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RESUMO
O objectivo do presente trabalho foi de determinar e comparar o teor de compostos fendlicos

presentes nas cascas da laranja e da manga.

Compostos bioactivos tais como polifendis presentes em frutas e vegetais estdo recebendo uma
crescente atencdo devido ao seu potencial antioxidante. O consumo de tais antioxidantes esta
relacionado com beneficios & saude incluindo protec¢do contra doencgas cardiovasculares e
cancro.

A laranja e a manga fazem parte das frutas mais consumidas em todo o mundo. Estas contém
diferentes compostos fenolicos responsaveis por varios beneficios a saide humana. As cascas
destas frutas formam cerca de 20% de toda a fruta e tém sido descartadas tornando-se assim, uma
fonte de poluicéo.

No presente estudo foi realizada a extraccdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos
fenolicos presentes na casca da laranja e da manga.

Para a extraccdo destes compostos foi usado o método de soxhlet com o sistema de solventes
EtOH-H,0 (4:1). Observou-se que tanto a casca da laranja assim como a da manga apresentam
compostos fendlicos, tendo a manga apresentado um maior teor destes em relacdo a laranja.
Dentre os compostos identificados nas cascas das nossas frutas estdo os flavonoéides, fendis,

quinonas, saponinas, taninos e triterpendides.
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SIGNIFICADO DAS ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

BHA- butil hidroxianisol

BHT- butil hidroxitolueno

C- Carbono

CF- Compostos fenolicos

DNA.- &cido desoxirribonucleico
EAG- equivalente de &cido gélico
EAT- equivalente do acido tanico
EtOAc- acetato de etilo

EtOH- etanol

F- Flavonoides

HPLC-Cromatografia liquida de alta eficiéncia

nm-nanometros

P.fr.-Peso fresco

PG- propil galato

RL- Radicais livres

ROS- espécies reactivas do oxigénio
TBHQ- terc-butil-hidroquinona
UV- ultravioleta

UV-Vis-Ultravioleta e Visivel
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NOME DOS COMPOSTOS ENUMERADOQOS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Molécula de flavonoide
Quercetina

Genisteina

Apigenina

Catequina

Taxifolina

Pelargonidina

Tirosol

Acido p-hidroxicinamico
Acido ferlico

Acido sinapico
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Acido 2-hidroxifenilacético
Escopoletina
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Mangiferina

Resveratrol

Chalcona naringenina

20. Niazol
21. Naringina
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23. Narirutina
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1. INTRODUCAO
Fitoquimicos sd@o um grande grupo de substancias ndo-nutritivas presentes em plantas,

que sdo biologicamente activos e tém um papel importante na interaccdo das plantas
com o0 seu ambiente assim como revelam ser fontes promotoras de saude. Varios
compostos incluidos neste grupo séo considerados antioxidantes, devido ao facto, destes
terem capacidade de proteger células e biomacromoléculas neutralizando radicais livres
(RL) e, por esta razdo, poderem prevenir a degradacdo oxidativa e certas doencas
humanas (cancro, desordens inflamatorias, degeneracdo neuroldgica, doencas
coronérias, etc). Como consequéncia, 0s compostos antioxidantes estdo actualmente a
ganhar mais interesse e o consumo de alimentos ricos em antioxidantes esta
aumentando cada vez mais. Vegetais, frutas e outras matrizes das plantas sdo algumas
das mais importantes fontes de antioxidantes naturais (fig.1b) (Fernandez et al., 2010).

Compostos fendlicos sdo substancias naturais em plantas que sdo antioxidantes com o

potencial de proteger o corpo humano de doencas (Ma et al, 2011).

O crescente interesse nas propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos em

vegetais e frutas deriva de sua forte actividade e baixa toxicidade comparada com

antioxidantes fendlicos sintéticos (fig.1a) (Rockenbach, 2008).

Os citrinos sdo uma importante safra com a sua producdo mundial estimada em 155
milhGes de toneladas por ano. Laranjas, limdes, toranjas e tangerinas representam
aproximadamente 98% de culturas industriais, sendo que as laranjas sdo as que mais se

destacam com cerca de 82% do total (Benamrouchea e Madani, 2013).

A manga € uma das frutas tropicais mais importantes no mundo e até 2010 ocupava 0
quinto lugar no ranking da producdo total mundial dentre a maior colheita frutifera
(Fernandez et al., 2010).

A manga (Mangiferina indica) assim como a laranja (Citrus sinensis), podem ser
consideradas como uma boa fonte de antioxidantes, tais como &cido ascorbico,

carotenoides, tocoferdis e compostos fendlicos.
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As cascas sdo 0s principais subprodutos obtidos durante o processamento de varias
frutas e foi demonstrado que elas contém polifendis (compostos fendlicos),
carotenodides, tocoferdis e outros compostos bioactivos que possuem varios efeitos

benéficos a salde humana (Ajila et al., 2007).

a)
OH OH o
C(CHg)3
(H3C)3C C(CHy)3 C(CHa)s
OCHj, CH, o
BHALY BHT(® ®) TBHQ
HO HO
b) H
o)
o]
HO
- HsC o} Ci6Hs3
HO OH CHs
Acido Ascorbico 4 a-TocoferoI(S)

Figura 1. Estruturas de antioxidantes sintéticos (a) e naturais (b)

A triagem fitoquimica possibilita conhecer os compostos quimicos e avaliar a presenca
dos mesmos em uma determinada espécie vegetal. Para dar continuidade a descri¢do de
um grupo de compostos quimicos presentes em uma planta, primeiramente faz-se a
extraccdo de substancias quimicas com um determinado solvente (Falkenberg et al.,
1999).

A avaliacdo fitoquimica é responsavel pelo estudo e analise de metabolitos secundarios
e a descoberta das funcdes que os mesmos desempenham nas plantas (Lima et al.,
2012).
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1.1. JUSTIFICATIVA
O ano de 2011 pode muito bem ser lembrado como um ponto de viragem na economia

de Mogambique, com a primeira exportacdo de carvdo a marcar 0 nascimento de
Mocambique como exportador mundial de minerais, e abrindo o caminho para o pais
assegurar a sua futura sustentabilidade orcamental através das receitas provenientes dos
recursos naturais (disponivel em www.africanecomicoutlook.org).

Em 2012, a economia cresceu 7,4% com um contributo diversificado dos vérios
sectores de actividade, registando uma das maiores taxas de crescimento real a nivel
mundial. No entanto, Mogambique permanece um dos paises mais pobres do mundo e a
grande maioria da populacéo rural ainda vive com menos de um doélar por dia e carece
de servicos basicos como abastecimento de agua potavel e acesso a servigos de salde e

escolas (www.ifad.org/operations & Carvalho e Coelho, 2013)

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) 80% das pessoas nos paises em
desenvolvimento ainda dependem de plantas medicinais locais para satisfazerem as suas
necessidades primarias de saide. Como a maioria dos paises africanos, Mogcambique é
um repositorio importante de diversidade bioldgica. Esta diversidade € usada por cerca
de 90% da populagdo do pais maioritariamente das zonas rurais para satisfazer as suas

necessidades de saude (Ribeiro et al., 2010).

Em Mocambique cerca de 15% do total dos recursos genéticos vegetais (estimado em
cerca de 5.500 espécies de plantas) sdo usados pelas comunidades rurais para fins
medicinais e desempenham um papel fundamental nos cuidados de satde basicos (Krog
et al., 2006).

As plantas, em particular as frutas contém muitas substancias que apresentam uma gama
de propriedades para combater diversas doencas, dai a necessidade de expandir o
conhecimento da sua composi¢do bem como dos diferentes constituintes quimicos nelas

presentes e responsaveis por diversas propriedades benéficas a salde humana.

A laranja e a manga sdo algumas das frutas que sdo fontes de substancias que exibem
por exemplo, actividades anticancerigenas, antiinflamatorias, hemostaticas, que
previnem o envelhecimento precoce dentre outras propriedades terapéuticas. Dai o

interesse em se fazer este estudo para avaliar o potencial fitoquimico destas frutas.
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1.2. OBJECTIVOS DO TRABALHO

1.2.1. Geral
v Determinar os compostos fendlicos presentes nas cascas de mangiferina

indica e citrus sinensis

1.2.2. Especificos
v" Extrair os compostos fendlicos presentes na casca da mangiferina indica

e citrus sinensis

v' Identificar os compostos fenolicos presentes na casca da mangiferina
indica e citrus sinensis

v Quantificar os compostos fenolicos presentes na casca da mangiferina

indica e citrus sinensis

1.3. Metodologia do trabalho
Este trabalho teve como principais fases metodolégicas a revisdo bibliografica, a

amostragem e a parte experimental.

