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RESUMO GERAL

A ingestédo de alimentos ricos em compostos bioativos, tais como iridoides,
compostos fendlicos e carotenoides, esta relacionada a reducéo do risco de
desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas. Para identificar as melhores
fontes destes compostos € necessario o desenvolvimento de métodos adequados
de extracdo que preservem a composi¢do original da amostra. Os perfis de
iridoides e de acidos clorogénicos do endocarpo e do mesocarpo de jenipapo
(Genipa americana L.) foram determinados nos estadios de maturacéo verde e
maduro. Foram identificados ao todo, 17 compostos por HPLC-DAD-MS" (14
iridoides e 3 compostos fendlicos). O geniposideo foi o composto majoritario
encontrado no jenipapo verde, tanto no endocarpo quanto no mesocarpo. No
jenipapo maduro, a genipina-gentiobiosideo foi o composto majoritario encontrado
no endocarpo. O teor de iridoides encontrado no jenipapo maduro reduziu mais de
90% em relacdo ao jenipapo verde. Esta grande redugdo nos teores de
geniposideo que ocorre com a maturagao, pode explicar a ndo formacao de
pigmento azul no jenipapo maduro. Nao foram detectados compostos fendlicos no
jenipapo maduro.

Uma nova metodologia de extracdo assistida por micro-ondas (MAE) para
compostos fenodlicos foi desenvolvida utilizando laranja cv. Pera [Citrus sinensis
(L.) Osbeck], com diferentes teores de umidade: congelada e seca. O método
MAE otimizado consistiu nos seguintes parametros: massa de 2,0 g para amostra
congelada e de 0,2 g para amostra liofilizada, razdo metanol:agua de 8:2, volume
de solvente de 25 mL, rampa de 30 s para atingir a temperatura de 50 °C, mantida

por 10 min, utilizando como poténcia maxima 400 W e agitacdo de 200 rpm,
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seguido por um periodo de resfriamento de 10 minutos. Ndo houve diferenca (P >
0,05) entre os teores de compostos fendlicos totais obtidos para ambas as
amostras pelo novo método. Além disso, a MAE nao provocou alteragdes no perfil
de compostos fendlicos da amostra. O método de MAE desenvolvido apresentou
otima repetibilidade (RSD < 5%) e boa recuperacéo (> 92 %); foi 2,5 vezes mais
rapido, consumiu 75 % menos solvente e utilizou metade da massa de amostra
em relacdto a SLE, além de permitir a extracdo de varias amostras
simultaneamente.

Uma nova metodologia para extracdo de carotenoides foi desenvolvida.
Para isso, trés formas de extracdo foram avaliadas: MAE, agitacdo magnética e
extragdo tradicional por maceracao, utilizando manga cv. Haden (Mangifera indica
L.) liofilizada como matriz. Além disso, também foi avaliada a eficiéncia de
extragcdo dos solventes acetona e da mistura acetato de etila:metanol (1:1 v/v). Os
teores de carotenoides totais obtidos com acetato de etilazmetanol foram
superiores (P < 0,05) aos obtidos com acetona em todos os métodos avaliados. A
comparagdo dos resultados obtidos pelos diferentes métodos mostrou que as
micro-ondas n&o exerceram influéncia na extragdo, e também ndo provocaram
alteracbes no perfil de carotenoides da amostra. Assim, o método utilizando
apenas agitagao magnética foi escolhido para ser validado utilizando os seguintes
parametros: 0,2 g de amostra, 20 mL de acetato de etila:metanol, 200 rpm por 5
min a temperatura ambiente. O novo método apresentou elevada precisao (RSD <
3%) e exatidao (recuperacao entre 101 % e 109 %). Além disso, o método foi
cerca de 20 vezes mais rapido, consumiu 80 % menos amostra e 67 % menos

solvente, quando comparado a extracao por maceracao.
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SUMMARY

The intake of foods rich in bioactive compounds, such as iridoids, phenolic
compounds and carotenoids, is related to the decreased risk of chronic
degenerative diseases. To identify the best sources of these compounds is
necessary to develop efficient quantitative extraction methods which are able to
preserve the original composition of the sample. The composition of iridoids and
chlorogenic acids from endocarp and mesocarp of unripe and ripe genipap (Genipa
americana L.) were determined by HPLC-DAD-MS" and a total of 17 compounds
were identified (14 iridoids and 3 phenolic compounds). Geniposide was the major
compound in both the endocarp and the mesocarp of unripe genipap, while
genipin-gentiobioside was the major one in the endocarp of ripe genipap. A
reduction above 90 % of the iridoid content was observed in ripe genipap in
comparison with the unripe fruit. The large reduction in the levels of geniposide that
occurred during ripening could explain the lack of formation of blue pigment in the
ripe genipap. No phenolic compounds were detected in ripe genipap.

A new microwave-assisted extraction (MAE) method for the extraction of
phenolic compounds was developed and validated using orange cv. Pera [Citrus
sinensis (L.) Osbeck] in physical states with different moisture contents: frozen and
dried. The optimized MAE method consisted of the following parameters: 2.0 g of
frozen sample or 0.2 g of lyophilized sample; methanol:water ratio of 8:2; solvent
volume of 25 mL; microwave program: 30 s ramp to reach 50 °C, this temperature
was maintained for 10 min using the maximal power of 400 W; and 200 rpm of
agitation, followed by a cooling period of 10 min. No differences were found (P >

0.05) between the total phenolic contents of both liophilized and fresh samples
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using the new MAE method. In addition, MAE did not cause any alterations in the
phenolic compound profile. The MAE method developed showed excellent
repeatability (RSD < 5%) and good recovery (> 92 %). It was 2.5 faster than SLE;
consumed 75 % less solvent and used half the mass of sample when compared
with SLE. In addition, MAE allows the simultaneous extraction of several samples.

A new methodology for the extraction of carotenoids was developed. For this
purpose, three methods of extraction were evaluated using lyophilized mango cv.
Haden (Mangifera indica L.) as food matrix: MAE, magnetic stirring and
conventional extraction by maceration. In addition, the extraction efficiency of the
solvents acetone and a mixture of ethyl acetate:methanol (1:1 v/v) was also
evaluated. The contents of total carotenoids obtained with ethyl acetate:methanol
were higher (P < 0.05) than those obtained with acetone in all the methods
evaluated. The comparison of the results obtained from the different methods
showed that the microwaves did not influence the carotenoid extraction and did not
significantly change the profile of carotenoids of the sample. Therefore, the method
using only magnetic stirring was chosen to be validated using the following
parameters: 0.2 g of sample, 20 mL of ethyl acetate:methanol, 200 rpm for 5 min at
room temperature. The new method for carotenoid extraction showed high
precision (RSD < 3%) and accuracy (recoveries between 101 % and 109%).
Moreover, the new method was almost 20 times faster, consumed 80% less

sample and 67% less solvent than to the conventional extraction by maceration.
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INTRODUGAO GERAL

Os iridoides, os compostos fendlicos e os carotenoides sdo metabdlitos
secundarios de plantas e sao classificados como compostos bioativos em virtude
de apresentarem diversos tipos de atividade biolégica, como capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria (Ahmad et al., 2008; Beara et al., 2012; Chiste et
al., 2011).

Os iridoides sao monoterpenos que apresentam como caracteristica
peculiar a capacidade de reagir com aminoacidos e proteinas e formar compostos
coloridos (Francis, 2002). Dentre estes compostos destaca-se o geniposideo, um
iridoide glicosilado cuja aglicona, denominada genipina, é capaz de reagir com
aminas primarias e formar um pigmento de coloragdo azul, conhecido como
"pigmento azul" (Touyama et al., 1994). O geniposideo e a genipina, estédo
presentes somente em gardénia (Gardenia jasminoides) e em jenipapo (Genipa
americana L.). A gardénia é nativa da China, enquanto que o jenipapo € uma
planta nativa da amazobnia cujos frutos no estadio verde de maturagdo sao
utilizados pelos indios, desde tempos remotos, para extracdo de pigmento azul
utilizado em pinturas corporais e de ceramicas (Cavalcante, 1991; Djerassi, Gray,
& Kincl, 1960; Ueda, Iwahashi, & Tokuda, 1991).

Os compostos fendlicos possuem como estrutura basica o anel fendlico e
sdo classificados comumente em flavonoides e nao flavonoides (Crozier,
Jaganath, & Clifford, 2009). Os flavonoides constituem o grupo de compostos
fendlicos mais importante em alimentos devido a sua ampla ocorréncia, sendo
ainda considerados os antioxidantes mais abundantes da dieta humana (Lee,

2004).



Os carotenoides constituem o grupo de pigmentos mais amplamente
distribuido na natureza, sendo encontrados em plantas, algas, fungos, bactérias e
animais (Delgado-Vargas, Jimenez, & Paredes-Lopez, 2000). Estes compostos
apresentam um amplo sistema de liga¢des duplas conjugadas, cujos elétrons 1T se
deslocam sobre toda a cadeia poliénica, de forma que a energia necessaria para
transicdes eletronicas é baixa, e corresponde a regido do visivel na faixa de 400 a
500 nm, o que da origem as cores amarela, laranja e vermelha, comumente
associadas aos carotenoides (Britton, Liaaen-Jensen, & Pfander, 2008).

A determinacédo destes compostos em diversas matrizes alimenticias é de
suma importancia, para definicdo das melhores fontes. Para a determinagéo de
qualquer composto, a extracdo é a primeira e uma das etapas mais importantes,
pois deve-se preservar a0 maximo a composi¢cao e a concentracdo dos compostos
presentes na matriz analisada para que os resultados finais sejam os mais exatos
possiveis (Azmir et al., 2013). Dentre as diversas técnicas de extracao, destaca-se
a utilizacdo das micro-ondas, que comecgou a se difundir para este fim em meados
da década de 1990, destacando-se como uma técnica de alto rendimento, que
permite um rapido aquecimento da mistura amostra/solvente, utiliza menos
solvente e requer menor tempo para extracéo (Eskilsson & Bjérklund, 2000).

Considerando o exposto acima, este trabalho visou avaliar a composi¢éo de
iridoides de jenipapo em diferentes estadios de maturagdo a fim de determinar
qual o mais adequado para obtencao de geniposideo/genipina, que podem ser
utilizados para obtencdo de pigmento azul. Teve por objetivo ainda, desenvolver
novas metodologias de extragdo assistidas por micro-ondas (MAE), uma para
compostos fendlicos e outra para carotenoides, que podem auxiliar na rotina de

analises laboratoriais, por serem mais rapidas, consumirem menos solventes e

2



consequentemente produzirem menos residuos. O estudo da utilizagdo da MAE
para compostos bioativos também contribui para maior compreensao dos efeitos e
limitagbes desta técnica sobre estes compostos, principalmente sobre os

carotenoides.
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OBJETIVOS

Considerando o exposto na introducéo geral, este trabalho apresenta os

seguintes objetivos:

1) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do mesocarpo e do
endocarpo de jenipapo (Genipa americana L.) nos estadios de maturacao verde e

maduro.

2) Determinar por HPLC-DAD-MS/MS a composicdo de iridoides em
endocarpo e mesocarpo de jenipapo (Genipa americana L.) nos estadios de

maturacéo verde e maduro.

3) Desenvolver, por meio de um planejamento experimental, e validar uma
metodologia para extracdo de compostos fendlicos assistida por micro-ondas,
utilizando como matriz laranja [Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera] tanto

congelada como liofilizada.

4) Desenvolver, por meio de um planejamento experimental, e validar uma
metodologia para extracdo de carotenoides assistida por micro-ondas, utilizando

como matriz manga (Mangifera indica L. cv. Haden) liofilizada.
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1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos que apresentam um
ou mais grupos hidroxila ligados a um anel aromatico. Os polifenois apresentam
mais de um grupo hidroxi-fendlico ligado a um ou mais aneis benzénicos
(Vermerris & Nicholson, 2006). Esses compostos sdo metabdlitos secundarios de
plantas e apresentam diversas fungdes, como pigmentagao; antibidticos; pesticida;
atrativo para polinizadores; protecdo contra a radiagcdo ultravioleta; isolante,
tornando a parede celular impermeavel a gas e a agua; e estrutural, dando
estabilidade as plantas (Andrés-Lacueva et al., 2010; Shahidi & Naczk, 2011).

A classificagdo dos compostos fendlicos pode ser realizada de acordo com
o numero de anéis fendlicos e elementos estruturais ligados a estes anéis.
Comumente adota-se a divisdo em dois grupos principais: os flavonoides e os néo
flavonoides. Os flavonoides apresentam uma estrutura basica constituida pelo
nucleo flavan, que consiste em 15 dtomos de carbono distribuidos em 3 anéis (C6-

C3-C6), que sédo denominados A, B e C (Figura 1).

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides.

Dentro do grupo dos flavonoides estdo incluidos os seguintes subgrupos:
flavanonas, flavonas, diidroflavonois, flavonois, flavan-3-ols, antocianidinas,

isoflavonas, cumarinas, chalconas, diidrochalconas e auronas (Figura 2). Os nao
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flavonoides sé&o classificados de acordo com o numero de carbonos que eles
possuem, sendo subdividos em: fenois simples, acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, taninos hidrolisaveis, acetofenonas, benzofenonas, xantonas,
estilbenos e lignanas (Andrés-Lacueva et al., 2010; Crozier, Jaganath, & Clifford,

2009).

Flavonoides
0.
Iill“ ? ° . iillm ‘
OH : ﬂ o O
o 8 o Isoflavonas
Flavonas Flavonois Flavanonas
@ |
ol o
NG ® g g
5 = OH OH
Chalconas Antocianidinas Flavan-3-ol Coumarinas Auronas

Nao Flavonoides

OH
©\/\ ’
=~ COOH =
Acidos
o

hidroxibenzoicos ~ Acidos
hidroxicinamicos

COOH

Xantonas

o\ CHg
f OH
I N Lignanas

Acetofenonas Estilbenos Benzofenonas

Figura 2. Estruturas dos subgrupos dos flavonoides e dos nao flavonoides.

Os flavonoides constituem o grupo de compostos fendlicos mais importante
em alimentos devido a sua ampla ocorréncia. Estes compostos sao
frequentemente hidroxilados nas posigdes 3, 5, 7, 3', 4' e/ou 5', e em muitos casos,
os grupos hidroxilas estdo metilados, acetilados, prenilados ou sulfatados. Os

flavonoides sdo encontrados na forma aglicona ou glicosilada, ligados a agucares
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por um carbono (C-glicosideos) ou por um grupo hidroxila (O-glicosideos), sendo
este ultimo mais frequente que o primeiro. Nos O-glicosideos o agucar substituinte
encontra-se mais comumente ligado a grupos hidroxila da aglicona nas posi¢des 3
ou 7, enquanto que os C-glicosideos apresentam acgucares ligados normalmente
aos carbonos C-6 e C-8. Independentemente do tipo de ligagdo, os
monossacarideos mais comuns sao: ramnose, glicose, galactose e arabinose.
Também podem ocorrer ligagbes com dissacarideos, sendo os dois mais
frequentes formados por glicose e ramnose ligados em posi¢des diferentes
formando a rutinose (1—6) e a neohesperidose (1—2) (De Rijke et al., 2006; Lee,
2004; Shahidi & Naczk, 2003).

Os compostos fendlicos sao sintetizados a partir da rota do chiquimato
(Figura 3) a qual se inicia com a condensacéao do fosfoenolpiruvato com a eritrose
4-fosfato que através de uma série de reagdes resulta no shiquimato, o qual
origina o corismato que € precursor dos aminoacidos aromaticos, triptofano,
tirosina e fenilalanina. O triptofano é precursor dos alcaloides, a tirosina e a
fenilalanina sdo precursoras dos compostos fendlicos, sendo a fenilalanina o
precursor mais amplamente utilizado para sintese destes compostos (Herrmann,
1995; Singh, Rastogi, & Dwivedi, 2010). A biossintese de flavonoides inicia com a
condensagcdo do p-coumarouil-CoA com 3 moléculas de malonil-CoA dando
origem as chalconas que em seguida ciclizam sob condi¢des acidas (Shahidi &

Naczk, 2003; Vermerris & Nicholson, 2006).
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2. Iridoides

Os iridoides constituem o maior grupo de monoterpenoides com esqueleto
ciclopentanofc]pirano (Figura 4a). O termo iridoide é derivado dos compostos
iridomirmecina, iridolactona e iridodial, os quais sdo compostos de defesa
secretados por algumas espécies de formiga do género Iridomyrmex (Dinda,
Debnath, & Harigaya, 2007a; Elnaggar & Beal, 1980). Entretanto, excetuando-se
0s poucos compostos que sdo encontrados em insetos e organismos marinhos, a
maioria dos iridoides sdo resultantes do metabolismo secundario de plantas do

grupo das angiospermas (Bianco, 1994; Taskova, Kokubun, & Alipieva, 2010).

o) o OH 10 | OH
OH
OH

HO

Figura 4. Estruturas de iridoides: (a) simples, (b) glicosilado, (c) secoiridoide.

Os iridoides sao divididos em: simples ou nao glicosilados, glicosilados,
principalmente nas posicdes 1 e 5 (Figura 4b), secoiridoides, que s&o originados a
partir da clivagem do anel ciclopentano entre os carbonos 7 e 8 (Figura 4c), e
bisiridoides, os quais sao resultantes da dimerizagao de iridoides e secoiridoides
(Bianco, 1994; Villasenor, 2007).

Nas plantas, os iridoides s&o sintetizados a partir do geranil, o qual pode ser
obtido por meio de duas vias biossintéticas, a do acido mevalénico (MVA) e a do
2-metil-D-eritriol-4-fosfato (MEP) (Dewick, 1997; Faria et al.,, 2010). Apdés a

hidroxilagdo do geranil, a sintese de iridoides pode seguir duas rotas distintas: a
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rota I, que se da a partir do iridodial, via iridotrial até o acido deoxiloganico, que é
precursor de diversos iridoides carboxilados; e a rota /I, que ocorre a partir do 8-
epi-iridodial, via 8-epi-iridotrial, até o 8-epi-acido desoxilogénico, o qual é precursor
de iridoides descarboxilados (Dewick, 1997; Jensen et al.,, 2010), conforme
apresentado na Figura 5.

Outras variagdes na estrutura basica ja foram relatadas, como clivagem do
anel pirano, oxidacédo do esqueleto basico a aldeido ou acido, epoxidagédo do anel
ciclopentano, introducdo de insaturacéo e de grupos acetoxi e carboxila (Dinda,
Debnath, & Harigaya, 2007a; Taskova, Kokubun, & Alipieva, 2010; Villasenor,
2007). Os iridoides podem ainda estar esterificados com acidos, sendo os mais
comuns, os derivados dos acidos benzoico e cindmico; e estas esterificagcbes
ocorrem principalmente nas posi¢cbes 6, 8 e 10 (AlHazimi & Alkhathlan, 1996;
Dinda, Debnath, & Harigaya, 2007a).

