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RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) pertencente a familia Anarcadiaceae ¢ um dos frutos mais
cultivados no mundo. A atividade agroindustrial gera altas quantidades de residuos que podem
ser utilizados para recuperacdo de compostos bioativos com importantes aplicabilidades para
as industrias de farmacos, cosméticos, alimenticia, por exemplo, tornando-se uma alternativa
para reverter 0s impactos ambientais e econdmicos proveniente da geracdo de residuos.
Portanto, o objetivo desse trabalho é o fracionamento do extrato de casca de manga para
obtencdo de compostos fen6licos como a mangiferina (xantona) e outro metabdlitos. O extrato
metandlico de casca de manga foi obtido no Laboratério Multiusuario de Quimica de
Produtos Naturais situado na Embrapa Agroindustria Tropical através de extracdo por Soxleht
e concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, sendo posteriormente liofilizado.
A separagdo cromatografica do extrato em HPLC-DAD analitico foi conduzida em modo
exploratério utilizando uma coluna cromatografica de fase-reversa Shimadzu Shim-pack
CLC-ODS (M) C1s (250 mm x 4.6 mm). A fase mdvel utilizada foi composta de metanol e
agua, ambos acidificados com acido trifluoracético 0,05% (v/v), em um gradiente de eluicéo
com analise cromatografica de 60 minutos. O fracionamento foi realizado em escala
preparativa, utilizando uma coluna cromatogréafica de fase reversa Waters SunFire Prep Cis
OBD (100 mm x 19 mm), empregando 0 mesmo método da escala analitica com analise
cromatografica de 45 minutos. Em ambas as analises os cromatogramas foram monitorados
em um comprimento de onda de 280 nm. A confirmacao estrutural da mangiferina e de outros
metabdlitos secundarios foi realizada por UPLC-QTOF-MSE mediante as formulas
moleculares e os valores de m/z obtidos a partir de espectros de alta resolucdo, observados nos
cromatogramas com picos de maior intensidade, por meio do software Mass Lynx (Water

Corporation).

Palavras-chave: Mangiferina. Mangifera Indica L. Compostos fendlicos. Cromatografia.



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) belonging to the Anarcadiaceae family is one of the most
cultivated fruits in the world. Agroindustrial activity generates high amounts of waste that be
used for recovery of bioactive compounds with important applications for the pharmaceutical,
cosmetic and food industries, for example, becoming an alternative to revert the
environmental and economic impacts from waste generation. Therefore, the objective of this
work is the fractionation of mango bark extract to obtain phenolic compounds such as
mangiferin (xanthone) and other metabolites. The methanolic extract of mango peel obtained
in the Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais located at Embrapa
Agroindustria Tropical by Soxleht extraction and concentrated in a rotary evaporator under
reduced pressure, and then lyophilized. The chromatographic separation of the analytical
HPLC-DAD extract was conducted in the exploratory mode using a Shimadzu Shim-pack
CLC-ODS (M) C18 (250 mm x 4.6 mm) phase-reversed chromatography column. The mobile
phase used was composed of methanol and water, both acidified with 0.05% (v/v)
trifluoroacetic acid, in an elution gradient with 60 minutes chromatographic analysis.
Fractionation was performed on a preparative scale using a Waters SunFire Prep C18 OBD
reverse phase chromatographic column (100 mm x 19 mm) using the same analytical scale
method with a 45 minutes chromatographic analysis. In both analyzes the chromatograms
were monitored at a wavelength of 280 nm. The structural confirmation of mangiferin and
other secondary metabolites performed by UPLC-QTOF-MSE using the molecular formulas
and m/z values obtained from high-resolution spectra, observed in the chromatograms with

higher intensity peaks, by means of Mass Lynx software (Water Corporation).

Keywords: Mangifera indica L. Phenolic compounds. Mangiferin. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A manga é proveniente da planta de nome Mangifera indica L., pertencente a familia
Anarcadiaceae, nativa do sudoeste da Asia, mais precisamente da India (VETUCCI;
BERALDO; CALDERAN, 2016). O Brasil é o sétimo colocado no ranking mundial de
producédo e exportacdo desse fruto, com destaque para a regido Nordeste, principalmente a
Bahia, segundo os dados do Anuério Brasileiro de Fruticultura (KIST, 2018). A variedade
Tommy Atkins origindria do sudoeste dos Estados Unidos é a mais produzida e
comercializada, uma vez que pode ser colhida o ano inteiro (FONSECA, 2014).

A manga é muito apreciada in natura, sendo também comercializada como contetido
de sucos, néctares, sorvetes, etc. Os residuos provenientes da comercializagdo da manga
geram grande impacto ambiental e comercial. As cascas séo residuos gerados e compdem de
12 a 15% o peso da fruta e sementes com as améndoas em seu interior formam de 15 a 25%
desse peso (MIRGHANI et al., 2009).

Com o grande volume de residuos gerados apds o processamento industrial da manga
tem-se buscado maneiras de utilizar esses residuos e assim diminuir 0s prejuizos. Uma
maneira seria a recuperacdo dos compostos bioativos presentes nos extratos desses residuos,
principalmente das cascas onde se concentra a maior quantidade desses compostos. Por
possuir propriedades antioxidantes, antimicrobianos, antifingicos e anti-inflamatorio ja € uma
fonte natural reconhecida por promover salde a aplicacdes tecnolégicas (ARBOS et al.,
2015).

Além de carotenoides, a manga contém compostos fendlicos como a mangiferina
(xantona), que se encontra em maior quantidade (CAVALCANTE, 2018). Sdo esses
compostos responsaveis pelas muitas propriedades existentes na manga. A conversao dos
residuos em matéria prima para obtencdo de produtos com o uso da mangiferina, por
exemplo, seria uma maneira de recuperar esses bioativos. Na busca por compostos que
possam agir isoladamente ou sinergicamente com outros compostos, empreenderam-se
estudos e técnicas com o objetivo de encontrar antioxidantes naturais e diminuir o uso de
antioxidantes sintéticos (AZEVEDO, 2006).

