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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes ativos de pectina e compostos fendlicos
utilizando as cascas da manga, variedade Tommy Atkins, que sdo consideradas um residuo
agroindustrial no processamento da fruta. A matriz utilizada foi a pectina, isolada e
caracterizada por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR), Analises Térmicas (TGA
e DSC), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN H e ¥C) e
Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC). A pectina apresentou boa estabilidade térmica,
rendimento satisfatorio, alto grau de metoxilagdo e massa molar na ordem de 10°g mol™. Os
extratos aquoso, etandlico e metandlico foram obtidos com rendimentos variando entre 17 e
33%. Os extratos apresentaram uma variedade de compostos fendlicos que foram identificados
pela analise de UPLC-MS, e um alto teor de fendlicos totais quantificados pelo método de
Folin-Ciocalteau. Os extratos foram avaliados quanto as suas atividades antioxidantes através
dos testes de ABTS e DPPH e quanto as suas atividades antimicrobianas contra as bactérias
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Os
extratos etanolico e metandlico apresentaram maior atividade antioxidante e foram mais
eficazes na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De modo
geral, os filmes contendo extratos fendlicos caracterizados quanto a opacidade, Permeabilidade
ao Vapor de Agua (PVA), atividade antioxidante, propriedades mecanicas e térmicas,
apresentaram resultados melhores do que os obtidos para o filme controle (sem a presenca de
fendlicos). Portanto, os filmes desenvolvidos neste trabalho apresentam-se como uma

alternativa promissora para aplicagcdo como embalagens e/ou revestimentos ativos de alimentos.

Palavras-chave: pectina da manga; extratos fenolicos; filmes ativos.



ABSTRACT

This work aimed to develop active films of pectin and phenolic compounds using mango peels,
Tommy Atkins variety, which are considered an agro-industrial residue in the fruit processing.
The matrix used was pectin, isolated and characterized by Infrared Spectroscopy (FTIR),
Thermal Analysis (TGA and DSC), Hydrogen and Carbon Nuclear Magnetic Resonance (*H
and *C NMR) and Gel Permeation Chromatography (GPC). Pectin showed good thermal
stability, satisfactory yield, high degree of methoxylation and molar mass in the order of 10° g
mol?. The aqueous, ethanolic and methanolic extracts were obtained with yields varying
between 17 and 33%. The extracts showed a variety of phenolic compounds that were identified
by the UPLC-MS analysis, and a high content of total phenolics quantified by the Folin-
Ciocalteau method. The extracts were evaluated for their antioxidant activities through ABTS
and DPPH tests and for their antimicrobial activities against Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus bacteria. The ethanolic and
methanolic extracts showed higher antioxidant activity and were more effective in inhibiting
the growth of Gram-positive and Gram-negative bacteria. In general, the films containing
phenolic extracts characterized in terms of opacity, Water Vapor Permeability (WVP),
antioxidant activity, mechanical and thermal properties, presented better results than those
obtained for the control film (without the presence of phenolics). Therefore, the films developed
in this work present themselves as a promising alternative for application as packaging and/or

active coatings for food.

Keywords: mango pectin; phenolic extracts; active films.
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1 INTRODUCAO

A manga, fruto da mangueira (Mangifera indica L.), pertencente a familia
Anacardiaceae, é uma das frutas mais comercializadas no mundo. E cultivada principalmente
em regides tropicais e subtropicais (ASIF et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2019). No ano
de 2019 a producdo mundial de manga foi de 55,8 milhdes de toneladas (SHAHBANDEH,
2021). O processamento da manga resulta em uma alta geracgao de residuos (incluindo cascas e
sementes, correspondendo a 35-60% do fruto). Além de criar um problema ao serem
descartados com a geragdo de um grande volume de residuos, esses subprodutos se apresentam
como fontes potenciais para a obtencdo de compostos quimicos de interesse industrial. Dentre
esses compostos, a pectina e os polifenois sdo os produtos tecnologicamente mais promissores
devido a sua abundancia e facilidade de obtencdo (MUGWAGWA; CHIMPHANGO, 2019).

O uso de plasticos provenientes de fontes ndo renovaveis em embalagens de
alimentos vem causando um sério problema ambiental com a geracdo de residuos. Uma
alternativa € a utilizacdo de biopolimeros de fontes renovaveis, abundantes e de baixo custo, na
preparacdo de filmes biodegradaveis. Em alguns casos, esses materiais podem ser obtidos a
partir do aproveitamento de residuos agroindustriais agregando valor aos mesmos dentro de
uma abordagem de biorrefinaria (BASHIR et al., 2018; KOC et al., 2020; RADUSIN et al.,
2019). A biorrefinaria se baseia no uso de matérias-primas renovaveis (incluindo residuos
alimentares) para obter produtos de alto valor agregado (ESPOSITO; ANTONIETTI, 2015;
ESTEBAN; LADERO, 2018).

Dentre os materiais estudados como substitutos dos polimeros sintéticos para o
desenvolvimento de filmes e revestimentos estdo os polimeros naturais como celulose,
quitosana, amido, alginato e pectina (CHEN et al., 2020b; SARICAOGLU; TURHAN, 2020).
Polissacarideos sdo capazes de formar filmes e revestimentos com boas propriedades de barreira
contra o transporte de gases como oxigénio e dioxido de carbono e apresentam caracteristicas
importantes como baixa toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (CAZON et al.,
2017).