Mais de 800 estruturas distintas de iridoides ja foram relatadas na literatura
(Dinda, Chowdhury, & Mohanta, 2009; Dinda, Debnath, & Banik, 2011; Dinda,
Debnath, & Harigaya, 2007a, b). Iridoides podem ser utilizados como marcadores

quimiotaxonémicos de classificacao vegetal (Sampaio-Santos & Kaplan, 2001).
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Figura 5. Biossintese de iridoides. Adaptado de Dewick (1997); Faria et al. (2010);

Sampaio-Santos & Kaplan (2001).
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3. Carotenoides

Os carotenoides sado pigmentos lipossoluveis amplamente distribuidos no
reino vegetal, mas que também ocorrem em micro-organismos e animais. Plantas
e micro-organismos sdo capazes de sintetizar carotenoides, enquanto que a
presenca destes compostos em animais é devido a dieta. A maioria dos
carotenoides apresenta como estrutura basica um tetraterpeno com esqueleto de
40 atomos carbono, formado por 8 unidades de isopreno ligadas de forma que a
simetria é invertida no centro (Figura 6). Este extenso sistema de ligagdes duplas
conjugadas (cadeia poliénica) forma o croméforo da molécula, sendo que estes

pigmentos podem apresentar cores variando do amarelo ao vermelho.

A

unidade de isopreno (ip)

ip ip ip ip ip ip ip ip
/_1/7\ﬁ —t— —— —— —— —— —— ——

18 19 20
3 7 11 15 14 31210 9 8 6' g 4 2 4 e
67 T I R R D S Va2 N\ X
2 4 6 8 10 12 14 15' 11" 7 3
20 19 18" 17

centro da molécula
licopeno

Figura 6. Estrutura basica dos carotenoides. Adaptado de Delgado-Vargas,

Jimenez & Paredes-Lopez (2000).

Dentre as variagbes na estrutura basica pode ocorrer ciclizagdo de uma ou
das duas extremidades, mudanga no nivel de hidrogenacéo e adicdo de grupos
funcionais contendo oxigénio (Britton, 1995). Desta forma, os carotenoides podem

ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica em carotenos, cuja
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estrutura € composta apenas por atomos de carbono e de hidrogénio; e xantofilas,
que apresentam além de carbonono e hidrogénio, também oxigénio (Delgado-
Vargas, Jimenez, & Paredes-Lopez, 2000). Mais de 700 estruturas distintas de
carotenoides ja foram isoladas de fontes naturais (Britton, Liaaen-Jensen, &
Pfander, 2004).

Além das variagcbes estruturais citadas, pode ocorrer ainda isomeria
geométrica, o que teoricamente, permitiria a existéncia ndo somente dos isébmeros
"all-trans", como diversas possibilidades de "mono-cis" e "poli-cis". Entretanto,
apenas alguns isbmeros cis sao encontrados na natureza, pois a presenca de uma
ligacdo cis cria impedimento estérico entre atomos de hidrogénio e/ou grupos
metila proximos, tornando este tipo de isbmero termodinamicamente menos
favoravel que a forma "all-trans". Os carbonos nas posi¢cdes 9, 13 e 15 possuem
impedimento estérico pequeno, facilitando a formagdo e relativa estabilidade
destes isébmeros. As posicdes 7 e 11 sao mais dificeis de isomerizar e raramente
sdo encontradas na natureza (Britton, 1995).

Assim como os iridoides, os carotenoides sao biossintetizados a partir do
geranil, que nos organismos fotossintéticos & obtido a partir do MEP (Figura 7).
Organismos do reino Archaea, algumas bactérias e fungos utilizam a via do MVA

(Walter & Strack, 2011).
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Figura 7. Biossintese de carotenoides. Adaptado de DellaPenna (1999); Farré et al. (2010).
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A condensacado de duas moléculas de geranil-geranil difosfato, origina o
primeiro carotenoide com 40 carbonos, o 15-cis-fitoeno, que apos 4 dessaturacdes
€ convertido a licopeno, o qual é ciclizado nas extremidades, podendo formar 2
anéis B-ionona, originando o B-caroteno, ou ainda, formar um anel B-ionona e um
g-ionona, resultando no a-caroteno (DellaPenna, 1999). As xantofilas sdo produtos
da oxidacdo do a- e do B-caroteno, que podem levar a formagéo de hidroxila no
carbono 3 dos anéis B- e €-ionona; epdxido na posigao 5,6 do anel B-ionona, ou

ainda, cetona na posicéo 4 (Sandmann, 2001).

4. Jenipapo

O jenipapeiro (Genipa americana L.) € uma planta pertencente a familia
Rubiaceae, originaria da Amazénia, que se desenvolve principalmente em areas
de varzea, mas também se distribui amplamente por areas tropicais e subtropicais
da América Latina (UNCTAD, 2005).

As arvores sao de médio porte e podem apresentar de 6 a 8 m de altura por
4 a 6 m de diametro de copa, com flores brancas ou amareladas. Os frutos do
jenipapeiro (Figura 8) sédo do tipo baga subglobosa, e quando maduros, medem de
6 a 10 cm de diametro longitudinal por 4 a 7 cm de didmetro transversal, e pesam
entre 90 e 180 g. A cavidade central contém de 220 a 372 sementes envolvidas
por uma membrana. O periodo de floracdo ocorre de outubro a janeiro e a
frutificagdo de novembro a fevereiro, na qual cada planta é capaz de produzir de
200 a 1000 frutos (Carvalho, Nascimento, & Muller, 1998; Silva et al., 2001).

No Brasil, o jenipapo maduro é utilizado para fabricagdo de doces, geléias,
licores e vinhos (Silva et al., 2001). O fruto verde é utilizado pelos indios para tingir

0 corpo, tecidos e objetos diversos (Cavalcante, 1991). O nome jenipapo originou-
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se desta qualidade tintorial, derivado do tupi-guarani “nhandipab” ou “jandipab”,
que significa “fruto que serve para pintar” (Silva & Tassara, 2005). Apesar da
facilidade de coleta e das diversas possibilidades de utilizagado ndo ha dados sobre

a producéao comercial deste fruto no Brasil.

Figura 8. Jenipapo (Genipa americana L.) nos estadios de maturagdo verde

(esquerda) e maduro (direita).

Varios iridoides ja foram identificados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) no jenipapo (Figura 9), entretanto, ndo ha dados sobre o teor de iridoides
nesse fruto. Por outro lado, trabalhos com frutos de Gardenia jasminoides, planta
que pertence a mesma familia do jenipapo (Rubiaceae), relatam que o teor de
geniposideo, principal iridoide deste fruto, pode variar de 73 a 109 mg/g de

matéria seca (Tsai et al, 2002; Yang, Liu, & Gao, 2009).
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Figura 9. Iridoides identificados em jenipapo (Genipa americana L.) [1-4 e 7 (Ono
et al., 2005); 5 (Guarnaccia et al., 1972); 6, 8-9 (Ueda, lwahashi, & Tokuda, 1991);
10-12, 14-16 (Ono et al., 2007); 13 (Djerassi, Gray & Kincl, 1960); 17-18 (Tallent,

1964)].

5. Laranja

As espécies citricas s&o originarias de areas tropicais e subtropicais da Asia
e foram introduzidas no Brasil pelos portugueses no século XVI. A laranja Pera
[Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera] (Figura 10) € uma cultivar cuja planta
apresenta porte médio, copa ereta, com flores de coloracéo verde clara. Os frutos

sdo oblongos e apresentam maturacao tardia (julho a setembro) com producdes
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temporas ao longo do ano (Almeida & Passos, 2011; Donadio, Figueiredo, & Pio,
1995). As laranjas da espécie Citrus sinensis sao classificadas como "laranjas
doces", categoria que pode ser dividida em 4 subclasses: comum, navel, valencia
e sanguinea. A cultivar Pera pertence a subclasse comum (Peterson et al., 2006).
A produgdo mundial de laranja no ano de 2011 foi de 69,61 milhdes de
toneladas. O Brasil € o maior produtor, com 28,46% do total, sendo o estado de
Sao Paulo responsavel por 75% da produgdo nacional. Do total produzido pelo
Brasil, 76% ¢€ destinado a industria de suco de laranja (FDOC, 2013; IBGE, 2013).
A cadeia produtiva do suco de laranja no Brasil é responsavel pela geracédo de
mais de 200 mil empregos diretos e indiretos e pela arrecadacdo de US$189

milhdes em impostos para o pais (Neves et al., 2010).

Figura 10. Laranja Pera [Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera].

A laranja é uma fonte significativa de flavonoides, pricipalmente flavanonas
que sao encontradas no fruto como um todo (flavedo, albedo, segmentos e
membranas), sendo a maior concentracdo encontrada na casca (flavedo +
albedo). As flavanonas sdo compostos carateristicos dos citricos devido a alta

concentracdo em que sdo encontrados nestes frutos. Estes compostos ocorrem
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mais frequentemente na forma glicosidica, como rutinosideos (6-O-a-L-ramnosil-
D-glicosideo) e neohesperidosideos (2-O-a-L-ramnosil-D-glicosideo) ligados na
posicao 7 (Tomas-Barberan, & Clifford, 2000).

As principais flavanonas das laranjas doces sao a hesperidina (hesperitina-
7-O-rutinosideo) e a narirutina (narigenina-7-O-rutinosideo) (Figura 11) (Peterson
et al., 2006). A concentracdao média de hesperidina em laranja Pera pode variar
bastante dependendo de diversos fatores como, grau de maturacéao, clima, solo,
etc. Pupin, Dennis e Toledo (1998) encontraram em suco de laranja cv. Pera
espremido manualmente uma concentragdo de hesperidina de 255,8 mg/L de
suco, enquanto que Dhuique-Mayer et al. (2005) encontraram um teor de 502

mg/L de suco.

Figura 11. Estruturas da hesperidina (esquerda) e da narirutina (direita).

6. Manga

A mangueira (Mangifera indica L.) é proveniente do sul da Asia (india e
arquipélago Malaio) e pertence a familia Anacardiaceae. Esta planta foi trazida
para o Brasil no século XVI pelos portugueses (Pinto, Silva, & Pinto, 2009). A
mangueira € uma arvore de porte médio, com copa simétrica e frutos do tipo drupa

(contém somente uma semente), de tamanho, peso, forma e cor variaveis
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(Santos-Serejo, 2005). A cultivar Haden (Figura 12) foi desenvolvida no estado da
Flérida nos Estados Unidos da América na década de 1910 (Knight & Schnell,
1994). Esta cultivar foi introduzida no Brasil na década de 1930 pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) e se tornou a primeira cultivar americana cultivada

comercialmente no Brasil (Soares et al., 2010).

Figura 12. Manga Haden (Mangifera indica L. cv. Haden).

A producado mundial de manga em 2011 foi de 38,95 milhbes de toneladas,
na qual a india destacou-se como o maior produtor, com 1519 milhdes de
toneladas, o que corresponde a 39% da produ¢cao mundial. O Brasil ocupou a 82
colocagdo com uma produgéo de 1,24 milhdes de toneladas (FAO, 2014). O
estado da Bahia destaca-se como principal produtor nacional, sendo responsavel
por 36% da producéo (IBGE, 2012).

A manga é um fruto com alto teor de carotenoides, o qua pode variar de
12,5 a 55,0 ug/g de polpa dependendo da cultivar, estadio de maturagdo e origem
geografica (Mercadante & Rodriguez-Amaya, 1998). Varios trabalhos na literatura
relataram a composi¢cao de carotenoides de diversas cultivares de manga, e

apesar as diferencas relativas a cada cultivar, todas apresentam em comum a all-
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tfrans-violaxantina, a 9-cis-violaxantina e o all-trans-pB-caroteno (figura 7), como
carotenoides maijoritarios (Mercadante & Rodriguez-Amaya, 1998; Ornelas-Paz,

Yahia, & Gardea-Bejar, 2007, 2008; Pott, Breithaupt, & Carle, 2003).

7. Extracao assistida por micro-ondas

As micro-ondas sao radiagbes eletromagnéticas localizadas na faixa de
frequéncia entre 300 MHz e 300 GHz, o que corresponde a comprimentos de onda
de 1 m a 1 mm, respectivamente. Os equipamentos de micro-ondas domésticos e
industriais operam, em geral, a uma frequéncia de 2,45 GHz, que corresponde a
um comprimento de onda de 12,2 cm e uma energia de 1,02 x 10™ eV, escolhida
para evitar interferéncias com aparelhos de telecomunicagéo (Hayes, 2002; Jacob,
Chia, & Boey, 1995).

O principio de aquecimento através das micro-ondas baseia-se no efeito
deste tipo de energia sobre as moléculas por meio da rotacdo dipolar e da
conducao idnica. A rotagao dipolar significa o realinhamento dos dipolos com o
campo elétrico aplicado, e este movimento molecular resulta em aquecimento. A
conducdo iénica ocorre se ha ions livres ou espécies idbnicas no material a ser
aquecido, e corresponde a movimentagao dos ions quando as moléculas tentam
se orientar de acordo com a rapida mudangca no campo elétrico; resultando
também em aquecimento da solugéo (Hayes, 2002).

A geragao de calor durante a extracdo assistida por micro-ondas depende
da forca do campo eletromagnético e do fator de dissipagéo (tan &) da mistura
(amostra e solvente). Este fator representa a capacidade do material de converter
energia eletromagnética em calor a uma dada frequéncia e temperatura, e é

expresso pela relagdo entre a perda dielétrica (¢") e a constante dielétrica (¢') (Eq.
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1). A perda dielétrica representa a eficié€ncia em dissipar a energia eletromagnética
na forma de calor, e a constante dielétrica expressa a capacidade do material em
ser polarizado por um campo elétrico externo (Kappe, Stadler, & Dallinger, 2012;
Leonelli, Veronesi, & Cravotto, 2013). A Tabela 1 apresenta as propriedades

dielétricas de alguns solventes.

tan§ =¢€"/¢ Eq. 1

Moléculas polares e solu¢des idnicas aquecem mais quando submetidas as
micro-ondas do que moléculas apolares, pois absorvem a energia das micro-
ondas mais fortemente em virtude de possuirem um momento dipolar permanente,

o qual sera afetado pelas micro-ondas (Eskilsson & Bjérklund, 2000).

Tabela 1. Constante dielétrica (¢'), fator de dissipacao (tan &) e perda dielétrica (")

para solventes a 2450 MHz e a temperatura ambiente”.

Fator de dissipagéo

Solvente Constante dielétrica (¢') Perda dielétrica (€")
(tan ©)
Agua 80,4 9,889 0,123
Acetona 20,7 1,118 0,054
Metanol 32,6 21,483 0,659
Etanol 24,3 22,866 0,941
Cloroférmio 4,8 0,437 0,091
Acetato de etila 6,0 0,354 0,059
DMSO 45,0 37,125 0,825

"Extraido de Hayes (2002).
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Por outro lado, a utilizacdo de solventes com baixa constante dielétrica
pode ser vantajosa em alguns casos, permitindo a extracdo dos solutos para o
solvente em baixa temperatura presevando-os da degradagdo térmica. Neste
caso, a matriz deve ser capaz de absorver as micro-ondas e converté-las em
calor; no caso de amostras secas, isto pode ser conseguido por meio da adigdo de
agua a amostra (Camel, 2000).

Na extracdo assistida por micro-ondas, além do tipo de solvente utilizado,
fatores como tempo de irradiagcédo, poténcia empregada e temperatura exercem
elevada influéncia nos resultados da extracdo. Em relagcéo ao tempo de irradiagéo,
0 aumento do tempo tende a aumentar o rendimento até o ponto em que ocorre a
estabilizacdo, o que indica que maxima extracao foi atingida, ou pode ocorrer
diminui¢do do rendimento, indicando possivel degradacéo dos analitos. O mesmo
€ observado para a poténcia, a qual esta diretamente relacionada a temperatura
empregada, ou seja, o aumento da poténcia utilizada, também resulta em aumento
da temperatura do solvente (o que eleva a sua capacidade de solubilizagéo devido
a diminuicao da viscosidade e da tensé&o superficial) e da amostra (0o que aumenta
a pressao celular causando ruptura da célula e extravazamento do conteudo para
o solvente). No entanto, este aumento é limitado até o ponto em que o rendimento
decai devido a termodecomposicao dos analitos (Chan et al., 2011; Routray, &
Orsat, 2012).

Para que o aquecimento da amostra seja eficiente € necessario que o
recipiente utilizado para extragdo seja "transparente" as micro-ondas, permitindo

que as ondas o atravessem sem atenua-las de forma significante e cheguem a
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amostra. Os principais materiais utilizados para este fim s&o o politetrafluoretileno

(PTFE) e o quartzo (Leonelli, Veronesi, & Cravotto, 2013).

7.1. Compostos fendlicos

A extracdo assistida por micro-ondas tem sido largamente empregada para
extracdo de compostos fendlicos em diversos materiais de origem vegetal (Li et
al., 2011; Liazid et al., 2010; Proestos & Komaltis, 2008; Vuong et al., 2012). Esta
técnica tem sido demonstrada como segura para este tipo de compostos, uma vez
que estes sao relativamente termoestaveis, ndo sendo observada redugao
significativa na recuperacao dos compostos extraidos a 100 °C por 20 minutos
(Liazid et al., 2007). Entretanto, vale ressaltar que em relagdo a suscetibilidade
das diferentes classes de compostos fendlicos a degradagédo térmica, quanto
maior o numero de grupos hidroxila, mais suscetivel é a estrutura, enquanto que a
presenca de agucares e grupos metoxila exercem efeito protetor a estrutura
(Biesaga, 2011).

Apesar dos diversos trabalhos na literatura relatarem que a extragéo por
micro-ondas resulta em maior rendimento de compostos fendlicos, nédo ha
referéncias que tratem da extragdo exaustiva dos compostos fendlicos para sua
real quantificacédo em diferentes matrizes, isto é, ndo ha comprovagao de que os
analitos foram totalmente extraidos, especialmente quando a amostra é extraida
uma unica vez, seja pelo métodos convencionais (imersdo, maceragdo e

percolagéo), seja por meio das micro-ondas.
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7.2. Carotenoides

A extracdo de carotenoides por micro-ondas é um assunto ainda pouco
explorado e em virtude da sua labilidade térmica o desenvolvimento de métodos
para extragdo deste composto exige maior atengcdo com relagdo a escolha dos
parametros de extracdo para evitar ou minimizar alteragcbes na composicao de
carotenoides da matriz. Estudos utilizando aparelhos de micro-ondas domésticos
ou ainda equipamentos para laboratério mais antigos, nos quais ndo é possivel o
controle de temperatura, relatam perdas e alteragdo na composicao de
carotenoides com a formacgédo de isdbmeros (Chen & Chen, 1993; Zhao et al.,
2006).

