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RESUMO 

 

A Espectrometria de Massas com analisador de Ressonância Ciclotrônica de Íons e 

com Transformada de Fourier (FT ICR – MS) aliada a fonte de ionização por 

eletrospray (ESI) é uma poderosa ferramenta de análise química. Neste trabalho foi 

desenvolvida uma metodologia de identificação e quantificação de adulteração de 

suco de uva com suco de maçã. Foram elaborados um modelo de calibração 

univariado e dois modelos de calibração multivariados (PLS e MLR). Os três 

modelos apresentaram resultados com boa precisão e exatidão. Foram testadas 

onze amostras de sucos de uva integral comercial. Destas onze amostras, duas 

delas apresentaram teor de suco de maçã de aproximadamente 24% m/m e os 

outros nove sucos investigados ou não continham suco de maçã ou apresentavam 

teor abaixo do limite de quantificação. Além disso, utilizando ESI(-) FT ICR – MS foi 

possível estudar o perfil glicídico e fenólico de bananas das cultivares Pacovan, 

Ambrosia, Vitória, Japira, Prata Comum e Tropical em quatro estádios de maturação. 

Foi possível observar o aumento do teor de carboidratos nos frutos, durante a 

maturação e que as bananas Prata (Japira, Vitória, Prata Comum e Pacovan) 

apresentaram teor de monossacarídeos superior ao teor de dissacarídeos e as Gros 

Michel (Ambrosia) e Maçã (Tropical) apresentaram teor de dissacarídeos superior ao 

teor de monossacarídeos. Já o perfil polifenólico destas amostras indicou uma 

predominância de flavonóides e ácidos cinâmicos, sendo vinte polifenóis detectados, 

como por exemplo: epicatequina, ácido ferúlico hexosídeo, derivado do ácido 

cafeico, derivado do ácido gálico, proantocianidina e quercetina 

deoxihexosehexosídeo. Foram analisados também o potencial quimiopreventivo de 

câncer associado a indução de quinona-redutase e inibição da produção de óxido 

nítrico, NF-B e aromatase. A cultivar Pacovan, estádio de maturação 2, apresentou 

alta inibição de NF-B enquanto  a cultivar Japira, nos estádios de maturação 2, 4 e 

7 e Ambrosia, estádio 4, apresentaram inibição de aromatase superior a 50%. Todas 

as amostras, exceto Pacovan no estádio de maturação 7, Tropical no estádio de 

maturação 7, apresentaram inibição de iNOS superior a 80%. O perfil polifenólico de 

sete populações de juçara também foi investigado neste trabalho. Os polifenóis 

foram classificados em três classes fitoquímicas: flavonóides, ácidos fenólicos e 

antocianinas, sendo a classe dos flavonóides a mais abundante. Dentre os 



 

 

compostos identificados destacam-se o dihidrokaempferol, ácido protocatecuico 

hexosídeo, ácido siringico hexosídeo, orientina e malvidin-glicosídeo. 

 

Palavras-chave: Espectrometria de Massas, Adulteração de suco de uva e 

Quimioprevenção de câncer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (FT ICR-MS) allied 

to electrospray ionization (ESI) is a powerful tool for chemical analysis. In this work, a 

methodology was developed for the identification and quantification of grape juice 

with apple juiceadulteration. An univariate and two multivariate calibration models 

(PLS and MRL) were developed. The three models presented results with good 

precision and accuracy. Eleven samples of commercial whole grape juice were 

tested. Of these eleven samples, two of them presented apple juice content of 

approximately 24% m/m and the other nine juices investigated they either did not 

contain apple juice or had a content below the limit of quantification. In addition, using 

the ESI(-) FT ICR-MS, it was possible to study the glycidic and phenolic profile of 

bananas of the Pacovan, Ambrosia, Vitória, Japira, Prata Comum and Tropical 

varieties at four maturation stages. It was possible to observe the increase of the 

carbohydrate content in the fruits, during maturation. The Prata (Japira, Vitória, 

PrataComum and Pacovan) bananas had a monosaccharide content higher than the 

disaccharide content. Conversely, Gros Michel (Ambrosia) and Maçã (Tropical) had a 

higher disaccharide content than the monosaccharide content. The polyphenolic 

profile of these samples indicated a predominance of flavonoids and cinnamic acids, 

of which 20 polyphenols were detected, for example: epicatechin, hexoside ferulic 

acid, caffeic acid derivative, gallic acid derivative, proanthocyanidin and quercetin 

deoxyhexosehexoside. The cancer chemopreventive potential associated with 

quinone reductase induction, inhibition of the nitric oxide production, NF-kB and 

aromatase were also analyzed. Pacovan cultivar, maturation stage 2, showed high 

inhibition of NF-kB whereas Japira cultivar, at maturation stages 2, 4 and 7 and 

Ambrosia, stage 4, showed aromatase inhibition higher than 50%. All samples except 

Pacovan at maturity stage 7, Tropical at maturation stage 7, showed inhibition of 

iNOS greater than 80%. The polyphenolic profile of seven genotypes of juçara was 

also investigated in this work. Polyphenols were classified into three phytochemical 

classes: flavonoids, phenolic acids and anthocyanins, with the most abundant 

flavonoid class. Among the identified compounds are dihydrokaempferol, 

protocatecuic hexoside acid, syringe hexoside acid, orientin and malvidin-glycoside. 

 

Keywords: Mass Spectrometry, Adulteration of grape juice, Cancer Chemoprevention. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 A FRUTICULTURA NO BRASIL 

A fruticultura é um importante ramo do agronegócio brasileiro, em 2017, o valor total 

arrecadado com exportação de frutas foi de aproximadamente 950 milhões de 

dólares, sendo exportadas cerca de 880 mil toneladas de frutas. Os principais 

compradores de frutas brasileiras são Países Baixos, Estados Unidos, Reino Unido e 

Espanha. Apesar disso, a exportação nacional de frutas ainda é pequena. Algumas 

frutas como mamão, maçã e uva apresentam baixa taxa de exportação, apenas 3% 

da produção. 1  

Além disso, a fruticultura brasileira é uma das mais diversificadas do mundo e 

apresenta área cultivada de mais de 2 milhões de hectares, gerando empregos no 

campo, na agroindústria, na cadeia produtiva e no ramo de fornecedores de insumos 

e serviços. 2  

 Em 2016, o estado que mais produziu, em área colhida e em valor de 

produção, foi São Paulo, seguido por Bahia, Rio Grande do Sul e Minas Gerais. O 

Espírito Santo foi o nono mais produtivo (Figuras 1 e 2). 3  

 

 

Figura 1. Principais estados produtores de frutas do Brasil – Área colhida no ano de 2016.
3
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Figura 2. Principais estados produtores de frutas do Brasil – Valor da Produção em 2016.
3
  

 

Estudos que contribuem para a elucidação do perfil químico de frutas; controle de 

qualidade de frutas e seus produtos de processamento; e estudos das propriedades 

benéficas à saúde, como a quimioprevenção de câncer, têm papel importante na 

valoração da fruticultura. 

 

1.2 A FRUTICULTURA NO ESPÍRITO SANTO 

 A fruticultura no Espírito Santo é desenvolvida com apoio do Instituto 

Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural (INCAPER) e da 

Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG). 

Estes órgãos dão apoio a 14 pólos de fruticultura, onde são cultivados 

principalmente: abacaxi, acerola, banana, caju, cacau, coco, goiaba, laranja, mamão, 

manga, maracujá, morango, tangerina e uva. 4 

 Em 2018, a fruticultura capixaba apresentou um aumento de cerca de 150 mil 

toneladas na produção em relação a 2017. As frutas que mais impulsionaram esse 

aumento foram a banana, cacau, coco e mamão. A produção de banana teve um 

aumento de 16,8%, a de cacau de 53,2%, a de coco de 24,3% e a de mamão de 

20,5%. 5 

 A produção total de frutas, em 2018, no Espírito Santo foi de cerca de 1,1 
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milhão de toneladas. As frutas mais produzidas no estado foram: a banana com uma 

produção de cerca de 408 mil toneladas (37% da produção), mamão com uma 

produção de cerca de 353 mil toneladas (32% da produção) e o coco com uma 

produção de cerca de 150 mil toneladas (14% da produção) (Figura 3). 5  

 

 

Figura 3. Frutas mais produzidas no Espírito Santo em 2018 (% em massa). 

     

1.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS  

 A espectrometria de massas é uma importante técnica para a química, 

bioquímica, medicina, entre outras áreas da ciência. A técnica pode ser utilizada para 

detecção e quantificação de íons, elucidando problemáticas relacionadas ao controle 

ambiental, química forense, controle de qualidade de alimentos, metabolômica, 

petroleômica e etc. 6 

 O princípio básico da espectrometria de massas é gerar íons a partir de 

substâncias orgânicas ou inorgânicas através de métodos adequados, separá-los de 

acordo com suas razões massa / carga (m/z) e detectá-los qualitativas e 

quantitativamente. 6 

 Basicamente, um espectrômetro de massas é composto por um sistema de 

injeção de amostra, que pode ser através de cromatografia líquida, cromatografia 

gasosa ou bomba com seringa; sistema de ionização, que pode ser ionização por 
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elétrons (EI), ionização química (CI), ionização por electrospray (ESI), ionização 

química a pressão atmosférica (APCI), fotoionização a pressão atmosférica (APPI) 

ou dessorção / ionização por matriz assistida por laser (MALDI); analisadores de 

massa, que podem ser setor magnético, quadrupolo, aprisionamento de íons (do 

inglês: íon trap), tempo de vôo (do inglês: time-of-flight – TOF), orbtrap e 

ressonância ciclotrônica de íons (do inglês: íon cyclotron resonance – ICR); e 

detectores (Figura 4). 7, 8  

 

 

Figura 4. Diagrama de um espectrômetro de massas. 
9
 

 

1.3.1 Ionização por Electrospray (ESI) 

 Analitos com polaridade elevada são facilmente ionizados na fonte ESI, 

enquanto moléculas de caráter apolar apresentam dificuldade de ionização. Sendo 

assim, para melhor ionização de alguns analítos, antes da injeção na fonte de ESI, é 

necessária a adição de base para desprotonar ou de ácido para protonar as 

moléculas. Em seguida, a amostra é injetada por um capilar com fluxo constante. 

Entre este capilar e um contra eletrodo é aplicada uma diferença de potencial 

elétrico, que gera um campo elétrico sobre a amostra. Este campo elétrico induz a 

acumulação de cargas na superfície do líquido, formando gotas carregadas. Além 

disso, é injetado um gás aquecido que evapora o solvente, fazendo aumentar a 

repulsão entre os íons, que são ejetados para dentro do analisador (Figura 5). 8   
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Figura 5. Esquema de uma fonte de ionização por electrospray (ESI). 

 

1.3.2 Espectrometria de Massas de Ressonância Ciclotrônica de Íons com 

Transformada de Fourrier (FT-ICR MS) 

A ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourrier (FT – ICR) 

foi desenvolvida por Comisarow e Marshall em 1974. Alguns espectrômetros de 

massas combinam diversos tipos de analisadores, como por exemplo célula de ICR 

combinada com quadrupolos, hexapolos e octapolos, como é o caso do modelo 

Solarix, da Bruker Daltonics, Bremen, Germany (Figura 6). 8 

 

 

Figura 6. Esquema de um espectrômetro de massas FT-ICR (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). 

 

A utilização de células ICR na espectrometria de massas possibilitou a 

construção de equipamentos com altíssima resolução e exatidão. No interior da 

célula de ICR há um campo magnético uniforme B


. Quando uma partícula de massa 

m e carga q entra perpendicularmente a esse campo magnético ela sofre ação da 

Força F


(Equação 1). Essa força faz com que a partícula assuma um movimento 
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ciclotrônico com aceleração centrípeta a


, raio r, velocidade linear v


, velocidade 

angular  e frequência ciclotrônica f dentro da célula de ICR. 6  

qvBF    (1) 

Sabe-se que: 

maF     (2)      

r

v
a

2

    (3) 

 ωrv    (4)  





2
f   (5)  

Substituindo a Equação 3 na equação 2, tem-se: 

r

v
mF

2

   (6) 

Igualando as Equações 1 e 6, tem-se: 

qB

mv
r       (7) 

 Substituindo as Equações 4 e 5 na equação 7, tem-se: 

m

qB
f

2
     (8) 

A partir da Equação 7, percebe-se que o raio da trajetória da partícula é 

diretamente proporcional à massa e a velocidade da partícula e inversamente 

proporcional à carga e ao campo magnético. A partir da Equação 8, percebe-se que 

a frequência ciclotrônica dos íons na célula de ICR é diretamente proporcional à 

carga da partícula e ao campo magnético e inversamente proporcional à massa da 

partícula. 6   

Desta forma, íons de mesmo m/z, terão a mesma freqüência ciclotrônica, 

originando dentro da célula de ICR diversos grupos de íons de determinadas 

frequências ciclotrônicas. Para aumentar o raio de trajetória dos íons, aproximando-

os das placas de detecção, são aplicados pulsos de radio frequência. A passagem 

destes pacotes de íons induz correntes elétricas em frequências iguais às 

frequências ciclotrônicas de cada pacote de íons na placa detectora, gerando assim 

um sinal no domínio do tempo, que através da Transformada de Fourier é convertida 

para o domínio da frequência e depois convertida em um espectro de massas 

(Equação 8) (Figura 7). 8       
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Figura 7. Esquema de uma célula de ICR. 

 

1.4 UTILIZAÇÃO DE FT – ICR MS PARA AVALIAÇÃO DO PERFIL QUÍMICO DE 

FRUTOS E SEUS PRODUTOS DE PROCESSAMENTO  

 A espetrometria de massas é uma importante ferramenta utilizada na análise 

de frutas e seus produtos de processamento. A altíssima resolução de equipamentos 

com o FT – ICR MS é uma poderosa ferramenta para detecção de moléculas 

presentes em frutos, com uma altíssima resolução e exatidão.10 

 O perfil glicídico e de ácidos orgânicos de manga ubá (Mangifera indica), em 

quatro estádios de maturação, foi avaliado utilizando FT – ICR MS. Foi possível 

observar que com o decorrer da maturação os teores de açúcares, como glicose e 

sacarose foram aumentando e que os teores de ácidos orgânicos foram diminuindo. 

Além disso, foi possível identificar oito polifenóis presente nestes frutos, sendo eles: 
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galáto de metila, ácido elágico, glicogalin, digalato de metila, mangiferina, digaloil 

glicose, trigaloil glicose e tetragaloil glicose.10 

 O envelhecimento natural de água de coco, à 23 °C durante quinze dias,  foi 

avaliado utilizando FT – ICR MS. Foi possível observar que após três dias os teores 

de açúcares começaram a diminuir e que marcadores como ácido cítrico, ácido 

galacturônico, ácido glucônico e ácido sacarico foram detectados e aumentaram 

seus teores. 11 

 A adulteração de café arábica com café conilon foi identificada e quantificada 

utilizando análise multivariada aplicada aos dados gerados por um FT – ICR MS. 