As técnicas para obtencdo de extratos vegetais com o objetivo de se extrair compostos
bioativos podem ser a extracdo por Soxhlet, a de micro-ondas assistidas, a extragdo por
refluxo térmico, a extragdo cromatogréfica e a extragdo assistida por ultrassom (IMRAN et
al., 2016). Neste trabalho a técnica utilizada foi a extracdo por Soxhlet por ser uma técnica

convencional e de alto rendimento, por causa da renovacdo continua do solvente e pela matriz
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estar dentro do Soxhlet. Com a obtencdo do extrato é realizada a cromatografia, a qual
permite a obtencdo de cromatogramas constituidos de picos referentes aos compostos
presentes na amostra. A area e a altura sobre o pico sdo proporcionais a concentracao de cada
composto. Esta técnica consiste de uma fase movel que arrasta os constituintes da amostra
injetada, percolando a fase estacionaria. Ao final, o detector converte o sinal de cada
componente em um pico que juntos formam o cromatograma. Esta pode ser analitica ou
preparativa, na qual a analitica € utilizada para quantificacdo e/ou identificacdo e a segunda
objetiva a purificacdo e/ou fracionamento de compostos.

Um fator a ser levado em consideracdo € o solvente utilizado na extracdo da casca da
manga. Apesar de a dgua ser um 6timo solvente inorganico, essa ndo é capaz de extrair
compostos de alto peso molecular, ja& que estes sdo insoliveis na mesma, 0 que torna
necessario a utilizacdo de outros solventes, como os alcodlicos, que sdo bastante utilizados em
virtude de suas diferentes polaridades (CAPELLINI, 2013).
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Fracionamento do extrato de casca de manga variedade Tommy Atkins para obtencdo de
mangiferina por HPLC-UV/VIS preparativo.

2.2 Objetivos especificos
« Identificar os metabolitos secundarios;

» Desenvolver método exploratorio para separacdo da mangiferina
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Manga

A manga € um fruto do tipo drupa, variando de 5 a 20 centimetros, de formas
alongada, ovoide ou arredondada. Quando madura sua casca pode apresentar-se esverdeada,
com manchas pretas, réseas ou amarelas. Apresenta polpa suculenta de coloragdo amarelada
na maioria das variedades, e fibrosa em algumas. O caro¢o em seu interior € achatado e de
variados tamanhos (SEBRAE, 2016). E um fruto oriundo da planta de nome Mangifera indica
Linnaeus, pertencente a familia Anarcadiaceae. De porte arboreo e copa frondosa (Figura 1)
esta planta ¢ nativa do sudoeste da Asia, mais precisamente da india (VETUCCI; BERALDO;
CALDERAN, 2016).

Figura 1. Representacéo fotografica da planta Mangifera indica L.

Fonte: Arvore frutifera manga.

Sendo um dos frutos mais produzidos mundialmente, a manga possui producao
estimada em 27 milhGes de toneladas por ano. A manga é a segunda mais importante fruta
tropical do mundo e ainda € a quinta maior em producao, ficando atras apenas da banana, uva,
maca e laranja (BATISTA, 2013).

No Brasil, a manga possui posicdo de destaque dentre as 25 espécies de frutas

produzidas e exportadas, colocando o pais como 7° colocado em producdo e exportagdo no
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mundo. Em 2017, foram 84.106 hectares de &rea colhida, com 1,547,606 toneladas em
producédo, chegando a 18,4 toneladas por hectare (FAO, 2017). A maior producdo de manga é
no Nordeste, sendo a Bahia o maior produtor, com 21.370 hectares de &rea colhida da fruta e
volume de 353.689 toneladas e em segundo lugar estd Pernambuco, com 230.381 toneladas,
segundo os dados do Anuério Brasileiro de Fruticultura (KIST, 2018).

A variedade Tommy Atkins de origem norte americana, Florida, possui casca espessa
e avermelhada (Figura 2) é a que dentre muitas outras tem maior destaque na producdo e
comercializacdo, com disponibilidade o ano inteiro, torna-se a manga de maior exportagdo no
mundo (FONSECA, 2014). E uma variedade que possui resisténcia ao transporte e de facil

aceitacdo pelo consumidor (AGRA, 2006).

Figura 2. Representacéo fotografica de mangas da variedade Tommy Atkins.

Fonte: Manga Tommy Atkins.

A manga € mais consumida in natura, ou seja, ndo processada, porém sua polpa é
utilizada na industria para producdo de sucos, néctares, geleias, sorvetes, etc.
(CAVALCANTE, 2018). Deste modo, os residuos provenientes da utilizacdo da polpa séo
produzidos em altas quantidades e isso gera prejuizos para empresas € meio ambiente
(PEDRASSOLLI; JUNIOR; PANDOLFI, 2015). O processamento industrial de polpa de
manga no Brasil gera altas quantidades de subprodutos como cascas e améndoas. Os residuos
produzidos somam de 28 a 43% do total do fruto ap6s beneficiamento (GIORDANI JUNIOR
et al, 2014).
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O aproveitamento desses residuos vem trazendo um novo olhar para estes
subprodutos, pois trazem vantagens econdmicas e ambientais 0 que chama a atencdo das
industrias e comunidade cientifica (TREIN et al., 2016). De modo que, este aproveitamento é
feito de maneira a recuperar compostos bioativos que podem ser importantes para as

industrias farmacéutica, alimentar e cosmética na obtencéo de novos produtos.