A pectina é um dos principais componentes da parede celular de vegetais. A
estrutura desse polissacarideo consiste em uma cadeia linear principal de &cido galacturdnico
tendo ao longo dessa cadeia ramificacdes de varios agclcares como arabinose, xilose, manose,
dentre outros. De acordo com o grau de metoxilacdo apresentado, a pectina pode ser classificada
como sendo de alta ou de baixa metoxilacdo (ZHANG; CAO; JIANG, 2022). Na industria de
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alimentos, a pectina é usada como agente de gelificacdo, estabilizacdo ou espessamento em
produtos alimenticios, como geléias, iogurtes, sucos de frutas e sorvetes. Devido ser um
polimero biodegradavel, de baixa toxicidade e biocompativel, apresentando propriedades
quimicas e fisicas versateis, vem sendo considerada uma matriz polimérica adequada para a
elaboracéo de filmes comestiveis destinados a embalagens de alimentos (CUI; CHANG, 2014;
LEI et al., 2019). Filmes de pectina, assim como os de outros polissacarideos, fornecem uma
boa barreira ao oxigénio (devido ao seu carater hidrofilico), mas tém uma barreira relativamente
fraca ao vapor de 4gua (RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019b).

Uma forma de melhorar a barreira ao vapor de dgua de filmes a base de pectina e,
ao mesmo tempo, fornecer propriedades ativas (antioxidantes e/ou antimicrobianas) é a
incorporacdo de extratos com compostos fendlicos. Estes compostos, produzidos através do
metabolismo secundario de plantas em resposta a condi¢fes de estresse, tém sido estudados
devido aos seus mdltiplos efeitos bioldgicos relatados, como atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante (ALANON et al., 2019; DEY et al., 2016; LOPEZ-COBO et al.,
2017). Varios estudos tém demonstrado efeitos antioxidantes (MELO et al., 2019;
RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019b) e/ou antimicrobianos (LEI et al., 2019) conferidos
por extratos fenolicos quando adicionados a filmes a base de polissacarideos.

Os compostos fendlicos podem ser utilizados em embalagens ativas de alimentos
para substituir alguns aditivos sintéticos, pois sdo biodegradaveis e ndo toxicos (GOMEZ-
MALDONADO et al., 2020; JAMROZ et al., 2019; STAROSZCZYK et al., 2020). Compostos
bioativos com propriedades antimicrobianas podem estender a estabilidade microbiol6gica dos
alimentos, enquanto as propriedades antioxidantes podem resultar na diminui¢do das taxas de
oxidacdo lipidica (HANANI; YEE; NOR-KHAIZURA, 2019).

Assim, este trabalho tem como proposta a utilizacdo das cascas da manga da
variedade Tommy Atkins, um residuo agroindustrial do processamento da fruta, como fonte
para a obtencdo de pectina e de extratos fendlicos e utiliza-los no desenvolvimento de filmes
ativos, com propriedades antioxidante e/ou antimicrobiana, para aplicagdio como

embalagens/revestimentos na area de alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Manga

A manga (FIGURA 1) é o fruto da mangueira (Mangifera Indica L.), uma arvore
pertencente a familia Anacardaceae que possui mais de 70 géneros e 1.000 variedades, sendo
uma das mais importantes frutas tropicais amplamente consumida na forma fresca ou
processada em todo o mundo. Devido ao seu sabor exotico, suculento e doce, a manga é
amplamente utilizada pelos consumidores em todas as etapas da maturidade em todo o mundo.
Datado em 4.000 anos atras, acredita-se que o Sudeste Asiatico seja a origem desta deliciosa
fruta (ASIF et al., 2016).

Figura 1 - Aspecto visual da manga da variedade Tommy Atkins
F ] »

Fonte: Elaborada pela autora.

E uma fruta climatérica cultivada em mais de 100 paises nas regides tropicais e
subtropicais tendo como maiores produtores a India e a China. Ocupa a segunda posi¢&o como
cultura tropical com uma producéo global superior a 35 milhdes de toneladas (ABDEL-ATY et
al., 2018; GUAMAN-BALCAZAR et al., 2019). E uma fruta de alta perecibilidade e seus
produtos de valor agregado, como polpa e néctar, sdo de alta importancia comercial
(BARRETO et al., 2008; DORTA et al., 2014; PAN et al., 2018a; SOGI; SIDDIQ; DOLAN,
2015; TORRES-LEON et al., 2017; WANG et al., 2016).


http://frutasbrasileiras.com/manga/
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A producgdo mundial de manga foi de 55,8 milhdes de toneladas em 2019, sendo a
variedade Tommy Atkins a predominante (MELO et al., 2019; SHAHBANDEH, 2021). A Asia
é o principal produtor, com uma producéo de 34,6 milhdes de toneladas, contribuindo com
cerca de 74,30% da produgdo global de manga seguida pela América (13,00%; 4 milhdes de
toneladas), Africa (11,00%; 3 milhdes de toneladas) e Oceania (0,10%; 0,04 milhdes de
toneladas). Entre as milhares de variedades de manga produzidas em todo o mundo, as
cultivares comerciais de maior interesse incluem Tommy Atkins', 'Haden', 'Ataulfo’, 'Kent,
'Keitt' e 'Alphonso’ (NTSOANE et al., 2019).

No Brasil, a mangicultura é uma das principais culturas economicamente
importantes, especialmente para o Nordeste, que € um grande produtor e consumidor desta
fruta. No cenario mundial, o Brasil ocupa o sétimo lugar na producdo, com uma area plantada
de 52.400 hectares. A variedade Tommy Atkins é a mais produzida, ocupando cerca de 80% da
area cultivada (ABDEL-ATY et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2019).

A casca e 0 caroco da manga contém altas concentracbes de importantes
metabdlitos secundarios, como &cidos fendlicos, flavonoides e xantonas C-glicosideos. As
variedades de manga séo ricas em vitaminas, agucares, proteinas, fibras e apresentam um amplo
espectro de compostos fendlicos em sua composicdo. Os beneficios significativos para a saude
obtidos das mangas comerciais, bem como 0s compostos presentes nos subprodutos da manga,
como a casca, levam a possibilidade de estudar cultivares locais como fontes de compostos
bioativos ou produtos nutracéuticos (ADILAH et al., 2018; MONRIBOT-VILLANUEVA et
al., 2019).

