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RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) € um alimento rico em compostos benéficos a saude.
A Manga Ub& é amplamente utilizada na industria alimentar. O principal objetivo
deste estudo foi determinar o perfil quimico da manga Uba em quatro diferentes
estadios de maturacdo para avaliar o perfil quimico da manga Uba durante o
processo de crescimento e maturacdo utilizando Espectrometria de Massas de
Ressonancia Ciclotronica de fons com Transformada de Fourier (FT-ICR MS) e
analises fisico-quimicas (acidez total titulavel (AT), soélidos soluveis totais (SST),
razdo (SST/AT), e conteudo total de polifendis). Os dados foram adquiridos e
metabdlitos primarios (acidos organicos e acucares) e metabdlitos secundarios
(compostos polifendlicos) foram identificados principalmente no terceiro estadio de
maturacado, sendo, portanto, a melhor fase para a colheita e consumo da fruta. Além
disso, a quimioprevencdo do cancer de metabdlitos secundarios (extratos fenélicos
obtidos a partir de amostras de manga) foi avaliada utilizando ensaios de inducéo da
atividade da quinona redutase.

Palavras-chave: Manga. Polifendis. Espectrometria de Massas. ESI (-) FT-ICR MS.



ABSTRACT

Mangifera indica L., mango fruit, is consumed as a food or dietary supplement with
purported health benefits. Ub& mango is widely used in the food industry. The main
aim of this study was to determine the chemical profile of Uba mango in four distinct
maturation stage i.e. to evaluate the chemical variation of the Uba mango during the
process of growth and maturity using negative-ion mode electrospray ionization
Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (ESI(-)FT-ICR MS) and
physicochemical characterization analysis(total titratable acidity (TA), total soluble
solids (TSS), TSS/TA ratio, and total polyphenolic content). The data were acquired
and correlated. Primary (organic acids and sugars) and secondary metabolites
(polyphenolic compounds) were primarily identified in third maturation stage, being
therefore, the better stage for the harvest and consumption of fruit. Besides, the
potential cancer chemoprevention of the secondary metabolites (phenolic extracts
obtained from mango samples) were evaluated using the induction of quinone

reductase activity.

Keyword: Mango. Polyphenols. Mass spectrometry. ESI (-) FT-ICR MS.
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1. INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA DO AGRONEGOCIO PARA O BRASIL E ESPIRITO
SANTO

O agronego6cio € um importante seguimento da economia brasileira, pois representa
grande parcela do capital gerado no pais e, além disso, agrega grande fatia dos
trabalhadores brasileiros. O valor bruto da producdo agropecuaria brasileira, em
2015, é estimado em mais de 470 bilhdes de reais. * Em 2013, as exportacdes da
agricultura e das industrias agroalimentares totalizaram 36% de toda exportacdo do
pais. ?

A fruticultura € um importante ramo da agricultura, em 2014, cerca de 750 mil
toneladas de frutas frescas foram exportadas, totalizando mais de 870 milhdes de
dolares de arrecadacao. As projecdes indicam que até 2025 a fruticultura aumentara
sua producédo. As frutas que terdo os maiores aumentos de producao serdo meléao
em 39,3%, mamé&o em 31,2% e manga em 25,0%, em relacdo a 2014/15. 3

O Agronegocio € de extrema importancia para o Estado do Espirito Santo, pois &
uma importante fonte de receita. Esse seguimento foi responséavel por cerca de 6%
do PIB estadual em 2014. A producado agricola do Espirito Santo, que engloba a
producado de graos, cereais, frutas, leguminosas e oleaginosas foi estimada em mais
de 7 milhdes de toneladas e a area colhida foi em torno de 650 mil hectares em
2014. Além disso, a agricultura absorve grande parte da populacéo

economicamente ativa do Espirito Santo. *

1.2 A FRUTICULTURA CAPIXABA
Um dos seguimentos de grande importancia para o agronegocio capixaba é a
fruticultura que representa grande parcela do capital gerado pela agropecuaria
estadual. A fruticultura, em 2014, ocupou a segunda posicdo em termos de valor
bruto de producédo agropecuaria (18,2%) (Figura 1), perdendo apenas para a
cafeicultura (55,7%). Ao todo a area colhida de fruticultura foi de aproximadamente

70000 hectares e a producdo atingiu mais de 1,2 milhdes de toneladas. *
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m Cafeicultura

B Fruticultura

M Olericultura
Cana de agucar e outros
Produtos alimentares basicos

M Especiarias

Figura 1. Participacdo, em %, dos grupos de produge}o no valor total da producéo agricola do ES em
2014.

As principais frutas cultivadas no estado sdo o mamao, banana, coco, abacaxi,
maracuja, tangerina, laranja e manga. * A expansdo da fruticultura capixaba foi
acompanhada pela instalacdo de industrias processadoras de frutas e investimentos
do Governo do Estado e do INCAPER na implantagdo e a consolidacdo de Pdlos
Especializados de Frutas. °

De acordo com o INCAPER, um dos fatores que dificultam a producgéo e elevacéo da
qualidade da fruticultura é a desestruturacdo das acbes de pesquisa, assisténcia
técnica e extensao rural. ° O presente trabalho visa contribuir para esta melhora na

qualidade das frutas produzidas no estado.

1.2.1 O CULTIVO DA MANGA NO ESPIRITO SANTO

O cultivo da manga no Espirito Santo é realizado por agricultores familiares. Foram
estabelecidos pelo Governo do Estado do Espirito Santo, com o apoio da Secretaria
de Estado da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG) e do
INCAPER, alguns pdélos de fruticultura no Estado. O pdélo produtor de manga fica
localizado nos municipios de Agua Doce do Norte, Barra de S&do Francisco, Aguia
Branca, S8o Gabriel da Palha, Sdo Domingos do Norte, Mantenépolis, Alto Rio
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Novo, Pancas, Marilandia, Colatina, Baixo Guandu, Laranja da Terra, S&o Roque do
Canaj, ltarana, ltaguacu, Santa Teresa e Governador Lindenberg. °

A producdo da manga Uba é reconhecida como ramo da fruticultura de grande
importancia. Aléem de gerar muitos postos de trabalho (mais de 700 familias) ela
representa significativa producdo de renda para o Estado. Em 2014, foram
produzidos mais de treze mil toneladas de manga. A manga produzida é vendida in

natura, como polpa ou como suco para pronto consumo. * >’

1.3 DESENVOLVIMENTO E AMADURECIMENTO DE FRUTAS
O processo de desenvolvimento dos frutos envolve etapas como crescimento,

maturacdo, amadurecimento e senescéncia (Figura 2).

Desenvolvimento

Crescimento

Maturacao

Maturidade Fisioldgica

Amadurecimento

Senescéncia

Figura 2. Etapas do desenvolvimento de frutas climatéricas. o

O crescimento dos frutos é caracterizado por mudancas fisicas no fruto, nesta fase o
fruto aumenta consideravelmente seu volume. Neste periodo ha divisdo e expanséo
celular causando assim o aumento de volume do fruto. &°

Na fase maturacdo ocorrem algumas transformacgdes fisiologicas no fruto. Neste
estadio o fruto tem um aumento nos teores de acucares, pigmentos da casca e
polpa e compostos volateis, além do decréscimo nos teores de acidos orgéanicos e
amido. Ao fim da maturacdo, o fruto atinge a maturidade fisiologica. As frutas

climatéricas, como a manga, ao serem colhidas antes do seu completo
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amadurecimento continuam amadurecendo pés-colheita, desde que sejam colhidas
com maturidade fisiologica. *°

O amadurecimento € uma fase em que as propriedades organolépticas do fruto sao
modificadas até o ponto de consumo. As alteracbes em diversas vias metabdlicas
culminam em alteracdes em atributos como sabor, aroma, textura e cor. **

Apdés o amadurecimento, inicia-se a senescéncia, que € o periodo em que as
reacoes catabdlicas sobrepfem as anabdlicas. Nesta etapa ha degradacdo das
células do fruto e os conteudos de compostos volateis, acucares, amido e acidos

organicos diminuem. °

1.4 A CULTIVAR UBA

Uma das variedades de manga produzida no Brasil é a Manga Uba. Esta variedade
é cultivada principalmente no Estado de Minas Gerais, na Regido da Zona da Mata
2 e no Estado do Espirito Santo, onde foi desenvolvido um Pélo de Manga. ** Em
2014, haviam mais de 1000 hectares de area colhida, com producdo que
ultrapassou treze mil toneladas anuais s6 no Espirito Santo. * As perspectivas da
producdo da manga Uba para fins de processamento sédo bastante positivas para o
Espirito Santo em razdo do parque agroindustrial instalado e da tendéncia de
expansdo do mercado mundial da polpa e do suco da fruta. °

A manga Uba é uma fruta pequena, que pode chegar a 1509, apresenta cerca de
13% de casca, que é amarelada e fina, quando madura. Sua polpa possui fibras
finas, curtas e macias. ** Além disso, a fruta mantém a coloracdo amarelo-claro ap6s
0 processamento, possui viscosidade apropriada para o consumo e possui boa
conservacao do flavor. Devido a essas qualidades sensoriais a Manga Uba vem
sendo largamente utilizada pela industria para a producéo de polpa e sucos, além de
ser consumida in natura pela populacéo. *°

A colheita da manga Uba é uma etapa decisiva, podendo comprometer toda a
producdo. E uma fruta climatérica, ou seja, completa seu amadurecimento apos a
colheita. No entanto, se for colhida em um estagio de maturacdo muito verde, ou
seja, antes da maturidade fisiologica, o resultado sera uma fruta com alta acidez. Se
colhida em estagio avancado de maturacdo, sofrera danos mecanicos durante
colheita e transporte. No caso da manga Uba, ndo existem estudos sobre o ponto
ideal de colheita. Sua colheita é executada analisando a mudanca de cor da casca e

polpa, aparecimento de ombro no fruto, teor de solidos sollveis totais, densidade do
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fruto e aparéncia do latex. *°