1.3.1. Revisao bibliogréafica
Com auxilio da revisao bibliografica foram colhidas informacgdes concernentes a laranja

e a manga bem como as actividades farmacoldgicas, biodisponibilidade e caracterizacédo

fitoquimica dos seus constituintes.

1.3.2. Amostragem
15 laranjas doces (citrus sinensis) e maduras e 9 mangas (mangiferina indica) também

maduras foram obtidas em mercados locais da cidade de Maputo, no dia 17 de Janeiro e
15 de Marcgo de 2014 respectivamente. Foram posteriormente levados para o laboratério
de produtos naturais do departamento de quimica para serem acondicionadas num

frigorifico.

1.3.3. Parte experimental
A parte experimental consistiu da preparacdo do material vegetal, que incluiu os

processos de: secagem, moagem, extraccdo dos fitoconstituintes, sua identificacdo e

quantificacéo e por fim a elaboracao do relatério final.
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I1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostos fendlicos
As plantas possuem compostos que ndo sdo essenciais & sua sobrevivéncia, esses por

sua vez, sdo conhecidos por metabolitos secundarios.

Esses compostos sdo responsaveis por ajudarem na adaptacdo das plantas em ambientes
onde se encontram, sendo responsaveis por fontes de substancias biologicamente activas
(Limaetal., 2012).

Entende-se por metabolismo secundario de plantas, o conjunto de processos
metabolicos que originam compostos que nao possuem uma distribuicdo universal nos
vegetais, por ndo serem necessarios a todas as plantas. Diferente do primario, o
metabolismo secundario ndo é essencial para o desenvolvimento do vegetal, mas é
imprescindivel para a sobrevivéncia de uma espécie dentro de um ecossistema,
viabilizando a adaptacdo do individuo no ambiente, respondendo pelas relacdes e
interaccdes entre planta- ambiente (Bezerra, 2008).

Os metabdlitos secundarios tém como caracteristica uma grande capacidade em relacdo
a producdo de substancias quanto a diversidade contida em uma mesma espécie vegetal.
A avaliacdo fitoquimica é responsavel pelo estudo e analise de metabdlitos secundarios
e a descoberta das funcdes que os mesmos desempenham nas plantas. Esses metabolitos
secundarios sdo constituidos de micromoléculas complexas e diversas (Silveira, 2013).
Dentre 0s metabdlitos secundarios estdo os compostos fenolicos (CF) que fazem parte

das plantas e em particular das frutas do nosso objecto de estudo.

2.1.1. Definicdo
Os polifendis sdo os mais abundantes antioxidantes na dieta humana. Sdo um grupo de

metabolitos secundarios ubiquos presentes em plantas superiores que foram
identificados como 0s mais promissores derivados constituintes das plantas, devido ao
seu largo espectro de actividade biologica.

Quimicamente podem ser definidos como substancias que possuem um anel aromatico

contendo um ou mais grupos OH (Engels et al, 2012 & De la Rosa, 2010).
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2.1.2. Ocorréncia e distribuicdo

Segundo De la Rosa (2010), os polifendis representam uma larga variedade de diversas
estruturas a partir de diferentes subclasses, o que torna dificil estimar o conteddo total
de polifendis em frutas e vegetais. Muitos CF escapam da quantificacdo por HPLC/UV
por causa da presenca de compostos ndo identificados levando assim, a subestimacgéo do
contetdo total de polifendis. Os frutos com a maxima concentragdo dos polifendis séo
morangos, lichias, e uvas (> 180 mg de equivalente de &cido galico (EAG) /100 g peso
fresco (P.fr)); os vegetais com a maxima concentracdo sdo, salsa, alcachofra e couves-
-bruxelas (> 250 mg de EAG/100 g P.fr); meldes e abacates tém a minima concentracédo
de polifenais.

Compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos em vegetais e em
microorganismos. Dentre os CF pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais
encontram-se estruturas como acidos fendlicos, derivados de cumarina, pigmentos
hidrossollveis, ligninas, taninos, e fazem ainda parte de proteinas, alcaldides e
terpendides (Balasundram et al., 2006).

Os derivados do acido benzoico sdo amplamente encontrados nas gimnospermas e
angiospermas. O &cido galico ocorre em plantas lignificadas, as cetonas fendlicas tém
distribuicdo restrita, e os derivados do acido cindmico possuem ampla distribuicéo,
podendo ser encontrados como ésteres livres ou heterosideos. Os ésteres do &cido
cafeico sdo marcadores taxondmicos em lamiaceae (Cheynier et al., 2013).

Os fendis simples (fenol, pirocateol, resorcinol e floroglucinol) tém distribuicdo restrita,
excepto a hidroquinona, presente em diversas familias botanicas. Sdo ainda raramente
encontrados em bactérias, algas e fungos, mas estdo presentes em liquens-depsideos-
com importante valor farmacéutico (Balasundram et al., 2006 & Cheynier et al., 2013).
Os taninos sdo divididos em dois grupos, os condensados e os hidrolisaveis.

Taninos condensados sdo muito abundantes em plantas lenhosas, mas sdo menos
comuns em plantas herbaceas e muitas vezes restritos a tecidos especificos (Ex: camada
da semente de Arabidopsis thaliana L ou alfalfa). Taninos hidrolisaveis tém uma
ocorréncia mais restrita do que os condensados, sendo encontrados somente em 15 das
40 ordens de eudicotes (Quideau, 2009).
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2.1.3. Nomenclatura
Os CF sdo quimicamente, um grupo de compostos naturais com caracteristicas

estruturais fenolicas. O termo compostos fenolicos engloba varios subgrupos, e por isso
mesmo, a existéncia de uma nomenclatura variada, pois que apresentam significativas

diferencas estruturais (Silveira, 2013).

2.1.4. Classificacao

Mais de 8000 compostos fendlicos foram identificados e eles estdo amplamente
distribuidos por todo o reino plantae e muitos ocorrem em alimentos. Os compostos
fendlicos sdo caracterizados por no minimo ter um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxilos.

Vaérias classes podem ser consideradas de acordo com o numero de anéis fenol e a
estrutura dos elementos que se ligam a esses anéis (Almeida, 2007).

Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos: 0s
flavondides e os ndo flavonoides, sendo que ambos sdo metabolitos secundarios

presentes em frutas e vegetais.

Flavonoides

Os flavonoides (F) sdo CF que possuem 15 atomos de carbono em seu ndcleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos (C)
entre elas (Cs-C3-Cg) € uma ponte de oxigénio, como demonstrado na figura 2. Nos
compostos triciclicos, as unidades sdo denominadas ndcleos A, B, C e os &tomos de C
recebem numeracdo com numeros ordinarios nos nucleos A e C, e 0s mesmos nimeros

seguidos de linha (*) no nicleo B (Dai e Mumper, 2010 & Balasundram et al., 2006).

Figura 2.Estrutura genérica de uma molécula de flavondide
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Os F estdo presentes em muitas frutas comestiveis e vegetais, e podem ser divididos em
flavanonas, flavonas, dihidroflavondis, flavondis, flavan-3-ois, antocianidinas,
isoflavonas e proantocianidinas (Erlund, 2004).

Flavondis e flavonas tém uma dupla ligacéo entre C, e C3 na estrutura de F e um atomo
de oxigénio na posicdo C4. Além disso, flavonéis também tém um grupo hidroxilo (OH)

na posicao Cs,

Dihidroflavonois tém a mesma estrutura que os flavonois sem a dupla ligacéo entre C, e
Cs.
Flavanonas sdo representadas pela cadeia saturada de trés C e um atomo de oxigénio na

posicao C,.

Isoflavonas também tém uma estrutura difenilpropano em que o anel B esté localizado
na posicdo Cs. Elas tém estruturas analogas a estrogenios, tais como estradiol, com

grupos OH nas posicdes C; e C,.

Antocianinas sdo baseadas na estrutura do sal flavilium e s&o pigmentos das plantas
solGveis em agua. Elas sdo encontradas na forma de glicosidos em plantas e alimentos
das respectivas agliconas, chamadas antocianidinas. Os aclcares mais comuns
encontrados sdo glucose, ramnose, Xilose, arabinose e fructose, os quais estdo ligados
principalmente na posicdo Cz como glucosideos e nas posicbes Cs, Cs como

diglucosideos. Foi também observada uma glicosilacdo nas posi¢des C;, Cs, € Cs.

