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RESUMO GERAL

Diversos estudos epidemioldgicos tém mostrado que o consumo regular de frutas e
vegetais reduz a incidéncia de doencas crénico-degenerativas. A manga (Mangifera
indica L.) € amplamente encontrada em regides tropicais e subtropicais, € uma fruta
popularmente conhecida no mundo, além de ter grande aceitagéo no Brasil e em outros
paises onde € produzida, seu consumo também tem se expandido para novos
mercados, como na Europa. A manga, além de ser saborosa e aromatica, possui ainda
elevado valor nutritivo quando comparada com outras frutas e também alto valor
comercial em muitas regides do mundo, em especial nas regides tropicais. Neste
trabalho foram analisadas mangas produzidas no Brasil com os objetivos de estudar as
enzimas oxidativas em diferentes cultivares da fruta, bem como em diferentes estadios
de maturacdo e avaliar a presenca de moléculas bioativas em mangas da cultivar
Tommy Atkins. Para determinagdo da maturacéo da fruta, foram avaliados os seguintes
parametros: coloracdo da casca, consisténcia da polpa, pH, acidez total titulavel e
sélidos soluveis totais. Os resultados da analise de composi¢cao centesimal e vitamina C
mostraram a influéncia da maturagcdo na composi¢cdo quimica da fruta, causando a
reducdo dos teores de agua, cinzas, gorduras, fibras e vitamina C e aumento do teor de
acucares totais. No caso do estudo das enzimas oxidativas em relacdo as diferentes
cultivares, a “Tommy Atkins” apresenta maior atividade das enzimas polifenol oxidase e
peroxidase do que as cultivares Haden e Palmer, esta Ultima apresentou as menores
atividades para ambas enzimas. Considerando as atividades dessas enzimas em
manga “Tommy Atkins” relacionadas ao estadio de maturacdo, as frutas verdes
apresentaram maior atividade da polifenol oxidase com diminuicdo gradativa até o
estadio maduro, enquanto que a peroxidase apresentou-se mais ativa em frutas
maduras do que em verdes, com um aumento gradual de frutos verdes para frutos
maduros. Dos treze padrbes de polifendis avaliados por CLAE, sete foram encontrados
nas amostras de polpa de manga analisadas, sendo eles, acido galico, metil galato,
catequina, epicatequina, acido ferulico, &acido isofertlico e propil galato. Estes

compostos responderam de maneira diferente a influéncia da maturacdo. A
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concentracao de epicatequina apresentou aumento inicial seguido de redugao
significativa em seu teor até o final do periodo de avaliagdo. O propil galato, metil galato
e acido galico apresentaram aumento gradual durante todo o periodo de avaliacdo. As
concentracoes de catequina e acido ferulico aumentaram do estadio verde para “de
vez”, mantendo estaveis até o estadio maduro. O teor de &cido isoferulico aumentou
durante a maturagdo. No estudo de determinacdo da mangiferina, detectou-se sua
presenga apenas na casca da manga e observou-se que este composto apresentou

maior teor na casca de manga verde e gradativa reducao até atingir o estadio maduro.
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SUMMARY

In several studies epidemiological it has been shown that the regular consumption of
fruit and vegetables reduces the incidence of chronic-degenerative diseases. The
mango (Mangifera indica L.) is abundantly found in tropical and subtropical areas and is
one of the most popular fruits in the world, besides having great acceptance in Brazil
and in other mango producing countries, its consumption also if has expanded for new
markets, as in the Europe. The mango fruit is tasty and aromatic and possesses high
nutritional value when compared to other fruits and also reaches a high commercial
value in many countries worldwide but especially in the tropical ones. Mangos produced
in Brazil were analyzed in order to study oxidative enzymes in different kinds of Mangos
as well as in different maturation stadiums as well as the presence of bioactive
molecules like mangiferin in Tommy Atkins mangos. To determine the state of
maturation of the fruit different parameters were evaluated like coloration of the peel,
consistence of the pulp, pH, total titratable acid and total soluble solids. The results of
the composition analysis and the vitamin C content demonstrated the influence of the
maturation on the chemical composition of the fruit, causing a reduction of content of
water, ashes, fats, fibers and vitamin C and an increase in the total sugar content.
Regarding the study of oxidative enzymes of different cultivations, the Tommy Atkins
mango had shown a higher activity of the enzymes polyphenol oxidase and peroxidase
in comparison to Haden and Palmer mango. The last one showed the smallest activity of
both enzymes. Considering the relationship of the activities of those enzymes in Tommy
Atkins mango to the state of maturation, the green fruits showed a higher activity of
polyphenol oxidase with a gradual decrease of activity during the ripening, while the
peroxidase activity was higher in ripe fruits than in green ones with a gradual increased
during the maturation process. Seven out of thirteen polyphenolic substances analysed
by HPLC were found in the samples of mango pulp: gallic acid, methyl gallate, catechin,
epicatechin, ferulic acid, isoferulic acid and propyl gallate. The found substances have

shown different reactions to the influence of the maturation. The concentration of

XVvil



epicatechin was first increased and decreased significantly in the end of the analysis.
The concentration of propyl gallate, methyl gallate and gallic acid was gradually increase
during the whole evaluation period. The concentrations of catechin and ferulic acid
increased from the green to half-green stadiums, and kept constant values until the ripe
stadium. The concentration of isoferulic acid increased during the maturation. In the
study of determination of the mangiferin content revealed that its occurrence is limited to
the peel of the mango and the highest concentration was found in the peel of green

mango with a gradual decrease to the ripe stadium.
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INTRODUCAO

Consideravel aumento no grau de conscientizacdo da populagdo quanto a
saude e qualidade de vida tem sido observado nos ultimos anos, fato este que tem
direcionado a procura por alimentacdo saudavel, levando a habitos alimentares mais
equilibrados. Visando essa melhora na qualidade de vida, estudos tém sido
desenvolvidos com enfoque em alimentos naturais, 0os quais tém se destacado pelo
aspecto funcional, por mostrarem capazes de promover beneficios a saude no que diz
respeito a prevencao de doencas. Dentre os alimentos, frutas e verduras tém atraido o
interesse de consumidores devido aos constituintes com fung¢do antioxidante, agindo de
maneira a neutralizarem radicais livres, 0s quais sao responsaveis por inumeras

doencas além de promoverem o envelhecimento celular.

Pesquisas tém mostrado que o consumo regular de alimentos naturais reduz
a incidéncia de doencas [2, 3, 12] estabelecendo associacbes positivas entre o
consumo de frutas e verduras e o retardo do envelhecimento, e também a redugédo na
taxa de mortalidade devido a doencas degenerativas, incluindo céncer, doencas
cardiacas, inflamacgdes, artrites, declinio do sistema imune, disfuncdo cerebral e
cataratas [5, 8, 9], essas acdes podem estar associadas a protecdo contra danos

causados por reagdes envolvendo oxigénio e nitrogénio [11].



Dentre os alimentos naturais, as frutas tém ocupado local de destaque
devido ao seu facil consumo, beneficios comprovados e interesse comercial. A manga é
uma fruta de alto valor comercial em muitas regides do mundo, em especial nas
tropicais [1, 4, 6]. Considerando a popularidade da manga no mundo [7] e sua
importancia no mercado [10], aliada ao interesse da populacdo no consumo de

alimentos naturais, esta fruta foi alvo de estudos neste trabalho.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Andréia C. S. AZEVEDO; Glaucia M. PASTORE

1 - Manga

1.1 - Origem da fruta

A fruta tem origem Asiatica (india), onde a mangueira é conhecida desde o ano
2000 a.C., tendo de l4 se difundido para a China e Indochina. Muito mais tarde, ela foi
introduzida nas Filipinas por navegadores espanhéis e no Sul da Africa pelos
portugueses. No inicio do século XVI, foi trazida ao Brasil pelos colonizadores
portugueses enquanto 0s espanhodis introduziram a cultura no México (MARANCA,
1978). O Brasil foi o primeiro pais americano a introduzir o cultivo da mangueira
(MEDINA et al., 1981), o qual ocorreu na regiao do Nordeste Brasileiro de onde se
difundiu por quase todo o territério, excluindo as regides mais frias do extremo Sul ou
de altitudes elevadas (PINTO, 1996), sendo a maior parte da produgédo concentrada nas
regides Nordeste e Sudeste do Brasil, as quais responderam juntas por uma meédia de

92% da producéo nacional no periodo entre 1990 e 2001 (BNDES, 2003b).



1.2 - Caracteristicas da fruta

A manga € uma fruta dicotiledénea, pertencente a ordem Rutales, a familia
Anacardiaceae, ao género Mangifera e a espécie Mangifera indica L. (Figura 1).
Considerada uma das mais importantes frutas tropicais comercializadas no mundo
(SCHIEBER, ULLRICH & CARLE, 2000; PELEGRINE, SILVA & GASPARETTO, 2002;
BERARDINI et al., 2005; JHA, KINGSLY & CHOPRA, 2006), a manga é muito
apreciada pelo seu sabor, aroma, coloragdo (CARDELLO & CARDELLO, 1998; DAK,

VERMA & SHARMA, 2005) e, também pelo seu valor nutritivo (TOREZAN, 2000).

Descrita como um fruto de drupa carnosa, achatado lateralmente, com
variagbes conforme a variedade a qual influencia no tamanho, forma, coloragao,
presenca de fibras, aroma e sabor (SILVA, 1996), a manga é constituida por casca
(exocarpo), polpa comestivel (mesocarpo) e carogco (endocarpo), com fibras mais ou
menos abundantes que se adentram no mesmo caroco e na polpa. A casca € lisa, pode
ser de cor variavel de verde ao amarelo, ao alaranjado e ao vermelho em algumas
variedades, sendo mais marcada a alteracdo para vermelho no lado exposto ao sol

(MARANCA, 1978).

Sao muitas as variedades de mangas ja produzidas no Brasil, as quais recebem
nomes diversificados, sendo ainda possivel que a mesma cultivar apresente diferentes
nomes em diferentes regides. Embora esse grande numero de cultivares, apenas
algumas apresentam caracteristicas que as tornam apropriadas para o0 comércio.
Dentre elas, a “Tommy Atkins” € uma das principais em importancia comercial

apresentando-se como a mais cultivada e exportada pelo pais por apresentar maior
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produtividade, ser mais tolerante a certas doengas e ainda, apresentar bons atributos
de qualidade (BRASIL, 1999). Atualmente a “Tommy Atkins” responde por
aproximadamente 80% da producdo nacional de manga e 50% das exportacoes
mexicanas (SOUZA et al., 2002). Em seguida, também consideradas de importancia
comercial estdo as cultivares Haden, Keitt e Palmer (BRASIL, 1999; KAVATI & PIZA

JR., 2000).

Figura 1 - Manga (Mangifera indica L.) cv. Tommy Atkins.



A manga tem grande aceitacao no Brasil como em todos os paises onde ela é
produzida, mas também tem alcancado novos mercados nas regides de clima
temperado, como na Europa, pois além de ser uma fruta saborosa, atrativa e aromatica,
possui ainda elevado valor nutritivo, se comparado com outras frutas (MARANCA,
1978) e também alto valor comercial em muitas regides do mundo, em especial nas

regides tropicais (FRUPEX, 1994; CANO-CHAUCA et al., 2005).

1.3 - Producao e comércio

A manga € a segunda fruta tropical mais consumida no mundo perdendo
apenas para a banana (MERCADANTE, RODRIGUEZ-AMAYA & BRITTON , 1997), e
tem apresentado um significativo aumento em seu consumo em paises mais
desenvolvidos nas Uultimas décadas (BENDER & BRECHT, 2000). Em termos de
producado, a manga ocupa a quinta posicao mundial entre as maiores culturas (IAGLER,

REICHER & GANTER, 2002; HYMAVATHI & KRADER, 2005).

Segundo dados da “FAO Statistical Databases” (FAOSTAT, 2001), a demanda
de manga no mundo tem expandido mais que qualquer outra fruta, com 54% de
aumento durante os anos de 1996-2000, onde nas ultimas décadas, a producao
mundial de manga apresentou grande expansao, observando-se aumento significativo
na Asia, América do Norte, América Central, América do Sul e Africa. A producéo global
excedeu os 26 milhdes de toneladas em 2004 (FAOSTAT, 2005). O comércio exterior

igualmente apresentou tendéncia de elevado crescimento, destacando-se paises como



México, Filipinas, Holanda, Brasil e Peru (BNDES, 2003a). De acordo com dados da
Embrapa, com relacdo a exportacdo de manga, o Brasil ocupa o segundo lugar,

perdendo apenas para o México que é o lider nas exportagdes da fruta.

No Brasil a maior parte da producao da manga esta concentrada nas regides
Nordeste e Sudeste, as quais responderam juntas por uma média de 92% da produgao
nacional no periodo entre 1990 e 2001, correspondendo a um montante médio de 505
mil toneladas (BNDES, 2003b). De acordo com dados do IBGE (2004), os estados da
Bahia e Pernambuco tém se destacado como os maiores produtores nacionais de
manga, sendo a regidao do Vale do Sao Francisco a responsavel por mais de 90% da

exportacdo da manga nacional.

Com uma producéao de 845.000 toneladas de manga em 2004 o Brasil ocupou o
oitavo lugar no ranking dos maiores produtores mundiais da fruta (FAOSTAT, 2005),
posicionando-se de forma competitiva no mercado, redirecionando a sua capacidade de
producado para cultivares de boa aceitagcdo externamente, como a “Tommy Atkins” e a
“Haden” (BNDES, 2003a). A producdo de manga no Brasil apresenta um grande
potencial de crescimento de suas exportacdes pelo fato de ser um produto competitivo
no mercado internacional, tanto em termos de pregos/custos de produgdo como em
termos de qualidade (LUCAFO & BOTEON, 2001). A exportacdo apresentou um
significativo crescimento passando de 625 toneladas em 1981 a 94.291 toneladas em
2001, sendo a América do Norte e a Comunidade Européia os principais importadores
(SOUZA et al., 2002). De acordo com Carvalho et al. (2004), esse acréscimo da

exportacao foi consequéncia da introducao de novas cultivares vindas da Flérida, nos



Estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais, em meados da década de 70, as quais
ganharam notéria importancia social e econémica e, consequentemente boa aceitacao

dos fruticultores.

A manga atinge o mercado tanto na forma verde quanto madura, podendo ser
consumida in natura ou processada (LIZADA, 1993; POTT et al., 2005; JHA, KINGSLY
& CHOPRA, 2006) apresentando uma grande variedade de produtos dentre os quais
pode-se citar os produtos derivados de mangas verdes como picles, “chutney”,
concentrado, flocos de cereal, barra da fruta, manga em pé, geléia e manga em fatias
desidratada e uma gama de produtos derivados da fruta madura, tais como, puré,
concentrado, suco, néctar, cremes, alimentos infantis, extrusados, compota, sorvete,
geléia, manga em fatias congelada ou desidratada, xarope, entre outros (GEIDA, 1917;

AROGBA, 1997; SCHIEBER, ULLRICH & CARLE, 2000).

1.4 - Propriedades quimicas e fisicas da manga

Embora a composicdo da fruta varia com a cultivar, condicdes climaticas,
maturacdo na colheita, estocagem poés-colheita, tratamento da fruta e método de
processamento (CARDELLO & CARDELLO, 1998; BRANCO, 2001), os principais
constituintes que fazem parte da composicdo quimica da manga sado agua,
carboidratos, acidos orgéanicos, sais minerais, proteinas, vitaminas e pigmentos

(MEDINA et al., 1981; ITAL, 1981; CARDELLO & CARDELLO, 1998).
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Siqueira et al. (1988) desenvolveram um estudo de caracteristicas fisicas e
quimicas de frutos de 20 cultivares de mangueira produzidas em Minas Gerais, dentre
as quais destacaram Tommy Atkins, Keitt e VanDyke, por apresentarem excelente

aceitacao no mercado consumidor.

Baseado em literatura o teor de umidade na polpa da manga, é cerca de 80%,
variando entre 67 a 86%; o teor de sélidos soluveis normalmente € 15,0 a 20,0°Brix,
havendo relatos de valores entre 4,0 e 27,0°Brix; o conteldo de acgucares totais pode
ser tao baixo como 4,0% e tao elevado como 26,0% e, a razdo agucar/acido pode ter
valores entre 20,0 e 116,0 (BRANCO, 2001). Lima (1997) relatou que a porcentagem de
sélidos soluveis em manga varia de 6,6 a 21,9%, dependendo da cultivar e do estadio
de maturacao do fruto, ressaltando ainda que em manga Tommy Atkins o valor atinge
13,0% enquanto as cultivares Dashehari, Fazli, Langra e Chaunsa apresentam teor de

até 20,0%, destacando-se a cultivar Mallika com até 24,0%.

Considerando os acidos organicos, os acidos citrico e malico sado os
encontrados em maior quantidade, sendo que a acidez total da fruta, normalmente é

expressa em acido citrico, variando com o grau de maturacdo (MEDINA et al., 1981).

Dentre os constituintes da manga encontram-se também as vitaminas B1, B2 e
B5 e outros compostos como fosforo, calcio, ferro, proteinas, gorduras e carboidratos

(USP, 1999).

Medina et al. (1981) declararam em seu trabalho que dependendo da cultivar de

manga, ocorre variagcao da porcentagem de agucares totais num intervalo de 10 a 24%,
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mas que o teor de sacarose mantém-se maior, seguido por frutose e glicose. De acordo
com os autores, a acidez total da fruta na forma de &cido citrico ou malico varia em

frutas verdes de 0,67 até 3,66% e nas frutas maduras, varia de 0,17 a 0,56%.

Maranca (1978) comparou o valor nutritivo da manga com outras frutas como
laranja e maca e declarou que a polpa da manga possui valor energético superior ao
das frutas comparadas, onde 100 g de manga apresentaram 71 calorias contra 57
calorias da maga e 36 da laranja, na mesma quantidade de material analisado. A
manga foi superior também no conteludo de carboidratos, de ferro e de vitaminas, em
geral. O autor descreveu o teor de acucares oscilando de 6 a 20%, com média de 10 a

12% e 0s acidos (expressos em acido citrico) entre 0,3 e 2,5% em média.

Vazquez-Salinas & Laksminorayana (1985) investigaram a composi¢ao quimica
de polpa de manga cv. Keitt e constataram que as principais vitaminas presentes foram
vitamina C, pr6-vitamina A (B-caroteno) e pequenas quantidades de vitamina B,

conforme descrito na Tabela 1.

Estudos de algumas caracteristicas quimicas da manga “Tommy Atkins”
minimamente processada foram realizados por Vilas-Boas et al. (2004), os quais
determinaram pH 4,5, sdlidos soluveis totais 11,7°Brix, agucares soluveis totais 7,6% e
vitamina C 23,58 mg/100 g. Siqueira et al., 1988, estudaram a “Tommy Atkins” e
obtiveram valores de 4,24 e 0,21% para pH e acidez titulavel, respectivamente e

13,9°Brix para sélidos soluveis totais.
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Tabela 1. Composicdo quimica de polpa de manga madura cultivares Haden, Keitt,

Irwin e Kent.

Constituinte Valor
Haden Keitt Irwin Kent
Sdlidos Soluveis Totais (°Brix) 15,6 19,9 18,3 21,7
Acidez titulavel (% de &c. citrico) 0,04 0,04 0,05 0,12

pH 5,2 6,2 5,2 5,2

Vitamina C (mg/100g) 69,0 76,5 75,0 100,0
AcUcares totais (%) 12,6 17,7 15,2 15,4
Carotendides totais (ug/100g) 6.819 5.187 3.231 5.457
B-caroteno (ug/1009) 3.850 2.758 1.250 3.090

Fonte: VAZQUEZ-SALINAS e LAKSMINROYANA (1985).

A manga destaca-se como uma fruta que contém alto teor vitaminico,
principalmente de A e C (STAFFORD, 1983) e, devido a esse teor de vitamina A ela é
considerada excelente antioxidante (USP, 1999). De acordo com Hymavathi & Khader
(2005), o conteudo de B-caroteno em manga alcanca de 800 ug/100 g de fruta (cv.
Mulgoa) para 13000 ug/100 g de fruta (cv. Alphonso). Além de apresentar-se como uma
rica fonte de carotendides totais (SCHIEBER, BERARDINI & CARLE, 2003; POTT et al.,
2002; HYMAVATHI & KHADER, 2005) a manga é também rica em polifendis, o que a
caracteriza como uma fonte potencial de antioxidante tendo sido atribuido a ela uma
importancia nutricional com relagdo a prevencao de doencas (SCHIEBER, BERARDINI
& CARLE, 2003; HYMAVATHI & KHADER, 2005). O teor de carotendides presente na
manga aumenta de acordo com a maturagdo, conferindo a cor amarela do fruto

maduro. Dentre os carotendides, destaca-se o -caroteno (precursor da vitamina A) por
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estar em maior quantidade. De maneira inversa, o &acido ascérbico tem sua
concentracao diminuida consideravelmente com o amadurecimento da fruta, onde
estudos apresentaram um decréscimo de 70-130 mg/100 g em polpa de frutos verdes
para 15-50 mg/100 g em frutos maduros, em variedades comerciais da india (MEDINA
et al,, 1981). A manga madura possui quantidade apreciavel de vitamina C, atingindo

110 mg/100 g de amostra dependendo da cultivar (CARDELLO & CARDELLO, 1998).

Larrauri et al. (1996) prepararam fibras a partir de casca de manga das quais 0s
acucares foram removidos, e analisaram os conteudos de polifenois totais e fibra
alimentar. Constataram que as fibras alimentares a partir de casca de manga possuem
um alto teor de polifendis totais (70 g/Kg) e de fibras soluveis 281 g/Kg, mostrando que

o produto € uma boa fonte de fibras de fruta tropical e de polifendis.

1.5 - Transformacao da manga durante a maturacao

Durante o desenvolvimento, os frutos passam por diferentes estadios
fisiologicos. No inicio ocorrem sucessivas divisdes celulares e alargamentos celulares,

seguidos da pré-maturacao, maturacao e senescéncia (EVANGELISTA, 1999).

Em decorréncia do processo de maturagéo, os frutos de modo geral, sofrem
grandes modificagdes fisicas e quimicas que representam um extenso espectro de
processos degradativos simultdneos e sequenciais, aprimorando assim os atributos de

qualidade, em especial, pigmentacao, textura, aroma e sabor (BIALE, 1975; WILLS et
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al., 1981; TUCKER, 1993; EVANGELISTA, 1999; VENDRAMINI & TRUGO, 2000).
Essas alteragdes fisico-quimicas que as mangas sofrem durante o amadurecimento
devem ser observadas, uma vez que podem ser Uteis na definicdo das condi¢des de

armazenamento e processamento das frutas (SUGAI, 2002).

Jagtiani, Chan Jr. & Sakai (1988) estudaram o processo de maturacao da
manga e listaram algumas modificagbes, como: a) o aumento do teor de solidos
soluveis, pH, acucares totais, sacarose, carotenos e intensidade de sabor e a
diminuicdo dos sélidos insollveis, acidez e teor de amido; b) aumento da respiragéo e
transpiracao até atingirem um pico, quando entao, diminuem; c) alteracdo da coloracao
da polpa, de amarelo claro para amarelo escuro ou laranja. Outro ponto importante a se
observar durante a maturacao da manga € o amolecimento da polpa, o qual é indicador
do estadio de maturacdo (HAHN, 2004). Jha, Kingsly & Chopra (2006) também
correlacionaram a firmeza da polpa de manga com o estadio de maturagéo, juntamente
com outras caracteristicas indicadoras do processo, como tamanho, esfericidade e cor

do fruto.