3.2 Compostos fenolicos

A presenca de compostos fendlicos e outros componentes bioativos possuem a
capacidade de influenciar positivamente na saude. Estes poder ser utilizados como aditivos
alimentares e nutracéuticos, nutrientes que proporcionam beneficios a saude
(CAVALCANTE, 2018). A casca da manga contém teores significativos de nutrientes como
fibras, proteinas e minerais, estes estdo mais presentes na casca do que na polpa (MARQUES
et al., 2010).

Os compostos fendlicos como as xantonas e os flavonoides, por exemplo, sdo
encontrados em vegetais e frutas, além dos carotenoides e terpenos, e séo identificados em
folhas, frutos, caule e raizes. Conhecidos por apresentarem propriedades benéficas a saude,
como antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, etc. (CAVALCANTE, 2018). S&o um
dos maiores grupos encontrados em plantas, fazendo parte do metabolismo secundario dessas,
com fundamental importancia no crescimento e reproducdo. Possuem anel aromatico com um
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (SARTORI, 2012).

A diversidade de combinagdes é dividida em classes (Tabela 1) de acordo com o
esqueleto principal que forma o anel benzénico e a cadeia substituinte compdem 0s compostos
fendlicos encontrados na natureza como acidos e ésteres (acido galico), flavondis (catequina)
(Figura 3a), antocianinas (Figura 3b), flavondis (quercetina), heterosideos flavondis (3-O-

galactosil-rhamnetina), heterosideo xanténico (mangiferina), etc. (CANUTO, 2009).
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Tabela 1. Classes de compostos fendlicos encontrados na natureza.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinona C6
Acidos hidroxibenzdicos C6-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropancides C6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antoquinonas C6-C1-C6
Flavonoides, isoflavanoides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3)n
Bioflavonoides (C6-C3) 2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n
Taninos hidrolisaveis (C6—-C1)n

Fonte: Cavalcante, 2018.

Figura 3. Representacdo estrutural de flavonoides mais comumente encontrados. A: catequinas e B:

antocianinas.

Fonte: Silva et al. 2010.

A acdo desses compostos fendlicos como agentes redutores ocorre devido a sua
estrutura quimica, que permite a doacdo de elétrons ou protons aos radicais livres, cessando a
oxidacdo, convertendo-os em produtos mais estaveis (ARAUJO, 2014).

O sistema de defesa da planta é responsavel pela producdo desses metabolitos que
agem contra a radiagdo ultravioleta e a acdo ou agressdo de patdgenos. Para o ser humano que
ndo produz esses metabdlitos é necessario que faca ingestdo de fontes desses compostos
(CAVALCANTE, 2018).
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A Tabela 2 retine alguns dos trabalhos dedicados ao estudo da presenca de compostos

fendlicos em produtos vegetais, com foco na metodologia utilizada para a extragdo dos

compostos anterior a sua identificacdo e quantificacéo.

Tabela 2. Técnicas de extracdo de compostos fendlicos.

Solugdo TempoNd ¢ TemperatLNIra de Outras informacdes Referéncia
extratora extracao extracao
Soxleht seguido por
Etanol i ) purificacdo em coluna FURLONG et al.,
cromatografica de silica e 2003
carvao ativado (1:0,5)
Soxleht, Purificagdo por
particdo com éter de
Etanol 06 h - petroleo e acetona seguida FURL?&% etal,
por precipitacdo com
acetato de chumbo.
Agitagdo magnética,
i . particdo com hexano e FURLONG et al.,
Metanol Ambiente clarificacdo com hidréxido 2003
de bério e sulfato de zinco
Eter etilico 1h Ambiente Agitagdo magnetica e BROINIZI et al.,
filtracdo a vacuo 2007
Soxleht, seguido por MAHMOUDI et al.,
Metanol 8h ) filtragdo 2016
Agua ) . . JASSALE
bidestilada - Ambiente Centrifugacdo a 1000 rpm SHARMA. 2019
Imerso em frasco com
. solvente, seguido de JASSALE
Metanol 24h Ambiente incubadora por 6 h e SHARMA, 2019
imovel por 18 h
Imerso em frasco com
Acetona 24 h Ambiente solvente, seguido de JASSALE

incubadora por 6 h e
imovel por 18 h

SHARMA, 2019

Fonte: Autora.

Técnicas de identificacdo, tipos de detectores, tipos de colunas, eluentes/gas de arraste

empregados com o objetivo de se identificar compostos fendlicos em alguns estudos feitos

encontrados na literatura sdo mostrados na Tabela 3.



Tabela 3. Técnicas de identificacdo de compostos fendlicos.
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Técnica Detector Coluna Eluente/Gas de arraste Referéncia

Cromatografia lonizacdo por  Silica fundida DBS Hélio BROINIZI et al.,
Gasosa chama (30 m x 0,25 mm) 2007
Cromatografia ggﬁi\e/dlﬁr;ol_nj Bondclone® C Metanol e Agua (35:65 DUTRAe
Liquida de Alta 8 v/v)com 0,5% de acido  HOFFMANN-
RN 7455 espectral (3,9 x 300 mm) .
Eficiéncia acético RIBANI, 2010
de 200 a 500nm
Cromatografia Arranjo Shimpack CLC- férsrﬁli\ég?zegt\)l(\?g:ﬂg B .
quEufli(i?é?]iQIta diodo oDs Clr;(n%?o x 4,6 (metanol) com 4cido ARAUJO, 2014
férmico (99:1 v/v)

Cromatografia UV/VIS com Thermo Scientific Solvente A (acido RUIZ-
Liquidade Alta  comprimento de C-18 (250 x 4,6 acético 3%) e Solvente MONTANEZ,

Eficiéncia onda de 290 nm mm) B (Acetonitrila) 2014

Fonte: Autora.