Flavan-3-ois ou flavandis tém uma cadeia saturada de trés C com um grupo OH na
posicdo Cs. Nos alimentos eles estdo presentes como mondmeros ou COmMO
proantocianidinas, que sdo flavandis poliméricos (4 a 11 unidades) conhecidos também
como taninos condensados. Nos alimentos eles nunca estéo glicosilados (Erlund, 2004;
Shier et al,. 2001; De la Rosa, 2010).

Os principais flavonoides alimentares e suas fontes estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1.Principais classes de flavonoides, seus componentes e fontes alimentares

Classes Componentes Fonte alimentar

Antocianidinas | Cianidina
Delfinidina Predominam em frutas como: cereja,
Malvidina morango, amora, uva, pitanga, acerola,
Pelargonidina beringela
Petunidina

Flavanas Catequina
Epicatequina

o Chés (verde ou preto), lGpulo, nozes,
Procianidina
) chas, &gua de coco, vinhos

Theaflavina

Flavanonas Hesperidina
Naringenina
Lo Quase exclusivamente em frutas citricas
Fisetina
Taxifolina

Flavonas Apigenina
Luteolina Frutas citricas, cerejas, uvas, cereais,
Tricetina alho, oliva, broécolis, alface, casca de

maca, casca de manga

Flavondis Quercetina
Rutina Vegetais e frutas. A quercetina € a
Miricetina principal representante da classe
Kampferol

Isoflavondides | Daidzeina Predominam em legumes e
Genisteina particularmente na soja

Fonte. Adaptacdo de De Oliveira e Bastos, 2011
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OH o 2 3
Flavonol(Quercetina) (©) Isoflavona (Genisteina) ®

OH [e]

OH
Flavona (Apigenina) @

Flavana (Catequina)

HO I
OH

OH o
Flavanona (Taxifolina) ) Antocianidina (Pelargonidina)(”)

Figura 3. Estrutura das principais classes de flavonéides

Nao —flavonéides

Os ndo-flavondides sdo classificados de acordo com o numero de carbonos que eles
apresentam e compreendem o0s seguintes subgrupos: fenois simples, acidos benzdicos,
taninos hidrolisaveis, acetofenonas e 4&cidos fenilacéticos, é&cidos cinamicos,
benzofenonas, cumarinas, xantonas, estilbenos, chalconas e lignanos (Cheynier, 2013
& De la Rosa et al, 2010).

Fenois simples (Cg), 0s grupos mais simples, sdo formados por um anel aromatico
substituido por um alcool em uma ou mais posi¢des assim como podem ter alguns
grupos substituintes, tais como cadeias alcodlicas, na sua estrutura (Cheynier et al.,
2013).
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CH,CH,OH

HO
H
Tirosol®)

Figura 4. Exemplo de um fenol simples

Acidos fendlicos (Cg-C1) com a mesma estrutura que os fendis simples tém um grupo

carboxilico ligado a benzeno (De la Rosa et al., 2010).

HO
OH
o)
Acido p-hidroxibenzoi(|:_|o ©)

Figura 5. Exemplo de um &cido fendlico

Acidos hidroxicinamicos estdo incluidos no grupo fenilpropandide (Cg-Cs). Eles sdo
formados por um anel aromatico e uma cadeia de trés C. Existem quatro estruturas
basicas: os &cidos cumaricos, acidos caféicos, acidos ferulicos (fig.6a), e &cidos
sinapicos (fig.6b). Na natureza, eles sdo normalmente associados a outros compostos
tais como acido clorogénico, o qual é a ligacdo entre acido caféico e &cido quinico.
(Silveira, 2013 & Rockenbach, 2008).

8 Ho b) \
o
OH
/ HO, OH
o Y4
(0]
o o——
Acido ferulico (10) Acido sinapico an

Figura 6. Exemplos de &cidos hidroxicindmicos (a) &cido ferdlico e (b) &cido sindpico

Na tabela 2 estdo apresentados os grupos e fontes de acidos fendlicos e

hidroxicinamicos.

Mario M. Ussevane Jr Trabalho de licenciatura- UEM Pagina 11



Trabalho de Licenciatura- Determina¢do de Compostos Fendlicos nas cascas | 2014
de Citrus sinensis e Mangiferina indica

Tabela 2. Grupos de acidos fenolicos e hidroxicinamicos

Grupos Nome Fonte
Acido fenolicos Acido galico Morango, framboesa,
Acido protocatequinico amora

Acido p-hidroxibenzoéico

Acidos hidroxicinamicos Acido caféico Kiwi, cereja, ameixa, macé,
Acido clorogénico beringela, batata, farinha de
Acido fertlico milho, café, uva, espinafre,
Acido cumérico couve

Acido sinapico

Fonte: Adaptacdo de Prado, 2009

Taninos hidrolisaveis séo principalmente ésteres de glucose do acido galico. Sdo
conhecidos dois tipos, que produzem somente &cido galico na hidrdlise, e 0s
elagitaninos, que produzem acido galico como produto comum de degradacéo (Dai e
Mumper, 2010 & Wahle et al, 2009). Na figura 7 estéa apresentado um exemplo de um

OH
OH
o
OH OH
Q o OH
OH
o
o o
o OH
o o
OH S
OH
H OH
OH

tanino hidrolisavel.

OH
o

OH

o OH

OH
(12)

Figura 7. Exemplo de um tanino hidrolisavel

Acetofenonas sdo cetonas aromaticas, e acidos fenilacéticos tém uma cadeia de acido

aceético ligado ao benzeno. Ambos tém uma estrutura C¢-C, (Shahidi e Naczk, 2006).
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a) OH b) OH
CO—CHgs CH,— COOH

(13) (14)

2-Hidroxiacetofenona Acido 2-hidroxifenilacetico

Figura 8. Exemplos de uma acetofenona (a) e de um &cido fenilacético (b)

Cumarinas pertencem a um grupo de compostos conhecidos como benzopironas, que
consistem de um anel benzeno ligado a pirona. Elas podem ser encontradas na natureza,
combinados a agUcares, como glicosideos. Elas podem ser categorizadas como
furanocumarinos simples, piracumarinas, e cumarinas substituidos no anel pirona
(Shahidi e Naczk, 2006 & De la Rosa et al., 2010)

HO (0] (0]

H3C\ /

0
Escopoleﬁna(ls)

Figura 9. Exemplo de uma cumarina

Benzofenonas e xantonas tém a estrutura Cs-C1-Cg. A estrutura basica de benzofenona é
uma difenil cetona, e a da xantona é uma 10-oxi-10H-9-oxaantraceno. Mais de 500
Xantonas Sdo correntemente conhecidas como existentes na natureza, e
aproximadamente 50 delas sdo encontradas em mangostdo com substituintes fenil

(Huber, 2012).

a) H

HO. I o OH

o I OH
HO 0

a7

(16)

2,4,6,3'-Tetrahidroxibenzofenona Mangiferina

Figura 10. Exemplos de uma benzofenona (a) e de uma xantona (b)

Estilbenos tém um 1,2-difeniletileno como sua estrutura bésica (Cg-C,-Cg). Resveratrol,
0 composto mais conhecido, contém trés grupos OH na estrutura basica e é chamado de

3,4,5-trihidroxistilbeno. Em plantas, piceid, o glucésido de resveratrol, € o maior
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derivado de resveratrol. Estilbenos estdo presentes em plantas como isdmeros cis ou
trans. As formas trans podem ser isomerizadas para formas cis pela radiacdo UV
(Malacrida e Motta, 2005).

Resveratrol(18)

OH

Figura 11. Exemplo de um estilbeno

Chalconas com uma estrutura Cg-C3-Cg que carecem de um anel-C. Geralmente, as
plantas ndo acumulam chalconas. Depois da sua formacdo, a chalcona naringenina é
rapidamente isomerizada pela enzima chalcona isomerase para formar a flavonona
naringenina. As chalconas mais comummente encontradas em alimentos sdo ploretina e

0 seu 2-O-glucésido, chalconaringenina e arbutina (De la Rosa et al., 2010).

HO HO OH

Chalcona naringenina(lg)

Figura 12. Exemplo de uma chalcona

Lignanos sdo um grande e variado grupo de plantas fendlicas produzidas pela
dimerizagdo oxidativa de duas unidades B-p’ ligadas a fenilpropanoide (Cs-Cs3) € estéo
amplamente distribuidas no reino plantae (Cheynier et al., 2013).

Niazol (20)

Figura 13. Exemplo de um lignano
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2.1.5. Actividades biologicas

Compostos fendlicos exibem um largo espectro de propriedades bioldgicas tais como:
anti-alérgicas, anti-arterogénicas, anti-inflamatérias, anti-microbianas, anti-trombaticas,

cardioprotectoras e vasodilatadoras.