Dentre os compostos identificados temos: ácido ferulico hexosídeo, ácido cafeico 

chiquimico e ácido feroloilcafeicoquinico. 12 

 

1.5 QUIMIOPREVENÇÃO DE CÂNCER 

O câncer é um conjunto de mais de 100 tipos de enfermidades que tem como 

principal característica a multiplicação desordenada das células. Essas células se 

ploriferam em tecidos e órgãos dando origem a diversos tipos de cânceres. 13 

O processo de formação de câncer chama-se carcinogênese, envolvendo três 

fases: inicação, promoção e progressão. Na fase de iniciação os agentes 

cancerígenos provocam modificações no DNA da célula. Na segunda fase, 

promoção, as células geneticamente alteradas sofrem os efeitos de agentes 

promotores transformando-as em células pré-tumorais. Para que ocorra a 

transformação de células iniciadas em células pré-tumorais é necessário que os 

agentes cancerígenos tenham contato longo e continuado com a célula. Desta 

forma, muitas vezes a suspensão do contato interrompe a carcinogênese.  A fase 

final é a fase de progressão, em que ocorre a alteração fenotíptica e a multiplicação 

desordenada e irreversível de células, progredindo para células tumorais (Figura 

8).13    
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Figura 8. Esquema do processo de carcinogênese. Editado.
13 

  

A carcinogênese, por apresentar diversas fases, muitas vezes é lento, 

podendo levar anos, sendo assim possível de interrupção por meio da 

quimioprevenção. A quimioprevenção do câncer é a utilização de substâncias 

naturais ou sintéticas visando inibir, reverter ou eliminar a carcinogênese. 14  

 

1.5.1 Ensaio de Indução da Enzima NAD(P)H: Quinona Redutase (QR) 

 Algumas substâncias possuem a capacidade de induzir enzimas 

destoxificadoras presentes no organismo. Essas enzimas, como por exemplo, a 

quinona redutase, catalisam as reações de redução de radicais livres, causando a 

destoxificação. A destoxificação é um importante processo que impede a formação 

da carcinogênese na fase de iniciação. Ou seja, evita que agentes iniciadores 

modifiquem o DNA da célula, interrompendo o início do processo. 15    

 A indução da quinona redutase pode ser avaliada através de ensaios in vitro 

utilizando células hepatoma murino Hepa1c1c7 que contém QR indutível. Neste 

teste, a quinona menadiona é reduzida a menadiol. O menadiol, de forma 

espontânea sofre oxidação e retorna a menadiona, causando redução do brometo 

de 3-(4,5- dimetiltazo-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) para azul de formazana, que é 

quantificado por espectrofotometria no comprimento de onda de 595 nm.16-18 

 Diversos estudos evidenciaram que várias classes de moléculas presentes 

em produtos naturais, como por exemplo, terpenóides, antocianinas, lignanas e 

flavonóides apresentam potencial indutor de quinona redutase. 19-22 Além disso, 

alguns extratos de frutas como a banana apresentaram atividade de indução da 

QR.23 
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1.5.2 Ensaio de Inibição de Fator de Transcrição Nuclear κB (NF-κB) 

O NF-κB, fator nuclear κB, é um conjunto de proteínas (NF-κB1 (p50/p105), 

NF-κB2 (p52/p100), c-Rel, RelA (p65/NF-κB3) e RelB) que são importantes na 

transcrição durante a síntese proteica. Este complexo proteico é naturalmente 

inibido por inibidores-κB (IκBα, IκBβ, Bcl3, p100 e p105). Na célula, o NF-κB é 

relacionado à transcrição de diversos genes pró-inflamatórios e em situações 

normais é inibida por inibidores -κB. Entretanto, em inflamações crônicas, a 

expressão de NF-κB é aumentada e a de inibidores IκB é diminuída, o que pode 

propiciar a formação de carcinogênese. Desta forma, como NF-κB participa 

diretamente das fases de promoção e progressão do câncer, a busca por 

substâncias inibidoras de NF-κB pode resultar em descoberta de substâncias 

quimiopreventivas. 16, 24-26 

O potencial de inibição de NF-κB de possíveis agentes quimiopreventivos 

pode ser avaliada através de ensaios in vitro utilizando células HepG2 (hepatoma 

humano) co-transfectada com o gene NF-κB-luciferase. Neste teste a inibição é 

verificada a partir da inibição da florescência, gerada pela enzima luciferase, através 

de espectrofotômetro. 16, 24-26  

 Diversos estudos têm mostrado que produtos naturais são ricos em 

compostos inibidores de NF-κB, como por exemplos flavonóides, estilbenos e ácidos 

fenólicos. 27-29 

 

1.5.3 Ensaio de Inibição da Aromatase 

 No Brasil o câncer de mama é o tipo de câncer mais desenvolvido em 

mulheres. Em 2018, surgiram 57900 casos de câncer de mama no Brasil. 13  

A aromatase é um catalisador que participa da transformação de androgênios 

em estrogênios. Estudos mostram que a presença de estrogênios nas células da 

mama está ligada a maior incidência de formação de câncer de mama. Desta forma, 

a inibição da aromatase, que atua na fase de progressão do processo da 

carcinogênese, pode ser uma forma viável de prevenção deste tipo de câncer de 

mama. 30, 31   

 Estudos têm evidenciado que algumas classes de metabólitos secundários 

apresentam atividade de inibição de aromatase. Algumas dessas classes são 

estilbenos e flavonóides. 32, 33 
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1.5.4 Ensaio de Inibição da Óxido Nítrico Sintase Indutível (iNOS) 

 O óxido nítrico (NO) é um radical livre formado a partir da arginina que é 

transformado em citrulina, pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS). Existem 

três tipos de enzimas NOS, a nNOS (óxido nítrico sintase neuronal), eNOS (óxido 

nítrico sintase endotelial) e iNOS (óxido nítrico sintase indutível). As enzimas nNOS 

e eNOS produzem pequenas quantidades de NO e por pouco tempo, já a iNOS 

produz quantidades mais elevadas de NO e durante maior intervalo de tempo, 

estimulando inflamações crônicas. Desta forma, compostos químicos que possuem 

capacidade de inibição da iNOS são considerados bons agentes 

quimiopreventivos.34    

 Frutas como mirtilo apresentam substâncias como pterostilbeno capaz de 

inibir enzimas como iNOS em processos de inflamação cutânea.35 Outros 

metabólitos como o resveratrol induziu a atividade da iNOS em inflamações no 

fígado.36 

 

1.6 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

O desenvolvimento tecnológico acarretou na produção de equipamentos cada 

vez mais modernos. Estes equipamentos têm capacidade de gerar uma enorme 

gama de dados. Entretanto, estes enormes conjuntos de dados, geralmente, não 

trazem respostas químicas diretas. Muitas vezes sua interpretação direta é 

complicada. Desta forma, são necessários que estes dados sejam matematicamente 

trabalhados, para que uma resposta química seja criada. 37 A quimiometria é uma 

disciplina da química que utiliza matemática e estatística para planejar e fornecer o 

maior número de informações químicas de forma otimizada. 38  

 A análise de componentes principais (PCA) é um método utilizado para 

correlacionar variáveis e a partir deste conjunto de variáveis correlacionadas gerar 

uma componente principal. Este novo conjunto de variáveis (componente principal) 

concentrará o maior número de informações possíveis. Desta forma, as informações 

são concentradas em poucas variáveis, diminuindo assim, a dimensão do conjunto 

de dados.39 

 A regressão por quadrados mínimos parciais (PLS) utiliza modelagem de 

componentes principais para gerar variáveis latentes, correlacionando os dados de 

uma matriz com a propriedade de interesse. Desta forma, há uma redução de 

dimensionalidade. Este tipo de modelo torna possível relacionar uma variável com 
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diversas outras e possibilita a predição de dados de interesse. 40 

 Na regressão linear múltipla (MLR) uma relação matemática gera valores para 

a variável resposta, a partir de variáveis independentes. Ao contrário da regressão 

linear simples, que apresenta variável dependendo apenas de um fator, a regressão 

linear múltipla apresenta variáveis dependentes de mais de um fator. 41    
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2. CONTROLE DE QUALIDADE DE SUCO DE UVA ADULTERADO COM SUCO 

DE MAÇÃ POR ESI (-) FT - ICR MS 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

O suco integral de uva apresenta ótimas qualidades nutracêuticas, pois 

apresenta grande variedade de substâncias benéficas à saúde, como flavonóides e 

taninos. 42 A legislação brasileira determina que o suco de uva seja uma bebida não 

fermentada e não diluída, obtida da parte comestível da uva (Vitis spp.), através de 

um processo tecnológico adequado.43 Sendo assim, não é permitido a adição de 

qualquer substância ao suco, seja ela, água, açúcares ou sucos de outras frutas. 

Por se tratar de um produto de alto valor comercial, o suco de uva é 

susceptível a várias formas de adulteração, tais como: adição de água, açúcares ou 

sucos de frutas de menor valor comercial, como por exemplo, a adição de suco de 

maçã em suco de uva integral.44-46  

A maçã é uma fruta de sabor agradável e rica em pectina, um gelificante e 

espessante natural que impede a separação de fases no suco.47, 48 Desta forma, a 

adição de suco de maçã é de difícil detecção e pode mascarar a adição de água ou 

outros aditivos ao suco de uva.  

Metodologias de controle de adulteração de sucos de uva através da adição 

de suco de maçã são raros. Atualmente um dos métodos mais utilizados para 

detecção de fraudes em sucos é baseado na espectrometria de massas de razão 

isotópica. 45, 49, 50 Entretanto, esse método é mais utilizado para detecção de 

adulterantes como açúcares de milho ou cana (via C4 de fixação de CO2), não sendo 

muito eficaz na diferenciação de açúcares presentes nos sucos naturais de uva e 

maçã que apresentam porcentagem de carbono-13 próximas.45 Neste caso, eles 

apresentam um similar mecanismo de fixação de CO2 (via C3).
45, 49, 50 A detecção de 

duas substâncias presentes no suco de maçã (phlorizin e sorbitol) foi utilizado para 

identificação e quantificação de suco de maçã em suco de uva integral,44 entretanto, 

devido a complexidade da amostra, que pode sofrer diversas influências como 

estádio de maturação, tipo do cultivar e variações climáticas, um número maior de 

marcadores é necessário para que a adulteração seja detectada e quantificada de 

forma mais confiável. Portanto, o desenvolvimento de metodologias analíticas para 

detectar e quantificar adulterações em suco de uva é um desafio. 

Técnicas de espectrometria de massa (MS), tais como a espectrometria de 
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massa de ressonância de ciclotrônica de íons com transformada de Fourier (FT-ICR 

MS), permitem a identificação de constituintes químicos em misturas orgânicas 

complexas.11 

 

2.1.1 A Viticultura no Brasil e no Mundo 

A uva é uma fruta não climatérica, produzida em cachos de 15 a 200 uvas, 

cujo cultivo data de 6000 a 8000 anos no Oriente Médio.51, 52 Suas propriedades 

nutracêuticas e aroma agradável fazem com que essa fruta seja largamente 

consumida em todo o mundo de diversas formas, como por exemplo in natura, suco 

ou vinho.  

A uva apesar de possuir elevado teor de carboidratos, apresenta baixo índice 

glicêmico. São também uma importante fonte de manganês, vitamina B6, vitamina 

B1, potássio e vitamina C.53 Além disso, é uma fruta rica em compostos fenólicos, 

como catequina, ácido gálico, procianidina, quercetina 54 e resveratrol. 55  

A uva é uma das frutas mais produzidas em todo o mundo. A produção 

mundial anual é estimada em cerca de 75 milhões de toneladas. Em 2014, a área 

cultivada foi de 7,5 milhões de hectares, com uma produção de 10 

toneladas/hectares, das quais 41% foram produzidas na Europa, 29% na Ásia e 21% 

nas Américas, em 100 países diferentes. Do total desta produção, cerca de 50% foi 

utilizada para produção de vinho (35,9 milhões de toneladas), cerca de um terço foi 

consumido como fruta in natura (26,8 milhões de toneladas) e o restante foi 

consumido como suco (3,7 milhões de toneladas) ou desidratada (6,2 milhões de 

toneladas). 53 

Em 2016, a área plantada com videiras no Brasil foi de quase 78 mil hectares, 

sendo 63,4% da área plantada situada no estado do Rio Grande do Sul. A produção 

total de uva no Brasil, chegou a cerca de 980 mil toneladas. O Rio Grande do Sul é o 

maior produtor nacional, seguido por Pernambuco e São Paulo (Figura 9). 58 
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Figura 9. Produção de uva (em %) por Estados em 2016. 
58 

 

Devido às altas temperaturas do clima tropical no Brasil, a uva apresenta ciclo 

de maturação precoce ou intermediário. Desta forma, o controle da maturação e a 

escolha do período de colheita são fatores importantes, principalmente quando estas 

frutas são destinadas à produção de sucos e vinhos.56 Na primeira fase de 

desenvolvimento da uva ocorre uma rápida divisão celular e aumento do volume 

celular. Em seguida, ocorre a fase de amadurecimento, em que ocorrem importantes 

mudanças bioquímicas. Nesta fase, as uvas aumentam seu volume, amolecem, 

diminuem o teor de ácidos, aumentam o teor de açúcares e intensificam a 

coloração.57  

As uvas destinadas a elaboração de sucos devem apresentar elevado teor de 

açúcar e acidez equilibrada. Além disso, devem apresentar elevado teor de 

pigmentos, umas vez que sucos de uva com coloração clara não tem uma boa 

aceitabilidade por parte dos consumidores.56 

A uva, por ser de fácil perecibilidade é uma das frutas de maior utilização de 

tecnologia em sua produção (refrigeração, embalagem e armazenamento a frio). Por 

esse motivo, é a fruticultura com maior valor comercial de produção, seguida pelo 

cultivo de maçã e melancia. 53  
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2.1.2 Suco de Uva 

O suco de uva é uma bebida não fermentada e não diluída, obtida da parte 

comestível da uva, através de um processo tecnológico padronizado.43 Ou seja, não 

é permitido adição de água, sucos de outras frutas ou açúcar em sua composição. 

Além disso, deve apresentar teor mínimo de sólidos solúveis de 14° Brix e acidez 

total, em termos de ácido tartárico, mínima de 0,41g/100g de suco. 43  

As principais cultivares de uva utilizados para produção de suco no Brasil são: 

Concord, Isabel e Bordô. Estas cultivares são muito utilizadas devido aos seus 

elevados teores de açúcares e elevado teor de substâncias corantes, como 

polifenóis. 58  

Os principais constituintes do suco de uva são: água, carboidratos 

(principalmente sacarose, frutose e pectinas), ácidos orgânicos, minerais, 

substâncias nitrogenadas, compostos fenólicos e vitaminas. A água presente no 

suco é originaria da própria fruta, uma vez que não é permitida a adição. Os 

principais açúcares encontrados são a glicose e a frutose, que são de fácil absorção 

pelo organismo humano. Os ácidos são responsáveis pelo sabor levemente azedo 

dos sucos e os principais ácidos presentes são o ácido tartárico, málico e cítrico. 58  

Entre os minerais presentes estão o potássio, o cálcio, o magnésio, o 

manganês, o sódio, o ferro, os fosfatos, os sulfatos e os cloretos. Os principais 

compostos nitrogenados presentes são os aminoácidos, proteínas e polipeptídios. 