3.3 Mangiferina

A mangiferina € uma xantona que tem fundamental importancia na inferéncia do

crescimento e inibicdo de ma-formacdo da planta. A sua estrutura molecular 2-C-B-D-

glicopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxi-xantona € mostrada na Figura 4. Estudos no ramo da

farmacologia e

cosméticos

visam

sua atividade

antioxidante,

hipoglicemiante e imunomodulatéria (CANUTO, 2009).

Figura 4. Representacéo estrutural da mangiferina.

OH

anti-inflamatoria,

HO. A

HO
HO

Fonte: Brito et al., 2012.

Em estudos de compostos fendlicos em casca de manga Tommy Atkins, Aradjo et al.,
(2014) relataram que a quantidade extraida foi de 2,88 mg de mangiferina por grama de
matéria seca. A espécie Mangifera pajang K. apresentou um teor de mangiferina superior
(cerca de 4,8mg/g de peso seco) ao encontrado na espécie Mangifera indica L. evidenciando
que as espécies de Mangifera possuem diferentes niveis de quantidade de mangiferina
(HASSAN et al., 2011).
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Apos estudos de Berardini et al., (2005a) nos frutos de 14 cultivares procedentes de
areas cultivadas em diferentes paises a mangiferina foi encontrada em altos teores nas cascas
de manga das variedades Tommy Atkins e Chock Anan, cerca de 1.300 mg/kg, como mostra a
Tabela 4. Na polpa, foram detectados apenas tragos dessa substancia.

Tabela 4. Conteldo total de mangiferina e de compostos fendlicos na casca de manga de
14 cultivares procedentes de areas cultivadas em diferentes paises.

) ) Mangiferina Compostos fendlicos totais
Cultivar/Pais de origem ) ]
(mg/kg matéria seca) (mg/kg matéria seca)

Tommy Atkins (Brasil) 44440 1263,2
Manilla (Tailandia) 1058,1 43,5

Ngowe (Quénia) 2953,8 775,8

R2E2 (Australia) 399,4 82,9

Kent (Brasil) 2342,0 ,13,9

José (La Réunion- departamento

ultramarino francés) 48602 983,
Mini-mango (Col6mbia) 24425 4499

Haden (Peru) 2936,4 11,2

Heidi (Peru) 2897,8 108,9

Kaew (Tailandia) 588,5 313,9

Mon Due Gao (Tailandia) 354,4 68,0

Maha Chanok (Tailandia) 2120,2 973,9

Nam Dokmai (Tailandia) 458,6 78,1

Chock Anan (Tailandia) 1728,7 1297,1

Fonte: Adaptado de Berardini et al., 2005a.

Estudos in vivo com extrato de manga para atividade da mangiferina concluiram que o
composto possui promissora atividade bioldgica como antioxidante, quimio-preventiva, entre
outras. A mangiferina € um eficiente quelante de radical livre assim como outros antioxidantes
conhecidos quando em contato com os radicais peroxi e hidroxi. De modo que sua eficacia é
comprovada por ela agir oxidando os radicais, convertendo-se em espécies menos reativas
(AZEVEDO, 2006).

A mangiferina exibe papel imunoprotetor como efeito sobre o sistema imune
(MURUNGANANDAN et al., 2005a). Potencialmente controla a diabetes, concluindo a
presenca de propriedades antidiabéticas, antihiperlipidémica e antiaterogénica, indicando
efeito benéfico em tratamento de diabetes mellitus em ratos (MURUNGANANDAN et al.,
2005b).
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A mangiferina pode ser encontrada em formulagdes de fitoterapicos, cosméticos ou
suplemento alimentar. O principio da medicina tradicional chinesa € o uso de preparados
vegetais para tratamentos, visando aumento da acdo terapéutica. O Zi-shen-pill é um desses
preparados que utiliza a mangiferina como um dos principais componentes, sendo ele
utilizado para tratamento de doencas da préstata e infeccBes urinérias, com resultados
satisfatdrios apds um periodo de tratamento (DAI et al., 2004). Outros preparados que contém
a mangiferina sdo Shiau-feng-saan e Dang-guei-nian-tong-tang (JONG et al., 2005).

3.4 Extragéao por Soxhlet

Bastante utilizada em escala laboratorial a extragdo por Soxhlet é feita com matrizes
solidas, como é 0 caso dos extratos vegetais. Apesar de ser antiga, ainda € um método de
referéncia quando comparada com novos métodos de extracdo (SANTOS, 2013). Além dessa,
ainda existem as técnicas de micro-ondas assistidas, extracdo por refluxo térmico, extracdo
cromatografica e extracao assistida por ultrassom (IMRAN et al., 2016).

A extracao por Soxhlet consiste num sistema formado por um baldo de destilacdo, num
suporte de dedal acoplado a um condensador (Figura 5). O pé da matriz € colocado em um
envelope feito de papel de filtro e colocado dentro do suporte do dedal que entra em contato
com o solvente fresco condensado do baldo de destilagdo. A extracdo ocorre na camara do
dedal. Quando o liquido atinge o nivel de transbordamento no dedal, o liquido se move
através do sifdo de volta para o reservatdrio, transportando os solutos extraidos para o liquido
no baldo de destilacdo (SHIRSATH,2017).

Figura 5. Representacdo esquematica de sistema de
extracdo por Soxhlet.

Saida de dgua o
de resfriamento

Tubo Condensador —=
+ Entrada de dgua
de resfriamento

s Tubo condutor
de vapor

Manta aquecedora «—

Fonte: Costa et al., 2017.