N&o existem estudos relacionados ao desenvolvimento e amadurecimento da manga
Ub4a ao nivel molecular. Os estudos ja desenvolvidos, tratam de analises
microbiolégicas (contagem de aerobios mesdfilos, grupo coliformes, fungos
filamentosos e leveduras e Salmonella sp), analises fisico-quimicas (pH, SST, ATT,
ratio, ST, acucares totais e coordenadas de cores) de mangas maduras */,
estabilidade de dois antioxidantes naturais B-caroteno e acido ascorbico em sucos
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de manga Uba -, controle do teor de [-caroteno e vitamina C durante o

amadurecimento *° e andlise do perfil de polifenis em Manga Uba madura. %

1.5 ACUCARES, ACIDOS ORGANICOS E COMPOSTOS POLIFENOLICOS
EM MANGAS

O balanco de conteudos de acucares e acidos organicos em mangas € um
importante indicativo da qualidade da fruta. A aceitabilidade tanto para consumo in
natura, quanto para producdo de sucos concentrados e néctares esta diretamente
relacionada aos teores destes compostos. %

Os acuUcares soluveis comumente encontrados em mangas sdo glicose, frutose e
sacarose. Estudos indicam que durante o desenvolvimento e amadurecimento da
fruta as reservas de amido sédo convertidas em acucares e que ao fim do processo
de amadurecimento ocorre o periodo de senescéncia da fruta, fase em que ha

degradacao de agucares. ?* %

Uma das formas de se avaliar o teor de agucares em mangas é a medicao de
sélidos soluveis totais por refratometria. Estas medidas indicam a quantidade de
sélidos soluveis na polpa da fruta. No caso de mangas, o teor de sélidos soluveis é
muito influenciado pela quantidade de agUcar presente na fruta, portanto podemos
considerar as medidas de SST um bom indicador do teor de agucar no fruto. Durante
0 amadurecimento do fruto, como os teores de agucares aumentam e depois caem
durante a senescéncia, também é esperado que essa tendéncia ocorra com 0S
valores de SST. 172024

Em mangas, o acido organico predominante é o acido citrico. O teste fisico-quimico
utilizado para avaliar os teores de acidos organicos em frutas é a acidez titulavel. As
pesquisas indicam que o teor de &cidos em mangas decresce durante seu

desenvolvimento e amadurecimento. 17 2% 24
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As frutas sé@o fontes de vitaminas, minerais, fibras e compostos polifenélicos e por
isso sdo alimentos importantes para uma boa nutricdo. Estudos tém mostrado que o
consumo regular de frutas esta associado a reducdo da incidéncia de doencas
cronicas. O efeito protetor destes alimentos tem sido atribuido a presenca de
compostos polifendlicos. %%

Compostos polifendlicos sado produtos do metabolismo secundério de plantas.
Existem duas rotas principais para a sintese destes compostos: a via do acetato e a
via do &cido chiquimico. %

Os compostos fendlicos podem ser classificados conforme o tipo de esqueleto
principal (tabela 1), em que Cs corresponde ao anel benzénico e C, a cadeia

substituinte com “n” atomos de carbono. ?°

Tabela 1. Classificagdo de compostos fendlicos conforme tipo de cadeia.”

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos
Ce Fendis simples e benzoquinonas
Ce-C1 Acidos fendlicos
Ce-C, Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Co-Cs Fenilprppanéides: écidos_ cinar_nicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas
Cs-Cas Naftoquinonas
Cs-C1-Cs Xantonas
Ces-C2-Cs Estilbenos e antraquinonas
Cs-C3-Cs Flavonoides e isoflavonodides
(C6-Cs)2 Lignanas
(C6-C3-Co)2 Biflavondides
(Ce)n Melaninas vegetais
(Ce-Ca)n Ligninas
(C6-C)n Taninos hidrolisaveis

(Ce-C3-Co)n Taninos condensados
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Alguns dos polifendis encontrados em mangas sdo taninos hidrolisaveis™,

30. 31" derivados da benzofenona® e flavonéides®. O presente estudo

xantonas
identificou oito polifenois: acido elagico, galato de metila, digalato de metila, galoil
glicose, digaloil glicose, digalato de metila éster, trigaloil glicose, tetragaloil glicose e

mangiferina.

1.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica que consiste na ionizacdo de moléculas
e deteccdo dos ions com base em suas diferentes razdes massa carga (m/z). O
espectrometro de massas consiste em um equipamento que possui as seguintes
partes: i) sistema de introducdo de amostras; ii) fonte de ionizacao; iii) analisador de

massas; iv) e detector (Figura 3). *

Espectrometro de Massas

Introdugao de Fonte de

R —>| Analisador |— Detector
amostras ionizacao

Figura 3. Esquema de um espectrémetro de massas.

A introducdo de amostra pode ser feita por cromatografia liquida, cromatografia
gasosa ou bomba com seringa. As fontes de ionizagéo variam de acordo com tipo de
molécula a ser analisada, alguns exemplos s&o: ionizagdo por elétrons (El);
ionizacdo quimica (Cl); ionizagdo por electrospray (ESI); ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI); fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI) e
dessorcéao/ionizacdo por matriz assistida por laser (MALDI). Os analisadores de
massas separam os ions, formados na fonte de ionizagédo, de acordo com sua razao
massa carga (m/z), alguns exemplos de analisadores sao: i) setor magnético; ii)
quadrupolo; iii) aprisionamento de ions (do inglés: ion trap); iv) tempo de voo (do
inglés: time-of-flight — TOF); v) orbtrap; e vi) ressonancia ciclotrdnica de ions (do
inglés: ion cyclotron resonance — ICR). Os diferentes principios fisicos utilizados em
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cada analisador sdo o que os diferem e levam a espectros de massas com
resolucéo e exatidao distintos. Apds serem separados os ions sdo detectados pelo

detector e os sinais sdo processados por softwares adequados. ** 3

1.6.1 IONIZACAO POR ELECTROSPRAY (ESI)

Antes de ser injetada na fonte de ionizacdo por eletrospray a amostra é ionizada
guimicamente com adicdo de base para desprotonar as moléculas ou adicdo de
acido para protonar as moléculas, gerando ions. Posteriormente, a amostra é
injetada com fluxo constante por um capilar. Uma diferenca de potencial € aplicada
entre o capilar e um contra eletrodo, gerando um campo elétrico sobre a amostra.
Este campo elétrico induz acumulacédo de cargas na superficie do liquido na ponta
do capilar, formando gotas altamente carregadas. Sobre as gotas € injetado um gas
aquecido que remove o0s solventes ejetando os ions para dentro do analisador de
massas (Figura 4). *

gés de dessolvatacdo

estagios de vacuo
capiar do nanofluxo (1-10uM) pressio atrnosfenca

 cone de Taylor

|

ooo o° 5 /‘

e '.‘ ‘ °°'° 0#
Op0c :o. o |
/ 0 . o .o \ para analisador de massas
0]
| .900
formacao de gotas .‘ 0
fissdo das gotas

1526/ E -

Figura 4. Esquema de uma fonte de ionizacao por eIectrospray.34
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1.6.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE RESSONANCIA CICLOTRONICA DE
[ONS COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-ICR MS)

Os espectrometros de massas FT-ICR sdo equipamentos hibridos que além da
célula de ICR podem apresentar em sua configuragdo um quadrupolo/hexapolo
(Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (Figura 5) ou um ion trap linear (LTQ

FT Ultra, Thermo Scientific, Bremen,Germany). *

Lentes  Octapolo Vilvula
ES| Fucalizaduras Hexapulu I /\ Magneto
\ N
OJEJH%J ==
Lentes de Hexapolo Célula de ICR
Transferéncia
Quadrupulu

Figura 5. Esquema de um espectrdmetro de massas FT-ICR.

Apébs serem gerados os ions sdo injetados para dentro dos analisadores de massas.
Os analisadores do tipo quadrupolo, hexapolo e octapolo sdo construidos com
hastes cilindricas metalicas ou ceramicas posicionadas paralelamente. A estas
hastes séo aplicados potenciais, de modo que os pdlos diagonalmente opostos
apresentem o mesmo potencial, mas contrario ao outro par. Os quadrupolos,
hexapolos e octapolos séo formados por quatro, seis e oito hastes, respectivamente.
Sdo aplicados uma corrente continua e um potencial de radio frequéncia nos
cilindros paralelos, de modo que ions de determinada razdo massa carga (m/z)
apresentem trajetoria estavel no campo elétrico resultante. Desta forma, esses
analisadores funcionam como filtro de ions, controlando os ions que alcancardo a
célula de ICR. 3% 3°

Os quadrupolos funcionam como filtro de ions e possuem O6tima focalizagéo.
Entretanto, nesses analisadores o potencial efetivo € alto, resultando em uma baixa
transmissdo de ions. Para melhorar a transmissdo de ions e sensibilidade sé&o

utilizados analisadores com maior numero de multipolos, como hexapolo e octapolo,
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gque possuem um menor potencial efetivo, aumentando a sensibilidade dos
espectrometros de massas. 3 %

No interior da célula de ICR ha um campo magnético uniforme B que gera nos ions,
com carga g, uma forca F, dada pela equacédo 1, fazendo com que estes tenham
uma trajetéria circular com raio r e velocidade v, ou seja, um movimento
ciclotrénico.®®

F=qvxB Eqg. 1

Substituindo as equacdes 2 e 3, onde a. € a aceleragdo centripeta e m é a massa do
ion, na equacédo 1, tem-se a equacao 4.

F=mag Eqg. 2
v=V2/r Eq. 3
r=mv/gB Eqg. 4

A partir da equacéo 4, percebe-se uma relacdo inversamente proporcional entre o
raio da trajetéria do ion e o campo magnético, indicando que em campos magnéticos
altos o raio de trajetéria do ion é pequeno, fazendo com que os ions fiquem presos
dentro da célula de ICR. **
Substituindo a equacéo 5, onde w é a frequéncia ciclotrénica, na equacao 4, temos
equacao 6.
w=Vv/r Eq. 5
w=q9gB/m Eq. 6

A partir da equacgédo 6, percebe-se que ions de mesma razdo massa carga teréo a
mesma frequéncia ciclotrbnica para um determinado valor do campo magnético.
Sendo assim, varios pacotes de ions de frequéncia ciclotronicas dependentes de
suas razdes massa carga entram em movimento circular dentro da célula de ICR
(Figura 6). *3



26

Pratos de
Deteccao

L]
Pratos de H,

Excitacao h W s
- C DT DF m/z
L 4

_—

Figura 6. Esquema de uma célula de ICR.*

Para aproximar os ions das placas detectoras da célula de ICR sao aplicados pulsos
de radio frequéncia aumentando o raio de trajetoria dos ions, fazendo com que os
ions induzam uma corrente nas placas detectoras. A frequéncia desta corrente é a
mesma que a frequéncia ciclotronica dos ions e a intensidade é proporcional ao
namero de ions. O sinal de ICR no dominio do tempo € convertido entdo, através da
Transformada de Fourier, para o dominio da frequéncia que depois é convertido em

um espectro de massas.

