizes da cenoura, em que ndo (10 pg.g?), a polpa de jerivd (21,4 pg.g?) e a
foi detectado o acido protocatecuico apds as  polpa de jussara (46 pg.gl), porém é inferior
hidrélises, com a tangerina (29,64 pg.g* de ao rabanete (56 pg.g), a cenoura (69 pg.g?),
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ao abacate (81 pg.g?) e & tangerina (130 pg.g° 4.3. Flavondides
1),17-20 Comparando os resultados do &cido p-
hidroxicindmico para os arilos do fruto de C. " .
Na andlise de flavonoides, foram

fluminensis com a polpa de jeriva, descrito por
Martins e colaboradores, pode-se observar
gue nas duas matrizes este acido encontra-se
predominantemente na forma esterificada,
apresentando aumento considerdvel da
concentracdo ap0s as etapas de hidrélise.?°

observados dois picos majoritarios (Figura 8),
sendo o primeiro em um tempo de retencao
de 13,88 min e o segundo de 17,90 min.

222,7 5902 1 232,3 2

291,4

IR W T
WA PN S AA Aot __4‘t

I ]
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 2200 2400 26,00 28,00
Minutos

Figura 8. Cromatogramas, por CLAE-DAD, da solucdo padrdo de rhamnetina, em roxo, e do
extrato da amostra, em preto, com sobreposi¢do dos picos e espectro de UV referente ao pico
da rhamnetina

A comparagdo dos tempos de retengdoe pico 1 como a rhamnetina (7-
espectros de UV-Vis da mistura de padrées de = metoxiquercetina) (Figura 9).
flavonoides possibilitou a identificacdo do

Figura 9. Estrutura quimica da rhamnetina
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O pico majoritario (pico 2), ndo pdde ser
identificado, pois nao foi correspondente aos
padroes utilizados para comparacdao, bem
como 0s picos minoritdrios. Entretanto por
apresentar perfil de espectro caracteristico de
flavonoide (2 bandas de absorg¢do entre 200 e
360 nm), e similar ao da rhamnetina, sugere-
se que o pico 2 seja um derivado deste
flavonoide.

Mazza, K. E. L. et al.

4.4, Carotenoides

Na analise de carotenoides (Figura 10)
foram detectados picos referentes aos
carotenoides—Iuteina, zeaxantina e pB-
criptoxantina (Figura 11).

od0 || 1 4443 3 4552 6
1 472,1 477,0
0,30
0,20
010 — 2 5
: 4
] 1 3
0,00
‘ — —_— —_— —_—
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Minutes

Figura 10. Cromatograma, por CLAE-DAD, do extrato dos arilos de C. fluminensis e espectros na
regido do Visivel dos carotenoides identificados: (1) luteina; (2) zeaxantina; (3) B-criptoxantina;
(4), (5) e (6) picos ndo identificados
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Ve

OH
NN NN
HO
Luteina
OH
NN NN NN Y
HO
Zeaxantina
NN XY XYY
HO

B-criptoxantina

Figura 11. Estruturas dos carotenoides presentes nos arilos de C. fluminensis

A presenca de outros picos ndo
identificados no cromatograma, com tg de
aproximadamente 20 min, pode estar
relacionada a presenga de carotenoides
esterificados. Por isso, fez-se necessario a
realizacdo de uma reagao de saponificagdo, a

fim de se eliminar os interferentes da matriz.
14 A Figura 12 refere-se ao cromatograma do
extrato saponificado, em que foi realizada a
guantificacdo apenas do pico majoritario
zeaxantina.

1,00 —

0,80 —

0,60 —

0,40 —

0,20 —

- —“-—.—"’JL-'\_M

450
477

0,00 -

| | |
2,00 400 6,00 8,00 10,00

[ T I I I I |
12,00 14,00 16,00
Minutos

|
18,00 20,00 2200 2400 26,00 2800

Figura 12. Cromatograma, por CLAE-DAD, do extrato saponificado dos arilos de C. fluminensis
(tr = 8,07 min)

A equacdo da reta obtida pela curva
analitica de zeaxantina foi: y = 311706x —

5804,9, com coeficiente de determinagdo (r?)
de 0,9987.
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O teor de zeaxantina nos arilos dos frutos
de C. fluminensis foi de 823 pg.g!, valor este
206 vezes superior ao do milho (4 pg.g?),*®
gue é a principal fonte desse carotenoide na
dieta do brasileiro. A zeaxantina apresenta
importante fun¢ao na visdao, em razao de
conferir a protecdo das células nervosas
responsdveis pela visdo das cores. Diversos
estudos  epidemiolégicos  sugerem o
importante papel protetor dos carotenoides,
luteina e zeaxantina, contra a degeneracdo
macular relacionada a idade e catarata.?> 22 A
luteina pode ser encontrada em vegetais
verdes escuros. No entanto, a zeaxantina esta
presente em poucos alimentos e quando
presente encontra-se em teores reduzidos,® o
que faz com que seja necessario encontrar
uma alternativa para promover a maior
ingestdo desse carotenoide. Desse modo,
identificar novas fontes de zeaxantina pode
contribuir para aumentar a disponibilidade de
alimentos fontes desse carotenoide.

5. Conclusao

A partir do presente trabalho, foi possivel a
identificacdo de substancias bioativas de
diferentes classes fitoquimicas nos arilos com
sementes dos frutos de C. fluminensis.

Destacam-se o0s teores de zeaxantina,
superiores aos encontrados em outras
matrizes vegetais. Além disso, foram

detectados os carotenoides luteina e B-
criptoxantina, os acidos fendlicos 4-
hidroxibenzoico, 4-hidroxicinamico e
protocatecuico, e o flavonoide rhamnetina. O
acido ascérbico (vitamina C) esta presente em
baixa concentragdo.

Poucos trabalhos cientificos publicados
estdo relacionados aos frutos da espécie
estudada, e abordam apenas os aspectos
botanicos e a presenca de algumas classes de
substancias. Portanto, os resultados obtidos
contribuem para um maior conhecimento
sobre a composicdo e a caracterizacao de
bioativos esta espécie.

Mazza, K. E. L. et al.
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