Além disso, os CF possuem outras propriedades tais como producdo de peroxido de
hidrogénio na presenca de certos metais, a habilidade de remover electréfilos e inibir
reaccOes de nitrosacédo e quelar metais e, portanto, eles agem blogueando a iniciagdo de
varias doengas humanas (Cartea et al., 2011 & Cushnie, 2005).

2.1.6. Biodisponibilidade

Biodisponibilidade é um termo proveniente da farmacologia e define a fraccdo da dose
administrada de uma substancia que atinge a circulacdo sistémica e a velocidade com
que este processo ocorre. Esta defini¢cdo abrange varios processos integrados tais como
absorcéo pelo organismo, metabolismo e excre¢édo (eliminagéo) (De Oliveira e Bastos,
2011 & Jardini, 2010).

A biodisponibilidade ¢ obtida pela medicéo das concentraces no plasma e na urina dos

CF puros ou provenientes de alimentos com composicao fendlica conhecida.

Absorcéo
A absor¢do de um composto vai depender do quéo disponivel 0 mesmo se encontra para

a libertacdo da matriz e ser absorvido no intestino delgado pelos enterdcitos.

Nas células intestinais ocorrem duas importantes accles: a deglicosilacdo dos
compostos ligados (pelas enzimas glicosidases presentes na mucosa intestinal) e a
glicuronagdo do CF na forma livre a uma molécula de albumina, acgdo que influencia
na sua capacidade de difusdo através das membranas biolégicas (Carteia et al., 2011&
Schawanke e Augustin, 2010).

Metabolismo

Apo0s a absor¢do o composto é transportado para o figado, onde ainda pode ocorrer a
adicdo de um grupo sulfato ou metilo, ou mesmo de ambos, por accdo das enzimas
catecol-O-metiltransferase, sulfotransferases, enzimas de fase | e Il ou da UDP-

glicuroniltransferase. Esta etapa tem a funcdo de diminuir a toxicidade do composto e
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aumentar o seu tempo de circulacdo pelo organismo antes da sua eliminacéo (Nijveldt et
al., 2001; Manach e Donovan, 2004; Germano et al., 2006).

Eliminacgéo

A estrutura ou o tamanho da molécula é um factor que influencia na eliminacédo de um
composto quimico. Os CF com elevados pesos moleculares e alto grau de polimerizagédo
ndo sofrem accdo enzimatica no tracto gastrointestinal e ndo séo absorvidos no intestino
delgado, passando ao colon, onde sdo hidrolisados ou degradados pelas enzimas da
microflora colonica a acidos fenolicos mais simples. Os compostos de menor peso
molecular sdo eliminados pela urina ou pela bile, podendo os compostos ainda chegar
por esta via ao duodeno e sofrer ac¢do das enzimas bacterianas e serem reabsorvidos. 0s
compostos resistentes a degradacdo pela microflora colénica (como o0s taninos

hidrolisaveis), sdo excretados pelas fezes (Manach e Donovan, 2004).

2.1.7. Funcdes dos CF nas plantas

Como organismos imoveis, as plantas necessitaram de produzir um vasto repertério de
substancias com significado adaptativo de forma a sobreviverem nos diferentes nichos
ecoldgicos terrestres. Estas substancias, genericamente denominadas metabdlitos
secundarios, tém essencialmente funcbes de defesa (contra herbivoros, micrébios, virus
ou plantas competidoras), de sinalizacdo (atraccdo de agentes polinizadores ou
dispersores de sementes), de proteccdo da radiacdo ultravioleta (UV) ou de oxidantes
(Prado, 2009; Lattanzio et al, 2006; Pimp&o, 2009; Cheynier et al., 2013).

Segundo Daayf F (2008), no seu ambiente natural, as plantas estdo expostas a radiacédo
ultravioleta-B (280 a 320 nm) do sol, a qual afecta negativamente ndo s6 o0 DNA, mas
também proteinas e membranas, levando a uma alteracdo do metabolismo pela producéo
de espécies reactivas de oxigénio (ROS).

Com o intuito de se protegerem desta radiacdo, as plantas sintetizam compostos
fendlicos que actuam quer absorvendo a radia¢do nas camadas epidérmicas dos tecidos,
quer regulando o sistema antioxidante nas células ou no proprio organismo (Fernandez
et al., 2010).

De acordo com Cheynier et al (2013), uma funcao importante dos compostos fendlicos,

principalmente atribuida aos flavonodides, é a de actuarem como sinalizadores visuais
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(pigmentos) em flores para atrair animais polinizadores e em frutos para atrair
dispersores de sementes.

Segundo Lattanzio et al (2006) a planta sorgo (Sorghum bicolor) quando exposta a um
eliciador, como um fungo ndo patogénico, reduz a sintese de antocianinas e aumenta a
da fitoalexina 3-desoxiantocianidina, especificamente em redor do tecido eliciado.
Defesas induzidas localmente restringem os agentes patogénicos ao local de infeccéo
por um processo chamado resposta hipersensitiva, que causa necrose e morte celular do
tecido infectado. As plantas possuem também a capacidade de enviar moléculas volateis
sinalizadoras a partir do local de infeccdo, que sdo translocadas para outras partes da
planta, ou mesmo para outras plantas, onde véo induzir reacces defensivas. O acido
salicilico foi considerado uma das principais moléculas sinalizadoras enddgenas que
despoleta o sistema defensivo da planta, num mecanismo designado por resisténcia
sistémica adquirida, que confere uma protec¢cdo duradoura contra uma vasta gama de

microrganismos (Shahidi e Naczk, 2006).

2.1.8. Biossintese dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser sintetizados pela via do acido chiquimico ou ainda
pela via do acido malonico. No presente trabalho esta descrita a via do acido chiquimico

descrita por Cheynier et al (2013).

2.1.8.1. Via do &cido chiquimico

Nesta via o acido chiquimico (I11) é formado pela condensacdo de dois metabdlitos da
glicose: o fosfoenolpiruvato (II) e a eritrose-4-fosfato (I). O passo seguinte é a
formacdo do &cido corismico (ndo mostrado) que por sua vez gera 0s aminoacidos
aromaticos (triptofano, fenilalanina, e tirosina).

A fenilalanina (V) é transformada pela PAL (fenilalanina amonio liase) em &cido
cindmico (V), que sofre hidroxilagdo formando o &cido p-cumarico (V1) que se une a
trés moléculas de malonato (ndo mostrado) activado por acetil coenzima A (Acetil-
CoA), formando respectivamente p-cumaril-CoA (VII) (este que atraves de diferentes
enzimas origina diferentes compostos fenolicos) e malonil CoA (VIII) que se
condensam em estrutura activada que servird de substrato a accdo da enzima chalcona

sintase (CHS), originando a chalcona naringenina, precursor de F.
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Figura 14: VIA DO ACIDO CHIQUIMICO para a Biossintese dos Compostos Fendlicos. PAL-
fenilalanina amonio liase, CHS-chalcona sintase, C4H-cinamato-4-hidroxilase, 4CL- 4-cumaril:CoA-

ligase.
Fonte: Adaptacdo de Cheynier et al (2013)
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2.2. Descricao e Caracterizacdo das frutas do objecto de estudo

Tabela 3. Classificagdo cientifica de Citrus sinensis

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales
Familia Rutaceae
Género Citrus
Espécie C. sinensis

Fonte: Resende, 2012

Figura 15. Imagem ilustrativa de Citrus sinensis: a) plantas e b) e frutos tipicos da laranja

Fonte: Donadio, 1999

2.2.1. Descrigao boténica de citrus sinensis

A laranja é o fruto produzido pela laranjeira (Citrus sinensis), uma arvore pertencente a
familia Rutaceae, género Citrus, espécie sinensis. A laranja € um fruto hibrido, criado
na antiguidade a partir do cruzamento do pomelo (Citrus maxima) com a tangerina
(Citrus reticulata) (Benelli, 2010 & Sawalha et al., 2009).

De todas as arvores frutiferas, uma das mais conhecidas, cultivadas e estudadas em todo
0 mundo € a laranjeira. Assim como todas as plantas citricas, a laranjeira é nativa do
sudeste da Asia, mas a regido de origem ainda é motivo de controvérsia. A mais antiga
descricdo de citricos aparece na literatura chinesa, por volta do ano 2000 a.C. Segundo
pesquisadores, a laranja foi levada da Asia para o norte da Africa e, posteriormente,
para o sul da Europa, onde teria chegado na Idade Media. Por volta dos anos 1500, a

laranja chegou nas Americas trazida da Europa (Benelli, 2010).
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Estudos feitos por De la Rosa et al (2010) & Hegazy e Ibrahium (2012) relatam que as
flavononas, flavonas e flavanois sdo os trés tipos de F. que ocorrem em frutas citricas,
mas que os principais F. sdo hesperidina (fig.16b), narirutina (fig.16c), e naringina
(fig.16a).