1.7 EXTRACAO E CONCENTRACAO DE POLIFENOIS UTILIZANDO C18.

A extracao em fase solida é uma técnica utilizada para concentracdo e separacéo de
compostos quimicos de uma matriz complexa ou ndo. Silicas modificadas tém sido
produzidas com grupos funcionais diversos ligados ao substrato da silica. As silicas
modificadas sdo quimicamente estaveis em todos solventes organicos e possuem
particulas de 15 a 100 microns. 3”38

Um exemplo de silica modificada € a silica modificada com octadecil (C18) (Figura
7), este tipo de silica modificada € chamado de silica de fase reversa, pois apresenta
afinidade com substancias apolares ou levemente apolares, ao contrario das silicas

de fase comum. 3" 3
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Figura 7. Esquema da silica modificada com C18.

A utilizacdo de silicas modificadas C18 para a extracdo e concentracdo de
compostos de interesse consiste basicamente nas seguintes etapas: i)
condicionamento da silica; ii) Injecdo da amostra; iii) lavagem e iv) eluicéo.

O condicionamento consiste na passagem com fluxo lento de solvente pela silica de
modo que o solvente entre em contato com toda a massa de silica. 3%

A injecdo da amostra deve ser feita lentamente, de modo que os analitos a serem
extraidos e concentrados interajam com a fase estacionaria. A solucdo a ser injetada
na coluna de silica deve conter solvente polar, para garantir que a interacdo entre o
analito e a fase estaciondria seja maior que a interacdo entre o analito e a fase
movel. A lavagem da amostra consiste em extrair substancias com alta polaridade
utilizando solventes polares. Finalmente, a eluicdo consiste em extrair 0S compostos
apolares ou levemente apolares, que estavam fixados a fase estacionaria devido a

interacdes do tipo Van der Waals. 3" %

1.8 ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) E TESTE DE TUKEY

A andlise de variancia (ANOVA) permite que varios grupos sejam comparados a um
s6 tempo, utilizando variaveis continuas. Para comparar médias de mais de duas
populacdes aplica-se a ANOVA o teste F. *

As hipoéteses testadas séo:

Ho: p1 = p2 = p3 = ... = pk.

Hi: pelo menos um par yi # pj, parai #|.
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Os elementos necessarios ao célculo da ANOVA sédo representados na tabela 2.

Tabela 2. Tabela de elementos necessarios ao calculo da ANOVA.

Fonte gle Soma dos Qraus de Quaplrgdos =
Variacao Quadrados Liberdade Médios
waameniog SO GLE QME
Dentro,do grupo SQD GLD QMD QME/QMD
(residuos)
Total SQT GLT
Em que:
SQE = ¥ ((T¢/ny) — (T?/N)) Eq. 7
SQT = Xty Ykoa(X? — (T?/N)) Eq. 8
SQD = SQT — SQE Eq. 9
GLE = k—1 Eq. 10
GLD =N —k Eq. 11
GLT =N —1 Eq. 12
QME = SQE/(k — 1) Eq. 13
QMD = SQD / (N -k) Eq. 14

Ty € a soma dos valores de certo tratamento k;
Nk € 0 numero de observagdes no tratamento k;
T2 é a soma de todos os valores amostrados elevada ao quadrado;
N é o numero total de observacoes;
X é cada observacédo amostrada;

k € o nimero de repeticdes de cada tratamento.

O valor de F calculado é comparado ao valor de F tabelado, que é determinado de
acordo com o nivel de significancia estabelecido, o grau de liberdade entre grupos
(GLE) e o grau de liberdade dentro do grupo (GLD). Se o valor de F calculado for
maior ou igual ao F tabelado (critico) a hipotese Hy € rejeitada, entdo a hipotese H; é
aceita e se F calculado for menor que o F tabelado a hipétese Ho é aceita. *°

A andlise de variancia ANOVA indica se ha diferencia significativa entre os grupos

analisados, mas nao indica quais grupos sao diferentes ou semelhantes. Sendo
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assim, sempre que as diferencas sdo significativas, e s6 nesse caso, temos que
proceder as comparacdes posteriores. O teste de Tukey se torna necessario para
indicar quais s&o os grupos semelhantes ou diferentes. *°

O teste de Tukey permite estabelecer a diferenca minima significante (d.m.s.) entre

tratamentos, em determinado nivel. Em que:

d.m.s.=q+QMD/k Eq. 15

O valor de g é tabelado e depende do nivel de significancia do teste, do nimero de
tratamentos (k) e do grau de liberdade dentro do grupo (QLD). Se o mddulo da
diferenca da média amostral de dois tratamentos for maior ou igual a d.m.s., pode-se
concluir que héa diferenca significativa entre os dois tratamentos. Se o médulo da
diferenca da média amostral de dois tratamentos for menor que a d.m.s., pode-se

concluir que ndo ha diferenca significativa entre os dois tratamentos. *°

1.9 ENSAIOS DE ATIVIDADE DA QUINONA - REDUTASE

O céancer é o nome dado ao conjunto de mais de cem doencas que tem em comum
o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e érgdos *'. Medidas
para evitar o surgimento dessas doencas sdo necessarias. A prevengdo primaria
consiste em evitar 0 contato com agentes carcinogénicos, como radiacdo e
substancias carcinogénicas “* ** 4 %% Sendo assim, em alguns casos é possivel
evitar a formagéo destas doengas. Entretanto, na maioria dos casos as causas da
doenca sdo desconhecidas e por isso a quimioprevencao (prevencdo secundaria) é
importante *%.

A quimioprevencao de cancer envolve prevencado, atraso ou reversao de processos
carcinogénicos através da ingestdo de substancias oriundas da alimentacdo ou

farmacos sintéticos 4> 43 44 46

Muitos produtos naturais, como flavonoides,
cumarinas, tiocarbamatos, fenélicos e isotiocianatos, sdo capazes de alterar o
metabolismo de carcindégenos através da inducdo de enzimas envolvidas na
destoxificacdo do organismo. A propriedade comum entre esses compostos € elevar

a atividade enzimatica por um aumento na sintese destas enzimas *’.
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A reducdo de quinonas pela quinona-redutase (QR) é uma via importante de
destoxificacdo e o seu grau de atividade pode ser inferido através da inducdo em
células da linhagem de hepatocarcinoma murino (Hepa 1c1c7) #2490,

O ensaio da quinona redutase (QR) € um método simples e rapido para avaliacdo de
indug&o de produgéo dessa enzima, baseando-se na medida direta da atividade da
QR em células de hepatocarcinoma murino (Hepa 1clc7) cultivadas em placas com
96 pocos *°

Neste teste, a enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G-6-PH), catalisa a
conversdo de glicose-6-fosfato (G-6-P) a 6-gluconato, transferindo dois elétrons e
um préton para o NADP, gerando NADPH. O NADPH transfere o hidreto para o
complexo FAD-QR, com subsequente reducdo a FADH; pela acdo da enzima QR. A
guinona menadiona (Vitamina K3), substrato para a QR, € reduzida a menadiol pela
transferéncia de dois elétrons da FADH,-QR. O brometo de 3-(4,5- dimetiltiazo-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) € entdo reduzido ndo enzimaticamente pelo menadiol,
resultando na formacao de em sal precipitado com cor azul (azul de formazana) que
pode ser quantificado em leitor de absorbancia de micro placas no comprimento de
onda de 595 nm (Figura 8) 4930 51:52.33

G140 oy
FAD-QR FAD-aR N C ‘O_Q_w 55
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Figura 8. Fundamento quimico do ensaio de inducédo da quinona redutase. Mecanismo de reducao
da menadiona para menadiol, pela NAD(P)H: quinona redutase (QR). Modificado de Li et al. (1995).
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2. OBJETIVOS

Avaliar o perfil quimico da manga Uba em termos de acuUcares, acidos organicos e
compostos polifendlicos em quatro estadios de maturacdo, utilizando métodos
convencionais como ensaios de acidez titulavel (AT) em termos de acido citrico;
determinacao do teor de sélidos sollveis totais (SST) por refratometria; medicdo do
pH; determinacdo da razdo SST/AT; determinacdo de polifendis totais utilizando o
meétodo de Folin-Ciocalteu e por método ndo convencional como o FT — ICR MS.
Além disso, determinar o estadio oOtimo para colheita em termos qualidades
nutracéuticas e atributos sensoriais e aplicar o ensaio de atividade de quinona —

redutase nos diversos estadios de maturacao.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 AMOSTRAS

Mangas cv Uba em quatro estadios de maturacdo foram colhidas em pomar
demonstrativo do INCAPER, localizada em Colatina — ES, Brasil, na safra 2014/15. A
colheita das mangas foi realizada pela equipe técnica com experiéncia em colheita
de mangas. Para diferenciar os quatro estadios de maturacdo foram levados em
consideracao caracteristicas do fruto como: cor da casca, maciez do fruto, existéncia
de ombro no fruto e aparéncia do latex. Todas as amostras foram lavadas com agua
clorada e posteriormente agua destilada. As frutas tiveram suas caracteristicas
fisico—quimicas medidas e foram armazenadas a — 20°C até andlise no FT-ICR MS.

Trés frutas em cada estadio de maturacdo foram analisadas neste trabalho.

