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Analise quimica dos frutos de ora-pro-nébis por UHPLC/ESI-(+)-MS/MS

Chemical analysis of ora-pro-nébis fruits by UHPLC/ESI-(+)-MS/MS

André Nicolini de Souza', Rafaela Takako Ribeiro de Almeida?, Eduardo Jorge Pilau®, Antonio
Laverde Junior*

RESUMO

Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.), também conhecida como groselha-de-Barbados, € uma espécie
folear da Familia Cactaceae usada como planta alimenticia ndo convencional (PANC) e na medicina
popular. Apresenta frutos pomaceos e carnosos, 0s quais podem ser consumidos in natura ou na forma de
sucos, geleias ou compotas. O extrato bruto dos frutos de ora-pro-nébis foi analisado neste trabalho por
UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS para a identificagdo de metabdlitos secundarios. Foram identificados alcaloides,
compostos fendlicos, cumarinas, vitaminas e derivados de aminoéacidos. Alguns destes compostos sao
bioativos reforcando o potencial nutricional e medicinal desta espécie, gerando perspectivas para o
desenvolvimento de produtos funcionais.
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ABSTRACT

Ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Mill.), also known as Barbados gooseberry, is a leaf species of the
Cactaceae Family used as an unconventional food plant (PANC) and in folk medicine. It has pomaceous and
fleshy fruits, which can be consumed fresh or as juices, jellies or compotes. The crude extract of
ora-pro-nobis fruits was analyzed in this work by UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS for identifying secondary
metabolites. Alkaloids, phenolic compounds, coumarins, vitamins and amino acid derivatives were identified.
Some of these compounds are bioactive, reinforcing this species' nutritional and medicinal potential, and
generating prospects for the development of functional products.
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INTRODUGAO

Ora-pro-nébis  (Pereskia  aculeata  Mill.), também conhecida como
groselha-de-Barbados em outros paises, € um cacto folear pertencente a Familia
Cactaceae originario da América tropical (Caribe e América Latina) (EGEA; PIERCE,
2021).

As folhas de ora-pro-nobis s&o levemente suculentas e podem ser consumidas de
diversas formas por serem de facil digestdo e ricas em proteinas. A farinha das folhas
pode ser utilizada como suplemento nutracéutico para enriquecer paes, bolos, biscoitos,
tortas e massas em geral e, também, no preparo da farinha multipla como complemento
nutricional no combate a fome. Os frutos sdo pomaceos e carnosos e podem ser
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consumidos crus, em geleias, sucos ou como compota (ROSA; SOUZA, 2003). Eles
também podem ser fermentados e conservados com acgucar para a elaboracdo de
bebidas (SILVA JUNIOR, 2008).

Os frutos apresentam propriedades medicinais e sao utilizados popularmente como
expectorantes e antissifiliticos (SILVA JUNIOR, 2008). Estudos tem mostrado que os
frutos apresentam propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2018) anti-inflamatérias,
antiproliferativas e anticolinesterasicas (MASSOCATTO et al., 2022). Estudos tem
sugerido que compostos bioativos encontrados nos frutos de ora-pro-nébis possam ajudar
a reduzir o risco de desenvolvimento de doengas degenerativas como o cancer,
melhorando o sistema imunoldgico (EGEA; PIERCE, 2021). Os principais compostos
identificados nos frutos de ora-pro-ndbis pertencem as classes dos compostos fendlicos
(HOFF et al., 2022), carotenoides AGOSTINI-COSTA et al., 2014) e alcaloides (MORAES
etal., 2021).

Ainda ha poucas informagdes a respeito da composi¢cdo quimica dos frutos de
ora-pro-nobis. Neste sentido, o presente trabalho procurou investigar a composi¢cao
quimica dos frutos desta espécie utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia associada a espectrometria de massas de alta resolugdo (UHPLC-HRMS/MS -
Ultra-high Performance Liquid Chromatography at tandem High Resolution Mass
Spectrometry).