Os compostos fenólicos são responsáveis pelo sabor adstringente do suco, além de 

funcionarem como antioxidantes. A pectina é um geleificante natural que aumenta a 

viscosidade do suco de uva. 58  

 

2.1.3 Suco de Maçã 

A macieira (Malus spp.) é originaria da Europa e da Ásia e seu cultivo no 

Brasil iniciou-se em 1960 em Santa Catarina.59 A principal cultivar de maçã 

produzida no Brasil é a Gala.60 Esta fruta teve um aumento de produção no Brasil 

nos últimos anos e seu consumo é realizado in natura, na forma de sucos, geléias, 

cidras e produtos desidratados.62  

A maçã é uma fruta de fácil decomposição, principalmente devido a danos 

mecânicos causados no tecido da fruta, induzindo reações enzimáticas 

indesejáveis.62 Além disso, formato ruim, tamanho pequeno, coloração desigual, 

manchas de podridão e problemas fisiológicos são outras características que 
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diminuem o valor comercial do fruto. Estes frutos representam cerca de 30 % da 

produção.63  

Uma vez que a produção de maçã tem crescido no Brasil, uma alternativa 

econômica para essas maçãs de descarte é a utilização para produção de suco.64 

 

2.1.4 Adulteração em Sucos 

A adulteração de produtos alimentares pode ocorrer de diversas formas. As 

formas mais comuns de adulteração é a substituição de ingredientes por 

ingredientes de menor valor econômico. 65 Em sucos, as formas mais comuns de 

adulterações são: adição de água, adição de suco de frutas de menor valor 

comercial, adição de açúcares e adição de corantes. 67 

No Brasil o controle de qualidade de sucos é realizado utilizando como 

referência os Padrões de Identidade e Qualidade (PIQs), que indicam suas 

características físico-químicas e sensoriais.43 Entretanto, análises físico-químicas 

tradicionais, não são capazes de identificar adição de suco de frutas de menor valor 

comercial, açúcares e corantes ao suco. Um dos métodos físico-químicos utilizados 

para avaliar o teor de sólidos solúveis totais (SST) (incluindo açúcares) é a 

refratometria. Este método é baseado no índice de refração de líquidos translúcidos, 

sendo que quanto maior o teor de SST maior será o índice de refração. Entretanto, 

este procedimento não é capaz de desvendar qual a substância responsável pelo 

aumento do teor de SST, como por exemplo, açúcares ou sucos de outras frutas. 68 

Uma metodologia muito utilizada para detecção de adulteração por adição de 

açúcares ou sucos de menor valor comercial é a utilização de espectrometria de 

massas de razão isotópica. A utilização desta técnica possibilitou a detecção de 

adulteração de néctar de uva com açúcares de cana de açúcar. Este tipo de 

adulteração ocorre quando o néctar possui quantidade de suco de uva inferior ao 

mínimo exigido pela legislação e para mascarar a queda do teor de SST é 

adicionado açúcar oriundo de cana de açúcar. 69 

Também foi elaborada uma metodologia de análise isotópica em polpas, 

sucos tropicais e néctares de manga e de goiaba, quantificando o carbono 

proveniente de plantas dos ciclos fotossintéticos C3 (manga e goiaba) e C4 (açúcar 

de cana) para detectar possíveis adições de açúcares de cana a esses produtos.70 

A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massa 

com razão isotópica proporcionou, através da análise de carbono – 13 presentes em 
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seus açúcares, a detecção de adição de açúcar de cana em amostras de suco de 

limão comercial. 71 Adulteração por adição de açúcar de cana em suco de laranja 

também foi detectada utilizando espectrometria de massas de razão isotópica do 

carbono – 13. 68 

Na maioria das plantas frutíferas, por exemplo, maçã, laranja, pêssego, pêra e 

uva, o dióxido de carbono é fixado através do ciclo de Calvin. Este processo de 

fixação do dióxido de carbono designado por "via C3". Nestas plantas o carbono 

existente tem uma razão 13C/12C mais baixa do que o dióxido de carbono 

atmosférico. Já na cana de açúcar e no milho, a fixação de carbono ocorre via o 

ciclo de Hatch-Slack (via C4). Nestas plantas o carbono existente possui uma razão 

13C/12C próximo à do dióxido de carbono atmosférico. 67 

É possível observar na tabela 1 que a razão 13C/12C do suco de maçã e suco 

de uva, por se tratarem de plantas C3, são próximas. Desta forma, a utilização da 

espectrometria de massas de razão isotópica não é uma boa ferramenta para 

detectar e quantificar adição de suco de maçã em suco de uva. 

 

Tabela 1. Taxas de isótopos estáveis de amostras selecionadas.
67, 72

 

Amostra δ13C (‰) 

Dióxido de carbono atmosférico -7 

Produtos resultantes de plantas C3 -22 a -33 

Produtos resultantes de plantas C4 -9 a -15 

Suco de maçã - 25 

Suco de uva - 24 

 

O processamento industrial de frutas gera grandes quantidades de 

subprodutos, como a casca. Algumas indústrias têm produzido suco de baixa 

qualidade utilizando esses subprodutos. Uma metodologia utilizando cromatografia 

líquida acoplada a um espectrômetro de massas foi utilizada para detectar 

metabólitos presentes no suco da polpa do abacaxi e na casca do abacaxi e desta 

forma, foi possível detectar e quantificar a presença de suco de casca de abacaxi em 

suco de abacaxi. 74 

A clorizina e o sorbitol são compostos presentes em grande quantidades no 
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suco de maçã e em pouca quantidade no suco de uva. Um método utilizando 

cromatografia líquida de alto desempenho foi desenvolvido para detectar e 

quantificar esses compostos em suco de uva comercial adulterado com sucos de 

maçã. 44 

O perfil espectroscópico de ressonância magnética de hidrogênio foi 

investigado para detecção de suco de laranja adulterado com suco de laranja 

clementina. A utilização de um modelo de PLS possibilitou a identificação e 

quantificação da fraude. 75 

 

2.2. OBJETIVO 

Desenvolver uma metodologia para detecção e quantificação de suco de 

maçã em suco de uva integral comercial, utilizando FT - ICR MS. 

  

2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.3.1 Amostras 

Para o preparo do suco de uva em laboratório, primeiramente as frutas foram 

lavadas com água da rede de abastecimento doméstico e depois com água 

deionizada. Posteriormente, as uvas foram esmagadas e acondicionadas em uma 

erlemeyer. As uvas foram aquecidas em banho-maria a uma temperatura de 70 °C 

por 20 minutos e posteriormente a 60°C por 1 hora. Para separar o suco do caroço e 

casca, o material foi levemente prensado em peneira doméstica. 59  

Foram preparadas misturas de sucos de uva integral e suco de maçã integral, 

em triplicata, nas concentrações: 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 

65, 70, 75, 100 % m/m de suco de maçã. Além disso, onze marcas de sucos de uva 

integral, compradas em supermercado, foram analisadas, em triplicatas, sendo elas: 

Casa da Uva ®, Serra da Uva ®, Aurora ®, Sunny Day ®, Salton ®, Natural One ®, 

Campo Largo ®, Garibaldi ®, Uva Só ®, Mito ® e Campo Largo Uva Leve ®. Os 

sucos foram nomeados aleatoriamente como suco 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11.  

 

2.3.2 Análise de ESI(-)FT-ICR MS 

Para análise no ESI(-)FT-ICR MS (modelo 9.4 T Solarix, BrukerDaltonics, 

Bremen, Alemanha), 2,5 µL de suco e 23µg de glicose deuterada D-Glicose-

1,2,3,4,5,6,6-d7 (SIGMA) foram adicionados a 975 µL de metanol. Os extratos foram 

injetados, em triplicata, diretamente na fonte de ESI(-) utilizando uma seringa com 
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fluxo de 2,0 µLh-1. Os espectros foram obtidos em uma faixa de massa m/z 150-

1500. As condições da fonte de ESI foram: pressão de gás nebulizador de 2 bar, 

voltagem capilar de 3,8 kV, e a temperatura de transferência capilar de 200° C. O 

tempo de acumulação dos íons foi de 0,01 s. Cada espectro foi adquirido pela 

acumulação de 16 varreduras (scans). Os espectros foram obtidos com alta 

resolução, fornecendo fórmulas moleculares inequívocas para os íons moleculares 

de carga única (espécies CcHhNnOoSs). Os espectros de massa foram adquiridos e 

processados utilizando o software de Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanha). As fórmulas estruturais dos compostos foram obtidas através 

do software chemspider database (www.chemspider.com). 

Para os experimentos de MS/MS, a janela do quadrupolo foi fechada em um 

intervalo de 1 Da. A energia de colisão foi de 7 V, sendo argônio o gás de colisão 

utilizado. A fim de aumentar a quantidade de íons na cela ICR (analisador do FTMS), 

o tempo de acumulação de íons no hexapolo (ion accumulation time) foi de 0,02 s. 

Cada espectro foi adquirido a partir da acumulação de 16 scans. 

 

2.3.3 Calibração Univariada 

Para a construção da curva de calibração, foram utilizados os valores das 

razões das somas das intensidades dos sinais de cinco marcadores (m/z 439, 475, 

483, 491 e 521) pelas intensidades dos sinais do dopante D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7 

(m/z 366), na concentração de 23,53 µg/mL, em função da concentração do suco de 

maçã (em % m/m). Ao todo quatorze pontos foram utilizados para a construção da 

curva de calibração (0, 1, 3, 5, 15, 20, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 75, e 100 % m/m de 

suco de maçã) e cinco pontos foram utilizados para avaliar a exatidão do método 

(10, 25, 40, 55 e 70 % m/m de suco de maçã). Os limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) foram calculados utilizando as Equações 9 e 10: 76 

     (9) 

    (10) 

em que  é a média de sete medidas dos valores do branco, t é a abscissa da 

distribuição de student e s é o desvio padrão dos brancos. 

 Os cinco pontos utilizados para testar o modelo (10, 25, 40, 55 e 70 % m/m 

suco de maçã) foram utilizados para calcular a exatidão do método. A exatidão foi 

avaliada utilizando o cálculo do erro relativo, através da Equação 11: 76 
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    (11) 

em que  é a concentração de suco de maçã encontrado experimentalmente e 

 é o valor verdadeiro. 

 

2.3.4 Análises Quimiométricas 

A análise de componentes principais (PCA) foi aplicada a uma matriz de 

dados construída a partir da triplicata de dezenove diferentes concentrações de suco 

de maçã em suco de uva (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 

75, 100 % m/m), totalizando cinquenta e sete amostras e as variáveis escolhidas 

foram as razões das intensidades de cada sinal (m/z 439, 475, 483, 491 e 521) pela 

intensidade do sinal do dopante D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7 (m/z 366), na 

concentração de 23,53 µg/mL, obtendo 5 variáveis. As linhas da matriz foram 

preenchidas com as amostras e as colunas com as variáveis. Utilizou-se o MATLAB 

9.0 (R2013a) para realizar o pré-tratamento de dados e construção dos modelos. 

Além disso, outra matriz realizada a partir de onze amostras comerciais de suco de 

uva, também em triplicata, trinta e três linhas, com as mesmas variáveis, cinco 

colunas, foi aplicada ao modelo para assimilar a real porcentagem de suco de maçã 

nas amostras comerciais. 

Para quantificar o suco de maçã em suco integral de uva, foi utilizado a 

regressão linear múltipla (MLR) e a regressão por Mínimos Quadrados Parciais 

(PLS) com a utilização de repeate ddouble cross validation. 77 Para a construção da 

matriz de dados, considerou-se a razão das intensidades de cada sinal (m/z 439, 

475, 483, 491 e 521) pela intensidade do sinal do dopante D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7 

(m/z 366) para cada amostra. Quatorze pontos foram utilizados para calibração (0, 1, 

3, 5, 15, 20, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 75, e 100 % m/m de suco de maçã) e cinco 

pontos utilizados para testar o modelo (10, 25, 40, 55 e 70 % m/m de suco de maçã), 

todos em triplicata. O erro quadrado médio de predição (RMSEP) foi calculado 

utilizando a equação 12: 

     (12) 

em que  é o número de amostras de previsão e  é o valor médio (suco de 

maça contido em suco de uva) do conjunto de dados de dezenove concentrações. 

Os valores de LD e LQ foram calculados utilizando as Equações 13 e 14: 77-79 

   (13) 
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    (14) 

em que  corresponde a estimação do nível de ruído nos dados e  é o coeficiente 

de regressão para k-variável com base no modelo de regressão.

  
 

2.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.4.1 Análise de ESI (-) FT–ICR MS 

Foram adquiridos espectros de ESI(-)FT-ICR MS de todas as misturas de 

sucos de uva integral e suco de maçã integral, em triplicata, nas concentrações 

variando de 0 a 100 % m/m de suco de maçã dopadas com glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7, 

na concentração de 23,53 µg/mL. Foram detectados cinco moléculas presentes no 

suco de maçã e um sinal do dopante glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7 (Tabela 2). O 

Composto 1, íon [C12H16D7O12]
– de m/z 366, foi identificado como aduto contendo 

uma molécula de glicose e o dopante glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7. O experimento de CID 

(do inglês, collision induced dissociation) confirmou a conectividade do composto, 

através da formação dos fragmentos de m/z 186 e 179, que correspondem às 

perdas de glicose e glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7, respectivamente (Anexo 1a). O 

Composto 2, íon [C19H20O12- H]– de m/z 439, foi identificado como Maclurin 3-C-

glucosideo e seu perfil de fragmentação apresentou fragmento de m/z 259, devido a 

perda do anel hexosídeo (Anexo 1b). O Composto 3, íon [C16H28O16 - H]– de m/z 

475, foi identificado como um trissacarídeo, no qual seu perfil de fragmentação, 

gerou íon de m/z 295, devido a perda de um anel hexosídeo (Anexo 1c). O 

Composto 4, íon [C15H28O15+ Cl]– de m/z 483 foi identificado como um marcador de 

suco de maçã, entretanto, não foi possível atribuir uma possível molécula a esse 

sinal de forma confiável  partir do seu espectro de ESI(-)MS/MS. O Composto 5, íon 

[C16H28O17 - H]– de m/z 491, foi identificado como um aduto de dissacarídeo / ácido 

dihidroxibutanodióico, onde sua fragmentação originou íon de m/z 311, relativo à 

perda de anel hexosídeo (Anexo 1d). Por fim, o Composto 6, íon [C18H34O17- H]– de 

m/z 521, foi identificado como um aduto de dissacarídeo e monosacarídeo e sua 

fragmentação gerou o íon de m/z 341, produzido a partir da eliminação neutra de um 

monossacarídeo de 180 Da (Anexo 1e). 
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Tabela 2. Espécies químicas propostas por ESI(-)FT-ICR MS para as amostras de suco de uva 

adulterado com suco de maçã. 
80

  

 

m/z (exp.) 
Fórmula 

Molecular 
(M-H)- 

DBE 
Erro 

(ppm) 
MS/MS Molécula 

1 366.16357 C12H16D7O12 - -0.36 186; 179  
Aduto de glicose / glicose 

deuterada 
 

2 439.08612 C19H19O12 10 4.74 259 

 
Maclurin 3-C-glicosídeo 

 

3 475.13074 C16H27O16 3 -0.60 295 

 
Trissacarídeo 

4 483.11235 C15H28ClO15 1 -0.27 324; 295 - 

5 491.12571 C16H27O17 - -0.69 311 

 
Aduto de dissacarídeo / 

ácido dihidroxibutanodióico 
  

6 521.17270 C18H33O17 - -0.73 341 

 
Aduto de dissacarídeo / 

monossacarídeo 
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Foi possível observar, que em geral, nos espectros de ESI(-)FT-ICR MS, que 

as intensidades dos sinais da glicose deuterada (valores destacados em vermelho) 

diminuem enquanto que as intensidades dos sinais correspondentes as moléculas 

presentes no suco de maçã (valores destacados em azul) aumentam em função da 

concentração do suco de maçã (Figura 10). 

O perfil glicídico de sucos é um importante parâmetro para avaliar possíveis 

adulterações de outras frutas que podem ser adicionadas como sucos e que 

possuem valor comercial inferior. Embora vários fatores como estádio de maturação 

e período de colheita afetem os teores de açúcares nas frutas, em geral, existe uma 

constância na relação entre os teores dos diferentes açúcares de cada fruta.81 

Trabalhos anteriores mostram que a uva apresenta elevado teor dos 

monossacarídeos de glicose e frutose em relação ao baixo teor do dissacarídeo 

sacarose. Já a maçã apresenta a razão dissacarídeos/monossacarídeos mais 

elevado do que a uva.81, 82 Analisando os espectros de ESI(-) foi possível notar que 

com o aumento do teor de suco de maçã, houve um aumento das intensidades dos 

sinais na região de m/z 400 a 600 em que predomina a presença dos dissacarídeos 

(Figura 10).  

 

Figura 10. Espectro de massa ESI (-) FT-ICR de sucos de uva / maçã a 100/0, 75/25, 50/50, 25/75 e 

0/100% m/m. 
80
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2.4.2 Calibração Univariada 

Uma curva de calibração foi obtida, utilizando as misturas de suco de uva e 

suco de maçã em concentrações de 0 a 100 % m/m de suco de maçã. Quatorze 

pontos foram utilizados para a construção do modelo de calibração e cinco (10, 25, 

40, 55 e 70 wt% de suco de maçã) foi utilizado para checar a exatidão do modelo. A 

curva analítica mostrou linearidade com r2 = 0,995 (Figura 11). Os valores de LD e 

LQ foram de 2,5 % m/m e 6,8 % m/m, respectivamente. A exatidão do método foi 

medida utilizando os cinco pontos escolhidos para teste. As amostras teste de 

concentração 10, 25, 40, 55 e 70 % m/m de suco de maçã apresentaram média de 

erro relativo de -1,7, -9,7, -1,9, -3,9 e 0,9%, respectivamente. Estes resultados 

mostram uma exatidão média de 4,8 % m/m. Este erro relaciona o quanto em 

porcentagem o valor do teor da amostra medida em laboratório utilizando o ESI(-)FT-

ICR MS pode variar em função do seu valor de teor verdadeiro. Ou seja, quanto 

menor o valor do erro relativo, maior será a exatidão do método. Obtiveram melhores 

exatidões as amostras cujas concentrações são de 10, 40, 70 % m/m, no qual, as 

amostras medidas em laboratório variaram menos em relação ao valor real, 

enquanto que as amostras de concentrações de 25 e 55 % m/m tiveram maiores 

variações em suas previsões. Todavia, todas tiveram variações inferiores a 10% em 

relação ao teor real, o que indicou ser um modelo que apresentou boa exatidão. 