Um parametro importante no processo de maturacao € a textura, esta pode ser
avaliada tanto por métodos subijetivos, através da compressao do fruto com o polegar
ou do painel de analise sensorial, como por métodos objetivos que correspondam a
expressdo numeérica das caracteristicas de firmeza com o auxilio de instrumentos como
pressurdmetros, penetrdmetros e testadores da compressao, como cisalhamento e

tensdo (CHITARRA & CHITARRA, 1990).
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De acordo com Evangelista (1999), os grupos carboxilicos quando ligados ao
célcio, formam o pectato de calcio que é mais insoluvel e também designado como
protopectina. Durante o amadurecimento ocorre a liberacdo do célcio, solubilizacdo da
protopectina das paredes celulares ocorrendo assim a modificacdo da textura com

consequente amaciamento do fruto.

Seymour et al. (1990) estudaram mangas cv. Kent colhidas em trés estadios de
maturacao e afirmaram que a maturacao da fruta exerce influéncia na perda da firmeza
da polpa. Marin & Cano (1992) notaram a diminui¢do da firmeza na polpa de mangas
das cultivares Lippens e Smith colhidas no estadio pré-climatério e armazenadas por 19

dias.

A funcdo das enzimas pectinesterase e poligalacturonase durante o
amadurecimento da manga cv. Haden foi estudada por Faria et al. (1994) que
concluiram que a poligalacturonase praticamente ndo apresenta atividade durante o
inicio do processo de maturacdo, aumentando sua atividade conforme o avango do
amadurecimento, enquanto a pectinesterase apresentou elevada atividade no inicio do
amadurecimento, tendendo a atividade quase zero ap6s dez dias. Os autores
ressaltaram que essas enzimas estdo relacionadas com a solubilidade da pectina e,
consequente amolecimento da polpa. Yashoda et al. (2005) acompanharam o
amadurecimento de manga com enfoque na caracterizagdo quimica e estrutural de
pectina e hemicelulose, e observaram evidéncias de modificagbes na estrutura e
composicdo de ambas durante a maturagdo da manga. De acordo com Medina et al.

(1981), a pectina se encontra na parede celular da fruta, sendo que durante a
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maturagao ocorre sua degradacdo, com redugdo do tamanho molecular e esterificagao,
representando a principal transformacado quimica sofrida pela manga durante esse
periodo. Com a maturagao do fruto ocorre um aumento no teor de pectinas soluveis, o

que causa o amolecimento do fruto (ROE & BRUEMMER, 1981).

Quanto a sua composicao centesimal, o teor de carotendides presentes na
manga aumenta de acordo com a maturac¢ao conferindo a cor amarela do fruto maduro
e, consequentemente aumentando o teor de vitamina A. Ocorre um decréscimo do teor
de carotendides com o amadurecimento podendo chegar até 50% de perdas do teor do

fruto verde para um fruto maduro (MEDINA et al. 1981).

Malevski et al. (1977) estudaram a relacdo de coloracdo da casca da manga
“Haden” com o teor de sélidos soluveis, durante o amadurecimento e concluiram que a
cor da casca é um bom indicador do estadio de maturagdo de mangas. Kolekar et al.
(1992) desenvolveram um trabalho subjetivo que relaciona a mudanga da coloragéo da
casca e da polpa de manga “Alphonso”, onde definiram como resultado sete diferentes

estadios de maturagéo de mangas (Tabela 2).

Morga et al. (1979) estudaram alteragdes fisico-quimicas em mangas das
Filipinas cv. Carabao durante o amadurecimento, analisaram as frutas no estadio verde
e maduro e observaram que com a maturacado ocorreu alteragdo da cor da casca de
verde para amarelo escuro, reducao dos teores de amido e acido ascérbico, diminui¢ao
da acidez titulavel e do pH, e aumento de sdélidos sollveis totais, carotendides totais e

pectina.
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Tabela 2. Estadios de maturacao definidos de acordo com caracteristicas da casca e

polpa das mangas “Alphonso”.

Estadio de Caracteristica da casca e da polpa da manga
maturacao

1 Casca verde; polpa de cor amarela palida; sabor azedo.

2 Casca de cor amarela esverdeada; polpa de cor amarela palida; sabor

entre azedo e doce.
Casca amarela; polpa amarela; sabor doce (boa qualidade).
Casca amarela pouco enrugada; polpa de cor amarela escura;
Sabor doce (boa qualidade).

5 Casca de cor amarela escura, enrugada e com pontos escuros; polpa
mole; fruto muito maduro com sabor doce (qualidade satisfatoria).

6 Casca de cor amarela escura, completamente enrugada e com pontos
escuros; polpa mole; sabor desagradavel (baixa qualidade).

7 Casca de cor amarela escura, completamente enrugada e com

manchas pretas; polpa mole e podre (baixa qualidade).
Fonte: KOLEKAR et al., 1992.

Segundo Wills et al. (1981), a maturagdo causa aumento da matéria seca, dos
teores de agucares totais e redutores, diminuigdo da firmeza e da acidez total titulavel, e
desenvolvimento da cor e do aroma. Lima (1997) considera que a mudanga mais
importante durante a maturacdo de muitos frutos é a hidrélise de polimeros de amido e
carboidratos, e sua conversdo em acgucares solluveis, contribuindo para o sabor
agradavel do fruto, a hidrélise de pectinas, das hemiceluloses, da celulose da lamela

média e da parede celular, provocando o amaciamento da maioria dos frutos.
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Evangelista (1999) relatou modificacbes fisico-quimicas na manga “Tommy
Atkins” durante o periodo de armazenamento onde ocorreu aumento da perda de
massa, de pH, dos sélidos soluveis totais, de acucares redutores, ndao redutores e

totais.

Em mangas, o periodo do crescimento é caracterizado pelo aumento do teor de
sélidos insoluveis em alcool, principalmente o amido (TANDON & KALRA, 1983). Esse
amido acumulado no fruto durante o crescimento é rapidamente degradado durante o
processo de amadurecimento, praticamente desaparecendo em frutos maduros
(FUCHS, PESIS & ZAUBERMAN, 1980; LIZADA, 1993), ao tempo que ocorre o
aumento na atividade das amilases, com um acumulo de sdlidos sollveis totais
(FUCHS, PESIS & ZAUBERMAN, 1980; TANDON & KALRA, 1983). A hidrélise do
amido, durante o amadurecimento da manga, tem sido associada com a atividade da o
e B-amilase, ocorrendo, portanto, como consequéncia, um aumento dos acucares totais

durante o amadurecimento (FUCHS, PESIS & ZAUBERMAN, 1980; LIZADA, 1993).

Os solidos soluveis totais (SST) aumentam nos frutos conforme a maturacao. A
determinagdo do teor de SST normalmente tem como propdsito estimar o teor de
acucares presentes na fruta. A porcentagem na manga varia de 6,65 a 21,9%,
dependendo da cultivar e da maturacédo do fruto (FERRER, 1987), no caso da cultivar
Tommy Atkins, Medlicott, Reynolds & Thompson (1986) determinaram teor médio de
13,0% de SST. Bleinroth et al. (1985) mostraram a variacao do teor de SST em mangas
ao estudarem 20 cultivares da fruta, obtendo uma gama de valores num intervalo de

12,00/0 ai 9,00/0.
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Os teores de agucares em mangas variam em fungado de cultivares, condi¢coes
nutricionais do solo, condicdes climaticas, estadio de maturacdo e temperatura de
armazenamento. Os principais acucares presentes sao a glicose, frutose e sacarose.
Durante o amadurecimento, os teores de glicose e frutose variam, enquanto que, o da
sacarose aumenta de 3 a 4 vezes, sendo, portanto o principal agucar contribuinte para
a dogura da manga (LAKSHMINARAYANA, 1980). Medlicott & Thompson (1985)
também relataram que no amadurecimento de mangas “Keitt”, a sacarose é o agucar
predominante. Vazquez-Salinas & Lakshminarayana (1985) observaram uma reducao
gradual nos teores de glicose e frutose e aumento continuo no teor de sacarose em

mangas cultivadas na Flérida.

Castrillo, Kruger & Whatley (1992) estudaram o contetdo de amido e agucares
durante o amadurecimento de manga “Haden” produzida na Venezuela e constataram
que o agucar predominante durante o amadurecimento é a sacarose. Notaram um
aumento de sacarose nos primeiros dias de maturacao, permanecendo alto em frutas
maduras. A frutose, hexose dominante, dobrou sua concentracdo durante os primeiros

dias de amadurecimento enquanto que a glicose diminuiu nesse periodo.

Em mangas “Tommy Atkins”, Miller et al. (1983) observaram aumento nos
teores de frutose, sacarose e agucares totais e, desaparecimento da glicose, apds os
frutos ficarem armazenados por 14 dias a 12°C, seguido de armazenamento a 21°C até

0 amadurecimento.

Kramer (1973) mencionou que os métodos mais comumente usados para medir

acidez da fruta sdo a acidez total titulavel (ATT) e o potencial hidrogeniénico (pH), onde
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o primeiro representa todos os grupamentos acidos encontrados (acidos organicos
livres e na forma de sais e compostos fendlicos) e o segundo determina a concentracao

hidrogenidnica da solugao.

Hulme (1974) afirmou que para a maioria dos frutos tropicais o teor de acidos
organicos diminui com o amadurecimento, pois esses acidos sao utilizados no ciclo de

Krebs durante o processo respiratorio.

Embora a acidez diminui durante o processo de amadurecimento de mangas,
algumas cultivares mantém elevado teor de acidez na fruta quando maduras, como é o
caso da “Alphonso” que apresenta 3% de acidez titulavel, ja a “Tommy Atkins”

apresenta baixa acidez (0,5 a 1,0%) onde o &cido organico predominante € o &cido

citrico seguido pelos acidos mélico e oxdlico (LAKSHMINARAYANA, 1980).

O pH varia de cultivar para cultivar e é bastante influenciado pela temperatura,
mas tende a aumentar com a maturagdo dos frutos. Medlicott & Thompson (1985)
verificaram aumento de 3,1 para 4,3 para manga “Keitt” apds 9 dias de armazenamento

a 22°C.

Tida como uma fruta rica em vitamina C, a manga apresenta valores que variam
de 66,5 mg/100 g na fruta verde a 43,0 mg/100 g na fruta madura (FRANCO, 1997),

mas pode chegar a 110 mg/100 g, dependendo da variedade (BLEINROTH, 1976).

Varios estudos foram desenvolvidos visando acompanhar a atividade de

enzimas durante o processo de maturacdo de algumas cultivares de mangas onde
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diferentes comportamentos foram encontrados para diferentes enzimas ou até mesmo
para uma mesma enzima. O aumento da atividade durante o processo de maturagao foi
observado para as enzimas poligalacturonase (YANRU et al.,, 1995), pectinesterase
(AINA & OLADUNJOYE, 1990), B-galactosidase (ALI, ARMUGAN & LAZAN, 1995),
celulase (EI-ZOGHBI, 1994), ascorbato oxidase (CARDELLO & CARDELLO, 1998) e
peroxidase (PRABHA & PATWARDHAN, 1986). Comportamentos contraditérios foram
observados para a enzima polifenol oxidase, onde a atividade aumentou conforme
avango da maturacao (PRABHA & PATWARDHAN, 1986) e num outro estudo, ocorreu
diminuicdo da atividade (EVANGELISTA, 1999). Um comportamento adverso foi
observado para enzimas pectinesterase e celulase que tiveram aumento de atividades
até um periodo do amadurecimento, seguida de um declinio das atividades dessas

enzimas (SELVARAJ & KUMAR, 1989).

Cardello & Cardello (1998) analisaram a atividade da enzima ascorbato oxidase
sobre o nivel de &cido ascérbico durante o processo de amadurecimento da manga
“Haden”, onde observaram um aumento da atividade da enzima durante o processo de
amadurecimento da fruta e uma correlagdo linear negativa com o teor de acido
ascorbico. Os autores relataram ainda a ocorréncia de aumento significante dos
atributos sensoriais da fruta (sabor, aroma, coloracdo amarela da polpa, dogura e

suculéncia), com excecao da acidez e adstringéncia.
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2 - Enzimas Polifenol oxidase e Peroxidase

Dentre as diversas enzimas oxidativas que promovem alteracao nos alimentos
estdo a polifenol oxidase e a peroxidase. Nos vegetais, essas enzimas podem causar
reacoes quimicas indesejaveis. Em frutos, o escurecimento dos tecidos ocorre
principalmente pela reacao de oxidacao enzimatica dos compostos fendlicos a qual é
catalisada pela atividade de duas enzimas: a polifenol oxidase e a peroxidase
(BRAVERMAN, 1967; FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002). As polifenol oxidases sao
proteinas contendo cobre e sao diferentes das peroxidases que sdo hemi-proteinas.
Sabe-se que as polifenol oxidases sao responsaveis principalmente pelo escurecimento
ocorrido nas verduras e frutas devido a injurias ou durante o processamento dos
mesmos (PRABHA & PATWARDHAN, 1986) e que as peroxidases contribuem com
alteracdes deteriorativas no aroma, sabor, textura, cor e valor nutricional de frutas e

verduras (PHABHA & PATWARDHAN, 1986; KHAN & ROBINSON, 1993a).

2.1 - Polifenol oxidase

As polifenol oxidases sao enzimas encontradas na maioria das plantas
superiores e sua denominacao “polifenol oxidase” se refere a muitas enzimas cuja
principal caracteristica € a capacidade de utilizar oxigénio molecular durante a oxidagéo
de compostos fendlicos. Dependendo do extrato de atuacdo dessa enzima, ela recebe
diferentes denominagdes tais como, catecol oxidase, catecolase, difenol oxidase, o-

difenolase, fenolase e tirosinase. A polifenol oxidase catalisa dois tipos de reacdes,
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ambas usando oxigénio molecular: a) hidroxilacdo de monofendis para o-difendis
frequentemente referida como atividade de cresolase (EC 1.14.18.1); b) oxidacao de o-
difendis quando se refere a atividade de catecolase (EC 1.10.3.2), também referida

como fenolase ou polifenol oxidase (ESKIN, 1990; MARTINEZ & WHITAKER, 1995).

Basicamente a reacao cresolase (Figura 2A) catalisa a oxidac&o de fenol mono-
hidrico, tal como a tirosina e o-cresol para formar o grupo hidroxila na posi¢ao orto e a
reacao catecolase (Figura 2B) envolve a remoc¢ao de dois atomos de hidrogénio de o-
difenol, tais como catecol, acido clorogénico ou 3-4 dihidroxi-fenilalanina, para formar a
correspondente o-diquinona (CANO et al, 1996). As quinonas formadas sao
substancias altamente reativas e, podem reagir com outras quinonas, aminoacidos ou
proteinas, formando compostos coloridos, 0s quais sao responsaveis pela perda de
coloracdo de muitas frutas devido a degradagéao de antocianinas (WESCHE-EBELING

& MONTGOMERY, 1990ab; SIDIQQ et al., 1994).

A atividade catecolase envolve a oxidagao de dois o-difendis a duas o-quinonas
com a reducdo de quatro elétrons de O,, o que forma duas moléculas de agua

(SANTOS, 2002).

A polifenol oxidase é encontrada em algumas bactérias e fungos, em alguns
artropodes, na maioria das plantas e em todos os mamiferos. Sua localizacao na célula
vegetal depende da espécie, idade, e no caso de frutas, depende ainda do grau de

maturacdo (VAMOS-VIGYAZO, 1981).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da agdo da polifenol oxidase catalisando as reagbes
cresolase (2A) e catecolase (2B) (SANTOS, 2002).

Em plantas, a polifenol oxidase pode estar soluvel ou ionicamente ligada a
membrana. Estudos histoquimicos revelaram que essa enzima estd localizada
predominantemente em membranas tilacéides de cloroplastos (MARTINEZ &
WHITAKER, 1995). A distribuicao da polifenol oxidase nas diferentes partes das frutas e
verduras pode ser consideravelmente diferente e a taxa de enzimas ligadas a particulas

e sollveis varia com a maturagdo (VAMOS-VIGYAZO, 1981). A distribuicdo da
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atividade da polifenol oxidase em diferentes partes das frutas ocorre de forma
heterogénea, conforme verificada por Vamos-Vigiazé & Nadudvari-Markus (1982) ao
estudarem diferentes cultivares de frutas, atribuindo essa heterogeneidade a estrutura

fibrosa do mesocarpo.

Em tecidos vivos, a enzima polifenol oxidase e o substrato fendlico estao
separados dentro das células. No momento da extracdo ou de algum outro processo
que danifique a célula, a enzima e o substrato entram em contato, ocorrendo entao a
reacdo. Ocorre a formacao de o-quinonas durante a oxidacdo e essas o-quinonas sao
altamente reativas podendo reagir com outras o-quinonas, aminoacidos, peptideos e
proteinas causando alteracdes estruturais e funcionais, acarretando a diminuicdo do

valor nutritivo do produto (ESCRIBANO et al., 1997).

Polifenol oxidase tem recebido continua atengdo de quimicos e processadores
de alimentos desde sua descoberta hd 90 anos atras, devido ao seu envolvimento no
escurecimento enzimatico de muitos produtos vegetais, especialmente, frutas e
verduras, cogumelos (ESKIN, 1990), bem como crustaceos (ZAWISTWSKI,
BILIADERIS & ESKIN, 1991). O referido escurecimento é causado pela acao da
polifenol oxidase nos compostos fendlicos naturais e no oxigénio atmosférico que sao
oxidados a o-quinona, que em seguida pode polimerizar formando a melanina que é um
pigmento marrom (BENJAMIN & MONTGOMERY, 1973; AROGBA et al., 1998), o que
acarreta uma depreciacao do valor comercial de frutas e verduras frescas (CHAZARRA

et al.,, 1996).
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Em todos os trabalhos aqui mencionados, a agdo dessas enzimas esta
primariamente relacionada com a reagéo enzimatica causando o escurecimento da fruta
fresca e gerando aroma e aparéncia desagradaveis em produtos congelados ou
enlatados. Fenbmenos estes de grande importancia no setor da indudstria e
comercializacbes desses produtos, devido as alteragdes nos caracteres sensoriais e

também & perda do valor nutricional (VAMOS-VIGYAZO, 1981).

Vamos-Vigyazo6 (1981) ressaltaram que o nivel de polifenol oxidase em plantas
depende da espécie, da cultivar, da maturacao e idade. A atividade polifenol oxidase é
muito baixa em plantas jovens, muitas vezes, essa atividade nao é detectavel. Isto é
porque a polifenol oxidase existe como uma enzima rigorosamente ligada a membrana.
Em folhas verdes de beterrabas, esta enzima estd presente no cloroplasto e ligada a
varios pontos da estrutura da membrana através de peptideos ligados a aminoacidos
nao aromaticos e, para que ocorra a liberagdo da enzima, ha a necessidade de quebra

da estrutura.

2.1.1 - Polifenol oxidase em manga

Park et al. (1980) estudaram a atividade da polifenol oxidase em manga
“Haden”, onde investigaram a caracterizacdo da enzima visando sua inativacao.
Buscaram a especificidade da enzima a substratos, efeito de pH, temperatura e
inibidores e observaram que a enzima era ativa em compostos-difenélicos, mas ndao em

monofendis e que em pH 5,6-6,0 a enzima apresentou atividade maxima, seguida de
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uma rapida reducao dessa atividade em valores de pH alcalinos ou muito acidos. A
inativagao termal da enzima em manga ocorreu em temperaturas de 75, 80 e 85°C. Os
inibidores testados, usando catecol como substrato foram o acido ascorbico, L-cisteina,
dietilditiocarbamato, 2-mercaptoetanol e metabissulfito de so6dio, os quais em
concentragcées de 0,05 mM causaram inibicdo de 100% da atividade da enzima,

diferindo no potencial inibitério quando utilizados em concentracao de 0,01 mM.

Guerrero-Beltrdn, Swanson & Barbosa-Céanovas (2005) investigaram
mecanismos para inativagdo de polifenol oxidase em puré de manga. Os autores
estudaram efeito de combinacdes de diferentes valores de pH e de diferentes
concentracdes de 4-hexilresorcinol (4-HR), cisteina (Cys) ou acido ascérbico (AA).
Analisaram a atividade enzimatica a 30°C e observaram que ocorreu reducdo da
atividade da enzima em pH 3,5, contudo a redu¢ao da atividade foi mais acentuada em
altas concentragdes da Cys ou do AA, a combinacao de Cys e AA, adicionada ao 4-HR
também causou reducgéo da atividade da enzima. Concluiram que o efeito sinergistico
das altas concentracées de Cys ou de AA com 4-HR tem maior potencial para redugao

da atividade da polifenol oxidase.

Katwa, Ramakrishna & Raghavendra Rao (1982) realizaram estudos com
objetivo de caracterizar a polifenol oxidase em casca de manga madura “Raspuri’
purificando a enzima com sulfato de aménio. Constataram que dentre os substratos

testados a enzima apresentou maior especificidade para o catecol. Os autores

caracterizaram a enzima isolada, determinando o ponto isoelétrico (pl) de 4,1 +/- 0,2,
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com peso molecular de 137.000 daltons, temperatura e pH 6timos de 46°C e 5,5,

respectivamente.

Prabha & Patwardhan (1986) estudaram a atividade da polifenol oxidase em
casca e polpa de manga “Badami” através de analises em espectrofotometro a 420 nm.
Observaram aumento da atividade enzimdtica na casca durante o amadurecimento da
fruta, ja na polpa os autores nao detectaram atividade da enzima estudada em nenhum

estadio de maturagao.

Arogba et al. (1998) visando conhecer algumas propriedades da enzima
polifenol oxidase, estudaram a atividade dessa enzima em miolo de caro¢co de mangas
maduras. Para as analises utilizaram método colorimétrico, com absorbancia de 420 nm
e catecol como substrato. Analisaram o efeito do pH e temperatura na atividade da
enzima e concluiram que a polifenol oxidase no material estudado apresentou melhor
atividade em pH 6,0, na temperatura de 25°C e que a 14 ou 30°C a atividade da enzima
era de 50%, assim como em pH 5,0 e 7,1. Um outro estudo da polifenol oxidase em
mangas de origem Nigeriana foi desenvolvido por Arogba (2000), que analisou a
atividade da enzima no substrato submetido ao processo de branqueamento a 90°C,
onde as atividades foram aferidas no tempo zero até 20 minutos a partir do inicio do
processo. Considerando 100% a atividade da enzima no tempo zero de
branqueamento, os resultados mostraram uma reducédo de 50% de atividade ap6s 3
minutos de tratamento, reduzindo a 90% apds 5 minutos. O autor ndo observou maiores

reducdes na atividade da enzima apds 5 minutos e atribuiu tal fato a presenca de outros
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constituintes do extrato da amostra, mostrando a influéncia do grau de pureza da

amostra na atividade da enzima polifenol oxidase.

Sharma et al. (2001) estudaram atividade da polifenol oxidase (catecolase e
cresolase) no inicio da floracdo da mangueira, usando o 4-metil catecol (4MC) como
substrato para catecolase e 0 4-metil fenol (p-cresol) para a cresolase. Observaram que
a atividade enzimatica variou nas oito cultivares estudadas onde a cultivar Bhadauran
apresentou maior atividade enzimatica tanto para catecolase como cresolase enquanto

as menores atividades foram medidas nas cultivares Tommy Atkins e Chaunsa.