Trabalhos recentes tém mostrado as limitagdes na utilizagdo das micro-
ondas para extragdo de carotenoides. Fratianni, Cinquanta e Panfili (2010)
utilizaram as micro-ondas para pasteurizagdo de suco de laranja e observaram
que o aquecimento a 60 °C por 10 minutos resultou em perda de 36% dos
carotenoides totais. Nesta extragdo, os epoOxidos violaxantina e anteraxantina
foram os mais afetados, mas nao foi observado o aparecimento de isbmeros. Em
outro estudo, Pasquet et al. (2011) observaram que a utilizacdo de 50 W de
poténcia por 5 minutos foi eficiente para extracao de fucoxantina a partir de 50 mg
de células liofilizadas de Dunaliella tertiolecta e Cylindrotheca closterium. Estes
autores relatam ainda que a extragcdo utilizando poténcias maiores resultou em
perdas de fucoxantina. Neste estudo também n&o relatada a ocorréncia de

isomerizacéo.
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Influéncia do estadio de maturagao na composicao de iridoides e de

compostos fendlicos de jenipapo (Genipa americana L.)

Adria de Sousa Bentes, Adriana Zerlotti Mercadante
Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo, Brasil

RESUMO

Neste trabalho foi avaliada, pela primeira vez, a influéncia do estadio de
maturagdo de frutos de jenipapo (Genipa americana L.) sobre o seu perfil de
iridoides e compostos fenodlicos. foram classificados em relagcdo ao estadio de
maturagdo de acordo com a forga maxima de penetragdo e cor da superficie. A
analise por HPLC-DAD-MS" mostrou a presenca de iridoides nas formas no
glicosilada, glicosilada e acilada, além de acidos clorogénicos. Foram identificados
ao todo, 17 compostos nos dois estadios de maturagéo analisados. O geniposideo
foi o composto majoritario no jenipapo verde, representando mais de 70 % dos
iridoides totais. O composto fendlico majoritario no estadio de maturacgéo verde foi
o acido 5-cafeoilquinico No jenipapo maduro, a genipina-gentiobiosideo foi o
composto majoritario no endocarpo (38 %). Os teores de iridoides totais foram
maiores no fruto verde que no maduro e em relagdo as duas partes da frutas, a
concentragao foi maior no endocarpo do que no mesocarpo. Foi observada uma
reducao de mais de 90% nos teores de iridoides totais durante o amadurecimento
do jenipapo. N&o foram detectados compostos fendlicos no jenipapo maduro. Este

fato pode explicar a auséncia de formacao de pigmento azul no jenipapo maduro.
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Esta é a primeira vez que a composi¢ao de iridoides e de compostos fendlicos &
relatada na literatura.
Palavras-chave: Metabdlitos secundarios, Genipa americana L., estadio de

maturagdo, composic¢éo de alimentos, HPLC-DAD-MS".
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1. Introdugao

Os iridoides sdo metabdlitos secundarios de plantas do grupo das
angiospermas e constituem o maior grupo de monoterpenos com esqueleto
ciclopentano[C]pirano ' Estes compostos podem ser classificados em: simples ou
nao glicosilados (Figura 1a); glicosilados (Figura 1b) principalmente nas posigcoes
1 e 5; secoiridoides que sao originados a partir da clivagem do anel ciclopentano
entre os carbonos 7 e 8 (Figura 1c); e bisiridoides que sado resultantes da
dimerizagdo de iridoides e secoiridoides ? ® Os iridoides podem ainda estar
esterificados com &acidos, sendo os mais comuns, os derivados dos acidos
benzoico e cinamico; e estas esterificagdes ocorrem principalmente nas posi¢des

6,8e10 "%

(¢]
0 OH 10 OH
OH
HO OH

Fig. 1. Estruturas basicas dos iridoides: (a) simples, (b) glicosilado, (c)

secoiridoide.

Os iridoides sdo utilizados como marcadores quimiotaxonémicos de
classificagdo vegetal °. Além disso, alguns destes compostos apresentam a
capacidade de reagir com aminoacidos ou proteinas e formar pigmentos °. Dentre
os iridoides com esta propriedade, destaca-se a genipina, que através da reacéo
7.

com fontes de aminas primarias, produz o "pigmento azul" Industrias
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alimenticias da Coréia do Sul e do Jap&o utilizam o pigmento azul em produtos
como balas, sorvetes, condimentos, licores, produtos de panificacgo, etc. & 5.

A genipina pode ser obtida através da hidrélise do geniposideo, que € a sua
forma glicosilada, por meio da enzima B-glucosidase °. O geniposideo ja foi
encontrado no jenipapo (Genipa americana L.) e no jasmim do cabo (Gardenia
jasminoides), ambos sao plantas da familia Rubiaceae >'?. O jenipapo & uma
fruta nativa da Amazonia e que também pode ser encontrada em areas tropicais e
subtropicais da América Latina . O jenipapo no estadio de maturacao verde é
muito utilizado pelos indios brasileiros para obtenc&o do pigmento azul, por meio
da exposig¢ao do interior dos frutos ao oxigénio. Os indios empregam o pigmento
azul em pinturas corporais, de tecidos e de diversos objetos '# °.

A composicédo de iridoides e de compostos fendlicos em jenipapo nunca
foram relatados, e ndo ha informagdes na literatura para o fato de formar pigmento
azul apenas no fruto verde. Considerando o exposto acima, este trabalho teve por

objetivo avaliar a influéncia do estadio de maturagdo do jenipapo no seu perfil de

iridoides e compostos fendlicos.

2. Materiais e métodos
2.1. Padrdes e reagentes

Os padrées de genipina e de acido 5-cafeoilquinico foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Os padrdes apresentaram 99% de pureza, a qual
foi determinada por HPLC-DAD. O metanol e a acetonitrila de grau HPLC foram
adquiridos da J. T. Baker (Phillipsburg, NJ). A agua ultrapura foi obtida por meio
do sistema Milli-Q (Billerica, MA). O metanol de grau analitico foi adquirido da

Synth (S&o Paulo, Brasil). O reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Dindmica
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(Sao Paulo, Brasil). As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana

Millipore de 0,22 pm.

2.2. Materiais

Os frutos de jenipapo foram coletados no campus da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) localizado no municipio de Campinas (Sao Paulo,
Brasil). A exsicata da planta utilizada foi depositada no Herbario da UNICAMP
(UEC 11713). A localizacao da planta corresponde as seguintes coordenadas:
latitude 22°49'88", longitude 47°04'21" e altitude de 606 m

Foram coletados 3 lotes de frutas, com um intervalo de 10 dias entre as
coletas, nos meses de janeiro e fevereiro de 2013. Os trés lotes foram agrupados
para formar uma amostra composta. Os jenipapos foram lavados manualmente e
descascados; as por¢gbes do mesocarpo e do endocarpo foram separadas e
congeladas imediatamente com nitrogénio liquido. Em seguida, foram liofilizadas
(Liobras, Sao Paulo, Brasil), trituradas em processador de alimentos doméstico e
embaladas a vacuo em sacos de polietileno. As amostras foram armazenadas em

freezer a -36 °C até o momento das analises.

2.3. Diferenciagao entre frutos verdes e maduros

Os frutos verdes e maduros foram diferenciados através das analises de
forca maxima de penetragdo (MPS) e cor da casca dos frutos, por serem
minimamente invasivas, uma vez que a exposi¢cao do interior dos frutos verdes ao
oxigénio leva a formacgado de pigmento azul. Todos os frutos utilizados no estudo

foram submetidos as analises de MPS e de cor.
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A MPS foi determinada utilizando um texturbmetro TA-XT Plus (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, Inglaterra), com uma probe de agulha (P/2N). A MPS
foi determinada em duas faces opostas da regido equatorial da cada fruto. Foram
utilizadas as seguintes velocidades de perfuragdo: 5 mm/s na fase pré-teste; 2
mm/s na fase teste; e 10 mm/s na fase pos-teste, até a profundidade de 10 mm no
fruto. Os resultados foram expressos em Newton (N). Foram considerados como
frutos verdes aqueles que apresentaram MPS acima de 10 N, e frutos maduros, os
que apresentaram MPS abaixo de 2 N. Frutos com valores de MPS intermediarios
foram descartados.

A cor dos frutos foi determinada em 4 pontos equidistantes da regido
equatorial. Foi utilizado um espectrocolorimetro (Hunter, ColorQuest XE, Reston,
VA) calibrado no modo reflectancia, com especular excluida, utilizando iluminante
D65 e angulo de observagédo de 10°. Foram determinados os paréametros L* a* e

b*, do sistema de cor CIELAB.

2.4. Analise da composigéo proximal

Foi determinada a composi¢céo proximal do mesocarpo e do endocarpo de
jenipapo nos estadios de maturacao verde e maduro. As analises de solidos totais,
cinzas, proteinas totais (fator 6,25 para conversédo de nitrogénio total em proteina
total), pH e sélidos soltveis foram realizadas de acordo com a AOAC ', através
dos métodos n° 920.151, 940.26, 920.152, 943.02 e 932.12, respectivamente. O
teor de lipidios totais foi determinado de acordo com Bligh and Dyer "”. O teor de
carboidratos foi estimado pela diferenca entre o somatorio dos teores de solidos
totais, cinzas, proteinas e lipidios '®. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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Os resultados das andlises de composi¢céo proximal foram expressos em
g/100 g de matéria fresca. O valor energético total foi calculado de acordo com a
FAO '8 considerando os seguintes fatores especificos para frutas: valor
energético total (kcal/100g) = (porcentagem de proteina x 3,36 kcal/g) +
(porcentagem de lipidios x 8,37 kcal/g) + (porcentagem de carboidratos x 3,60

kcal/g).

2.5. Determinagao da composicao de iridoides

A extracao dos iridoides e dos compostos fendlicos foi realizada em tubo de
teflon utilizando 0,4 g de amostra e 20 mL de solugdo metanol:agua [8:2(v/v)]
através da agitacao em vortex (Phoenix Luferco, AP56, Sao Paulo, Brasil) por 5
min a temperatura ambiente (22 + 3 °C). Em seguida, foi realizada a centrifugagao
(Beckman Coulter, Allegra 64R, Palo Alto, CA) a 22000 g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e uma nova aliquota de solvente foi adicionada ao tubo
para repeticdo do procedimento até extracdo exaustiva. A confirmacdo da
exaustado da amostra foi realizada qualitativamente utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu, para o qual, compostos fendlicos e iridoides reagem. Ao final, os
sobrenadantes das extragbes foram combinados, formando um unico extrato, o
qual foi aferido em bal&o volumétrico com o mesmo solvente de extragéo.

Os iridoides foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em equipamento da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o), equipado com
bomba quaternaria (LC-20AD), desgaseificador (DGU-20A5), valvula de injecao
Rheodyne com loop de 20 uL e detectores de arranjo de diodos (DAD) (SPD-

M20A) e espectrometro de massas (MS) (AmaZon speed ETD, Bruker Daltonics,
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Bremen, Alemanha) com fonte de ionizagdo electrospray (ESI) e analisador de
massa/carga (m/z) ion trap.

A separagdo dos compostos foi realizada em coluna Cqg Synergi Hydro
RP80A (4 ym, 250 x 4.6 mm i.d.) (Phenomenex, Torrance, CA), a uma vazéo de
0.9 mL/min e temperatura da coluna de 29 °C, utilizando como fase mével agua
(A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0.1 % de &cido férmico (v/v), em um
gradiente linear (v/v) de A:B 99:1 para 50:50 em 50 min, depois para 1:99 em 5
min, mantendo esta proporg¢ao por 5 min, voltando para 99:1 em 5 min e mantendo
esta proporcéo por 10 min para re-equilibrio da coluna 9 Para analise no MS, o
fluxo proveniente do DAD foi dividido, permitindo a entrada de somente 0.15
mL/min na fonte ESI. O MS foi configurado com os seguintes parametros: modo
de ionizagao negativo; voltagem no capilar, 2 kV; voltagem na saida do capilar, -
110 V; skimmer 1: 10 V, skimmer 2: 5 V; end plate offset, -500 V; temperatura do
gas de secagem (N3), 310 °C; vazéo, 5 L/min; nebulizador, 30 psi. A energia de
fragmentagdo para obtencdo do MS/MS foi de 1,5 V '°. Os espectros UV-visivel
foram obtidos entre 200 e 600 nm e os cromatogramas foram processados em 250
e 320 nm. A faixa de varredura para os espectros de massas foi de m/z 100 a
1000.

Os iridoides e os compostos fenodlicos foram identificados a partir dos
seguintes parametros: ordem de eluicdo e tempo de retengdo em coluna Cys,
caracteristicas dos espectros UV-visivel e de massas comparados a padrbes nas
mesmas condicdes e a informagdes na literatura 2°?°. A quantificagéo dos iridoides
foi realizada a partir de uma curva analitica externa de genipina (0,5 a 100 pg/mL)
com limites de deteccédo de 0,75 pg/mL e de quantificacdo de 2,25 ug/mL. Os

compostos fenodlicos foram quantificados a partir de uma curva analitica externa de
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acido 5-cafeoilquinico (0,5 a 55 pg/mL) com limites de detecgao de 0,85 ug/mL e
de quantificagao de 2,34 pg/mL. As duas curvas mostraram-se lineares (r* = 0,99).
Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram calculados a partir dos

parametros da curva analitica (desvio padrao e coeficiente angular) %

2.6. Analise estatistica dos resultados

Graficos, médias e desvios-padréo dos resultados das analises por HPLC
foram obtidos utilizando o software Origin versdo 8. A comparagdo entre as
médias das amostras (endocapo e mesocarpo nos estadios de maturagao verde e
maduro) foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), complementada
pelo Teste Tukey, quando detectadas diferengas significativas. Foi utilizado um
intervalo de confianga de 95 %. Os resultados obtidos pela analise de forga
maxima de penetracdo e os parametros de cor (L*, a* e b*) foram utilizados como
variaveis para a analise de componentes principais (PCA) utilizando o software

Statistica versao 12.
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3. Resultados e discussao
3.1. Diferencgas entre frutos verdes e maduros

Os resultados médios de forca maxima de penetracdo e de cor da casca
encontram-se na Tabela 1. Na PCA (Fig. 2), as duas primeiras componentes
principais (PC) descreveram 93,73 % da variancia. A PC 1 descreveu 60,80 % da
variancia. Nesta PC, a MPS e o parametro de cor a* apresentaram maior peso na
discriminacédo das amostras (Fig. 2a) sendo estes parametros os principais
responsaveis pela classificagdo dos frutos em verdes ou maduros (Fig. 2b). De
acordo com o parametro a*, os frutos maduros apresentaram uma casca tendendo
mais para o amarelo do que os frutos verdes. A PC 2 foi responsavel por 33,73 %
da variancia dos dados e as variaveis que apresentaram maior influéncia nesta PC
foram os parametros de cor L* e b*. Os frutos foram agrupados com sucesso de

acordo com o grau de maturagéo por meio dos parametros avaliados.

Tabela 1

Forca maxima e parametros CIELAB dos jenipapos verdes e maduros.

Parametro Verde Maduro
Forca maxima (N) 13,78 £ 1,65 0,57 + 0,21
L* 51,73 £ 0,92 47,29 £ 4,90
a* -2,80+0,76 9,21 £ 1,67
b* 20,74 + 1,33 23,44 + 3,40

Resultados expressos como média + desvio-padrao (n = 45).
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Fig. 2. Analise de componentes principais dos jenipapos em diferentes estadios de
maturagdo. (a) grafico de loadings das variaveis em relagdo a PC1 e PC2. (b)

grafico de scores para os frutos analisados.

Apbs a classificagdo, foram determinados o peso (g) e as dimensdes (mm)
dos frutos nos dois estadios de maturacédo. Os frutos verdes apresentaram as

seguintes caracteristicas fisicas: massa 96,39 + 14,92 g (n = 45); didametro

longitudinal 59,11 + 3,31 mm (n = 45) e didmetro transversal 57,90 £+ 3,03 mm (n

45). As caracteristicas dos frutos maduros foram: massa 141,40 £ 19,75 g (n
45); didametro longitudinal 78,06 + 4,67 mm (n = 45) e didmetro transversal 58,97 +

2.88 mm (n = 45).

3.2. Composicao proximal

Os principais constituintes do jenipapo s&o agua e carboidratos,
independentemente do estadio de maturacéo e da parte do fruto (endocarpo ou
mesocarpo) (Tabela 2). Esta composicdo mostrou-se semelhante a de outras
frutas amazoénicas como cupuagu (Theobroma grandiflorum), cajarana (Spondias

dulcis), cutite (Pouteria macrophylla) e inga (Inga capitada) %°.
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Comparando-se os dois estadios de maturacdo, o estadio maduro
apresentou teores significativamente maiores de sdélidos soluveis em relagédo ao
verde, e isto ocorre provavelmente devido a hidrélise do amido durante o
amadurecimento, com consequente liberagdo de acucares que se acumulam na
matriz %°. Vale ressaltar a redugao significativa no pH com a maturagao, fato que
apesar de pouco comum pode ocorrer em algumas frutas, como a banana, devido
o acumulo de acidos organicos *. Os resultados de sdlidos soltveis e pH obtidos
para o jenipapo maduro estdo dentro da faixa de valores de frutos maduros de 11
gendtipos de Genipa americana coletados na regido do Recdncavo baiano (Bahia,

Brasil) ¥'.

Tabela 2
Composicao proximal do mesocarpo e do endocarpo de jenipapo nos estadios de

maturagao verde e maduro.

Verde Maduro

Parametro

Mesocarpo Endocarpo  Mesocarpo  Endocarpo
Umidade (g/100 g) 80,9+0,1° 857+01° 753+0,1° 70,2+0,7¢
Cinzas (g/100 g) 0,5+0,0° 0,5+0,0° 0,7+0,0° 0,8 +0,0°
Proteinas (g/100 g) 1,6+0,1° 1,802 0,7+x01° 0,7£0,1°
Lipidios (g/100 g) 1,2+0,3° 1,5+0,1° 0,6 +0,0° 2,1+£0,1°
Carboidratos (g/100 g) 15,8+ 0,3 10,5+0,1° 22,7+02° 26,2+0,8°
Valor energético total ) g

72,6 1,5 56,3+0,7 89,1+0,2° 114,620
(Kcal/100 g)
Solidos soluveis (° BRIX) 11,3+0,3%° 121+0,2° 246+1,1° 233+12°
pH 47+0,1° 56+0,1° 3,7+0,1° 3,7+0,1°

Médias com a mesma letra minUscula sobrescrita na mesma linha ndo apresentam diferenga
significativa entre si (P > 0,05).
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3.3. Composicao de iridoides

Foram separados por HPLC ao todo, 18 compostos (14 iridoides, 3
compostos fendlicos e 1 ndo identificado) no jenipapo verde e maduro (Figura 3).
Destes compostos, 2 tiveram a identidade confirmada com padrdo, enquanto 15
foram tentativamente identificados considerando as suas caracteristicas
cromatograficas e espectroscopicas (Tabela 3), e 1 ndo foi identificado. Dos
compostos identificados, 10 nunca haviam sido relatados em jenipapo. As
estruturas dos compostos encontrados em jenipapo podem ser observadas na

Figura 4.
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Figura 3. Cromatogramas, obtidos por HPLC-DAD, de iridoides e compostos fendlicos de jenipapo em dois estadios de
maturagdo. Legenda: (a) endocarpo verde; (b) mesocarpo verde; (¢) endocarpo maduro; (d) mesocarpo maduro. Condicdes

cromatograficas: ver texto. A identificagdo dos picos esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3

Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos iridoides e compostos fendlicos do jenipapo.