Na indastria, devido a sua alta perecibilidade e sazonalidade, uma grande
quantidade da manga € processada na forma de polpa, geleias, néctar e doces. Estima-se que
apos o processamento cerca de 30 a 50% (casca, caro¢o e bagaco) da fruta sejam descartados
gerando um grande volume de residuos (ARORA et al., 2018; GARCIA-MENDOZA et al.,
2015; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2019). Dentre os residuos de 40 a 60% s&o referentes a
casca da manga que possui em sua constituicdo compostos bioativos como carotendides e
polifendis com excelentes propriedades antioxidantes e funcionais sendo uma fonte interessante
para obtencdo de materiais com alto valor comercial (AJILA; RAO, 2013; BANERJEE et al.,
2018; CHEN et al., 2019a; GUANDALINI; RODRIGUES; MARCZAK, 2019; JAHURUL et
al., 2015; KIM et al., 2010; TORRES-LEON et al., 2017). Das cascas da manga também podem
ser obtidos biopolimeros como hemicelulose (8,1%), celulose (9,19%), lignina (4,25%) e
pectina (10-21,2%) (BANERJEE et al., 2018; MUGWAGWA,; CHIMPHANGO, 2019;
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SIDDIQ; SOGI; DOLAN, 2013; TORRES-LEON et al., 2017). Esses subprodutos da manga,
ricos em compostos bioativos, tém sido estudados como uma alternativa natural mais segura
em relacdo aos bioativos sintéticos (DORTA et al., 2014).

Na medicina tradicional, o uso de extratos de manga como fitoterdpicos é
generalizado (BARRETO et al., 2008). Os efeitos benéficos das mangas sdo atribuidos aos
polifendis presentes na polpa, na casca, nas folhas e no caule e ttm demonstrado varias
bioatividades, como antioxidante, antidiabético, antimicrobiano, imunomodulatorio,
antipirético, atividades anti-inflamatorias e analgésicas (KIM et al., 2010; LOBO et al., 2017,
PAN et al., 2018). Estudos j& mostraram que a composicdo fendlica qualitativa e quantitativa
dos extratos analisados depende da variedade, do estagio de maturacdo e da parte da manga
analisada (casca, polpa ou semente) (LOPEZ-COBO, et al., 2017). A mangiferina um dos
polifendis mais importantes identificados na fruta € um antioxidante com forte atividade de
inibicdo de radicais, tendo a capacidade de quelar metais, atua como modulador do sistema
imunoldgico, agente hepatoprotetor e analgésico, antimicrobiano, anti-inflamatério e exibiu
alto potencial para o tratamento de cancer e infec¢des virais (MONRIBOT-VILLANUEVA et
al., 2019).

Outros fendlicos, como a quercetina e o acido galico, também presentes na manga,
foram relatados com a exibicédo de efeitos anti-inflamatdrios, anticarcinogénicos e de regulacao

de genes, além de outras propriedades biolégicas (LOBO et al., 2017).

2.2 Pectina

A pectina é um heteropolissacarideo sendo o componente mais abundante da parede
celular de todas as plantas terrestres. Esta presente na parede celular primaria (FIGURA 2),
principalmente na lamela média dos vegetais juntamente com a celulose e a hemicelulose
(DRANCA; OROIAN, 2018; KOZIOL et al., 2017; ZHU et al., 2014). Esses polissacarideos
fornecem resisténcia e flexibilidade mecénica devido a sua interacdo com outros componentes
da parede celular, formando uma rede tridimensional reticulada e hidratada. As estruturas finas
das pectinas podem ser extremamente heterogéneas entre plantas, tecidos e até mesmo dentro
de uma unica célula (MARCON et al., 2005; NURDJANAH et al., 2013).
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Figura 2 - Localizacéo da pectina na parede celular vegetal
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Fonte: https://edukavita.blogspot.com/2013/01/definicao-de-parede-celular.html.

As propriedades funcionais das pectinas estdo altamente relacionadas a sua
estrutura, incluindo peso molecular, grau de metilacéo etc., e irdo depender da fonte e do
método de extracdo utilizado. A maioria das aplicacdes das pectinas resultam de sua capacidade
de formacéo de gel (CUI; CHANG, 2014; HOSSEINI et al., 2019; NURDJANAH et al., 2013).

Os polissacarideos pécticos sdo polimeros complexos cuja estrutura ainda nédo foi
completamente elucidada (CUI; CHANG, 2014; KARBOUNE; KHODAEI, 2016). Um modelo
proposto (FIGURA 3) mostra as pectinas sendo compostas por dois polimeros principais: HG
homogalacturonana (HG) e ramnogalacturonana-l (RG-I), que sdo covalentemente unidos.
Entretanto, as secGes rhamnogalacturonana-Il (RG-11) e xilogalacturonana (XG) também séo
observadas em menor quantidade em sua estrutura (PENG et al., 2016; WANG et al., 2014).

Homogalacturonana (HG) é o principal tipo de polimero péctico, sendo responsavel
por 65% do total de pectina. E um homopolimero linear de unidades de acido galacturdnico
covalentemente ligadas entre si nas posi¢es O-1 e O-4, sendo parcialmente metil esterificado
em C-6 e O-acetilado em O-2 ou O-3.

Ramnogalacturonana | (RG-I) possui uma cadeia lateral mais abundante,
constituindo cerca de 20 a 35% da pectina. Possui estrutura mais complexa que o HG com até
100 unidades de repeticdes do acido a- (1,4)-D-galacturdnico-a- (1,2)-L-rhamnose. Uma
grande quantidade do aclcar ramnose é substituido em O-4 por cadeias laterais neutras,
especialmente arabinogalactose | e I1, arabinose e galactose, entre as quais galactose e arabinose
sdo mais abundantes (JINDAL et al., 2013; KAZEMI; KHODAIYAN; HOSSEINI, 2019).