3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Foram realizadas andlises de pH, acidez titulavel em termos de &cido citrico, solidos
sollveis totais (SST, expresso em °Brix) e calculo da razdo SST/AT. As andlises de
pH e sélidos soluveis totais (SST) foram realizadas utilizando-se respectivamente,
pHmetro (Metron modelo 827 pH Lab) e refratdbmetro de bancada (Abbé com escala
de refracdo de 1,300-1,72 nD de 0 - 95°Brix modelo 2 WAJ). A acidez titulavel (AT)
foi determinada por titulacdo utilizando solucdo de NaOH 0,1 molL™? (SIGMA®)
padronizada (expressos em g de &cido citrico por 100 g da polpa). A razdo SST/AT

foi calculada dividindo-se o valor da leitura de SST pelos valores de AT. Todos os
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procedimentos foram realizados de acordo com metodologias descritas pelo Instituto
Adolfo Lutz. >®

3.3. PREPARO DA FRACAO GLICIDICA

Para analise do conteldo de acgUcares e acidos organicos, as polpas das frutas
foram homogeneizadas em liquidificador doméstico na proporcdo de 1 g de polpa
para 1,5 mL de solucdo metanol/agua (50% V/V). O homogeneizado foi entao filtrado
em gaze para extrair a parte fibrosa e posteriormente foi filtrado em papel de filtro

Unifil® faixa preta para extrair possiveis materiais n&o solubilizados.

3.4. PREPARO DA FRACAO FENOLICA
Para extrair e concentrar compostos fendlicos foi utilizado metodologia descrita por

Talcott e Talcott °’

com modificacbes. Porcdes de 20 gramas de polpa foram
trituradas em liquidificador domeéstico, colocadas em um recipiente ambar
juntamente com 60 mL de uma solucdo de metanol, etanol e acetona (1:1:1) e
deixadas em banho ultrassbnico com frequéncia de 40 KHz por 1 hora.
Posteriormente, o extrato foi filtrado em papel Unifil® faixa preta. Este processo foi
repetido duas vezes, utilizando a pasta retida no papel e 45 e 30 mL de solucéo de
metanol, etanol e acetona (1:1:1), consecutivamente. Os filtrados foram
concentrados em uma Unica solucao e o solvente evaporado em rota evaporador a
temperatura menor que 40°C. O extrato foi avolumado para 30 mL adicionando-se
metanol e centrifugado a 2500 x g por 10 minutos, para precipitacdo de pectina. Ao
precipitado foi adicionado 20 mL de metanol e novamente centrifugado por mais 10
minutos. Os extratos metandlicos foram reunidos e o metanol foi totalmente
evaporado em rota evaporador a temperatura menor que 40°C. O extrato de manga
foi lavado com 15 mL de agua em um cartucho Sep-pak Waters com 360 mg de C18,
previamente condicionado pela injecdo de 30 mL de metanol e seguidamente 50 mL
de agua, para remover acucares e concentrar compostos fenolicos. Os compostos
fendlicos foram extraidos do cartucho utilizando 20 ml de solugdo metandlica 25%

VIV e posteriormente foram rota evaporados e avolumados até 8 mL.

3.5 ESI (-) FT - ICR MS

Para injecdo do extrato rico em acgucares e acidos organicos, 10 pL do
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homogeneizado, 5uL de solugdo dopante de glicose deuterada D-Glicose-
1,2,3,4,5,6,6-d7 (SIGMA) (5x10° mol/L) e 4 pL de solugdo de NH,OH PA (Vetec
Quimica Fina Ltda, Brazil) foi adicionado a 1mL de solucdo de metanol/agua (50%
VIV).

Para injecdo do extrato rico em compostos fendlicos, 500 pyL do extrato, 10uL de
solucdo dopante de glicose deuterada D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d; (SIGMA) (5x107
mol/l) e 4 uL de solugdo de NH,OH PA (Vetec Quimica Fina Ltda, Brazil) foi
adicionado a 500 uL de metanol (SIGMA).

Foi utilizado espectrometro FT-ICR MS (modelo 9.4 T Solarix, BrukerDaltonics,
Bremen, Alemanha). Os espectros foram obtidos no modo negativo em uma faixa de
massa m/z 150-1250. As condi¢cbes da fonte de ESI foram: pressdo de gas
nebulizador de 1,4 Bar, voltagem capilar de 3,8 kV, e a temperatura de transferéncia
capilar de 200° C. O tempo de acumulacdo dos ions foi de 0,010 s. Cada espectro
foi adquirido pela acumulacdo de 32 varreduras (scans). Os espectros foram obtidos
com alta resolucdo (16 M) e erros de massas proximos a 1 ppm, fornecendo
férmulas moleculares inequivocas para os ions moleculares de carga Unica.

Os espectros de massa foram adquiridos e processados utilizando o software de
Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As férmulas
estruturais dos compostos foram obtidas através do software chemspiderdatabase
(www.chemspider.com).

A avaliacdo estatistica dos resultados de ESI-FT-ICR MS, foi realizada, por meio do
programa ASSISTAT 7.7 BETA, empregando-se a analise de variancia ANOVA e o
teste de Tukey para comparacao de médias entre os quatro estadios de maturacdo a

5% de significancia.

3.6 ESI (-) FT - ICR MS/MS

Para os experimentos de MS/MS, a janela do quadrupolo foi fechada em um
intervalo de 1 Da; ou seja, a corrente continua e o potencial de radio frequéncia
aplicado as hastes do quadrupolo foram ajustados para possibilitar a passagem de
ions com m/z selecionado *= 1, proporcionando o isolamento do ion de interesse.
Posteriormente, o ion é conduzido para o interior de uma cela de colisdo (hexapolo)
com energia de colisdo variando entre 3-20 V, sendo Argdnio o gas de colisao
utilizado. A fim de aumentar a quantidade de ions na cela ICR (analisador do FTMS),

o tempo de acumulacédo de ions no hexapolo (ion accumulation time) foi aumentado
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de 0.02 para 1 s. Cada espectro foi adquirido a partir da acumulacéo de 32 scans
com um dominio de tempo de 4M (mega-point).

3.7 QUANTIFICAGCAO DE POLIFENOIS TOTAIS

As andlises foram realizadas em um espectrofotdmetro de UV/Vis 482 (Femto). A
concentracdo total de polifendis foi determinada utilizando-se reacdo com reagente
de Folin-Ciocalteu, sendo o produto quantificado no comprimento de onda de
715nm, de acordo com o método descrito na Farmacopéia Brasileira *®. Uma curva
de calibragéo de cinco pontos foi obtida, utilizando solu¢gées com concentragéo (1.1
a 17.4 ug mL™) do padréo de &cido galico anidro (VETEC®).

3.8 ENSAIOS DE ATIVIDADE DA QUINONA - REDUTASE

3.8.1 RE-ESTABELECIMENTO DAS LINHAGENS CELULARES MANTIDAS EM
N, LIQUIDO

As células (Hepa 1c1c7) foram descongeladas em banho-maria a 37°C e o conteddo
do frasco criogénico foi transferido para um frasco estéril contendo 15 mL de meio
de cultura a—MEM suplementado com soro bovino fetal (10%) e antibi6tico
antimicético (Gibco®). A incubacdo de 24h ocorreu em estufa de CO, e 0 meio de
cultura foi renovado de 3 em 3 dias. Manteve-se o frasco em estufa de CO, até que

a cultura primaria se apresentasse como uma monocamada 90% confluente.

3.8.2 PREPARO DAS CELULAS PARA ENSAIO

Apos a cultura primaria apresentar-se 90% confluente, removeu-se o meio de cultura
e lavou-se a monocamada celular com 10 mL de tampé&o fosfato salina (PBS) pH
7,4. Adicionou-se 1 mL de solucdo de tripsina-EDTA (Gibco®), e incubou-se, em
estufa de CO,, por 10 minutos para remover as células aderidas ao frasco e umas
das outras. Acrescentou-se, entdo, 10 mL de meio de cultura e procedeu-se com a
contagem celular. Apés a contagem, transferiu-se, para um novo frasco estéril,
utilizando raz&o de passagem de 1:10, quantidade suficiente da suspensao celular
para obter a concentracdo de 5 x 10° células/mL, seguido da adicdo de 15 mL de

meio de cultura.
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Incubou-se o frasco com a cultura de célula em estufa de CO,, renovando o meio de
cultura de 3 em 3 dias até que a cultura se apresentasse como uma monocamada
90% confluente. Repetiu-se essa etapa trés vezes, ou até que se obtivesse o
namero de células necessario para o ensaio.

ApOs atingir o ndamero necessario de ceélulas, procedeu-se conforme descrito
anteriormente realizando-se, entdo, a contagem celular. Na sequéncia, a suspensao
foi diluida com meio de cultura até a concentracdo de 1 x 10* células/mL. As células
foram semeadas na placa de micro titulacdo, empregando-se 200 pL/poco,

seguindo-se incubacdo em estufa de CO; por 24h.

3.8.3 DETERMINACAO DA INDUCAO DA QUINONA - REDUTASE

O ensaio de indu¢éo da quinona redutase foi realizado segundo método descrito por
PROCHASKA; SANTAMARIA (1988) e modificado por GERHAUSER et al. (1997).
Semearam-se as células em duas placas estéreis, transparentes, de 96 pocos,
marcadas como “Proteina” e “QR ensaio”, respectivamente. O cultivo e a semeadura
foram realizados utilizando meio de cultura a-MEM suplementado com soro bovino
fetal (10%) e antibi6tico antimicético (Gibco) e concentracdo celular de 1 x 10*
célula/poco.

ApOs pré-incubacdo de 24 h, removeu-se 0 meio de cultura inicial e adicionou-se
nova aliquota (190 uL) de meio de cultura. Adicionaram-se, em seguida, a pocos
diferentes: 10 pyL dos extratos fendlicos, 10 uL das solu¢des da curva de diluicdo de
4’-bromoflavona (concentragdes finais de 50,0 uM a 0,4 uM) (controle positivo), e 10
pL de solucdo de DMSO a 10% em PBS (controle negativo). As placas foram, entéo,
incubadas, por 48 h, em estufa de CO..

ApoOs a incubacéo, removeu-se o meio de cultura da placa “Proteina”. Na sequiéncia,
adicionaram-se 200 uL de solucéo de cristal violeta a 0,2% m/V, inclusive no branco.
Incubou-se, a temperatura ambiente, por 10 min, decantou-se o cristal violeta e
lavou-se a placa em agua corrente, com fluxo baixo, por 2 min. Deixou-se secar em
capela. Quando seca, adicionaram-se, a cada pogo da placa “Proteina”, 200 yL de
solucéo de SDS. Incubou-se, a temperatura ambiente, sob agitacdo, 10 ciclos/min,
por 5 a 10 min. Em seguida, a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas
no comprimento de onda de 595 nm.