2.2 - Peroxidase

Peroxidase (POD, E. C. 1.11.1.7, doador H,O. 6xido-redutase) € um membro
de um importante grupo de enzimas chamadas de 6xido-redutases, que esta envolvida
em reacgdes deteriorativas de frutas e verduras (HAMMER, 1993). Esta enzima é muito
difundida nos reinos animal e vegetal e é encontrada também em fungos (DUNDFORD,
1991). O estudo da peroxidase é de grande importancia, pois ela pode interferir na
qualidade dos produtos tanto para os industrializados como para os de consumo in
natura, podendo até mesmo influenciar na deterioracdo de alimentos quando
armazenados, desenvolvendo sabores e odores indesejaveis nos produtos (HAARD,

1977; LEE & HAMMES, 1979).
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Devido a sua resisténcia a inativacdo térmica, a peroxidase € largamente
utiizada como indice de branqueamento em tratamentos térmicos (KHAN &

ROBINSON, 1993a).

Conforme citado por Brito (2001), em 1855 Schoenbein observou que extratos
de alguns cogumelos e tecidos animais produziam cor azul, em solu¢des de guaiacol,
na presenca de ar ou de solugbes diluidas de peréxido de hidrogénio, e atribuiu essa

reacao a atividade da peroxidase.

O mecanismo de acao da enzima pode ser descrito da seguinte maneira:
Peroxidase + H.O> — Complexo |
Complexo | + AH> - Complexo Il + AH

Complexo Il + AH - Peroxidase + A

A Figura 3 ilustra a reacao de determinacao da atividade de peroxidase usando
0 guaiacol como doador de hidrogénio e o peroxido de hidrogénio como aceptor de

hidrogénio.

As peroxidases sao classificadas em peroxidases contendo ferro
(ferriprotoporfirina peroxidase e verdoperoxidase) e flavoproteina peroxidase. As
ferriprotoporfirinas possuem a ferroprotoporfirina Il como grupo prostético (peroxidases
de plantas superiores, animais e microrganismos); as verdoperoxidases tém um nucleo
ferroporfirina, mas nao é o ferriprotoporfirina Il (mieloperoxidases, encontradas nos

mielocitos e lactoperoxidases, encontradas no leite); e as flavoproteinas peroxidases
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que tem o FAD como grupo prostético (purificadas de estreptococos) (WHITAKER,

1994).

Reacim Geral:
ROOH + AH, —F92 o W ¢ ROH 4 A
Aeaptor Doader
Tidrogémio  Hidwzéwmic
Reat o do Guaiacol:
OCH; OCH;
0 —0
HO
OCH;
4 +4H 0 — +H,0
CGruatacol 0—0
OCH; OCH;
Teraguaiaca

Figura 3. Esquema ilustrativo da acdo da peroxidase utilizando o guaiacol como
receptor de hidrogénio e o peréxido de hidrogénio como aceptor (SANTOS,
2002).

Segundo Burnette (1977) a peroxidase nao € especifica podendo catalisar a
oxidagdo de um grande numero de fendis e compostos com anéis aromaticos que
ocorrem naturalmente em tecidos de plantas. Normalmente, essas enzimas estao
relacionadas a reagdes de oxidagao que resultam na formacao de compostos coloridos,
mas também podem promover varias reacoes de biodegradacao.
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A determinacdo da atividade de peroxidase pode ser feita por
espectrofotometria, usando o guaiacol e o perdxido de hidrogénio como substrato, onde
0 aumento da absorbancia a 470 nm é medido em fungdo do tempo (WHITAKER,
1994). A oxidacdo de aminas aromaticas como diaminobenzodina e o-dianisidina tem
sido usada na determinacao quantitativa de peroxidase (RICHARDSON & HYSLOP,

1985).

As peroxidases de diferentes fontes contém um grupo prostético heme (Fe®*

protoporfirinico) e possuem uma variedade de fung¢des biossintéticas degradativas,

usando o peréxido de hidrogénio como aceptor de elétrons (DAWSON, 1988).

2.2.1 - Peroxidase em manga

Prabha & Patwardhan (1986) utilizaram espectrofotometria em A a 485nm para
andlise de atividade de peroxidase em pele e polpa de manga cv. Badami e observaram
um mesmo perfil de atividade da enzima nos diferentes materiais estudados, onde
ocorreu um aumento da atividade enzimatica até a fruta atingir o climatério, diminuindo
logo em seguida, o que ocasionou a formacdo de um pico de atividade durante o

processo de maturagao da manga.

Khan & Robinson (1993a) purificaram isoperoxidase anidnica (A1) em polpa de
manga “Chaunsa” utilizando para o processo de purificacdo, coluna de Sephadex G-

100, seguida de cromatografia de troca i6nica em coluna de Q-Sepharose. O peso
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molecular da isoperoxidase foi determinado através de filtracdo em gel de Sephadex G-
100 e os padrdes usados foram albumina bovina, ovoalbumina, crimotripsinogeno A e
ribonuclease A. A determinacdo da atividade da enzima foi feita a 460 nm e 25°C,
utilizando H>O. e o-diannisidina como substrato. Os autores determinaram que a
atividade de peroxidase no extrato bruto de polpa de manga foi de 3.500 U/ml/min.
Ap6s a purificagdo apenas a isoperoxidase anibnica foi obtida (A1), tendo peso

molecular de 40 kDa.

Khan & Robinson (1993b) purificaram uma pequena quantidade de
isoperoxidases catibnicas e anidnicas de manga “Chaunsa” e verificaram a estabilidade
térmica das mesmas. A purificagéo foi feita submetendo o extrato bruto a fracionamento
com sulfato de aménio, filiracdo em Sephadex G-100 e em seguida, cromatografia de
troca idnica. Foram purificadas trés isoperoxidases catidnicas, além das aniénicas. A
peroxidase do extrato bruto tem menor estabilidade térmica do que as isoperoxidases
purificadas, que apresentaram alta atividade enzimatica. Observaram também que
peroxidase ionicamente ligada tem mais resisténcia ao calor que a peroxidase soluvel.
Ressaltaram os autores que a inativacao térmica seguiu um padrdo nao linear tanto nas
isoperoxidases purificadas quanto no extrato bruto e que ndo houve regeneracédo de

atividade ap6s o tratamento térmico em ambos os casos.

Khan & Robinson (1994) purificaram isoperoxidases de polpa de manga
“Chaunsa”, com o objetivo de verificar a especificidade de doadores H* desta enzima na
manga. Isoperoxidases anidnicas e catidnicas catalisaram a oxida¢do de guaiacol, o-

dianisidina e 2,2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina sulfonato (ABTS). Para a isoperoxidase
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A1, o substrato o-dianisidina foi o melhor, enquanto que para a cati6nica C1, o
substrato mais eficiente onde a oxidagao foi mais rapida foi o ABST. Foram purificadas
4 isoperoxidases (A1, A2, C1 e C2), das quais as anibnicas apresentaram maiores
pesos moleculares (40 e 44 kDa para A1 e A2, respectivamente) que as catibnicas (22

e 27 kDa para C1 e C2, respectivamente).

Frylinck, Dubery & Schabort (1987) estudaram atividade de peroxidase em
mangas irradiadas. A extracdo da enzima foi feita por precipitacdo com acetona e
redissolucdo em tampao fosfato, seguida de centrifugacdo. A atividade da enzima foi
medida no sobrenadante a 420 nm apdés 2 minutos a 30°C. Observaram que a
irradiacdo de manga com raios 7y resultou em ativacao da atividade da peroxidase, a
qual aumentou continuamente durante o amadurecimento até o maximo do climatério
quando entdo a atividade tendeu ao declinio. Os autores atribuiram o aumento da

atividade da peroxidase devido a producao de peroxidos causada pela irradiacao.

Marin & Cano (1992) estudaram a atividade de peroxidase em polpa de manga
cultivares Lippens e Smith e relataram aumento da atividade até o climatério da fruta.
Fizeram eletroforese das amostras em gel de poliacrilamida e encontraram diferentes
perfis para as cultivares estudadas, detectando trés isoperoxidases em polpa de manga
“Smith” enquanto que na “Lippens” foram observadas quatro bandas adicionais aquelas

ja citadas.
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3 - Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo bastante diversificados e distribuidos em plantas
superiores, sendo encontrados em frutas e verduras onde constituem um dos principais
grupos de metabdlitos secundarios com uma gama de diferentes estruturas e fungoes,
mas geralmente possuem um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas. Sua
distribuicdo ocorre em todas as partes da planta, porém de forma quantitativa desigual,
variando nos diferentes 6rgaos da mesma planta e ainda dentro de diferentes

populagdes de uma mesma espécie (ROBARDS et al., 1999).

Dietas fibrosas e ricas em polifendis de verduras e frutas tém mostrado
melhorar o metabolismo de lipidios e prevenir a oxidacao de lipoproteina de colesterol
de baixa densidade, a qual retarda o desenvolvimento de aterosclerose. Antioxidantes
nutricionais de modo geral, especialmente as substancias fendlicas podem prevenir a
peroxidacao lipidica. Pesquisas tém revelado que o baixo nivel de antioxidantes no

plasma acarreta alta mortalidade por aterosclerose coronaria (GORISTEIN et al., 1999).

Estudos epidemiolégicos mostraram que muitos fito-nutrientes de frutas e
verduras podem ser benéficos para o corpo humano, protegendo-o de doencas
causadas por oxigénio e nitrogénio reativos (HALLIWELL, 1997), sendo assim,
considerado importante 0 aumento do consumo de compostos antioxidantes durante a
alimentacdo humana (SOONG & BARLOW, 2004; CIESLIK, GREDA & ADAMUS,
2006). Muitos compostos fendlicos sdo tidos como bons antioxidantes (ROBARDS et

al., 1999).
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Uma vez tendo aflorado o interesse no aumento do consumo de moléculas
antioxidantes na dieta humana, a industria abriu caminho em busca de alimentos
enriquecidos com antioxidantes. Antioxidantes sintéticos tém desvantagens com
relacdo a antioxidantes naturais, uma vez que o0s sintéticos podem apresentar
toxicidade ao organismo, requerem altos custos na producdo e ainda tém menos
eficiéncia que os naturais. Antioxidantes naturais podem ser encontrados amplamente
distribuidos em diferentes espécies de plantas, como verduras, frutas e cereais e ainda
em diferentes materiais vegetais tais como, 6leos de semente, culturas cereais, culturas
vegetais, verduras, frutas, folhas, raizes, especiarias e ervas, de onde ja tém sido
isolados (RAMARATHNAM et al, 1995). Dentre varias culturas ja estudadas
apresentando moléculas antioxidantes j& identificadas, esta a manga (PURAVANKARA,
BOGHRA & SHARMA, 2000; ANILA & VIJAYALAKSHMI, 2003; SOONG & BARLOW,

2004).

Uma substancia antioxidante pode ser definida como composto ou substancia
quimica que inibe a oxidacdo ou, ainda como qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel diminui ou inibe
significativamente a oxidacdo do mesmo (GOMEZ, 2003). Abdalla (1993) considera que
do ponto de vista biolégico, antioxidantes podem ser definidos como compostos que
protegem sistemas biolégicos contra os efeitos potencialmente danosos de processos

ou reacdes que promovem a oxidagcao de macromoléculas ou estruturas celulares.

Devido a presenca de estruturas de anéis conjugados e grupos hidroxila, muitos

compostos fendlicos tém potencial fungdo como antioxidantes sequestrando anion
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superéxido (ROBAK & DRYGLEWSKI, 1988), oxigénio singlete (HUNSAIN, CILLARD &
CILLARD, 1987) e estabilizando radicais livres envolvidos em processos oxidativos.
Anila & Vijayalakshmi (2003) ressaltaram que esses constituintes de verduras e frutas
sao importantes por estarem relacionados com a manutengédo da saude e protecao do

corpo de doencas como o cancer, doengas cardiovasculares, entre outras.

Os compostos antioxidantes naturais tém sido isolados de diferentes partes de
plantas tais como sementes, frutas, folhas e raizes. Esses antioxidantes podem
funcionar como agentes redutores, como inibidores de radicais livres, como quelantes
ou sequestrantes do oxigénio singlete e como desativadores de metais pro-oxidantes

(KAHKONEN et al., 1999; RICE-EVANS et al., 1995; PRATT, 1992).

As plantas tém excelentes propriedades antioxidantes e seus efeitos estdo
principalmente atribuidos aos constituintes fendlicos. De acordo com Ramanathan &
Das (1993), compostos fendlicos, incluindo flavondides, &cido tanico e acido elagico séo
encontrados em plantas e apresentam elevada atividade antioxidante em diversos
sistemas biolégicos. Além disso, os compostos fendlicos de plantas podem reter ou
retardar o inicio da oxidacao lipidica, influindo tanto na decomposicao de hidroperdxidos

nos alimentos, como também, em tecidos animais (WETTASINGHE & SHAHIDI, 1999).

Frutas e verduras sdo uma das principais fontes de antioxidantes na dieta
humana (SHUI & LEONG, 2004). Muitas pesquisas clinicas suportam o relato que o alto
consumo de frutas e verduras é benéfico para controle de doengas, contribuindo
positivamente para o retardo do envelhecimento celular e redugdo da taxa de

mortalidade devido a doencas degenerativas, como cancer, doencas cardiacas,
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inflamagobes, artrites, declinio do sistema imune, disfuncdo cerebral e cataratas
(HALLIWELL, 1997; FESKANICH et al., 2000; MICHELS et al., 2000; LEONG & SHUI,
2002; SHUI & LEONG, 2004; MISHRA et al., 2005). Tal fato pode ser atribuido

principalmente aos antioxidantes contidos neles (SHUI & LEONG, 2004).

Um ponto interessante da atividade farmacolédgica dos polifendis naturais é sua
eficiéncia contra estresse oxidativo. Os polifendis reduzem o estresse oxidativo, pois
neutralizam radicais livres reativos gerando moléculas de baixa reagdao (MISHRA et al.,

2005).

3.1 - Compostos fendlicos em manga

Compostos fendlicos em manga vém despertando interesse de pesquisadores
h& décadas, tendo sido alvo de estudos de véarios grupos de pesquisadores. El Sissi &
Saleh (1965) reportaram a presenca de polifendis em folhas de mangueira. Os autores
estudaram a fracao etérea do hidrolisado obtido a partir de extrato das folhas e
detectaram quercetina e Kaempferol. A ocorréncia dos acidos galico, m-digélico e m-
tigalico, galotanino, quercetina, isoquercetina, acido eldgico e mangiferina foi observada

em estudos feitos com a manga (EL ANSARI et al., 1971).

Saeed, Karamalla & Khattab (1976) investigaram a presenca de polifendis em
polpa de manga cultivares Alphonso, Kitchener e Abu Samaka, fizeram as extracées em

duas etapas, usando mistura etanol-acetona numa primeira extracdo e em seguida
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acetato de etila e as andlises feitas em cromatografia de papel. Através da técnica
utilizada foram observados varios pontos correspondentes aos compostos fendélicos e o
mesmo padrdo cromatografico nas trés variedades estudadas. Somente 4cido galico e

galotanino foram comprovadamente identificados.

Larrauri et al. (1996) constataram que cascas de mangas apresentavam alto
teor de polifendis totais ao estudarem fibras dietéticas produzidas a partir das cascas da
fruta. Larrauri, Rupérez & Saura-Calixto (1997) analisaram a atividade antioxidante
dessas fibras comparando com a atividade de um antioxidante comercial (BHT) e de
amostras de fibras comerciais, onde constataram que as fibras dietéticas das cascas de
manga foram mais efetivas apresentando maior atividade antioxidante que o BHT e
também que as fibras comerciais, as quais ndo exibiram nenhuma atividade

antioxidante.

Goristein et al. (1999) mediram o conteudo de fendis totais e fibras contidas em
manga madura “Keaw” e outras frutas tropicais. A manga, juntamente com goiaba e
lichia se destacaram por apresentarem quantidade de polifendis significantemente
maior que as demais frutas testadas, bem como maior conteddo fibroso e de acido
galico. De acordo com os autores, os resultados mostraram que dentre as frutas
estudadas, a manga destacou por apresentar alto potencial para ser utilizada em

prevencao de aterosclerose.

Puravankara, Boghra & Sharma (2000) desenvolveram um método para extrair
e isolar compostos antioxidantes de caro¢o da manga, principalmente compostos das

classes fendlicas e fosfolipidicas. Através desse método isolaram seis compostos
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fendlicos e oito fosfolipidicos, confirmados por cromatografia. Reportaram que os
principais compostos fendlicos encontrados no caroco da fruta foram os acidos galico e

elagico.

Arogba (2000) estudou a composicao de polifendis e suas propriedades
associadas a enzima polifenol oxidase, em caroco de manga de origem nigeriana e
relatou que antes do processo de hidrélise 4cida, o acido tanico e acido galico foram os
polifendis detectados em maior quantidade e numa concentracdo bem menor foi
detectada a epicatequina. Apdés a hidrélise acida foram detectados o acido elagico,

galocatequina, n-butil-cianidina e outros compostos nao identificados.

Schieber, Ullrich & Carle (2000) caracterizaram polifendis de puré de manga
através da CLAE, com detector de arranjo diodo e espectrofotometria de massa.
Fizeram primeiramente uma extracdo com acetona, seguida de fracionamento com
acetato de etila. ldentificaram cinco glicosideos de quercetina e um glicosideo de
kaempferol, sendo o 3-galactodideo, o flavonol mais predominante (22,1 mg/Kg de
material). Entre os acidos fendlicos, o galico foi predominante (6,9 mg/Kg). Através do
método utilizado a mangiferina foi detectada (4,4 mg/Kg). Os autores concluiram que a
presenca expressiva de carotendides e polifendis destacam a manga como rica fonte

de antioxidantes.

O conteudo fendlico foi também estudado por Sharma et al. (2001) no inicio da
floracdo de diferentes cultivares de manga, Eldon, Sensation, Tommy Atkins, Langra,
Dashehari, Amrapali, Mallika e Bhadauran. A andlise foi feita pelo método reagente de

Folin-Ciocalteau e foram detectadas grandes diferencas no teor de fendlicos totais entre
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as variedades estudadas, atribuindo-se tal fato a diferencas genéticas existentes entre

elas.

Nunez-Sellés et al. (2002) estudaram extratos de casca de manga cozidos a
vapor de onde isolaram alguns compostos fendlicos, como acido galico, mangiferina,

(+)-catequina (-)-epicatequina, acido benzdico e propil éster de acido benzdico.

Anila & Vijayalakshmi (2003) investigaram a acao antioxidante de compostos
fendlicos de manga: a) em ratos hipercolesterolémicos através da ingestao oral diaria
de uma dose de flavondides; b) nas atividades das enzimas sequestrantes de radicais
livres (catalase, glucatione peroxidase, superéxido desmutase e glucatione redutase) e;
c) dos conteudos de perdéxido lipidico e glucatione reduzido. Os resultados mostraram
aumento das atividades das enzimas sequestrantes de radicais livres e significante
diminuicdo no conteudo de perdxido lipidico nos animais tratados quando comparados

com animais controle alimentados com a dieta normal.

Soong & Barlow (2004) estudaram o conteudo fendlico em manga fazendo uma
correlacao entre atividade antioxidante, contetdo fenélico de polpa e caroco de manga.
A determinagao do conteudo fendlico foi através do reagente de Folin-Ciocauteu, com
absorbancia em 765 nm e o padrao fendlico usado para a curva de calibragéo foi o
acido galico. Os resultados mostraram que a atividade antioxidante esta diretamente
relacionada ao conteddo de compostos fendlicos, mostrando alta capacidade
antioxidante no caroco, onde o teor de compostos fendlicos foi elevado e menor
atividade antioxidante na polpa acompanhando a baixa concentracdo do conteldo

fendlico. De acordo com andlises comparativas do teor de fendlicos totais e
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consequentemente da capacidade antioxidante entre manga e outras frutas (jaca,
abacate e tamarindo) estudadas pelo autor, a manga destacou-se como a de maior
atividade antioxidante quando o caroco foi estudado e a segunda melhor, considerando

a parte comestivel.

Soong & Barlow (2005) usaram a técnica de CLAE com detector de arranjo de
iodo para estudar alguns polifendis em caro¢co de manga e identificaram acido galico e
acido elagico em grande quantidade. Os extratos etandlicos de carogo de manga foram
submetidos a hidrélise térmica e acida e ambos tratamentos mostraram eficientes para
produzir acido galico e acido elagico livres. Testes mostraram que os acidos na forma
livre tém uma atividade antioxidante maior do que na forma conjugada e, em adicao, os
autores sugerem a possibilidade do material em estudo ser fonte de acidos elagico e

galico que podem ser usados como aditivos de alimentos ou como alimentos funcionais.

Berardini et al. (2005) verificaram a presencga de polifen6is em casca de manga
através de dois processos de liofilizacdo do material. No primeiro processo a casca
liofilizada foi diluida com acido sulfurico e os polifendis foram adsorvidos com uma
resina co-polimerisada de estireno-divinilbenzeno de onde os polifendis foram
recuperados com metanol e o eluente foi liofilizado. No segundo processo foi feita
inicialmente uma extracdo de pectina usando o extrato bruto acrescido de etanol, onde
a fase etandlica foi removida e os polifendis ficaram na fase aquosa, sendo entao
adsorvidos pela resina, conforme descrito no primeiro processo. Os resultados
mostraram o mesmo perfil dos polifendis nos dois processos, mas maior eficiéncia

quantitativa da extracdo de polifendis pelo primeiro processo. A capacidade

43



antioxidante dos extratos foi testada e apresentou uma relagdo positiva com a
quantidade de polifendis, mostrando que casca de manga é uma interessante fonte de

compostos benéficos a saude.

Kondo, Kittikorn & Kanlayanarat (2005) analisaram a atividade antioxidante e
moléculas antioxidantes em frutas tropicais, estudando compostos fendlicos e acido
ascorbico como antioxidantes. Os autores compararam a atividade antioxidante da
polpa e casca da manga durante 20 dias de estocagem e observaram maior atividade
na polpa do que na casca da manga e que essa atividade na polpa diminuiu conforme

ocorreu o desenvolvimento da fruta.

3.2 - Mangiferina

O composto flavon6ide mangiferina 1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C,-p-D-
glicosideo (C1gH15011), € uma xantona derivada da C-glicosilxantona (ARITOMI &
KAWASAKI, 1969; NONG et al, 2005) que apresenta-se distribuida em plantas
superiores, tais como as familias Anacardiaceae e Gentianaceae, especialmente nas
folhas e na casca (YOSHIMI et al., 2001), sendo também encontrada em algumas
samambaias (BENETT & LEE, 1989). Pode ser encontrada em diferentes partes da
planta como raiz (DAl et al., 2004), folha (EL SISSI et al., 1965; YOSHIMI et al., 2001) e
fruta (SCHIEBER, ULLRICH & CARLE, 2000). El Sissi et al. (1965) fizeram estudo
comparativo do teor de mangiferina em casca de manga e em folhas secas da

mangueira e observaram que o conteudo de mangiferina foi maior na casca.
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Nott & Roberts (1967) elucidaram a estrutura molecular da C-glicosideo

mangiferina (Figura 4) isolada de manga.

HO o OH

HO
=l

Figura 4. Estrutura da mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-p3-D-glicosideo)
(NOTT & ROBERTS, 1967).

Estudos das propriedades farmacolégicas de mangiferina revelaram que este
flavondide possui atividade antitumoral (YOSHIMI et al, 2001), antiviral (GUHA,
GLOSAL & CHATTOPADHYAY, 1996; LEIRO et al., 2003); antioxidante (GARRIDO et
al., 2004; MISHRA et al., 2005), antidiabética (GARCIA et al., 2004), imunoprotetora
(LEIRO et al., 2004; MURUGANANDAN, LAL & GUPTA, 2005; MURUGANANDAN,
SRINIVASAN & GUPTA, 2005) e atividade vascular modulatéria (BELTRAN et al.,

2004).