26

A extracdo ocorre de forma continua de maneira tal que a matriz é imersa no solvente,
recebendo calor até que o solvente alcance a ebulicdo a uma pressdo reduzida ou a pressdo
atmosférica. O material orgénico é extraido de acordo com a afinidade e polaridade do
solvente utilizado. Posteriormente esse solvente é evaporado e tem-se novamente uma matriz
solida. A extracdo é de alto rendimento, por causa da renovagdo continua do solvente e pela
matriz estar dentro do Soxhlet. Ao final € necesséaria uma etapa de eliminagcdo do solvente.
Pode acontecer de caracteristicas fisico-quimicas serem modificadas devido a alta temperatura
a qual a matriz é submetida (SANTOS, 2013).

3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography)

Considerada um método fisico-quimico de separacéo, a cromatografia € composta por
uma fase movel e outra estacionaria, de maneira tal que a amostra para analise é injetada na
entrada da coluna e a fase mdovel é bombeada de acordo com especificagdes do operador
como, por exemplo, a taxa de vazdo do solvente utilizado e o tempo de corrida. Entdo dessa
maneira a fase movel passa pela coluna, percorrendo a fase estacionaria arrastando a amostra
atraveés de interacdes fisico-quimicas. Ao final da coluna tem-se um detector que gera sinais
interpretados na forma de um cromatograma. Nesse cromatograma a area e a altura dos picos
formados s@o proporcionais a concentracdo do analito em questdo (JIN et al., 2008;
NOGUEIRA et al., 2011).

Dependendo da finalidade desejada, a cromatografia liquida pode ser analitica ou
preparativa. De modo que a primeira € utilizada para quantificacdo e/ou identificacdo e a
segunda para purificacdo e/ou fracionamento de compostos. A escala analitica é utilizada para
testes preliminares quando deseja-se saber quais parametros melhor se adequam para a analise
e com isso ser utilizada em maiores escalas de isolamento. Nesse caso se utiliza uma
quantidade maior de amostra (LANCAS, 2009). Na cromatografia preparativa as amostras
que contém varios e diferentes compostos sdo separadas de forma a se conseguir a mais alta
pureza, tendo assim uma melhor capacidade na taxa de recuperacdo dos compostos quando
comparada a cromatografia analitica (OIRAM FILHO, 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo do Extrato de Casca da Manga

O extrato de casca de manga utilizado para a obtencdo de mangiferina foi obtido
através do método de extracdo por Soxhlet, descrito por Cavalcante (2018) e gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Edy Sousa de Brito pesquisador do Laboratério Multiusuario de
Quimica de Produtos Naturais situado na Embrapa Agroindistria Tropical. O extrato
metanolico foi colocado em evaporador rotativo da marca BUCHI® modelo R215, a 40°C sob
pressao reduzida e rotacdo de 100 rpm até a remocdo do solvente organico. Em seguida o
extrato foi armazenado no ultra freezer de marca ColdLab® modelo CL200-86V a -80°C para
observar se ocorria congelamento da amostra. Na amostra congelada, entdo continha somente
agua e este foi posteriormente liofilizado em liofilizador de marca LIOTOP® modelo K105
nas condicdes de temperatura igual a -104 °C e pressao igual a 214 umHg, por 48 horas, para

remocdao da agua.

4.2 Desenvolvimento de Método Cromatografico em HPLC-DAD Analitico

O cromatografo Shimadzu LC-20AB Prominence € acoplado a um detector de arranjo
de diodo Shimadzu SPD-M20A Prominence e com um autosampler Shimadzu SIL-20AC
Prominence (Quioto, Japdo). O controle instrumental da analise e o processamento dos dados
foram tratados com o uso do software Shimadzu LC Solution.

O método foi conduzido de maneira exploratoria em uma analise de 60 minutos, onde
0 sistema cromatografico foi composto por uma coluna cromatografica de fase-reversa
Shimadzu Shim-pack CLC — ODS (M) Cig (250 mm x 4.6 mm x 5 pm). A fase movel
utilizada foi composta de metanol (solvente B) e 4gua (solvente A), ambos acidificados com
acido trifluoracético 0,05% (v/v), em um gradiente de eluicdo, de 5 % a 95 % de solvente B
de 0 a 48 minutos, 100 % de solvente B durante o intervalo de tempo entre 48 minutos a 54
minutos e 5% de solvente B no intervalo de 54 minutos até 60 minutos. O fluxo utilizado foi
de 1,0 mL min, & temperatura de 30°C e com volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os

cromatogramas foram monitorados a um comprimento de onda de 280 nm.
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4.3 Desenvolvimento de Método Cromatograficoem HPLC-UV/VIS Preparativo

O método cromatogréfico foi conduzido usando uma coluna cromatografica de fase
reversa Waters SunFire Prep C1g OBD (100 mm x 19 mm x 5 um). A fase movel utilizada foi
composta de metanol (solvente B) e é&gua (solvente A), ambos acidificados com acido
trifluoracético 0,05% (v/v), em um gradiente de eluicdo, de 5% a 70% de solvente B de 0 a 35
minutos, de 70% a 100% de solvente B de 35 minutos a 37 minutos, 100% de solvente B em
um intervalo de tempo de 37 minutos a 43 minutos e 5% de solvente B no intervale de 43
minutos a 45 minutos. O tempo total de analise cromatografica foi de 45 minutos, fluxo de
eluicdo de 8 mL min™, a temperatura de 25°C, volume de injecdo de 1 mL e concentragdo de
200 mg mL™. Os cromatogramas foram monitorados a um comprimento de onda de 280 nm.
O fracionamento da separacdo cromatogréafica foi conduzido em coletor automatico da marca
Waters Fraction Collector Il (Dublin, Leinster, Irlanda). Foram executadas coletas das 11
fracOes de toda corrida cromatografica, onde as fracdes F1 corresponde ao tempo entre 2 e 5
minutos, F2 entre 5 e 8 minutos, F3 entre 8 e 11 minutos, F4 entre 11 e 14 minutos, F5 entre
14 e 17 minutos, F6 entre 17 e 20 minutos, F7 entre 20 e 23 minutos, F8 entre 23 e 26
minutos, F9 entre 26 e 29 minutos, F10 entre 29 e 32 minutos e F11 como fracdo final, entre
32 até 45 minutos. Na Figura 6 é possivel observar a representacdo do sistema de HPLC-
UV/VIS preparativo.