Shahidi e Naczk (2006) & Cerqueira (2009) ressaltam que a hesperidina é o glicosideo
mais predominante na casca da laranja.

O conteudo total de polifendis é maior na casca dos frutos citricos do que na fruta sem
casca (Benelli, 2010).

As estruturas dos F acima citados sdo demonstradas de seguida.

H R
R,
o OH o ?
HO o ° . .
o)
HO o oo OH Ho
3 OH Ho OH
HO
)
0 OH o
HO. .y
oH o b) R;=OH;R,=0CH5-Hesperidina *
OH

aNaringina @V ¢ Ry=H;R,=OH-Narirutina ?3

Figura 16. Estrutura dos principais tipos de F. que ocorrem em citrus sinensis

Fonte: Adaptacdo de Crozier et al., 2009.

Hesperidina

A hesperidina € um glicosideo de flavanona que consiste de uma aglicona e um
dissacarideo ligado. Est presente em um numero maior de frutas e vegetais. Até agora,
ndo foram detectados sinais de toxicidade em relacdo ao seu consumo normal. A
hesperidina e os seus derivados tém sido reportados como aqueles que possuem um
largo espectro de propriedades farmacoldgicas, incluindo actividades anti-
hiperglicémicas, antihipercolesterimicas, anti-inflamatorias e antihipertensivos (Zhang
etal., 2012).
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Tabela 4. Classificacao cientifica de Mangiferina indica

Reino Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales
Familia Anacardiaceae
Geénero Mangifera
Espécie M. indica

Fonte: Canuto, 2009

a) b)
Figura 17. Imagem ilustrativa de Mangifera Indica a) planta e b) frutos

Fonte: Canuto, 2009

2.2.2. Descricao botéanica da mangifera indica

A mangueira (Mangifera indica) é uma fruteira perene de porte arboreo, dotada de copa
frondosa, pertencente a familia Anacardiaceae. Oriunda da india, a mangueira é
actualmente cultivada em diversas partes do globo terrestre, existindo diferentes

variedades (Fasoli e Righetti, 2013).

A sua raiz € pivontante, permitindo uma boa sustentacdo da planta e sobrevivéncia em
periodos de seca. Sua inflorescéncia é poligama, ou seja, apresenta flores hermafroditas
e masculinas na mesma panicula, que dependendo do cultivar, pode produzir frutos com
caracteristicas distintas (Canuto, 2009). Desta forma, o fruto podera apresentar tamanho

e peso variando de poucos gramas a dois quilogramas, além de diferentes formatos
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(ovada, oblonga, arredondada), e casca com variacbes de cores (verde, amarelo e
vermelho). Segundo De Araujo (2012) o fruto da mangueira € uma drupa composta por
exocarpo (casca), mesocarpo (polpa) e endocarpo (carogo), de aparéncia exdtica. A
casca é macia e envolve a polpa de coloragdo amarela, que pode apresentar-se fibrosa de
acordo com a cultivar. No interior da polpa encontra-se o0 caro¢o que é fibroso,
apresentando formas similares, mas de tamanhos diferenciados. Além de serem
caracterizados em diversas variedades, os frutos podem ser divididos em dois grupos: o
indiano, monoembriodnica, fortemente aromatica, de coloracdo atraente e suscetivel a
antracnose; e o indochinés, poliembridnica, com carocos longos e achatados, pouco
aromatica e resistentes a antracnose.

De acordo com pesquisas feitas por Huber (2012) estudos recentes tém apontado o uso
de cascas de manga como fonte de compostos fendlicos, uma vez que elas contém um
perfil variado de glicosideos de xantona e de flavondis. Os principais compostos
fenolicos presentes na manga sdo os acidos galico e elagico, bem como galatos, galo
taninos, taninos condensados, mangiferina, catequina, epicatequina e acido benzdico nas
sementes, e mangiferina (fig.17a) e quercetina (fig.17b), na forma de aglicona e de

glicosidios na casca, evidenciando um maior potencial antioxidante nesta em relacdo a

semente.
b) OH
OH
° OH HO (0]
OH
OH
OH o
OH (0]
Mangiferina Quercetina

Figura 18. Estruturas de dois CF presentes na casca da manga (mangiferina indica)

Fonte: Huber, 2012

Mangiferina
De acordo com Montafiez et al (2014) a Mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-2-
glucopiranosido) é uma xantona c-glucosido, identificado em maior concentracdo na

fruta da manga.
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A Mangiferina ¢ um flavondide comummente presente em frutos da familia
Anarcadeacea, a exemplo da manga. Encontra-se, principalmente, nas cascas deste
fruto, bem como nas folhas da mangueira. Este flavonoide, é pertencente ao grupo das
xantonas (Cs-C;1-Cg) composto derivado da C-glicosilxantona. Alguns estudos ressaltam
que a mangiferina exibe multiplas actividades bioldgicas, como por exemplo, excelente
actividade antiviral, accdo antioxidante e imunoprotectora. A bioactividade da
mangiferina esta relacionada com sua accao antioxidante, actuando como sequestrador

de espécies radicalares e como quelante de metal (De Aradjo, 2012).
I1l. METODOLOGIAS NA DETERMINAQAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
3.1. Extraccao, identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos

3.1.1. Extraccao

A extraccdo € uma operacdo fundamental na fitoquimica, que consiste na separacao de
um componente ou de um principio activo de uma mistura, por meio de um solvente.
Esta operacdo é largamente empregada para separar um composto organico de solucGes
ou suspensdes aquosas onde se encontra. O procedimento consiste em agitar a mistura
com um solvente organico imiscivel com a agua e permitir a separacdo das camadas. Os
diferentes solutos presentes distribuem-se entre as fases, aquosa e organica, conforme as
solubilidades relativas (Bonner e Castro, 1981).

A extraccdo dos componentes fendlicos em plantas e frutas é influenciada pela sua
natureza quimica, o0 método de extraccdo empregado, tamanho da particula, tempo e
condicdes de armazenamento, bem como a presenca de substancias interferentes
(Khoddami, 2013).

A solubilidade desses compostos € influenciada pelo tipo de solvente utilizado, o grau
de polimerizacdo dos compostos fendlicos, bem como a sua interacgdo com outros
constituintes alimentares e formacdo de complexos insoliveis (De Oliveira e Bastos,
2011).

Os extractos fenolicos de materiais vegetais sdo sempre uma mistura diversificada de
compostos fendlicos sollveis no sistema solvente utilizado. Solventes como metanol,
etanol, propanol, acetona e acetato de etilo tém sido utilizados para a extraccdo de
compostos fendlicos. Também é comum o uso de mistura de 4gua e solventes organicos
(Salas et al., 2010).
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3.1.2. Identificacdo

A pesquisa fitoquimica da a conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou
avaliar a sua presenca. Na falta de pesquisas quimicas sobre as espécies de interesse, a
analise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo de metabdlitos secundarios que sdo
relevantes das mesmas. Caso 0 interesse esteja restrito a uma classe especifica de
constituintes ou as substancias responsaveis por determinada actividade bioldgica, a
investigagdo deverd ser direccionada para o isolamento e a elucidagdo estrutural da
mesma (Simdes et al., 1999).

Dentre as principais classes de metabdlitos secundarios, foram realizados testes para a
identificacdo de fendis, flavonoides, taninos, saponinas, quinonas, esterdides e
triterpendides nas cascas de manga e da laranja.

3.1.3. Quantificacéo

Meétodos espectrofotométricos

Um grande ndmero de métodos espectrofotométricos para a quantificacdo dos
compostos fendlicos em materiais da planta foi desenvolvido. Baseado em diferentes
principios, estes ensaios sao usados para determinar varios grupos estruturais presentes
nas plantas.

Todos os compostos fendlicos exibem uma absorcdo intensa na regido de UV do
espectro e aqueles que sdo coloridos também absorvem fortemente na regido do visivel
(Lattanzio et al., 2006)

IV. PARTE EXPERIMENTAL

Nesta parte sdo apresentados todos os procedimentos desde a amostragem até aos
ensaios laboratoriais tendo em conta 0s objectivos tracados bem como as condic¢des
analiticas disponiveis no laboratério de quimica dos produtos naturais, local onde foram

realizados 0s ensaios.