. tr . [M-H _ [M+HCOOJ 5 )
Pico Composto (min)? Amax (NM) (m/2) (m/2) MS/MS (-) (m/z) MS® (m/z)
211 [M-H-162] , 193 [M-H-162-18] ,
1 Gardosideo 11,2 235 373 n.d.° 149 [M-H-162-44-18]", 123 211193, 149, 123
[M-H-162-44-44]"
229 [M-H-162]", 185 [M-H—162-44]",
2 Shanzhisideo 12,0 235 391 n.d. 167 [M-H-162-44-18]", 149 229,185, 167, 149
[M-H-162-44-18-18]"
211 [M-H-162]", 167 [M-H-162-44]",
3 Acido geniposidico 12,9 236 373 n.d. 149 [M-H-162-44-18]", 123 211167, 149, 123
[M-H-162-44-44]"
. 403 [M-HJ", 241 [M-H-162]", 223
4  DAME ou SME 13,4 241 n.d. 449 VH-A62-18]". 136 (M-H-165-102] 403241, 223, 139
, 403 [M-HJ", 241 [M-H-162]", 223
5 Gardenosideo 13,9 241 n.d. 449 [M-H-162-18] 403—241, 223
403 [M-HJ", 241 [M-H-162]", 223
6  DAME ou SME 14,5 241 n.d. 449 V-H162-18]" 139 [VI-H-162-102]" 403241, 139
7 Genipina-1--D- 17,4 241 n.d. 595 549 [M—H]", 225 [M-H-162-162]" 549,225
gentiobiosideo
Acido 5- 191 [M-H-162]", 179 [M-H-174]",
8 afoolquinico 18,5 300 (sh), 328 353 n.d. 173 M-H-162-18] 191173, 127, 109
. 387 [M-H], 225 [M-H-162]", 123
9 Geniposideo 19,8 241 n.d. 433 [M-H-162-102]" 387—225, 123
Acido cafeoil- 491 [M-H-44]", 323 [M-H-212]", 161 323,179
19 geniposidico 204 298(sh), 328 535 n.d. [M-H-212-162] [M-H-212-144]", 161
Acido p-cumar 307 [M-H-212], 187, 163
11 P 225 294 (sh), 313 519 n.d. [M-H-212-144]", 145 307217, 145

geniposidico

[M-H-212-162]
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Tabela 3. Continuagéo.

12

13

14

15

16

17
18

Feruloil-gardosideo

Genipina

Acido 3,5-
dicafeoilquinico

p-cumaroil
genipina-
gentiobiosideo

Feruloil genipina-
gentiobiosideo

Acido 4,5-
dicafeoilquinico
Nao identificado

22,9

23,9

28,7

29,2

29,7

29,9
37,9

298 (sh), 328
238

302 (sh), 328

296(sh), 313

296(sh), 328

302 (sh), 328
276

549

225

515

695

725

515
172

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

355 [M-H-194]", 337 [M-H-194-18],
217, 193 [M-H-212-144]", 175
[M-H-212-162]

207 [M-H-18]", 123 [M-H-102]", 101

353 [M-H-162]", 191
[M-H-162-162]

355—337, 217, 193

3535191, 179
[M-H-162-174]", 173
[M-H-162-162-18]"

663, 469 [M-H-226]", 367 469367, 307, 265, 235,
[M-H-226-102], 307 163 [M-H-226-162-144]",
[M-H-226-102-60]", 265, 235, 205 145 [M-H-226-180]
693, 499 [M-H-226]", 397 499397, 295, 265, 235,
[M-H-226-102], 337 193 [M-H-226-162-144]",
[M-H-226-102-60]", 295, 265, 235 175 [M-H-226-180]"
353 [M-H-162]", 335 [M-H-162-18],  353—191, 179, 173, 135
173 [M-H-162-162-18] [M—-H-162-174-44]"
156, 131, 105 -

® Numeragéo de acordo com os cromatogramas da Figura 3. ® Tempo de retencéo na coluna Cyg. ° Solvente: gradiente de agua e acetonitrila, ambos
contendo 0,1% de acido formico. 4 Os ions em negrito representam o fragmento majoritario. ° n.d.: ndo detectado. " DAME: Ester metilico do acido
desacetil asperulosidico. SME: Ester metilico do escandosideo.
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Figura 4. Estruturas quimicas propostas para compostos encontrados em
jenipapo. Os compostos estdo numerados de acordo com a eluicdo na coluna Cqs

(Tabela 3).

Os picos 1 e 3 apresentaram a mesma massa/carga para molécula
desprotonada, aléem de fragmentacdo e absorcdo maxima no UV similares.
Entretanto, no MS/MS os dois compostos diferenciaram quanto ao fragmento
majoritario, sendo no pico 1 o ion de m/z 193 e no pico 3, a m/z 211. A diferenca
de massa entre estes fragmentos (18 u) é relativa a eliminagdo de uma molécula
de agua. Quando ha uma hidroxila ligada ao carbono 8 ou ao carbono diretamente
ligado ao carbono 8, forma-se uma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da
ligacao glicosidica, o que dificulta a perda deste oxigénio durante a fragmentacéao,

e resulta em uma perda neutra de 162 u, como verificado no espectro do pico 3.
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Na auséncia desta hidroxila, a perda mais comum é de 180 u (pico 1). Além disso,
o fragmento a m/z 149, resultante da perda de CO, (44 u), indica a presenca do
grupo carboxila nas duas moléculas. Assim, o pico 1 foi tentativamente identificado
como gardosideo e o pico 3, como acido geniposidico, baseado na semelhanca
das caracteristicas dos mesmos compostos encontrados em Gardenia jasminoides
%0 Esta & a primeira vez que o composto gardosideo é detectado em Genipa
americana L.

O pico 2 apresentou [M-H] de m/z 391 e perdas neutras correspondentes
a uma unidade glicosidica (162 u), H,O (18 u) e CO, (44 u). Este composto foi
tentativamente identificado como shanzhisideo. As mesmas caracteristicas foram
relatadas por Ren, Xue, Zhang, Wang, Liu, Li and Liang %' para o padrio deste
composto.

Os picos 4, 5 e 6 apresentaram em comum a m/z 449 que no MS/MS,
mostrou ser um aduto do [M-H]  de m/z 403 com o ion formato (HCOQO") da fase
movel. Os trés picos apresentaram absor¢cdo no UV e perfil de fragmentacao
semelhante. Entretanto, apenas os picos 4 e 6 apresentaram o fragmento de m/z
139, formado pela perda de 102 u, que corresponde a uma molécula de 3-
oxopropanoato de metila. Esta perda resulta da clivagem do esqueleto basico dos

iridoides glicosilados do tipo 7,8-ciclopenteno %

. Assim, o composto 5 foi
tentativamente identificado como gardenosideo e os compostos 4 e 6 como
ésteres metilicos do acido desacetil asperulosidico (DAME) e do escandosideo
(SME). Entretanto, o DAME e o SME sédo epimeros e os métodos de deteccdo

utilizados nao permitem a distincdo entre os dois, assim, nao foi possivel afirmar

qual pico (4 ou 6) corresponde a cada isbmero.
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Os picos 7 e 9 também formaram adutos com o ion formato. No MS/MS,
foram observados os ions correspondentes ao [M—-H] de m/z 549 e 387 para os
picos 7 e 9, respectivamente. No MS® da molécula desprotonada dos dois
compostos, o fragmento de m/z 225 foi o majoritario em ambos e corresponde a
aglicona genipina ap6s a perda de um (pico 9) e dois grupos glicosidicos (pico 7).
Com base no padrdo de fragmentacao, os picos 7 e 9 foram tentativamente
identificados como genipina-1-B-D-gentiobiosideo e geniposideo, respectivamente,
baseado nas caracteristicas semelhantes dos mesmos compostos encontrados
em Gardenia jasminoides Ellis ?°. Estes compostos representam os iridoides
majoritarios nos frutos de gardenia %>.

O geniposideo foi o composto majoritario no jenipapo verde, tanto no
endocarpo, quanto no mesocarpo. A genipina-1-3-D-gentiobiosideo foi o iridoide
majoritario no endocarpo maduro, nédo sendo detectada no jenipapo verde. Isto
indica que a maturacéo favorece a adigdo de um segundo grupo glicosidico ao
geniposideo dando origem a genipina-1-B-D-gentiobiosideo.

O pico 8 foi identificado como acido 5-cafeoilquinico por ter apresentado o
mesmo tempo de retencgdo, caracteristicas dos espectros UV e de massas, de um
padrao auténtico de acido 5-cafeoilquinico. Este pico apresentou uma molécula
desprotonada de m/z 353 e os fragmentos MS/MS de m/z 191 e 179 gerados a
partir das perdas dos grupos cafeoil e quinoil, respectivamente. Este € o primeiro
trabalho a relatar a presenca de &cidos clorogénicos em frutos de Genipa
americana L.

Os picos 10 e 11 apresentaram [M—-H] de m/z 535 e 519, respectivamente.
No MS/MS, os dois compostos apresentaram em comum os ions de m/z 323 e

307, como fragmentos maijoritarios. Estes fragmentos correspondem a perda de
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212 u para os compostos 10 e 11, respectivamente. Esta perda pode corresponder
a aglicona dos iridoides gardosideo (pico 1) ou acido geniposidico (pico 3).
Considerando o mesmo principio utilizado para diferenciagdo dos picos 1 e 3, a
perda da aglicona inteira (212 u) é caracteristica da presenca de um grupo OH no
carbono 8, o que significa que a aglicona em questao € a o acido geniposidico.

No pico 10, o MS® do ion de m/z 323 resultou nos fragmentos 179 u e 161
u, que correspondem respectivamente ao acido cafeico ionizado e desidratado. No
pico 11, o MS® do ion de m/z 307, resultou nos fragmentos de m/z 217 e 145, que
correspondem respectivamente a fragmentagdo de um grupo glicosidico e ao
acido p-cumarico ionizado. Desta forma, os compostos 10 e 11 foram
tentativamente identificados como acido cafeoil-geniposidico e acido p-cumaroil-
geniposidico, respectivamente. Até o momento, a presenca de iridoides
glicosideos esterificados com acidos em jenipapo nunca havia sido reportada na
literatura.

O pico 12 apresentou como molécula desprotonada a m/z 549, e
fragmentacbes (MS/MS) de m/z 355 [M-H-194] e 337 [M-H-194-18], relativas
a perda da aglicona desidratada e nao desidratada. Tendo em vista o que foi
previamente discutido, esta fragmentagdo indica a auséncia de grupo OH no
carbono 8 ou no carbono diretamente ligado a este. Desta forma, a aglicona
presente no composto 12 foi tentativamente identificada como a do gardosideo. O
MS? do ion de m/z 355 produziu, além do ion de m/z 337 (perda de uma molécula
de H0), o ion de m/z 193, que corresponde ao acido ferulico ionizado. Desta
forma, o composto 12 foi tentativamente identificado como feruloil-gardosideo.

O pico 13 foi identificado como genipina, pois apresentou mesmo tempo de

retencdo, caracteristicas dos espectros UV e de massas de um padrao auténtico
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de genipina. Este composto apresentou molécula desprotonada de m/z 225 e os
seguintes fragmentos MS/MS: m/z 207 relativo a perda de uma molécula de agua;
m/z 123 gerado pela perda do grupo 3-oxopropanoato de metila (102 u) e m/z 101
que corresponde ao proprio grupo 3-oxopropanoato de metila ionizado.

Os picos 14 e 17 apresentaram o mesmo [M-H] de m/z 515. No MS/MS, o
fragmento de m/z 353, caracteristico dos acidos dicafeoilquinicos, foi majoritario
em ambos os compostos. No MS?® do ion de m/z 353, a fragmentacéo para os dois
compostos foi muito semelhante, diferindo apenas na intensidade do pico
majoritario. O composto 14 apresentou o fragmento de m/z 191, como majoritario,
resultante da perda de um grupo cafeoil (162 u). No composto 17, o fragmento
majoritario foi o de m/z 173, que representa o acido quinico desidratado. Os
isbmeros dos acidos clorogénicos apresentam padrdes de fragmentacdo que
variam de acordo com a posicdo em que os grupos cafeoil se encontram ligados

ao acido quinico %

. Desta forma, os picos 14 e 17 foram tentativamente
identificados como acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico,
respectivamente. Estes acidos clorogénicos, bem como o acido 5-cafeoilquinico
(pico 8) também foram encontrados em frutos de gardenia .

O pico 15 apresentou [M-H] de m/z 695, e no MS/MS, o fragmento
majoritario foi o ion de m/z 469, resultante da perda de uma molécula de genipina
(226 u). O MS® deste ion apresentou os fragmentos de m/z 367, 307, 265 e 235,
caracteristicos da fragmentagdo de duas moléculas de glicose, e ainda os
fragmentos de m/z 163 e 145 que correspondem ao acido p-cumarico ionizado e

desidratado, respectivamente. A partir destas informagbes, o composto 15 foi

tentativamente identificado como p-cumaroil genipina-gentiobiosideo, o qual
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também foi encontrado em uma formulagédo medicinal chinesa a base de frutos de
gardenia e soja fermentada %°.

O pico 16 foi tentativamente identificado como feruloil genipina-
gentiobiosideo, pois apresentou uma diferenca de 30 u em relacdo ao pico 18,
mas com mesmo mecanismo de fragmentagdo. Neste caso, no entanto, foram
obtidos os fons de m/z 193 e 175 no MS®, que representam o acido fertlico
ionizado e desidratado, respectivamente.

O pico 18 néo foi identificado, mas algumas caracteristicas puderam ser
observadas, como a absor¢cdo a 276 nm e um [M-H] de m/z 172. Moléculas
desprotonadas de m/z par indicam a presenga de um numero impar de nitrogénios
na molécula. Além disso, o elevado tempo de retencéo (37,9 min) deste composto
indica baixa polaridade em relagdo aos demais. Este composto foi o majoritario
encontrado no mesocarpo maduro.

A composicéo de iridoides e acidos clorogénicos do jenipapo mostrou-se
muito similar a relatada recentemente para frutos de Gardenia jasminoides ?* .
Assim como na gardenia, o geniposideo foi o iridoide majoritario no jenipapo verde
(Tabela 4), correspondendo a 72 % e 92 % dos iridoides totais do endocarpo e do
mesocarpo, respectivamente. No entanto, os teores de geniposideo encontrados
no endocarpo e no mesocarpo do jenipapo verde (107,11 e 117,99 mg/g amostra
liofilizada, respectivamente) foram superiores aos valores reportados para frutos
de gardenia de diferentes variedades e origens (43,19 a 95,51 mg/g amostra seca)
1233 Além disso, o jenipapo verde também apresentou maiores teores de acido
geniposidico (endocarpo e mesocarpo) e gardenosideo (endocarpo) que os frutos

de gardenia (0,80 e 1,08 mg/g amostra seca, respectivamente) .
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Tabela 4

Teores de iridoides e compostos fendlicos no endocarpo € no mesocarpo de jenipapo nos estadios de maturagédo verde e

maduro.
Pico Composto Maduro
Endocarpo Mesocarpo Endocarpo Mesocarpo

1 Gardosideo® n.d.° 0,76 + 0,03 n.d. n.d.

2 Shanzhisideo® 4,34 £ 0,03 4,23 £ 0,04 1,64 £ 0,06 n.d.

3 Acido geniposidico® 19,86 + 0,09 2,54 +£ 0,05 0,19+ 0,01 n.d.

4 DAME ou SME?® 0,80 £ 0,02 n.d. 0,11 £ 0,00 n.d.

5 Gardenosideo® 7,05+0,13 n.d. 0,90 £ 0,03 n.d.

6 DAME ou SME?® 1,37 £ 0,05 n.d. 0,09 + 0,00 n.d.

7 Genipina-1-B-D-gentiobiosideo® n.d. n.d. 2,45+0,13 n.d.

8 Acido 5-cafeoilquinico® 5,59 £ 0,06 1,72 £ 0,03 n.d. n.d.

9 Geniposideo® 107,11 £ 0,74 117,99 + 0,93 0,29 + 0,01 n.d.

10  Acido cafeoil-geniposidico® 1,34 £ 0,02 1,44 + 0,02 0,07 £ 0,00 0,06 + 0,00

11 Acido p-cumaroil-geniposidico® 1,43 £ 0,02 n.d. 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00

12 Feruloil-gardosideob 0,75+ 0,01 1,12 £ 0,04 0,07 £ 0,00 0,08 + 0,00

13 Genipina® 3,40 £ 0,11 n.d. n.d. n.d.

14 Acido 3,5-dicafeoilquinico” n.d. 1,23 £ 0,03 n.d. n.d.

15 p-cumaroil genipina-gentiobiosideo” n.d. n.d. 0,38 £ 0,00 n.d.

16  Feruloil genipina-gentiobiosideo® n.d. n.d. 0,10 £ 0,01 n.d.

17 Acido 4,5-dicafeoi|quinicob n.d. 1,22 + 0,04 n.d. n.d.

18  Nao identificado® n.d. n.d. 1,76 £ 0,05 1,07 £ 0,00
Iridoides totais 147,45 + 0,88 128,07 + 1,09 6,43 £ 0,22 0,25+ 0,00
Compostos fendlicos totais 5,59 £ 0,06 4,17 £ 0,07 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Os picos foram quantificados como equivalentes a genipina ® e a acido 5-cafeoilquinico °. Valores de média + desvio-padrao (n=3) expressos em mg/g

de amostra liofilizada. “n.d = n3o identificado.
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De acordo com a via biossintética dos iridoides, o acido geniposidico é

. . .. . 5 y
precursor do geniposideo e este por sua vez origina o gardenosideo °. Estes trés
compostos sado os majoritarios no endocarpo verde e estdo entre os principais do
mesocarpo verde, mas pode-se observar através dos teores destes compostos,

qgue no jenipapo verde, a rota mais favorecida é a de formacgao de geniposideo.