Ramnogalacturonana Il (RG-Il) contém cerca de 10% de pectina e € um
componente estruturalmente mais complexo. Embora esteja presente em menor quantidade

desempenha um papel central na arquitetura da parede celular da planta com sua estrutura
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conservada, independentemente da fonte (CUI; CHANG, 2014; FERREIRA-LAZARTE et al.,
2018; NOREEN et al., 2017).

A xilogalacturonana (XG) é uma homogalacturonana substituida com xilose em C-
3, com grau de substituicdo varidvel de acordo com a origem vegetal da pectina obtida
(CANTERI et al., 2012).

Figura 3 - Modelo de estrutura proposto para a pectina
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Fonte: VRIESMANN (2012), adaptado de Willats, Knox e Mikkelsen (2006).

A propriedade de gelificacdo das pectinas, de grande importancia para sua
aplicacdo, depende de alguns fatores, como, pH do meio, temperatura, presenca de ions,
concentracdo de agucares e grau de metoxilacdo. O grau de metoxilacdo (GM) é a razdo entre
0s grupos carboxilas e carboxilatos presentes na estrutura da pectina. Esse é o principal
parametro para a classificacdo da pectina, pois determina suas propriedades e 0 mecanismo de
gelificacdo (GUO et al., 2015; HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016; KIM et al.,
2010b). O grau de metoxilacdo (GM) ou o nimero de grupos metoxila substituindo a fracdo de
acido carboxilico (COOH) nos residuos de acido galacturdnico é frequentemente usado para

classificar os diferentes tipos de pectina. De acordo com o grau de metoxilacao apresentado, as
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pectinas podem ser classificadas como sendo de alta metoxilagdo (GM>50%) e de baixa
metoxilacdo (GM<50%) (HOSSEINI et al., 2019; SYNYTSYA; COPIKOVA; BRUS, 2003).

Pectinas com alto grau de metoxilacdo formam géis na faixa de pH entre 2,5 e 3,5
e necessitam de grandes quantidades de aglUcares no meio (55-75%), formando géis por
ligagBes de hidrogénio e interacBes hidrofobicas que ocorrem entre os metil-ésteres. J& as
pectinas de baixa metoxilacdo formam gel em valores de pH entre 3 e 4,5 e ndo necessitam de
grande quantidade de agucar, mas é imprescindivel a presenca no meio de ions bivalentes, como
o célcio (Ca*?). O mecanismo proposto para a geleificacdo da pectina de baixa metoxilago
baseia-se no modelo “caixa de ovo”, com formagao de redes de gel através de ligagdes cruzadas
idnicas com cétions divalentes, normalmente o Ca*? (ESPITIA et al., 2014b; MUNARIN;
TANZI; PETRINI, 2012; NOREEN et al., 2017; VERONOVSKI et al., 2014; YANG et al.,
2013).

A casca de frutas citricas, especialmente laranja e limdo, e bagaco de maca séo as
fontes mais utilizadas para extracdo de pectina na industria. O bagaco de maca contém cerca de
10 a 15% de pectina, enquanto as cascas dos citricos contém quantidades 20 a 30% (EINHORN-
STOLL, 2018; NOREEN et al., 2017; ZHANG et al., 2013). A extracdo de pectina é um
processo fisico-quimico de multiplos estagios, influenciado por diversas condi¢cdes, como
temperatura, pH, tempo, solventes e razdo material/solvente (GRASSINO et al., 2016;
KOUBALA et al., 2008).

Comercialmente a extracdo de pectina é feita através de tratamento com acidos
minerais, como 4acido sulfurico (H2SO4), acido cloridrico (HCI) e &cido nitrico (HNOs),
variando o pH entre 1 e 3, por diferentes periodos e em altas temperaturas (70-90°C). A
utilizacdo desses acidos inorganicos juntamente com condi¢Ges extremas, como altas
temperaturas, podem levar a degradacdo do polissacarideo (PANDIT; VIJAYANAND;
KULKARNI, 2015; TABOADA et al., 2010). A obtencgéo da pectina pode ser realizada ainda,
em meio aquoso (acido, basico ou neutro) ou por acdo enziméatica (NAQASH et al., 2017;
WANG et al., 2014). Alguns acidos organicos, com propriedades quelantes sdo relatados como
eficazes na extracdo de pectina em termos de rendimento e propriedades fisico-quimicas além
de levar a uma menor degradacdo do polissacarideo (KARBOUNE; KHODAEI, 2016). No
trabalho de Koubala et al. (2008) a utilizacdo de &cido oxalico juntamente com oxalato de
amonio na extracdo de pectina de cascas de manga levou a um polissacarideo de elevada massa
molar e alto grau de metoxilacdo, em comparacao com pectina extraida utilizando HCI ou agua

deionizada.
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2.3 Compostos fendlicos

O hidroxianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT) e a hidroquinona
terciaria (TBHQ) sdo comumente usados em diferentes produtos alimenticios como fendlicos
antioxidantes sintéticos, com riscos potenciais a saude associados a esses compostos. Portanto,
a busca pela obtencdo e utilizacdo de antioxidantes de fontes naturais, como 0s compostos
fendlicos, a fim de substituir o uso de antioxidantes sintéticos, aumentou bastante nos ultimos
anos (DEY et al., 2016).