 Onze amostras de sucos de uva comerciais foram aplicadas à regressão 

linear e o resultado é expresso na Tabela 3. Nove amostras não apresentaram teor 

de suco de maçã ou apresentaram teor abaixo do LD, enquanto as duas restantes 

(amostra Suco 9 e 11) apresentaram um teor de suco de maçã igual a (24 ± 1) % 

m/m. 
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Figura 11. Curva de calibração para quantificação de suco de maçã em suco de uva. 
80

 

 

2.4.3 Análises Quimiométricas 

Um modelo de PCA foi construído a partir dos espectros de massas de 

dezenove misturas de suco de uva e maçã utilizando a PC1 e PC2, que explicam 

juntas 98,92 % da variância total (Figura 12). O objetivo foi selecionar regiões 

relacionadas com a adição de suco de maçã em suco de uva. Foi possível verificar 

uma tendência de aumento de concentração de suco de maçã a partir do quadrante 

positivo para o quadrante negativo da PC1, ou seja, quanto mais à esquerda do 

quadrante negativo da PC1, maior é a adulteração com o suco de maçã. É 

importante verificar que mesmo com adição de pequenas quantidades do 

adulterante houve uma evidente separação entre as amostras.   

 Os espectros de onze amostras de suco de uva comerciais foram aplicados 

ao modelo PCA. Das onze amostras apenas duas, as amostras (Suco 9 e 11), 

aparecem deslocadas no sentido negativo da PC1. Estas amostras aparecem em 

uma região próxima às amostras de calibração do modelo com o teor de ≈ 25 % m/m 
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de suco de maçã. Estes resultados condizem com os valores obtidos no modelo 

univariado.  

 

 

Figura 12. Análise de PCA contendo gráficos de pontos para amostras de Suco de Uva adulteradas 

com suco de maçã. O tamanho do marcador é proporcional ao teor de suco de maçã nas amostras. 
80

 

As variáveis mais relacionadas à adulteração do suco de maçã em suco de 

uva podem ser observadas a partir do gráfico de loadings (Figura 13), no qual, o eixo 

das abscissas representa as variáveis em razões massa carga (m/z) e no eixo das 

ordenadas o valor de loading de cada variável, onde quanto maior seu valor maior 

sua importância ao modelo. Abaixo da origem se encontram as variáveis que 

exercem influência inversa e acima as que influenciam diretamente o modelo. Para o 

gráfico de loadings da PC1 (Figura 13a) todas as cinco variáveis tiveram influência 

inversa, sendo que a variável de m/z 475 (load -0,7027) foi a mais importante e a de 

m/z 491 (load -0,1231) foi a menos importante. O gráfico de loadings para a PC2 

(Figura 13b) mostrou que os m/z de 475 (load -0.1041) e 483 (load -0.4776) 

influenciaram inversamente o modelo, os m/z 439 (load de +0.2342), m/z 491 (load 

+0.5921) e m/z 521 (load+0.5963) influenciam diretamente, os m/z 491 e m/z 521 

foram os de maiores alcances, ou seja, maior importância ao modelo, por fim, o m/z 
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475 foi o que menos influenciou. Ao analisar os gráficos de loadings da PC1 e PC2 

em concomitância (Figura 13), têm-se que as variáveis mais importantes ao modelo 

foram os de m/z 475 (load da PC1 -0.7027), m/z 491 (load da PC2 +0.5921) e m/z 

521 (load da PC2 +0.5963), esses íons estão entre os açúcares que possuem 

maiores intensidades no espectro de ESI(-)FT-ICR, como ilustra a Figura 10. 

 

 

Figura 13. Análises de PCA contendo gráficos de carga para PC1 (a) e PC2 (b) para amostras de 

suco de uva adulteradas com diferentes conteúdos de suco de maçã. 
80

 

 

No modelo PLS duas variáveis latentes foram geradas (Figura 14). O erro 

médio de calibração (RMSEC) foi de 1,9 % m/m e erro médio de predição (RMSEP) 

de 2,6 % m/m, o coeficiente de determinação das amostras do conjunto de 

calibração (R2cal) de 0,9964 e coeficiente de determinação das amostras do 

conjunto de previsão (R2pred) de 0,9912. De acordo com a Figura 14, não houve 

amostras outliers presentes no conjunto e os parâmetros estatísticos mostraram boa 

exatidão do modelo. Os valores de LD e LQ foram de 4,5 % m/m e 15,0 % m/m, 

respectivamente. Das onze amostras de sucos de uva comerciais aplicadas ao 

modelo, as amostras de suco 9 e 11 apresentaram (24 ± 1) % m/m e (23 ± 1) % m/m 

de suco de maçã, respectivamente, sendo esse resultado similar ao obtido pelo 

método univariado (Tabela 3). 
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Figura 14. Relação entre os teores de suco de maçã previstos e de referência em suco de uva da 

PLS. 
80

 

 

Semelhante ao modelo de PLS, o modelo de regressão linear múltipla (MLR) 

foi construído, obtendo-se um gráfico de previsto e medido (Figura 15) e alguns 

parâmetros estatísticos. O modelo de MLR forneceu RMSEC de 1,9 % m/m, RMSEP 

de 1,6 % m/m, R2cal de 0,9965 e R2pred de 0,9907. Ao analisar esses parâmetros 

foi possível concluir que o modelo de MLR também apresentou boa exatidão. Similar 

aos resultados anteriores, as amostras de suco 9 e 11 apresentaram um teor de 

suco de maça de (24 ± 1) % m/m e (23 ± 1) % m/m, respectivamente (Tabela 3). 
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Figura 15. Relação entre os teores de suco de maçã previstos e de referência em suco de uva da 

MLR. 
80

 

Os três modelos de quantificação (regressão linear, PLS e MLR) 

apresentaram resultados próximos. Para todos os modelos a concentração de suco 

de maçã detectado na amostra de suco 9 foi de (24 ± 1) % m/m enquanto que para a 

amostra de suco 11 variou de 23 a (24 ± 1) % m/m. O modelo univariado foi mais 

linear, possuindo R2 de 0,9950 enquanto que o MLR e PLS R2pred de 0,9907 e 

0,9912, respectivamente. O MLR apresentou melhor exatidão com valor de RMSEP 

de 1,6 % m/m, o PLS de 2,6 % m/m e o univariado erro relativo de 4,8%. Para 

baixas concentrações de suco de maça (% m/m), o modelo de regressão linear 

univariada apresentou menores valores de LD (2,5 % m/m) e LQ (6,8% m/m) 

enquanto o PLS apresentou LD e LQ de 4,5 % m/m e 15,0 % m/m, respectivamente. 
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Tabela 3. Conteúdo de suco de maçã em suco de uva comercial. 
80

 

Suco de 

Uva 

% Suco de Maçã 

Regressão Linear 

% Suco de Maçã 

MLR 

% Suco de Maçã 

PLS 

1 NQ NQ NQ 

2 NQ NQ NQ 

3 NQ NQ NQ 

4 NQ NQ NQ 

5 NQ NQ NQ 

6 NQ NQ NQ 

7 NQ NQ NQ 

8 NQ NQ NQ 

9 24 ± 1 24 ± 1 24 ± 1 

10 NQ NQ NQ 

11 24 ± 1 23 ± 1 23 ± 1 

* NQ = valor abaixo do limite de quantificação 

 

2.5 CONCLUSÕES 

 A técnica FT-ICR MS associada ao tratamento de dados é um procedimento 

confiável para identificação e quantificação de suco de maçã em suco de uva 

integral. A PCA, feita a partir da razão das intensidades de cada de um dos cinco 

sinais das moléculas presentes no suco de mão (m/z 439, 475, 483, 491 e 521) pela 

intensidade do sinal do dopante D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7 (m/z 366), fornece boa 

separação entre os dezenove diferentes teores de suco de maçã (% m/m). Para 

teores de suco de maçã mais altos, o método de calibração multivariado (PLS e 

MLR) apresenta menores erros de exatidão, 2,6 % m/m e 1,6 % m/m, 

respectivamente e o univariado de 4,8%. Para baixas concentrações de teor de suco 

de maçã em suco de uva, o método univariado apresenta menores valores de LD e 

LQ em relação ao PLS, desta forma, a detecção e quantificação de baixos teores de 

suco de maçã em suco de uva é melhor previsto pelo método univariado. 
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3. ESTUDO DO PERFIL FENÓLICO E GLICÍDICO ASSOCIADO À MATURAÇÃO 

DE BANANAS POR ESI FT-ICR MS E ATIVIDADES QUIMIOPREVENTIVA DE 

CÂNCER 

3.1 INTRODUÇÃO 

A banana é uma fruta largamente consumida em todo o mundo. Em 2017, a 

produção mundial chegou a cerca de 18 milhões de toneladas. Os principais 

exportadores de banana são os países de  Caribe e a América Latina e os principais 

consumidores da fruta são os Estados Unidos, e a União Européia, que juntos 

consomem aproximadamente 58 % de toda a banana exportada. 83, 84 

Devido à grande variedade de metabólitos, esta fruta possui sabor agradável, 

proporcionado por açúcares, ácidos e compostos voláteis. A banana é conhecida por 

ter atividade antioxidante, sendo atribuído a diversas classes de metabólitos, 

especialmente a compostos fenólicos.85 A polpa da banana possui antioxidantes 

como catequina, epicatequina, ligninas, taninos e antocianinas.86 Estudos têm 

evidenciado que os flavonóides possuem efeitos benéficos à saúde humana. Estes 

benefícios estão ligados às suas propriedades antioxidantes, quelantes, 

antimutagênicas e antitumorais.87 A atuação como antioxidantes ocorre pois os 

polifenóis, preferencialmente, se oxidam preservando os antioxidantes naturais do 

corpo. Os flavonoides também inibem alguns sistemas enzimáticos, como a 

prostaglandina sintase, interferindo na carcinogênese.88  

A carcinogênese é dividida em três estágios, os quais frequentemente se 

sobrepõem; iniciação, progressão e promoção. 89 Agentes farmacêuticos, naturais ou 

sintéticos, ou componentes da dieta, como os polifenóis que atuam prevenindo, 

retardando ou revertendo o processo de carcinogênese são descritos como agentes 

quimiopreventivos de câncer.89, 90 Estes são classificados em duas classes: agentes 

bloqueadores, capazes de inibir a etapa de iniciação pela prevenção da ativação 

carcinogênica (indutores da quinonareductase); e agentes supressores, que 

dificultam a proliferação de células malignas (inibidores do NF-B, inibidores da 

aromatase, inibidores da produção de óxido nítrico). 90 Um dos principais objetivos 

para a quimioprevenção do câncer continua sendo a descoberta de novos agentes 

efetivos com baixos efeitos colaterais e sem toxicidade.90 Para a triagem de produtos 

naturais com potencial atividade anti-carcinogênica, um painel de bioensaios in vitro 

foi estabelecido e permite monitorar a quimioprevenção em vários estágios.90 
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O potencial quimiopreventivo de câncer de frutos de bananas foi evidenciado 

empregando-se o bioensaio de indução da quinona redutase in vitro. 23  

A busca por maior qualidade e produtividade resultou em desenvolvimento de 

novos cultivares de bananeira. Esses cultivares apresentam maior resistência a 

doenças e tolerância à seca e ao frio.91 Ainda são escassos os trabalhos que 

investigam, a nível molecular, o perfil fenólico e glicídico associado à maturação e 

atividades quimiopreventivas, principalmente destes cultivares. Este trabalho 

investigou o perfil químico de amostras de frutas de seis cultivares de bananas em 

quatro estádios de maturação, utilizando a técnica de ESI(-) FT-ICR MS e os 

resultados foram associados com análises físico-químicas como pH, acidez titulável 

em termos de ácido cítrico e sólidos solúveis totais (TSS, expresso na forma de 

ºBrix). Além disso, o potencial efeito quimiopreventivo de câncer dos frutos foi 

investigado empregando-se um painel de ensaios in vitro (citotoxicidade pelo método 

MTT, indução da quinona redutase, inibição do NF-B, inibição da aromatase e 

inibição de produção de oxido nítrico-iNOS). 

 

3.1.1 O Cultivo da Banana no Espírito santo 

O pólo produtor de banana no Espírito Santo fica localizado nos municípios de 

Alfredo Chaves, Iconha, Anchieta, Guarapari, Rio Novo do Sul, Vargem Alta, 

Marechal Floriano, Cariacica, Viana, Santa Leopoldina e Domingos Martins.92 

A produção de banana é desenvolvida por cerca de 17 mil propriedades 

rurais, predominantemente familiares, gerando cerca de 30 mil postos de empregos 

e cerca de 23 mil hectares de área plantada.92 

O INCAPER vem desenvolvendo novas cultivares de banana resistentes a 

algumas pragas. Alguns exemplos são ‗Ambrosia‘, ‗Tropical‘, ‗Vitória‘, ‗Pacovan‘ e 

‗Japira‘.93, 94 

A banana é fonte de minerais, sendo componente fundamental na 

alimentação em todo o mundo.95 O sabor é um atributo de qualidade, quando sua 

polpa se encontra verde, é caracterizado por forte adstringência e amargor, sendo 

indício de maior acúmulo de compostos fenólicos solúveis, principalmente taninos. 

Durante o amadurecimento, ocorre a polimerização desses compostos fenólicos, 

causando a diminuição da adstringência e amargor, e aumentando a doçura do 

fruto.96 Estudos indicam a banana como uma fruta rica em compostos fenólicos.97 Os 

compostos fenólicos são conhecidos por suas atividades biológicas distintas, dentre 
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elas se destacam a elevada atividade antioxidante.98 A banana possui alto conteúdo 

polifenólico, principalmente na polpa,99 onde variados estudos avaliaram a atividade 

antioxidante de extratos de banana,100 atividade antiulcerogênica,101 auxilio na 

diminuição da diarreia,102 atividade anticarcinogênica,103 e indução da quinona 

redutase.23 

O perfil químico das cultivares Ambrosia, Tropical, Vitória, Pacovan e Japira 

em relação a compostos fenólicos, açúcares e compostos voláteis ainda não foram 

estudados. Sendo assim, o presente trabalho se torna importante, pois o 

conhecimento das qualidades nutracêuticas destas é um dado importante para a 

população e para os produtores do Estado. 

 

3.2 OBJETIVO 

Estudar o perfil fenólico e glicídico de bananas cultivadas no Espírito Santo, 

em seus estádios de maturação, e sua atividade quimiopreventiva do câncer.  

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.3.1 Amostras 

Foram analisadas amostras de seis cultivares de bananas, sendo elas: ‗Prata 

Comum‘ (AAB), ‗Pacovan‘ (AAB), ‗Japira‘ (AAAB), ‗Ambrosia‘ (AAAA), ‗Vitória‘ 

(AAAB) e ‗Tropical‘ (AAAB), em quatro estádios de maturação, cultivadas nas 

fazendas experimentais do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e 

Extensão Rural (INCAPER). As amostras foram colhidas no estádio de maturação 1 

e deixadas amadurecer naturalmente em temperatura de aproximadamente 20°C. 

Para a escolha dos quatro estádios de maturação foi utilizado o critério visual 

conforme a carta de cores desenvolvida em trabalhos anteriores,104 sendo a escala 

de variação: T1- totalmente verde; T2- verde com traços amarelos; T3- mais verde 

que amarelo; T4- mais amarelo que verde; T5-amarelo com ponta verde; T6- todo 

amarelo; e T7- amarelo com áreas café. Neste trabalho, os estádios escolhidos para 

estudos foram T1, T2, T4 e T7 (Figura 16). Todas as análises químicas, físico-

químicas e biológicas foram realizadas em triplicata. 
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Figura 16. Fotografia de seis cultivares de bananas em quatro estádios de maturação. 