O esquema que se segue mostra a sequéncia das actividades seguidas para a realizacao

do presente trabalho.
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Aquisicdo das amostras

Secagem e Moagem

Extraccdo por soxhlet

Fraccionamento

Analise aualitativa

Quantificacdo

Figura 19. Esquema geral seguido para a realizagéo do trabalho

4.1. Aquisicao das amostras

As amostras de manga (mangiferina indica) e laranja (citrus sinensis) foram obtidas em
mercados locais da cidade de Maputo, no dia 17 de Janeiro e 15 de Marco
respectivamente, e foram posteriormente levados para o laboratério de produtos naturais

do departamento de quimica para serem acondicionadas num frigorifico.

4.2. Secagem e moagem das amostras

Passado o tempo de conservacdo no frigorifico, as amostras foram descongeladas,

descascadas e secas.

As cascas foram secas na estufa de marca Series 2000 (vide na Figura 3 do Anexo D ) a
uma temperatura de 50°C durante 48 horas. Depois da secagem, as amostras foram
moidas num moinho de marca IKA - WERKE (vide na Figura 2 do Anexo D). As
amostras foram moidas com o intuito de se reduzir as mesmas até aproximadamente
1mm de diametro. Depois de moidas as amostras, uma parte foi submetida a extrac¢éo e
a parte restante conservada em copos de precipitacao previamente bem lavados e secos

na estufa.
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4.3. Extraccao
Com o objectivo de se obter resultados precisos e confiaveis, foi necessario o uso de

solventes puros. A tabela 5 mostra os reagentes e solventes usados para extrac¢ao e 0s

testes fitoquimicos.

Tabela 5. Reagentes e solventes

Reagentes e solventes organicos-Grau de
pureza

Reagentes inorganicos

n-Hexano -95%

Solucédo aquosa de cloreto férrico 5%

Anidrido acético - > 98,5%

Solucéo alcodlica cloreto férrico 1%

Cloroférmio - > 99,8%

Solucéo de acido cloridrico 10%

Acetato de etilo -99,5%

Solucdo de acido sulfurico 10%

Etanol absoluto 99,7-100% Solucéo de amoénia 10%

Diclorometano - 99,5% Solucédo aquosa de hidroxido de sodio

10%

Solucéo aquosa de acetato de chumbo 10% | Acido sulfdrico concentrado, 99%

Agua destilada

Acido cloridrico, 37%

4.3.1. Extraccao por Soxhlet

A extracgdo por Soxhlet consiste num processo de extracgdo exaustiva de um solido
(amostra) previamente moido por meio de um liquido: Faz-se um refluxo continuo
durante um certo tempo até a descoloracdo do material em extrac¢éo contido no interior
de um cartucho de material poroso. A extrac¢do dos CF nas duas frutas do nosso
objecto de estudo foi feita de acordo com o método descrito por Silva et al (2010).

Depois da preparagdo da amostra no laboratdrio, 3g da amostra de citrus sinensis foram
submetidas a extraccdo por Soxhlet (vide figura 5 do anexo D) para a obtencdo do

extracto bruto. A extraccéo foi feita com 200mL de um sistema de solventes EtOH-H,0
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(4:1) durante 2h. Passado este tempo, a solucdo extraida foi colectada em um baldo de

fundo redondo e levada a evaporacdo num rota vapor (Buchi, Switzerland, vide figura 4

do anexo D), e depois preparada para a analise dos constituintes fendlicos totais.

Para a extrac¢do dos CF na mangiferina indica, foi seguido o0 mesmo procedimento que

0 usado para a extraccdo de CF em citrus sinensis.

A figura 20 mostra o fluxograma usado para a realizacdo do processo de extracgéo.

P6 de casca seca

A

A 4

Extracgdo via Soxhlet.
EtOH-H,0 (160:40)

A 4

Residuo sdlido

Extracto bruto conc

Fraccdo de n-hexano

A

Particdo com n-hexano

A

Fraccdo de cloroféormio

A 4

A

Fracg¢do de EtOAc

Extracto de EtOH-H,0

—

Parti¢cdo com cloroférmio

A

A

y

Extracto de EtOH-H,0

Particdo com EtOAc

A

y

Extracto de EtOH-H,0

A 4

Testes fitoquimicos

Figura 20. Fluxograma experimental
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4.4. Analise qualitativa

Os testes fitoquimicos foram realizados de acordo com os métodos descritos por Matos
(1997), Barbosa et al, (2004) e De Oliveira e Bastos, (2011).

4.4.1. Ensaio de identificacéo de flavonéides

4.4.1.1.Teste de cianidina ou de Schinoda

O procedimento deste teste consistiu na adi¢do de aproximadamente 0,5 cm de fita de
magnésio e 2 mL &cido cloridrico concentrado a 2 mL de extracto num tubo de ensaio.
O fim da reacgdo deu-se pelo término da efervescéncia.

4.4.1.2.Teste de cloreto férrico

O procedimento deste teste consistiu na adi¢do de aproximadamente 1 mL da solucdo de
cloreto férrico (FeCls) num tubo de ensaio com 1mL de extracto.

4.4.1.3.Teste do meio alcalino

O teste do meio alcalino consistiu na alcalinizagdo de 1 mL de extracto num tubo de

ensaio adicionando cerca de 1 mL de hidroxido de sddio (NaOH).
4.4.1.4.Teste do meio acido

O teste do meio &cido consistiu na adi¢do, num tubo de ensaio, de cerca de 1 mL de

acido sulfarico (H.SO,) a 1 mL de extracto.

4.4.2. Ensaio de identificacao de taninos e fendis

4.4.2.1.Teste de cloreto férrico

O teste de cloreto férrico consistiu em adicionar cerca de 2 mL do extracto num tubo de

ensaio e, de seguida, a adi¢do de algumas gotas de cloreto férrico, com agitacédo forte.
4.4.2.2.Teste de acetato de chumbo

O teste de acetato de chumbo [(CH3COQ),Pb] consistiu em adicionar cerca de 2 mL de

extracto num tubo de ensaio e, de seguida, a adi¢do de 3 gotas de acetato de chumbo.
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4.4.3. Ensaio de identificacdo de saponinas

4.4.3.1.Teste de espuma

Num tubo de ensaio com cerca de 1 mL de extracto adicionou-se 1 mL de cloroférmio,
2,5 mL de &gua destilada e logo ap6s filtrou-se para um outro tubo de ensaio. Em

seguida agitou-se permanentemente por cerca de 3 minutos.

4.4.4. Ensaio de identificacdo das quinonas
Para a identificacdo das quinonas, num tubo de ensaio com cerca de 1 mL de extracto

adicionou-se 2 mL de cloroférmio e logo ap6s recolheu-se a fase cloroférmica para

outro tubo de ensaio. Em seguida adicionou-se 3 gotas de hidroxido de sodio.

4.4.5. Ensaio de identificacéo de triterpenos e esteréides

Num tubo de ensaio evaporou-se até a secura cerca de 2mL de extracto em banho -
maria. Dissolveu-se o residuo com adicao de cerca de 3mL de cloroférmio com agitacao
leve. Em seguida transferiu-se a fase cloroférmica para um outro tubo de ensaio e
adicionou-se cerca de 1 mL de anidrido acético. Posteriormente, adicionou-se 3 gotas de

acido sulfurico pelas paredes do tubo.

Tabela 6. Interpretacdo dos resultados com base nas cores

Constituintes Cor
Meio acido Meio alcalino
Antocianidinas Vermelho Vermelho Lilas/azul/vermelho/amarelo
Fendis Azul-Vermelho
Flavanoides Vermelho/castanho | Vermelho Lilas/azul/vermelho/amarelo

T.condensados Verde | s | e

T.hidrolisaveis Escuro/azul | smmmmmmmmmem | mmeee

Triterpenos Azul-verde | -ememeemeeem | e
Quinonas Rosa | -ememeeem | e
Saponinas Espuma | -mememeem | e

Fonte: Adaptacdo de De Oliveira, 2011
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4.5. Quantificacéo
Para a quantificacdo dos compostos fenolicos foi feita uma segunda extraccéo, usando -

-se 0S mesmos procedimentos como aqueles usados para a primeira extraccao.

Os meétodos espectrofotométricos podem quantificar todos os fenolicos extraiveis ou
podem determinar uma substancia fenolica especifica tal como sinapina ou acido
sinapico, ou uma dada classe de fenolicos tais como &cidos fendlicos. O teste
modificado de vanilina, o ensaio de Folin-Denis, o teste de azul de Prdssia e o ensaio de

Folin-Ciocalteu sdo os mais frequentemente usados.

4.5.1. Determinacdo de compostos fendlicos totais

O método colorimétrico segundo Folin — Ciocalteu € o procedimento mais utilizado
para a quantificacdo dos compostos fendlicos. Segundo este método, a mistura dos
acidos fosfovolframico e fosfomolibdico em meio basico reduz-se ao oxidar o0s
compostos fenolicos, originando azuis de volframio (WgO23) e molibdénio (MogO2s3)
(Tunchaiyaphum et al, 2013).

