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RESUMO

Plantas medicinais s3o importante fonte para o desenvolvimento de fitoterdpicos e
farmacos, sendo a sele¢do da espécie ¢ do método de extracdo etapas cruciais para a
eficacia e a seguranga desses produtos. O Brasil possui vasta biodiversidade, com
espécies que produzem metabolitos secundarios com atividade bioldgica em outros seres
vivos, entre elas a Eugenia uniflora L., conhecida popularmente como pitangueira, que
integra a Relagdio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(ReniSUS). Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método para extragdo de
compostos fendlicos presentes em extratos do fruto de E. uniflora. Para isso, os frutos
foram coletados na Universidade Federal de Uberlandia, processados por liofilizacao e
submetidos a extracdo soélido-liquido com metanol 80% acidificado (0,3% TFA). O
extrato bruto obtido foi fracionado por extragdo liquido-liquido com acetato de etila e,
posteriormente, em coluna com resina Amberlite XAD-2. As fra¢des foram analisadas
por cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria, teor de fendis totais
pelo método de Folin-Ciocalteu e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-ESI-QTOF-MS/MS). Os resultados mostraram maior teor de compostos
fendlicos na fragdo metandlica (MX11), com 435,48 mg EAG/g de extrato, em
comparacao a fracdo em acetato de etila (MX9), com 290,79 mg EAG/g. As andlises por
LC-ESI-QTOF-MS/MS indicaram a presenga da cianidina-3-O-hexosideo, confirmando
a eficiéncia do método para a extracdo de antocianinas. Conclui-se que a metodologia
aplicada foi eficiente na concentragdo de compostos fendlicos e antocianinas em E.
uniflora, embora novos estudos sejam necessarios para a caracterizacdo detalhada de

outras classes de metabolitos presentes.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia uniflora. Compostos fenolicos. Antocianinas. Extracao.



ABSTRACT

Medicinal plants are an important source for the development of herbal medicines and
pharmaceuticals, with species selection and extraction methods being crucial steps for
ensuring the efficacy and safety of these products. Brazil has vast biodiversity, with
species that produce secondary metabolites with biological activity in other organisms,
including Eugenia uniflora L., popularly known as pitangueira, which is listed in the
National List of Medicinal Plants of Interest to the Brazilian Unified Health System
(ReniSUS). This study aimed to develop a method for the extraction of phenolic
compounds present in extracts of E. uniflora fruits. Fruits were collected at the Federal
University of Uberlandia, processed by lyophilization, and subjected to solid-liquid
extraction with 80% methanol acidified with 0.3% TFA. The crude extract obtained was
fractionated by liquid-liquid extraction with ethyl acetate and subsequently through a
column packed with Amberlite XAD-2 resin. The fractions were analyzed by thin-layer
chromatography (TLC), spectrophotometry, determination of total phenolics using the
Folin-Ciocalteu method, and liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-
ESI-QTOF-MS/MS). The results showed a higher content of phenolic compounds in the
methanolic fraction (MX11), with 435.48 mg GAE/g of extract, compared to the ethyl
acetate fraction (MX9), with 290.79 mg GAE/g of extract. LC-ESI-QTOF-MS/MS
analysis indicated the presence of cyanidin-3-O-hexoside, confirming the efficiency of
the method for the extraction of anthocyanins. It is concluded that the methodology
applied was effective in concentrating phenolic compounds and anthocyanins in E.
uniflora, although further studies are necessary for the detailed characterization of other

classes of metabolites present.

KEYWORDS: Eugenia uniflora. Phenolic compounds. Anthocyanins. Extraction
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais s3o as matérias-primas para o desenvolvimento de
fitoterapicos e de farmacos, sendo esses ultimos utilizam compostos de origem natural
isolados ou modificados. Uma vez que a biossintese de composto biologicamente ativo
depende das condi¢des em que o individuo vegetal € exposto, a presenga e a concentragao
podem variar entre espécies de familias diferentes, ou at¢ mesmo entre elas quando
expostas a condigdes diversas. Desse modo, pode-se analisar a necessidade de abordar o
controle de qualidade de fitoterapicos que traga seguranca e eficacia a usuarios desses
medicamentos. A sele¢do da espécie vegetal € uma etapa que pode definir a possibilidade
de sucesso na obten¢ao de um fitofarmaco ou de um medicamento fitoterapico, e a escolha
do processo de extragdo do material vegetal que envolve solventes e fracionamento dos

extratos sdo importante etapas (Simdes et al., 2017).