 

3.3.2 Análises Físico – Químicas 

Foram realizadas análises de pH, acidez titulável em termos de ácido málico e 

sólidos solúveis totais (TSS, expresso na forma de ºBrix). As análises de pH e 

sólidos solúveis totais (TSS) foram realizadas utilizando-se, respectivamente, 

pHmetro (Metron modelo 827 pH Lab) e refratômetro de bancada (ABBE com escala 

de refração de 1,300-1,72 nD de 0 - 95°Brix modelo 2 WAJ). A acidez titulável (TA) 

foi determinada por titulação utilizando uma solução de NaOH 0,1 molL-1 (SIGMA®) 

padronizada (resultados foram expressos em gramas do ácido málico/100 g da 

polpa). 105 

 

3.3.3 Preparo dos Extratos Glicídicos 

Para análise do conteúdo de açúcares, 10g de polpa de banana foi 

homogeneizada em liquidificador doméstico juntamente com 15 mL de uma solução 

metanol/água (50% v/v). O homogeneizado foi filtrado em gaze para extrair a parte 

fibrosa. Posteriormente, uma nova filtração foi realizada usando papel de filtro Unifil® 

faixa preta para extrair possíveis materiais não solubilizados. 

 

3.3.4 Preparo dos Extratos Polifenólicos 

Para extrair e concentrar compostos fenólicos, 10 g de polpa foram trituradas 
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em liquidificador doméstico, colocadas em um recipiente âmbar juntamente com 20 

mL de uma solução de metanol, etanol e acetona (1:1:1, em volume) e deixadas em 

banho ultrassônico com frequência de 40 KHz por 1 h. Posteriormente, o extrato foi 

filtrado em papel Unifil® faixa preta. Este processo foi repetido duas vezes, utilizando 

a pasta retida no papel e soluções de 30 e 20 mL, consecutivamente, de metanol, 

etanol e acetona (1:1:1, em volume). Os filtrados foram concentrados em uma única 

solução e o solvente evaporado em rota evaporador à temperatura menor que 40°C. 

O extrato foi avolumado para 20 mL adicionando-se metanol e levado ao freezer por 

24 h.  

Depois disso, os extratos foram centrifugados à 2500 x g por 10 min, para 

precipitação de pectina. Após a centrifugação o procedimento foi repetido mais duas 

vezes. O metanol foi totalmente evaporado em rota evaporador à temperatura 

inferior a 40°C e 50 mL de água foram adicionados às amostras.  

Os extratos foram lavados com 30 mL de água em cartucho com 360 mg de 

sílica modificada com C18, para remover açúcares e concentrar compostos 

fenólicos. Os compostos fenólicos foram extraídos do cartucho utilizando 20 mL de 

solução metanólica 25 % v/v e posteriormente foram rotaevaporados e avolumados 

até 2 mL. Os cartuchos haviam sido previamente condicionados pela injeção de 30 

mL de metanol e seguidamente com 30 mL de água. 

 

3.3.5 ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-)FT-ICR MS/MS 

Para injeção dos extratos concentrados em açúcares, 300 μL do 

homogeneizado, 300 μL de solução dopante de glicose deuterada D-Glicose-

1,2,3,4,5,6,6-d7 (SIGMA) (5x10-3 mol/L) e 4 μL de NH4OH PA (Vetec Química Fina 

Ltda, Brazil) foram adicionados a 1,5 mL de metanol. Para injeção dos extratos 

concentrados em polifenólis, 1 mL dos extratos foram basificadas com 4 μL NH4OH 

PA (Vetec Química Fina Ltda, Brazil). 

As amostras foram injetadas diretamente em um FT-ICR MS (modelo 9.4 T 

Solarix, BrukerDaltonics®, Bremen, Alemanha). Os espectros de ESI(-) foram obtidos 

em uma faixa de massa m/z 200-2000. As condições da fonte de ESI(-) foram: 

pressão de gás nebulizador de 2 bar, voltagem capilar de 2,5 kV, e a temperatura de 

transferência capilar de 180° C. O tempo de acumulação dos íons foi de 0,10 s. 

Cada espectro foi adquirido pela acumulação de 100 varreduras (scans). Os 

espectros foram obtidos com alta resolução (m/∆m50% = 400000, onde ∆m50% 
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corresponde à largura do sinal a meia altura), fornecendo fórmulas moleculares 

inequívocas para os íons moleculares de carga única (espécies CcHhNnOoSs). Os 

espectros de massas foram adquiridos e processados utilizando o software de 

Compass Data Analysis (BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). As fórmulas 

estruturais dos compostos foram obtidas através do software chemspiderdatabase 

(www.chemspider.com). 

Para os experimentos de MS/MS, a janela do quadrupolo foi fechada em um 

intervalo de 1 Da, proporcionando o isolamento do íon de interesse. Posteriormente, 

o íon é conduzido para o interior de uma cela de colisão (hexapolo) com energia de 

colisão variando entre 3 - 20 V, sendo Argônio o gás de colisão utilizado. A fim de 

aumentar a quantidade de íons na cela ICR, o tempo de acumulação de íons no 

hexapolo (ionaccumulation time) foi 0,1 s. Cada espectro foi adquirido a partir da 

acumulação de 100 scans. 

 

3.3.6 Quantificação de Polifenóis Totais  

A concentração total de polifenóis foi determinada para os extratos 

polifenólicos, utilizando-se reação com reagente de Folin-Ciocalteu. A leitura no 

espectrofotômetro ocorreu no comprimento de onda de 715 nm. Uma curva de 

calibração de cinco pontos foi obtida (R2 = 0,999), utilizando soluções do padrão de 

ácido gálico anidro (VETEC®). Os resultados foram expressos em µg de equivalente 

ácido gálico / 100 g polpa in natura.106  

 

3.3.7 Painel de bioensaios in vitro de quimioprevenção de câncer 

Para a avaliação do potencial quimipreventivo de câncer foram empregados o 

ensaio de viabilidade celular, indução da quinonareductase, inibição do NF-B, 

inibição da produção de óxido nítrico e inibição da aromatase. 

A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo método de Sulforodamina B.107 

Células de Hepa 1c1c7 (células de hepatoma de murídeo, ATCC CRL-2026), células 

293 – NF-B, transfectada com gene NF-B-luciferase, e macrófagos da linhagem 

RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) foram semeadas na mesma concentração usada 

para cada ensaio de quimioprevenção cultivadas em meio Dulbecco‘s modified 

Eagle‘s (DEMEM) adicionado de 100 IU mL−1 penicilina, e 100 g.ml−1 estreptomicina 

(Sigma–USA) a 37 oC e a umidade controlada e  5% CO2 e semeadas em uma placa 

de 96 poços na densidade de 5. 104 células mL-1. Todos os extratos foram testados 

http://www.chemspider.com/
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na concentração de 20 µg mL-1. Após 72h de incubação, as células eram fixadas 

com 50 µL de 20% TCA (ácido tricloroacético) por 30 min a 4ºC. Após esse período, 

a placa foi lavada quatro vezes com água de torneira. As proteínas aderidas foram 

coradas com 50µL de 0,4% SRB em 1% ácido acético por poço e incubadas por 30 

min a temperatura ambiente. Em seguida, enxaguadas com 1% ácido acético 4 

vezes cuidadosamente. Após secas por 30 a 60 min, os cristais foram solubilizados 

com 200 µL de Tris base pH = 10 por 5 min. A densidade ótica foi determinada a 515 

nm. A sobrevivência foi calculada em relação ao controle negativo 10% DMSO 

(dimetilsulfóxido). Para o controle positivo foi utilizado camptotecina (10 μM).108 As 

amostras são consideradas citotóxicas quando o valor de sobrevivência está abaixo 

de 90%.15 

A determinação da atividade de quinonaredutase (QR) foi desenvolvida 

utilizando células Hepa 1c1c7 (células de hepatoma de murídeo, ATCC CRL-2026) 

que foram semeadas na densidade de 0,5 x 104 células mL-1, juntamente com os 

extratos (20 µg/mL), em placas de 96 poços. A atividade enzimática foi determinada 

utilizando extrato aquoso em função da redução do MTT mediada por menadiol. A 

absorção foi determinada em 595 nm. Um ensaio de proteína total usando coloração 

de violeta de cristal foi executado em paralelo.90 Os experimentos foram realizados 

em triplicata. 

O ensaio de inibição de NF-B foi realizado utilizando célula 293 – NF-B, 

transfectada com gene NF-B-luciferase. Essas células foram semeadas em placa 

esterilizada a uma concentração de 1,5 x 105 células mL-1 e deixadas a alcançar 

aproximadamente 80% de confluência por 48 h de incubação. Após o tratamento 

com as amostras testadas por 10 min, as células foram incubadas por mais 6 h com 

ou sem TNF-α (5 ng mL-1). Em seguida, as células foram lavadas com PBS e 

posteriormente, as células foram lavadas com PBS e o ensaio de luciferase foi 

realizado utilizando o sistema de ensaio Luc da Promega®, de acordo com 

orientações do fabricante. A atividade de luciferase foi monitorada utilizando leitor de 

microplacas e Na-tosil-L-fenilalanina clorometilcetona (TPCK) foi utilizado como 

controle positivo.109  

O ensaio da inibição de produção de oxido nítrico (iNOS) foi realizado em 

cultura de macrófagos da linhagem RAW 264.7(ATCC® TIB-71™). As células foram 

semeadas a uma densidade de 2.105 células mL-1 em placas com 96 poços e 

cultivadas em incubadora sob atmosfera controlada de CO2 durante 24h. O meio de 
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cultivo foi substituído por meio livre de vermelho de fenol e o extrato (20 µg mL-1) foi 

adicionado à placa. Após 15 min, houve a estimulação com 1 µg mL−1 de 

lipopolissacarídeo (LPS), seguido de incubação por 20 h. Em seguida, a produção 

de NO foi, através de espectrofotometria, determinada pelo teor do nitrito, que é um 

produto oxidativo de NO. O teor de nitrito foi determinado pela reação de Griess. A 

absorvância foi medida num leitor de microplacas a 540 nm contra uma curva de 

calibração com padrões de nitrito. O l-NG-monometil arginina citrato (l-NMMA), foi 

utilizado como controle positivo com um valor de IC 50.110  

Para avaliar a atividade de aromatase, o sistema de regeneração NADPH foi 

pré-incubado a uma concentração de 20 µg mL-1 de extrato. Nangerina 

(concentração final de 74,46 µM a 0,57 µM) foi utilizado como controle positivo e 

DMSO 0.5% foi utilizado como controle negativo. Após adição do composto de teste 

e dos controles, foi realizada incubação por 10 min a 37 ºC. Depois adicionou-se 100 

µL da mistura enzimática e substrato e incubou-se por mais 30 min à 37 °C. Em 

seguida, houve adição de 75 µL de NaOH 5 mol.L-1, a reação foi agitada por 5 min e 

incubada por 2 h à 37ºC. A fluorescência foi medida a 485 nm (excitação) e 530 nm 

(emissão).90  

 

3.3.8 Análises estatísticas 

Os dados de quantificação química, físico-química e de quimiprevenção de 

câncer são apresentados com média e desvio padrão. Para apresentação dos dados 

de massas dos polifenóis, foram construídos gráficos de bolhas utilizando os sinais 

detectados nos espectros de FT ICR-MS. Na abscissa foram plotados os valores 

de m/z e nas ordenadas os estádios de maturação. As intensidades relativas dos 

sinais de cada polifenol foram representadas pelo tamanho das bolhas, ou seja, 

quanto maior o tamanho da bolha (Figura 22); maior a intensidade do sinal. Para 

análise dos dados de massas do perfil glicídico das seis cultivares de bananas em 

quatro estádios de maturação, utilizando a técnica de ESI (-) FT – ICR MS, foram 

construídos gráficos utilizando a razão da soma dos sinais de todos os açúcares 

detectados (m/z 179, 215, 239, 269, 279, 313, 327, 341, 359, 377, 431, 521, 683, 

719 e 1025) pela soma das intensidades dos sinais da glicose deuterada (m/z 186, 

222, 366, 373 e 528) (barra azul) (Figura 19).  Todos os dados foram analisados 

empregando-se análise de variância ANOVA e o teste de Tukey para comparação 

de médias entre os quatro estádios de maturação a 5% de significância. 
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1 Análises Físico – Químicas 

As amostras das cultivares Vitória, Pacovan, Prata Comum, Japira, Ambrosia 

e Tropical apresentaram um aumento dos valores de SST em função do 

amadurecimento (Figura 17). Com exceção da cultivar Ambrosia, os teores de SST 

das cultivares Vitória, Pacovan, Japira, Tropical e Prata aumentaram 

significativamente a partir do quarto estádio de maturação. Por outro lado, nas frutas 

da cultivar Ambrosia, os teores de SST elevou-se até o quarto estádio, se mantendo 

constante no ultimo estádio (Figura 17). O aumento do teor de SST, durante o 

amadurecimento de frutas, ocorre principalmente em virtude da formação de 

carboidratos solúveis como sacarose, glicose e frutose, que podem ser originados 

devido à degradação do amido por ação da enzima amilase.111  

Um comportamento similar ao SST é observado para a distribuição dos 

valores de AT. Para os quatro estádios de maturação estudados, os valores de AT 

aumentaram a partir do estádio 1 ao 7 para as cultivares Tropical e Pacovan. Já na 

cultivar Vitória, os valores de AT podem ser agrupados em dois grupos (estádios 1 e 

2; e estádios 4 e 7). Os dois últimos estádios são bastante superiores aos primeiros 

(i.e. 300%). Para a cultivar Ambrosia, houve um aumento do teor de AT entre os 

estádios 1 e 2, mantendo-se constante entre os estádios 2 e 4 e aumentando entre 

os estádios 4 e 7. Na cultivar Prata Comum, o teor de AT para os estádios 1 e 2 são 

significativamente idênticos e aumentam a partir do estádio 2 até o estádio 7. Na 

cultivar Japira, o teor de AT se manteve constante nos dois primeiros estádios 

aumentando após o estádio 4 (Figura 17). Em trabalhos anteriores utilizando as 

cultivares Caipira,ThapMaeo e Tropical, em geral, a variação dos teores de AT 

condiz com o reportado na literatura, no qual eles aumentaram durante a maturação 

das frutas.112  

Outra propriedade monitorada é o pH. É de se esperar que os seus valores 

diminuam durante a maturação do fruto. Estes resultados corroboraram com os 

resultados encontrados nos ensaios de AT, uma vez que o aumento do teor de 

ácidos orgânicos gera uma diminuição de pH das amostras. Os resultados para as 

cultivares Vitória, Pacovan, Japira, Tropical e Prata comum mostraram que os dois 

primeiros estádios de maturação apresentaram valores de pH semelhantes, 

diminuindo até o estádio 4, mantendo-se constante até o estádio 7. Para a cultivar 

Ambrosia, os valores de pH se mantiveram constantes até o estádio 4 e partir deste 
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estádio, apresentaram um leve aumento até o estádio 7 (Figura 17). 

A razão SST/AT é um importante fator para a determinação do grau de 

maturação das frutas. Frutas com estádios de maturação avançados possuem 

valores de razão SST/AT elevados. A cultivar Tropical apresentou crescimento do 

valor da razão SST/AT e as análises estatísticas mostraram que há diferença 

significativa entre todos os estádios estudados. Para a cultivar Vitória houve um 

aumentonos valores de SST/AT até o estádio de maturação 4, se mantendo 

constante posteriormente. As cultivares Japira, Ambrosia e Pacovan, apresentaram 

até o estádio 4, constância nos valores de SST/AT, aumentando seu valor no último 

estágio.  Para a cultivar Prata comum, os valores de SST/AT aumentaram até o 

estádio 2 e a partir desta fase mantiveram-se constantes (Figura 17). 

Em geral, os dados dos ensaios físico–químicos encontrados para as 

amostras de banana em função do estádio de maturação condizem com os 

resultados reportados na literatura.113  

 
Figura 17. Resultados de Ensaios Físico-Químicos para quatro estádios de maturação de seis 

cultivares de banana. Letras iguais indicam que as amostras não apresentam diferenças significativas 

entre si e letras diferentes indicam que as amostras apresentam diferenças significativas entre si. A 

comparação foi realizada entre as amostras de uma mesma cultivar em seus estádios de maturação. 
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3.4.2 Perfil Glicídico 

Foram adquiridos espectros de ESI(-)FT-ICR MS de todas as amostras de 

banana. Para relacionar o perfil glicídico das diferentes cultivares de banana em 

seus estádios de maturação, foram adicionados às amostras, um padrão interno do 

dopante glicose-1,2,3,4,5,6,6-d7. Desta forma, foi possível observar, nos espectros 

de MS (Figura 18), que as intensidades dos sinais da glicose deuterada (valores em 

vermelho) diminuem com o aumento do estádio de maturação. Como consequência 

do aumento dos valores de SST em função do estádio de maturação, as 

intensidades dos sinais dos açúcares (valores em azul) aumentam à medida que a 

fruta amadurece. 