Para o presente trabalho, o teor dos compostos fendlicos totais nas amostras de citrus

sinensis e mangiferina indica, foi determinado, pelo método de Folin — Ciocalteu.

4.5.1.1. Sintese do reagente de Folin — Ciocalteu
A sintese do reagente de Folin-Ciocalteu seguiu os procedimentos descritos nas

comunicagdes da Comisséo Europeia (2010).

Num baldo dissolveu-se 100g de tungstato de sédio (Na,WQO,.2H,0) e 25g de
molibdato de s6dio (Na;Mo00,4.2H,0) em 700mL de agua destilada. Juntou-se a mistura
50mL de acido fosforico a 85% e 100mL de &cido cloridrico concentrado. Levou-se a
ebulicdo, mantendo-se sob refluxo durante 10 horas. Juntou-se em seguida 150g de
sulfato de litio (Li,SO4.H,0) e levou-se de novo a ebulicdo durante 15 minutos.

Arrefeceu-se e adicionou-se dgua até completar o volume de 1 litro.

4.5.1.2. Procedimento
Num baldo de 100mL colocou-se 1mL do extracto aquoso, 50 ml de &gua destilada,

5mL do reagente de Folin — Ciocalteu, 20 mL de carbonato de sodio a 20% (m/v) e
agitou-se. Deixou-se a mistura homogeneizada ao abrigo da luz em repouso por cerca de

30 minutos.
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No final a solucdo foi levada para um espectrofotémetro e a absorvancia foi lida a

750nm com percurso éptico de 1 cm. Os testes foram realizados com duas réplicas.
O branco foi preparado com agua destilada ao invés do extracto.

Na figura 21 esta esquematizado o procedimento para a quantificacdo dos compostos

fenolicos usando o método de Folin — Ciocalteu.

Extracto aquoso Agua destilada

(1 mL diluido) + (50 mL)

+
Reagente de Folin — Ciocalteu

(5mL)

+
Carbonato de sédio

(20mL)
v
Ajuste com agua destilada para 100mL

(Agitacéo e repouso da mistura 30min)

'

Leitura a 750nm no espectrofotémetro

Figura 21. Esquema da quantificacdo dos compostos fendlicos

O teor dos compostos fendlicos foi determinado por interpolacdo da absorvancia das
amostras com uma curva de calibracdo construida com soluc6es-padréo de &cido tanico
(0, 5, 10, 15 e 20 mg mL™) a partir de uma solugdo-estoque de 100mL e expressos
como mg de EAT (equivalentes do &cido tanico) por 100mL do extracto. A equacao da

curva de calibragdo do &cido tanico, que foi usada para se determinar o teor dos CF é:

y=0,052x-0,101

onde y é absorvancia a 750 nm e x a concentracdo do acido tanico.

Mario M. Ussevane Jr Trabalho de licenciatura- UEM Pagina 31



Trabalho de Licenciatura- Determina¢do de Compostos Fendlicos nas cascas | 2014
de Citrus sinensis e Mangiferina indica

V. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da extraccdo, identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos, obtidos com base nos experimentos realizados e

nos métodos ja referenciados.

5.1. Extracgdo dos compostos fendlicos

A extrac¢do com agua originou no extracto substancias sobrenadantes insollveis ap6s

dois dias comprometendo assim todas as analises.

A extraccdo via Soxhlet usando um sistema de solventes (etanol-4gua para 0 nosso
caso), mostrou-se adequado visto que 0 extracto permaneceu inalterado fisicamente

durante muito tempo.

5.2.Testes fitoquimicos

Dentre os metabdlitos secundarios isolados das frutas da laranja e da manga estdo:
esterdides, fenois, flavonoides, quinonas, saponinas, taninos e triterpenos.
Nas tabelas 7 e 8 estdo apresentados os resultados fitoquimicos obtidos dos extractos de

citrus sinensis e mangiferina indica respectivamente.
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Tabela 7. Resultados obtidos nos testes de identificacdo fitoquimica na casca de Citrus

sinensis
Classe dos | Teste Fraccao
metabolitos fitoquimico n —Hexano | Cloroférmio Acetato | Hidroalcodlica
de etilo
Flavondides Shinoda ) (+) ) (+)
FeCls ) Q) ) Q)
NaOH ) (+) ) )
H2SO4 (+) (+) (+) (+)
Quinonas NaOH () ) () ()
Saponinas Espuma ) Q) (+) (+)
Taninos FeCls ) (+) (+) (+)
condensados (CH3COO),Pb | (- ) ) )
Taninos FeCls (+) ) ) (+)
MATCISAVEE - ercoonm [0 ® 0 0
Fendis FeCls ) ) ) )
(CH3COO),Pb | (+) (+) (+) (+)
Triterpendides | H,SO,4 ) () () ()
Esteréides H>SO4 () () () ()

Legenda: (+) Teste positivo

(-) Teste negativo
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Tabela 8. Resultados obtidos nos testes de identificacdo fitoquimica na casca de

Mangiferina indica

Classe  dos | Teste Fraccdo
metabolitos | fitoquimico 1 Clorofermio | Acetato | Hidroalcodlica
Hexano de etilo
Flavondides | Shinoda ) ) (+) (+)
FeCly () () () ()
NaOH () () () (+)
H2S0, (+) (+) (+) (+)
Quinonas NaOH () (+) () ()
Saponinas Espuma () () (+) (+)
Taninos FeCls Q) (+) (+) )
condensados (CH3COO0),Pb | (-) ) (+) )
Taninos FeCls (+) Q) Q) )
RIS Hercoomm [0 10 0 |0
Fenois FeCls () ) () )
(CH3COO)Pb | (-) () () )
Triterpendides | HoSO,4 Q) ) Q) )
Esteroides H2S04 Q) Q) Q) )

Legenda: (+) Teste positivo

(-) Teste negativo
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5.3. Quantificacédo dos compostos fendlicos

Neste capitulo sdo apresentados resultados relativos a quantificacdo dos CF cuja curva
padréo ficou como o descrito na figura 1 do anexo C. De seguida apresenta-se a tabela

do teor dos compostos fendlicos em pg/mL de cido tanico.

Tabela 9. Teor dos compostos fendlicos em pg/mL de &cido tanico

Amostras CFTeqat (MQg/g amostra)
LARANJA 31,76+ 0,98
MANGA 59,52+ 1,92

Teor dos Compostos Fenolicos

70

60

wn
Lam ]

=
o

(8]
=

M LARANJA

TEOR DOS CF

M MANGA

]
=

LARANJA MANGA
AMOSTRAS

Figura 22. Gréfico do teor dos compostos fendlicos nas amostras
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VI. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1. Extraccdo dos compostos fenolicos

A extraccdo corresponde a uma fase critica sendo por isso necessaria a escolha de um

método fiavel.

N&o é facil definir um método adequado para a andlise de um diverso grupo de
fenolicos principalmente por causa das diferentes estruturas quimicas e a sensibilidade

dos compostos em relacao as condicdes de extraccao.

Diversos factores tais como a complexidade da matriz, a variacdo da solubilidade, a
presenca de compostos interferentes, longos tempos de extracdo, bem como as altas
temperaturas, podem provocar alteracbes, como a isomerizacdo ou a oxidacdo dos

compostos fenolicos durante a extracdo dos mesmos.

O aparecimento de substancias sobrenadantes nos extractos obtidos com agua quente

provavelmente tem a ver com a isomerizacao ou a oxidagédo dos CF.

De la Rosa e seus colaboradores (2010) defendem que o uso de sistemas de solventes

produz um teor elevado de CF comparativamente ao uso de um Gnico solvente.

6.2. ldentificacdo dos compostos fendlicos

Dos resultados obtidos durante a identificacdo dos CF tem-se que alguns estdo de
acordo com a literatura enquanto outros ndo. Por exemplo, nos estudos feitos por Lima
et al (2012) usando FeCl; para a identificacdo dos fendis no extracto hidroalcodlico da

casca da manga, a identificacédo foi positiva.

Segundo Zulkifli et al., (2012) a identificacdo dos flavonoides na casca da manga deu

negativo concordando com o resultado obtido neste trabalho.

El-aal e Halaweish, (2013) usando o &cido tanico como padrdo nos seus estudos

ressaltam a presenca de flavondides na casca da laranja.