O Brasil possui uma grande biodiversidade. As intera¢des dos individuos com o
meio ambiente resultam na producdo de substancias que, embora dispensaveis para o
crescimento € o desenvolvimento bésicos de uma espécie em isolamento, sdo
fundamentais para a sobrevivéncia em seu habitat. Esses compostos, conhecidos como
metabolitos especializados ou secundarios, podem apresentar atividade biologica
significativa sobre outros organismos vivos, possibilitando desenvolvimento de
fitoterapicos, por exemplo (Simdes, 2017). Diante desse potencial, uma das propostas do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) ¢ inserir plantas
medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia no SUS (Sistema Unico de
Saude), estabelecendo acdes pelos diversos parceiros, em torno de objetivos comuns
voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos

em nosso pais (Ministério da Satde, 2019).

A pitanga vermelha, cientificamente conhecida como Eugenia uniflora,
pertencente a familia Myrtacea, ¢ uma fruta amplamente cultivada em diversas regioes
tropicais e subtropicais, possui uma vibrante colora¢do além de seu aroma caracteristico
(De Aratjo et al., 2019). Além de seu sabor exoético, a pitanga vermelha ¢ apreciada por

suas propriedades nutricionais, sendo uma excelente fonte de minerais e compostos
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bioativos como vitaminas, compostos fendlicos, agucares e fibras (Malaman et al., 2010).
A Eugenia uniflora € uma espécie vegetal que apresenta estudos e pesquisas no ambito
do Sistema unico de Saude, como também faz parte da Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (Pereira; Monteiro; Siqueira, 2020,

Ministério da Saude, 2025).

Nesse trabalho foi realizado o estudo com a Eugenia uniflora, que ¢ uma espécie
vegetal que se encontra na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(ReniSUS) desenvolvendo um método de extracdo de composto fenolico para possivel

identificacdo de substancias com atividade biolégica (Ministério da Saude, 2025).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composiciao quimica da E. uniflora

De acordo com as informagdes sobre a biodiversidade ¢ os ecossistemas
brasileiros fornecidos pelo SiBBr (Sistema de Informagdo sobre a Biodiversidade
Brasileira, 2025), a E. uniflora ¢ uma espécie nativa Brasileira de Valor Economico. Os
frutos da E. uniflora podem atingir cerca de 3 cm de diametro e apresentar de 8 a 10
sulcos longitudinais, possui uma colora¢do vermelha ou roxo escuro quando exige a
maturagdo. O fruto possui cerca de trés grandes sementes e a polpa (média de 77% de
polpa e 23% de semente), seu sabor, doce e acido, e odor sdo unicos e caracteristicos

(Dantas et al., 2021).

Entre os compostos encontrados na Eugenia uniflora temos os fenolicos
(flavonoides, antocianinas, proantocianidinas e acido elagico (Figura 1), carotenoides
(como licopeno e luteina Figura 2) e acido ascorbico (Figura 3), metabdlitos secundarios

relacionados a diversas funcdes bioldgicas (Borges, 2015).

Os compostos quimicos encontrados nas frutas da Eugenia uniflora podem variar
dependendo do individuo, das condigdes climdticas, manejo, condi¢des do solo e

nutricdo, entretanto podendo apresentar, dependendo do estagio de maturagdo, altas
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quantidades de flavonoides e proantocianidinas (taninos condensados), compostos

conhecidos por sua atividade antioxidante (Ramalho et al., 2019).

Figura 1 - Estrutura quimica geral de um flavonoide (A), de uma antocianina (B),

de uma proantocianidina (C) e acido elagico (D).