MATERIAIS E METODOS

O extrato dos frutos maduros de ora-pro-nébis foi obtido apés maceragdo com
etanol 80% e concentragdo em evaporador rotativo, seguido de liofilizacdo. Uma aliquota
do extrato bruto foi solubilizada em metanol e analisada por UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS no
Complexo Central de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringa.
A separagdo cromatografica foi realizada com coluna Acquity UPLC® CHS™ C18 (2,1 x
100 mm x 1,7uym) e gradiente linear de eluicdo utilizando agua (0,1% ac. formico) e
acetonitrila (0,1% ac. formico). O espectrdmetro de massas com sistema de ionizagao por
eletrospray (ESI) foi operado em modo positivo [M + H]* (4.50 kV) na faixa de m/z 50 -
1300; temperatura da fonte 180°C; e fluxo do gas de dessolvatagcdo de 8 L min'. Os
experimentos de varredura de ions-produto (daughter scan) foram realizados utilizando
dissociagao induzida por colisdo (CID) obtidas utilizando uma rampa de energia de
colisdo na faixa de 5 — 50 eV. Os espectros de massa de alta resolucdo obtidos foram
comparados com dados da literatura e de bancos de dados espectrais internacionais de
acesso livre (MassBank, Human Metabolome Database — HMDB etc.) e analisados
paralelamente.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A composicao quimica do extrato bruto dos frutos de ora-pro-ndbis foi analisada
pela técnica de espectrometria de massa de alta resolugao. Inicialmente, os componentes
foram separados por cromatografia liquida de ultra alta performance (Figura 1) e
sequencialmente ionizados em um espectrémetro de massa gerando espectros de massa
monoisotopica. A partir dos espectros foi possivel determinar a férmula molecular de
alguns componentes do extrato. Esta informagédo foi crucial para iniciar a fase de
identificacado, primeiramente pela comparacdo dos dados de metabdlitos de Cactaceae,
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seguida pela analise do perfil de fragmentagao dos espectros e comparagao com dados
da literatura e bancos de dados espectrais internacionais. Desta forma, foram
identificados alguns compostos presentes nos frutos de ora-pro-nébis, os quais foram
apresentados na Tabela 1.

Figura 1 — Cromatograma de UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS do extrato bruto dos frutos de ora-pro-nébis em
modo positivo de ionizagao.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023)

Tabela 1- Metabolitos secundarios identificados no extrato bruto dos frutos de ora-pro-nébis por
UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS.

nome Formula Massa m/z* Erro t:
molecular _monoisotépica* [M+ H]* (ppm) (min)
1  pirogalol CsHsO5 126,0311 127,0390 3,9 2,31
2  Acido piroglutamico CsH;NO, 129,0420 130,0499 2,3 3,77
3  acido pipecolico CsHN 129,0784 130,0855 3,8 2,87
4  trigonelina C,H;NO,* 138,0549° 138,0549 29 2,52
5 acido guanidinobutirico CsH;NO, 145,0846 146,0924 4.8 2,19
6  Hidroxi-cumarina CoHsO4 162,0311 163,0390 3,7 9,37
7  piridoxina CgH1NO; 169,0733 170,0812 29 2,68
8  di-hidroxi-cumarina CoH:O, 178,0261 179,0339 2,8 9,49

*valor teorico; tz: tempo de retengao; Erro = [(massa tedrica — massa experimental)/massa tedrica] x 1.10°.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O composto 1 apresentou ion precursor [M + H]* m/z 127,0381, o qual corresponde
a férmula molecular C4HgO3. O ion fragmento m/z 109,0281 (CgH50,") foi gerado em
funcdo da perda de agua, enquanto o ion fragmento m/z 81,0334 (CsHs;0") resultou das
perdas de H,O e CO. A comparacao deste espectro com a literatura e bancos de dados
sugere que este composto seja o pirogalol (1).

A analise dos ions precursores [M + H]* m/z 130,0496 € m/z 130,0857 levou a
atribuicdo das férmulas moleculares CsHgNO;™ e CgH,,NO,", respectivamente (Figuras 2a
e 2b). Numa analise convencional por espectrometria de massas por impacto de elétrons,
o ion molecular [M*] seria simplesmente m/z 129 para ambos os compostos. No entanto,
a espectrometria de massas de alta resolucdo permite calcular a massa exata
(monoisotdpica) a partir do ion precursor com altissima precisédo (erro < 5 ppm)
restringindo a férmula molecular correta de cada componente. Neste caso especifico, a
analise da fragmentacdo de ambos os espectros mostrou a mesma perda (46,0050
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unidades de massa atébmica - u.m.a.; H,O e CO), porém levando a fragmentos distintos
(m/z 84,0442 — C,H¢NO* e m/z 84,0803 — Cs;H(N*). Desta forma, a analise criteriosa da
fragmentagdo, bem como a comparagao destes espectros com a literatura e bancos de
dados (MassBank), levou a sugerir que estes compostos sejam os acidos piroglutamico
(2) e pipecdlico (3), respectivamente.