Processos que envolvem a preparacdo do material vegetal para a extracgdo dos

metabolitos secundarios podem influenciar ou conduzir a incorrectas identificacoes.
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Varios factores tais como a complexidade da matriz, a variacdo da solubilidade de CF, a
presenca de substancias interferentes, o tempo de extraccdo e a temperatura podem ter
provocado modificacBes durante a extraccdo e terem posteriormente conduzido a

incorrectas identificagdes.

Outros factores que poderiam ter contribuido para algumas discordias entre os
resultados deste trabalho e da literatura, sdo os possiveis artefactos relacionados com a
isomerizacdo, hidrolise e oxidacdo dos CF, produzidas durante a extraccdo. Estes
factores podem ser contornados regulando — se muito bem as temperaturas de extracao,

e prestando atencdo quanto a presenca de substancias interferentes.

6.3. Quantificacdo dos compostos fenolicos

A presenca dos CF num dado alimento pode variar de acordo com a variedade, as
condicGes agricolas em que foram produzidos, as condi¢cBes de armazenamento e de
processamento do mesmo (Silveira, 2013).

A casca da manga apresentou um teor de CF elevado em mg/g da amostra com (59,52+
1,92)mg/g em relacdo aquele encontrado na casca da laranja que foi de (31,76+ 0,98)
mg/g. Estes resultados comparativos estdo de acordo com os descritos por Zulkifli et al.,
(2012). Embora ele tenha utilizado um solvente de extrac¢do diferente do nosso (agua
quente ao invés do sistema etanol-agua), encontrou um valor superior para a casca da
manga (537 £ 10,01 mg EAG/g extracto) relativamente aquele da laranja (277 + 10,01
mg EAG/g extracto).

Ja os resultados encontrados por Storck, et al (2013), que utilizou metanol como
solvente de extraccdo, diferem dos nossos, uma vez que a quantidade dos CF encontrada
na casca da manga (238,62mg/100g EAG) foi inferior aquela encontrada na casca da
laranja (631,29mg/100g EAG).

Faller e Fialho (2009), citados por Storck, et al.,2013 ao analisarem a quantidade de
polifendis nas cascas da laranja e da manga, encontraram 114,6mg/100g e 110,0mg
/100g respectivamente, ressaltando também quantidades elevadas de CF na casca da
laranja em relacdo a da manga. As diferencas nas quantidades dos CF, devem-se
provavelmente a diferentes solventes de extracc¢do utilizados bem como aos padrdes

usados para a determinacao do teor total dos compostos fendlicos.
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VIl. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1. Conclusoes

De forma exaustiva foram estudados os compostos fenolicos, suas propriedades,
ocorréncia e distribuicdo, funcBes nas plantas, biossintese, procedimentos gerais de

extraccdo, identificacdo e sua quantificacao.

a) Os diferentes testes fitoquimicos usados no rastreio dos compostos fenolicos séo
eficazes, uma vez que confrontando os resultados obtidos no presente trabalho com

aqueles descritos na literatura, houve uma concordancia em quase todos eles.

b) Neste trabalho a fruta da manga mostrou ser uma boa fonte de compostos fendlicos
em relacdo a fruta da laranja no que refere ao conteddo total dos fendlicos tendo
apresentado um valor superior [(59,52 + 1,92)mg/g] aquele da laranja [(31,76 +
0,98)ma/qg].

Conclui-se também, no que refere ao contetdo total dos compostos fendlicos, que o tipo
de solvente de extraccdo, o padrdo usado, bem como factores relacionados com o
armazenamento, a producdo da fruta, o ambiente em que a fruta se encontra podem

influenciar.
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7.2. Recomendacdes

Dentre tudo que foi exposto, verifica-se que as pesquisas envolvendo compostos

fenolicos devem continuar e recomenda-se:

a) Aaquisicdo de equipamentos laboratoriais recentes e de qualidade, que permitam

a obtencdo de resultados puramente cientificos.

b) Aquisicdo de reagentes de melhor qualidade para obtencdo de melhores

resultados.

c) Aaquisicdo de reagentes especificos para ensaios da determinacdo da capacidade

antioxidante.

d) Estudos envolvendo frutas nativas de Mocambique para a determinacdo de

compostos fendlicos.
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ANEXO A. Preparacéao das solucdes

Solucéo padréo de acido tanico 100pg/mL

Para preparacao desta solucdo pesou-se 1g de &cido tanico e dissolveu se num copo de
precipitacdo. Transferiu-se a solucdo para um baldo de 100mL e perfez-se o volume.

Da solucéo acima preparada transferiu-se 1 mL para um baldo de 100 mL e perfez-se o

volume.
Solucéo padrao de hidréxido de sédio a 0.1N

Para preparar esta solugdo diluiu-se uma solucdo comercial de hidroxido de sodio em

1litro de dgua destilada obtendo-se assim uma solucéo alcalina de concentracdo 0,1N.
Solucéo de cloreto férrico a 1%

Pesou-se 1g de cloreto férrico e dissolveu-se num copo de precipitagdo. Transferiu-se a

solucdo para um baldo de 100mL e perfez-se o volume.
Solucao de cloreto férrico a 5%

Pesou-se 5g de cloreto férrico e dissolveu-se num copo de precipitacdo. Transferiu-se a

solucdo para um baldo de 100mL e perfez-se o volume.

Solucdo aquosa de NaCl a 10%
Pesou-se 5g de NaCl e introduziu-se num copo de Becker para a dissolucdo. Transferiu-

se para um baldo de 50 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucéo aquosa de NaOH a 10%
Pesou-se 10g de NaOH e introduziu-se num copo de Becker e dissolveu-se. Transferiu-

- se para um baldo de 100 mL e perfez-se o0 volume com agua destilada.

Solucédo aquosa de acetato de chumbo [Pb(CH3COO),] a 10%
Pesou-se 10g de acetato de chumbo e introduziu-se num copo de Becker para a
dissolucdo. Transferiu-se para um baldo de 100 mL e perfez-se o volume com &gua

destilada.
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Solucéo de NH,OH a 10 %
Numa proveta de 100 mL mediu-se 10g da solucdo de amonia e introduziu-se num

baldo volumétrico de 100mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Mario M. Ussevane Jr Trabalho de licenciatura- UEM Pagina 50



Trabalho de Licenciatura- Determina¢édo de Compostos Fenélicos nas cascas
de Citrus sinensis e Mangiferina indica

2014

ANEXO B. Férmulas usadas para o calculo de fendlicos totais

1. Determinacéo do teor total de compostos fenolicos

TCFeq AT (ug * mL™Y) = Fdil+ Vs (mlL)
m

TCFem g daamostra =

onde:

TCF- Teor de Compostos fendlicos totais
Fqil- factor de diluicdo

Vs- volume da solugéo preparada

m- massa em gramas da amostra

2. Determinacao da média amostral

Eoxi

1!

¥ =

onde:
i- média

n- nimero de determinacdes
Xi- resultado individual da analise
3. Desvio padrao

.
[(xi—F)
= .l

Y n—1
onde:
s = desvio padrdo
4. Determinacéo de desvio padrao relativo

5
BRSD = —+= 100%

x
onde:

% RSD = percentagem desvio padrao relativo.
Mario M. Ussevane Jr Trabalho de licenciatura- UEM Pagina 51



Trabalho de Licenciatura- Determina¢édo de Compostos Fenélicos nas cascas

de Citrus sinensis e Mangiferina indica

2014

ANEXO C. Tabelas e grafico de absorvancia do padrao (acido tanico) e das

amostras.
Tabela 1. Padrdes de acido tanico
Padréao Concentracéo Absorvancia
(Mg/mL)
P-1 5 0.101
P-2 10 0.353
P-3 15 0.628
P-4 20 1.060
Curva Padrio
1,2
1 r-n(n:'}o ('l(1('l1 .
R2=0,953
= 08 /
=3
5 06 >
% 0,4
z -
T 0.2
&
o] : : : : :
— 5 10 15 20 25
-0,2
Concentracio de polifenois correspondentes ao acido tanico

Figura 1. Absorvancia de solugdes de acido tanico concernente a concentragdo das mesmas na curva

padrdo do &cido tanico

Tabela 2. Absorvancias e teor total dos compostos fendlicos nas amostras

Amostra | Absl [ Abs2 [ TCF | TCF [ TCF | TCF | Myce | s | %RSD
(mg/L) | (mg/L) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g)

Laranja [ 0414 (0,394 9,735 [9319 [3245 [3L06 [3L76 |pgg |310

Manga |[0,865 |0,822 | 18261 |17448 6087 |5816 [5952 |19y |320
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ANEXO D. Material usado

—

Figura 2. Moinho Figura 3. Estufa

Figura 4. Rotavapor Figura 5. Extractor Soxhlet
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