(©)
Fonte: Adaptado de Borges (2015).

Figura 2 — Estrutura quimica do licopeno (carotenoide).

Fonte: Borges (2015).
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Figura 3 — Estrutura quimica do &cido ascorbico.
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Fonte: autor.

Segundo Celli, Pereira-Netto e Beta (2011), os frutos verdes da pitangueira
apresentam maior teor de compostos fenolicos totais e, consequentemente, maior
atividade antioxidante quando comparados a frutos em estdgios mais avangados de
maturagdo. Além do interesse voltado aos beneficios para a saude, a utilizacdo dos
extratos desses frutos desperta atencao pelo seu potencial em retardar ou inibir processos

oxidativos em alimentos e cosméticos, ampliando suas aplicagdes industriais.

2.2 Etnofarmacologia e atividade biologica da E. uniflora

A FEugenia uniflora L, apresenta longa tradi¢do de uso na medicina popular
brasileira e em outras regides da América Latina. Suas folhas, frutos e sementes sdo
empregados em preparagdes caseiras, como chds e infusdes, para o tratamento de
disturbios digestivos, febre, hipertensao, inflamacdes e dores em geral (Lorenzi; Matos,
2008; Schek et al., 2014). Estudos etnobotanicos demonstram que diferentes
comunidades utilizam a planta principalmente como analgésico, antipirético e anti-

hipertensivo, confirmando sua importancia cultural e terapéutica no contexto popular.

Do ponto de vista cientifico, pesquisas farmacologicas tém avalidado parte desses
usos tradicionais. Consolini, Baldini ¢ Amat (1999) demonstraram que os extratos de
folhas de E. uniflora exercem efeito anti-hipertensivo em ratos, possivelmente
relacionado a presenca de compostos fenolicos e terpenos. Além disso, diversos estudos
in vitro relatam atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes,
antidiabéticas e hipolipemiantes, atribuidas a diversidade de metabdlitos especializados,

como flavonoides, taninos, proantocianidinas e 6leos essenciais. Esses constituintes sao
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reconhecidos pela atividade antioxidante, capaz de sequestrar radicais livres € modular
vias de sinalizacdo celular, além de apresentarem efeitos antimicrobianos e
antienzimaticos sobre a-amilase, a-glicosidase e lipase, sugerindo aplicagdes no controle
de doengas metabolicas. Ensaios in vivo demonstraram ainda a capacidade dos extratos
de pitanga em prolongar a longevidade e atenuar processos de neurodegeneragao
associados ao Alzheimer e ao Parkinson, refor¢ando seu potencial como fonte de

compostos bioativos de interesse farmacéutico, alimenticio e cosmético (Borges, 2015).

2.3 Métodos de extracio de extratos vegetais (ou extracao seletiva)

A extragdo de compostos bioativos de matrizes vegetais requer métodos capazes
de separar e concentrar seletivamente as substancias de interesse, reduzindo interferentes
e otimizando a andlise posterior. Entre os principais métodos aplicados destacam-se a
extragdo em fase solida (SPE) e a extragdo liquido-liquido (LLE), cujos principios estdo
relacionados diretamente a solubilidade diferencial dos compostos e as interagdes
intermoleculares, conceitos fundamentais da quimica organica (Solomons; Fryhle, 2012,

Skoog et al., 2008).

A extracao em fase solida (Solid-phase extraction, SPE) consiste na retengao
seletiva de moléculas em uma fase estaciondria so6lida, seguida de elui¢do com solventes
adequados. Esse processo explora interagdes como forcas de van der Waals, ligacdes de
hidrogénio e interagdes dipolo-dipolo para concentrar compostos de interesse, como
flavonoides e acidos fenodlicos. Dessa forma, a SPE é uma técnica eficiente e seletiva,

amplamente utilizada para o preparo de extratos vegetais (Awang et al., 2022).