O volume de injecdo foi calculado de acordo com as equacdes (GUILLARME, N. et
al., 2007; AUBIN e CLEARY, 2009) abaixo e otimizado em funcdo do equipamento, onde o
volume de injecao foi descrito de acordo com as equacdes 1.

decs L, )
njl 'dC12 'Ll ( )

Vinjz =V

Onde, Vinjz é a carga de injecdo da escala preparativa, Vinji € a carga de injecdo da escala

analitica, dc, o didmetro interno da coluna preparativa, dc; o didmetro interno da coluna

analitica, L, o comprimento da coluna preparativa e L1 o comprimento da coluna analitica. A

vazdo de eluicdo foi calculada de acordo com a Equacdo 2 descrita abaixo e ajustado em
funcdo de fatores de viabilidade de execucdo e econd6micos, expresso na equacao.

dcs dp,

= — . 2

QZ Ql dC12 dpz ( )

Onde, Q- é a vazdo de eluigdo do sistema preparativo, Q1 € a vazdo de eluicdo do

sistema analitico, dc, o diametro interno da coluna preparativa, dc: o diametro interno da

coluna analitica, dp: o didmetro da particula no analitico e dp, o didmetro da particula no
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preparativo. Para o fracionamento dos compostos presentes na casca da manga foram
executadas 3 corridas (n=3) e cada fragdo foi analisada por cromatografia liquida acoplada a

um espectrometro de massas.

Figura 6. Representacao fotografica do sistema de HPLC-UV/VIS preparativo.

Fonte: Mendes, 2019.

4.4 Confirmagcdo Estrutural da Mangiferina via UPLC — QTOF - MSE

Para que a identificacdo relativa dos compostos presente em cada fracdo fosse
realizada com exatiddo no sistema HPLC-DAD, foi realizada anélise em um sistema Waters
Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolu¢cdo Time-of-Flight (TOF)
Waters equipado com uma interface electrospray (ESI) para realizar a identificacdo
inequivoca  dos  compostos  presente nas  fragbes. As  separagdes  foram
realizadas em coluna Cig Waters Acquity UPLC (150 mm x 2,1 mm x 1,7 um). O perfil dos
metabdlitos contidos nas fragdes foi obtido inicialmente por um gradiente exploratério, sendo
a fase mdével composta por: H.O (solvente A) e acetonitrila (B), cada uma destas contendo
acido férmico 0,1% (v/v). As amostras foram submetidas ao seguinte gradiente: 2 — 95 % do

solvente (B) em 20 minutos a uma vaz&o de 0,4 mL min. A analise das fracdes foi conduzida
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em modo de ionizagdo negativo no intervalo de 100 — 1200 Da. As condi¢des da fonte ESI
foram definidas da seguinte forma: tenséo capilar 2800 V, tensdo do cone 40 V, temperatura
da fonte 120 °C, temperatura de solvatacdo 330 °C, fluxo de gas do cone de 20 L h, o fluxo
do géas de dessolvatacdo 600 L ht, e MCP (do inglés multichannel plate), fazendo referéncia a
um prato com multicanais — detector a 1900 V. A identificacdo estrutural dos metabdlitos
presentes nas fracdes foram feitas mediante as férmulas moleculares e os valores de m/z
obtidos a partir de espectros de alta resolucao, observados nos picos cromatograficos de maior
intensidade, por meio do software MassLynx (Water Corporation).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metanolico de casca de manga foi injetado em HPLC-DAD analitico para
observacdo do perfil cromatogréfico (Figura 7), determinando quais parametros melhor se
adequam a analise no HPLC-UV/VIS preparativo e as condi¢bes para um controle de
qualidade. Nessa andlise a coluna cromatografica contém uma fase estacionéria de caréater
apolar. Assim, no cromatograma é observado que a ordem de elui¢do ocorre de modo que 0s
compostos saem em sequéncia decrescente de polaridade, de maneira tal que 0os compostos
que saem ao final da corrida sdo compostos mais apolares, permanecendo mais tempo retidos
na coluna, portanto apresentam maior tempo de retengéo (tr), saindo somente quando a forga

s

de eluicdo é aumentada em uma proporcdo de solvente de 100% de metanol. Assim,
determinou-se a coleta de 11 fragdes com intervalo de 3 minutos entre as coletas no HPLC-
UV/VIS preparativo com tempo total de analise cromatografica de 45 minutos. Na escala
analitica a coluna cromatografica utilizada é maior do que na escala preparativa, por isso 0
tempo de analise cromatografica no analitico foi de 60 minutos, enquanto que o tempo de

analise cromatogréafica no preparativo foi de 45 minutos.