Relato tem mostrado que a mangiferina de diferentes fontes apresenta efeitos
protetores, atuando sobre oxigénio reativo, em ambas condicdes, in vitro e in vivo
(NUNEZ-SELLES et al, 2002). Estudos clinicos objetivando analisar o potencial

antioxidante da mangiferina tém sido apresentados (GARCIA et al., 2002; LEIRO et al.,
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2003; BELTRAN et al., 2004; LEIRO et al., 2004; GARRIDO et al., 2005; MISHRA et al.,

2005; ANDREU et al., 2005ab).

Mishra et al. (2005) ao realizarem estudos in vivo da atividade da mangiferina
extraida da manga observaram que o composto exibiu promissora atividade bioldgica,
incluindo antioxidante, quimo-preventiva, imuno-moduladora, entre outras. A
comparacgao da agao da mangiferina com radicais hidroxi e peroxi com a agao de outros
antioxidantes melhor conhecidos mostrou que como um outro polifenol antioxidante, a
mangiferina € um eficiente quelante de radical livre. Os autores concluiram que a
eficacia da acao da mangiferina se da por ela reagir oxidando radicais livres e

convertendo-os em outros produtos menos reativos.

Murunganandan et al. (2005a) investigaram o efeito da mangiferina e sua agao
no sistema imune mostrando que ela exibe um papel imunoprotetor. Outro estudo
desenvolvido por Murunganandan et al. (2005b) foi da capacidade da mangiferina como
potencial controlador de diabetes onde concluiram que o composto possui propriedades
antidiabéticas, antihiperlipidémica e antiaterogéncia, sugerindo o efeito benéfico do
mesmo em tratamentos de diabetes mellitus associada com hiperlipidemia e

complicacOes cardiovasculares relacionadas.

Ja existem produtos contendo mangiferina em sua formulagédo utilizados em
tratamentos fitoterapicos, cosméticos ou suplemento alimentar. Na China, a medicina
tradicional chinesa tem como principio 0 uso de preparados vegetais formulados para
tratamentos, objetivando o aumento da acao terapéutica (DAl et al., 2004). Um dos

produtos utilizados € o Zi-shen-pill que € um preparado cuja formulagdo tem como
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componente principal a mangiferina e este € utilizado em tratamentos de doengas da
préstata e infeccées do sistema urinario, onde se tem obtido resultado satisfatério apos
um periodo de tratamento (DAl et al., 2004), outros preparados usados na medicina
chinesa contendo a mangiferina em sua composicao sao Sann-joong-kuey-jian-tang
(LIN et al., 1996), Shiau-feng-saan (JONG et al., 2005) e Dang-guei-nian-tong-tang

(JONG et al., 2005).

Em Cuba um produto a base de mangiferina, produzido em escala industrial
tem sido estudado, o Vimang®. Este € um extrato aquoso obtido a partir de coccao de
casca de manga (BELTRAN et al., 2004; GARRIDO et al. 2005), usado para melhorar a
qualidade de vida de pacientes que sofrem de estresse (GUEVARA et al,, 1998). O
Vimang® é uma mistura de componentes, como polifendis, terpendides, esterbides e
micro-elementos (NUNEZ-SELLES et al., 2002), porém a mangiferina é o principal
polifenol presente (BELTRAN et al, 2004). Conforme Garrido et al. (2004),
recentemente foi reportado o primeiro efeito analgésico e antiinflamatério do Vimang®
em trabalhos realizados com ratos de laboratério em Cuba visando elucidar a acao

desse produto.

Através desses estudos, fica apresentada a acado benéfica da mangiferina.
Consequentemente o consumo da manga, seja como fruta in natura ou seus derivados,
deve ser estimulado visando uma melhoria na qualidade de vida, considerando ser esta
uma fruta de baixo custo e alta disponibilidade no mercado, o que a torna acessivel a

populagao independente da classe social.
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CAPITULO 2

Composicao quimica da polpa de manga (Mangifera indica L. cv. Tommy

Atkins) em trés estadios de maturacao

Andréia C. S. AZEVEDO; Glaucia M. PASTORE

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a composicao centesimal e teor de vitamina C em
polpas de manga (Mangifera indica cv. Tommy Atkins) em trés diferentes estadios de
maturacdo. Quatro diferentes lotes de manga foram analisados nos estadios de
maturacao verde, “de vez” e maduro. A coloracao da casca, consisténcia da polpa, pH,
acidez titulavel total e solidos soluveis totais foram parametros usados como indicadores
do estadio de maturagdo. Os resultados mostraram que a maturagdo contribuiu para o
aumento do teor de acgucares totais de 6,30% em frutos verdes para 12,91% em
maduros. O teor de umidade reduziu de 87,47% em frutos verdes para 82,71% em
maduros, assim como o teor de fibras que reduziu atingindo 0,67% nos frutos maduros.
Os resultados comprovaram que durante a maturacdo ocorreram modificagdes na
composi¢ao centesimal da manga e que compostos responderam de forma diferente ao

processo de amadurecimento da fruta.

Palavras-chave: maturagdo, manga, composicdo quimica, vitamina C

SUMMARY
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The objective of this study was to evaluate the centesimal composition and the vitamin C
content in mango pulps (Mangifera indica cv. Tommy Atkins) in three different
maturation stadiums. Four different mango lots were analyzed in the stadiums of green,
half-green and ripe. The coloration of the peel, pulp consistence, pH, total titratable acid
and soluble solids were the parameters used to classify the fruits according maturation
stadium. The results showed that the maturation contributed to the increase of the total
sugar content from 6.30% in green fruits to 12.91% in ripe ones. The water content was
reduced from 87.47% in green fruits to 82.71% in ripe ones, and the fiber content was
reduced reaching 0.67% in the ripe fruits. The results proved that during the maturation
process the centesimal composition of the mango was altered and that the components
were differently effected by the ripening process of the fruit.

Keywords: maturation, mango, chemical composition, vitamin C

1 - INTRODUCAO

Nos ultimos anos os mercados nacional e internacional mostraram um
interesse em alimentos com propriedades nutricionais, o que acarretou uma demanda

cada vez maior para o consumo de frutas e verduras.

Embora a composicao da fruta apresente variagcdo dependendo da cultivar,
condicbes climaticas, maturagdo, estocagem, entre outros fatores, os principais
constituintes que fazem parte da composicdo quimica da manga sado agua,
carboidratos, acidos orgéanicos, sais minerais, proteinas, vitaminas e pigmentos [9, 12,

19, 30].
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Durante o desenvolvimento as frutas sofrem sucessivas divisbes celulares e
alargamento celular, seguindo da pré-maturacdo, maturacdo, amadurecimento e
finalmente, senescéncia [13]. No processo de maturacdo estdo envolvidas varias
reacOes bioldgicas que sao importantes para as caracteristicas finais da fruta madura e
para o seu aroma peculiar [38]. De um modo geral, ocorre durante o amadurecimento
da fruta um aprimoramento dos atributos de qualidade, em especial, pigmentagao,
textura, aroma e sabor [5, 43, 13, 45, 47], proporcionando ao fruto caracteristicas
organolépticas desejaveis para o consumo [27, 37]. Essas alteracdes fisico-quimicas
sofridas pela manga durante o amadurecimento devem ser observadas uma vez que
podem ser Uteis na definicdo das condicdes de armazenamento e processamento das

frutas [40].

Com a maturagcdo da manga ocorre o amolecimento da polpa [15, 21, 48],
diminuicdo da acidez da manga [24], aumento do teor de sélidos soluveis [20] e do pH
[11, 20, 32], alterac&o da coloracédo da polpa de amarelo claro para amarelo escuro ou

laranja [20-22] e reducao no teor de vitamina C [9, 16].

Este trabalho foi realizado com o objetivo de acompanhar as modificacoes
ocorridas na composicao centesimal da polpa de manga “Tommy Atkins” em funcao do

processo de amadurecimento da fruta, analisando frutos verdes, “de vez” e maduros.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Foram analisados 4 lotes de manga (Mangifera indica cv. Tommy Atkins)
adquiridos no CEASA de Campinas/ Sao Paulo. As frutas foram adquiridas no estadio
verde de maturacao, onde cada lote foi dividido em trés partes, uma parte foi submetida
as analises nos frutos ainda verdes, as outras duas partes foram armazenadas em
temperatura ambiente até que as frutas atingissem a maturacdo “de vez” e totalmente

madura, para entdo serem analisadas.

2.1.1- Preparo das amostras

As frutas foram higienizadas com sabdo neutro e agua potavel, secas e

descascadas para a separacgéo da polpa.

Foram preparadas trés amostras para cada estadio de maturacdo. Cada

amostra fora obtida a partir da polpa homogeneizada de trés frutas.

2.2 - Caracterizacao quimica da fruta

Todas as andlises de caracterizagdo quimica da manga foram realizadas em
triplicata e os resultados foram determinados pela média dos quatro lotes de frutas

analisados.
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2.2.1 - Solidos soluveis totais (SST)

A determinacao do teor de sélidos solUveis totais foi realizada utilizando-se
refratdmetro, de acordo com método do Instituto Adolpho Lutz [18], sendo as leituras
posteriormente corrigidas utilizando-se a tabela de correcao a temperatura de 20°C. Os

resultados foram expressos em °Brix.

2.2.2 - Determinacao do pH

A leitura do pH foi realizada em peagametro segundo o método da AOAC [1].

2.2.3 - Acidez total titulavel (ATT)

A acidez total titulavel foi determinada através da metodologia estabelecida pela
AOAC [3], fazendo a titulagdo do filtrado com NaOH a 0,1 N. Os resultados foram

expressos em % de acido citrico.

2.2.4 - Umidade

O teor de umidade foi determinado por gravimetria, utilizando estufa a vacuo a

70°C até peso constante da amostra [3].

71



2.2.5 - Cinzas

O teor de cinzas foi analisado de acordo com o método da AOAC [3], usando

mufla a 550°C.

2.2.6 - Acgucares redutores e totais

O método utilizado para extracdo dos agucares foi o Lane Enyon, citado pela
AOAC [2], e para a determinacao foi utilizado o método de Somogyi adaptado por

NELSON [34].

2.2.7 - Proteinas

A determinacao de proteinas foi realizada através do método Kjeldahl, segundo

AOAC [3], usando o fator geral de conversao para proteina de 6,25.

2.2.8 — Gorduras

A determinagéo do teor de gorduras foi feita de acordo com o método descrito

por BLIGH & DYER [8].
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2.2.9 - Fibras

O teor de fibras foi calculado pela diferenca, considerando os dados obtidos
para os atributos de composicdao centesimal obtidos pelas metodologias citadas

anteriormente.

2.2.10 - Vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado através do método que se baseia na
reducao do 2,6-diclorofeno indofenol-sédico pelo acido ascorbico, AOAC [1], modificado
por BENASSI [4], que substitui o solvente extrator acido metafosférico por acido oxalico.
As polpas das frutas foram homogeneizadas em acido oxdlico, em seguida foram

submetidas a agitacao sob refrigeracao (7-8°C/15 minutos) sob protecao de luz.

2.3 - Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey
utilizando-se o programa STATISTICA, STATSOFT [39]. Foram avaliadas as diferencas
significativas (p<0,05) para os teores de cada composto analisado para os diferentes

estadios de maturagao.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi feita uma avaliacao visual das frutas para determinar o estadio
de maturagao verde, “de vez” e maduro, adotando critérios relacionados a casca e

polpa das mangas, conforme descrito na Tabela 1.

Os tempos médios que as mangas levaram para atingir os diferentes estadios

de maturacdo foram de aproximadamente seis a oito dias.

Tabela 1. Estadios de maturagao definidos em funcédo das caracteristicas da casca e

polpa da manga “Tommy Atkins”.

Maturacao Caracteristica da casca e da polpa da manga

Verde Casca verde; polpa de cor amarela palida e consisténcia firme.
“De vez”  Casca amarela; polpa de cor amarela e consisténcia levemente macia.

Madura Casca de cor amarela escura, com pontos escuros, podendo
apresentar sinais de enrugamento; polpa mole.

Para confirmar o estadio de maturagcdo da manga, valores de pH, acidez total
titulavel e solidos soluveis totais foram utilizados (Tabela 2). Observa-se que a
avaliacdo subjetiva da casca e polpa foi uma boa indicacdo para os estadios de
maturagdo da manga, apresentando coeréncia com os dados apresentados na Tabela
2. MALEVSKI et al. [26] em estudos de coloracdo da casca de manga “Haden” com
relagcdo a maturacao, concluiram que a cor da casca é um bom indicador do estadio de

maturacao de mangas.

74



Os resultados dos valores médios dos quatro lotes mostraram diferenga
estatistica significativa (p<0,05) entre os estadios de maturacédo, considerando-se o0s
parametros pH, acidez total titulavel (ATT) e sélidos sollveis totais (STT) usados para
determinacao das fases de amadurecimento da manga. Conforme citado por KRAMER
[23] a alteragédo da cor das frutas nao € somente sinal da transformagé@o de pigmentos
na superficie, também estéa relacionada ao complexo de mudancas bioquimicas durante

a maturacao.

Tabela 2. Valores médios de pH, acidez total titulavel (% de &cido citrico/100 g) e

sélidos soluveis totais (°Brix) da polpa de manga “Tommy Atkins”.

pH ACIDEZ TOTAL SOLIDOS SOLUVEIS
TITULAVEL TOTAIS
maturacao das frutas maturacao das frutas maturacao das frutas
Lotes verde ‘devez’ madura verde ‘devez’ madura verde ‘devez’ madura
12 301la 4,12a 544a 205a 1,27a 0,32a 8,40b 12,73a 18,33a
2° 3,03a 4,16a 542a 228a 1,30a 0,34a 956a 1257a 17,80a
Kh 3,07a 4,19a 536a 240a 1,17a 0,33a 9,56a 12,73a 16,63b
4 3,06a 421a b546a 221a 1,33a 0,37a 9,73a 12,00a 15,60¢c
Média® 3,04c 4,17b 542a 224a 127b 0,34c 9,31c 1251b 17,09a
DP ° 0,03 0,04 0,04 0,15 0,07 0,02 0,61 0,35 1,22

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, para 0 mesmo parametro, nao diferem significativamente (p<0,05),
segundo o teste de Tukey. ° Estimativa do desvio padréo.

O pH apresentou elevacao durante todo o periodo de analise. Em mangas
verdes o pH médio foi de 3,10, aumentando gradativamente para um valor médio de
4,17 em mangas “de vez” e alcangando 5,42 em mangas maduras. EVANGELISTA [12]
encontrou pH 3,64 em “Tommy Atkins” apdés 35 dias de armazenamento a baixa

temperatura (10°C). MEDLICOTT et al. [31] obtiveram semelhante valor de pH para a
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mesma cultivar armazenada a 12, 17 e 22°C, quando o processo de armazenagem foi
realizado em temperaturas mais elevadas (27, 32 e 37°C), os valores de pH foram 4,9;
4,8 e 4,6, respectivamente. Valor inferior de pH em manga “Tommy Atkins” madura
(4,29) foi mencionado por BLEINROTH et al. [7]. Alguns estudos em manga madura
“Keitt” apresentaram pH 4,24 [7], 3,69 [36], 6,2 [44] e variagao de pH de 3,10 para 4,30
durante nove dias de armazenamento [32]. Valores inferiores aos encontrados neste
trabalho foram descritos também em manga “Keitt”, variando o pH de 3,33 a 3,69 em

frutas verdes e maduras, respectivamente [16].

Aumento durante a maturacdo foi observado também no teor de SST que
inicialmente foi de 9,52°Brix, alcangando nas frutas “de vez” e madura valores de 12,51
e 17,10°Brix, respectivamente. EVANGELISTA [12] também verificou aumento de SST
durante o amadurecimento em mangas da mesma cultivar, apresentando valores de
6,85 para 13,37°Brix e HERNANDEZ, LOBO & GONZALEZ [16] acompanharam
aumento no SST durante o amadurecimento de mangas “Keitt” determinando valores
de 3,73 para 12,2°Brix. BLEINROTH et al. [7] e SIQUEIRA et al. [36] determinaram em
mangas “Tommy Atkins” maduras valores de 15,60 e 13,9°Brix, respectivamente.
Dados inferiores foram obtidos para outras cultivares de manga tais como “Lippens” e
“Smith” [29] e “Dashehari” [21] e valores superiores foram determinados em mangas
“Keitt” por BLEINROTH et al. [7] e VAZQUEZ-SALINAS & LAKSMINROYANA [44]

apresentando valores de 17,80 e 19,9°Brix, respectivamente.

Os SST sao usados como indicadores de maturidade e também determinam a

qualidade da fruta, exercendo importante papel no sabor [46]. O aumento dos SST
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pode estar relacionado a perda de agua durante o amadurecimento da manga. Em
frutas, existe uma relacdo entre o aumento do valor de pH e o inicio do decréscimo da
ATT, e pode considerar esse momento como inicio da fase de amadurecimento da fruta

[25].

Diferente do pH e SST, a ATT apresentou um decréscimo continuo com valor
médio de 2,24% em frutas verdes, caindo para 1,22% em frutas “de vez”, até atingir
0,33% em frutas maduras. Valores proximos, em mangas da mesma cultivar, foram
encontrados por BLEINROTH et al. [7] e SIQUEIRA et al. [36], 0,38% e 0,21%,
respectivamente. Em mangas “Keitt”, foi determinada ATT de 0,28% [7] e 0,57% [36].
LAKSHMINARAYANA [24] afirmou que a acidez diminui durante o processo de
amadurecimento de mangas, mas que algumas cultivares mantém o teor de acidez
elevado nas frutas quando maduras, como € o caso da cultivar Alphonso que apresenta
3% de acidez titulavel, ja em “Tommy Atkins”, o autor relatou baixa acidez variando de

0,5 a 1,0%, com predominio do acido citrico seguido pelos acidos malico e oxalico.

Esse decréscimo de ATT é esperado no processo de amadurecimento de frutas
e pode ser resultante da ativacao da degradacao de acidos, da inibicao da sintese e da
transformacdo em acucares [35]. Segundo HULME [17], durante o amadurecimento
ocorre a diminuigdo do teor de acidos organicos na maioria das frutas tropicais, pois

esses acidos sao utilizados no ciclo de Krebs durante o processo respiratério.

As Tabelas 3, 4 e 5 mostram os resultados obtidos nas determinacdes
realizadas para a composicao centesimal em manga “Tommy Atkins” nos estadios de

maturacgao verde, “de vez” e maduro.
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Ao longo do periodo de amadurecimento houve diferenca significativa (p<0,05)
para o teor de acucares totais e redutores entre os trés estadios de maturacao
analisados (Tabela 3). O valor médio de acucares totais foi de 6,30% em frutas verdes,
ocorrendo aumento progressivo durante o0 amadurecimento atingindo 12,91% em frutas
maduras. Para agucares redutores, observou-se aumento de 2,95% para 4,92% em

mangas verdes e maduras, respectivamente.

Tabela 3. Valores médios de agucares totais e redutores de manga “Tommy Atkins”

(9/100 g de polpa).
ACUCARES TOTAIS ACUCARES REDUTORES
maturacao das frutas maturacao das frutas
Lotes verde “de vez” madura verde “de vez” madura
12 6,32 a 9,83 a 12,79 ab 2,85a 3,56 ab 481 a
22 6,55 a 8,83 ab 11,98 b 297 a 3,26 b 433 a
3? 6,15 a 8,40 b 12,80 ab 290 a 295b 5,19 a
42 6,17 a 9,28 ab 14,07 a 3,06 a 3,92 a 495 a
Média® 6,30 c 9,09b 12,91 a 295¢ 3,42 b 4,82 a
DP °© 0,18 0,61 0,86 0,09 0,41 0,36

@ Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ° Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, para o0 mesmo parémetro, nao diferem significativamente (p<0,05),
segundo o teste de Tukey. ° Estimativa do desvio padréo.

EVANGELISTA [12] observou comportamento semelhante do teor de agucares
durante o amadurecimento de mangas da mesma cultivar, com valores de acucares
totais aumentando de 5,19% em frutas verdes para 10,48% em maduras e teor de
acucares redutores variando de 3,5% para 4,5% em frutas verdes e maduras,
respectivamente. BLEINROTH et al. [7] encontraram em mangas maduras da mesma

cultivar, 12,37% de acucares totais e 4,08% de acucares redutores. Em mangas “Keitt”
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os valores de agucares totais e de agucares redutores obtidos por SIQUEIRA et al. [36]
foram 11,30% e 3,72%, respectivamente; ja VAZQUEZ-SALINAS & LAKSMINROYANA

[44] encontraram valor de acucares totais consideravelmente superior, 17,7%.

Segundo Lakshminarayana [24] os teores de agucares em mangas variam em
funcdo de cultivares, condicdes nutricionais do solo, condi¢cdes climaticas, estadio de
maturagdo e temperatura de armazenamento, sendo a glicose, frutose e sacarose os
principais acucares presentes. Durante o amadurecimento da manga, o teor de

sacarose aumenta [10, 14, 32, 44].

Miller et al. [33] observaram em mangas “Tommy Atkins” aumento nos teores de
frutose, sacarose e acucares totais e, desaparecimento da glicose, apds os frutos
ficarem armazenados por 14 dias a 12°C, seguido de armazenamento a 21°C até o

amadurecimento.

No caso do teor de fibra (Tabela 4) este diminuiu significativamente durante o
processo de amadurecimento da manga, atingindo valor médio de 0,67% em mangas
maduras. Valor préximo para teor de fibra, 0,82%, em mangas “Tommy Atkins” maduras
foi determinado por BLEINROTH et al. [7]. Valor superior foi relatado por Siqueira et al.
[36] em mangas “Keitt”, com valor médio de 1,45% de teor de fibras. MARANCA [28]
encontrou valores de fibras variando entre 0,3% e 0,8% para diferentes cultivares de

mangas analisadas.

O teor de lipideos (Tabela 4) em mangas “Tommy Atkins” variou de 0,56% a
0,82% em frutas verdes e maduras, respectivamente, mostrando correlagcao positiva
com o processo de maturagdo. No caso do teor de proteinas, ndo houve alteragao
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durante todo o periodo de analise, apresentando valor de 2,52% independente do

estadio de maturacao da fruta.

Tabela 4. Valores médios de lipideos, proteinas e fibras de manga “Tommy Atkins”

(9/100 g de polpa).
LIPIDEOS PROTEINAS FIBRAS
maturacao das frutas maturacao das frutas maturacao das frutas

Lotes verde ‘de vez’ madura verde ‘de vez’ madura verde ‘de vez’ madura

12 0,56 a 0,61b 0,84 a 2,52a 252a 2,51 a 2,96 a 1,90 b 0,60 a

2° 0,57 a 0,63 a 0,80 a 251a 252a 252a 253ab 256a 0,81a

3 0,53 b 0,62ab 0,80a 252a 252a 252a 2901ab 261a 0,62a

4° 0,57 a 0,61 ab 0,86 a 252a 252a 2,52 a 2,41 b 1,63 b 0,65 a
Média ® 0,56 ¢ 0,62 b 0,83 a 252a 252a 252a 270a 2,18b 0,67c

DP ° 0,02 0,01 0,03 0,005 0 0,005 0,27 0,49 0,09

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, para 0 mesmo parametro, nao diferem significativamente (p<0,05),
segundo o teste de Tukey. ° Estimativa do desvio padréo.