A extracao liquido-liquido (LLE), por sua vez, baseia-se no principio de que uma
substancia se distribui de forma diferente entre duas fases liquidas imisciveis, geralmente
aquosa e organica, em funcdo de sua polaridade relativa. Compostos mais polares tendem
a permanecer na fase aquosa, enquanto moléculas apolares migram preferencialmente
para a fase organica. Esse método permite fracionar metabdlitos secundérios, como
alcaloides, terpenos e taninos, conforme suas propriedades quimicas, sendo empregado
na purificacdo inicial de extratos vegetais organica (Solomons; Fryhle, 2012, Skoog et

al., 2008).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método para extragdo de

compostos fendlicos em extrato do fruto de Eugenia uniflora.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

Balanga analitica SHIMAFZU modelo ATX224.

Balanga de luz infravermelha para determinagdo da umidade Quimis modelo Kett
FD-600.

Evaporador rotatorio IKA modelo RV10.

Liofilizador TERRONI modelo LS3000.

Espectrofotometro Thermo Scientific modelo Genesys 10S UV-Vis

Lavadora Ultrassénica UNIQUE modelo USC 750.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent modelo Infinity 1260, acoplado a
um espectrometro de Massas de alta resolucdo tipo Quadrople (Time of Flight)
Q_TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagao por electrospray
(ESD).

4.2 Materiais e Reagentes

Os 4cidos: sulfurico, formico e tricloroacético (TFA) também foram de marcas
diversas: Synth, Merck, Vetec.

Placa de aluminio com silica gel 60, para cromatografia em camada delgada
(CCD) contendo indicador de fluorescéncia da marca Macherey-Nagel.
Reveladores utilizados na prospec¢do fitoquimica: vanilina sulftrica, sulfato
cérico.

Solventes utilizados para extragdo e cromatografia: hexano, etanol, acetato de etila
e metanol foram de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck, Neon. O hexano, etanol

e acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza.
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4.3 Coleta e Preparo do Material Vegetal

Coletou-se os frutos que a Eugenia uniflora produz uma vez ao ano no més de
novembro de espécimes presente na Universidade Federal de Uberlandia (18°55'11"S
48°1529"W / 18°55'12"S 48°15'35"W) campus Santa Moénica a distdncia entre os pontos
¢ de 198,86 m, na Figura 4 tem-se a posicao do pontos de coleta realizada no dia 10 de
novembro de 2022 as 11 hora e 20 minutos a temperatura no momento era de 30 °C, a
porcentagem de umidade do ar era de 56 %, no dia 16 de novembro de 2022 as 12 hora e
30 minutos a temperatura no momento era de 31 °C, a porcentagem de umidade do ar era
de 58 %, no dia 18 de novembro de 2022 as 10 hora e 15 minutos a temperatura no
momento era de 29,8 °C, a porcentagem de umidade do ar era de 60 %, e no dia 21 de
novembro de 2022 as 10 hora a temperatura no momento era de 27,5 °C, a porcentagem

de umidade do ar era de 62 %.

Figura 4 - Pontos de coleta do fruto de Eugenia uniflora.

' Universidade -

‘Federal _ge'
Uberlandisfy
|

ROl AT
; s L2

Fonte: Google Earth

Congelou-se as frutas para realizar a secagem por liofilizagdo, atingindo-se a
umidade inferior a 10%, o material vegetal foi triturado através de moinho de facas e

armazenados em freezer.
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4.4 Avaliacdo do Teor de Umidade

O teor de umidade do fruto foi determinado em uma balanca de luz infravermelha
(Quimis modelo Kett FD-600), onde 1,0 g do material vegetal foi aquecido até cerca de

105 °C por 15 minutos.

4.5 Preparo de Extratos

Utilizou-se o método de Cuevas-Rodriguez et al. (2010) adaptado para isolamento
de proantocianidinas. Triturou-se 100 g dos frutos e deixou-os em suspensao em 175mL
de metanol 80 % (0,3% TFA) por 24h, filtrou-se e removeu-se o solvente do filtrado por
evaporac¢do no evaporador rotatério a pressao reduzido a 40 °C, obtendo-se um extrato

bruto (34,1g).