De maneira semelhante, ap6s 48 h de incubagéo, removeu-se 0 meio de cultura da

microplaca “QR ensaio”. Adicionaram-se, em seguida, 50 pL de solugdo de
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digitonina a 0,8% m/V, exceto no branco. Incubou-se, em estufa comum, a 37 °C,
por 10 min, seguida de incubacdo a temperatura ambiente, sob agitacdo, 10
ciclos/min, por 10 min. Adicionaram-se, entdo, 200 uL da mistura reacional composta
por 28 ml de H,O; 1,5 mL de Tris-HCI, 0,5 M, pH 7,4; 200 pL Tween 20 a 1,5% V/V;
20 pL FAD 7,5 mM; 200 pL G-6-P 150 mM; 18 uL NADP 50 mM; 20 mg BSA; 9 mg
MTT; 60 U G-6-PH; e 30 uL Menadions 50 mM. Incubou-se, & temperatura ambiente,
a placa “QR ensaio” sob agitacdo, 10 ciclos/min, por 5 min. A absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas no comprimento de onda de 595 nm.

A atividade especifica (SA) de QR é expressa como nmol de sal azul de formazana
formado por mg de proteina por minuto. Para seu céalculo aplicou-se a equacao 16.

SA = ((A1/5)/ AT ) 3247 Eq. 16

Em que A1 é a absorbancia da solugcdo na presenca do indutor, lido na placa “QR
ensaio” e AT é absorbancia da solucdo na presenca do indutor, lido na placa
“Proteina”. O denominador 5 refere-se ao tempo de incubacdo a temperatura
ambiente e o denominador 3247 € a razdo entre a constante de proporcionalidade
do cristal violeta pelo coeficiente de extingdo do MTT no comprimento de onda
595nm “°.

O indice de inducéo (IR) foi calculado utilizando a equacdo 17 em que SAi é a
atividade especifica de células tratadas com indutores e SAn é a atividade especifica

de células tratadas com o controle de solvente (controle negativo) >*.

IR = SAi/ SAn Eq. 17

Para o célculo da porcentagem de células sobreviventes aplicou-se a equacéo 18,
em que AA é absorbancia da solucdo na presenca da amostra, lida na placa
“Proteina” e Ac é absorbancia da solugéo na presenca do controle negativo, lido na

placa “Proteina”.

% células sobreviventes = (AA x 100/Ac) Eq. 18

Ensaio de dose dependéncia foi executado para amostras que obtiveram IR > 2. Foi

repetido o teste com diluicdes do extrato fendlico gerando oito novas solugdes. O
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grafico do indice de inducéo (IR) em fungéo da concentracao do indutor, gerado pelo
software TablecurveTM2D (AISN Software, EUA, 1996), demonstrou o valor da
concentracdo necessaria para duplicar a atividade da enzima (CD) em relacdo a
atividade basal.

Para o calculo da Clsg (concentracdo inibitoria) foi utilizado o software
TablecurveTM2D (AISN Software, EUA, 1996), usando os valores resultantes da
equacdao 18, aplicado a cada valor de absorbancia lido na placa “Proteina”.

Algumas substancias possuem o indice de inducdo enzimatico muito proximo da
concentragdo citotOxica. Para contornar esse problema, calculou-se o indice de

quimioprevencéo (Cl) dessas substancias dividindo a Clso pelo CD *°.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FISICO — QUIMICAS

Foram analisados quatro estadios de maturacdo da manga Uba. As mangas foram
agrupadas conforme seu teor de sélidos soluveis, acidez titulavel em termos de
acido citrico, coloracdo da casca, coloracdo da polpa e firmeza da polpa. Foram
agrupadas como Estadio 1, mangas com casca de coloracdo verde escura, polpa
rigida com coloracdo amarelo claro e pouca umidade; no Estadio 2, mangas com
casca de coloracdo verde clara, polpa rigida com coloracdo amarelo claro e umidas;
no Estadio 3, mangas com casca de coloracdo verde amarelada, polpa macia
amarelada e com grande quantidade de umidade e no Estadio 4, mangas com casca
amarelada, tecido interno amarelo, muito macio e se desintegrando (Figura 9).
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Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4

Figura 9. Fotografias de amostras de manga Uba em quatro estadios de maturacéo.

Os resultados das andlises fisico—quimicas sdo apresentados na Tabela 3. A manga
no Estadio 1 foi a que apresentou o menor teor de SST, em torno de 7,1° Brix. Esse
valor aumentou até o Estadio 3, quando atingiu valores em torno de 16,5° Brix, que

estdo préximos aos relatados na literatura para a mesma cultivar *" %

e para as
cultivares Tommy e Palmer ?*. O aumento do teor de SST ocorre em virtude da
formacdo de sacarose, glicose e frutose, que podem ser originados devido a
degradacdo do amido por acdo da enzima amilase % °°. Ap6s o aumento dos teores
de SST, no estadio 4, houve um decréscimo para valores proximos a 14,5°Brix
(Figura 10a). Esta queda pode ser atribuida ao processo de senescéncia que ocorre
nas frutas em estadio 4. O periodo de senescéncia se caracteriza como o periodo
em que ha morte dos tecidos e degradacéo da sacarose %.

Os frutos no estadio 1, apresentaram o0s maiores valores de acidez titulavel em
termos de acido citrico, em torno de 1,83 g/100g de polpa e consequentemente 0s
menores valores de pH, em torno de 3,01. Durante o desenvolvimento e
amadurecimento a AT diminuiu, para valores préximos de 0,33 g/100g de polpa
(Figura 10b), no estadio 4, o pH aumentou para 4,22 (Figura 10c), valores

17,59

condizentes com os descritos para a mesma cultivar e para as cultivares Tommy

e Palmer %*. A acidez é atribuida a &cidos organicos que se encontram tanto na
forma livre como combinada com sais, ésteres e glicosideos. A reducdo da
concentracdo desses acidos €é comum durante o0 amadurecimento e

9, 60, 61

desenvolvimento de frutas . Com o0 aumento do teor de SST e diminui¢ao da
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AT houve um aumento da razdo SST/AT (Figura 10d).

Tabela 3. Ensaios Fisico—quimicos utilizando metodologias convencionais: SST, AT, pH e Razéo

SST/AT.

Estadios Solidos Solaveis Acidez Titulavel Ratio H
(°Brix) (g ac. citrico/100g polpa) (SST/AT) P
1 71+£0,2b 1,83x£0,23a 3,90+0,49c 3,01 +£0,02c
2 8,3£0,3b 141%0,12a 5,90+ 0,70 c 3,38+£0,20b
3 165x15a 0,77+0,29 b 23,50+£8,56b 4,22+0,13a
4 144+0,8a 0,33+0,02b 4337+251a 450+0,05a
20 3
B ——
L) — O .
E_ 10 - g %
b 5T . |
» s oo L
mo
(a) -
0 ES (b)
1 2 3 4 1 2 3 4
Estadios de Maturagio Estadios de Maturagio
5 50
E 40
- 4 E 30
a %)
3 - L2 2
"E 10
(c) e (d)
2 0
1 2 3 4 1 2 3 4
Estadios de Maturagéo Estadios de Maturagéo

Figura 10. Ensaios Fisico—quimicos utilizando metodologias convencionais: (a) SST, (b) pH, (c) AT e

(d) Razéo SSTI/AT.

4.2 ESI-FT-ICR MS E ESI (-) FT - ICR MS/MS

4.2.1 ANALISE DA FRACAO GLICIDICA
Os espectros de ESI (-) FT - ICR MS possibilitaram a avaliacdo das caracteristicas

quimicas das amostras de manga Uba em fun¢do de quatro estadios de maturacao
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(Figura 11). As condigbes de aquisi¢cao na fonte de ESI foram mantidas constantes
em todas as andlises. O dopante adicionado em todas as andlises foi detectado
como aducto de duas moléculas de glicose deuterada, ion [C12HgD14012] de m/z
373. Sacarose ou seus isdbmeros foram detectados em sua forma desprotonada, ion
[C12H2:011] m/z 341, aducto com cloro [C12H2201:+CI] m/z 377, aducto de moléculas
de sacarose e glicose ou seus isdmeros, ion [Ci1gH33017] m/z 521, aducto de duas
moléculas de sacarose ou seus isdmeros, ion [C24H4302,] m/z 683 e aducto de trés

moléculas de sacarose ou seus isémeros, ion [CssHgs033], m/z 1025.

2
191.01965 6 0
317
P 2 % 2
L T
571.08207 26209 gBt8113Y  oapmones
WL 7
5 21
11 15
16 “22 2
9 18
25 (b)
o 2 ope g w07 1075.00706
341.108%
683.2250
40113022 (c)
20923533 | —
341.10898
51,7247
68322524
40113019 (d)
. 75032493 836.29207 1075.580%
mlz

Figura 11. ESI (-) FT - ICR MS: (a) estadio 1, (b) estadio 2, (c) estadio 3 e (d) estadio 4.
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Para confirmar as identificacdes dos ions, o espectro de ESI (-) FT - ICR MS de uma
solugdo 20% m/V do padrédo de sacarose Ci;,H»,01; dopada com 5 pl de solugéo
dopante de glicose deuterada D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d; (5x10° mol/l) foi adquirido e
0s sinais encontrados foram comparados aos sinais dos espectros das fracfes
provenientes das frutas (Anexo 1). Além disso, a altissima exatiddo do FT-ICR MS,
nos permitiu identificar ions com erros de massa préximos de 1ppm (Tabela 4), o que

possibilitou a identificacdo das férmulas moleculares dos ions de forma inequivoca.