Com o processo de maturacao a manga perdeu agua, ocorrendo uma reducao
gradativa da umidade durante todo o processo de maturacdo. Os valores médios de
umidade obtidos foram de 87,47% em mangas verdes, caindo gradativamente até
82,71% em mangas maduras. Valores préximos foram determinados para “Haden” e
“Keitt”, por JAGTIANI, CHAN & SAKAI [20] e TOREZAN [42], respectivamente. As
cinzas apresentaram reducao apenas no periodo inicial da maturagdo, com 0,46% em
mangas verdes para 0,37% em mangas “de vez”’, mantendo esse valor até o estadio

maduro.
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Tabela 5. Valores médios de umidade e cinzas de manga “Tommy Atkins” (g/100 g de

polpa).
UMIDADE CINZAS
maturacao das frutas maturacao das frutas
Lotes verde ‘de vez’ madura verde ‘de vez’ madura
1° 87,20 ¢ 84,77 b 82,93 ab 0,43 a 0,37 a 0,36 a
2° 87,37 bc 85,10 ab 83,47 a 0,48 a 0,38 a 0,38 a
3 87,43 b 85,50 ab 82,90 ab 0,48 a 0,37 a 0,38 a
42 87,87 a 85,60 a 81,53 b 0,46 a 0,36 a 0,37 a
Média® 87,47 a 85,24 b 82,71 ¢ 0,46 a 0,37b 0,37 b
DP °© 0,28 0,38 0,83 0,02 0,01 0,01

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, para 0 mesmo parametro, nao diferem significativamente (p<0,05),
segundo o teste de Tukey. ° Estimativa do desvio padréo.

A Figura 1 mostra a anélise de componente principal (ACP) realizada para os
atributos fisico-quimicos da manga “Tommy Atkins” nos trés diferentes estadios de

maturacao.

O primeiro componente principal explica 81,67% da variabilidade entre as
amostras. Essa variablidade deve-se principalmente a variagbes com relacdo aos
atributos pH, agucares redutores (ACR), agucares totais (ACT), lipideos (LIP), cinzas
(CINZA), umidade (UMD) e fibras (FIBRA). Nota-se que a proteina foi o atributo com
menor explicacdo, sendo explicado pelo segundo componente principal. Dentre os
atributos melhor explicados, houve aumento no teor de alguns compostos apresentando
correlacao positiva entre esses e a maturagédo, sendo eles pH, acidez total titulavel,
lipideos, acucares totais e agucares redutores e correlacdo negativa, com reducao em
seus teores para os atributos umidade, cinzas e fibras. Cada estadio de maturacao foi

considerado como uma amostra. As distancias entre as amostras observadas na
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andlise de ACP mostram a definicdo dos estadios de maturacdo verde, “de vez” e

maduro frente aos atributos fisico-quimicos analisados.

Prin 11 (9.19%)
1,5 1

Verde

Madura 14
0,5 1
Prin 1 (81.670%) De vez CINZA
67P%)
ACR i UMD
f A p————— T FIBRA d
-15 -1,0 LIP -0,5 0‘0 0,5 1,0 1,5

.0,5 g

11 PROT J

J -1,5 1

Figura 1. ACP dos atributos proteinas (PROT), umidade (UMD), cinza (CINZA), fibra
(FIBRA), lipideos (LIP), acucares totais (ACT) e acucares redutores (ACR),
acidez total titulavel (ATT) e pH (pH), em relacdo a maturacdo da manga

para os quatro lotes analisados.

Os resultados das analises dos teores de vitamina C para os quatro lotes de

mangas analisados estao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores médios de vitamina C de polpas de manga “Tommy Atkins”.

VITAMINA C (mg/100 g)
maturacao das frutas

Lotes verde “de vez” madura
1° 156,84 a 9221 b 71,92 b
2° 154,65 a 97,73 a 72,12b
32 114,30 c 89,90 ¢ 75,13 a
42 127,16 b 91,48 b 72,02 b

Média® 138,24 a 92,83 b 72,80 c

DP ¢ 20,10 3,41 1,58

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, nao diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey.
° Estimativa do desvio padréo.

O teor da vitamina C em funcdo da maturacdo apresentou reducao
estatisticamente significativa (p<0,05), diminuindo de 138,24 mg/100 g em manga verde
para 72,80 mg/100 g em manga madura (Figura 2). Para a mesma cultivar BLEINROTH
et al. [7] determinaram o teor de vitamina C de 42 mg/100 g em mangas maduras.
Comparando os dados obtidos neste trabalho com dados de mangas maduras de
outras cultivares, valor préximo (76,5 mg/100 g) foi encontrado por VAZQUEZ &
LAKSMINROYANA [44] e valor inferior (58,0 mg/100 @) foi citado por BLEINROTH et al.

[7].

FRANCO [13] descreve a manga como uma fruta rica em vitamina C
apresentando valores que variam de 66,5 mg/100 g na fruta verde a 43,0 mg/100 g na
fruta madura e BLEINROTH [6] declarou que o valor de vitamina C em manga pode
atingir 110 mg/100 g dependendo da cultivar. CARDELLO & CARDELLO [9]
encontraram a mesma correlacdo de reducdo no teor de vitamina C durante a

maturagdo de mangas “Haden”, onde detectaram um teor aproximadamente de
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205 mg/100 g em frutas verdes caindo para aproximadamente 105 mg/100 g em frutas

maduras.

140

120+

100
80 80
60 -

40|

vitamina C (mg/100g)

20

verde "de vez" madura

maturacao

Figura 2. Teor de Vitamina C em polpa de manga “Tommy Atkins” nas maturagdes

verde, “de vez” e madura.

De acordo com MEDINA et al. [30] com o amadurecimento da manga ocorre
decréscimo no teor de vitamina C, podendo atingir uma taxa superior a 50% de perdas
do teor no fruto verde para o fruto maduro. Em estudos com cultivares comerciais da
india, os autores relataram decréscimo de 70-130 mg/100 g em polpas de mangas
verdes para 15-50 mg/100 g em mangas maduras. THOMAS & OKE [41] esclarecem
em estudos que o declinio de vitamina C pode ser explicado pelo aumento da atividade

de acido ascérbico oxidase.
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4 - CONCLUSOES

Parametros subjetivos de aparéncia da casca e polpa da manga foram
eficientes na determinagdo dos estadios de maturacao da fruta apresentando nitida
correlagdo com os valores mensuraveis de pH, acidez total titulavel e sélidos soluveis

totais.

A maturagao altera a composicao quimica da polpa de mangas “Tommy Atkins”,
influenciando positiva ou negativamente os diferentes atributos de forma a causar

aumento ou redugcado dos mesmos, respectivamente.

Atributos como pH, sélidos sollveis totais, gorduras e acucares totais e
redutores aumentam gradativamente com a maturagao enquanto os atributos acidez

total titulavel, fibras, cinzas e agua reduzem gradativamente com a maturagao.

O teor de vitamina C foi maior em mangas verdes (138,24 mg/100 g, em média)
do que em mangas maduras (72,80 mg/100 g, em média) mostrando relacao negativa

com a maturagédo da manga.
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CAPITULO 3

Enzimas polifenol oxidase e peroxidase em mangas maduras das cultivares

Tommy Atkins, Haden e Palmer, produzidas no Brasil

Andréia C. S. AZEVEDO, Glaucia M. PASTORE

RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae, é amplamente
encontrada em regides tropicais e subtropicais e € uma das frutas mais popularmente
conhecidas no mundo. O objetivo desse trabalho foi estudar as enzimas polifenol
oxidase e peroxidase em polpas de mangas maduras das cultivares Tommy Atkins,
Haden e Palmer produzidas no Brasil. Os resultados mostraram que a cultivar Tommy
Atkins apresentou maior atividade da enzima polifenol oxidase (82,13 U/ml/min) seguida
da “Haden® e da “Palmer® com valores médios de atividade da polifenol oxidase de
54,91 U/ml/min e 18,80 U/ml/min, respectivamente. A enzima peroxidase apresentou
maior atividade na “Tommy Atkins” com valor médio de (7.422,36 U/ml/min) seguida da
“Haden® (4.155,98 U/ml/min) e com uma menor atividade da enzima peroxidase, a
“Palmer” (2.808,51 U/ml/min). Concluiu-se que as enzimas polifenol oxidase e
peroxidase estdo presentes em maior concentragcdo na cultivar Tommy Atkins do que
nas demais cultivares estudadas.

Palavras-chave: polifenol oxidase, peroxidase, maturacao, manga

SUMMARY
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The mango (Mangifera indica L.) belongs to the family Anacardiaceae, it is abundantly
found in tropical and subtropical areas and it is one of the most popular fruits in the
world. The objective of this work was to study the enzymes polyphenol oxidase and
peroxidase in pulps of ripe mangos of the cultivate Tommy Atkins, Haden and Palmer
produced in Brazil. The results showed that the cultivate Tommy Atkins presented larger
activity of the enzyme polyphenol oxidase (82.13 U/ml/min) following by "Haden" and
"Palmer" with medium values of activity of polyphenol oxidase of 54.91 U/ml/min and
18.80 U/ml/min, respectively. The enzyme peroxidase showed larger activity in
"Tommy Atkins" with a medium value of (7422.36 U/ml/min), followed by "Haden"
(4155.98 U/ml/min) and with a smaller activity of the enzyme peroxidase, "Palmer"”
(2808.51 U/ml/min). It was found that the enzymes polyphenol oxidase and peroxidase
are present in larger concentration in cultivate Tommy Atkins than in the others
cultivates studied.

Keywords: enzyme, polyphenol oxidase, peroxidase, maturation, mango

1 - INTRODUCAO

Parte da producado mundial de frutas e verduras € perdida devido a danos pés-
colheita. Uma das causas principais dessa perda é devido a acao das enzimas polifenol
oxidase e peroxidase que causam alteracdes provocando o escurecimento do tecido
desses alimentos. A polifenol oxidase catalisa o escurecimento enzimatico de frutas e
verduras, € em alguns casos, esta envolvida na despigmentacdo por catalisar a
degradacdo de antocianina causando a reducdo na intensidade da cor [20]. As
peroxidases estdo envolvidas nas mudangas deteriorativas, causam alteragdes

oxidativas do sabor, cor, aroma e qualidade nutricional de plantas [19] e ainda, estdo
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envolvidas na descoloracao catalitica de antocianinas e outros pigmentos encontrados
em plantas [9]. Ambas enzimas, polifenol oxidase e peroxidase, sdo encontradas

amplamente distribuidas no reino vegetal [22].

A manga € uma fruta de origem asiatica, introduzida no Brasil no século XVI o
qual se tornou atualmente o oitavo pais maior produtor da manga e segundo maior
exportador, perdendo apenas para o México [2, 3]. A manga conquistou 0 mercado
consumidor passando a ser a segunda fruta mais consumida no mundo, perdendo
apenas para a banana [5, 14]. Atualmente é considerada uma das principais frutas
tropicais comercializadas [1, 17], destacando assim sua elevada importancia comercial

ao nivel mundial [4].

O objetivo deste trabalho foi estudar as enzimas polifenol oxidase e peroxidase
em polpas de mangas maduras das cultivares Tommy Atkins, Haden e Palmer,

produzidas no Brasil.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Mangas maduras (Mangifera indica L., cultivares Tommy Atkins, Palmer e

Haden) foram adquiridas no mercado de Campinas/ Sao Paulo.

2.1.1 - Preparo das amostras
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As frutas maduras foram higienizadas com agua potavel e sabao neutro. Em
seguida, as frutas foram descascadas e despolpadas. Cada amostra foi preparada com
polpas de trés frutas e essas foram analisadas em triplicata. Foram avaliados 5 lotes de

cada cultivar estudada.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Obtencao do extrato bruto das enzimas

O extrato bruto das enzimas foi preparado de acordo com LIMA [12] utilizando
30g de polpa da fruta com 200 ml de 0,025 M tampao fosfato de potassio pH 6,5 a 4°C,
homogeneizados em liquidificador durante 3 minutos. O homogeneizado foi
centrifugado a 11.000g em centrifuga refrigerada a 0°C durante 15 minutos. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante mantido a 4°C para ser utilizado nos
experimentos. No extrato bruto foram medidas as atividades das enzimas polifenol

oxidase e peroxidase.

2.2.2 - Determinacao da atividade da polifenol oxidase

A determinacdo da atividade de polifenol oxidase dos extratos de manga foi
baseada no método descrito por OKTAY et al. [15], utilizando o catecol como substrato,
com modificagdes na temperatura da reacado para 60°C. A mistura de reacao foi

constituida por 0,1 ml de solugcdo de enzima, 1,7 ml de 0,05 M tampao fosfato de
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potassio pH 6,0 e 1,2 ml de solugao catecol 0,4% preparada em 0,05 M tampao fosfato

de potassio pH 6,0.

O aumento da absorbéancia a 420 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacdo a 60°C, contra um branco no qual a amostra foi substituida por tampao. O

equipamento usado foi um espectrofotdbmetro BECKMAN UV/VIS Série DU-70.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que

causou aumento de absorbéancia de 0,001 unidades por minuto a 420 nm.

2.2.3 - Determinacao da atividade da peroxidase

A determinacédo da atividade de peroxidase dos extratos de manga foi baseada
no método descrito por KHAN & ROBINSON [10], com modificacbes na temperatura da
reacao para 50°C. A mistura de reacéo foi constituida de 0,1 ml de solu¢ao de enzima,
1,2 ml de 0,05 M tampao fosfato de potassio pH 6,0 e 1,5 ml de solugcdo guaiacol a 1%
preparada em 0,05 M tampao fosfato de potassio pH 6,0. Em seguida foi adicionado 0,4
ml de solucao H>O, preparada no mesmo tampao e por fim, completou o volume da

reacao para 3,2 ml com tampao.

O aumento da absorbéancia a 470 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacao a 50°C, contra um branco no qual a solugéo de H>O; foi substituida por tampé&o.

O equipamento usado foi um espectrofotometro BECKMAN UV/VIS Série DU-70.
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Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que
causou aumento de absorbéancia de 0,001 unidades por minuto a 470 nm, tendo o

guaiacol como doador de H".

2.3 - Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey
utilizando-se o programa STATISTICA, STATSOFT [21]. Foram avaliadas as diferengas

significativas (p<0,05) para as enzimas analisadas nas diferentes cultivares de manga.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2 sdo referentes as atividades das
enzimas polifenol oxidase e peroxidase nos cinco lotes das diferentes cultivares de

manga maduras analisadas.

Nas trés cultivares analisadas (Tommy Atkins, Haden e Palmer) pode-se
observar que a atividade da enzima peroxidase foi muito mais expressiva do que da
polifenol oxidase, onde a primeira atingiu valor médio de atividade até 150 vezes maior

do que a segunda, dependendo da cultivar.
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Tabela 1. Atividade da enzima polifenol oxidase em mangas maduras “Tommy Atkins”,

“Haden” e “Palmer”.

POLIFENOL OXIDASE (U/mi/min)
cultivar da manga

Lotes Tommy Atkins Haden Palmer
12 60,11 ¢ 53,22 a 20,78 b
22 82,56 b 53,56 a 18,56 bc
3? 90,89 ab 54,00 a 13,67 d
42 79,67 b 55,22 a 25,33 a
52 97,44 a 58,56 a 15,67 cd
Média ° 82,13 a 54,91 b 18,80 c
DP ¢ 14,16 217 4,55

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, nao diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey.
° Estimativa de desvio padéo.

Tabela 2. Atividade da enzima peroxidase em mangas maduras “Tommy Atkins”,

“Haden” e “Palmer”.

PEROXIDASE (U/ml/min)
cultivar da manga

Lotes Tommy Atkins Haden Palmer
12 7.642,00 b 3.894,78 ¢ 2.868,67 b
2° 8.652,00 a 4.579,78 a 3.038,67 b
3 6.715,44 c 3.638,33d 3.271,33 a
42 7.806,67 b 4.184,67 b 2.536,33 ¢
5° 6.295,67 d 4.482,33 a 2.327,56 ¢
Média ° 7.422,36 a 4.155,98 b 2.808,51 ¢

DP °© 932,35 394,69 379,54

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, ndo diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey.
° Estimativa de desvio padéo.

Os valores mais altos de atividade da enzima polifenol oxidase foram

encontrados nas polpas de manga da cultivar Tommy Atkins, com valor médio de
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82,13 U/ml/min, diferindo significativamente das cultivares Haden e Palmer com

atividade de 54,91 U/ml/min e 18,80 U/ml/min, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Atividade da polifenol oxidase em polpa de diferentes cultivares de manga.

Na literatura, sdo escassos os relatos de determinacao de atividade da polifenol
oxidase onde os autores expressam os valores encontrados. KATWA, RAMAKRISHNA
& RAGHAVENDRA RAO [8] avaliaram a atividade da polifenol oxidase em extrato bruto
de manga madura cv. Raspuri e encontraram atividade de 51,58 U/ml, enquanto
GUERRERO-BELTRAN, SWANSON & BARBOSA-CANOVAS [7] estudaram a
atividade da polifenol oxidase em puré de manga, em diferentes pHs e determinaram
atividade de 259,2 U; 23,1 U e 11,7 U de atividade da enzima para os pHs 4,4; 4,4 e

3,5, respectivamente. Estudos de determinacdo da atividade da enzima foram
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realizados também em mangas “Badami” e “Haden” por PRABHA & PATWARDHAN

[18] e PARK et al. [16], respectivamente.

Com relacdo a enzima peroxidase, a manga “Tommy Atkins” também se
destacou por apresentar maior atividade desta enzima, 7422,36 U/ml/min, seguindo da
“‘Haden” e “Palmer”’, com valores 4155,98 U/ml/min e 2808,51 U/ml/min,
respectivamente (Figura 2). KHAN & ROBINSON [11, 12] estudaram a peroxidase de
manga e relataram que as isoperoxidases C1 e C3 apresentaram atividade de 38,1
DOu4sonm/mg de proteina e a isoperoxidase C3 atividade de 6,0 DO42onm/mg. Atividade da
peroxidase foi determinada em outras cultivares tais como, “Badami” [18], “Lippens” e

“Smith” [13].
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Figura 2. Atividade da peroxidase em polpa de diferentes cultivares de manga.
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Comparando os valores obtidos nesse estudo para a atividade das enzimas
polifenol oxidase e peroxidase nas diferentes cultivares estudadas e os dados descritos
na literatura para manga, é possivel verificar a existéncia de diferencas de expressao
de atividade das enzimas nas diferentes cultivares de manga, essas diferengas podem
estar relacionadas ao fato de se tratarem de cultivares diferentes e também ao fato
dessas frutas apresentarem origens distintas considerando, portanto varios fatores,
como condi¢des climaticas, condicbes de cultivo, condicdes de armazenamento, entre
outros. E conhecido que esses fatores devem ser considerados ao estudar constituicdo

quimica em frutas, pois esta é influenciada por esses fatores [6].

4 - CONCLUSOES

As atividades das enzimas polifenol oxidase e peroxidase foram
estatisticamente diferentes (p<0,05) entre as cultivares comerciais Tommy Atkins,

Haden e Palmer.

A cultivar Tommy Atkins apresentou as maiores atividades para as enzimas

polifenol oxidase e peroxidase quando comparadas as cultivares Haden e Palmer.

A “Palmer” apresentou atividades das enzimas polifenol oxidase e peroxidase

menores do que as cultivares Tommy Atkins e Haden.

Nas trés cultivares avaliadas, a enzima peroxidase apresentou valores de
atividade maiores que a enzima polifenol oxidase, mostrando que em mangas existe

uma quantidade muito mais expressiva da peroxidase do que da polifenol oxidase.
102



5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] BERARDINI, N.; KNODLER, M.; SCHIEBER, A.; CARLE, R. Utilization of mango
peels as a source of pectin and polyphenolics. Inovative Food Science and
Emerging Technologies, in press, 2005.

[2] BNDES. A cultura da manga: Desempenho no periodo 1961/2001. Rio de Janeiro,
v. 17, n. 3, p. 3-68, 2003a.

[3] BNDES. A cultura da manga no Brasil: Desempenho entre 1990 e 2001. Rio de
Janeiro, v. 17, n. 3, p. 3-68, 2003b.

[4] CANO-CHAUCA, M.; STRINGHETA, P. C.; RAMOS, A. M.; CAL-VIDAL, J. Effect of
the carries on the microstructure of mango powder obtained by spray drying and is
functional characterization. Food Science and Emerging Technologies, in press,
2005.

[5] CANO, M. P.; de ANCOS, B. Carotenoids and carotenoids ester composition in
mango fruit as influenced by processing method. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 42, p. 2737-2742, 1994.

[6] CARDELLO, H. M. A. B.; CARDELLO, L. Teor de vitamina C, atividade de ascorbato
oxidase e perfil sensorial de manga (Mangifera indica L.) var. Haden, durante o
amadurecimento. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 18, n. 2, p. 211-217,
1998.

[7] GUERRERO-BELTRAN, J. A.; SWANSON, B. G.; BARBOSA-CANOVAS, G. V.
Inhibition of polylhenoloxidase in mango puree with 4-hexylresorcinol, cysteine and
ascorbic acid. Lebensmittel-Wissenschaft U.-Technologie, v. 38, p. 625-630,
2005.

103



[8] KATWA L. C.; RAMAKRISHNA, M.; RAGHAVENDRA RAO, M. R. Purification and
properties of polyphenol oxidase from mango peel (Mangifera indica var. Raspuri).
Journal of Food Biochemistry, v. 6, p. 217-228, 1982.

[9] KHAN, A. A.; ROBINSON, D. S. The thermostability of purified mango
isoperoxidases. Food Chemistry, v. 47, n. 1, p. 53-59, 1993a.

[10] KHAN, A. A.; ROBINSON, D. S. Purification of an anionic peroxidase isoenzyme
from mango (Mangifera indica L. var. Chaunsa). Food Chemistry, v. 46, n. 1, p.
61-64, 1993b.

[11] KHAN, A. A.; ROBINSON, D. S. Hydrogen donor specificity of mango
isoperoxidases. Food Chemistry, v. 49, n. 4, p. 407-410, 1994.

[12] LIMA, E. D. P. A. Purificacao e caracterizacao bioquimica da polifenoloxidase
(PPO) em fruto da familia Anonacea - pinha (Annona squamosa L.). Campinas,
1999, 132p. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos), Faculdade de Engenharia
de Alimentos, Universidade estadual de Campinas (UNICAMP).

[13] MARIN, M. A.; CANO, M. P. Patterns of peroxidase in ripening mango (Mangifera
indica L.) fruits. Journal of Food Science, v. 57, n. 3, p. 690-692, 1992.

[14] MERCADANTE, A. Z.; RODRIGUEZ-AMAYA, D. B.; BRITTON, G. HPLC and mass
spectrometric analysis of carotenoids from mango. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 45, p.120-123, 1997.

[15] OKTAY, M.; KUFREVIOGLU, O. I.; KOCACALISKAN, I.; SAKIROGLU, H.
Polyphenoloxidase from Amasya apple. Journal of Food Science, v. 60, n. 3, p.
494-505, 1995.

[16] PARK, Y. K.; SATO, H. H.; ALMEIDA, T. D.; MORETTI, R. H. Polyphenol oxidase of
mango (Mangifera indica var. Haden). Journal of the Food Science, v. 45, p.
1619-1621, 1980.

104



[17] PELEGRINE. D. H.; SILVA, F. C.; GASPARETTO, C. A. Rheological behaviour of
pineapple and mango pulps. Lebensmittel-Wissenschaft U-Technologie, v. 35,
p. 645-648, 2002.