Embora, o endocarpo tenha apresentado baixa concentragdo de genipina
(3,40 mg/g de amostra liofilizada), foram observadas pequenas linhas de pigmento
azul no endocarpo verde, as quais podem ser resultantes da reagdo entre
aminoacidos ou proteinas e a genipina livre presente nessa parte da fruta. A
permanéncia dos extratos de endocarpo e mesocarpo verde a temperatura
ambiente por um tempo prolongado (algumas horas) resulta no aumento da
intensidade (endocarpo) ou aparecimento (mesocarpo) do pico de genipina,
redugéo do pico do geniposideo e formagéo de pigmento azul no extrato. Este fato
pode indicar a presenca de enzima [-glicosidase na fruta, a qual hidrolisa a
ligacdo glicosidica do geniposideo liberando a aglicona, que pode reagir com
fontes de aminas primarias presentes na matriz. A drastica redugéo dos teores de
geniposideo com a maturagdo pode explicar a néo ocorréncia e/ou formagao de
pigmento azul em frutos maduros.

Outra diferenga observada entre os estadios de maturagao foi a auséncia
de acidos clorogénicos no jenipapo maduro. Além disso, o jenipapo maduro
apresentou uma reducédo de mais de 90% nos teores de iridoides em relacéo ao
jenipapo verde. Este comportamento também foi observado em frutos de Gardenia
Jjasmonoides, no qual os teores de geniposideo diminuiram ao longo do
amadurecimento dos frutos ** %°. Nagatoshi, et al. *® observaram que os niveis de
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expressao da enzima responsavel pela glicosilacao dos iridoides em Gardenia
Jjasminoides s&o maiores nos primeiros estadios de maturacdo do fruto. Este
fendbmeno tem sido atribuido ao fato dos iridoides atuarem como compostos de
defesa contra herbivoros. Os iridoides, enquanto monoterpenos exigem
precursores de baixa massa molecular e baixa atividade enzimatica, o que torna a
sua sintese energeticamente favoravel nos estagios iniciais do desenvolvimento %"
38_

O presente trabalho foi o primeiro a relacionar a composi¢ao de iridoides e
compostos fenodlicos de jenipapo com o estadio de maturacéo e a porgéo da fruta
(mesocarpo e endocarpo). De acordo com os dados obtidos o estadio de
maturacgéo influéncia o perfil tanto de iridoides como de compostos fendlicos. O
jenipapo verde mostrou-se uma o6tima fonte de geniposideo, o qual pode ser
utilizado para produgéo de genipina e posterior obtencéo de pigmento azul pela
industria de corantes naturais. Além disso, a constatacao da quase inexisténcia de
geniposideo no jenipapo maduro pode explicar a n&do formacgéo de pigmento azul

no fruto deste estadio de maturagao.
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RESUMO

Um novo método de extracdo de compostos fenolicos assistida por micro-
ondas (MAE) foi desenvolvido e validado utilizando laranja [Citrus sinensis (L.)
Osbeck cv. Pera] com diferentes teores de umidades: congelada e seca. Para
isso, foi realizado um planejamento experimental de face centrada, seguido pela
otimizagdo do volume de solvente e do tempo de analise. A MAE nao provocou
alteracdes no perfil de compostos fendlicos da amostra quando comparada com a
extragdo convencional soélido-liquido (SLE). Foram identificados por HPLC-DAD-
MS" 5 compostos na polpa de laranja, sendo a hesperidina o majoritario,
representando 90 % do total de compostos fendlicos presentes nas amostras. O
método de MAE desenvolvido apresentou 6tima repetibilidade, com desvio padréo
relativo < 5 % e recuperacao > 92 %; foi 2,5 vezes mais rapido, consumiu 75 %
menos solvente e utilizou metade da massa de amostra em relacdo a SLE, além
de permitir a extragdo de varias amostras simultaneamente.
Palavras-chave: Compostos bioativos, laranja Pera, flavonoides, extracéo

assistida por micro-ondas.
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1. Introdugao

A cultura dos citricos esta entre as mais importantes do mundo. A produgao
mundial de laranjas em 2011 foi de mais de 69 milhdes de toneladas, sendo o
Brasil o maior produtor, responsavel por 28,5% da produgao mundial (FAO, 2014).
Laranjas sao importantes fontes de compostos fendlicos, especialmente
flavonoides da classe das flavanonas (Crozier, Jaganath, & Clifford, 2009). No
grupo das laranjas doces, no qual esta incluida a espécie Citrus sinensis, as
principais flavanonas encontradas sao a hesperidina (hesperitina-7-O-rutinosideo)
e a narirutina (narigenina-7-O-rutinosideo) (Peterson et al., 2006).

Os efeitos benéficos das flavanonas a saude tem sido amplamente
relatados e discutidos em diversas revisbes de literatura (Benavente-Garcia &
Castillo, 2008; Khan, Zill, & Dangles, 2014; Tripoli, La Guardia, Giammanco, Di
Majo, & Giammanco, 2007). Considerando a importancia destes compostos para a
saude humana, torna-se fundamental a analise de diversos tipos de alimentos
para identificacdo das melhores fontes. Estudos quantitativos e qualitativos de
compostos bioativos exigem cuidados na escolha do método de extracéo, pois
nesta etapa deve-se assegurar que os compostos alvo ndo sejam perdidos,
modificados ou destruidos durante a preparagdo do extrato que sera
posteriormente separado e caracterizado (Sasidharan, Chen, Saravanan,
Sundram, & Yoga Latha, 2011).

Novos métodos de extracdo tém sido investigados, a maioria possui como
apelos a melhor eficiéncia de extragdo, o menor tempo de extracdo e o menor
consumo de solvente em relagcdo as técnicas tradicionais (imersdo, maceracao e

percolagcdo). Dentre estes novos métodos estdo a extragdo assistida por micro-
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ondas, fluido supercritico e solvente pressurizado (Chan, Yusoff, Ngoh, & Kung,
2011).

A extracéo assistida por micro-ondas (MAE) é uma técnica que apresenta
um eficiente mecanismo de transferéncia de energia devido a dois mecanismos: a
rotacao dipolar e a condugéo ibnica, nos quais os dipolos das moléculas e o ions,
respectivamente, tentam se realinhar com o campo elétrico das micro-ondas.
Como esse campo se alterna rapidamente, a movimentagdo das moléculas e dos
ions resulta em um aquecimento rapido do meio, reduzindo o tempo de extracéo
(Hayes, 2002; Routray & Orsat, 2012). Além disso, o0 mecanismo de aquecimento
por MAE leva a expansao e consequente ruptura das paredes celulares,
facilitando a remocdo dos compostos de interesse de matrizes vegetais para o
solvente, resultando em alto rendimento de extragao (Ajila et al., 2011).

Considerando a importancia do desenvolvimento de técnicas menos
laboriosas e menos poluentes para extracdo de compostos bioativos, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um método para extragcdo de compostos fendlicos
de laranja assistida por micro-ondas que possa ser aplicado tanto a amostras
congeladas como liofilizadas, considerando que estes s&do os métodos de

conservacao de amostras mais utilizados em laboratério e industrias de alimentos.

2. Materiais e métodos
2.1. Padrbes e reagentes

O padrao de hesperidina foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e o
de acido elagico da Extrasynthése (Lyon Nord, Franga). O padrdo de hesperidina
apresentou 98% de pureza e o de acido elagico 99% de pureza, determinadas por

HPLC-DAD. A acetonitrila de grau HPLC foi adquirida da J. T. Baker (Phillipsburg,
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NJ) e o metanol de grau analitico, proveniente da Synth (Sdo Paulo, Brasil). O
reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Dinamica (Sao Paulo, Brasil). A agua
ultrapura foi obtida por meio de sistema Milli-Q (Billerica, MA). As amostras e os

padrbes foram filtrados em membrana Millipore de 0,22 pm.

2.2. Materiais

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizadas laranjas [Citrus
sinensis (L.) Osbeck cv. Pera] provenientes do municipio de Monte Alto (S&o
Paulo, Brasil). As amostras foram adquiridas (10 kg) na Central Estadual de
Abastecimento S/A (CEASA) do municipio de Campinas (S&o Paulo, Brasil) em
abril de 2013. Os frutos frescos apresentaram as seguintes caracteristicas:
umidade, 91,03 + 0,30 g/100 g (n = 4); massa 154,15 £ 6,32 g (n = 15); didametro
longitudinal 64,82 + 1,64 mm (n = 15); didmetro transversal 65,74 + 1,32 mm (n =
15). As laranjas foram lavadas manualmente e com o auxilio de uma faca foram
removidos o flavedo, o albedo, as membranas e as sementes. Apenas a polpa,
composta pelas vesiculas de suco, foi utilizada. A polpa foi homogeneizada
manualmente e imediatamente congelada com nitrogénio liquido. Metade da
quantidade de polpa congelada foi liofilizada (Liobras, S&do Paulo, Brasil), triturada
em processador de alimentos domeéstico e acondicionada a vacuo em sacos de
polietileno. A outra metade foi apenas acondicionada a vacuo em sacos de
polietileno. Ambas foram armazenadas em freezer a -36 °C até o momento das

analises.
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2.3. Extragao solido-liquido por agitacao (SLE) de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram extraidos das amostras de laranja congelada
(4,0 g) e liofilizada (0,4 g) em tubo de teflon com 20 mL de solu¢ao metanol/agua
[8:2(v/v)] por meio de agitacdo em vortex (Phoenix Luferco, AP56, Sao Paulo,
Brasil) por 5 minutos a temperatura ambiente (22 + 3 °C). Em seguida, o tubo foi
centrifugado (Beckman Coulter, Allegra 64R, Palo Alto, CA) a 22000 g por 10 min
a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e uma nova aliquota de solvente foi
adicionada ao tubo para repeticdo do procedimento até extracdo exaustiva. Ao
todo foram necessarias 5 extragbes para a completa extragdo dos compostos
fendlicos da amostra. A confirmacgéo foi realizada qualitativamente utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu, na qual o sobrenadante da sexta extragdo apresentou
resultado negativo para a presenca de compostos fendlicos. Ao final das
extragdes, os sobrenadantes foram combinados, formando um unico extrato, o

qual foi aferido em bal&o volumétrico com o mesmo solvente de extragéo.

2.4. Otimizagdo da extracao solido-liquido assistida por micro-ondas (MAE) de
compostos fendlicos

Para o desenvolvimento da metodologia MAE para compostos fendlicos
realizou-se um planejamento experimental cujos parametros foram determinados a

partir das condi¢cdes da metodologia SLE e de testes preliminares.

2.4.1. Planejamento experimental
A otimizagcéo da extragdo de compostos fendlicos assistida por micro-ondas
foi realizada inicialmente por meio de um delineamento composto de face centrada

(DCFC) com 2 niveis e 3 fatores (Tabela 1); constituido por 8 ensaios fatoriais, 2
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ensaios no ponto central e 6 ensaios axiais em face centrada, totalizando 16
ensaios. A variavel dependente (resposta) foi o teor de compostos fendlicos totais
determinado pelo método de Singleton and Rossi (1965).

Os seguintes parametros foram mantidos fixos: massa de amostra: 4 g para
amostra congelada e 0,4 g para amostra liofilizada, tempo de extracdo: 10

minutos, tempo de resfriamento da amostra: 10 minutos e agitagédo: 200 rpm.

Tabela 1 - Variaveis independentes reais e codificadas e seus respectivos niveis.

Variaveis independentes Niveis
Real Codificada -1 0 +1
Temperatura (°C) X4 40 50 60
Volume de solvente (mL) X 10 20 30
Razao metanol:agua (MeOH:H,0) X3 7:3 8:2 9:1

2.4.2. Extragao assistida por micro-ondas de compostos fendlicos

A MAE foi realizada em tubos de teflon para micro-ondas, com capacidade
de 50 mL, utilizando sistema fechado de extracdo por micro-ondas (Milestone,
Start-E, Sorisole, Italia). Os paréametros de extracdo (temperatura, volume de
solvente e razdo metanol:agua) foram determinados de acordo com o
planejamento experimental. A programacao de temperatura consistiu em atingir a
temperatura desejada em 30 segundos utilizando a poténcia maxima de 400 W,
manter a temperatura por 10 minutos, seguido de um periodo de resfriamento de
10 minutos. Apos a extragdo, o conteudo dos tubos foi centrifugado a 22000 g por
10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e o volume aferido, com o mesmo
solvente de extragdo, em baldo volumétrico adequado, para determinagcéo de

compostos fendlicos totais e analise por HPLC.
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2.5. Determinacgao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com o
método de Singleton and Rossi (1965), adaptado para microplacas. A
quantificacdo foi realizada a partir de uma curva analitica com acido galico nas
concentragdes de 12,5 a 150,0 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de

equivalente a acido galico (GAE) por 100 g de massa fresca (FW).

2.6. Determinacédo da composicao de compostos fendlicos

A analise de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foi realizada em equipamento da marca Shimadzu (Kyoto,
Japéo), equipado com bomba quaternaria (LC-20AD), desgaseificador (DGU-
20A5), valvula de injegcdo Rheodyne com loop de 20 pL e detectores de arranjo de
diodos (DAD) (SPD-M20A) e de espectrometria de massas (MS) (AmaZon speed
ETD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com fonte de ionizagcédo electrospray
(ESI) e analisador de massal/carga (m/z) ion trap.

A separacéo dos compostos fendlicos foi realizada em coluna C+g Synergi
Hydro RP80A (4 pm, 250 x 4,6 mm i.d.) (Phenomenex, Torrance, CA), a uma
vazédo de 0,9 mL/min e temperatura da coluna de 29 °C, utilizando como fase
mével agua (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,5 % de &cido formico (v/v),
em um gradiente linear (v/v) de A:B 90:10 para 70:30 em 30 min, depois para
50:50 em 2 min, mantendo esta proporgao por 3 min, seguindo para 90:10 em 3
min e mantendo esta propor¢cdo por 12 min para re-equilibrio da coluna. Para
analise no MS, o fluxo proveniente do DAD foi dividido, permitindo a entrada de

somente 0,15 mL/min na fonte ESI. O MS foi configurado com os seguintes
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parametros: modo negativo; voltagem no capilar, 2 kV; voltagem na saida do
capilar, -110 V; skimmer 1: 10 V, skimmer 2. 5 V; end plate offset, -500 V;
temperatura do gas de secagem (N2), 310 °C; vazéo, 5 L/min; nebulizador, 30 psi.
A energia de fragmentacéo para obtencédo do MS/MS foi de 1,5 V (Chisté &
Mercadante, 2012). Os espectros UV-visivel foram obtidos entre 200 e 600 nm e
os cromatogramas foram processados em 280 nm. A faixa de varredura para os
espectros de massas foi de m/z 100 a 1000.

Os compostos fenodlicos foram identificados a partir dos seguintes
parametros: ordem e tempo de retencdo em fase reversa, caracteristicas dos
espectros UV-visivel e de massas comparados a padrbes analisados nas mesmas
condicbes e a informacdes da literatura (Barbosa, Peres, Gallori, & Vincieri, 2006;
Caristi, Bellocco, Gargiulli, Toscano, & Leuzzi, 2006; Roowi & Crozier, 2011). Os
compostos fendlicos foram quantificados a partir de uma curva analitica de 7
pontos de hesperidina (1 a 52 pg/mL). A curva mostrou-se linear (r* = 0,99) e com
limites de deteccao de 0,7 pg/mL e de quantificagdo de 1,6 pg/mL, calculados a
partir dos parametros da curva analitica (desvio padrdo e coeficiente angular)

(ICH, 2005).

2.7. Validagéo do método de extragao assistida por micro-ondas

A validacao do método de extragcdo de compostos fendlicos assistida por
micro-ondas foi realizada através da quantificagdo tanto pelo método de Singleton
and Rossi (1965) como por HPLC, por meio dos parametros de repetibilidade
intra-dia e inter-dia e recuperacgéo, sendo este ultimo avaliado apenas por HPLC.
A repetibilidade foi avaliada pelo desvio padréo relativo (% RSD). A recuperagéo

foi feita por meio da adi¢cao de solu¢des do padrao de acido elagico as amostras
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de laranja (congelada e liofilizada) antes da extracdo. As solugbes de acido
elagico foram preparadas em metanol em dois niveis de concentragcdo, de modo
que as concentracdes finais do padréo de acido elagico nos extratos era de 0,26
mg/g FW (nivel 1) e de 0,52 mg/g FW (nivel 2). Para comparagéo, os parametros

de repetibilidade e recuperagdo também foram realizados para o método SLE.

2.8. Analise estatistica dos resultados

A analise do planejamento experimental foi realizada utilizando o software
Statistica versdo 12. Os graficos, as médias e desvio-padrdo dos resultados das
analises de compostos fendlicos totais e por HPLC foram calculados utilizando o
software Origin versdo 8. As médias dos resultados obtidos na otimizagdo do
método (razdo amostra:solvente e cinética) foram comparadas através da analise
de variancia (ANOVA), complementada pelo Teste Tukey, quando detectadas

diferencas significativas. Foi utilizado um intervalo de confianga de 95 %.
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3. Resultados e discusséo
3.1. Extragéo SLE

Nao houve diferenca entre os teores de compostos fendlicos totais (P >
0,05) obtidos por meio da SLE para as amostras congelada (66,2 + 3,1 mg
GAE/100 g FW) e liofilizada (68,7 £+ 3,3 mg GAE/100 g FW). Estes resultados
ratificam o fato de que a liofilizacdo € uma técnica adequada para conservagao de

amostras por preservar as suas caracteristicas (Ratti, 2001).

3.2. Planejamento experimental

Para execucdo do planejamento experimental, os experimentos foram
divididos em dois blocos, sendo o primeiro constituido pelos ensaios fatoriais e
pontos centrais. Como nenhum dos ensaios atingiu o teor de compostos fendlicos
obtido pela extracdo SLE, foi realizado entdo, um segundo bloco de experimentos
com 0s ensaios axiais em face centrada.

A analise do planejamento completo mostrou que as variaveis temperatura
e volume de solvente foram significativas. Entretanto, ndo foi possivel atingir o
valor de compostos fendlicos obtido pela extragdo solido-liquido por agitacédo na
faixa estudada no planejamento (Tabela 2).

A andlise de desejabilidade (Figura 1) indica que as condi¢gdes em que se
pode atingir o valor maximo de compostos fendlicos possivel pelo planejamento
sao: temperatura a partir de 50 °C, volume de 30 mL e qualquer razdo MeOH:H,0.
Desta forma, para esta ultima variavel, optou-se pela relagcdo 8:2, pois utiliza
menos metanol que a 9:1 e permite a concentracao do extrato mais facilmente do

que a relacdo 7:3. Assim, a condicdo experimental correspondente ao ensaio 14
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(50 °C, 30 mL e razéo 8:2), foi escolhida para ser utilizada como partida para a

otimizagao sequencial da extragao.

Tabela 2 - Matriz do delineamento composto de face centrada e respectivas

respostas experimentais.