Os compostos fenolicos sdo encontrados em muitos alimentos vegetais, como
sementes, frutas, folhas cereais legumes etc., e exibem uma ampla gama de propriedades
funcionais, como atividades anti-inflamatorias, antidiabéticas, anticAncer, antimicrobianas e
antivirais (ALBUQUERQUE et al., 2019; GUANDALINI; RODRIGUES; MARCZAK, 2019).
Sao produzidos através do metabolismo secundario das plantas, em resposta as condi¢cdes de
estresse, sendo essenciais para o seu desenvolvimento. Eles desempenham um papel protetor e,
por isso, sdo distribuidos principalmente nas camadas externas da fruta (LOPEZ-COBO et al.,
2017). Eles podem ser encontrados ligados a agucares (glicosideos) ou em sua estrutura basica
(aglicona). A atividade bioldgica esta relacionada as diferentes estruturas de cada grupo
fendlico e aos diferentes padrdes de glicosilacdo. Em geral, a porcéo aglicona esta associada
aos efeitos terapéuticos, enquanto a porcao glicona (glicosideo) tem a capacidade de aumentar
a solubilidade em agua, propriedades farmacocineéticas e farmacodinamicas (SANTOS et al.,
2021).

Os compostos fendlicos tém atraido o interesse de pesquisas por apresentarem forte
acdo antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (RUMAINUM et al.,, 2018). A
capacidade antioxidante desses compostos depende de sua estrutura, nimero de grupos
hidroxila e sua distribuicdo na estrutura (PALAFOX-CARLOS et al., 2012). Os fendlicos
compreendem pelo menos um anel aromatico (C6) com pelo menos um grupo hidroxil e a
atividade antioxidante dos grupos fendlicos ocorre devido o anel fendlico ser capaz de
deslocalizar elétrons ndo emparelhados e doar ions H* dos grupos hidroxila aos radicais livres
(FIGURA 4) (DEY et al., 2016). Tais compostos poderiam ser aplicados como bioativos
naturais para prevenir doengas cronicas, como ingredientes antienvelhecimento em produtos
cosméticos ou como aditivos alimentares para substituir antioxidantes sintéticos toxicos
(FERNANDEZ-PONCE et al., 2015).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo da atividade dos compostos fendlicos
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Fonte: SERVILI, et al., 2014.

Dependendo do precursor a partir do qual séo formados, nas plantas os compostos
fenolicos podem ser classificados em trés grupos: (1) os terpenos fendlicos derivados do
isopreno, (2) os acidos hidroxibenzdicos (acido 3-desidroshiquimico) e (3) os fenilpropandides
como &cidos hidroxicindmicos, fenilpropenos, cumarinas ou flavondides (L-fenilalanina e L-
tirosina) derivados das vias do acido chiquimico e/ou malénico (ELGUEA-CULEBRAS;
BRAVO; SANCHEZ-VIOQUE, 2022). Mais de 8.000 estruturas de compostos fendlicas ja
foram identificadas podendo serem classificadas em grupos diferentes, dependendo do nimero
de anéis fendlicos e dos elementos estruturais que 0s unem. Os principais grupos de fenolicos
sdo os acidos fendlicos, os flavonoides e os taninos (DEY et al., 2016b).

Os processos de extracdo dos compostos fendlicos sdo geralmente realizados
utilizando solventes organicos (liquido-liquido/sélido-liquido), maceracédo, extracdo soxhlet,
extracao de fluido supercritico, ultrassom de extragdo com alta pressdo hidrostatica e extracdo
assistida por microondas etc (DEY et al., 2016b). Como os derivados fendlicos sdo geralmente
polares os solventes préticos polares sdo mais efetivos na extracdo destes. Assim, alcoois
alifaticos (por exemplo, metanol, etanol) e solventes organicos polares (por exemplo, acetona,
acetato de etila) sdo as opcBes mais empregadas para extrair fendlicos de subprodutos vegetais.
Ja para os fenolicos mais polares, como os &cidos benzéico e cindmico, que podem nado ser
totalmente soltveis em solventes orgénicos, misturas com diferentes proporc6es de agua séo
utilizadas (GIL-MARTIN et al., 2022).

A utilizacdo de extratos naturais ricos em fenolicos na industria de alimentos pode

ser feita com a incorporagdo dessas substancias em filmes poliméricos para embalagens de
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alimentos e além de alterar propriedades estruturais, os compostos fenolicos adicionam
propriedades bioativas, como antioxidante e/ou antimicrobiana, a esses materiais. O uso de
compostos fendlicos em embalagens de alimentos € interessante, pois além de preservar 0s
alimentos quanto a oxidacdo e ataque de microrganismos promovem uma variedade de
beneficios a saiide humana (FLOREZ et al., 2022; OLSZEWSKA; GEDAS; SIMOES, 2020).

As cascas da manga, fruta utilizada para obtencdo dos compostos fendlicos neste
trabalho, possuem ja relatado na literatura a identificacdo de diversos desses compostos em sua
composi¢do (BARRETO et al., 2008). Compostos como galotaninas, &cido galico e seus
derivados, mangiferina, flavondides, catequina e acidos fendlicos sdo apontados como 0s
principais compostos bioativos presentes em subprodutos da manga (FIGURA 5) (MELO et
al., 2019). A quantidade dos compostos bioativos é influenciada por varios fatores como
variedade, condi¢cdes agrondmicas, manipulacdo pos-colheita, condi¢cdes de armazenamento e
estagio de maturacdo (ALANON et al., 2019). Lobo et al. (2017) demonstrou que a manga da
variedade Tommy Atkins é uma fonte rica em polifendis e possui alta capacidade antioxidante.
Esses compostos fenolicos também ja apresentaram uma atividade antibacteriana contra muitos
microrganismos (JAFARZADEH et al., 2020).

Figura 5 - Alguns dos principais compostos fenélicos encontrados na manga
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Fonte: Elaborada pela autora.