4.6 Extraciao do extrato

O fracionamento iniciou-se a partir do extrato obtido, cuja massa seca
correspondia a 39,1g. Do material, 30,0806 foi previamente solubilizado em 120 mL agua
(volume remanescente apos a remocao do solvente inicial). Em seguida, procedeu-se a
extracdo liquido-liquido com acetato de etila, realizando-se quatro parti¢des consecutivas,
cada uma com 120 mL de solvente. A fase organica resultante foi separada e denominada

fracdo MX9 cuja massa seca correspondia 3,6 g.

A fragdo aquosa (20,0621 g diluida em 4gua) obtida foi carregada em uma coluna
de vidro (30x2 cm) com fase estacionaria Amberlite XAD-2 (74,4g) com volume morto
de 42 mL de agua 0,3 TFA, apds a elui¢do da fracdo aquosa na resina e separagdo do
eluato (MX10), a resina foi eluida com 300 mL de agua destilada contendo 0,3% TFA e
separou-se essa fragdo (MX13) cuja massa seca correspondia 5,3g. Em seguida, a resina
foi eluida com 400 mL de metanol contendo 0,3% TFA e separou-se essa fragdo (MX11)
cuja massa seca correspondia 0,17g. As fragdes foram rotavaporadas para remog¢do do

solvente, seguido de liofilizacao.
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4.7 Cromatografia em Camada Delgada

Para a determinacdo preliminar das possiveis classes de compostos fendlicos
presentes no extrato, realizou-se a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando reagentes colorimétricos para derivatizacdo dos compostos. O extrato foi
solubilizado em metanol na concentracao de 5 mg/mL, e as aliquotas da solu¢ao foram
aplicadas em uma placa de silica gel. A fase movel utilizada como eluente foi constituida
por acetato de etila, agua purificada, acido férmico e 4cido acético (10:2,6:1,1:1,1), de
acordo com Wagner e Bladt (1996). Apos o eluicao cromatografica, as placas foram secas
em temperatura ambiente e submetidas a revelacdo com solucao de vanilina sulfurica,

seguida de aquecimento.

4.8 Teor de fenois totais

Utilizando-se a metodologia proposta por Morais e outros (2008), o teor de fenois
totais foi determinado para os extratos dos frutos. Inicialmente, em um tubo de ensaio foi
adicionado 0,5 mL de solugdo metanolica do extrato (250 ug mL™), 2,5 mL de solugdo
aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v'') e 2,0 mL de uma solugio recém
preparada de carbonato de s6dio 7,5% (m v'!). A mistura foi mantida por 5 min em banho
a 50 °C. Em um espectrofotometro, a absorbancia da mistura foi medida em 760 nm. Para
obtencdo do branco, o mesmo procedimento foi realizado utilizando 0,5 mL de metanol.
O resultado foi expresso em mg de equivalente de 4acido galico (EAG) por grama de
extrato. Para isto, o 4acido galico, em variadas concentra¢des (10 a 80 ug mL™), foi reagido
com o Folin-Ciocalteu, sendo construida uma curva analitica da absorbancia obtida versus

concentragdo de acido galico utilizada.

4.9 Analise da Composi¢io Quimica dos Extratos por Cromatografia Liquida

Acoplada a Espectrometria de Massas

Realizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrometro
de massas com fonte de ionizagdo por electrospray LC-ESI-QTOF-MS/MS, no
Laboratorio de Nanobiotecnologia-Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU) em um

cromatografo liquido (marca Agilent® modelo Infinity 1260) acoplado a um



21

espectrometro de massas de alta resolugdo tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520
B com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI), utilizando coluna Agilent® modelo
Zorbax C18 3,0 mm de didmetro interno, 100,0 mm de comprimento, particulas de 2,7
um. Os parametros cromatograficos para analise dos extratos e particdes foram: fase
mével (A) composta por dgua acidificada com 4acido férmico (0,1% v.v'!) e fase movel
(B) metanol, com gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0 — 15 min), 100% de B (15 —
17 min), volume de inje¢do foi 0,4 mL min'. Os pardmetros de ioniza¢do foram: pressio
do nebulizador de 58 psi, gas secante a 8 L min™! a uma temperatura de 220 °C e no capilar

foi aplicado uma energia de 4,5 KVA.