Figura 2 - Espectros de fragmentagao UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS atribuidos aos compostos acido
piroglutamico (a) e acido pipecoélico (b).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023)

Ao espectro de ion precursor [M + H]* m/z 138,0545 foi atribuida a férmula
molecular C;H;NO," (Figura 3a). Os fragmentos m/z 94,0650 e 92,0485 correspondem
aos cations CgHsN* e C¢H,N*, respectivamente, resultantes das perdas de CO, (43,9893
u.m.a.) e H,O + CO (46,0049 u.m.a.) do ion precursor. A comparagao deste espectro com
bancos de dados (MassBank) levou a sugerir que este composto seja a trigonelina (4), um
alcaloide derivado biossinteticamente do acido nicotinico (vitamina B3). A trigonelina tem
importantes fungdes fisioldgicas na planta, bem como propriedades biolégicas relevantes,
como hipoglicémica, hipolipidémica, neuroprotetiva, sedativa, antitumoral e antimicrobiana
(MOHAMADI et al. 2018).

Figura 3 - Espectros de fragmentagao UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS atribuidos aos compostos
trigonelina (a) e acido guanidinobutirico (b).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023)

Outro componente avaliado (5) mostrou ion precursor [M + H]* m/z 146,0917, ao
qual foi atribuida a férmula molecular CsH;N;O, (Figura 3b). Analisando a fragmentagao,
foram constatadas as perdas de H,O (m/z 128,0821; CsH,,N;0O"), CH,N, (m/z 104,0698;
C,H{(NO,*) e H,O + CH,N, (m/z 86,0596; C,HsNO"). A partir do perfil de fragmentacao e
da comparacao dos espectros com bancos de dados, sugeriu-se que este componente se
trata do acido guanidinobutirico (5), um metabdlico resultante da biossintese do
aminoacido arginina.

Os compostos 6 e 8 apresentaram ions precursores [M + H]* m/z 163,0384
(CgH,05%) e m/z 179,0385 (CgH,0O,"), respectivamente, além de certa similaridade no perfil
de fragmentacao (Figura 4), diferindo entre si por 16 u.m.a. (O). Apds analise deste perfil
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e consulta a literatura, estes metabdlitos foram identificados como duas cumarinas:
hidroxi-cumarina (6) e di-hidroxi-cumarina (8). Nao foi possivel definir a posicdo de
substituicdo correta das hidroxilas nas estruturas das cumarinas.

Por fim, o composto 7, com ion precursor [M + H]* m/z 170,0807 foi identificado por
similaridade espectral com dados da literatura (NIKOLIC et al., 2012), como sendo a
piridoxina (vitamina B6).

Figura 4 - Espectros de fragmentagao UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS atribuidos aos compostos
hidroxi-cumarina (a) e di-hidroxi-cumarina (b).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023)
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Todos os compostos identificados aqui ja foram relatados em plantas da familia
Cactaceae, porém, todos estdo sendo relatados pela primeira vez nos frutos de
ora-pro-nobis. Outros componentes ainda estdo sob analise, sugerindo que este extrato
apresente uma composic¢ao bastante diversificada.

CONCLUSAO

Neste trabalho foram identificados 8 metabdlitos no extrato hidroetandlico dos
frutos de ora-pro-nébis, os quais sdo pertencentes as classes dos alcaloides (3-4),
cumarinas (6-8), compostos fendlicos (1), vitaminas (7) e derivados de aminoacidos (2, 5).
Todos estdo sendo relatados pela primeira vez nos frutos desta espécie. A presenca
destes compostos bioativos reforca o potencial funcional destes frutos para a promogéao
da saude humana além de suas caracteristicas nutricionais, abrindo espago para o
desenvolvimento de produtos nutracéuticos.
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