No trabalho de Adilah, Jamilah e Hanani (2018) diferentes concentracdes de um
extrato fenolico, obtido de cascas de manga, foram incorporados em filmes a base de gelatina
de peixe. Os filmes com o aditivo mostraram maior rigidez e menor flexibilidade, diminuicdo
a permeabilidade ao vapor de agua e excelente resultado no ensaio de inibi¢do do radical DPPH

demonstrando potencial para aplicacdo como um filme ativo com propriedade antioxidante.
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2.4 Embalagens de alimentos

As embalagens sdo consideradas um fator indispensavel na preservacdo da
qualidade dos produtos alimenticios protegendo os alimentos dos perigos quimicos, fisicos e
bioldgicos ao longo da cadeia alimentar. A embalagem é essencial para lidar com os diversos
fatores (odores, choques, poeira, temperatura, luz, umidade) aos quais os alimentos sao
submetidos (FLOREZ et al., 2022; SADEGHI; RAZAVI; SHAHRAMPOUR, 2022). Materiais
de embalagem baseados em derivados de petréleo desempenham um papel significativo na
industria de alimentos e um crescimento acelerado foi observado nas Ultimas décadas devido
as suas boas propriedades mecéanicas, de barreira e baixo custo, resultando em sérias
preocupacdes ambientais, pois esses materiais ndo sdo biodegradaveis gerando um grande
volume de residuos (DESHMUKH et al., 2022; MOALLA et al., 2021). Nos ultimos anos, 0s
consumidores tentando reduzir os impactos ambientais negativos associados as embalagens de
alimentos convencionais tem buscado materiais de fontes biodegradaveis (BRITO et al., 2019;
CAZON et al., 2017).

Os revestimentos ou filmes biodegradaveis formados por biopolimeros podem ser
uma alternativa aos materiais sintéticos de embalagem em varias aplica¢fes por apresentarem
caracteristicas como baixa toxicidade, biodegradabilidade e serem de fontes naturais renovaveis
abundantes na natureza. Em geral, esses materiais sao baratos e muitos deles sdo considerados
residuos ou subprodutos. As aplicacbes de filmes a base de polissacarideos em produtos
alimenticios podem oferecer novas oportunidades para o desenvolvimento de novos sistemas
de embalagem de alimentos reduzindo os problemas ambientais associados as embalagens de
alimentos tradicionais (BASHIR et al., 2018; BERNHARDT et al., 2017; BRITO et al., 2019).

Polissacarideos como quitosana, alginato, amido, gomas e pectina tém sido
utilizados como matriz no desenvolvimento de filmes e revestimentos comestiveis que podem
ser usados como material de embalagem na conservacio de alimentos (BAJIC et al., 2019;
FABRA et al., 2018; MENDES et al., 2019; MENZEL et al., 2019; MIRON-MERIDA et al.,
2019). Um dos problemas da utilizacdo em filmes desses materiais € devido serem bastante
hidrofilicos, resultando em mas propriedades de barreira ao vapor de d&gua. Uma solucgéo é a
combinacao de diferentes polimeros como matriz e/ou a incorporacéo de aditivos que melhorem
essas propriedades (AZEREDO; WALDRON, 2016).
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2.4.1 Embalagens ativas

As embalagens ativas sdo uma tecnologia promissora desempenhando um papel
ativo na conservacdo de alimentos ajudando a prolongar a vida util e/ou melhorando as
propriedades sensoriais e de seguranca tornando-os mais seguros para consumo (BELIZON et
al., 2018). Além das propriedades de barreira e tracdo, que sdo importantes do ponto de vista
da protecdo passiva dos alimentos, algumas propriedades ativas (como antimicrobianas ou
antioxidantes) tambeém sdo interessantes para aumentar a estabilidade dos alimentos, sendo
algumas vezes incorporadas em filmes e revestimentos comestiveis através de aditivos
(FIGURA 6) (MELO et al., 2019). O desenvolvimento desses filmes e revestimentos tem sido
extensivamente estudado nas ultimas décadas (AZEREDO; WALDRON, 2016).

Figura 6 - Embalagens ativas de alimentos
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Fonte: Adaptada de Vidal, et al. (2022).

Os sistemas de embalagens ativas devem implicar interacdo positiva entre a
embalagem, os alimentos embalados e a atmosfera. Essa interacéo € alcangada gracas a inclusao

de aditivos com propriedades bioativas no material da embalagem. Além disso, embalagens
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ativas utilizando aditivos de origens naturais sdo opcoes interessantes devido as preocupacoes
com a salde e as questdes ambientais causadas pela utilizacdo de substancias nao
biodegradaveis (ADILAH et al., 2018; BELIZON et al., 2018).

Componentes naturais recuperados de residuos e subprodutos podem ser fontes
alternativas para a producdo de embalagens de base bioldgica. Portanto, a utilizacdo de cascas
de manga, consideradas subprodutos do processamento industrial ou do consumo da propria
fruta, como fonte de compostos bioativos, ajudara a reduzir o desperdicio e agregara valor a
essa matéria prima antes sem destinacdo (ADILAH et al., 2018; RAMBABU et al., 2019;
STAROSZCZYK et al., 2020).

2.4.1.1 Embalagens ativas com propriedades antimicrobianas

No mercado de alimentos, a proliferacdo de patdgenos geralmente ocorre nas
embalagens e na superficie dos alimentos. As propriedades Unicas da embalagem ativa sao
obtidas a partir da incorporacdo direta de compostos com propriedades especificas, por
exemplo, compostos antimicrobianos. Esses compostos exercem a funcgdo de aditivos especiais
e podem ser incorporados durante o processo de fabricacdo da embalagem (ZANETTI et al.,
2018).