Figura 7. Perfil cromatogréafico do extrato de casca de manga (2 mg mL™) obtido por HPLC-DAD analitico em
coluna cromatografica de fase-reversa Shimadzu Shim-pack CLC — ODS (M) Cis (250 mm x 4.6 mm),
monitorado a 280 nm e anélise cromatogréafica realizada em 60 minutos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 8 tem-se o perfil cromatografico por HPLC-UV/VIS preparativo do extrato

de casca de manga ap0s o ajuste de escala, onde é possivel observar que ocorre semelhanca
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com o perfil cromatogréfico do HPLC-DAD analitico da Figura 7, anteriormente, contudo
existe um pico de alta intensidade com tempo de retencdo de 2 minutos, que é o pico da
inflexdo do solvente, e a eluicdo segue com a saida dos compostos nos quais 0S picos
apresentam baixa intensidade devido a baixa concentragdo de amostra injetada no preparativo.
Entdo, seria necessario aumentar a carga de injecdo da amostra para 0s picos aparecerem com
maior intensidade. Pois mesmo que o0s dois sistemas apresentem teoricamente 0 mesmo
detector, a proporcdo de volume de injecdo da amostra e tamanho da coluna na escala
analitica é maior do que a do que na escala preparativa, por isso tem-se uma melhor
visualizacdo dos picos no analitico. Logo, o melhor seria injetar as fracdes no analitico e fazer
uma comparacdo do perfil do extrato com o perfil obtido das fragcdes. Avaliando o perfil

cromatografico

Figura 8. Perfil cromatografico do extrato de casca de manga (100 mg mL™) obtido em escala
preparativa em coluna cromatogréafica de fase reversa Waters SunFire Prep C1s OBD (100 mm x 19
mm), monitorado a 280nm e analise cromatografica realizada em 45 minutos.
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Fonte: Dados da pesquisa.



33

A identificagdo por UPLC-QToF-MSE dos compostos foi realizada através das massas
moleculares e seus respectivos fragmentos em MSE. Pelo perfil cromatografico (Figura 9) do
extrato de casca de manga foram confirmados a presenca de &cido quinico (tr = 0.89 min);
mangiferina (tr = 3.20 min); 4cidos anacardicos trieno (tr = 14.55 min), dieno (tr = 15.28
min), monoeno (tr = 16.07 min) e acido anacéardico livre de saturacfes (tr = 17,03min). A
Tabela 5 mostra a identificagdo dos compostos no extrato de acordo com suas massas e seus
fragmentos de ionizagdo. A mangiferina foi identificada a partir de sua massa [M-H]
421.0795, e os ions fragmentos de m/z 331.0521 e 301.0375 (DORTA et al., 2014).

Os é&cidos fendlicos sdo estruturas capazes de se ligar entre si ou com outros
compostos, 0s quais uma combinacéo entre o acido caféico com um alcool-acido ciclico como
0 acido quinico que é a mais importante dessas, origina o &cido clorogénico, sendo este
utilizado na industria cosmética para tratamento da pele por sua acéo antioxidante (SOARES,
2002).

Figura 9. Perfil cromatografico em modo de ionizacdo negativo do extrato de casca de manga obtido em sistema
Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-of-Flight (TOF) Waters
equipado com uma interface electrospray (ESI), contendo &cido quinico (1), mangiferina (2), &cido eléagico (3),
galato de metila (4) e &cidos anacérdicos trieno (5), dieno (6), monoeno (7) e o livre de insaturacoes (8) e anélise
cromatografica realizada em 20 minutos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Embora, o pico referente a mangiferina (Pico 2) ndo seja intenso, ou seja, sua
concentracdo aparentemente seja baixa, o perfil cromatografico no HPLC-DAD analitico

prova que essa concentracdo ndo é baixa, 0 que ocorre € que 0s &cidos anacéardicos
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apresentam alta intensidade e o pico referente a mangiferina é mostrado com menor

intensidade.

Tabela 5. Identificacdo de compostos de extrato de casca manga (Mangifera indica L.) em perfil cromatografico
obtido por UPLC-QToF-MSE.

lons

Pico  tr M-H] M-H] Ppm
_ [M-H] [M-H] Fragmento Formula PP Nome Referéncia
no. min  Observado Calculado (miz) empirica  (Erro)
Acido Gomez-
1 0.89 191,0546 191,0556 - C7H1106 -5.2 Quinico Caravaca et
al., 2016
331,0521; - Dorta et al.,
2 3.20 421,0795 421,0771 301,0375 C19H17011 5.7 Mangiferina 2014
Gbémez-
Acido Caravaca et
3 4,12 300,9978 300,9984 - C14Hs0g -2.0 Elsai al., 2016;
agico
Dorta et al.,
2014
Galato de Dorta et al.,
4 471 183,0270 183,0293 - CgH70s -11.5 metila 2014
Acido Oiram Filho
5 14.55 341,2115 341,2117 297,2227 C22H2903 -0.6 Anacardico etal., 2017
(15:3)
Acido Oiram Filho
6 15.28 343,2244 343,2273 299,2357 C22H3103 -8.4  Anacardico etal., 2017
(15:2)
Acido Oiram Filho
7 16.07 345,2410 345,2430 301,2470 C22H3303 -5.8 Anacardico etal., 2017
(15:1)
Acido Oiram Filho
8 17.03 347,2590 347,2586 303,2692 C22H3s03 1.2 Anacardico etal., 2017
(15:0)

Fonte: Dados da pesquisa.

O é&cido quinico em estudo realizado por Gomez-Caravaca et al. (2016) apresentou-se
com tempo de retencdo, 1,01. Dorta et al. (2014) e Berardini et al. (2004) verificaram em
estudos que a mangiferina apresentou tempo de retencdo, 3,28. Para o acido elagico Dorta et
al. (2014) e Berardini et al. (2004) obtiveram tempo de retencdo, 4,08. Dorta et al. (2014)
verificaram em estudos que o galato de metila apresentou tempo de retencédo, 3,17. Os acidos
anacardicos apresentaram para o trieno tr = 9,81 min; dieno tr = 10,56 min e monoeno tr =
11,47 min em estudos realizados por Mendes (2019) e Oiram Filho et al. (2017) verificaram
que os AcAn trieno apresentou tr = 9,81 min; dieno tr = 10,56 min e monoeno tr = 11,47,