[18] PRABHA, T. N.; PATWARDHAN, M. V. Polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase
(POD) enzyme activities and their isoenzyme patterns in ripening fruits. Acta
Alimentaria, v. 15, n. 3, p. 199-207, 1986.

[19] SANTOS, E. R. Caracterizacao bioquimica de peroxidase e da
polifenoloxidase de acai (Euterpe oleracea). Campinas, 2002, 104p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),

[20] SIDDIQ, M.; ARNOLD, J. F.; SINHA, N. K.; CASH, J. N. Effect of polyphenol
oxidase and its inhibitors on anthocyanin changes in plum juice. Journal of Food
Processing and Preservation, v. 18, p. 75-84, 1994.

[21] STATSOFT, INC. STATISTICA for Windows [Computer program manual]. Tulsa,
OK: StatSoft, Inc, 2300 East 14" Street, Tulsa, OK 74104, Web:
http//www.statsoft.com. 2000.

[22] VAMOS-VIGYAZO, L. Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and vegetables.
CRC - Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 15, p. 49-127, 1981.

6. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao CNPq pelo auxilio financeiro.

105



106



CAPITULO 4

Enzimas polifenol oxidase e peroxidase em mangas (Mangifera indica L.

cv. Tommy Atkins) em trés estadios de maturacao

Andréia C. S. AZEVEDO,; Glaucia, M. PASTORE

RESUMO

O estudo das enzimas polifenol oxidase (EC 1.10.3.1; PFO) e peroxidase (EC 1.11.1.7;
POD) é de grande importancia por estarem envolvidas com o escurecimento enzimatico
de frutas e verduras. A manga (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae, é
amplamente encontrada em regides tropicais e subtropicais e € uma das frutas mais
popularmente consumidas no mundo. O objetivo deste trabalho foi estudar as
atividades da peroxidase e polifenol oxidase em polpas de manga cv. Tommy Atkins,
durante o amadurecimento. Os resultados demonstraram uma variacao na atividade
das enzimas durante o processo de maturacao. A atividade da peroxidase foi maior em
mangas maduras (7.063,71 U/ml/min) do que em mangas verdes (3.884,84 U/ml/min). A
atividade da polifenol oxidase em mangas verdes foi maior (170,04 U/ml/min) do que
em mangas maduras (57,28 U/ml/min). Concluiu-se que a maturacdo causou um
aumento na atividade da peroxidase e uma reducdo na atividade da polifenol oxidase
em manga “Tommy Atkins”, mostrando que a indugéo dessas enzimas ocorre de forma

diferente durante o processo de amadurecimento da fruta.

Palavras-chave: enzima, polifenol oxidase, peroxidase, manga, maturac¢ao
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SUMMARY

The study of the enzymes polyphenol oxidase (EC 1.10.3.1; PPO) and peroxidase
(EC 1.11.1.7; POD) is of great importance because they are involved in the enzymatic
darkening of fruits and green vegetables. The mango (Mangifera indica L.) belongs to
the family Anacardiaceae, it is abundantly found in tropical and subtropical areas and is
one of the most consumed fruits in the world. The objective of this work was to study the
activities of the enzymes peroxidase and polyphenol oxidase in pulps of mango
cv. Tommy Atkins during the ripening process. The results demonstrated a variation in
the activity of the enzymes during the maturation process. The activity of the
peroxidase was larger in ripe mangos (7063.71 U/ml/min) than in green mangos
(3884.84 U/ml/min). The activity of polyphenol oxidase in green mangos was higher
(170.04 U/ml/min) than in ripe mangos (57.28 U/ml/min). It was found that the
maturation caused an increase in the activity of the peroxidase and a reduction in the
activity of the polyphenol oxidase in mango "Tommy Atkins", showing that this induction

of the enzymes occurs differently according to the ripening process of the fruits.

Keywords: enzyme, polyphenol oxidase, peroxidase, mango, maturation

1 - INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) € uma das mais importantes frutas tropicais
comercializadas no mundo [10]. Originaria do sul da Asia (india), foi introduzida no
Brasil no século XVI por portugueses, na regiao nordeste, de onde se disseminou por
quase todo o territorio brasileiro. Em termos de producdo, a manga ocupa a quinta

posicdo mundial entre as maiores culturas [8, 9]. No Brasil, a cultivar Tommy Atkins é
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uma das principais em importancia comercial e responde por mais de 80% da produgao

nacional da manga [23].

Um sério problema de conservagao de frutas é o escurecimento do tecido, o
qual tem sido relacionado a presenca de enzimas do complexo oxidase. Dentre essas
enzimas, estdo a polifenol oxidase (EC 1.10.3.1; PFO) e a peroxidase (EC 1.11.1.7;
POD) que promovem altera¢des nos alimentos devido a reagdes indesejaveis causando
depreciacdo na qualidade dos mesmos. Em frutas, essas enzimas causam o
escurecimento dos tecidos, decorrente principalmente da reacdo de oxidacao
enzimatica dos compostos fendlicos naturais [2, 4]. As polifenol oxidases sao
responsaveis principalmente pelo escurecimento ocorrido nas verduras e frutas devido
a injurias, estocagem ou durante o processamento dos mesmos [6, 19] e as
peroxidases contribuem com alteragdes deteriorativas no aroma, sabor, textura, cor e

valor nutricional de frutas e verduras [12, 19].

Este trabalho teve por objetivo estudar a atividade das enzimas PFO e POD em
polpas de manga “Tommy Atkins”, analisando o efeito da maturacdo da fruta na agéo

dessas enzimas.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Foram analisados 5 lotes de manga (Mangifera indica L.) da cultivar Tommy

Atkins a qual tem se destacado em produc¢édo nacional e interesse comercial. As frutas
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foram adquiridas no CEASA de Campinas/ Sao Paulo, no estadio verde de maturacao.
Cada lote foi dividido em trés partes, uma parte foi submetida as analises aos frutas
ainda verdes, as outras duas partes foram armazenadas em temperatura ambiente até

que as frutas atingissem a maturacao “de vez” e madura, para entdo serem analisadas.

2.1.1 - Preparo das amostras

As frutas foram higienizadas com sabao neutro e dgua potavel, descascadas e

despolpadas.

Foram preparadas trés amostras para cada estddio de maturagédo. Cada

amostra fora obtida a partir da polpa homogeneizada de trés frutas.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Obtencao do extrato bruto das enzimas

O extrato bruto das enzimas foi preparado de acordo com LIMA [15], utilizando
30 g de polpa da fruta com 200 ml de 0,025 M tampéo fosfato de potassio pH 6,5 a 4°C,
homogeneizados em liquidificador durante 3 minutos. O homogeneizado foi
centrifugado a 11.000g em centrifuga refrigerada a 0°C durante 15 minutos. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante mantido a 4°C para ser utilizado nos

experimentos. No extrato bruto foram medidas as atividades das enzimas PFO e POD.
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2.2.2 - Determinacao da atividade da polifenol oxidase

A determinacao da atividade de PFO dos extratos de manga foi baseada no
método descrito por OKTAY et al. [17], utilizando o catecol como substrato, com
modificacdes na temperatura da reacao para 60°C. A mistura de reacao foi constituida
por 0,1 ml de solugédo de enzima, 1,7 ml de 0,05 M tampao fosfato de potassio pH 6,0 e
1,2 ml de solugéo catecol 0,4% preparada em 0,05 M tampéao fosfato de potassio pH

6,0.

O aumento da absorbancia a 420 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacao a 60°C, contra um branco no qual a amostra foi substituida por tampéao. O

equipamento usado foi um espectrofotdbmetro BECKMAN UV/VIS Série DU-70.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que

causa aumento de absorbancia de 0,001 unidades por minuto a 420 nm.

2.2.3 - Determinacao da atividade da peroxidase

A determinagao da atividade de POD dos extratos de manga foi baseada no
método descrito por KHAN & ROBINSON [12], com modificacbes na temperatura da
reacao para 50°C. A mistura de reacéo foi constituida de 0,1 ml de solucao de enzima,
1,2 ml de 0,05 M tampao fosfato de potassio pH 6,0 e 1,5 ml de solucdo guaiacol a 1%
preparada em 0,05 M tampéao fosfato de potassio pH 6,0. Em seguida foi adicionado
0,4 ml de solugao H>O, preparada no mesmo tampao e por fim, completou o volume da
reacao para 3,2 ml com tampao.
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O aumento da absorbancia a 470 nm foi monitorado durante 5 minutos de
reacao a 50°C, contra um branco no qual a solu¢ao de H,O, foi substituida por tampao.

O equipamento usado foi um espectrofotémetro BECKMAN UV/VIS Série DU-70.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que
causa aumento de absorbancia de 0,001 unidades por minuto a 470 nm, tendo o

guaiacol como doador de H™.

2.3 - Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey
utilizando-se o programa STATISTICA, STATSOFT [23]. Foram avaliadas as diferencas

significativas (p<0,05) para a PFO e POD nos diferentes estadios de maturacao.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de atividade das enzimas PFO e POD foram avaliados
utilizando-se o programa STATISTICA, StatSoft (2000) e estdo apresentados nas

Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Conforme as Tabelas 1 e 2, houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
lotes, possivelmente devido a alguns fatores tais como condicbes de cultivo,
armazenamento pés-colheita, entre outros. Essa diferenga foi também observada na

média extraida das anadlises dos cinco diferentes lotes de cada amostra para os trés
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estadios de maturagao tanto para a enzima PFO como para a POD, mostrando que as

atividades dessas enzimas sofreram influéncia da maturacao.

Tabela 1. Atividade da enzima PFO em mangas “Tommy Atkins” nos diferentes

estadios de maturagéo.

POLIFENOL OXIDASE (U/ml/min)
maturacao da manga

Lotes verde “de vez” madura
1 169,89 c 107,11 b 66,33 ab
22 133,78 d 90,00 bc 51,89 ¢
32 223,33 a 137,67 a 55,22 bc
42 123,11 d 84,11 ¢ 44,00 c
52 200,11 b 100,44 bc 69,44 a
Média ° 170,04 a 103,87 b 57,28 ¢
DP° 42,61 20,89 10,48

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey; ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, nao diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey;
° Estimativa de desvio padéo.

Tabela 2. Atividade da enzima POD em mangas “Tommy Atkins” nos diferentes

estadios de maturagéo.

PEROXIDASE (U/ml/min)
maturacdo da manga

Lotes verde “de vez” madura
12 6.335,22 a 7.184,60 a 791540 b
22 4.043,44 b 4.883,10 c 5.662,10d
32 412411 Db 5.198,10 ¢ 7.207,70 c
42 2.788,56 ¢ 3.663,00 d 5.339,80 d
52 2.132,89 d 6.672,40 b 9.193,60 a
Média ° 3.884,84 ¢ 5.520,24 b 7.063,71 a

DP ¢ 1609,19 394,69 379,54

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey; ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, nao diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey.
¢ Estimativa de desvio padé&o.
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O processo de maturacao apresentou efeito negativo na atividade enzima PFO,
ocasionando redug¢do da mesma, onde a atividade média foi 170,04 U/ml/min em frutas
verdes, diminuindo para 103,87 U/ml/min em frutas “de vez”, e atingindo valor médio de
57,28 U/ml/min em frutas maduras (Figura 1). EVANGELISTA [3] verificou
comportamento similar da PFO em mangas da mesma cultivar, onde a atividade da
enzima reduziu com a maturacdo da fruta. SELVARAJ & KUMAR [20] também
verificaram essa reducao em mangas das cultivares Alphonso, Dasheri, Suvarnarekha e
Totapuri. No entanto difere do observado por PRABHA & PATWARDHAN [19] que em
estudos de manga “Badami” ndo detectaram atividade desta enzima na polpa em todas
as fases da maturacao, enquanto que na casca da mesma fruta, constataram aumento

da atividade da PFO durante o amadurecimento da fruta.

Com objetivo de verificar mecanismos para inativacdo da PFO em manga
“Haden” e em puré de manga, estudos foram realizados por PARK et al. [18] e
GUERRERO-BELTRAN, SWANSON & BARBOSA-CANOVAS [7], respectivamente. A
determinacgao da atividade dessa enzima foi feita por KATWA et al. [11] em extrato bruto
de manga madura “Raspuri” (51,58 U/ml) e por GUERRERO-BELTRAN, SWANSON &
BARBOSA-CANOVAS [7] em puré de manga, neste Ultimo os autores avaliaram a
atividade da enzima em diferentes pHs e determinaram atividade de 259,2 U, 23,1 U e
11,7 U para os pHs 4,4; 4,4 e 3,5, respectivamente. Estudos da PFO foram conduzidos

também em carog¢o de manga [1] e na floracao da mangueira [21].
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Figura 1. Atividade da polifenol oxidase em polpa de manga “Tommy Atkins” em
diferentes estadios de maturacao.

O comportamento da POD em relacdo a maturacdo da manga foi diferente
do apresentado pela PFO. O efeito da maturacao foi positivo sobre a atividade da
POD ocasionando aumento gradativo conforme o avangco da maturagdo, onde
frutas verdes apresentaram atividade média de 3.884,84 U/ml/min, aumentando para
5.520,24 U/ml/min em frutas “de vez” e alcancando 7.063,71 U/ml/min em frutas
maduras (Figura 2). Segundo VALDERRAMA, MARANGONI & CLEMENTE [24] o
aumento da atividade da POD pode ser devido a um aumento da solubilidade desta

enzima conforme a maturagao da fruta.
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Figura 2. Atividade da peroxidase em polpa de manga “Tommy Atkins” em diferentes
estadios de maturacgao.

Resultados diferentes foram relatados por PRABHA & PATWARDHAN [19] ao
estudarem a atividade da POD em casca e polpa de manga “Badami”, observando
aumento da atividade enzimatica até a fruta atingir o climatério, diminuindo logo em
seguida, o que ocasionou a formacao de um pico de atividade durante o processo de
maturacao da manga. MARIN & CANO [16] estudaram a atividade de POD em polpa de
manga cultivares Lippens e Smith e relataram também a ocorréncia do aumento da

atividade até o climatério da fruta.

Outros estudos da enzima POD em mangas foram conduzidos com diferentes
objetivos como purificacdo de isoperoxidases [12, 13], determinagcdo de atividade de

isoperoxidases purificadas [14] e de frutas irradiadas [5].
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4 - CONCLUSOES

A maturacao influenciou significativamente (p<0,05) na atividade das enzimas

polifenol oxidase e peroxidase em polpas de manga “Tommy Atkins”.

A PFO apresentou maior atividade em mangas verdes com continua reducao
durante o processo de maturacdo, mostrando influéncia negativa do processo de

maturacao da manga.

Mangas verdes apresentaram menor atividade da enzima POD do que mangas
maduras, ocorrendo aumento gradativo da atividade dessa enzima durante o

amadurecimento da fruta.

As enzimas PFO e POD apresentaram comportamentos diferentes em mangas
“Tommy Atkins”, pois a atividade da PFO diminuiu enquanto a atividade da POD

aumentou conforme o avancgo do grau de maturagao das frutas.
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CAPITULO 5

Determinacao de compostos fendélicos em manga (Mangifera indica L.

cv. Tommy Atkins) por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Andréia C. S. AZEVEDO; Glaucia M. PASTORE

RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) é uma das frutas mais consumidas no mundo, possuindo
lugar de destaque entre as frutas tropicais. Originaria da Asia, a manga foi introduzida
no Brasil por portugueses no século XVI e hoje representa uma das principais culturas
no pais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de compostos fendlicos de
polpas de mangas verde, “de vez” e madura, em fungdo do estadio de maturagéo
usando CLAE. Foram pesquisados treze diferentes compostos fendlicos, dentre os
quais, sete foram encontrados nas amostras analisadas, sendo eles, acido galico, metil
galato, catequina, epicatequina, acido ferulico, acido iso-ferulico e propil galato. Os
compostos responderam de maneira diferente a influéncia da maturacdo. A
concentracdo de epicatequina apresentou aumento inicial seguido de reducdo
significativa em seu teor até o final do periodo de avaliagao. O propil galato, metil galato
e acido gélico apresentaram aumento gradual durante todo o periodo de avaliagdo com
valores de 3,10 a 5,42; 10,29 a 16,29 e 3,80 a 9,68 mg/g de polpa liofilizada,
respectivamente. As concentragbes de catequina e acido ferulico aumentaram do
estadio verde para “de vez”, mantendo estaveis até o estadio maduro. O teor de acido

isoferulico aumentou durante a maturacao.

Palavras-chave: polifendis, manga, maturagédo, CLAE
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SUMMARY

The mango (Mangifera indica L.) is one of the most consumed in the world, possessing
a top place among the tropical fruits. Originated of Asia, the mango was introduced in
Brazil by the Portuguese in the 16™ century and today it represents one of the main
cultures in the country. The objective of this work was to evaluate the content of
phenolic compounds in pulps of green, half-green and ripe mangos, as a function of the
maturation stadium using HPLC. Thirteen different phenolic compounds were searched,
seven were found in the analyzed samples: gallic acid, methyl gallate, catechin,
epicatechin, ferulic acid, isoferulic acid and propyl gallate. The found substances have
shown different reactions to the influence of the maturation. The concentration of
epicatechin was first increased and decreased significantly in the end of the analysis.
The concentration of propyl gallate, methyl gallate and gallic acid was gradually increase
during the whole evaluation period presenting 3.10 a 5.42; 10.29 a 16.29 e 3.80 a
9.68 mg per gram of liofilized pulp respectively. The concentrations of catechin and
ferulic acid increased from the green to half-green stadiums, and kept constant values
until the ripe stadium. The concentration of isoferulic acid increased during the

maturation.

Keywords: polyphenols, mango, maturation, HPLC
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1 - INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos tém mostrado que muitos nutrientes de frutas e
verduras podem ser benéficos ao corpo humano protegendo contra danos causados
por oxigénio e nitrogénio reativos (Diplock et al, 1998; Soong & Barlow, 2004). Com
isso, frutas e verduras tém atraido a atencao de consumidores e pesquisadores, devido
a presenga de tais substancias, entre elas estdo as substancias com funcao
antioxidante como os compostos fendlicos. Compostos fendlicos naturais tém
apresentado atividade farmacoldgica controlando o estresse oxidativo, pois neutralizam
radicais livres reativos gerando moléculas de baixa reacdo (Mishra et al, 2005).
Portanto, o consumo de antioxidantes naturais na dieta humana é de grande
importancia (Ciéslik et al., 2006). E amplamente aceito que frutas e verduras tém muitas
propriedades funcionais benéficas a saude (Hertog et al., 1995), sendo sustentado por
pesquisas relacbes positivas entre o consumo de frutas e reducdo da taxa de
mortalidade causada por doencgas cardiovasculares entre outras (Joshipura et al., 1999;
Ciéslik et al., 2006). Essas influéncias positivas sdo atribuidas aos antioxidantes
naturais presentes nesses alimentos (Rice-Evans et al.,, 1996; Gorinstein et al., 2000;

Kondo et al., 2005).

A manga (Mangifera indica L.) originaria do sul da Asia, foi introduzida no Brasil
por portugueses no século XVI e atualmente é considerada uma das principais frutas
tropicais comercializadas no mundo (Schieber et al, 2000, Pelegrine et al., 2002;
Berardini et al., 2005b; Jha et al., 2006) sendo muito apreciada pelo seu sabor, aroma,

coloracao e valor nutritivo (Cardello & Cardello, 1998; Torezan, 2000; Dak et al., 2005).
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Em 2004, a manga destacou-se por apresentar producao global excedendo 26 milhdes
de toneladas (FAOSTAT, 2005), ocupando a quinta posicdo mundial entre as maiores
culturas (Hymavathi & Krader, 2005). O comércio exterior igualmente apresentou
tendéncia de elevado crescimento, destacando-se paises como México, Filipinas,

Holanda, Brasil e Peru (BNDES, 2003).

Tida como uma das frutas mais consumidas no mundo, a manga tem
despertado interesse entre pesquisadores por suas possiveis propriedades nutricionais
(Purankavara et al., 2000; Schieber et al., 2000; Anila & Vijayalakshmi, 2003; Berardini
et al., 2005a). Schieber et al. (2000) afirmaram que devido a presenca de carotendides
e polifenéis a manga representa uma rica fonte de antioxidantes, tendo sido

mencionada sua importancia nutricional com relagéo a prevencao de doencas.

Dentre as cultivares de mangas produzidas no Brasil, a “Tommy Atkins” tem se
destacado por ser a mais tolerante a certas doencas e apresentar bons atributos de
qualidade, sendo assim uma das principais cultivares em importancia comercial
apresentando-se como a mais cultivada e exportada pelo pais (Brasil, 1999).
Atualmente a manga “Tommy Atkins” responde por aproximadamente 80% da produgao

nacional de manga (SOUZA et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de compostos fendlicos da polpa
de manga cv. Tommy Atkins (verde, “de vez” e madura) em fungédo do estadio de

maturacao, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Foram adquiridos 5 lotes de manga (Mangifera indica cv. Tommy Atkins) no
CEASA de Campinas/ Sao Paulo, procedentes da regidao Nordeste do Brasil. As frutas
foram adquiridas no estadio verde de maturagéo. Todas as frutas foram lavadas com
sabdo neutro e agua potavel. Cada lote foi dividido em trés partes, onde uma parte foi
submetida a preparagao das amostras para andlises nos frutos ainda verdes. As outras
duas partes foram armazenadas em temperatura ambiente até que as frutas atingissem
a maturacao “de vez” e totalmente madura, para entdo serem preparadas e analisadas.
Para as analises foram retirados casca e caroco das frutas e as polpas foram
homogeneizadas para uma maior uniformidade da amostra. Uma porcdo da polpa na
forma in natura foi utilizada para a andlise de fendlicos totais e a outra porgcéao foi
submetida ao processo de liofilizacdo em etanol 95% para posterior andlise qualitativa
dos compostos fendlicos através do método CLAE. Cada amostra foi preparada com

polpas de trés frutas e todas as analises foram realizadas em ftriplicata.

2.2 - Obtencao dos extratos fendlicos para determinacao de fendis totais

A extracdo dos fendlicos totais em polpa de manga foi feita seguindo o método
descrito por Queiroz et al. (2002), o qual utiliza como solucao extratora uma solucao de
acetona-agua na proporgao 7:3 (v/v). Preparou-se uma suspensao contendo 10 g de

polpa de fruta macerada com 300 ml da solucdo, a qual foi mantida por 24 horas no

125



escuro a temperatura de 25°C e agitacao constante de 180 rpm. Em seguida o material
foi filtrado e submetido a evaporacao sob pressao de 40 mm Hg/ 40°C para eliminar a

acetona. Os ensaios foram realizados com as amostras logo apds o0 processo de

evaporacao.

2.3 - Determinacao do teor de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado usando o reagente Folin-Ciocalteau
(Singleton & Rossi, 1965), onde foi preparada a reacdo contendo uma aliquota de
0,5 ml do extrato fendlico (item 2.2.), 2,5 ml de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteau 10%
e 2,0 ml de carbonato de sédio 7,5%. A mistura foi mantida em banho-maria a 50°C
durante 5 minutos e entdo realizada a leitura por espectrofotometria a uma absorbancia
de 760 nm. O branco foi utilizado como referéncia, o qual foi preparado substituindo o

extrato fendlico por agua destilada.

