702 Reunido Anual da SBPC - 22 a 28 de julho de 2018 - UFAL - Macei6 / AL
1.06.04 - Quimica / Quimica Analitica

DETERMINAGCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM CASCA DE MANGA
(Mangifera indica L.) POR CROMATROGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE

Jamile da Cruz Caldas'*, Walter Nei Lopes dos Santos?
1. Estudante de IC do Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra da UNEB
2. Pesquisador do Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra da UNEB / Orientador

Resumo:

Neste trabalho foram propostos procedimentos para determinacdo de substancias antioxidantes, a
nivel traco, em cascas de manga (Mangifera indica L.). As substancias a serem investigados, conteddo total e
formas especificas, foram as de interesses essenciais, como os polifendis (acidos fendlicos e flavonéides),
visando avaliar diferentes tipos de manga comercializadas em Salvador-Ba. Para isso, foi empregada a técnica
analitica cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para o preparo das amostras foi realizada a sequéncia de etapas: liofilizacdo, extracdo por solvente
com agitacdo, filtracdo e secagem por rotaevaporador. A metodologia desenvolvida foi aplicada nas
determinagbes do teor de polifendis. Acidos fendlicos como acido galico, ferdlico, transcinamico, vanilico, p-
cumarico, clorogénico, cafeico, siringico, elagico e flavonoides como catequina, quercetina e rutina.
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Introducéo:

Os frutos contém, além dos nutrientes essenciais e de micronutrientes como minerais, fibras e
vitaminas, diversos compostos secundarios de natureza fendlica, denominados polifendis. Inimeros estudos
realizados com compostos fendlicos, especialmente os flavondides, demonstram a capacidade de captar
radicais livres (atividade antioxidante) e seus efeitos na prevencdo de enfermidades cardiovasculares,
circulatérias, cancerigenas, no diabetes e no mal de Alzheimer.!

Os alimentos contém compostos oxidantes, os quais podem ocorrer naturalmente ou ser introduzidos
durante o processamento para 0 consumo. Por outro lado, os alimentos, principalmente as frutas, verduras e
legumes também contém agentes antioxidantes, tais como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavonoides,
carotendides, curcumina e outros que sao capazes de restringir a propagacdo das reacdes em cadeia e as
lesBes induzidas pelos radicais livres.?

A producgédo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou ao desenvolvimento de
muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis intracelulares e impedir a indu¢éo de danos.
Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducéo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células.?

Considerando a relevancia e a diversidade das substancias fendlicas, uma grande variedade de
métodos de analise podem ser utilizados para determina-las, mas necessita-se de técnicas separativas com
alto poder de resolucdo devido a complexidade dos extratos de frutas e a quantidade de formas em que o
analito pode estar presente na matriz.®

A determinagéo de fendlicos em frutas e extratos de plantas e derivados tem sido realizada de forma
predominante por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).*°

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos visando a
determinacéo de substancias fendlicas (acidos fendlicos e flavonoides) em amostras de manga (casca e polpa),
comercializadas na cidade de Salvador- Ba, empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Metodologia:

Foram adquiridas 42 amostras de manga (6 de cada ponto de coleta) de diferentes variedades (Thomy,
rosa e espada), pontos de coleta e formas de cultivo (orgénico e tradicional). As mesmas foram adquiridas em
diferentes estados de maturacdo. As amostras foram obtidas em diversos pontos comerciais de Salvador,
Babhia, incluindo feiras, supermercados e duas plantacfes organicas.

As amostras in natura foram higienizadas com agua corrente, solucédo de hipoclorito de sddio 100 ppm
(5 minutos) e agua ultra pura. Depois foram secas a temperatura ambiente, sendo entdo fracionadas e
submetidas ao congelamento e liofilizacdo. Posteriormente as amostras foram moidas em liquidificador para
reducdo do tamanho e entdo peneiradas. A estabilidade das espécies nas amostras tem que ser
cuidadosamente considerada para evitar sua alteracdo durante manipulacdo e estocagem por longo tempo. A
amostragem padrdo foi realizada empregando recipientes plasticos de polietieno devidamente
descontaminados por solugao de acido nitrico e 4gua desionizada. As amostras liofilizadas foram preservadas
em dessecador.
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O processo para extracdo foi otimizado, sendo que o procedimento para a execucdo da mesma
consiste em: agitacao, filtracdo e secagem do solvente em rotaevaporador. A uma massa de 0,5 g de polpa de
manga liofilizada por 96 horas (até secura total), foram adicionados 30 mL do solvente (metanol) e uma micro
gota de &cido cloridrico concentrado. A amostra foi submetida a agitagdo por 30 minutos. O solvente foi
evaporado em rotaevaporador (60°C) e o material resultante ressuspenso em 1,5 mL de metanol, filtrado e
diluido antes das determinagfes. Os procedimentos foram realizados em triplicata para todas as etapas.