Analisando os perfis cromatograficos das Figuras 10, 11, 12 e 13 nas fracGes 1, 2, 3, 4

e 5 ndo foi possivel realizar identificacdes de compostos, pois a intensidade dos picos era
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muito baixa ou porque o padrdo de ionizagdo observado ndo era similar a nenhum padrdo de
ionizagdo na literatura. Nas outras fracGes foram identificados a mangiferina (tr = 3.54 min)
na fracdo 6; galato de mangiferina (tr = 3.81 min) na fracdo 7; quercetina-O-hexosideo (tr =
4.35 min) na fracdo 8; quercetina-O-pentosideo (tr = 4.52 min) na fracdo 9; tetra-O-galoil-
glicosideo (tr = 3.73 min), penta-O-galoil-glicosideo (tr = 4.36 min) e o rhamnetin-O-

hexosideo (tr = 5.84 min) na fragdo 10 e os acidos anacérdicos trieno, dieno, monoeno e o
livre de insaturacOes na fracdo 11.

Estudos com a casca de manga de trés variedades, verificou-se a presenca de
compostos galatos e galotaninos, tais como &cido galico, tetra-O-galoil-glicosideo, penta-O-
galoil-glicosideo e digalato de metila. O tetra-O-galoil-glicosideo no estudo mencionado
apresentou-se em dois possiveis tempos de retencdo, 3.90 e 3.98, (Dorta et al., 2014). O
penta-O-galoil-glicosideo foi detectado por Dorta et al. (2014), Gomez-Caravaca et al. (2016)
e Berardini et al. (2004) como tempo de retencéo, 4,33.

Geralmente, os flavonoides como a quercetina sdo encontrados nas plantas,
principalmente na forma de O-glicosideos, e geralmente com o agucar ligado ao grupo
hidroxila na posicdo C3 ou C7. A estrutura quimica dos flavonoides e seus metabdlitos
predizem a atividade bioldgica desses compostos, pois sua estrutura basica pode ser
modificada por glicosilacdo, esterificagdo, hidroxilacdo e outras alteracbes, mudando a
polaridade, a toxicidade e o transporte intracelular (ARAUJO, 2014).

O tempo de retencdo do composto pode diferir entre a analise do extrato e o tempo de
retencdo da fracdo que contém determinado composto, como é o caso da mangiferina que
apresenta tr = 3.20 min quando se observa o cromatograma do extrato e tr = 3.54 min para o

cromatograma da fracdo na qual foi identificada.
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Figura 10. Perfil cromatografico das fracdes 1, 2 e 3 do extrato de casca de manga (ECM) obtido em sistema
Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-of-Flight (TOF) Waters
equipado com uma interface electrospray (ESI) e analise cromatogréfica realizada em 20 minutos.
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Figura 11. Perfil cromatografico das fracBes 4, 5 e 6 do extrato de casca de manga (ECM) obtido em sistema
Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-of-Flight (TOF) Waters
equipado com uma interface electrospray (ESI) e analise cromatogréfica realizada em 20 minutos.
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Figura 12. Perfil cromatografico das fracdes 7, 8 e 9 do extrato de casca de manga (ECM) obtido em sistema
Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-of-Flight (TOF) Waters
equipado com uma interface electrospray (ESI) e analise cromatogréfica realizada em 20 minutos.
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Figura 13. Perfil cromatografico das fragcbes 10 e 11 do extrato de casca de manga (ECM) obtido em sistema
Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-of-Flight (TOF) Waters
equipado com uma interface electrospray (ESI) e analise cromatogréfica realizada em 20 minutos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nos perfis cromatograficos estdo indicados por setas alguns dos picos de compostos
ndo identificados que sdo visualizados em mais de uma fracdo, isso ocorre pela alta
sensibilidade do UPLC-QToF-MSE que mesmo os compostos se apresentando em baixas
concentracdes, esses ainda sdo detectados. Portanto, pode ocorrer de um composto estar

presente em mais de uma fracéo.
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6 CONCLUSAO

O perfil cromatografico obtido em escala preparativa apresentou perfil similar ao
perfil cromatogréafico em escala analitica, no entanto observou-se picos de baixa intensidade,
devido a baixa concentracdo de amostra injetada. Portanto, seria necessario aumentar a carga
de injecdo da amostra para 0S picos aparecerem com maior intensidade. Ainda seria
importante injetar as fracbes no analitico, obtendo perfil cromatografico e compara-lo ao
perfil cromatografico completo do extrato para uma melhor visualizagdo dos picos, na
tentativa de mostrar que a amostra contém uma quantidade consideravel dos compostos.

A mangiferina e seus respectivos ions fragmentos foram identificados na fragdo 6 do
extrato de casca manga. O pico caracteristico da mangiferina apresentou baixa intensidade
para o perfil cromatografico do extrato por UPLC-QToF-MSE devido a alta intensidade dos
picos de acidos anacardicos, porém ainda é possivel confirmar a presenca dessa, e assim,
posteriormente, com a realizag@o de varias injecdes em HPLC-UV/VIS preparativo € possivel
obter quantidade de material suficiente para isolamento e quantificacdo da mangiferina
atraveés de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Outros metabolitos foram identificados, por exemplo, &acidos fendlicos e orgéanicos
como o acido quinico; flavonoides como a quecertina e a quercetina glicolisada; flavondis
como o rhamnetin-O-hexosideo; galatos e galotaninos como o tetra-O-galoil-glicosideo, o
penta-O-galoil-glicosideo e estes possuem potencial utilizacdo por industrias farmacéuticas,
cosméticas, quimicas e de alimentos. Este € um resultado importante do ponto de vista
tecnoldgico, tendo em vista que, 0s residuos, sdo geralmente descartados durante o
beneficiamento de manga. Os subprodutos usados como matéria-prima para obter compostos

de alto valor agregado tém fundamental importancia para diminuir danos ambientais.
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