Para a determinacdo dos fendlicos totais o mesmo procedimento foi realizado
utilizando solugbes padrdes de acido gélico, construindo-se uma curva com o0 composto

em um intervalo de concentracao de 1 a 50 ug/ml.
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2.4 - Obtencao dos extratos fenolicos para identificacao dos fendis através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos fendlicos foram obtidos seguindo a metodologia descrita por
Schieber et al. (2003), fazendo-se um macerado com 0,5 g de polpa de manga
liofilizada, 0,2 g de acido ascorbico e 10 ml de metanol 80% em HCI 2N. Misturados em
“vortex” por 1 minuto e colocados em banho Maria a 60°C com agitacao constante por
2 horas. Novamente misturados em “vortex” por 1 minuto e filtrados. As amostras foram

submetidas ao ensaio.

2.5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A identificagcdo dos compostos fendlicos foi feita através de comparacao com os
tempos de retencdo e espectro de absorcdo de padrdes analiticos. Os padroes
mangiferina, propil galato, metil galato, acido galico, acido ferulico, acido isoferulico,
catequina, epicatequina, acido fumarico, acido p-cumarico, acido caféico, acido
benzobico e acido clorogénico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chem. Co. (Madrid,
Spain), apresentando pureza entre 95-99%. Para cada composto foi realizada uma
curva de calibracdo através da qual fez-se por comparacdo a quantificacdo dos

compostos presentes nas amostras.

A separacao dos polifendis foi realizada usando um equipamento cromatégrafo
liquido Shimadzu Co. modelo SPD-M10A, contendo software (Class Vp), uma bomba

de gradiente, um auto-injetor, e um detector de arranjo diodo. A coluna utilizada para as

127



andlises foi uma YMC-Pack ODS-A (C18 com 250 x 4,6 mm, o tamanho da particula

5 um) e uma coluna guarda do mesmo material. A coluna foi operada a 25°C.

A fase movel utilizada seguiu a descrita por Schieber et al. (2000) e consistiu de
2% (v/v) de acido acético em agua (eluente A) e 0,5% de acido acético em agua e
acetonitrila (50:50, v/v; eluente B). O programa de gradiente foi o seguinte: 10-55%
eluente B (50 min), 55-100% eluente B (10 min), 100 a 10% eluente B (5 min). O
volume da injecao para todas as amostras foi de 10 ul. Os cromatogramas foram
obtidos a 280 nm e a taxa de vazao foi de 1 ml/min. O monitoramento do espectro foi

feito num intervalo de 200 a 600 nm.

2.6 - Avaliacao de atividade antioxidante usando o método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada usando o teste DPPH
(1,1-difenil-2-picrilidrazil) de acordo com a metodologia descrita por Chen et al. (1996).
O DPPH é um radical estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para
tornar-se uma molécula diamagnética e desta forma, € reduzido na presenca de um

antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante as amostras de manga preparadas
em metanol na concentragcdo de 200 mg/ml foram submetidas a reacdo com DPPH,
onde foi misturado 4 ml da amostra em 1 ml da solucdo DPPH a 0,05 mM. A reducéo do
radical do DPPH foi medida através do monitoramento continuo do declinio da

absorbancia a 517 nm por 30 minutos, ao abrigo da luz, até valores estaveis de
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absorcao. A absorbancia foi convertida em porcentagem da atividade antioxidante (AA)
usando a seguinte férmula: AA% = 100 — {[(AbSamostra — AbSpranco) X 100] / AbScontrole}
onde AA: atividade antioxidante; AbSamostra: Valor de leitura da amostra; AbSpranco: Valor

de leitura do branco; Abscontrole: Valor de leitura do controle negativo.

Um controle foi feito com 4 ml de metanol e 1 ml de DPPH (controle negativo) e
um branco foi realizado para o extrato (4 ml) e 1 ml de metanol. Os testes foram feitos

em triplicata.

A capacidade antioxidante de cada amostra foi expressa como a quantidade de

amostra necessaria para reduzir a concentragao inicial de DPPH para 50% (ECsyp).

Os valores das foram calculados por regressao linear e os resultados foram

apresentados como média.

2.7 - Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey
utilizando-se o programa STATISTICA, STATSOFT (2000). Foram avaliadas as
diferencas significativas (p<0,05) para os polifendis nos diferentes estadios de

maturagdo da manga.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Analise de fenois totais

Houve diferenca significativa entre os valores médios de compostos fendlicos
na polpa de manga “Tommy Atkins” nos estadios de maturacdo verde, “de vez” e

maduro, conforme demonstrado na Tabela 1.

O teor de fendis totais em polpa de manga cv. Tommy Atkins apresentou
diferenca significativa entre os estadios de maturacdo, com valores meédios de
101,12 mg/100 g, 58,66 mg/100 g e 45,96 mg/100 g em mangas verdes, “de vez’ e
maduras, respectivamente, mostrando que com o processo de amadurecimento da fruta

ocorreu uma diminuigdo gradativa desses fendis (Figura 1).

Tabela 1. Teor de fendis totais em polpa de mangas “Tommy Atkins” nos diferentes
estadios de maturagéao.

FENOIS TOTAIS (mg/100 g)
maturacao da manga

Lotes Verde “de vez” madura
12 117,44 a 40,88 ¢ 36,46 cd
2° 101,02 b 60,97 b 49,34 b
3 80,52 ¢ 45,30 c 31,68d
42 99,78 b 62,68 b 39,32 ¢
5° 106,82 ab 83,44 a 73,02 a
Média ° 101,12 a 58,66 b 45,96 c

DP ° 13,46 16,81 16,45

? Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais, ndo diferem
significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey. ® Valores assinalados com a mesma letra na
Ultima linha entre as médias finais, ndo diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey.
° Estimativa de desvio pad&o.
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Poucos sao os estudos quantitativos do teor de fendis totais em mangas. Os
dados obtidos sao compativeis aos citados por Lakshminarayana (1980) que
declarou que o conteudo de compostos fendlicos em mangas maduras variaram de
31 mg/100 g a 75 mg/100 g. Joshi & Roy (1985) encontraram altos valores de
compostos fendlicos em mangas “Alphonso”, entre 85 mg/100 g a 140 mg/100 ¢
quando verdes, caindo para valores entre 56 mg/100 g a 76 mg/100 g em frutas
maduras. Soong & Barlow (2004) analisaram conteudo fendlico em polpa e carogo de
manga onde obtiveram 117 mg/100 g em caroco e 2,4 mg/100 g em polpa. Soong &
Barlow (2005) encontraram &acido galico e acido elagico em caroco de manga em

grande quantidade.
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Figura 1. Teor de fendis totais em polpa de mangas “Tommy Atkins” em diferentes
estadios de maturacao.
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Comparando o comportamento observado para o teor de fendis totais de
mangas observado neste estudo com o ocorrido em outras frutas, essa mesma reducao
dos fendis totais em funcdo do amadurecimento da fruta foi reportada em uva (Esteban
et al., 2001), acerola (Lima et al., 2005), péra (Amiot et al., 1995) e maca (Burda et al.,
1990). Segundo Lima et al. (2005) durante a maturacao da fruta ocorre degradacao dos
fendis, de um modo geral, mas resultados adversos podem ocorrer provavelmente por
influéncias climaticas. Lizada (1993) conclui que os niveis de fendlicos variam

extensivamente e sao dependentes da cultivar, do estadio fisioldgico, entre outros.

3.2 — Analise de compostos fendlicos por CLAE

Com relacao aos estudos cromatograficos, a Figura 2 mostra o cromatograma
obtido para os padrdes e a Figura 3 apresenta um cromatograma de uma amostra de
manga. Dos treze compostos fendlicos avaliados, sete foram encontrados nas amostras
de polpa de manga analisadas, sendo eles, acido galico, metil galato, catequina,
epicatequina, acido fertlico, &cido isofertlico e propil galato (Tabela 2). Acido benzéico,
acido clorogénico, acido caféico, acido fumarico, acido p-cumarico e mangiferina nao

foram encontrados no material estudado através da metodologia utilizada.
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Figura 2. Cromatograma de padrdes de- polifendis. 1- ac. fumarico; 2- ac. galico;
3- metil galato; 4- catequina; 5- &c. clorogénico; 6- &c. caféico; 7-
epicatequina; 8- mangiferina; 9- ac. p-cumarico; 10- ac. ferulico; 11- ac.
benzobico; 12- ac. isoferulico; 13- propil galato. Condi¢gées cromatograficas
descritas no texto.
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Figura 3. Cromatograma da polpa da manga cv. Tommy Atkins. 2- ac. galico; 3- metil
galato; 4-catequina; 7- epicatequina; 10- ac. ferudlico; 12- ac. isoferulico;
13- propil galato. Condicdes cromatogréaficas descritas no texto.
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Tabela 2. Compostos fendlicos de polpa de manga nos diferentes estadios de maturagéo (mg/g).

PROPIL GALATO ACIDO FERRULICO ACIDO ISOFERRULICO ACIDO GALICO
maturacao das frutas maturacao das frutas maturacao das frutas maturacao das frutas
Lotes verde ‘de vez’ madura verde ‘devez’ madura verde ‘devez’ madura verde ‘de vez’ madura
12 3,01 ab 412 a 5,44 a 0,80 a 1,21 a 1,08 a 2,78 b 3,38 ¢ 3,71 ¢ 3,92 a 3,32 b 10,07 a
22 3,03 b 416a 542a 0,90a 142a 1,72a 292b 4,96a 5,04 a 3,70 b 440a 8,36 b
3? 3,07 b 419a 5,36a 1,31a 1,36a 1,89a 3,49a 3,64c 435b 3,49 ¢ 3,04 b 7,77 ¢
4° 3,20 a 421 a 5,46 a 0,72 a 1,12 a 2,60 a 2,61b 412b 422 b 4,07 a 3,99 a 8,51b
Média ° 3,10 ¢ 417b 5,42a 0,93b 191a 1,82a 295¢ 4,03b 433 a 3,80 b 3,69Db 9,68 a
DP° 0,08 0,04 0,04 0,26 0,14 0,63 0,38 0,69 0,55 0,25 0,62 0,98

?Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais ndo diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de
Tukey; ® Valores assinalados com a mesma letra na Gltima linha entre as médias finais, para o0 mesmo parametro, nao diferem significativamente
(p<0,05), segundo o teste de Tukey; ° Estimativa de desvio padrao

Tabela 2 (Continuacao). Compostos fendlicos de polpa de manga nos diferentes estadios de maturagao (mg/g).

METIL GALATO CATEQUINA EPICATEQUINA
maturacao das frutas maturacao das frutas maturacao das frutas
Lotes verde ‘de vez’ madura verde ‘de vez’ madura verde ‘de vez’ madura
1° 10,07 a 7,77 ¢ 15,23 ¢ 9,5¢ 13,32 b 14,29 ¢ 27,82 a 27,69b 26,39 ¢
22 8,37 b 9,90 b 17,36 b 9,33b 16,37 a 16,91 b 25,32 b 31,01 a 32,89 a
32 7,77 ¢ 11,37 a 1411d 10,20 a 15,69 a 18,67 a 27,51 a 29,79 a 28,77 b
4° 8,51b 12,12 a 19,24 a 8,59 ¢ 13,87 b 9,37d 24,77 b 25,38 ¢ 20,99d
Média ° 8,68 ¢ 10,29 b 16,49 a 9,16 b 14,81 a 14,81 a 26,26 ¢ 28,47 a 27,26 b
DP°® 0,98 1,92 2,28 0,66 1,45 4,05 0,81 0,47 0,55

#Valores assinalados com a mesma letra na mesma coluna entre as médias parciais ndo diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de
Tukey; ° Valores assinalados com a mesma letra na Gltima linha entre as médias finais, para 0 mesmo parametro, nao diferem significativamente
(p<0,05), segundo o teste de Tukey; ° Estimativa de desvio padrao
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Os compostos fendlicos responderam de maneira diferente a influéncia da
maturagdo (Figura 4). A concentracdo de epicatequina apresentou aumento inicial
seguido de reducao significativa até o final do periodo de avaliacao. Os teores de propil
galato, metil galato e acido galico aumentaram gradualmente durante todo o periodo de
avaliagdo com valores de 3,10 a 5,42, 10,29 a 16,29 e 3,80 a 9,68 mg/g de polpa
liofilizada, respectivamente. As concentragbes de catequina e acido ferdlico
apresentaram aumento inicial do estadio verde para “de vez”, mantendo estéveis até o

estadio maduro. O teor de acido isoferulico aumentou durante a maturagéo.

Saeed (1976) detectou compostos fendlicos mangiferina e acido galico em
polpa de manga “Alphonso”, “Kitchener” e “Abu Samaka” e nao detectou &acido
clorogénico e &cido cafeico, que sao precursores de substancias responsaveis pelo
escurecimento enzimatico de frutos. Lakshminarayana (1980) relatou que em mangas
ocorre a predominancia de compostos fendlicos hidrolizaveis, do tipo galotaninos, acido
m-digalico e mangiferina. Estes fendlicos ndo causam escurecimento quando ocorre

perda da compartimentalizagéo.
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Figura 4. Teor de polifenéis em manga "Tommy Atkins”.

3.3 — Analise de atividade antioxidante por DPPH

Os resultados obtidos dos testes frente ao método do radical livre DPPH estédo
apresentados na Tabela 3 e permitem fazer uma comparacao do potencial antioxidante

entre as amostras de polpa de diferentes estadios de maturagéo.

Tabela 3. Valores de AA%maxima € ECso dos extratos de polpa de manga

AA (%) EC50 (ug/ml)
maturacéo das frutas maturacgéao das frutas
verde “de vez” madura verde “de vez” madura

Média 42,41 +0,3 29,99+1,0 25,95 +0,1 235,79 +1,7 333,44 +11,1 385,36 +£0,2

Os valores obtidos da regressao linear possuem nivel de confianca de 95%. ECsy € definida como a
quantidade de amostra suficiente para reduzir a concentracao inicial de DPPH para 50%.
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A figura 5 ilustra que os resultados de atividade antioxidante obtidos através do
método de DPPH para a polpa de manga revelaram que polpas de mangas verdes
possuem maior capacidade antioxidante (42,41%) do que “de vez” (29,99%) e madura

(25,95%), ocorrendo uma reducao da capacidade antioxidante da fruta com a evolucéao

da maturacao.
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Figura 5. Atividade antioxidante em polpa de manga “Tommy Atkins”.

Correlacionando o teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante na polpa
de manga observa-se interacdo entre os dois atributos, pois a atividade antioxidante foi
mais expressiva em polpa verde coincidindo com o estadio de maturagdo em que o teor

de fendlicos foi maior. Nos estadios “de vez” e maduro ocorre reducao de ambos
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atributos, reforcando a afirmagdo de Schieber et al. (2000) que atribuem que a
capacidade antioxidante da fruta esta relacionada com o teor de fendlicos nela

presente.

4 - CONCLUSOES

O teor de fendlicos totais variou na polpa de manga “Tommy Atkins”
dependendo do estadio de maturacao, apresentando maior teor em polpas de frutas

verdes que em frutas maduras.

A maturacao apresentou influéncia na composicao dos fendlicos em polpa da
manga, causando modificagdes na concentracdo desses compostos, mas nao na

composi¢ao qualitativa dos mesmos.

Através da metodologia usada, foram determinados em polpa de manga os
compostos, propil galato, metil galato, acido ferdlico, acido isoferulico, catequina,

epicatequina e acido galico.

O epicatequina destacou-se dentre os compostos encontrados por estar em

maior concentracao na polpa, nos trés estadios de maturagao.

O teste de atividade antioxidante mostrou que polpa de manga verde tem maior
capacidade antioxidante do que polpa de manga madura, mostrando correlacao positiva

com o teor de fenélicos totais.
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CAPITULO 6

Quantificacao da mangiferina em manga (Mangifera indica L. cv. Tommy Atkins)

por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Andréia C. S. AZEVEDO, Marcelo A. PRADO, Glaucia M. PASTORE

RESUMO

Mangiferina € uma xantona com propriedades farmacoldgicas comprovadas. Recentes
estudos tém mostrado que a mangiferina tem um potencial como agente antioxidante,
antiviral e antitumoral. Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para
determinar o conteudo de mangiferina em mangas “Tommy Atkins” produzidas no
Brasil. O estudo foi realizado em mangas verdes, “de vez” e maduras, analisando cada
parte da fruta (casca, polpa e carogo). A separacgao foi conduzida utilizando coluna C18
e a fase movel utilizada foi agua e acetonitrila (5:1; v/v) contendo 0,2% de acido acético
glacial. A mangiferina foi detectada apenas na casca, estando presente nos trés
diferentes estadios de maturacao estudados. O processo de amadurecimento da manga
mostrou influenciar no conteido de mangiferina. Durante a maturacao o contetdo de
mangiferina foi reduzido de 138,24 mg/g para 72,80 mg/g em cascas de mangas verdes

e maduras, respectivamente.

Palavras-chave: mangiferina, manga, CLAE, maturacao
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SUMMARY

Mangiferin is a xanthone with proven pharmacological properties. Recent studies have
shown that mangiferin has a potential as an antioxidant, antiviral and antitumoral agent.
High Performance Liquid Chromatography was used to determine the mangiferin
content in mangos "Tommy Atkins" produced in Brazil. The study was accomplished in
green, half ripe and ripe mangos, analyzing each part of the fruit (peel, pulp and pit). The
separation was performed using a C18 reversed phase column and the mobile phase
was water and acetonitrile (5:1; v/v) containing 0.2% of glacial acetic acid. The
mangiferin was detected in the peel, being present in the three different maturation
stadiums studied. Ripening process showed to influence in the mangiferin content.
During the matutation process, mangiferin content was reduced from 138.24 mg/g to

72.80 mg/g in peels of green and ripe mangos, respectively.

Keywords: mangiferin, mango, HPLC, maturation

1 - INTRODUCAO

O flavonéide  mangiferina  1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-B-D-glicosideo
(C19H18011), € uma xantona derivada da C-glicosilxantona (Bhatia et al., 1967; Aritomi &
Kawasaki, 1969; Nong et al., 2005). A mangiferina é um polifenol natural e esta
distribuida em plantas superiores sendo encontrada nas familias Anacardiaceae e
Gentianaceae, especialmente em folhas e casca (Yoshimi et al., 2001) e também em
algumas samambaias (Benett & Lee, 1989). Em estudos, a mangiferina ja foi detectada
em diferentes partes da planta como raiz (Dai et al., 2004), folha (El-Sissi et al., 1965;
Yoshimi et al., 2001) e fruta (Schieber et al., 2000). Sua estrutura molecular foi

elucidada por Nott & Roberts (1967) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura da mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-p-D-glicosideo)
(Nott & Roberts, 1967).

Alguns paises utilizam produtos preparados contendo extrato de mangiferina
visando tratamentos ou prevencao de doencas. Nas Filipinas, folhas de manga sao
preparadas em forma de cha ou suco e sdo usadas em controle de disenteria
(Quisumbing, 1978). Em Cuba, utiliza-se o Vimang®, um extrato comercial a base de
mangiferina produzido em escala industrial para ser usado como suplemento
nutricional, cosmético e na fitomedicina (Nunez-Sellés et al., 2002; Beltran et al., 2004).
Na China os produtos Sann-joong-kuey-jian-tang (Lin et al., 1996), Zi-Shen-Pill (Dai et
al., 2004), Shiau-feng-saan (Jong et al., 2005) e Dang-guei-nian-tong-tang (Jong et al.,
2005) possuem extrato de mangiferina em sua composi¢ao e sao utilizados na medicina
chinesa tradicional. Na india, extrato de mangiferina é usado na medicina tradicional
para combate a melancolia e debilidades nervosas (Brattacharya et al., 1972). Ha
relatos de outros potenciais da mangiferina como antiinflamério (Delgado & Garrido,
2001; Béltran et al., 2004; Leiro et al., 2004; Garrido et al., 2005), antitumoral (Yoshimi
et al, 2001), imunoprotetor (Leiro et al., 2004; Muruganandan et al., 2005ab),
antioxidante (Sanchez et al, 2000; Sato et al, 1992, Garrido et al, 2004;
Mishra et al., 2005, Andreu et al, 2005 ab), antidiabético (Garcia et al, 2004),
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antiviral (Guha et al., 1996; Leiro et al., 2003); controlador de sifilis (Garcia et al., 2004),

entre outros.

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca do composto fendlico
mangiferina em casca, polpa e carogo de manga “Tommy Atkins” e verificar a influéncia

da maturacéo no teor desse composto.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Foram adquiridos 5 lotes de manga (Mangifera indica L., cv. Tommy Atkins) no
CEASA de Campinas/ Sao Paulo, procedentes da regiao Nordeste do Brasil. As frutas

foram adquiridas no estadio verde de maturacgao.

Todas as frutas foram lavadas com sabao neutro e agua potavel. Cada lote foi
dividido em trés partes, onde uma parte foi submetida a preparagdo das amostras para
andlises nas frutas ainda verdes. As outras duas partes foram armazenadas em
temperatura ambiente até que as frutas atingissem a maturacao “de vez” e totalmente

madura, para entao serem preparadas e analisadas.

Para as analises foram separados cascas, polpas e carocos. Cada amostra foi
preparada com trés frutas e todas as amostras foram injetadas em ftriplicata no

cromatografo.
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2.2 - Obtencao dos extratos para determinacao de mangiferina através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos de mangiferina foram obtidos partindo da metodologia descrita por
Nysschen et al. (1996) com modificagdes. Dez gramas de amostra (polpa, casca ou
carogo) com 50 ml de metanol foram homogeneizados utilizando ultra-turrax com
velocidade rotacional de 2400 rev./min durante 2 minutos. O extrato foi mantido em
temperatura ambiente por 4 horas. E entdo filirado para posterior injecdo no

cromatografo.

2.3 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A identificacdo da mangiferina foi feita através da comparacdo do tempo de
retencdo e do espectro de absorcdo do padrdo comercial adquirido da Sigma-Aldrich
Chem. Co. (Madrid, Spain), apresentando pureza 99% com o pico da amostra. A
mangiferina foi preparada em metanol na concentragdo de 1 mg/3 ml e o volume da

injecao foi 20 pl.

Para analise foi utilizado cromatégrafo liquido marca HP série 1050, com
sistema de bombeamento isocratico; valvula injetora tipo “Rheodyne”, com alca de
amostragem de 20 uL e detector de arranjo de diodos (DAD) HP série 1050, acoplado a
um “software HP Chemstation”, que apresenta o recurso de visualizacdo de até cinco
comprimentos de ondas diferentes em uma mesma corrida. Os comprimentos de onda

utilizados na detecgéo foram 260, 280 e 320 nm.
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Para a separacao cromatografica utilizou-se uma coluna Spherisorb ODS-2 de
150 mm x 4,6 mm d. i., Cig de 5 um, protegida por uma coluna de guarda Micropore

30mm x 4,6 mm d.i. Cyg, de 10 um.

A fase mobvel utilizada seguiu a descrita por Schieber et al. (2000) com
modificacbes e consistiu de 0,5% (v/v) de acido acético em agua e acetonitrila (5:1, v/v),
utilizando sistema de bombeamento isocratico, com taxa de vazdo de 1 ml/minuto. O
volume da injecao para todas as amostras foi de 10ul. Os cromatogramas foram obtidos

a260, 280 e 320 nm.