Tabela 4. Compostos Quimicos propostos dos Espectros de Massas ESI (-) FT-ICR dos estadios de

maturagéo.
m/z Férmula Erro
Molecular IDH Moléculas Propostas
experimental (|V| _ H)- (ppm)
O\ OH
1 173.04549 C,H,O, 3 0,31
HO OH
. OH
Acido Chiguimico
(0]
HO
OH
HO
2 191.01966 C¢H,0, 3 0,37
HO ©
; (e}
Acido Citrico
3 239.07731 CgH, 04 1 -0,28 Nao Identificado
OH
OH
HO o o
4 34110895  C.,H,0O, 2  -0,05 . on
HO
OH HO OH

Sacarose ou seus isbmeros

5 353.10904 C,;5H,,0,, 3 -0,30 N&o Identificado
6 371.11967 C13H23012 2 -0,47 N&o Identificado
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11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

21
22
23
24

373.20747

377.08575

387.11465
401.13022
409.03916
421.00278
431.14093
439.08612
445.1202
447.13585
459.13585
475.13078
515.16193

521.1725

533.13621

551.14695

571.09226
578.959

C12H22ClO1;

C13H23013
C14H25013
C11H18ClO14
C11H14ClO15
C15H27014
C13H24ClO14
C15H25015
C15H27015
C16H27015
C16H27016
C19H31016

C18H33017

C18H29015
C18H31019
C17H28ClO19
C14H11025

A W WODN W EFE DN BADNMDNMNMDN

-0,37

-0,61
-0,38
-0,26
0,25
-0,69
-0,26
-0,69
-0,69
-0,68
-0,69
-0,33

-0,33

-0,51
-0,81
-0,66
0,84
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D D
o OH D OH
D D D D
OH
HO o o
p © D p ©O D
OH OH
®" on ® on

Aducto de duas moléculas de

glicose deuterada

OH
OH
HO
o
© OH
O
HO
OH
OH HO

Sacarose ou seus isbmeros

HO

HO

N&o ldentificado
N&o ldentificado
N&o Identificado
N&o Identificado
N&o ldentificado
N&o Identificado
N&o Identificado
N&o Identificado
N&o Identificado
N&o Identificado
N&o Identificado

OH

OH OH

(o) O OH
0 OH
o
HO OH
OH

OH HO

Aducto de sacarose e glicose ou

seus isbmeros
Nao ldentificado

Nao Identificado
Nao Identificado
Nao ldentificado

OH
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OH OH
OH OH
HO o o OHHo o o o
25 683.22506 C24H4302, 3 012 0 Ho °
OH HO oH OH HO on

Aducto de duas moléculas de
sacarose ou seus isbmeros

26 857.27876 C31Hs53027 5 -0,92 N&o Identificado
27 1025.34264 C36He5033 4 -1,25 ﬁg%r

Aducto de trés moléculas de
sacarose ou seus isbmeros

Para confirmar as estruturas dos ions de m/z 341, 377, 521, 683 e 1025, os
espectros ESI (-) MS / MS foram adquiridos (Figura 12). O composto 4 (m/z 341)
gerou o fragmento [CsH1,06] (m/z 179), relativo a perda de hexose devido a
fragmentacdo da ligacdo glicosidica. O composto 8 (m/z 377) gerou 0 ion
[C12H21011], relativo & perda de cloro e desprotonacdo. O composto 20 (m/z 521)
gerou ion [C12H21011] de m/z 341 relativo a perda de glicose ou seus isémeros. O
composto 25 (m/z 683) gerou ion [C1oH21011]” m/z 341 relativo a perda de sacarose
ou seus isdmeros. O composto 27 (m/z 1025) gerou ion [C24H43022] m/z 683 relativo
a perda de sacarose ou seus isdmeros e ion [C12H21011] m/z 341, relativo a perda

de duas moléculas de sacarose ou seus isbmeros.
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Figura 12. ESI (-) MS/MS dos ions de m/z (a) 341, (b) 377, (c) 521, (d) 683 e (e) 1025.
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Os acidos chiquimico e citrico foram identificados nas formas desprotonadas, ions

de m/z 173 e m/z 191 com erro de 0,31 e 0,37 ppm, respectivamente. O acido citrico

é o 4cido predominante em mangas ® e o &cido chiquimico é um dos precursores na

formacado de compostos fendlicos .

As mudancas nos conteudos de agucares e acidos organicos sao importantes para

atributos sensoriais em mangas, sendo o sabor quase que inteiramente o balanco

entre o contelido de agucares e &cidos organicos ®. As variacdes dos teores de

sacarose ou seus isdbmeros e acidos organicos foram demonstrados graficamente

(Figura 13). A intensidade relativa de sacarose ou seus isbmeros foi expressa como
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uma funcédo da soma das intensidades absolutas dos sinais dos dissacarideos (m/z
341,377,521, 683 e 1025) dividido pela intensidade absoluta do sinal da glicose
deuterada (m/z 373), j4 a intensidade relativa de acidos organicos é funcédo da soma
das intensidades absolutas dos sinais do acido chiquimico (m/z 173) e acido citrico
(m/z 191) dividido pela soma da intensidade absoluta do sinal da glicose deuterada
(m/z 373). Os dados de ESI (-) FT - ICR MS que foram tratados estatisticamente
com a aplicacéo da analise de variancia ANOVA e teste de Tukey (Tabela 5 e 6), sé@o
capazes de indicar se ha diferenca significativa, em termos de sacarose ou seus
isbmeros e &cidos organicos, em fungdo do desenvolvimento e amadurecimento da
Manga Uba.

A analise de variancia, aplicada aos dados de ESI (-) FT - ICR MS mostrou que
apesar de haver uma reducdo no conteudo de acido chiquimico e citrico,
estatisticamente o conteddo de acidos organicos nas amostras analisadas, nao
diferem significativamente entre os estadios de maturacdo. Isso pode ser justificado
pelo fato de outros acidos ndo detectados influenciarem na variacdo da acidez dos
frutos. O decréscimo do teor de acidos (Figura 13) pode ser explicado pelo fato de o
acido citrico ser oxidado durante o amadurecimento para produzir energia
necessaria a outras transformagées quimicas °°.

Além disso, foi possivel monitorar que o conteddo de sacarose ou seus isdmeros
aumentou durante o desenvolvimento e amadurecimento do fruto até o estadio 3 e
posteriormente diminuiu até o estadio 4. O incremento da concentracdo de sacarose
pode ser explicado pela conversdo de amido em acucares que ocorre durante o

amadurecimento do fruto 2%

e a reducdo do teor de sacarose no estadio 4 pode
ser atribuida ao processo de senescéncia, em que o fruto sofre rompimento dos
tecidos e degradacdo dos acgucares % °% ¢!, O tratamento com andlise de variancia e
teste de Tukey mostrou estatisticamente que o0s estadios 3 e 4 séo
significativamente mais ricos em agucares que os estadios 1 e 2.

Em geral, a partir dos dados de ESI (-) FT - ICR MS foi possivel predizer, ao nivel
molecular, os resultados dos ensaios fisico-quimicos convencionais, que Ssao
limitados, uma vez que nao diagnosticam a espécie quimica responsavel pela
variacdo dos resultados. A técnica utilizada neste trabalho apontou as moléculas
responsaveis pela variacdo de SST, AT, pH e razdo SST/AT e indicou que o0s
estadios 3 e 4 apresentaram maior quantidade de sacarose e por isso a fruta pode

ser classificada como mais doce.
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Figura 13. Variagdo do conteldo de sacarose e &cidos organicos em funcdo dos estadios de

maturagdo. Intensidade relativa de sacarose e acidos organicos. Intensidades relativas seguidas de

letras diferentes diferem significativamente entre si, a nivel de 5%.

Tabela 5. Andlise de variancia para as intensidades relativas dos sinais de acidos organicos.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 3,1696830 2,8973590 3,8715140 0,8051373
Repeticdo 2 2,5105910 2,5669210 0,7456934 1,0022790
Repeticao 3 2,3816190 2,3133300 1,9935470 0,6355170
Fonte de F ~
Variacao = €l i calculado CEnelleEe
Entre grupos ¢ 2457 3 2,24862 3,2425 -
(tratamento) Nao existem
Dentro do diferencas
grupo 5,54782 8 0,69348 F critico significativas
(residuos) entre os
Total 12,29369 11 i 40662 ~oamentos.
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Tabela 6. Analise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de sacarose.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticdo 1 1,516838 6,613490 92,332950 88,765820
Repeticdo 2 1,570465 2,290910 64,234620 58,756290
Repeticdo 3 1,171973 5,778363 48,170090 53,564770
Fonte de F ~
Variacao = el Q% calculado ClenellEEe
Bntre grupos 1519350201 3 4164,50067 19,2341 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do menos uma
oy diferenca
grupo 1732,13541 8 216,51693 F critico significativa
(residuos) SRR 08
Total 14225,63742 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios MOdUI(,) Qa diferenca d.m.s Conclusao
da média amostral
le2 3,474496 38.48429 pl =p2
le3 66,82613 38.48429 M1 # u3
le4 65,6092 38.48429 M1 # ud
2e3 63,35163 38.48429 M2 # u3
2e4 62,13471 38.48429 M2 # ud
3e4d 1,21693 38.48429 pu3 = pd

4.2.2 ANALISE DA FRACAO FENOLICA

Os espectros de ESI (-) FT - ICR MS foram adquiridos para avaliar o conteudo de
compostos fendélicos das amostras de manga Uba em funcdo de quatro estadios de
maturacdo (Figura 14). Ao todo oito compostos fendlicos foram identificados na
forma desprotonada. S&o eles: galato de metila ou derivados do acido galico, ion
[CsH;0Os] de m/z 183, acido elagico ou seus isomeros, ion [Ci14Hs0g]'de m/z 300,
galoil glicose ou seus isdmeros, ion [C13H15010]” de m/z 331, digalato de metila éster
ou seus isdmeros, ion [C15H110¢] de m/z 335, mangiferina, ion [C19H17011] de m/z
421, digaloil glicose ou seus isdbmeros, ion [CyoH19014] de m/z 483, trigaloil glicose
ou seus isémeros, ion [C,7H2301] de m/z 635 e tetragaloil glicose ou seus isbmeros,
ion [C34H2702,] de m/z 787. A altissima exatiddo do FT - ICR MS permitiu identificar
ions com erros de massa proximos de 1ppm e foi possivel notar que com o aumento

da massa molar dos compostos fendlicos, os valores de DBE variaram de 5 a 21
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correspondendo de 1 a 4 anéis fendlicos (Tabela 7) o que possibilitou a identificacdo

das moléculas de forma inequivoca.

373.20742

176.06493 (a)
291.83254 | 528.21656 752.61706
373.20744
176.06491
282.71182 (b)
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7 8
1 3 5 6
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Figura 14. Espectros de Massas ESI (-) FT-ICR: (a) estadio 1, (b) estadio 2, (c) estadio 3 e (d) estadio
4.