Fenolicos Totais®
Temperatura  Volume

Ensaio C) (mL) MeOH:H,O® Amostra Amostra

congelada liofilizada
1 40 20 7:3 42,9 50,6
2 60 20 7:3 48,2 51,1
3 40 30 7:3 53,8 61,2
4 60 30 7:3 60,5 62,3
5 40 20 9:1 50,9 47,0
6 60 20 9:1 51,7 50,7
7 40 30 9:1 55,9 58,5
8 60 30 9:1 58,4 59,7
9 50 25 8:2 54,1 55,1
10 50 25 8:2 51,6 55,3
11 40 25 8:2 52,1 54,2
12 60 25 8:2 52,9 54,1
13 50 20 8:2 54,8 55,1
14 50 30 8:2 64,5 63,5
15 50 25 7:3 54,6 54,7
16 50 25 9:1 55,0 55,5

@ Razao metanol:agua
® Resultados expressos em mg de equivalente a acido galico (GAE) por 100 g de peso fresco (FW).
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Figura 1. Andlise pela fungdo desejabilidade dos resultados obtidos no

delineamento composto de face centrada para extragdo de compostos fendlicos.

3.3. Otimizacao sequencial

Para otimizagao, optou-se por avaliar somente a variavel volume, uma vez
que, de acordo com a desejabilidade, ha uma tendéncia de aumento do teor de
fendlicos extraidos com o aumento do volume de solvente. Entretanto, o maior
nivel utilizado no planejamento (30 mL) corresponde a capacidade maxima dos
tubos utilizados para centrifugacdo dos extratos e equivale a uma razéo
amostra:solvente de 1:7,5 para amostra congelada e 1:75 para a amostra
liofilizada. Assim, para que fosse possivel avaliar o parametro volume, a massa de
amostra foi reduzida pela metade (2 g para amostra congelada e 0,2 g para
amostra liofilizada) e foram utilizados os mesmos niveis de volume de solvente do

planejamento (20, 25 e 30 mL), desta forma a razdo amostra:solvente torna-se
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maior: 1:10; 1:12,5 e 1:15 para a amostra congelada e 1:100; 1:125 e 1:150 para a
amostra congelada.

Para os dois tipos de amostra, o teor maximo de compostos fendlicos
(equivalente a SLE) foi atingido a partir da razéo 1:12,5 para a amostra congelada
e 1:125 para a amostra liofilizada (Figura 2), o que corresponde ao volume de 25
mL. Cabe ressaltar que esta razdo representa apenas metade da razéo
necessaria para a extragado solido-liquido por agitacéo. A maior eficiéncia da MAE
neste aspecto pode ser atribuida ao aquecimento da solugdo de extragcéo, o que
aumenta a difusividade do solvente na matriz e a dissolu¢do dos compostos no

solvente (Camel, 2000).
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Figura 2. Teores de compostos fendlicos obtidos por diferentes razdes

amostra:solvente para as amostras congelada (esquerda) e liofilizada (direita).

Apds a otimizagédo do volume de solvente, o tempo de extracéo foi avaliado
através de uma cinética (Figura 3), a fim de verificar a influéncia do tempo de
exposi¢ao da amostra as micro-ondas e determinar o tempo mais adequado para
realizar a extragdo. Nao foram observadas diferengas significativas entre os
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resultados obtidos na faixa de tempo avaliada (5 a 15 min), tanto para a amostra
congelada quanto para amostra liofilizada. Entretanto, observou-se para a amostra
congelada, uma tendéncia de aumento no teor de compostos fendlicos extraidos
até o tempo de 10 min. Para a amostra liofilizada, a partir de 10 min foi observada
a reducdo no desvio padréo dos resultados, o que corresponde a uma melhor
repetibilidade da analise. Assim, o tempo de 10 min foi selecionado para validagao

do método.
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Figura 3. Cinética de extracdo de compostos fenolicos por MAE para as amostras

congelada (esquerda) e liofilizada (direita).

O método MAE otimizado para compostos fendlicos de laranja consistiu nos
seguintes parametros: massa de 2,0 g para amostra congelada e de 0,2 g para
amostra liofilizada, razdo MeOH:H,0O de 8:2, volume de solvente de 25 mL, rampa
de 30 s para atingir a temperatura de 50 °C, mantida por 10 min, utilizando uma
poténcia maxima de 400 W e agitagcao de 200 rpm, seguido por um periodo de

resfriamento de 10 min.
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3.4. Perfil de compostos fendlicos

A determinagdo de compostos fendlicos utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu é considerada uma analise pouco especifica e representa, na verdade, a
capacidade redutora do extrato (Huang, Ou, & Prior, 2005). Assim, foram
realizadas analises por HPLC nos extratos obtidos pelos métodos MAE otimizado
e SLE a fim de verificar possiveis alteragdes na composi¢cdo do extrato
provocadas pelas micro-ondas. Os extratos foram analisados por HPLC-DAD-
MS/MS, e os cromatogramas encontram-se na Figura 4, onde é possivel observar
que a utilizagdo das micro-ondas para extragdo ndo provocou alteragdées no perfil

de compostos fendlicos do extrato em relagdo ao método SLE.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para extratos obtidos pelos
métodos MAE otimizado e SLE. Condigbes cromatograficas: ver texto. A

identificacdo dos picos esta apresentada na Tabela 3.



Foram separados 5 compostos na polpa de laranja Pera, cuja identificacao
esta apresentada na Tabela 3. Os tempos de retencédo e as caracteristicas dos
espectros UV-visivel e de massas de 20 padrées de compostos fendlicos foram
utilizados para confirmar a presenca ou auséncia destes compostos na amostra e
auxiliar na identificacéo.

O pico 1, com absorgdo maxima em 293 e 320 nm, [M-H] de m/z 385, e
m/z 191 como fragmento mais abundante no MS/MS, nao foi identificado. Este
composto representou 1,8 % do total de compostos fendlicos encontrados na
laranja Pera.

O pico 2 correspondeu a 1,6 % do total de compostos fendlicos e foi
tentativamente identificado como apigenina-6,8-di-C-hexosideo devido a molécula
desprotonada de m/z 593 [M-H] e fragmentos MS/MS de m/z 503 [M-H-90] ", m/z
473 [M-H-120] e m/z 353 [M-H-120-120], que representam perdas relativas a
porcdo glicosidica da molécula. Este tipo de fragmentagdo é caracteristica de
compostos C-glicosilados, que ndo tendem a perder a unidade de agucar inteira,
como ocorre com os compostos O-glicosilados (Cuyckens & Claeys, 2004). O
mesmo composto foi previamente identificado em suco de varias espécies de

Citrus do sul da Italia (Caristi et al., 2006).
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Tabela 3 - Caracteristicas cromatograficas e espectroscéopicas dos compostos fendlicos de laranja, obtidas por

HPLC-DAD-MS"

M-H]
Pico® Composto tr (MIN)°  Amax (NM)° (M-H MS/MS (-) (m/z)° MS® (m/z)°
(m/z)
293 (sh), 367 [M-H-18]", 209 [M-H-176] , 191
1 N&o identificado 9.7 385 _ 173, 147, 129
320 [M-H-194]
Apigenina-6,8-di-C- 503 [M-H-90], 473 [M-H-120], 383
2 13.5 271, 335 593 _ _ 325,297, 191, 163, 117
hexosideo (Vicenina - 2)° [M-H-120-90]", 353 [M-H-120-120]
_ 289, 273, 257, 231, 179,
3 Miricetina-3-O-rutinosideo® 14.1 284 625 597, 317 [M-H-308] , 289
151, 125
Naringenina-7-O- -
4 22.4 283, 323 579 271 [M-H-3081", 177 177,151, 125, 107
rutinosideo (Narirutina)®
Hesperitina-7-O-rutinosideo _ 285, 257, 241, 215, 199,
5 ‘ 24.5 284, 325 609 301 [M-H-308] , 285
(Hesperidina) 173, 151, 125

? Numeragao de acordo com o cromatograma da Figura 4. ° Tempo de retencéo na coluna Cys. © Solvente: gradiente de agua e acetonitrila,
ambos contendo 0,5% de &cido formico. ¢ O MS/MS foi realizado a partir do [M-H]", e o ion mais abundante esta em negrito. © O MS? foi
realizado no fon mais abundante do MS/MS. " Identificado (padrao disponivel). ¢ Tentativamente identificado.
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O pico 3 representou 1,1 % do total de compostos fendlicos e apresentou
[M-H] de m/z 625 e um fragmento no MS/MS de m/z 317, que corresponde a
aglicona miricetina ap6s a perda de um grupo rutinose (308 u). Este composto foi
tentativamente identificado como miricetina-3-O-rutinosideo, baseado na
semelhanga das caracteristicas do mesmo composto encontrado em
Chrysobalanus icaco L (Barbosa et al., 2006). O fragmento de m/z 317 foi
submetido ao MS? e o seu padrdo de fragmentacdo foi similar ao de um padrao
auténtico de miricetina (Tabela 3).

O pico 4 foi tentativamente identificado como narirutina (naringenina-7-O-
rutinosideo), com [M-H] de m/z 579 e um fragmento MS/MS de m/z 271
(naringenina), resultante da perda neutra de 308 u (rutinose). Esta flavanona ja foi
encontrada em Citrus suhuiensis e em Citrus microcarpa (Roowi & Crozier, 2011).
O MS? do fragmento de m/z 271 mostrou-se similar ao padrao de fragmentacéo de
um padréo auténtico de naringenina. Este composto correspondeu a 5,2 % do total
de compostos fendlicos encontrado e representa o segundo composto majoritario
da amostra.

Por fim, o pico 5 foi identificado como hesperidina (hesperitina-7-O-
rutinosideo), sendo o composto majoritario presente na amostra, representando
90,3 % do total de compostos fendlicos. Este composto apresentou o mesmo
tempo de retencéo, caracteristicas dos espectros UV e de massas, incluindo o
mesmo padrdao de fragmentacdo, de um padrao auténtico de hesperidina. Este
pico apresentou [M-H] de m/z 609 e um fragmento MS/MS de m/z 301, que

corresponde a hesperetina apods a perda do grupo rutinose (308 u).

92



3.5. Validagéo do método

Considerando-se o mesmo método de extragcdo (SLE ou MAE) e
comparando os resultados determinados pelo método de Folin-Ciocalteu para os
dois tipos de amostra (congelada e liofilizada), ndo houve diferenca significativa
nos teores de compostos fendlicos (Tabela 4). No entanto, comparando os
resultados obtidos pelas duas analises para a amostra congelada, o teor de
compostos fenolicos obtido por MAE foi ligeiramente maior (aproximadamente 7

%) que o obtido por SLE.

Tabela 4 - Teor de compostos fendlicos totais quantificado por Folin-Ciocalteu nos

extratos de laranja obtidos através de MAE e SLE.

Método de extracao n Amostra congelada Amostra liofilizada
SLE 6 66,2 + 3,1%* 68,7 + 3,3
MAE 6 70,8 + 2,58 72,0 £ 2,3

SLE: Extracao sélido-liquido por agitagéo; MAE: extragéo solido-liquido assistida por micro-ondas.
Resultados expressos como média + desvio-padrao, em mg GAE/100 g FW.

Médias com a mesma letra minuscula sobrescrita na mesma linha, ou a mesma letra maiuscula
sobrescrita na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (P > 0,05).

A hesperidina foi o composto majoritario encontrado na polpa de laranja
Pera analisada, sendo o unico composto quantificado (Tabela 5), pois os demais
estavam abaixo do limite de quantificagcédo (1,6 pg/mL). Em relagcéo aos resultados
obtidos por HPLC, ndo houve diferengas significativas entre as amostras quando
extraidas pelo mesmo método, nem entre os dois métodos para 0 mesmo tipo de
amostra. A pequena diferenga encontrada no método de Singleton and Rossi
(1965) pode ser decorrente da baixa especificidade do reagente de Folin-

Ciocalteu, que pode ser reduzido ndo somente pelos compostos fendlicos, como
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também por acgucares, acido ascoérbico e outros compostos com capacidade
redutora presentes no extrato (Huang et al., 2005).

Nossos resultados demonstram uma grande vantagem da utilizagdo da
MAE em relacao a outros métodos de extracao, que é a possibilidade de exaustao
da amostra com uma unica extracdo. Tal fato esta associado a capacidade das
micro-ondas em aumentar a presséo intracelular e causar a ruptura da célula
liberando os analitos no meio, o0 que, associado a temperatura elevada do solvente
de extracdo, facilita a dissolugdo dos compostos (Eskilsson & Bjoérklund, 2000).

O rendimento mais elevado na extracdo de compostos fendlicos por MAE,
em relacdo aos métodos convencionais, tem sido relatado em diversos trabalhos
na literatura com diferentes matrizes, como cerejas acidas (Garofulic, Dragovic-
Uzelac, Jambrak, & Jukic, 2013), residuos fermentados de cervejaria (Moreira,
Morais, Barros, Delerue-Matos, & Guido, 2012) e graos de café verde (Upadhyay,
Ramalakshmi, & Rao, 2012). Entretanto, nestes estudos, os métodos tidos como
convencionais, a extragédo foi realizada uma unica vez na amostra, ndo sendo

avaliado se a extracdo de compostos fendlicos da amostra foi exaustiva.

Tabela 5 - Teor de hesperidina obtido por HPLC de extratos de laranja obtidos

através de MAE e SLE.

Método de extragéo n Amostra congelada Amostra liofilizada
SLE 6 61,7 £ 5,4*" 65,0 + 2,0*°
MAE 6 63,3 + 3,2 63,7 £ 1,2

SLE: Extracao solido-liquido por agitagdo; MAE: extracdo solido-liquido assistida por micro-ondas.
Resultados expressos como média + desvio-padréo, em mg de hesperidina/100 g FW.

Médias com a mesma letra mindscula sobrescrita na mesma linha, ou a mesma letra maiuscula
sobrescrita na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (P > 0,05).
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O método MAE otimizado no presente estudo apresentou uma excelente
repetibilidade (Tabela 6), com um RSD menor que 4 % para o método
espectrofotométrico e cerca de 5 % para o método cromatografico, mostrando-se
mais reprodutivel que o método SLE, o qual apresentou RSD acima de 4,5 % e
8,5 %, para os métodos espectrofotométrico e cromatografico, respectivamente.
Outros trabalhos utilizando MAE para compostos fenélicos em diferentes tipos de
matrizes também relataram boa repetibilidade do método (RSD entre 0,19 % e 6,9
%) (Proestos & Komaltis, 2008; Tan et al., 2011; Zhu, Wang, Liu, Xia, & Tang,

2010), o que demonstra a boa precisdo da MAE para compostos fendlicos.

Tabela 6 - Parametros de validacdo dos métodos MAE e SLE para compostos

fendlicos.

Amostra congelada Amostra liofilizada

Parametros® n
MAE SLE MAE SLE

Folin-Ciocalteu
Repetibilidade intra-dia 3 2,7 1,2 1,5 0,6
Repetibilidade inter-dia 6 3,6 4.6 3,2 47
HPLC

Repetibilidade intra-dia 3 3,3 5,3 2,6 0,4
Repetibilidade inter-dia 6 5,0 8,7 1,9 3,1

3

Recuperacgéo - nivel 1° 924 +25 99,5+26 93,9+0,8 102,9+1,2
Recuperacéo - nivel 2° 3 93,5+1,3 954 +4,2 96,8 +2,5 994 +24

C

? Resultados expressos em desvio padréo relativo (% RSD). ® 0,26 mg de acido elagico/g FW.
0,52 mg de acido elagico/g FW.

A recuperagédo da MAE também pode ser considerada boa (92,4 % a 96,8
%), apesar de menor que a da SLE (95,4 % a 102,9 %). Proestos and Komaltis
(2008) avaliaram a recuperacéo de diversos padrbes por MAE, e obtiveram

resultados variando entre 86 e 104%. Liazid, Palma, Brigui, and Barroso (2007)
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avaliaram a estabilidade de padrées submetidos a MAE e obtiveram valores de

recuperacgao variando de 96 a 108 %.

4. Conclusao

O método MAE desenvolvido no presente estudo mostrou ser reprodutivel e
apresentou boa recuperacao, além disso, quando comparado com o método SLE
convencional, consome 75 % menos solvente, utiliza metade da massa de
amostra e € 2,5 vezes mais rapido se for considerada a extracdo de uma uUnica
amostra. Como o equipamento de micro-ondas utilizado neste trabalho permite a
extracdo de até 12 amostras simultaneamente, a MAE é 30 vezes mais rapido

para este numero de amostras.
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RESUMO

Manga cv. Haden (Mangifera indica L.) liofilizada foi utilizada para avaliar
trés formas de extracdo de carotenoides: extracdo assistida por micro-ondas
(MAE), agitacao magnética e extracéo tradicional por maceragdo. Também foi
avaliada a eficiéncia de extracdo dos solventes, acetona e da mistura acetato de
etila:metanol (1:1 v/v). Os teores de carotenoides totais obtidos com acetato de
etila:metanol (266,21 a 269,66 ug/g de amostra liofilizada) foram superiores aos
obtidos com acetona (230,45 a 243,43 ug/g de amostra liofilizada) em todos os
métodos avaliados. 14 carotenoides foram identificados, por HPLC-DAD-MS?, na
manga Haden. O all-trans-B-caroteno, a all-frans-violaxantina e a 9-cis-violaxantina
foram os compostos majoritarios e juntos corresponderam a 82% dos carotenoides
totais. Através da comparagcdo com a extragdo por agitagdo magnética e por
maceracao, as micro-ondas nao exerceram influéncia na extracao, e também nao
provocaram alteragbes no perfil de carotenoides da amostra, mesmo quando
foram utilizadas temperaturas mais elevadas (50 a 64 °C). Assim, optou-se por
validar o método utilizando apenas agitagdo magnética (20 mL de acetato de
etila:metanol, 200 rpm por 5 min a temperatura ambiente). Este novo método de

extracdo de carotenoides apresentou elevada precisdo (RSD < 3%) e exatidao
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(recuperacéao entre 101,01 e 109,43 %). O novo método foi quase 20 vezes mais
rapido, consumiu 80 % menos amostra e 67 % menos solvente, que a extragao
por maceracao. Além disso, o método de extracdo de carotenoides por agitacao
magnética € simples, em termo de equipamento necessario, e pode ser

amplamente empregado em diversos laboratorios.

PALAVRAS-CHAVE: Carotenoides, manga Haden, extragdo assistida por micro-

ondas, extracdo solido-liquido, validagao.
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1. Introdugao

Os carotenoides sao pigmentos lipossoluveis que apresentam um amplo
sistema de ligagbes duplas conjugadas, responsavel pelas propriedades de
absorcgéo de luz e também pela suscetibilidade a degradacé&o por diversos fatores,
como temperaturas elevadas, baixo pH, luz e espécies reativas de oxigénio [1].

Altas temperaturas podem provocar a reagdo de isomerizagdo da forma
tfrans para a cis, formacao de produtos de oxidagao (epoxidos e apo-carotenal),
rearranjo epoxi-furanoide e degradagdo a compostos volateis, sendo os trés
ultimos, reacdes irreversiveis [2]. A isomerizagao é a principal reagdo que ocorre
durante o aquecimento a temperaturas inferiores a 100 °C, sendo o isémero 13-
cis-carotenoide formado preferencialmente em relagdo ao isbmero 9-cis-
carotenoide [1]. Por isso, a escolha do método de extracdo deve ser criteriosa e
levar em consideragao a alta labilidade dos carotenoides.