2.4 - Avaliacao de atividade antioxidante usando o método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada usando o teste DPPH
(1,1-difenil-2-picrilidrazil) de acordo com a metodologia descrita por Chen et al. (1996).
O DPPH é um radical estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para
tornar-se uma molécula diamagnética e desta forma, é reduzido na presenga de um

antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante as amostras de manga preparadas
em metanol na concentracdo de 200 mg/ml foram submetidas a reacdo com DPPH,
onde foi misturado 4 ml da amostra em 1 ml da solucdo DPPH a 0,05 mM. A redugéo do
radical do DPPH foi medida através do monitoramento continuo do declinio da
absorbancia a 517 nm por 30 minutos, ao abrigo da luz, até valores estaveis de

absorcdo. A absorbancia foi convertida em porcentagem da atividade antioxidante (AA)
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UsandO a SegUInte fél’mU|a AAO/O = 100 - {[(AbSamostra - Absbranco) X 100] / AbSContr0|e},
onde AA: atividade antioxidante; AbSamostra: Valor de leitura da amostra; AbSpranco: Valor

de leitura do branco; Abscontrole: Valor de leitura do controle negativo.

Um controle foi feito com 4 mL de metanol e 1 mL de DPPH (controle negativo)
e um branco foi realizado para o extrato (4 mL) e 1 mL de metanol. Os testes foram
feitos em triplicata. A capacidade antioxidante de cada amostra foi expressa como a
quantidade de amostra necessaria para reduzir a concentracao inicial de DPPH para

50% (ECso).

Os valores das foram calculados por regressao linear e os resultados foram

apresentados como média.

2.5 - Analise estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey
utilizando-se o programa STATISTICA, STATSOFT (2000). Foram avaliadas as
diferencas significativas (p<0,05) para o teor de mangiferina analisado nos diferentes

estadios de maturagdo da manga.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Analise de mangiferina por CLAE

Inicialmente foi feito o monitoramento do padrdao mangiferina nas mesmas
condi¢des cromatograficas utilizadas para as amostras de manga, verificando tempo de
retencdo e espectro de absorcdo, monitorando em trés comprimentos de onda (260,
280 e 320 nm). O tempo de retengao do padrao mangiferina nas condicdes descritas foi
de 6,3 minutos (Figura 2). Os cromatogramas das amostras de manga verde, da casca
(Figura 3), polpa (Figura 4) e caroco (Figura 5) representam os perfis cromatograficos
encontrados em todos os diferentes estadios de maturacao da manga “Tommy Atkins”

analisados.

200 4 padréo mangiferina

150

100

50 4

Ik

Figura 2. Cromatograma do padrao mangiferina. Condigbes cromatograficas descritas
no texto.
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Figura 3. Cromatograma da amostra de casca da manga verde. Condigbes

80 o

704

60 o

50 4

30 4

20 4

cromatograficas descritas no texto.

verde / polpa

— 320 nm

260 nm
}

Figura 4. Cromatograma da amostra de polpa da manga verde. Condicdes

cromatograficas descritas no texto.
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Figura 5. Cromatograma da amostra de carogco da manga verde. Condigdes

cromatograficas descritas no texto.

Dentre as partes analisadas, somente na casca foi detectada a presenca da
mangiferina, com concentragdes variando conforme o estadio de maturacao, conforme
descrito na Tabela 1. O teor de mangiferina apresentou reducao gradativa durante
a maturacdo da manga, com valores médios de 138,24 mg/g em frutas verdes,
92,83 mg/g e 72,80 mg/g em frutas “de vez” e maduras, respectivamente (Figura 6).
Através do teste de Tukey, pode-se notar que ocorreu diferenga significativa (p<0,05)
entre as médias das analises nos diferentes estadios de maturacdo, mostrando que a
maturagao influenciou no teor de mangiferina em casca de manga e ainda que essa
influéncia ocorreu de maneira negativa, pois a medida que a maturacado progrediu

houve diminuicdo desse teor, em todos os lotes analisados.
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Tabela 1. Teor de mangiferina em casca, polpa e carogo de manga “Tommy Atkins” nos

estadios de maturacao verde, “de vez” e maduro.

MANGIFERINA (mg/g)
maturacao das frutas

partes da fruta verde “de vez” madura
casca? 138,24 £ 9,01a 92,83 +2,64b 72,80+ 3,83 ¢
polpa nd nd nd
caroco nd nd nd

?médias e estimativa de desvio padréo das analises de cinco diferentes lotes. Valores assinalados com a
mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente (p<0,05), segundo o teste de Tukey;
nd significa composto nao detectado.

teor de mangiferina (mg/g)

verde "de vez" madura

maturacao

Figura 6. Teor de mangiferina em casca de manga “Tommy Atkins” nos diferentes

estadios de maturacgao.

Na literatura sdo encontrados poucos estudos relacionando o teor de

mangiferina em frutas. Schieber et al. (2000) estudando polifendis em extrato bruto de
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puré de manga, detectaram e quantificaram a mangiferina através de CLAE

mencionando que o teor do composto em puré de manga foi de 4,4 mg/Kg.

Saeed (1976) detectou compostos fendlicos mangiferina em polpa de manga
“Alphonso”, “Kitchener” e “Abu Samaka”. Lakshminarayana (1980) relatou que em
mangas ocorre a predominancia de compostos fendlicos hidrolizaveis, dentre eles a

mangiferina.

Schieber et al. (2003) identificaram a mangiferina em casca de manga “Tommy
Atkins”, mostrando ser o composto fendlico predominante no material estudado,
permitindo os autores concluir que extratos de casca de manga representam uma

valiosa fonte desse composto.

Berardini et al. (2005a) demonstraram que casca de manga sao potenciais
fontes de flavondis e xantona C-glicosideo ao estudar 14 cultivares da fruta. Dentre as
cultivares de mangas analisadas, a “Tommy Atkins” foi a mais promissora fonte uma
vez que apresentou o maior conteudo de polifendis e também uma elevada qualidade
de pectina. Em sequéncia, Berardini et al. (2005b) estudaram a composicao fendlica em
casca de mangas “Tommy Atkins” e detectaram um total de 1.418,8 mg/Kg de
compostos fendlicos, sendo que a maior parte (1.190,9 mg/Kg) correspondeu ao teor de
mangiferina. Comparando os dados de teor de mangiferina obtidos por Berardini et al.
(2005b) e os obtidos neste trabalho, o dltimo apresentou 10 vezes mais teor de
mangiferina, considerando frutos verdes. De acordo com Berardini et al. (2005b) a
variacao pode ser atribuida a fatores como condi¢cdes de solo, clima, estadio de

maturacao, aspecto fitossanitario e condicdes de armazenamento.
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3.2 — Analise de atividade antioxidante por DPPH

O DPPH é um radical estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio
para tornar-se uma molécula diamagnética e desta forma, é reduzido na presenca de
um antioxidante. A atividade antioxidante de carog¢o, polpa e casca de manga
determinada usando o teste DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), apresentada na tabela 2,
mostra variacdo da capacidade antioxidante nas diferentes partes da fruta num mesmo
estadio de maturacdo. Dentre as partes analisadas, a casca apresentou valores mais

expressivos do que a polpa e o caro¢o da manga.

Tabela 2. Valores de AA Y%maxima € ECso dos extratos de polpa de manga.

AA (%) EC50 (ug/ml)
maturacao das frutas maturacao das frutas
extratos verde “de vez” madura verde “de vez” madura

Casca® 7495+56 62,12+25 60,69+4,5 133,4+10,0 161,0%+6,5 164,8 + 12,3
Polpa® 42,41 £3,8 29,99+1,1 2595+1,3 2358+21,3 3334+122 3854+19,3
Caroco® 43,21+0,8 43,00+1,5 42,12+0,9 231,3+4,3 232,6+10,6 237,42+5,1
Mangiferina
padrao 93,42 + 0,05 - - 107 £ 0,07 - -

?médias e estimativa de desvio padrdo das andlises de cinco diferentes lotes.

Os valores obtidos da regressao linear possuem nivel de confianca de 95%. ECsy € definida como a
concentracdo da amostra suficiente necessaria para reduzir a concentracao inicial de DPPH para 50%.

Pode-se notar que a capacidade antioxidante na manga € bem mais expressiva
na casca do que nas demais partes da fruta e ainda a correlacdo dessa capacidade
com o estadio de maturacao da fruta mostrando que mangas verdes apresentam maior
atividade antioxidante do que mangas maduras (Figura 7). Talvez a alta atividade
antioxidante em casca de manga esteja relacionada com a mangiferina presente nessa
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parte da fruta, uma vez que o padrao mostrou alta capacidade antioxidante (93,42%) e

a casca de manga mostrou ser uma potencial fonte desse composto fendlico. Pode-se

observar durante o processo de amadurecimento da fruta uma diminui¢cdo da atividade

antioxidante na casca, concomitante a redu¢ao da concentracao de mangiferina.

ativ. antioxidante (%)

20

10 -

—e—casca
—=— polpa

29,99
25,95
verde de vez maduro
maturacao

Figura 7. Atividade antioxidante em manga “Tommy Atkins”.

Existem relatos destacando casca e caroco de manga como subprodutos do

processamento de grande relevancia, constituindo aproximadamente 15% da fruta.

Cascas de manga “Totapuri” (Beerh et al,, 1977) e “Alphonso” (Srirangarajan et al.,
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1977) sao fontes de alta qualidade de pectina as quais sdo de qualidade para
exploragdo comercial devido ao peso molecular e alto grau de esterificacao.
Considerando a grande quantidade disponivel, o residuo de casca de manga pode ser
uma promissora fonte de pectina (Beerh et al., 1977; Srirangarajan et al., 1977) bem
como de mangiferina (Schieber et al., 2003). Os resultados apresentados neste trabalho
também demonstram o potencial presente na manga, suportando que esta pode ser

utilizada como antioxidante natural ou como ingrediente bioativo em alimentos.

4 - CONCLUSOES

A mangiferina estéd presente em casca de manga “Tommy Atkins” nos estadios
verde, “de vez” e maduro, ndo tendo sido encontrada em polpa e caroco em nenhum

periodo da analise.

A maturacdo da manga influencia de forma negativa no teor de mangiferina em
cascas de manga, pois cascas de mangas verdes apresentam maior teor de

mangiferina do que cascas de mangas maduras.

As cascas de manga “Tommy Atkins” sdo potenciais fontes de mangiferina, em

especial, cascas provenientes de frutas verdes.

Dados de atividade antioxidante revelaram que as cascas da manga
apresentaram maior capacidade antioxidante do que polpa e caroco, com valores de

138,24; 92,83 e 72,80 mg/g, respectivamente.
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Em mangas verdes, onde ha maior teor de mangiferina, a atividade antioxidante

(74,95%) foi mais expressiva.

5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDREU, G. L. P.; DELGADO, R.; VELHO, J. A.; CURTI, C.; VERCESI, A. E.
Mangiferin, a natural occurring glucosyl xanthone, increases susceptibility of rat liver
mitochondria to calcium-induced permeability transition. Archives of Biochemistry and
Biophysics, v. 439, p.184-193, 2005a.

ANDREU, G. L. P.; DELGADO, R.; VELHO, J. A.; INADA, N. M.; CURTI, C.; VERCESI,
A. E. Mangifera indica L. extract (Vimang) inhibits Fe?*-citrate-induced lipoperoxidation
in isolated rat liver mitochondria. Pharmacological Research, v. 51, p. 427-435, 2005b.

ARITOMI, M.; KAWASAKI, T. A new xanthone C-glusoside, position isomer of
mangiferin, from anemarrhena asphodeloides bunge. Tetrahedron Letters, v. 12, p.
941-944, 1969.

BEERH, O. P.; RAGHURAMAIAH B.; KRISHNAMURTHY, G. V. Utilization of mango
waste: peel as a source of pectin. Journal of Food Science and Technology, v. 13,
n. 1, p. 96-97, 1977.

BELTRAN, A. E.; ALVAREZ, Y.; XAVIER, F. E.; HERMANZ, R.; RODRIGUEZ, J;
NUNEZ, A. J.; ALONSO, M. J.; SALAICES, M. Vascular effects of the Mangifera indica
L. extract (Vimang). European Journal of Pharmacology, v. 499, p. 297-305, 2004.

BENETT, G. J.; LEE, H. H. Xanthones from Guttiferae. Phytochemistry, v. 28, p. 967-
969, 1989.

BERARDINI, N.; FEZER, R.; CONRAD, J.; BEIFUSS, U.; CARLE, R.; SCHIEBER, A.

Screening of mango (Mangifera indica L.) cultivars for their contents of flavonol O- and

160



xanthone C-glycosides, anthocyanins and pectin. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 53, p. 1563-1570, 2005a.

BERARDINI, N.; KNODLER, M.; SCHIEBER, A.; CARLE, R. Utilization of mango peels
as a source of pectin and polyphenolics. Inovative Food Science and Emerging
Technologies, in press, 2005b.

BHATIA, V. K.; RAMANATHAN, J. D.; SESHADRI, T. R. Constitution of mangiferin.
Tetrahedron, v. 23, p. 1363-1368, 1967.

BHATTACHARYA, S. K.; SANYAL, A. K.; GLOSAL, S. Monoamine oxidase inhibiting
activity of mangiferina isolates from Canscora decussate. Naturwissenschaften, v. 59,
p. 651-655, 1972.

CHEN, J. H.; SHAO, Y.; HUANG, M. T.; CHIN, C. K.; HO, C. T. Inhibitory effect of
caffeic acid phenethyl ester on human leukemia HL-60 cells. Cancer Letters, v. 108, n.
2, p. 211-214, 1996.

DAI, R.; LI, K;; LI, Q.; Bl, K. Determination of mangiferin, jateorrhizine, palmatine,
berberine, cinnamic acid, and cinnamaldehyde in the tradicional Chinese medicinal
preparation Zi-Shen-Pill by high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatographic Science, v. 42, p. 207-210, 2004.

DELGADO R.; GARRIDO, G. Mangifera indica L. extract (Vimang) as a natural
antioxidant wirh antinoceptive and antiinflamatory properties. Minerva Medicinales,
v. 92, p. 98-102, 2001.

EL-SISSI, H. |.; SALEH, N. A. M. Phenolic components of Mangifera indica (Part ).
Planta Medica, v. 13, p. 346-352, 1965.

GARCIA, D.; DELGADO R., UBEIRA, F. M.; LEIRO, J. Modulation of rat macrophage
function by the Mangifera indica L. extracts Vimang and mangiferin. International
Immunopharmacology, v. 2, p. 797-806, 2002.

161



GARCIA, M. G.; LAIME, S. G.; LEON, A. A.; MONTALVO, A. R.; GARRIDO, G. G.;
NUNES-SELLES, A. J. Uso etnomédico de la corteza de Mangifera indica L. en Cuba.
Revista Cubana de Plantas Medicinales, v. 9, n. 1p. 1-5, 2004.

GARRIDO, G.; GONZALEZ, D.; LEMUS, Y.; GARCIA, D.; LODEIRO, L.; QUINTERO,
G.; DELPORTE, C.; NUNEZ-SELLES; DELGADO, R. In vivo and in vitro anti-
inflammatory activity of Mangifera indica L. extract (VIMANG®). Pharmacological
Research, v. 50, p. 143-149, 2004.

GARRIDO, G.; GONZALEZ, D.; LEMUS, Y.; DELPORTE, C.; DELGADO, R. Protective
effects of a standard extract of Mangifera indica L. (VIMANG®) against mouse ear
edemas and its inhibition of eicosanoid production in J774 murine macrophages.
Phytomedicine, in press, 2005.

GUHA, S.; GLOSAL, S.; CHATTOPADHYAY, U. Antitumor, immunomodulatory and anti
HIV effect of mangiferin, a naturally occurring glucosylxanthone. Chemoterapy, v. 42,
p. 443-451, 1996.

JONG, T. T.; LEE, M. R.; CHIANG, Y. C.; CHIANG, S. T. Using LC/MS/MS to determine
matrine, oxymatrine, ferulic acid, mangiferina, and glycyrrhizin in the Chinese medicinal
preparations  Shiau-feng-saan and  Dang-guei-nian-tong-tang.  Journal  of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, in press, 2005.

LAKSHIMINARAYANA, S. Mango. In: NAGY, S.; SWAW, P.E. Tropical and
Subtropical Fruits. Westport: AVI Publishing, INC. p. 157-184, 1980.

LEIRO, J.; ALVAREZ, E.; ARRANZ, J. A.; SISO, I. G.; ORALLO, F. In vitro effects of
mangiferin on superoxide concentrations and expression of the inducible nitric synthase,
tumor necrosis factor-alpha and transforming growth factor-beta genes. Biochemical
Pharmacology, v. 65, p. 1361-1371, 20083.

LEIRO, J.; GARCIA, D.; ARRANZ, J. A.; DELGADO, R.; SANMARTIN, M. L.; ORALLO,
F. An Anacardiaceae preparation reduces the expression of inflammation-related genes

in murine macrophages. International Inmunopharmacology, v. 4, p. 991-1003, 2004.

162



LIN, S. J.; TSENG, H. H.; WEN, K. C.; SUEN, T. T. Determination of gentiopicroside,
mangiferin, palmatine, berberine, baicalin, wogonin and glycyrrhizin in the traditional
Chinese medicinal preparation Sann-Joong-Kuey-Jian-Tang by high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 730, n. 1, p. 17-23, 1996.

MISHRA, B.; INDIRA-PRIYADARSINI, K.; SUDHEERKUMAR, M.; UNNIKRISHHNAN,
M. K.; MOHAN, H. Pulse radiolysis studies of mangiferin: A C-glycosyl xanthone isolated
from Mangifera indica. Radiation Physics and Chemistry, in press, 2005.

MURUGANANDAN, S.; LAL, J.; GUPTA, P. K. Immunotherapeutic effects of mangiferin
mediated by the inhibition of oxidative stress to actived lymphocytes, neutrophils and

macrophages. Toxicology, v. 215, p. 57-68, 2005a.

MURUGANANDAN, S.; SRINIVASAN, K.; GUPTA, P. K. Effect of mangiferin on
hyperglycemia and atherogenicity in streptozotocin diabetic rats. Journal of
Ethnopharmacology, v. 97, p. 497-501, 2005b.

NONG, C.; HE, W.; FLEMING, D.; PAN. L.; HUANG, H. capillary electrophoresis
analysis of mangiferina extracted from Mangifera indica L. bark and Mangifera
persiciformis leaves. Journal of Chromatography B, v. 826, p. 226-231, 2005.

NOTT, P. E.; ROBERTS, J. C. The structure of mangiferin. Phytochemistry, v. 6,
p. 741-747, 1967.

NUNEZ-SELLES A. J.; VELEZ-CASTRO, H. T.; AGUERO-AGUERO, J. GONZALEZ-
GONZALEZ, J.; NADDEO, F.; de SIMONE, F.; RASTELLI, L. Isolation and quantitative
analysis of phenolic antioxidants, free sugars, and polyols from mango (Mangifera indica
L.) stem bark aqueous decoction used in Cuba as nutritional supplement. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 50, p. 762-766, 2002.

NYSSCHEN, A. M.; WIK, B. E. V.; HEERDEN, F. R. V.; SCHUTTE, A. L. The major
phenolic compounds in the leaves of Cyclopia species (Honeybush Tea). Biochemical
Systematics and Ecology, v. 24, n. 3, p. 243-246, 1996.

163



QUISUMBING, E. Medicinal plants of the Philippines. Manilla, Katha Publishing Co &
JMC Press, p. 538-541, 1978.

SAEED, A. R.; KARAMALLA, K. A.; KHATTAB, A. H. Polyphenolic compounds in pulp of
Mangifera indica L. Journal of Food Science, v. 41, n. 4, p. 959-960, 1976.

SANCHEZ, G. M.; RE, L.; GIULIANI, A.; NUNEZ-SELLES, A. J.; DAVISON, G. P.;
LEON-FERNANDEZ, O. S. Protective effects of mangiferin and selected antioxidants
against tpa induced biomolecules oxidation and peritoneal macrophage activation in
mice. Pharmacological Research, v. 42, p. 565-573, 2000.

SATO, T. A. K.; TAMURA, Y.; FUIJI, T. Mechanism of antioxidant action of pueraria
glycoside (PG)-1 (an isoflavonoid) and mangiferin (a xanthonoid). Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, v. 40, p. 721-724, 1992.

SCHIEBER, A.; ULLRICH, W.; CARLE, R. Characterization of polyphenols in mango
puree concentrate by HPLC with diode array and mass spectrometric detection.
Innovative Food Science & Emerging Technologies, v. 1, p. 161-166, 2000.

SCHIEBER, A.; BERARDINI, N.; CARLE, R. Identification of flavonol and xanthone
glycosides from mango (Mangifera indica L. cv. Tommy Atkins) peels by high-
performance liquid chromatography-eletrospray ionization mass spectrometry. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, p. 5006-5011, 2003.

SRIRANGARAJAN, A. N.; SHRIKHANDE, A. J. Characterization of mango peel pectin.
Journal of Food science, v. 42, p. 279-280, 1977.

STATSOFT, INC. STATISTICA for Windows [Computer program manual]. Tulsa, OK:
StatSoft, Inc, 2300 East 14" Street, Tulsa, OK 74104, Web: http//www.statsoft.com.
2000.

YOSHIMI, N.; MATSUNAGA, K.; KATAYAMA, M.; YAMADA, Y.; KUNO, T. QIAO, Z;
HARA, A.; YAMAHARA, J.; MORI, H. The inhibitory effects of mangiferin, a naturally
occurring glucosylxanthone, in bowel carcinogenesis of male F344. Cancer Letters,

v. 166, n. 2, p. 163-170, 2001.
164



6. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao CNPq pelo auxilio financeiro.

165



166



CONCLUSOES GERAIS

1 — A maturagdo causou modificacbes na composicdo quimica da manga “Tommy
Atkins” influenciando os atributos quimicos de forma positiva ou negativa, de maneira a
aumentar ou diminuir o teor destes atributos, respectivamente. Com a maturacéo
ocorreu aumento gradativo do pH, sélidos sollveis totais, gorduras, acucares totais e
acucares redutores, enquanto ocorreu reducao gradativa de acidez, fibras, cinzas e

agua.

2 — O cultivar Tommy Atkins destacou-se das cultivares Haden e Palmer por apresentar
maiores atividades das enzimas polifenol oxidase e peroxidase em polpa da fruta
madura. Comparando as atividades das duas enzima, a peroxidase apresentou

atividade consideravelmente mais elevada que a polifenol oxidase.

3 - As enzimas polifenol oxidase e peroxidase apresentaram comportamentos
diferentes durante o processo de amadurecimento de mangas “Tommy Atkins”,
ocorrendo reducdo da atividade da polifenol oxidase e aumento da atividade da

peroxidase conforme o avanco do estadio de maturacao.

4 — O teor de fendlicos totais variou na polpa de manga “Tommy Atkins” nos diferentes
estadios de maturacdo, apresentando maior teor em frutas verdes que em frutas

maduras.
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5 — Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia foram determinados os
compostos fendlicos propil galato, metil galato, acido ferulico, acido isoferulico,

catequina, epigatequina e acido galico.

6 — Dentre as partes da manga analisadas (casca, polpa e caroco), a mangiferina foi
encontrada apenas na casca e nos trés diferentes estadios de maturacao (verde, de vez
e maduro). A maturagdo apresentou influéncia negativa na concentracao da mangiferina
na casca da manga, causando redugcdo gradativa da concentracdo desse fendlico

durante o processo de amadurecimento.

7 — Dados de atividade antioxidante revelaram que a capacidade antioxidante esta
relacionada com o teor de fendlicos. Dentre as partes analisadas nos diferentes
estadios de maturacdo, a casca da manga verde apresentou maior capacidade
antioxidante do que a polpa e o caro¢o, podendo estar relacionado ao alto teor de

mangiferina encontrado nessa parte da fruta.
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