Tabela 7. Compostos Quimicos propostos dos Espectros de Massas ESI (-) FT-ICR dos estadios de

maturagao.
/ Molecular E
m z Férmula IDH (pgrg) Moléculas propostas
Experimental (M _ H)
(o]
HO | _CHy
(@]

1 183.02991 CgH7Os 5 -0,05 HO

OH
Galato de metila



300.99909

331.06738

335.04117

421.07807

483.07861

C14Hs0g

C13H15010

C15H110g9

C19H17011

C20H19014

12

10

11

11

-0,33

-0,93

-0,94

-1,04

-1,19

Acido Elagico

HO OH

[¢] OH
HO (o]
o OH

0—CH,

Digalato de metila éster

HO

HO

o OH o
OH
HO
OH
HO o OH

Mangiferina
HO OH
OH
HO (e]
o [¢]
HO V4 0 OH
o
HO
HO OH

Digaloil glicose
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7  635.08996 C27H23018 16 -1,53 HO

o_ O o
Ho | | on
o o
8 787.10140 Cz4H27055 21 -1,85 o SN oH

Tetragaloil glicose

Experimentos de ESI (-) MS/MS identificaram a estrutura dos compostos fendlicos
(Figura 15). O composto 4 (m/z 335) mostrou perda de uma fracdo galoil (-152 Da), o
composto 5 (m/z 421) apresentou perda de 90 e 120 Da, caracteristico da clivagem
de acucares, como ja descrito em outros trabalhos . Os compostos 6 (m/z 483) e 7
(m/z 635) mostraram perda de acido gélico (-170 Da) e perda de uma fracéo galoil (-
152 Da), o composto 8 (m/z 787) apresentou perda de &cido galico (-170 Da), perda
de uma fracdo galoil (-152 Da) e perda de duas fracdes galoil (-322 Da). O perfil de
fragmentacdo encontrado para estes compostos polifendlicos ja havia sido

observado na elucidacéo de compostos fenélicos de mangas 3% 3% 67,
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Figura 15. ESI (-) MS/MS dos ions m/z (a) 335, (b) 421, (c) 483, (d) 635 e (e) 787.

O presente trabalho identificou sete taninos e uma xantona glicosilada. O &cido
elagico € um composto comum em mangas € ja havia sido identificado em

variedades como Ikanekpo ®®, KensingtonPride e Irwin ®’, que apresenta atividades
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° cardioprotetoras ! e antioxidantes 2. De

anti-inflamatérias °°, gastroprotetoras ’
modo geral, taninos como galato de metila, galoil glicose, digalato de metila éster,
digaloil glicose, trigaloil glicose e tetragaloil glicose estdo presentes em outras
variedades como KensingtonPride, Irwin ®’, Keitt, Sensation e Gomera 3 *°, possuem

™ antibacterianas "° e antifingicas ‘°. A mangiferina é

atividade antimicrobianas
uma xantona glicosilada encontrada em diversas variedades de manga e possui
atividades farmacolégicas em diversos orgaos e tecidos, com atividade preventiva e
terapéutica, protegendo coracédo, neurdnios, figado e rins, prevenindo ou retardando
o surgimento de doencas *’.

A presenca dos compostos fendlicos foi avaliada em fungdo dos estadios de
maturacdo. A intensidade relativa da soma dos sinais dos compostos fendlicos foi
calculada dividindo-se a soma das intensidades absolutas de todos compostos
fendlicos pela intensidade absoluta do sinal do dimero da glicose deuterada (Figura
16).

O acido chiguimico (m/z 173), detectado na fracdo glicidica das frutas (Tabela 4), é
um dos precursores de compostos fendlicos através da via do &cido chiquimico ®* "8,
As informacdes da técnica de ES (-) FT - ICR MS demonstraram queda no contetdo
de acido chiquimico enquanto a intensidade dos sinais de moléculas fendlicas
aumentam em fungdo do estagio de maturagdo (1—4), confirmando a conversao do
acido chiguimico em compostos fendlicos (Figura 16).

Os dados de ESI (-) FT - ICR MS avaliados estatisticamente pela analise de
variancia e teste de Tukey (tabela 8 e 9) indicaram que o conteudo de fendlicos dos
estadios 3 e 4 diferem significativamente entre si e também dos estadios 1 e 2. Foi
possivel concluir que os estadios 1 e 2 sdo estadios pobres em compostos fendlicos
e que durante o desenvolvimento e amadurecimento das mangas a quantidade
destas moléculas aumentou até o estadio 3, e posteriormente diminuindo (estadio 4).
Essa variacdo no conteudo de compostos fendlicos ja havia sido observado para a

cultivar Ataulfo “°.
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Figura 16. Variagdo do contetdo de acido chiquimico e compostos fendlicos em funcao dos estadios
de maturacdo. As letras a, b e ¢ indicam que os teores dos compostos diferem significativamente

entre si, a nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Tabela 8. Analise de variancia e teste de Tukey para as intensidades

compostos fendlicos.

relativas dos sinais de

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticdo 1 0,00871 0,02362 14,04102 3,39705
Repeticao 2 0,01188 0,03051 15,09692 2,96741
Repeticdo 3 0,01367 0,06323 17,71479 3,78299
Fonte de F ~
Variacéo =& e Qb calculado CEmEUSEE
Bntre grupos g3 86074 3 164,62025  175,8593 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do Mmenos uma
o diferenca
grupo 7,48873 8 0,93609 F critico significativa
(residuos) D 65
Total 501,34947 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios MOdUI(,) Qa diferenca d.m.s Concluséo
da média amostral
le2 0,0277 2,53044 pul =p2
le3 15,6061 2,53044 M1 # 3
le4 3,37106 2,53044 M1 # ud
2e3 15,57846 2,53044 M2 # p3
2e4 3,34336 2,53044 M2 # ud
3e4 12,2351 2,53044 M3 # pd
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Tabela 9. Analise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de acido

chiquimico.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 0,12781 0,07271 0,00000 0,00000
Repeticdo 2 0,09619 0,10209 0,00000 0,00000
Repeticao 3 0,09552 0,05808 0,00000 0,00000
Fonte de F ~
Variacao =& €L Q% calculado CEmEVSEE
Entre grupos — o668 3 0,00889 42,2112 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do Menos uma
oy diferenca
grupo 0,00169 8 0,00021 F critico significativa
(residuos) SRR 08
Total 0,02836 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios MOdUI(,) Qa diferenca d.m.s Concluséo
da média amostral
le?2 0,02888 0,03796 pul =p2
le3 0,1065 0,03796 M1 #u3
le4 0,1065 0,03796 M1 # pb
2e3 0,07762 0,03796 M2 # u3
2e4 0,07762 0,03796 M2 # u4
3e4 0 0,03796 pu3 = pd

A intensidade relativa de cada composto fendlico foi determinada através da razdo
entre a intensidade absoluta do sinal de cada composto fendlico e a intensidade
absoluta do sinal do dimero da glicose deuterada (figura 17). Os dados de ESI (-) FT
- ICR MS foram avaliados estatisticamente pela andlise de variancia e teste de
Tukey (tabela 10 - 18). Galoil glicose e digalato de metila éster (Figura 17 c e 17 d),
apesar de apresentarem seus sinais com maiores intensidades relativas no estadio
3, 0,05275 e 1,41462 respectivamente, estatisticamente ndo tiveram 0s seus teores
diferenciados em funcéo dos estadios de maturacdo. Galato de metila (figura 17 a)
apresentou sinal com maior intensidade relativa, 1,07921, no estadio 3 e
estatisticamente diferem dos estadios 1 e 2, o que indica maiores concentra¢cdes do
composto no estadio 3. Ja o acido elagico (figura 17 b) apresentou sinal com maior
intensidade relativa no estadio 3, 12,41196, seguido pelo estadio 4, 3,07969 e

estatisticamente, diferiram significativamente dos estadios 1 e 2, o que indica
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maiores concentragbes do composto nos estadios 3 e 4. Mangiferina, digaloil
glicose, trigaloil glicose e tetragaloil glicose (figura 17 e - h, respectivamente)
apresentaram seus sinais com maiores intensidades relativas no estadio 3, 0,9486,
0,15317, 0,25450 e 0,15651, respectivamente e estatisticamente os valores para o
estadio 3 diferem significativamente dos estadios 1, 2 e 4, o que indica maiores
concentragcbes do composto no estadio 3.
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Figura 17. Intensidade Relativa dos compostos fendlicos em funcéo dos estadios de maturacéo.
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Tabela 10. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Galato

de metila.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 0,00000 0,00302 1,88378 0,38070
Repeticdo 2 0,00000 0,00000 0,71881 0,00000
Repeticao 3 0,00000 0,00000 0,63505 0,00000
Fonte de F ~
Variacéo =& i QM calculado CEmELEEE
Bntre grupos -, 44956 3 0.81652 6.0984 Existe pelo
(tratamento)
menos uma
Dentro do diferenca
grupo 1.07113 8 0.13389 F critico significativa
(residuos) S e
Total 3.52069 11 - 4.0662 tratamentos.
Estadios Modulg Qa diferenca d.m.s Concluséo
da média amostral
le2 0,0010 0,95700 pl =p2
le3 1,0792 0,95700 M1 #u3
le4d 0,1269 0,95700 pul =p4
2e3 1,0782 0,95700 M2 # u3
2e4 0,1258 0,95700 p2 = p4
3e4 0,95231 0,95700 pu3 = pd

Tabela 11. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Acido

Elagico.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticédo 1 0,00000 0,01333 7,86995 2,67802
Repeticdo 2 0,00000 0,02458 13,26665 2,85758
Repeticédo 3 0,00000 0,05518 16,09927 3,70346
Fonte de F ~
Variacao =G el Q% calculado CEnelleEe
Bntré grupos 44691196 3 103,30375 23,2422 Existe pelo
(tratamento)
——— menos uma
Dentro do diferenca
grupo 35,55730 8 4,44466 F critico significativa
(residuos) S 1
Total 345,46857 11 - 7,591 tratamentos.