Diversos métodos tém sido empregados para extracao de carotenoides em
amostras vegetais. Extracdes liquido-liquido [3, 4] e solido-liquido utilizando
rmaceragdo em almofariz [5] e agitagdo por vortex [6] s&o as técnicas mais
comuns. Novas tecnologias de extragdo também tem sido empregadas na
extragdo de carotenoides com o objetivo de reduzir o consumo de solventes e o
tempo de extragdo. Dentre as novas técnicas destacam-se o fluido supercritico [7,
8], o ultrassom [9] e as micro-ondas [10].

A extragao assistida por micro-ondas (MAE) tem se destacado como uma
metodologia que apresenta alto rendimento de extracdo, pois seu mecanismo de
aquecimento causa aumento da pressao intracelular e consequente ruptura da
célula com extravazamento do seu conteudo para o solvente. O solvente, por estar

em temperatura elevada, apresenta maior capacidade de dissolugdo dos
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compostos, aumentando o rendimento da extragdo [11]. A utilizagdo de MAE para
carotenoides tem sido pouco explorada, provavelmente devido a labilidade térmica
destes compostos.

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma planta proveniente do sul da Asia
(india e arquipélago Malaio) [12], cujos frutos apresentam um alto teor de
carotenoides, que pode variar de 12,5 a 55,0 ug/g de polpa dependendo da
cultivar, estadio de maturacéo e origem geografica [13]. Apesar destas variacdes,
as diversas cultivares de manga apresentam uma composi¢do majoritaria comum,
constituida pelos compostos, all-trans-violaxantina, 9-cis-violaxantina e all-trans-p-
caroteno [13-15].

O perfil de carotenoides da manga € adequado para avaliacao do efeito das
micro-ondas sobre esta classe de compostos, pois a presenca majoritaria da all-
trans-violaxantina, que é um epoOxi-carotenoide, permite a verificagdo de
alteragcbes na amostra, como isomerizagdo e rearranjo epoxi-furanoide, que
podem ocorrer em decorréncia da utilizacdo das micro-ondas [16]. Este rearranjo
poderia ser observado através da reducdo nos teores do epoxido all-trans-
violaxantina e aumento do seu furanoide correspondente, a all-trans-luteoxantina.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e validar um método
rapido para extragdo de carotenoides de manga cv.Haden (Mangifera indica L.),

que mantenha a composi¢ao original da amostra.

2. Materiais e métodos
2.1. Padrdes e reagentes
O padréao de all-trans-B-caroteno foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO) e os padrboes de 9-cis-neoxantina, all-trans-violaxantina e all-trans-
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anteraxantina, da CaroteNature (Lupsingen, Suica). Os padrdes de all-trans-
luteina, all-frans-zeaxantina e all-trans-p-criptoxantina foram doados pela DSM
Nutritional Products (Basel, Suiga). Todos os padrdes apresentaram no minimo
93% de pureza, a qual foi determinada por HPLC-DAD. O metanol e o éter metil
terc-butilico (MTBE), ambos de grau HPLC, foram adquiridos da J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ). Metanol, acetato de etila, acetona, éter etilico, éter de petréleo e
hidréxido de potasssio de grau analitico foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo,

Brasil). As amostras e padrdes foram filtrados em membrana Millipore de 0,22 ym.

2.2. Materiais

As amostras de manga cv. Haden (Mangifera indica L.) (7 kg) foram
adquiridas na Central Estadual de Abastecimento S/A (CEASA) do municipio de
Campinas (Séo Paulo, Brasil) em outubro de 2013. Os frutos eram provenientes
do municipio de Juazeiro (Bahia, Brasil). Os frutos frescos apresentaram as
seguintes caracteristicas: umidade, 79,16 + 0,52 g/100 g (n = 4); massa 495,46 £
31,19 g (n = 13); didmetro longitudinal 116,18 + 4,06 mm (n = 13) e didmetro
transversal 87,52 + 2,28 mm (n = 13). Os frutos foram lavados manualmente e
foram removidas as cascas e a semente com o auxilio de uma faca. A polpa foi
congelada imediatamente em nitrogénio liquido, liofilizada (Liobras, Sao Paulo,
Brasil), triturada em processador de alimentos doméstico e acondicionada a vacuo
em sacos de polietileno. A amostra foi armazenada em freezer a -36 °C até o

momento das analises.
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2.3. Extragao

Foram realizados ensaios para determinagdo do solvente mais adequado
para extragcdo dos carotenoides. Foram avaliados os solventes acetona e a
mistura acetato de etila (EtOAc):metanol (MeOH) (1:1 v/v) tanto na extracao

solido-liquido por maceragao (SLE) como na MAE.

2.3.1. Extragao solido-liquido por maceracgéao

A extracdo solido-liquido por maceracdo (SLE) dos carotenoides foi
realizada em almofariz com pistilo de acordo com De Rosso and Mercadante [17],
utilizando Hyflo Supercel para aumentar a superficie de contato da amostra com o
solvente. Foram utilizados 1,0 g de amostra liofilizada e 10 mL de solvente, em
seguida, a amostra foi filtrada a vacuo, recolhida novamente para o almofariz e
adicionada de uma nova aliquota de solvente. O processo de extragao foi repetido
ao todo 6 vezes. A exaustdo da amostra foi verificada pela auséncia de cor no
extrato da 72 extracdo, para os dois solventes avaliados. Ao final, os extratos
foram combinados e submetidos a particdo do extrato em éter etilico/éter de
petréleo (EE/EP, 1:1 v/v) e lavagem com agua destilada (apenas quando o
solvente utilizado foi acetona), uma vez que a presenca de acetona na etapa de
hidrélise alcalina pode provocar a formagéo de artefatos por condensacgao alddlica
em carotenoides contendo as funcbes aldeido e cetona [18]. ApOs a etapa de
particdo, o extrato foi adicionado de um volume igual de solugédo de 10 % de
hidréxido de potassio em metanol (m/v) e permaneceu em mesa agitadora a
frequéncia de 20 Hz por 16 horas para hidrélise alcalina dos ésteres de xantofilas.
Apés esta etapa, o extrato foi submetido a uma nova etapa de particao idéntica a

descrita anteriormente, porém desta vez para remocéo do alcali; e em seguida, foi
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seco em evaporador rotativo. Os extratos secos foram armazenados no escuro,

sob atmosfera de nitrogénio, em freezer a -36 °C até o momento das analises.

2.3.2. Extragao solido-liquido assistida por micro-ondas

A extracao assistida por micro-ondas (MAE) dos carotenoides foi realizada
em sistema extrator por micro-ondas (Milestone, Start-E, Sorisole, Italia), utilizando
tubos de teflon.

Inicialmente, para avaliacdo do solvente mais adequado para extragcao
foram fixados os seguintes parametros para MAE: a massa de amostra em 0,2 g;
o volume de solvente em 30 mL; a temperatura em 40 °C, e a agitagdo em 200
rom. A programacado de temperatura consistiu em atingir a temperatura desejada
em 30 s utilizando a poténcia maxima de 200 W nos ensaios de avaliacdo dos
solventes, e de 450 W nos ensaios do planejamento (devido a utilizacédo de
temperaturas maiores). Apds atingir a temperatura adequada, a mesma foi
mantida por 5 minutos, e em seguida os tubos foram resfriados em banho de gelo.
Apds a extragdo, o conteudo dos tubos foi submetido a filtragéo a vacuo, parti¢cao
em EE/EP, hidrdlise alcalina e concentracdo em evaporador rotativo, conforme
descrito no item 2.3.1. Os extratos secos foram armazenados no escuro, sob
atmosfera de nitrogénio, em freezer a -36 °C até o momento das analises.

O planejamento experimental para extracdo de carotenoides assistida por
micro-ondas foi realizado por meio de um delineamento composto central
rotacional (DCCR) com 2 niveis e 2 fatores (Tabela 1); constituido por 4 ensaios
fatoriais, 4 ensaios no ponto central e 4 ensaios axiais, totalizando 12 ensaios

(Tabela 2).
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Tabela 1

Variaveis independentes reais e codificadas e seus respectivos niveis.

Variaveis independentes Niveis
Real Codificada -1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) X4 36 40 50 60 64
Volume de solvente (mL) X, 16 20 30 40 44

Foram determinadas como variaveis independentes a temperatura e o
volume de solvente. A temperatura foi escolhida para se avaliar até que ponto o
aumento deste fator (dentro da faixa selecionada) seria favoravel a extracdo, sem
causar alteragcbes na composicao de carotenoides da amostra. A escolha do
volume de solvente estd relacionada a avaliacdo da quantidade de solvente
necessaria para extracédo e solubilizagdo dos compostos. As respostas avaliadas
foram as concentragdes de all-trans-violaxantina, 9-cis-violaxantina, all-trans-

luteoxantina e carotenoides totais, determinadas por HPLC-DAD.

2.3.3. Extragao solido-liquido por agitacao magnética

Foi realizada a extrac&o por agitacdo magnética como controle da extragao
assistida por micro-ondas, para avaliagdo da relevancia das micro-ondas na
extragdo dos carotenoides. Para isso, foi realizada a extracdo de forma
semelhante a MAE, no préprio equipamento de micro-ondas, mas sem aplicagéo
das micro-ondas. Foram mantidos fixos, a massa de amostra em 0,2 g, a agitagéo
em 200 rpm e o tempo de extracdo de 5 min. A extracdo foi realizada a
temperatura ambiente (23 + 3 °C) e o volume de solvente foi determinado a partir

dos resultados do planejamento experimental.
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2.4. Analise de carotenoides por HPLC-DAD-MS?

Os carotenoides foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em um equipamento da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o),
equipado com bomba quaternaria (LC-20AD), desgaseificador (DGU-20A5),
valvula de injecdo Rheodyne, com loop de 20 pL, acoplado aos detectores de
arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A) e espectrometro de massas (MS) (AmaZon
speed ETD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), com fonte de ionizagdo APCI e
analisador de massal/carga (m/z) ion trap.

A separacgdo dos carotenoides foi realizada em coluna C3p YMC (5 um, 250
x 4,6 mm i.d.) (Waters, Wilmington, NC), através de um gradiente linear (v/v) de
metanol (A) e MTBE (B) de 95:05 para 70:30 em 30 min, depois para 50:50 em 20
min, mantendo esta propor¢do por 10 min, utilizando vazdo de 0,9 mL/min e
temperatura da coluna de 29 °C [17]. Os espectros UV-visivel foram adquiridos de
200 a 600 nm e processado em 450 nm. O MS foi configurado da seguinte
maneira: modo positivo; descarga corona, 4000 nA; temperatura da fonte, 450 °C;
temperatura do gas de secagem (Nz), 350 °C e vazéo de 5 L/min; nebulizador, 5
psi; energia de fragmentacdo, 1,4 V. Os espectros de massas foram obtidos na
faixa de m/z de 100 a 700.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada baseada nos seguintes
parametros: ordem de eluicdo em coluna Cs, caracteristicas dos espectros UV-
visivel [Amax, estrutura fina do espectro (% IlI/Il) e intensidade do pico cis (% As/Ay)]
e de massas, comparando com padrdes analisados nas mesmas condi¢gdes e com
informacbes presentes na literatura [5, 17, 19]. Os carotenoides foram
quantificados a partir de curvas analiticas externas de 7 pontos de 9-cis-

neoxantina (0,9-17,1 pg/mL), all-trans-violaxantina (0,7-13,6 pg/mL), all-trans-
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anteraxantina (0,8-15,9 pg/mL), all-trans-luteina (1,0-59,5 pg/mL), all-trans-
zeaxantina (1,3-59,7 ug/mL), e all-trans-B-caroteno (1,1-30,2 ug/mL). Os teores
dos demais carotenoides foram estimados a partir da curva analitica da all-trans-
luteina e do all-trans-B-caroteno, e os isébmeros cis foram estimados utilizando a
curva dos seus respectivos isbmeros all-trans. Todas as curvas mostraram-se
lineares (r* = 0,99). Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram calculados a
partir dos parametros da curva analitica (desvio padréo e coeficiente angular) [20,
21] e foram os seguintes: 9-cis-neoxantina (0,06 e 0,18 pg/mL), all-trans-
violaxantina (0,12 e 0,36 ug/mL), all-trans-anteraxantina (0,05 e 0,15 pg/mL), all-
trans-luteina (0,17 e 0,52 ug/mL), all-trans-zeaxantina (0,05 e 0,14 ug/mL), e all-

trans-B-caroteno (0,11 e 0,35 pyg/mL).

2.5. Validagéo do método

A validagcdo do meétodo otimizado para extragdo de carotenoides foi
realizada pela avaliacado dos seguintes parametros: repetibilidade intra-dia e inter-
dia e recuperacdo. A repetibilidade foi avaliada pelo desvio padrao relativo (%
RSD). A recuperacéo foi realizada por meio da adi¢cao de solu¢des do padrao de
all-trans-luteina a amostra de manga antes da extracdo. Foi escolhida uma
xantofila para realizar a validag&o, pois estes carotenoides sao mais suscetiveis a
perdas e degradacado ao longo da extracao, permitindo assim, uma avaliagdo mais
robusta do método.

As solugbes de luteina foram preparadas em metanol em dois niveis de
concentracdo, de modo que as concentracdes finais do padrdo de luteina nos
extratos era de 30 ug/g de amostra liofilizada (nivel 1) e 60 pg/g de amostra

liofilizada (nivel 2).
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2.6. Andlise estatistica dos resultados

A analise do planejamento experimental foi realizada utilizando o software
Statistica versdo 12. Os graficos, as médias e o desvio padrao dos resultados das
analises de carotenoides por HPLC foram calculados utilizando o software Origin
versdo 8. A comparagao das médias foi realizada através da analise de variancia

(ANOVA), utilizando um intervalo de confiangca de 95 %.
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3. Resultados e discussao
3.1. Composicao de carotenoides

Foram separados, por HPLC, 14 carotenoides na polpa de manga Haden
(Figura 1), que foram identificados, ou tentativamente identificados, com base na
combinacdo das informagdes obtidas por meio da ordem de eluicdo na coluna Cs,
caracteristicas dos espectros UV-visivel, e dos espectros de massas (Tabela 2).
Os fragmentos MS/MS especificos gerados a partir da fragmentagdo cadeia
poliénica e de grupos funcionais permitiu a confirmacao da identidade da molécula
protonada. Tendo em vista que a descricdo detalhada da identificacdo de
carotenoides utilizando as informagdes citadas acima ja foi descrita na literatura [5,
17, 19], apenas alguns dos parametros mais relevantes foram discutidos abaixo.

A identificacdo dos seguintes compostos: 9-cis-neoxantina (pico 1), all-
trans-violaxantina (pico 2), all-trans-luteina (pico 6), all-trans-zeaxantina (pico 7), e
all-trans-B-caroteno (pico 13), foi confirmada por apresentarem os mesmos tempos
de retencéo de padrdes auténticos, além das mesmas caracteristicas de espectros

UV e de massas e padrdes de fragmentacéo.
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Figura 1. Cromatograma obtido por HPLC-DAD dos carotenoides de manga.
Condigbes cromatograficas: ver texto. A identificacdo dos picos esta apresentada

na Tabela 2.

Os isdbmeros cis de carotenoides apresentam, em relagédo a forma all-frans,
um pequeno deslocamento hipsocrémico (aproximadamente 4 nm) na banda
principal de absorcao (Il), além de um aumento no "pico cis" a medida que a
ligacado dupla cis se aproxima do centro da molécula [22]. Considerando estas
caracteristicas, o pico 5 foi tentativamente identificado como 9-cis-luteoxantina
devido a ordem de eluicdo em relagdo ao seu isOmero all-trans (pico 3) e
deslocamento hipsocrdmico de 4 nm na banda Il, e um pico cis com uma relagéo

% As/A pequena no espectro UV-visivel.
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Tabela 2

Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos carotenoides de manga Haden.

ico® i R c %o, [M+H]"
Pico Carotenoide (min)b Amax (NM) i % Agl/A) (m/z)d MS/MS (m/z)
. . e 583 [M+H-18]", 565 [M+H-18-18]", 509 [M+H-92],
1 9-cis-neoxantina 6,9 327,417,439, 468 67 15 601 491[M+H-18-92]", 221
. . e 583 [M+H-18]", 565 [M+H-18-18]", 509 [M+H-92]", 491
2 all-trans-violaxantina 7,6 327, 415, 438,468 94 0 601 [M+H—18—92]+, 221
. e 583 [M+H-18]", 565 [M+H-18-18]", 509 [M+H-92],
3 all-trans-luteoxantina 8,8 398, 421, 448 92 0 601 491[M+H-18-92]", 221
L . f 583 [M+H-18]", 565 [M+H-18-18]", 509 [M+H-92],
4 9-cis-violaxantina 10,8 326, 411,434,463 95 8 601 491[M+H-18-92]", 221
. . f 583 [M+H-18]", 565 [M+H-18-18]", 509
5 9-cis-luteoxantina 11,9 310, 395, 417,443 87 8 601 [M+H-92]", 491[M+H-18-92]", 221
6 all-trans-luteina® 12,5 423,444, 471 43 0 569 551 [M+H-18]", 533 [M+H-18-18]", 477 [M+H-92]"
7 all-trans-zeaxantina® 14,6 429, 450, 476 33 0 569 551 [M+H-18]", 533 [M+H-18-18]", 477 [M+H-92]"
8 9-cis-anteraxantina’ 16,3 328, 418, 440,467 50 18 585 567 [M+H-18]", 549 [M+H-18-18]", 493 [M+H-92]", 221
9 5,6—epoxi—B—criptoxantinaf 16,9 425, 445, 472 60 0 569 551 [M+H-18]", 533 [M+H-18-18]", 477 [M+H-92]", 221
10  all-trans-B-criptoxantina® 22,9 426, 448, 475 33 0 553 535 [M+H-18]", 461 [M+H-92]"
11 15-cis-B-carotenof 255 334, 423,447,470 n.ct® 52 537 444 [M-92]", 413 [M+H-124]", 399 [M-137]", 347
12 13-cis-B-carotenof 26,8 340, 424, 442,468 12 50 537 444 [M-92]", 413 [M+H-124]", 399 [M-137]", 347
13 all-trans-B-caroteno® 33,4 427,451, 478 33 0 537 444 [M-92]", 413 [M+H-124]", 399 [M-137]", 347
14 9-cis-B-carotenof 35,5 423,447, 472 20 n.c. 537 444 [M-92]", 413 [M+H-124]", 399 [M-137]", 347

? Numeragao de acordo com o cromatograma da Figura 1. ° Tempo de retencdo na coluna Cgo. ° Gradiente linear de metanol/MTBE. O MS/MS foi
realizado a partir do [M+H]", e o ion mais abundante esta em negrito. ® Identificado (padrao disponivel). " Tentativamente identificado. ¢ n.c. = ndo
calculado.
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O pico 8 foi tentativamente identificado como 9-cis-anteraxantina, pois este
composto apresentou eluicdo posterior ao padrdo auténtico do seu isémero all-
trans e também deslocamento hipsocrémico de 4 nm na banda I, em relagcéo ao
mesmo padrdo, o que estd de acordo com o encontrado em outro trabalho do
nosso grupo com a especie Caryocar villosum [21]. Além disso, uma relagdo %
As/A; pequena € caracteristica dos isdmeros 9-cis.