As embalagens antimicrobianas tém atraido muita atencdo da industria de alimentos
devido ao aumento na demanda do consumidor por alimentos minimamente processados,
seguros e livres de conservante sintéticos, com vida Util prolongada e qualidade controlada
(SHARMA,; JAFARI; SHARMA, 2020; WANG et al., 2020). A embalagem antimicrobiana
compreende técnicas de embalagem, como embalagem em atmosfera modificada ou materiais
de embalagem contendo agentes antimicrobianos, como antimicrobianos naturais,
nanomateriais, etc (KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020). Um dos objetivos mais
significativos da embalagem antimicrobiana € a obtencdo de embalagens de alimentos que
possuam alta qualidade, seguranca e longa vida Util, reduzindo, inibindo ou retardando o
crescimento de microrganismos que podem estar presentes nos alimentos (KAUR et al., 2020;
ZHONG et al., 2020).

Geralmente, os agentes antimicrobianos sdo classificados em duas classes:
materiais organicos e inorganicos. Os materiais organicos incluem fenois, compostos
halogenados, sais de aménio quaternario e biopolimeros naturais, como quitosana e quitina. Os

materiais inorganicos incluem metais, metais ligados a fosfatos e 6xidos metalicos. Compostos
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organicos como polissacarideos, 6leos essenciais, acidos organicos e enzimas apresentam alta
sensibilidade a condicBes intensas de processamento (como altas temperaturas e pressoes) e
tém sido usados como materiais de embalagem de alimentos antimicrobianos (ALMASI et al.,
2021; SHARMA; JAFARI; SHARMA, 2020).

O desenvolvimento de uma embalagem antimicrobiana eficaz pode ser influenciado
por diversos fatores, como materiais e propriedades intrinsecas dos filmes poliméricos,
coeficientes de transferéncia de massa de substancias ativas, condicdes de armazenamento e
matriz alimentar preservada (WANG et al., 2020).

Varios compostos bioativos vegetais estdo ganhando atencdo como potenciais
fontes naturais de conservantes de alimentos (YEMMIREDDY et al., 2020). Estudos relataram
que extratos vegetais ricos em polifendis sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias e
fungos, podendo serem utilizados na indUstria de alimentos. O desenvolvimento recente com
antimicrobianos naturais e sua incorporacdo em materiais de embalagem oferecem a vantagem
de concentrar o antimicrobiano na superficie de um produto alimenticio onde os
microrganismos residem provocando a inibicdo destes, preservando melhor os atributos
sensoriais e aumentando a seguranca e a vida Util de um produto (ZANETTI et al., 2018). A
acao antimicrobiana dos compostos fendlicos esta relacionada ao nimero e posi¢do dos grupos
hidroxila do anel fendlico, pois ja foi demonstrado que eles podem atuar como um trocador de
prétons, reduzindo assim o gradiente através da membrana citoplasmatica e, consequentemente,
resultando no colapso da for¢a motriz do proton e na deplecéo da reserva de ATP, levando a
morte celular (ANDRADE; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT, 2022).

A natureza antimicrobiana das plantas tropicais fornece uma fonte de substancias
com propriedades antimicrobianas para serem empregadas em filmes ativos. Além disso, alguns
subprodutos de plantas tropicais, como sementes, cascas, raizes, cascas, etc., podem ser usados

como uma alternativa aos agentes antimicrobianos sintéticos (JAFARZADEH et al., 2020).

2.4.1.2 Embalagens ativas com propriedades antioxidantes

A rancificacdo dos lipidios € uma das principais reacdes de deterioracdo dos
alimentos, levando ao surgimento de sabores e odores que frequentemente descaracterizam o
produto em questdo. Essa reacdo causa deterioragédo, perda de qualidade e redugédo do valor
nutricional dos alimentos. Para evitar isso, a industria de alimentos vem utilizando substancias

com propriedade antioxidante (CRUZ et al., 2019). As espécies reativas de oxigénio sao muito
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instaveis e reagem rapidamente com outras substancias, incluindo DNA, lipidios e proteinas da
membrana, resultando em disturbios de saide como diabetes mellitus, hipertensdo, cancer,
Ulceras gastricas neurodegenerativas, Ulceras gastricas e artrite com incidentes crescentes em
todo o mundo. O consumo de alimentos ricos em antioxidantes tem sido positivamente
relacionado a reducdo do risco de desenvolver essas doengas crénicas (DIBANDA et al., 2020).

Um antioxidante € um composto que protege um alvo bioloégico contra danos
oxidativos. Seus compostos bioativos podem desempenhar fun¢des como evitar a formacéo de
espécies reativas como peroxidos ou H2O», desativar os radicais livres capturando radicais
livres e reparar os danos. Os antioxidantes naturais presentes nos alimentos atrairam
consideravel interesse devido a sua seguranca presumida e ao potencial valor nutricional e
terapéutico (AJILA et al., 2010; GUAMAN-BALCAZAR et al., 2017).

A propriedade antioxidante de um composto pode ser determinada por suas
principais caracteristicas que sdo: (1) potenciais doadores de hidrogénio ou elétrons que sdo
potenciais de reducéo; (2) destino do radical derivado antioxidante resultante (3) capacidade de
estabilizacdo e deslocalizacdo de elétrons ndo emparelhados, (4) reatividade com outros
compostos antioxidantes e (5) o potencial quelante do metal de transicdo (DEY et al., 2016b).

Duas classificacGes basicas sdo aplicadas aos antioxidantes: sintético e natural.
Geralmente, os antioxidantes sintéticos sdo compostos fendlicos contendo varios graus de
substitutos de alquil, enquanto os antioxidantes naturais podem ser compostos fenolicos como
quinona e lactona. Antioxidantes sintéticos como o hidroxianisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado (BHT) sdo amplamente utilizados na industria de alimentos devido a
sua alta capacidade antioxidante e excelente desempenho no retardamento das reacOes de
oxidacdo (ADILAH et al., 2018). Além das aplicacdes alimentares, a caracterizacdo da
propriedade antioxidante de moléculas e misturas também é de crescente interesse para sistemas
bioldgicos (CRUZ et al., 2019).