Preparou-se as amostras para serem injetadas solubilizando-as em metanol grau
HPLC, usando a concentragdo de 5 mgmL!, e filtradas em filtros de seringa com

membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) 45 pm.

Realizou-se as andlises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) em
diferentes energias de colisdes para os modos positivo e negativo para cada ion molecular.
A formula molecular proposta de cada composto foi selecionada de acordo com uma lista
sugerida pelo Software Agilent MassHunter® seguindo a mais baixa diferenca entre a
massa experimental e a massa exta, erro em ppm (Equagdo 1), equivaléncia de
insaturagdes e regra do nitrogénio. As possiveis estruturas foram propostas utilizando de
dados em artigos académicos, analisando, principalmente, sistemas de solventes, tempos

de retencdo e espectro de massas.

massa experimental—massa exata ~
Eppm = x 10  Equagdo 1

massa exata
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracao de metabolitos de frutos da E. uniflora

A extragdo das antocianinas do fruto de E. uniflora foi realizada através de extragao
solido-liquido. Neste tipo de extragdo, a transferéncia dos metabdlitos secundarios do
solido (tecido vegetal) para o solvente € regida por processos de solubilidade, difusao e
equilibrio quimico (Solomons; Fryhle, 2012, Skoog et al., 2008). Solventes polares (agua,
metanol, etanol) solubilizam preferencialmente compostos hidrofilicos, como fenélicos e
flavonoides. Ja solventes menos polares (acetato de etila, cloroférmio, hexano)
solubilizam substancias lipofilicas, como carotenoides, terpenos e 6leos essenciais. Neste
trabalho, a extra¢dao de 100 g de fruto foi realizada de acordo com Cuevas-Rodriguez et
al. (2010), utilizando metanol 80 % (0,3% TFA) como solvente extrator. De acordo com
o0 artigo, para o isolamento de antocianinas e proantocianidinas em Rubus spp. (amoras-
pretas mexicanas), combinou-se extracdo com solventes, resinas de adsor¢do e técnicas
cromatograficas. Além disso, destaca que a utilizacdo do metanol 80% acidificado com
acido trifluoroacético (TFA 0,3%) ¢ importante para a extracdo dos compostos fenolicos
e o pH baixo preveniu a degradagdo da molécula como a antocianinas.

Como resultado da extracdo, foi obtido 39,1 g (39,1% de rendimento) de extrato. E
importante ressaltar que para calculo do rendimento das etapas subsequentes considerou
como base 100 g de frutos liofilizados (umidade inferior de 10%). Além disso, todo o
extrato obtido foi utilizado nas demais etapas do processo.

Sequencialmente, o extrato foi fracionado através de particdo liquido-liquido
(Figura 5) utilizando acetato de etila (4,7%). A fragdo aquosa foi, portanto, submetida a
uma parti¢do solido-liquida utilizando a resina polimérica Amberlite XAD-2. O eluatato
(MX10) foi separado da resina por filtracdo (utilizando coluna cromatografica de vidro
como suporte) e a resina foi eluida com 4gua (0,3% de TFA) obtendo MX13 seguido de
eluicdo com metanol (0,3% de TFA) obtendo-se a fragdo MX11 (0,23% de rendimento).
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Figura 5 - Fluxograma da metodologia utilizada na extracado compostos fenolicos

de frutos de E. uniflora.

100 g de fruto triturado
350 mL meOH 80% 0.3 TFA
24h

Filtrou-se a presséo reduzida

Removel-se MEOH (rotaevaporador)~120mL

Extrato bruto
39,1006 g

30,0806 g em 120 mL agua 0.3 TEA
Extraiu-se liquido-liquido contra acetato de etila (4x de 120 mL)

MX9 Fragdo aquosa
Fragdo Acetato de etila 72 440‘31
36243 g e

20.0621 g em Agua 100 mL agua 0.3 TFA
Amberlite {AD-2 coluna 30x2 cm

Passou-se a fragio aquosa

(100mL) 3x Eluiu-se 300 mL agua 0.3 TFA Eluiu-se 400 mL MECOH 0.3 TEA
MX10 MX13 MX11
Fragao aquosa Eluida Eluigdo de dgua Eluigdo de MEOH
13,7324 g 53018 g 01741 ¢

Fonte: autor.