 

 

Figura 18. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS de quatro estádios de maturação da cultivar Ambrosia. Os 

valores em vermelhos representam a razão m/z da glicose deuterada e os valores em azul 

representam a razão m/z dos açucares. 

 

A altíssima resolução e exatidão do FT-ICR MS bem como a realização de 

experimentos de CID (ESI(-)MS/MS), permitiu a identificação estrutural de 20 

compostos, onde suas fórmulas moleculares, valores de m/z, DBEs, e erros de 

massas (ppm) são mostrados na Tabela 4.  
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Os compostos 1 e 2, íons [C6H11O6]
– e [C6H4D7O6]

– de m/z 179 e 186, 

respectivamente, foram identificados como glicose e glicose deuterada, 

respectivamente. A molécula de glicose, bem como a sua forma deuterada, foram 

também identificadas como adutos de cloro, produzindo os compostos 3, íon 

[C6H12O6 + Cl] – de m/z 215; e 4, íon [C6H5D7O6 + Cl] – de m/z 222. O perfil de 

fragmentação do primeiro mostrou fragmento de m/z 179, relativo à perda de cloro 

(Anexo 2a). O composto 5, íon [C8H15O8] 
– de m/z 239, foi identificado como um 

octapiranose, tendo sua conectividade química identificada a partir dos experimentos 

de CID, onde o fragmento produzido de m/z 179 é relativo a eliminação do 

substituinte do anel hexosídeo (Anexo 2b). 

Os compostos 6-8, íons [C8H13O10]
–, m/z 269, [C11H21O9]

–, m/z 297 e 

[C10H17O11]
–, m/z 313, foram identificados como aduto de galatopiranose/ácido 

etanodióico, trihidroxi-2-metilbutil- glicopiranosídeo e aduto de glicose / ácido málico, 

respectivamente. O composto 9, íon [C12H23O10]
– de m/z 327, foi identificado 3-(2,3-

dihidroxipropoxi)-2-hidroxipropil-galatopiranosídeo e seu espectro de ESI(-)MS/MS 

gerou os fragmentos de m/z 179, oriundo da perda do substituinte do anel hexosídeo 

(Anexo 2c). O composto 10, íon [C12H21O11]
– de m/z 341, foi identificado como 

sacarose, sua fragmentação resultou em íon de m/z 179, relativo à perda da glicose 

e íon de m/z 161 oriundo à perda da frutose (Anexo 2d). 

O composto 11, íon [C12H23O12]
– de m/z 359, foi identificado como aduto de 

duas moléculas de glicose, onde o seu perfil de fragmentação originou íons de m/z 

179, relativo à separação das duas moléculas de glicose (Anexo 2e). O composto 

12, íon [C12H16D7O12]
– de m/z 366, foi identificado como aduto de glicose/glicose 

deuterada e seu perfil de fragmentação originou íons de m/z 179, relativo à perda da 

molécula de glicose deuterada (Anexo 2f). O composto 13, íon [C12H9D14O12]
– de m/z 

373, foi identificado como aduto de duas moléculas de glicose deuterada e seu perfil 

de fragmentação originou íons de m/z 186, relativo novamente à separação do aduto 

(Anexo 2g). O composto 14, íon [C12H22O11 + Cl]– de m/z 377, que corresponde a 

molécula de sacarose, foi identificado como aduto de cloro, onde seu perfil de 

fragmentação gerou íons de m/z 341, relativo à perda do cloro e m/z 179 oriundo da 

fragmentação da ligação glicosídica (Anexo 2h). O composto 15, íon [C14H23O15]
– de 

m/z 431, foi identificado como um aduto de frutofuranosil-glicopiranosídeo / ácido 

etanodióico, e sua fragmentação gerou íons de m/z 341 oriundo da dissociação do 

aduto (Anexo 2i). O composto 16, íon [C18H33O17]
– de m/z 521, foi identificado como 
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aduto de sacarose / glicose e seu perfil de fragmentação é mostrado no Anexo 2j. O 

composto 17, íon [C18H26D7O17] 
– de m/z 528, foi identificado como sacarose / 

glicose D7. O composto 18 e 19, íons [C24H43O22]
–e [C24H44O22 + Cl]– de m/z 683 e 

719, foram identificados como adutos de duas moléculas de sacarose, em sua forma 

desprotonada e clorada, respectivamente. Os perfis de fragmentação dos compostos 

17-19 são mostrados nos Anexos 2k-m.O composto 20, íon [C36H65O33]
– de m/z 

1025, foi identificado como um cluster de sacarore e seu perfil de fragmentação 

gerou íons de m/z 683 e 341, relativos à perda de uma e duas moléculas de 

sacarose, respectivamente (Anexo 2n). 

 

Tabela 4. Compostos identificados nas frações glicídicas das amostras de banana. 

 m/z (exp.) 
Fórmula 

Molecular 
 (M-H+)- 

DBE 
Erro 

(ppm) 
MS/MS Molécula 

1 179.05618 C6H11O6 1 -0,36 - 

 

 
Glicose 

 

2 186.10013 C6H4D7O6 1 -0,42 - 
 

Glicose - D7 
 

3 215.03286 C6H12ClO6 - -0,34 179  
Glicose / Cloro 

 

4 222.07681 C6H5ClD7O6 - -0,39 - 
 

Glicose - D7 / Cloro 
 

5 239.0774 C8H15O8 1 -0,68 179 
 

Octapiranose 
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6 269.05163 C8H13O10 - -0,78 -  
Galatopiranose / ácido 

ethanodioico 
 

7 297.11923 C11H21O9 1 -0,42 - 

 
Trihidroxi-2-metilbutil- 

glicopiranosídeo 
 

8 313.07783 C10H17O11 - -0,61 - 
 

Glicose / Ácido Málico 
 

9 327.12995 C12H23O10 1 -0,87 179  
3-(2,3-Dihidroxipropoxi)-2-

hidroxipropil 
galatopiranosídeo 

 

10 341.10905 C12H21O11 2 -0,34 179, 161 

 
Sacarose 

 

11 359.11968 C12H23O12 - -0,51 179  
Glicose / Glicose 

 

12 366.16356 C12H16D7O12 - -0,33 179 
 

Glicose - D7 / Glicose 
 

13 373.20756 C12H9D14O12 - -0,50 186 

 
Glicose - D7/ Glicose - D7 
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14 377.08586 C12H22ClO11 - -0,66 341, 179 

 
Sacarose / Cloro 

 

15 431.10464 C14H23O15 - -0,91 341 
 

Frutofuranosil-
glicopiranosídeo / ácido 

etanodióico 
 

16 521.17259 C18H33O17 - -0,51 341 

 
Sacarose / Glicose 

 

17 528.21655 C18H26D7O17 - -0,54 341 

 
Sacarose / Glicose - D7 

 

18 683.22586 C24H43O22 - -1,04 341 

 
Sacarose / Sacarose 

 

19 719.20286 C24H44ClO22 - -1,44 377 
 

Sacarose / Sacarose / 
Cloro 

 

20 1025.34298 C36H65O33 - -1,58 683, 341 

Sacarose / Sacarose / 
Sacarose 
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Para avaliar o perfil glicídico utilizando os dados de ESI(-)FT-ICR MS das seis 

cultivares de bananas em função dos quatro estádios de maturação estudados, 

foram construídos gráficos utilizando a razão da soma dos sinais de todos os 

açúcares detectados (m/z 179, 215, 239, 269, 279, 313, 327, 341, 359, 377, 431, 

521, 683, 719 e 1025) pela soma das intensidades dos sinais da glicose deuterada 

(m/z 186, 222, 366, 373 e 528) (barra azul, Figura 19). Em geral, o teor de açúcares 

aumentou durante o processo de amadurecimento. A cultivar Ambrosia foi a que 

apresentou maiores teores de açúcares nos dois primeiros estádios de maturação. 

Esses resultados condizem com as medidas de SST e demonstram que essa cultivar 

apesar de apresentar aspectos visuais de uma fruta em estádio de maturação inicial 

(Estádio 1- totalmente verde; Estádio 2 - verde com traços amarelos), apresenta um 

comportamento em que, precocemente, ocorre a conversão de amido em 

carboidratos, como monossacarídeos e disssacarídeos.  

Outra maneira de interpretar os dados de ESI(-) obtidos para as frações 

glicídicas, é analisar a razão dos sinais dos compostos monossacarídeos e 

dissacarídeos. A razão da soma das intensidades absolutas dos sinais dos 

monossacarídeos (m/z 179, 215, 239, 269, 297, 313, 327, 359 e 521) pela soma das 

intensidades dos sinais da glicose deuterada (m/z 186, 222, 366, 373 e 528) foi 

representada pelas barras vermelhas e a razão da soma das intensidades absolutas 

dos sinais dos dissacarídeos (m/z 341, 377, 431, 521, 683, 719 e 1025) pela soma 

das intensidades dos sinais da glicose deuterada (m/z 186, 222, 366, 373 e 528) foi 

representada pelas barras verdes (Figura 19). 

As bananas do subgrupo Prata (‗Japira‘, ‗Vitória‘, ‗Prata Comum‘ e ‗Pacovan‘) 

apresentaram teor de monossacarídeos superior ao teor de dissacarídeos. Já as 

bananas dos subgrupos Gros Michel (‗Ambrosia‘) e Maçã (‗Tropical‘) apresentaram 

teor de dissacarídeos superior ao teor de monossacarídeos (Figura 19). A literatura 

mostra que a cultivar Gros Michel apresentou, nos primeiros dias de maturação, um 

maior teor de sacarose em relação aos teores de monossacarídeos. Entretanto, nos 

estádios finais de maturação o teor de monossacarídeos aumentou ultrapassando o 

teor de sacarose.114  

Os açúcares podem ser classificados como açúcares redutores e não 

redutores. Os monossacarídeos, por apresentarem grupos aldeídos ou cetonas 

livres, são açúcares redutores e alguns dissacarídeos, como a sacarose, por 
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apresentarem ligações glicosídicas entre seus carbonos anoméricos, não possuem 

grupos aldeídos ou cetonas livres, sendo assim classificados como açúcares não 

redutores. O escurecimento não enzimático via reação de Maillard é uma importante 

reação de degradação de açúcares redutores que ocorre no fruto. Os produtos desta 

reação são compostos que interferem no aroma, sabor e cor dos frutos e, além 

disso, podem gerar características sensoriais indesejadas aos frutos, principalmente 

durante o processamento destes.115 Desta forma, a relação entre os tipos de 

açúcares presentes no fruto (Figura 19) é uma informação importante.  As frutas das 

cultivares Ambrosia e Tropical apresentaram teor de dissacarídeos superior ao teor 

de monossacarídeos (açúcares redutores). Os dissacarídeos majoritariamente 

encontrados nestas cultivares são classificados como açúcares não redutores e por 

isso não contribuem para o escurecimento não enzimático via reação de Maillard, 

tornando assim, estas duas cultivares menos susceptíveis ao escurecimento não 

enzimático.116 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono_anom%C3%A9rico
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Figura 19. Gráfico das razões das somas das intensidades absolutas dos sinais dos açucares da 

fruta pela soma dos sinais do dopante (glicose deuterada). Letras iguais indicam que as amostras não 

apresentam diferenças significativas entre si e letras diferentes indicam que as amostras apresentam 

diferenças significativas entre si. A comparação foi realizada entre as amostras de uma mesma 

cultivar em seus estádios de maturação. 

3.4.3 Análise de Polifenóis Totais  

As amostras de banana analisadas apresentaram teores variando entre os 

diferentes estádios na faixa de 302,58 a 1323,70 µg EqAG/100 g de polpa in natura 

(Figura 20). Para a cultivar Prata comum, os teores de polifenóis totais não foram 

diferentes entre os estádios 1, 2 e 4, porém o estádio 7 apresentou o maior teor de 
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polifenóis observado (Figura 20). Para a cultivar Vitória o teor de polifenóis 

aumentou do estádio 1 até o estádio 4 e se manteve constante até o estádio 7. Na 

cultivar Pacovan, o teor de fenóis foi maior no estádio de maturação 4 e na cultivar 

Ambrosia, ele foi maior no estádio 2. Na cultivar Tropical, o estádio de maturação 7 

foi o mais rico em polifenóis. Na cultivar Japira o teor de polifenóis aumentou a partir 

do estádio 4 até o estádio 7. Os teores de polifenóis totais destas cultivares são 

menores que os descritos na literatura para as cultivares Terra, Mysore, Figo, 

Pacovan e Nanicão.100 Entretanto, os dados da literatura são relativos a amostras 

secas de polpa e os resultados deste trabalho são relativos à polpa in natura.  

 

Figura 20. Concentração de Polifenóis Totais, em µg ác.gálico / 100 g polpa in natura. 

 

3.4.4 Perfil Fenólico por ESI(-)FT-ICR MS 

Espectros de ESI(-)FT-ICR MS foram adquiridos dos extratos polifenólicos 

das seis cultivares de bananas em quatro estádios de maturação e os resultados 

para o estádio 7, por exemplo, são mostrados na Figura 21. 

 



68 

 

 

Figura 21. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS das seis cultivares de bananas no estádio de maturação 7. 

 

A Tabela 5 mostra os valores de m/z, DBE, erros de massas (em ppm) dos 

vinte compostos polifenólicos identificados, sendo treze deles, não reportados na 

literatura para a banana. 

O composto 1, íon [C15H13O6]
– de m/z 289 foi identificado como epicatequina. 

Seu perfil de fragmentação mostrou fragmento de m/z 245, relativo à perda da fração 

C2H4O (-44 Da) (Anexo 3a). O composto 2, íon [C15H13O7]
– de m/z 305 foi 

identificado como galocatequina. O composto 3, íon [C15H9O8]
– de m/z 317, foi 

identificado como uma flavona. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de 

m/z 289, relativo à perda de CO (-28 Da) e m/z 273, relativo à perda de CO2 (-44 Da) 

(Anexo 3b). O composto 4, íon [C16H19O9]
– de m/z 355, foi identificado como ácido 

ferúlico hexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 309, 

oriundo da perda de CH2O2 (-46 Da), m/z 193 (-162 Da) e m/z 175 (-180 Da) 

relativos às fragmentações na fração hexosídeo (Anexo 3c). O composto 5, íon 

[C16H21O9]
– de m/z 357, foi atribuído como derivado do ácido cinâmico hexosídeo. 

Os resultados de ESI(-)MS/MS gerou íon m/z 283 (-74 Da), oriundo da perda de 

fração do anel hexosídeo (C3H6O2) (Anexo 3d).  
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O composto 6, íon [C15H19O10]
– de m/z 359 foi identificado como derivado do 

ácido gálico hexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 284 

(-75 Da), m/z 239 (-120 Da) e m/z 197 (-164 Da), relativo às fragmentações no anel 

hexosídeo (Anexo 3e). O composto 7, íon [C19H25O12]
– de m/z 445 foi identificado 

como um derivado do acetil hidroxifenilhexosídeodeoxihexosídeo. O experimento de 

CID gerou o fragmento de m/z 265 (-180 Da), relativo à perda da fração hexosídeo 

(Anexo 3f). O composto 8, íon [C21H21O11]
– de m/z 449 foi identificado como derivado 

do ácido cafeico. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 287 (-162 

Da), m/z 269 (-180 Da), oriundos das fragmentações no anel hexosídeo (Anexo 3g). 

O composto 9, íon [C21H19O13]
– de m/z 479, foi identificado como um Flavonol 

hexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 317 (-162 Da), 

m/z 273 (-44 Da), oriundos da perda do anel hexosídeo e CO2, respectivamente 

(Anexo 3h). O composto 10, íon [C23H29O12]
– de m/z 497, foi identificado como um 

derivado do ácido gálico. O experimento de ESI(-)MS/MS gerou íon m/z 453 (-44 

Da), relativo à perda de CO2 da fração carboxílica (Anexo 3i).  

O composto 11, íon [C22H33O13]
– de m/z 505 foi identificado como um derivado 

do dihidroxifenildihexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 

325 (-180 Da), oriundos da perda da fração hexosídeo (Anexo 3j). O composto 12, 

íon [C23H25O13]
– de m/z 509, foi identificado como um Flavonol hexosídeo hidratado. 