As substancias fendlicas foram avaliadas por fase reversa (RP) utilizando-se um cromatografo liquido
de alta eficiéncia CLAE (modelo LC-(modelo LC- 20AD Prominence, Shimadzu Scientific Instruments, Japao),
equipado com quatro bombas de alta pressdo (modelo LC-20AD, Shimadzu, Japao), detectores de arranjo de
diodos (DAD, modelo SPD-20A, Shimadzu, Japao) dispostos em série. As separacdes foram realizadas com
uma coluna "Lichorspher” RP C18 100 (250mm x 4,6 mm, 5,0 um de didametro da particula). As variaveis
instrumentais otimizadas foram: vazao: 1mL.min1; temperatura: 40°C; volume de injegdo: 20uL. A fase movel
constituiu-se de A: acido acético (1% v/v) e B: metanol. O gradiente empregado foi: 0-10 min: 100%A; 10-20
min: 70% A: 20-30 min: 10% A; 30-40 min: 100%A.

Os analitos avaliados e seus respectivos comprimentos de onda (nm) foram: &acido galico (280); (+)
catequina (280); acido clorogénico (330); acido cafeico(330); acido p-cumarico (310); acido siringico (272);
acido vanilico (260); acido ferdlico (280); rutina (360); acido elagico (260); quercetina (360); acido
transcindmico(280); kaempferol(360). IdentificagBes e andlises qualitativas foram realizadas por comparacao
com os tempos de retengBes e espectros dos padrdes.

Resultados e Discusséo:
Os resultados alcangados para a determinagéo de substancias fendlicas por CLAE estdo mostrados na

Tabela 1:

Amostra AG ACL AC ATC APC AS AF AE
1CEC 25,7240,23 15,4940,03 3521375 <1 135140,12 51,2040,78 <ID 238,14223,25
ICEF 50827451 33,1371,84 157H0,33 110,03 101 5430,66 77,8520, 11 14,00%1874 3,860 55
IR 16,0120,55 25312036 1314016 <D 75,4420,21 83,42¢1,11 Bl 9,750,18
4CRU 15,23:0,80 30,72¢2,97 1,800,12 1,2600,00 38,486,50 43,0124,03 1,500,086 27,5414,14
BCAS 18,770,563 53,3515,96 0,5440,05 3,4000,04 5554048 06,4348 58 13,33:0,77 260,50£18,67
ECTV 1,3800,15 <D 3,3080,23 3564083 4,36H0,07 152,522,32 <D 265,50413 61
7CTM 10,530,530 62,35£3,43 0,05310,06 2,0040,82 6,545,270 115,55£15,31 <D 105013,18
1MEC 20,43:0,51 2,18H1,00 0,050,007 — 1,3340,05 0,4840,04 <D 4 50¢0 85
2MEF 12,3421,67 18,35£0,75 0,1540,05 0,8520,0 0,4440,04 0,65t0,02 0,0810,15 467H0,03
IMRD 21174338 18,5520,94 0464038 - 0,38H0,02 9,06H 43 25140,32 4714055
4MAU 12,7740,67 32,0240,27 1,4140,04 — 0,340,056 <D 3344034 27438
MRS 1,7040,60 27,29%0,36 0,0540,00 <D 0,5040,00 <D 1,0640,35 47540,80
GNTY 14011538 <D 0,0040,01 <D <D <D 2,1080,18
413072 12,3740,14 0,0440,01 0,37H0,02 0,3640,00 1,3340,07 <D 0,7140,00
7M™

» Ac.galico; AL Accloroganico; AC: Ac.caféico; ATC. Actranscinamico; Av: Acvanilico; APC: Ac.pCumarico; ASIAC siningioe; AF: Acferllico; AE- Acel3gico C: Casca de Mangs; M: Manga: E: Espada R Rosa T
Thomy massa seca (DW). Médiasz 0P {desvio padrio) Médias de cada analito.

O cromatograma obtido para as substéncias fendlicas determinadas em amostra de manga (CRJV)
esta representados na Figura 1 e os espectros de alguns dos analitos na Figura 2.

Figura 1. Cromatograma das substancias fendlicas
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Figura 2. Espectros obtidos para alguns analitos determinados em amostra de manga.
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Onde: 1) Acido galico - 280 nm: t= 6,97 min 2) Acido clorogénico - 330 nm: t= 10,43min  3) Rutina - 360 nm:
t=13min

Os resultados foram bastante semelhantes entre as frutas verdes e maduras. Os dados obtidos para
as cascas foram bem maiores que para as polpas. Os valores para o teor de fendlicos totais estdo de acordo
com a literatura, embora possa haver bastante variacdo em funcédo do clima, formas de cultivo, e solo onde
foram cultivadas as mangas.

Conclusdes:

O método proposto para determinacdo de &cidos fendlicos obteve precisdo e exatiddo satisfatorios,
sendo os analitos determinados na maioria das amostras em um tempo menor que 20 minutos. Os resultados
encontrados sugerem gque, a manga, especialmente a casca, € uma boa fonte de substancias bioativas.
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