Realizou-se a andlise do teor de fenois totais das fracdes MX9 e MX11 pelo método
de Folin-ciocalteau. A fragdo MX11 (metanolica) apresentou maior teor de compostos
fenolicos com o valor de 435,48 mg de EAG/g de extrato, seguido da fragdo MX9 (acetato
de etila) com 290,79 mg de EAG/g de extrato. O teor de compostos fenolicos determinado
para a fracdo metanolica (435,48 mg EAG/g de extrato) foi considerado elevado, quando
comparado aos valores relatados na literatura para frutos com alta atividade antioxidante.
Portanto, a parti¢do liquido-liquido inicial com acetato de etila seguido da extracdo com

amberlite-XAD-2 mostrou-se eficiente. Essa resina foi responsavel por reter compostos
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fendlicos (antocianinas e proantocianidinas) pela adsor¢do, o que favoreceu a separagao
de agticares, sais e pectinas da fracdo aquosa. A aplicagdo da técnica utilizada a resina
polimérica Amberlite XAD-2 aumentou significativamente a pureza dos extratos.

Na cromatografia de camada delgada realizada das fragdes, utilizando vanilina
sulfurica como reagente colorimétrico (Figura 6), observou-se a presen¢a de compostos
fenolicos nas fracdes acetato de etila e metandlica, nas regides onde ¢ observado a

coloracdo rosa apds a utilizacdo do revelador.
Figura 6 - A) Placa de CCD das frag¢des obtidas no processo de extracdo de frutos de E.

uniflora: fragdo MX9 (acetato de etila); fragdo MX10 (eluida do extrato), fragio MX11
(eluida com metanol). B) Imagem das fragdes MX9, MX10 e MX11.

A)

Fonte: autor.

4.2 Analise da composicao quimica de fracées do extrato dos frutos de E.
uniflora

A técnica de LC-ESI-QTOF-MS/MS foi empregada para a caracterizagao dos
compostos presentes nos extratos. A identificacdo foi realizada com auxilio do software

MassHunter®, por meio da observacdo dos picos cromatograficos e das respectivas
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massas. As massas obtidas foram comparadas a uma biblioteca customizada. As analises

foram conduzidas no modo positivo. Na Figura 7 estdo apresentados os espectros de

massas da andlise de 0 a 13,5 min, para as fragdes MX9, MX10 e MX11.
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Figura 7 -Espectros de massas LC-ESI-QTOF-MS/MS (modo positivo, range 0 a
13,5 min) das fragoes MX9, MX10 e MX11.
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Fonte: autor.

Através dos espectros de massas observou o m/z 449,1101 que foi anotado como

sendo a Cyanidine 3-O-hexoside (C21H21011", erro: 5,1 ppm) que ¢ uma antocianina

(Oancea et al., 2013). A presenca desse composto foi observada na fracio MX9, porém

em menor intensidade, e na fragdo MX11, nessa em maior intensidade.
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Figura 8 - Espectro de massas LC-ESI-QTOF-MS/MS (modo positivo) do
composto de m/z 449,1101 da fragdo MX11.
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Fonte: autor.

6. CONCLUSAO

uniflora apresentou resultado eficiente, como observado no teor de fendis totais. Com

relacdo a extracdo de antocianinas, um pigmento responsavel pela cor do fruto, foi
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A metodologia de extragdo de compostos fenolicos em extrato de frutos de E.

verificado também a separacdo eficiente ao utilizar a resina amberlite XAD-2. Estudos

ainda sdo necessarios sobre a anotagcdo dos demais compostos presentes nas fragdes, a fim

de investigar quais classes de compostos fendlicos (além da antocianina) foram extraidos

com a metodologia desenvolvida.
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