O experimento de ESI(-)MS/MS gerou o fragmento de m/z 347 (-162 Da) e m/z 329 

(-180 Da) relativo à fragmentações no anel hexosídeo (Anexo 3k). O composto 13, 

íon [C22H29O14]
– de m/z 517 foi identificado como ácido ferúlico dihexosídeo. O 

composto 14, íon [C24H27O14]
– de m/z 539 foi identificado como um Flavonol 

hexosídeo hidratado. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 449 (-

90 Da), m/z 435 (-104 Da), m/z 359 (-180 Da), oriundos de perdas de fração do anel 

hexosídeo e m/z 287 (-252 Da), relativo à fragmentação do flavonol hidratado (Anexo 

3l).  

O composto 15, íon [C30H25O12]
– de m/z 577 foi identificado como 

proantocianidina. O composto 16, íon [C25H27O16]
– de m/z 583 foi identificado como 

uma xantona dihexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 

421 (-162 Da), oriundos de perdas de fração do anel hexosídeo (Anexo 3m). O 

composto 17, íon [C29H43O13]
– de m/z 599 foi identificado como Hidroximetilfenil 

substituido. O experimento de ESI(-)MS/MS gerou o fragmento de m/z 581 (-18 Da), 

oriundo à perda de H2O. Além desse, os fragmentos à m/z 567 (-32 Da), m/z 579 (-
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120 Da), m/z 437 (-162 Da) correspondem às fragmentações no anel hexosídeo. 

Finalmente, o fragmento m/z 419 (-180 Da) é produzido a partir da perda da fração 

hexosídeo (Anexo 3n). O composto 18, íon [C27H29O16]
– de m/z 609, foi identificado 

como quercetina deoxihexosehexosídeo. Seu perfil de fragmentação mostrou 

fragmentos de m/z 300 (- 309 Da), oriundo da perda dos anéis hexosídeos e m/z 279 

(-330 Da) relativo a fragmentação na fração deoxihexose. (Anexo 3o). O composto 

19, íon [C27H29O17]
– de m/z 625, foi identificado como miricetina 

deoxihexosehexosídeo. O experimento de ESI(-)MS/MS gerou íon m/z 316 (-309 

Da), oriundo à perda dos anéis hexosídeos (Anexo 3p). O composto 20, íon 

[C27H33O17]
– de m/z 629 foi identificado como leucodelfinidina 

deoxihexopiranosilhexopiranose. Seu perfil de fragmentação mostrou fragmentos de 

m/z 449 (- 180 Da), oriundo da perda de um anel glicídico (Anexo 3q). 

Os compostos epicatequina e galocatequina já haviam sido reportados em 

bananas das cultivares Figo, Nanicão, Terra, Mysore e Pacovan.100 Além disso, 

Galocatequina já foi identificado na cultivar Cavendish (Someya, Yoshiki, Okubo, 

2002).117 Os compostos ácido ferúlico hexosídeo, ácido ferúlico dihexosídeo, 

quercetina deoxihexosehexosídeo e miricetina deoxihexosehexosídeo já foram 

identificados em bananas das cultivares RedYade118, Mbeta 1, RedYade, Essang, 

Moto Ebanga, Mbouroukou N°1 e um híbrido F568.119 O composto proantocianidina 

já foi identificado em banana em outros trabalhos.120  

 

Tabela 5. Identificação por ESI(-)FT-ICR MS de compostos fenólicos presentes em amostras de 

banana.
 

 m/z (exp.) 
Fórmula 

Molecular 
(M-H+)- 

DBE 
Erro 

(ppm) 
MS/MS Molécula 

1 289.07201 C15H13O6
 9 -0,86 245, 202 

 
Epicatequina 

 

2 305.06686 C15H13O7
 9 3,79 - 

 
Galocatequina 
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3 317.03050 C15H9O8
 11 -0,66 

289, 273, 
229 

 
Flavona 

 

4 355.10370 C16H19O9
 7 -0,69 

309, 193, 
175, 160 

 
Ácido Ferúlico hexosídeo 

 

5 357.11928 C16H21O9
 6 -0,49 283, 202 

 
Derivado do ácido cinamico 

hexosídeo 
 

6 359.09893 C15H19O10
 6 -1,57 

284, 239, 
197 

 
Derivado do ácido gálico 

hexosídeo 
 

7 445.13548 C19H25O12
 7 -0,74 265 

 
Derivado do acetil 

hidroxifenilhexosídeoodeoxih
exosídeo 

8 449.10938 C21H21O11
 11 -1,00 287, 269 

 
Derivado do ácido cafeico 
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9 479.08363 C21H19O13
 12 -1,07 

443, 341, 
317, 273 

 
Flavonol hexosídeo 

 

10 497.16767 C23H29O12
 9 -2,46 453 

 
Derivado do ácido gálico 

 

11 505.19373 C22H33O13
 6 -2,11 325 

 
Derivado do 

Dihidroxifenildihexosídeo  
 

12 509.13054 C23H25O13
 11 -0,94 

347, 329, 
280, 253, 

202 

 
Flavonol hexosídeo hidratado 

 

13 517.15732 C22H29O14
 8 -2,01 - 

 
Ácido ferúlico dihexosídeo 

 

14 539.14124 C24H27O14
 11 -1,13 

449, 435, 
359, 287, 
283, 255 

 
Flavonol hexosídeo hidratado 
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15 577.13586 C30H25O12
 18 -1,22 - 

 
Proantocianidina 

 

16 583.13134 C25H27O16
 12 -1,51 421 

 
Xantona dihexosídeo 

 

17 599.27163 C29H43O13
 8 -1,19 

581, 567, 
479, 437, 
419, 331 

 
Hidroximetilfenil substituído 

 

18 609.14724 C27H29O16
 13 -1,85 

435, 300, 
279, 255 

 
Quercetina 

deoxihexosehexosídeo 
 

19 625.14178 C27H29O17
 13 -1,21 316 

 
Miricetina 

deoxihexosehexosídeo 
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20 629.17330 C27H33O17
 11 -1,56 449 

 
Leucodelfinidina 

Deoxihexopiranosil 
hexopiranose 

 

Para traçar o perfil fenólico das seis cultivares de bananas em quatro estádios 

de maturação, foram construídos gráficos de bolhas utilizando os vinte sinais de 

polifenóis detectados nos espectros de FT ICR-MS. Na abscissa foram plotados os 

valores de m/z e nas ordenadas os estádios de maturação. As intensidades relativas 

dos sinais de cada polifenol foram representadas pelo tamanho das bolhas, ou seja, 

quanto maior a bolha maior a intensidade do sinal. Além disso, os polifenóis foram 

classificados, utilizando cores diferentes, de acordo com suas classes fitoquímicas, 

conforme legenda mostrada na Figura 22. 

Em todas as amostras, os flavonóides foram os compostos mais abundantes, 

tanto em quantidade e abundância de compostos identificados (bolhas vermelhas) 

(Figura 22).   O flavonóide mais abundante foi o Miricetina deoxihexosehexosídeo, 

de m/z 625. A Miricetina é um poderoso antioxidante e anti-inflamatório. Além disso, 

estudos comprovaram sua capacidade de inibir as principais enzimas envolvidas na 

iniciação e progressão do câncer.121  

A classe dos ácidos cinâmicos foi à segunda classe identificada com os sinais 

de maior intensidade relativa, em todas as amostras (bolhas azuis). Dentre os ácidos 

cinâmicos encontrados, o que apresentou maior intensidade, foi o íon de m/z 449, 

que foi identificado como um derivado do ácido cafeico. Trabalhos anteriores 

comprovaram que o ácido cafeico apresentaram boas atividades antioxidante e 

anticarcinogenese.122   
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Figura 22. Classes de polifenóis de seiscultivares de banana em quatro estádios de maturação. O 

tamanho das bolhas é diretamente proporcional à intensidade relativa dos picos no espectro. 
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3.4.5 Atividade Quimiopreventiva de Câncer 

Os resultados dos ensaios de indução da Quinona Redutase (QR), inibição de 

produção de oxido nítrico (iNOS), inibição de NF-B e inibição de aromatase são 

mostrados na Tabela 6. 

A redução de quinonas eletrofílicas por ação de enzimas quinonas redutase é 

uma importante via de destoxificação que reduz o ciclo oxidativo.15 As amostras 

foram avaliadas em termos de sua capacidade de indução de formação de enzima 

quinona redutase. Das amostras testadas, apenas a cultivar Tropical no estádio de 

maturação 2 apresentou boa indução da quinona redutase (IR = 2). Ensaios de 

inibição da quinonaredutase já haviam sido realizados em amostras de bananas 

selvagens da espécie Musa balbisiana. Alguns compostos extraídos destas frutas 

apresentaram atividade na indução da QR.23  

Alguns trabalhos demonstram que NF-B é superexpressado e ativado em 

vários tipos de câncer.123 NF-B foi identificado como um importante marcador em 

células tumorais de Hodgkin124 e câncer de mama.125 O extrato da cultivar Pacovan, 

estádio de maturação 2, apresentou 87 % de inibição de NF-B, os demais extratos 

apresentaram baixa taxa de inibição (Tabela 6). 

A iNOs tem sido associada a muitos tumores e à progressão34, como por 

exemplo câncer de próstata126 e mama.127 Em todos os extratos testados, houve alta 

inibição da iNOs, o que mostra alta capacidade de quimioprevenção. 

Os extratos das bananas Japira, nos estádios de maturação 2, 4 e 7 e 

Ambrosia, estádio 4, apresentaram inibição de aromatase superior a 50%. Os 

tecidos do câncer de mama expressam a aromatase e produzem níveis mais 

elevados de estrogênios do que as células sadias.128 Desta forma, a inibição da 

aromatase é importante à saúde humana. 
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Tabela 6. Atividades quimiopreventivas de seis cultivares de banana. 

 

Cultivar – 
Estádio de 
Maturação 

Quinona 
Redutase

(IR) 

Nf-KB     
% Inibição 

iNOS  
% Inibição 

Aromatase  
% Inibição  

Pacovan - T1 1+0,1 0,0+0,0 95.4+13.5 0,0+0,0 

Pacovan - T2 1 +0,0 87,38+2,5 108.0+18.6 10 +1,5 

Pacovan - T4 1+0,3 6,14+3,0 107.5+17.3 0,0+0,0 

Pacovan - T7 1+0,0 3,36+0,0 78.3+7.5 0,0+0,0 

Japira - T1 1+0,0 0,0+0,0 96.8+16.3 0,0+0,0 

Japira - T2 1+0,0 0,0+0,0 105.8+21.7 77,2+3,3 

Japira - T4 1+0,2 2,0+0,5 98.3+14.4 116,7+35,3 

Japira - T7 1+0,0 0,0+0,0 83.6+2.8 55,2+24,0 

Vitória - T1 1+0,0 5,6+1,5 91.6+3.6 0,0+0,0 

Vitória - T2 1+0,0 14,3+5,8 116.1+29.7 43,2+20,5 

Vitória - T4 1+0,4 0,0+0,0 100.1+11.1 0,0+0,0 

Vitória - T7 1+0,0 11,9+2,5 87.9+2.8 0,0+0,0 

Tropical - T1 1 +0,0 0,0+0,0 88.6+11.0 0,0+0,0 

Tropical - T2 2+0,2 3,8+0,9 98.4+21.4 0,0+0,0 

Tropical - T4 1+0,0 4,8+1,4 86.4+16.6 0,0+0,0 

Tropical - T7 1+0,3 0,0+0,0 69.6+12.2 0,0+0,0 

Ambrosia - T1 1+0,0 16,2+0,7 87.7+7.2 0,0+0,0 

Ambrosia - T2 1+0,0 0,0+0,0 90.8+17.3 0,0+0,0 

Ambrosia - T4 1+0,1 0,0+0,0 86.8+17.2 95,3+1,3 

Ambrosia - T7 1+0,0 0,0+0,0 82.4+7.7 19 +1,5 

Prata Comum -T1 1+0,4 0,0+0,0 98.8+16.47 19 +2,1 

Prata Comum -T2 1+0,1 0,0+0,0 105.6+21.9 30,9+1,5 

Prata Comum -T4 1 +0,7 5,49+2,1 103.3+13.5 43,3+20,5 

Prata Comum -T7 1 +0,3 0,0+0,0 85.7+5.4 0,0+0,0 
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3.5 CONCLUSÕES 

Ainda são escassos os trabalhos que investigam a nível molecular o perfil 

fenólico e glicídico associado à maturação destes cultivares de banana. A partir dos 

dados deste trabalho foi possível observar que o aumento do teor de carboidratos 

nos frutos, durante a maturação, ocorre de forma diferente a depender da cultivar da 

banana. As bananas do subgrupo Prata (Japira, Vitória, Prata Comum e Pacovan) 

apresentaram teor de monossacarídeos superior ao teor de dissacarídeos e as dos 

subgrupos Gros Michel (Ambrosia) e Maçã (Tropical) apresentaram teor de 

dissacarídeos superior ao teor de monossacarídeos. O perfil polifenólico destas 

amostras indicou uma predominância de flavonóides e ácidos cinâmicos, sendo vinte 

polifenóis detectados. Todas as amostras avaliadas apresentaram potencial 

quimiopreventivo de câncer, associada à capacidade de inibição da produção de 

óxido nítrico. Além disso, a cultivar Pacovan, estádio de maturação 2, apresentou 

alta inibição de NF-B enquanto  a cultivar Japira, nos estádios de maturação 2, 4 e 

7 e Ambrosia, estádio 4, apresentaram inibição de aromatase superior a 50%. 
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4. PERFIL FENÓLICO DE FRUTOS DA PALMEIRA JUÇARA (Euterpe edulis 

MARTIUS) 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

4.1.1 Os Frutos da Palmeira Juçara 

A juçara é um fruto de cor violeta e com propriedades sensoriais e nutricionais 

semelhantes ao açaí nativo da região amazônica (Euterpe oleracea Martius). A 

juçara é uma fruta oriunda da palmeira juçara (Euterpe edulis Martius) e é uma 

planta nativa da Mata Atlântica (Figura 23).129 - 131 

 

 

Figura 23. Fotografia de um cacho de juçara.
134 

 

A palmeira juçara é vastamente explorada para a colheita de palmito, uma vez 

que esse possui alto valor comercial. Até a década de 40 a exploração da palmeira 

era feita de modo controlado, entretanto a partir desta época a exploração aumentou 

e com a instalação de indústrias de conserva de palmito no Espírito Santo, na 
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década de 60, essa exploração se tormou predatória. Para essa exploração é 

necessário cortar o tronco da palmeira matando-a, pois não há rebrota nesta planta. 

Desta forma, seu extrativismo acarretou em ameaça de extinção da espécie.132 - 134 

 Os frutos da palmeira juçara servem de alimento para diversos animais da 

Mata Atlântica, como por exemplo, tucanos, jacus, jacutingas, mutuns, arapongas, 

sabiás, bem-te-vis, marsupiais, primatas e morcegos. 134, 135 Além disso, a palmeira 

juçara por ser resistente a umidade é importante para formação de vegetação ciliar, 

proporcionando diminuição de açoreamento de rios da Mata Atlântica. 134, 136   

 Por essa razão a estimulação de substituição da extração do palmito pela 

extração e consumo da polpa é importante, uma vez que a extração da fruta não 

mata a palmeira e possibilita o plantio das sementes após o despolpamento. 129, 137 

Sendo assim, trabalhos voltados a investigar a composição química e propriedades 

benéficas à saúde desta fruta são importantes.  

 

4.2 OBJETIVO 

Estudar o perfil fenólico dos frutos da palmeira juçara (Euterpe edulis Martius).  

 

4.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.3.1 Amostras 

 O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural 

(INCAPER) coletou, na Reserva Biológica Santa Lucia, Santa Teresa e Domingos 

Martins (Reserva Particular) ES, Brasil, sete populações de juçara. Os frutos foram 

congelados a -20 °C até o despolpamento. Dos sete genótiopos coletados seis 

possuem genótipo do tipo selvagem (J1 – J6) e um deles é relativo a uma espécie 

diferente denominada Euterpe espiritosantense (J7). Para futuro cultivo e 

preservação da informação genética, as amostras foram depositadas no Banco de 

Germoplasma de juçara do INCAPER. 