58

Mdédulo da diferenca

Estadios da média amostral d.m.s Concluséo
le?2 0,03103 5,51388 pl =p2
le3 12,41196 5,51388 1 #u3
le4d 3,079687 5,51388 pl =p4
2e3 12,38093 5,51388 M2 # u3
2e4 3,048657 5,51388 p2 = p4
3e4 9,33227 5,51388 M3 # pd

Tabela 12. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Galoil

glicose.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 0,00871 0,00727 0,00000 0,00000
Repeticao 2 0,01188 0,00593 0,07920 0,01225
Repeticao 3 0,01367 0,00804 0,07904 0,01235
Fonte de F ~
Variacéo =& e Qb calculado CEmEVSEE
ENtre grupos — o436 3 0,00145 2,7084 -
(tratamento) N&o existem
Dentro do diferencas
grupo 0,00429 8 0,00054 F critico significativas
(residuos) entre os
Total 0,00865 11 i 40662 ~latamentos.

Tabela 13. Analise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Digalato

de metila éster.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticéo 1 0,00000 0,00000 3,73700 0,19403
Repeticao 2 0,00000 0,00000 0,32405 0,02539
Repeticao 3 0,00000 0,00000 0,18282 0,00000
Fonte de F ~
Variacao =& = Qi calculado CEmEVSEE
Entre grupos 4 35945 3 1,45315 1,4313 L
(tratamento) Nao existem
Dentro do diferencas
grupo 8,12237 8 1,01530 F critico significativas
(residuos) entre 0s
Total 1248181 11 i 4,0662 tratamentos.




Tabela 14. Andlise de variancia e
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teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de

Mangiferina.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 0,00000 0,00000 0,09514 0,00000
Repeticdo 2 0,00000 0,00000 0,08824 0,01092
Repeticdo 3 0,00000 0,00000 0,10121 0,00000
Fonte de F ~
Variacéo =& i QM calculado CEmELEEE
Bntre grupos 41976 3 0,00659 321,8402 Existe pelo
(tratamento) Menos uma
Dentro do " diferenca
grupo 0,00016 8 0,00002 F critico significativa
(residuos) D 65
Total 0,01992 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios Modulg Qa diferenca d.m.s Concluséo
da média amostral
le2 0 0,01183 pl =p2
le3 0,094863 0,01183 M1 #u3
le4d 0,00364 0,01183 pul =p4
2e3 0,094863 0,01183 M2 # u3
2e4 0,00364 0,01183 p2 = p4
3e4 0,09122 0,01183 U3 # pé

Tabela 15. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Digaloil

glicose.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticdo 1 0,00000 0,00000 0,06915 0,02081
Repeticdo 2 0,00000 0,00000 0,16766 0,03282
Repeticdo 3 0,00000 0,00000 0,22271 0,03678
Fonte de F ~
Variacao =G el Q% calculado CEnelleEe
SIS GRS @ gy 3 0,01597 10,4347 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do menos uma
0,01224 8 0,00153 F crit diferenca
grupo , ! Critico  sjgnificativa
(residuos) S 1
Total 0,06015 11 - 7,591 tratamentos.
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Mdédulo da diferenca

Estadios da média amostral d.m.s Concluséo
le?2 0 0,10232 pl =p2
le3 0,15317 0,10232 M1 #u3
le4d 0,03013 0,10232 pl=p4d
2e3 0,15317 0,10232 M2 # u3
2e4 0,03013 0,10232 M2 = pd
3e4 0,12304 0,10232 M3 # pd

Tabela 16. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de Trigaloil

glicose.
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 0,00000 0,00000 0,20166 0,06762
Repeticdo 2 0,00000 0,00000 0,31300 0,02844
Repeticdo 3 0,00000 0,00000 0,24883 0,03040
Fonte de F ~
Variacéo =& e Qb calculado CEmEUSEE
Bntre gupos - 14464 3 0,04455 49,3492 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do menos uma
iy diferenca
grupo 0,00722 8 0,00090 F critico significativa
(residuos) -
Total 0,14086 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios Modulg Qa diferenca d.m.s Conclusao
da média amostral
le?2 0 0,07858 pl =p2
le3 0,25449 0,07858 M1 # u3
le4d 0,04215 0,07858 pl =pd
2e3 0,25449 0,07858 M2 # u3
2e4 0,04215 0,07858 p2 = pd
3e4d 0,21234 0,07858 p3 # ud
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Tabela 17. Andlise de variancia e teste de Tukey para as intensidades relativas dos sinais de

Tetragaloil glicose.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticdo 1 0,00000 0,00000 0,18435 0,05586
Repeticado 2 0,00000 0,00000 0,13932 0,00000
Repeticdo 3 0,00000 0,00000 0,14586 0,00000
Fonte de F ~
Variagao = S5 QM calculado COnEEE
Bntre grupos 4 o545 3 0.01717 42.0915 Existe pelo
(tratamento) menos uma
D0 8 oy diferenca
grupo 0.00326 8 0.00041 F critico significativa
(residuos) . SR 6
Total 0.05479 11 - 7.591 tratamentos.
Estadios MOdUI(,) qla diferenca d.m.s Concluséo
da meédia amostral
le2 0 0,05283 pl =p2
le3 0,15651 0,05283 M1 # 3
le4 0,01862 0,05283 pl =p4d
2e3 0,15651 0,05283 M2 # u3
2e4 0,01862 0,05283 p2 = pd
3e4 0,13789 0,05283 M3 # ud

4.3 POLIFENOIS TOTAIS
Uma curva de calibragéo (Figura 18) de cinco pontos foi obtida, utilizando solucdes
com concentracdo do padrédo de acido gélico anidro (VETEC) variando de 1,1 a 17,4

ug mL™. A curva mostrou linearidade com r? = 0,996.

0,2 ~
©
‘'S 0,15 -
[=
g
s 0,1 - y =0,0087x + 0,0023
2 005 R2=0,996
<
0 - - - - '
0 5 10 15 20
Concentragdo (ug/mL)

Figura 18. Curva de calibragcéo obtida utilizando solucdes do padrao de acido galico.
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Os resultados do experimento de quantificacdo de fendis totais em termos de acido
gélico (Tabela 18) tratados estatisticamente pela andlise de variancia e teste de
Tukey (Tabela 19), confirmaram que os estadios 3 e 4 sS40 mais ricos em compostos

fendlicos que os estadios 1 e 2.

Tabela 18. Concentracdo de polifendis totais em termos de acido galico.

Estadios de Maturacdo Concentracao (ug de fendis/100g de polpa)

1 1,125 b
2 2,326 ab
3 3,451 a
4 3,101 a

Tabela 19. Andlise de variancia e teste de Tukey para as Concentracdes de polifendis totais em

termos de acido galico.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Repeticao 1 132,28 278,20 392,20 355,72
Repeticéo 2 136,84 145,96 310,12 264,52
Repeticao 3 68,44 273,64 332,92 310,12
Fonte de F ~
Variacéo =& e Qb calculado CEmEUSEE
Bntre grupos  gee74 31680 3 31858,10560 11,6142 Existe pelo
(tratamento)
Dentro do Menos uma
iy diferenca
grupo 21944,17920 8 2743,02240 F critico significativa
(residuos) . -
Total 117518,49600 11 - 7,591 tratamentos.
Estadios MOdUI(,) Qa diferenca d.m.s Conclusao
da média amostral
le?2 120,08 136,97850 pl =p2
le3 232,56 136,97850 M1 # u3
le4d 197,60 136,97850 pul # pd
2e3 112,48 136,97850 M2 = u3
2e4 77,52 136,97850 p2 = pd

3ed 34,96 136,97850 pu3 = pé
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4.4 DETERMINACAO DA INDUCAO DA QUINONA - REDUTASE

Os extratos polifendlicos dos quatro estadios de maturacdo foram avaliados quanto
a acao de inducdo da quinona redutase. O estadio 1 apresentou IR igual a 2,51; o
estadio 2, IR igual a 1,57; o estadio 3, IR igual a 1,51; e o estadio 4, IR igual a 0,86.
Sendo assim, o estadio 1 foi o Unico a apresentar indice de inducdo (IR) maior que
2.

Ensaios de dose dependéncia foram executados utilizando os extratos de manga no
estadio 1. A partir do grafico do indice de inducéo (IR) em fungcédo da concentracédo
do indutor, gerado pelo software TablecurveTM2D (AISN Software, EUA, 1996)
pode-se concluir que os extratos do estadio 1 apresentaram CD igual a 2,37 + 0,01
ng polifendis / g da fruta.

A concentracao inibitéria (ICsp), ou seja, a concentracdo de polifendis da solucéo
necessario para matar 50% das células, foi superior a 62.4 ng polifendis / g de fruta
fresca e o indice de quimioprevencéao (Cl) foi superior a 26.

Os resultados dos ensaios de inducao da quinona-redutase mostraram que o estadio
1 é o mais rico em compostos responsaveis pela inducdo da quinona-redutase.
Deste modo, sdo necessarios estudos posteriores para avaliar a natureza destes
compostos, j4 que o estaddio 1 se mostrou o estadio mais pobre em compostos
polifendlicos de acordo com as andlises de quantificacdo de polifendis totais pelo
método de Folin Ciocalteau e dados de ESI (-) FT — ICR MS.

5. CONCLUSAO

A Espectrometria de Massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons com
Transformada de Fourier (FT - ICR MS) possibilitou predizer, ao nivel molecular, as
variacdes dos resultados obtidos através de ensaios fisico-quimicos convencionais
como SST, AT, pH e razdo SST/AT em fun¢éo de quatro estadios de maturacdo da
manga Uba.

Os dados da ESI (-)FT-ICR MS demonstraram as variacdes nos contetdos de acidos
organicos, acgucares e composto fenolicos em funcdo de quatro estadios de
maturacdo da manga Ub&. A partir destes resultados foi possivel concluir que o
estadio 3 apresentou mangas mais ricas em agucares e com maior teor de
compostos fendlicos, sendo um estadio 6timo para colheita e consumo.

As fracOes fendlicas foram avaliadas quanto ao seu poder de quimioprevencao
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utilizando ensaios de inducédo da quinona redutase. Os resultados demonstraram
que o estadio de maturacdo 1 apresentou melhores resultados. Deste modo,
estudos posteriores sdo necessarios para investigar 0S compostos responsaveis

pela inducéo da quinona redutase.
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ANEXO
341.10906
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373.20764
l h 1025.34330
b ) N N N )
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Anexo 1. ESI (-) FT — ICR MS de uma solugéo com padréo de sacarose (20% m/V) dopada com 5 pl
de solucéo dopante de glicose deuterada D-Glicose-1,2,3,4,5,6,6-d; (5x10'3 mol/l).