A manga Haden apresentou como carotenoides maijoritarios o all-trans-p-
caroteno, a all-frans-violaxantina e a 9-cis-violaxantina, que juntos correspondem a
82 % do total de carotenoides presentes na amostra, o que esta de acordo com
trabalhos prévios publicados sobre a composicao de carotenoides de diferentes

cultivares de manga [13-15].

3.2. Escolha do solvente de extracao

De acordo com os resultados dos ensaios de avaliagdo dos solventes
(Tabela 3), ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) nos teores de
carotenoides totais obtidos por MAE e SLE, quando foi utilizado o mesmo
solvente.

Teores maiores (P < 0,05) de carotenoides totais foram observados nos
extratos obtidos com EtOAc:MeOH (1:1 v/v) em relagéo aos obtidos com acetona,
em ambos os métodos de extragdo. Este resultado é devido aos maiores niveis de
xantofilas obtidos com a utilizacdo de EtOAc:MeOH. Em relagédo aos carotenos, os
resultados nao diferiram, exceto quando foi utilizado EtOAc:MeOH na SLE, cujo

teor de all-trans-p-caroteno foi maior que nos demais extratos.
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Tabela 3

Teores de carotenoides obtidos por SLE e MAE

utiizando acetona e acetato

de etila:metanol (1:1) como solventes de

extragao.

Pico Carotenoide SLE - acetona SLE - EtOAc:MeOH MAE - acetona MAE - EtOAc:MeOH
1 9-cis-neoxantina’ 6,78 + 0,47° 11,30 +1,40° 7,50 + 1,25° 10,73 £ 0,86°
2  all-trans-violaxantina® 69,01 + 1,08° 82,71+ 1,01° 75,37 + 5,86% 82,01 +2,83°
3  all-trans-luteoxantina® 6,60 * 0,45° 8,51 +0,61° 6,33 + 0,39° 11,92 + 0,47°
4  9-cis-violaxantina® 45,01 +0,57° 53,22 +0,82° 48,20 + 3,40%° 52,22 +1,70°
5  9-cis-luteoxantina® 2,37 £0,07° 2,71+0,19° 2,66 +0,16° 4,35 + 0,09
6 all-trans-luteina® 2,30 + 0,05° 2,78 +0,02° 2,61+ 0,03° 2,97 +0,15°
7  all-trans-zeaxantina® 1,78 + 0,06° 2,09 + 0,04° 2,10 + 0,04 2,23 £0,07°
8 9-cis-anteraxantina® 1,01 £0,02° 1,47 + 0,05° 1,37 £ 0,04° 1,46 + 0,04
9  5,6-epoxi-B-criptoxantina® 1,00 + 0,04 1,34 + 0,032 0,59 + 0,07 0,52 +0,13°
10 all-trans-B-criptoxantina® 2,57 +0,07° 3,05+ 0,07° 2,45 +0,04° 2,26 + 0,06°
11 15-cis-B-caroteno® 0,81 +0,08° 0,92 +0,01° 0,64 +0,07° 0,64 + 0,09°
12 13-cis-B-caroteno® 6,29 +0,09° 6,73 + 0,09° 6,42 + 0,42° 6,43 + 0,09°
13  all-trans-B-caroteno® 82,55 +1,04° 90,33 + 0,45" 84,61 + 1,95° 86,19 + 0,88°
14  9-cis-B-caroteno® 2,37 0,122 2,49 + 0,05% 2,59 + 0,08° 2,27 +0,08°

Carotenoides totais

230,45 + 1,38°

269,66 + 2,43°

243,43 + 10,93°

266,21 + 7,00°

Os picos foram quantificados (n=3) como equivalentes a 9-cis-neoxantina’, all-trans-violaxantina®, all-trans-luteina®, all-trans-zeaxantina®, all-trans-

anteraxantina®, e aII-trans—B-carotenoe. Valores expressos em ug/g de amostra liofilizada.

Médias com a mesma letra mindscula sobrescrita na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa entre si (P > 0,05).
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Nao houve diferenca (P > 0,05) entre os teores de isbmeros cis obtidos
pelos dois métodos, utilizando o mesmo solvente de extracdo, exceto pela
concentracao de 9-cis-luteoxantina, que foi maior (P < 0,05) na extracdo por MAE
utilizando EtOAc:MeOH. Além disso, o extrato obtido por MAE com EtOAc:MeOH
também apresentou um teor maior de all-frans-luteoxantina, mas sem reducéo nos
teores de all-frans-violaxantina, o que dificulta a afirmagéo de que houve rearranjo

epoxi-furanoide.

3.3. Avaliacao da extracéo de carotenoides assistida por micro-ondas

Diversos trabalhos na literatura tém relatado a maior eficiéncia de extracao
de varias classes de compostos (capsaicinoides, compostos fenodlicos e
antocianinas) em diferentes tipos de matrizes vegetais por MAE [23-25]. Tendo em
vista os trabalhos da literatura e que os resultados obtidos por MAE nos ensaios
de avaliacdo de solventes nao diferiram dos obtidos por SLE, foi realizado um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para verificar a possibilidade de
extracdo de maiores teores de carotenoides por MAE, utilizando EtOAc:MeOH
como solvente, por ter apresentado os melhores resultados.

Os resultados do planejamento encontram-se na Tabela 4. O perfil de
carotenoides manteve-se similar ao longo dos ensaios do planejamento, mesmo
quando foram utilizadas temperaturas mais elevadas (50 a 64 °C). Nao foram
detectados novos picos no cromatograma e n&o houve alteragdo nas proporgdes
entre os carotenoides. Portanto, nas condi¢cdes avaliadas, a MAE n&o provocou
isomerizacgédo, rearranjo ou degradagéo na estrutura dos carotenoides de manga.
A Tabela suplementar S1 apresenta os teores em cada ensaio dos 14

carotenoides identificados na manga.
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Tabela 4
Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) e respectivas

respostas experimentais.

Variaveis
_ Respostas
Ensaio independentes
all-trans- 9-cis- all-trans-  Carotenoides

X X violaxantina violaxantina luteoxantina totais
1 40 20 85,80 54,89 10,83 278,43
2 60 20 88,37 56,09 9,78 282,56
3 40 40 83,03 54,09 13,37 277,37
4 60 40 85,83 55,88 12,97 285,22
5 50 30 79,79 52,41 14,63 271,05
6 50 30 85,34 54,60 10,35 276,03
7 50 30 89,01 57,53 9,45 284,09
8 50 30 87,45 55,62 9,75 280,63
9 36 30 87,22 55,71 10,97 282,41
10 64 30 87,40 56,03 9,46 280,02
11 50 16 83,61 53,71 13,20 277,49
12 50 44 85,29 54,42 9,82 273,60

X1: Temperatura (°C); X,: Volume (mL). Valores expressos em ug/g de amostra liofilizada.

Diversos estudos utilizando MAE em matrizes contendo carotenoides tém
relatado perdas e isomerizacao destes compostos [16, 26, 27]. No entanto, estes
trabalhos apresentam como caracteristica comum o controle apenas da poténcia e
ndo da temperatura. Este € um fator de extrema relevancia, pois a fixacdo apenas
da poténcia pode resultar em temperaturas muito elevadas, o que para compostos
considerados termolabeis pode ser extremamente prejudicial.

Outros trabalhos, visando a otimizacdo da extragdo de carotenoides por

MAE, ndo avaliaram a formacgéo de isdbmeros pela extracdo [28-30]. O presente
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estudo foi o primeiro a aplicar MAE com controle de temperatura para extrair
carotenoides e analisar os extratos por HPLC-DAD-MS? a fim de verificar
alteragbes na composi¢ao da amostra.

A andlise do DCCR mostrou que na faixa estudada, nenhuma das variaveis
avaliadas foi significativa a um intervalo de confianga de 95 % (P > 0,05). Pasquet,
Cherouvrier, Farhat, Thiery, Piot, Berard, Kaas, Serive, Patrice, Cadoret and Picot
[31] avaliaram a aplicacdo da MAE para carotenoides de microalgas e também
observaram que as micro-ondas nao tiveram influéncia na extragcdo de
carotenoides em microalgas que nao possuiam frustula, uma parede celular dura

constituida basicamente de silica encontrada nas diatomaceas.

3.4. Extracao por agitacdo magnética

Para a realizacdo da extracdo por agitacdo magnética, optou-se por um
volume de solvente reduzido (20 mL), uma vez que esta variavel nao foi
significativa no DCCR. Os demais parametros foram executados de acordo com o
item 2.3.3.

Nao foram encontradas diferencas significativas (P > 0,05) entre os teores
de carotenoides obtidos por MAE (ponto central) e por agitagdo magnética (Tabela
5), por isso pode-se afirmar que as micro-ondas nao influenciaram a extracéo dos

carotenoides de manga.
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Tabela 5

Teores de carotenoides obtidos por MAE e agitagcdo magnética utilizando acetato de etila:metanol (1:1 v/v).

Pico Carotenoide MAE* Agitacédo magnética**
1 9-cis-neoxantina’ 11,50 + 0,512 11,41 + 0,307
2 all-trans-violaxantina? 85,40 * 4,03° 84,55 + 1,87°
3 all-trans-luteoxantina® 11,05 + 2,42° 12,14 +1,61°
4 9-cis-violaxantina? 55,04 +2,13? 53,07 +1,78°
5  9-cis-luteoxantina® 3,50 £ 0,517 4,30 + 0,75
6 all-trans-luteina® 3,06 + 0,09° 2,98 + 0,04°
7 all-trans-zeaxantina* 2,15 + 0,04° 2,13 +0,03°
8 9-cis-anteraxantina® 1,28 + 0,07° 1,24 + 0,022
9 5,6-epoxi-B-criptoxantina® 0,72 + 0,042 0,61 £+ 0,08°
10 aII-z‘rans-B-criptoxantina6 2,89 + 0,04° 2,81+ 0,04°
11 15-cis-B-caroteno® 0,78 + 0,05° 0,75 + 0,02°
12 13-cis-B-caroteno® 6,70 £ 0,18° 6,51 +0,15°
13 all-trans-B-caroteno® 91,51 + 1,99° 90,70 + 0,337
14 9-cis-B-caroteno® 2,38 + 0,06° 2,42 +0,11°

Carotenoides totais 277,95 + 5,66° 275,63 + 1,842

Os picos foram quantificados como equivalentes a 9-cis-neoxantina', all-frans-violaxantina®, all-trans-luteina®, all-trans-zeaxantina®, all-trans-
anteraxantina®, e aII-trans-B-carotenoe. Valores expressos em ug/g amostra liofilizada.

* Valores obtidos pelo ponto central do planejamento (n = 4). Condigdes de extragdo: massa de amostra: 0,2 g, 50 °C, 30 mL, agitagdo: 200 rpm,
poténcia maxima de 450 W, tempo: 5 min.

** Condigbes de extragao (n = 3): massa de amostra: 0,2 g, 20 mL, agitagdo: 200 rpm, tempo: 5 min.

Médias com a mesma letra mindscula sobrescrita na mesma linha n&o apresentam diferenca significativa entre si (P > 0,05).
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3.4. Validagédo do método

O método desenvolvido para extracdo de carotenoides por agitacéo
magnética consistiu nos seguintes parametros: massa de amostra, 0,2 g, solvente
acetato de etila:metanol (1:1 v/v), volume de solvente de 20 mL e agitacdo de 200
rom por 5 minutos.

A validacéo foi realizada por meio da adigéo do padrao de luteina a amostra
de manga liofilizada antes da extragcédo. Os resultados da repetibilidade (Tabela 6)
mostraram que o método de extragdo por agitacdo magnética possui excelente
precisdo, apresentando erro médio relativo menor que 3%. O método também
mostrou boa exatiddo, com os valores de recuperacao variando, em média, entre
101,01 e 109,43 %. Desta forma, pode-se afirmar que o método desenvolvido é
seguro e eficiente para extragdo de carotenoides, ndo havendo perdas por

lixiviagdo, isomerizagao ou degradacéo dos carotenoides presentes.

Tabela 6 - Parametros de validacdo do método extracdo de carotenoides por

agitacdo magnética.

Parametros® all-trans-luteina
Repetibilidade intra-dia (n = 3) 2,83
Repetibilidade inter-dia (n = 6) 2,89
Recuperacéo - nivel 1° (n = 3) 109,43 £ 3,09
Recuperacéo - nivel 2° (n = 3) 101,01 £ 2,89

? Resultados expressos em %. ° 30 ug/g amostra liofilizada. ® 60 ug/g amostra liofilizada.

4. Conclusao
A extracao assistida por micro-ondas (MAE) n&o provocou alteragbes na
composi¢cao de carotenoides de manga, ndo sendo observadas perdas nem

isomerizacdo, mesmo quando foram utilizadas temperaturas elevadas (50 a 64
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°C). Além disso, a MAE né&o apresentou influéncia nos teores de carotenoides
extraidos de manga.

O método de extracdo de carotenoides por agitagdo magnética
desenvolvido no presente trabalho mostrou-se preciso e exato. Além disso, o novo
método € quase 20 vezes mais rapido, consome 80 % menos amostra, 67 %
menos solvente, 50 % menos agua destilada (o que representa em torno de 6
litros por amostra), quando comparado a extragdo convencional (SLE utilizando

acetona).
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Tabela suplementar S1

Teores de carotenoides obtidos nos ensaios do delineamento composto central rotacional.

Pico Carotenoide Ensaios
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 9-cis-neoxantina’ 11,88 1143 11,61 1220 11,37 11,98 10,84 11,81 12,04 10,47 12,02 11,74
2  all-trans-violaxantina® 85,80 88,37 83,03 8583 79,79 8534 89,01 8745 87,22 87,40 83,61 85,29
3  all-trans-luteoxantina® 10,83 9,78 13,37 12,97 14,63 10,35 945 9,75 10,97 9,46 13,20 9,82
4  9-cis-violaxantina? 54,80 56,09 54,09 5588 5241 54,60 57,53 5562 5571 56,03 53,71 54,42
5 9-cis-luteoxantina® 3,49 3,30 4,09 3,91 4,27 3,23 3,22 3,29 3,53 3,23 4,13 3,27
6 all-trans-luteina® 3,15 2,99 2,94 3,16 2,96 3,08 3,18 3,01 3,00 2,94 2,92 2,85
7 all-trans-zeaxantina® 2,15 2,19 2,12 2,20 2,12 2,13 2,20 2,13 217 2,23 217 2,15
8 9-cis-anteraxantina® 1,36 1,28 1,25 1,38 1,22 1,27 1,37 1,24 1,24 1,30 1,27 1,25
9 5,6-epoxi-B-criptoxantina® 0,78 0,80 0,65 0,81 0,56 0,71 0,89 0,74 0,69 0,77 0,62 0,70
10 all-trans-B-criptoxantina® 2,78 3,04 2,95 3,02 2,86 2,88 2,95 2,88 3,07 2,95 2,87 2,90
11 15-cis-[3-caroteno6 0,81 0,72 0,84 0,89 0,71 0,81 0,76 0,83 0,71 0,66 0,84 0,67
12 13-cis-B-caroteno® 6,57 6,49 6,72 7,10 6,49 6,92 6,67 6,74 6,63 6,55 6,88 6,16
13 all-trans-B-caroteno® 91,31 93,53 91,16 93,45 89,33 90,38 93,55 92,78 92,94 93,62 90,69 90,09
14 9-cis-p-caroteno® 2,62 2,54 2,54 2,42 2,32 2,37 2,46 2,36 2,48 242 2,57 2,29
Carotenoides totais 278,43 282,56 277,37 285,22 271,05 276,03 284,09 280,63 282,41 280,02 277,49 273,60

Os picos foram quantificados como equivalentes a 9-cis-neoxantina', all-trans-violaxantina®, all-trans-luteina®, all-frans-zeaxantina®, all-trans-
anteraxantina®, e aII-trans-B-carotenoe. Valores expressos em ug/g amostra liofilizada.
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CONCLUSAO GERAL

No estudo com jenipapo foi possivel classificar com sucesso os frutos de
acordo com o grau de maturagdo através dos parametros de forca maxima de
penetracdo e de cor. Também foi possivel relacionar os perfis de iridoides e de
acidos clorogénicos com o estadio de maturagao e a por¢éo do fruto (mesocarpo e
endocarpo). O geniposideo foi o iridoide majoritario no jenipapo verde e a
genipina-gentiobiosideo no jenipapo maduro. Além disso, foi observada auséncia
de acidos clorogénicos no estadio maduro. O jenipapo verde pode ser utilizado
como fonte de geniposideo para posterior obtencdo de pigmento azul, que pode
ser utilizado pela industria de corantes naturais. A auséncia de reacé&o de
formacgéo de pigmento azul no jenipapo maduro esta provavelmente relacionada a
baixa concentragcédo de geniposideo no fruto neste estadio de maturacéo.

O método de extragao assistida por micro-ondas (MAE) desenvolvido para
compostos fendlicos de laranja mostrou ser preciso, exato, rapido e econémico em
relagdo ao consumo de solvente, representando uma excelente alternativa ao
método de extragéo por agitacédo em vortex. A MAE nas condi¢des otimizadas (2,0
gramas de amostra congelada ou 0,2 g de amostra liofilizada, razdo MeOH:H,0
de 8:2, volume de solvente de 25 mL, rampa de 30 s para atingir 50 °C, mantida
por 10 minutos, utilizando uma poténcia maxima de 400 W e agitagdo de 200 rpm,
seguido por um periodo de resfriamento de 10 minutos) n&do alterou o perfil de
compostos fendlicos de laranja.

Em relacdo a utilizagdo das micro-ondas para extragdo de carotenoides de
manga, nao foi observada diferenga em relagéo a extragdo controle (sem micro-

ondas) para extracdo desta classe de compostos nas condigbes testadas. Ao
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mesmo tempo, as micro-ondas ndo provocaram perdas nem isomerizacdo dos
carotenoides, mesmo quando foram utilizadas temperaturas elevadas.

A metodologia desenvolvida e validada para extragdo de carotenoides por
agitacdo magnética mostrou-se precisa, exata e pouco laboriosa (0,2 g de
amostra, 20 mL de acetato de etila:metanol, 200 rpm por 5 min a temperatura
ambiente). Além disso, o0 novo método é ecologicamente mais adequado que a
extracdo por maceragdo em almofariz pela reducdo do consumo de solventes

organicos e de agua.
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