Frutos maduros foram deixados em banho-maria a 40 °C por 30 minutos. Em 

seguida os frutos foram amassados manualmente com adição de água para o 

despolpamento. 138 A polpa foi liofilizada e material foi guardado ao abrigo da luz e 

refrigerados a -20 °C.139, 140 
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4.3.2 ESI-FT-ICR MS e ESI-FT-ICR MS / MS 

Para extração de polifenóis e injeção no FT-ICR MS, foram adicionados 10 mL 

de uma mistura de metanol, etanol e acetona (1:1:1 V/V) a 1 g de polpa liofilizada e 

deixadas em banho ultrassônico com frequência de 40 KHz por 1 h. Posteriormente, 

o extrato foi filtrado em papel Unifil® faixa preta. Em seguida, 250 μL do extrato E. 

edulis e 1 μL da solução de NH4OH PA (Vetec Química Fina Ltda, Brasil) foram 

injetados no FT-ICR MS. 

Os espectros foram obtidos no modo negativo em uma faixa de massa m/z 

200-2000. As condições da fonte ESI foram: pressão do gás nebulizador de 2,0 Bar, 

voltagem capilar de 2,5 kV e temperatura de transferência no capilar de 280 °C. O 

tempo de acumulação dos íons foi de 0,001 s. Cada espectro foi adquirido pelo 

acúmulo de 100 varreduras.  

Os espectros de massa foram adquiridos e processados utilizando o software 

Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As fórmulas 

estruturais dos compostos foram obtidas através do software da base de dados 

chemspider (www.chemspider.com). 

Para os experimentos de MS/MS, a janela do quadrupolo foi fechada em um 

intervalo de 1 Da, proporcionando o isolamento do íon de interesse. Posteriormente, 

o íon é conduzido para o interior de uma cela de colisão (hexapolo) com energia de 

colisão variando entre 3 - 20 V, sendo Argônio o gás de colisão utilizado. A fim de 

aumentar a quantidade de íons na cela ICR, o tempo de acumulação de íons no 

hexapolo (ionaccumulation time) foi 0,1 s. Cada espectro foi adquirido a partir da 

acumulação de 100 scans. 139, 140 

 

4.3.3 LCQ Fleet Ion Trap MS / MS 

Para experimentos de MS/MS, 100 uL foram diluídos em 1,4 mL de metanol e 

adicionados 10 uL de NH4OH. As condições do equipamento foram: tensão da fonte 

3.5 kV, temperatura do vaporizador 170 °C, tensão capilar -10 V, temperatura capilar 

275 °C e tensão da lente do Tubo -50 V. 139, 140 

 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.1. Perfil Fenólico 

 Foram adquiridos espectros de ESI(-)FT-ICR MS de todas as amostras de 

juçara (Figura 24). 
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Figura 24. Perfil ESI (-) - FT-ICR MS de sete populações de juçara.
139, 140

  

 

A altíssima resolução e exatidão do FT-ICR MS permitiu a identificação de 14 

polifenóis (Tabela 7). 

O composto 1, de m/z 287, íon [C
15

H
11

O
6
]-, foi atribuído como 

dihidrokaempferol. O experimento de fragmentação mostrou fragmentos de m/z 259 

(perda de CO, - 28 Da) (Anexo 4a). O Dihidrokaempferol já havia sido reportado em 

amostras de açaí.141, 142 O composto 2, de m/z 315, íon [C
13

H
15

O
9
]-, foi atribuído 

como ácido protocatecuico hexosídeo. Experimento de fragmentação MS2 mostrou 

fragmentos de m/z 271 (- 44 Da), oriundo da perda de CO2 e fragmento de m/z 153 

(- 163 Da), oriundo da perda da fração hexosídeo (Anexo 4b1). A fragmentação ms3 

do íon de m/z 271, mostrou perda de 73, 45 e 30 Da, oriundos de fragmentações 

ocorridas no anel hexosídeo (Anexo 4b2) e a fragmentação ms3 do íon de m/z 153, 

mostrou perda de 44 Da, referente a perda de CO2 (Anexo 4b3). Ácido 

protocatecuico hexosídeo já havia sido reportado em amostras de açaí.141 O 
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composto 3, de m/z 329, íon [C
14

H
17

O
9
]- foi atribuído como hidroxibenzoato de metila 

hexosídeo. Experimento de fragmentação MS2 mostrou fragmentos de m/z 314 (-15 

Da) oriundo da perda de radical metila da porção éster, m/z 270 (-60 Da) devido a 

perda da porção éster ligada ao anel fenólico e m/z 242 (-59 Da e -29 Da) oriundo a 

perda da porção éster ligada ao anel fenólico e fragmento da fração hexosídeo, 

respectivamente (Anexo 4c1). A fragmentação MS3 do íon de m/z 242 gerou 

fragmento de m/z 213 (- 31 Da) devido a perda de fragmento da fração hexosídeo 

(Anexo 4c2). Este ácido fenólico não havia sido descrito em amostras de açaí 

amazônico ou juçara. O composto 4, de m/z 359, íon [C
15

H
19

O
10

]-, foi atribuído como 

ácido siringico hexosídeo. O experimento de fragmentação gerou sinais com m/z 197 

(-162 Da) e m/z 182 (-181 Da), oriundos de fragmentações na fração hexosídeo 

(Anexo 4d). Este ácido fenólico já havia sido reportado em açaí. 143 O composto 5, 

de m/z 399, íon [C
18

H
23

O
10

]-, foi atribuído como um derivado do ácido feruloil 

sinápico, que já havia sido reportado em amostra de açaí.141 O ensaio de 

fragmentação gerou íons de m/z 382 (-17 Da) oriundo da perda de hidroxila da 

porção hexosídeo, m/z 236 (-163 Da) e m/z 223 (-177 Da) oriundos de perdas da 

fração hexosídeo (Anexo 4e). O composto 6, de m/z 433,  íon [C
21

H
21

O
10

]-, foi 

atribuído como um flavonóide glicosídeo. Este íon já havia sido reportado em 

amostras de açaí. 144 Sua fragmentação MS2 gerou sinal de m/z 269 (-164 Da) 

oriundo de perda da fração glicosídeo (Anexo 4f1) e o experimento de fragmentação 

MS3 do íon de m/z 269 gerou fragmento de m/z 225 (-44 Da) oriundo da perda de 

C2H4O (Anexo 4f2), conforme demonstrado em trabalho anterior. 139, 145 

O composto 7, de m/z 445, íon [C
19

H
25

O
12

]-, foi identificado como um derivado 

do sinapoil hexosídeo e já havia sido identificado em açaí.141 Sua fragmentação 

gerou íons de m/z 427 (-18 Da) relativo à perda de H2O, m/z 383 (-62 Da) e m/z 341 

(-104 Da) oriundos de fragmentações no substituinte da fração hexosídeo e m/z 283 

(-162 Da) relativos a perda de fração sinapoil (Anexo 4g). O composto 8, de m/z 447, 

íon [C
21

H
19

O
11

]-, foi identificado como orientina e já havia sido reportado em diversos 

trabalhos. 141, 144, 146-149 Seu perfil de fragmentação mostrou íon de m/z 285 (-162 Da) 

oriundo a perda da fração hexosídeo (Anexo 4h). O composto 9, de m/z 449, íon 

[C
21

H
21

O
11

]-, foi atribuído como dihidrokaempferol glucosídeo e já havia sido 

reportado em açai. 149 O experimento de fragmentação MS2 gerou íon de m/z 269 (-

180 Da) oriundo da perda da fração glucosídeo (Anexo 4i1) e a fragmentação MS3 
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do íon de m/z 269 gerou íon de m/z 225 (-44 Da) oriundo da perda de C2H4O (Anexo 

4i2), conforme demonstrado em trabalho anterior.145 O composto 10, de m/z 491, íon 

[C
23

H
23

O
12

]-, foi identificado como Malvidin-glucoside. Esta antocianina já havia sido 

reportada em açaí.150 Seu perfil de fragmentação gerou íons de m/z 473 (-18 Da), 

m/z 459 (- 32 Da), m/z 447 (-44 Da) e m/z 387 (-104 Da) provenientes de 

fragmentações na fração glucoside e íon de m/z 179 (-312 Da) proveniente da perda 

da fração glucosídeo (Anexo 4j).139, 140  

O composto 11, de m/z 593, íon [C
27

H
29

O
15

]-, foi identificado como cianidina-3-

rutinosídeo que já havia sido reportado em diversos estudos sobre açaí. 144 146 - 148 

Seu perfil de fragmentação gerou íons de m/z 285 (-308 Da) característico de perda 

da fração rutinosideo (Anexo 4k). O composto 12, de m/z 609, íon [C
27

H
29

O
16

]-, foi 

identificado como rutina e já havia sido reportado em açaí. 141 Seu perfil de 

fragmentação mostrou íons de m/z 300 (-309 Da) e m/z 285 (-310 Da) oriundos de 

perdas da fração hexosídeo (Anexo 4l). O composto 13, de m/z 675, íon [C35H31O14]
-

, foi identificado como um flavonóide ainda não reportado na literatura para a juçara 

ou açaí amazônico. Seu perfil de fragmentação mostrou íons de m/z 643 (-32 Da) e 

m/z 507 (-168 Da) característicos de perda da metoxila e anel benzeno trimetoxilado, 

respectivamente (Anexo 4m). O composto 14, de m/z 757, íon [C33H41O20]
-, foi 

identificado como um flavonóide ainda não reportado para juçara ou açaí amazônico. 

Seu perfil de fragmentação mostrou íons de m/z 611 (-146 Da) e m/z 593 (-164 Da) 

característicos de perda de anel hexosídeo e m/z 447 (-310 Da) característicos de 

perda de dois anéis hexosídeo (Anexo 4n).139, 140 

 

Tabela 7. Moléculas identificadas por ESI-FT-ICR MS em sete populações de juçara.
139, 140

 

 m/z (exp.) 

Fórmula 
Molecular 
(M-H+)- ou 
(M-2H+)- 

DBE 
Erro 

(ppm) 
MS/MS Molécula 

1 287.05662 C
15

H
11

O
6
 10 -1,76 (b) MS2 259, 243, 201 

 
Dihidrokaempferol 
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2 315.07274 C
13

H
15

O
9
 6 -1,87 

(b) MS2 287, 283, 279, 
277, 271, 153 

MS3 (271) 243, 227, 
199, 173 

MS3 (153) 109 

Ácido 
protocatecuico 

hexosídeo 
 

3 329.08841 C
14

H
17

O
9
 6 -1,85 

(b) MS2 314, 301, 285, 
269, 258, 242, 201, 

167 
 

Hidroxibenzoato de 
metila hexosídeo 

 

4 359.0992 C
15

H
19

O
10

 6 -2,31 

(b) MS2 340, 322, 312, 
301, 279, 257, 237, 
197, 191, 181, 153, 

151, 135, 
 

Ácido siringico 
hexosídeo 

 

5 399.13071 C
18

H
23

O
10

 7 -2,61 

(b) MS2 382, 363, 341, 
331, 309, 297, 281, 
263, 236, 223, 205, 

189  
Derivado do 
Ácido feruloil 

sinápico 
 

6 433.11535 C
21

H
21

O
10

 11 -3,06 

(b) MS2  413, 401, 352, 
325, 300, 269, 179, 

151 
ms3 (269) 225, 197, 

151, 107  
Flavonóide 
Glicosídeo 
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7 445.13633 C
19

H
25

O
12

 7 -2,64 
(b) MS2  427, 401, 387, 

384, 360, 341, 301, 
283 

 
Derivado do 

Sinapoil hexosídeo 
 

8 447.09458 C
21

H
19

O
11

 12 -2,90 (b) MS2 321, 285 

 
Orientina 

 

9 449.11007 C
21

H
21

O
11

 11 -2,53 
MS2 269 

ms3 (269) 225, 197, 
183, 151, 149 

 
Dihidrokaempferol 

glicosídeo 
 

10 491.12116 C
23

H
23

O
12

 12 -3,39 

(b) MS2  473, 459, 447, 
445, 402, 387, 361, 
329, 299, 280, 258, 

225, 179, 167 

 
Malvidin-glicosídeo 

 

11 593.15309 C
27

H
29

O
15

 13 -3,19 
(b) MS2 574, 503, 438, 

327, 299, 285 

 
Cianidina-3-
rutinosídeo 
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12 609.14826 C
27

H
29

O
16

 13 -3,54 
(a) MS2 523, 300, 283, 

271, 257, 215 

Rutina 
 

13 675.17313 C35H31O14 20 -1,78 (b) MS2 643, 507 

 
Flavonóide 

 

14 757.22281 C33H41O20 13 -4,15 
(a) MS2 727, 625, 611, 

593, 479, 447, 285, 
202 

 
Flavonóide 

 

Os polifenóis foram classificados em três classes fitoquímicas: flavonóides, 

ácidos fenólicos e antocianinas (Figura 25). Em todas as sete amostras a classes 

com sinais de maiores intensidades foram a dos flavonóides, sendo o 

dihidroxikaempferol glicosídeo o composto de sinal mais intenso. O genótipo J1 

apresentou cinco variedades de flavonóides, duas de ácidos fenólicos e uma de 

antocianinas. Já o genótipo J2 apresentou sete variedades de flavonóides, três de 

ácidos fenólicos e duas de antocianinas. O genótipo J3 apresentou cinco variedades 

de flavonóides, quatro de ácidos fenólicos e duas de antocianinas. O genótipo J4 

apresentou quatro variedades de flavonóides, cinco de ácidos fenólicos e duas de 

antocianinas. O genótipo J5 apresentou cinco variedades de flavonóides, quatro de 

ácidos fenólicos e duas de antocianinas. O genótipo J6 apresentou cinco variedades 

de flavonóides, quatro de ácidos fenólicos e nenhuma de antocianinas. Já o genótipo 

J7 apresentou seis variedades de flavonóides, três de ácidos fenólicos e uma de 

antocianinas. 

Sendo assim, as populações mais ricos em variedades de flavonóides foram 

J2, e J7. As populações J1, J2 e J7 foram os que apresentaram menor variedade de 

sinais relativos a ácidos fenólicos e o genótipo J4 o mais rico.  As populações J1, J6 

e J7 foram os que apresentaram menor variedade de sinais relativos a antocianinas 

e as populações J2, J3, J4 e J5 os com mais sinais relativos a antocianinas.   
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Figura 25. Identificação de compostos químicos por classes fitoquímicas identificadas em 

substâncias. O tamanho das bolhas é diretamente proporcional à intensidade relativa dos picos no 

espectro.
139, 140

 

 

4.5 CONCLUSÃO 

As sete populações de E. edulis avaliados apresentaram composição diferente para 

ácidos fenólicos, flavonóides e antocianinas. Entretanto, todos eles apresentaram-se 

ricos em polifenóis. As populações que possuem maior diversidade de flavonóides 

são J2 e J7, o mais rico em ácidos fenólicos é o J4 e os mais ricos em antocianinas 

J2, J3, J4 e J5. Sendo assim, a injestão de juçara é altamente recomendada, visto 

sua riqueza em substâncias polifenólicas. Logo, este trabalho serve de incentivo ao 

cultivo da palmeira juçara (E. edulis) com fins de exploração do fruto, evitando o 

corte da palmeira para exploração do palmito. 139, 140 
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Obs: O capítulo 4 foi publicado em Food Research International. O trabalho foi 

executado em equipe ficando o aluno Bruno Gomes de Oliveira responsável pelas 

análises de espectrometria de massas (presentes na integra nesta tese e 

parcialmente na dissertação de Maria Eduarda Barroso) e Maria Eduarda Barroso 

responsável pelos ensaios de quimiprevenção de câncer (que não foram utilizados 

nesta tese e utilizados na dissertação de Maria Eduarda Barroso). 
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ANEXOS 

Anexo 1. Espectros de FT-ICR MS/MS de amostras de suco de uva. 
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Anexo 2. Espectros de FT-ICR MS/MS dos extratos glicídicos de amostras de 

banana. 
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Anexo 3. Espectros de FT-ICR MS/MS dos extratos fenólicos de amostras de 

banana. 
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Anexo 4. Espectros de FT-ICR MS/MS dos extratos fenólicos de amostras de 

juçara.
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