Existem alguns problemas sérios quanto a seguranga e toxicidade de antioxidantes
sintéticos relacionados ao seu metabolismo e possivel absorc¢éo e acimulo nos 6rgéos e tecidos
do corpo. Assim, a busca pela obtencédo de antioxidantes naturais é desejavel. Os compostos
antioxidantes de fontes naturais sdo encontrados em inumeros materiais vegetais, como
oleaginosas, cereais, vegetais, frutas, folhas, cascas e raizes, especiarias e ervas. Muitos estudos
mostraram que antioxidantes naturais, como flavondides e outros fitoquimicos fendlicos,
presentes nas plantas estdo associados a um risco reduzido de doengas cronicas, possuem

atividade anti-inflamatdria, anticarcinogénio, fornecem protecédo cardiovascular e previnem o
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envelhecimento. Eles estdo amplamente disponiveis na natureza e podem ser de diferentes
classes quimicas, como compostos fendlicos, carotendides e vitaminas (ABDALLA et al.,
2007; AJILA et al., 2007; KIM et al., 2010; PALAFOX-CARLOS; YAHIA; GONZALEZ-
AGUILAR, 2012; TORRES-LEON et al., 2017).

Grandes quantidades de subprodutos e residuos gerados por diferentes industrias de
processamento de frutas sdo tradicionalmente tratadas como contaminantes ambientais, mas
nos ultimos anos estdo sendo reconhecidos como fonte para a obtencdo de componentes
valiosos, com significativa propriedades bioldgicas (GARCIA-MENDOZA et al., 2015). Os
subprodutos da industria de processamento de frutas, considerados residuos, como caroco,
sementes, bagaco e cascas, representam até 30% do peso total de algumas frutas. Ja foi relatado
que grande parte da atividade antioxidante total de frutas e legumes esta relacionada ao seu
conteido fendlico. Cascas de frutas tém sido usadas para desenvolver ingredientes de baixo
custo com alto valor Uteis na formulagdo de alimentos funcionais (DIBANDA et al., 2020).

Antioxidantes, como os acidos fendlicos, sdo capazes de prevenir os efeitos nocivos
do estresse oxidativo e agem como sequestradores de radicais livres ou agentes quelantes de
metais. Eles sdo um grande grupo de compostos fenolicos pertencentes a familia nao
flavondide. Suas propriedades antioxidantes resultam da presenca de um anel aromatico, um
grupo carboxila e um ou mais grupos hidroxila e / ou metoxila na molécula. Séo classificados
como acidos hidroxibenzoicos (por exemplo, acido galico, é&cido vanilico, &cidos
hidroxibenzoicos e seringais) ou derivados do acido hidroxicinamico (por exemplo, acidos
cafeico, clorogénico, ferdlico, p-cumarico e sinapico) e podem ocorrer em seus acidos ou
conjugados formularios (ésteres). Eles sdo excelentes antioxidantes e sdo mais eficazes que as
vitaminas C, E e carotendides (AGATONOVIC-KUSTRIN; KUSTRIN; MORTON, 2018).

2.4.1.3 Embalagens de alimentos com matriz de pectina

A pectina € um dos polimeros mais versateis sendo considerado como um
biomaterial eficaz para a producdo de filmes comestiveis devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e ndo toxicidade. Varios trabalhos propuseram a utilizacéo da pectina como
matriz na formulacdo de filmes comestiveis (ESPITIA et al., 2014a; ESPOSITO et al., 2016).
A pectina tem o potencial de transportar substancias funcionais, pois é adequada para a
integracdo de compostos fitoquimicos para o desenvolvimento de filmes comestiveis ativos
(NISAR et al., 2018).
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Os filmes de pectina tém dureza e adesividade relativamente boas, com
caracteristicas mucoadesivas e bioadesivas, e atuam como uma boa barreira ao oxigénio. No
entanto, apresentam algumas limita¢6es, como rigidez e fragilidade, além de alta sensibilidade
a 4gua (BERMUDEZ-ORIA et al., 2017). No entanto, os filmes a base de pectina pura
apresentam algumas limitagfes, como desempenho mecénico inadequado ou baixo valor de
PVA, restringindo seu uso em aplicac@es praticas de embalagem. A combinacgéo da pectinacom
outros biopolimeros ou a adicdo de reforcos e/ou compostos bioativos se constitui em uma
alternativa para combater os problemas apresentados (LEI et al., 2019b).

Zhang, Cao e Jiang (2022) trabalhando com filmes de pectina de alta metoxilagéo
e timol observaram que a reticulacdo com diferentes cations aumentou a resisténcia a agua
desses filmes. O trabalho de (SUCHETA et al., 2019) mostrou que a incorporacédo de amido em
um filme de pectina levou a uma melhora nas propriedades de resisténcia a tracao, solubilidade
em agua, permeabilidade ao vapor de &gua e estabilidade térmica quando comparados ao filme
contendo apenas com pectina como matriz.

Jridi et al. (2020) estudaram a combinacéo entre a gelatina de peixe e a pectina de
casca de laranja para obtencdo de filmes que apresentaram propriedades antioxidante e
antibacteriana melhores, em relagdo ao filme a base apenas de gelatina. Basanta et al. (2018)
desenvolveram filmes de pectina com fendlicos extraidos da cereja que apresentaram uma boa
capacidade antioxidante podendo ser utilizados como embalagens na preservacao de alimentos.
Shivangi et al. (2021) utilizaram extrato bruto de folha de amoreira para o desenvolvimento de
filmes comestiveis antioxidantes e antimicrobianos a base de pectina para embalagens de
alimentos, concluiram que houve melhora nas atividades antioxidante e antimicrobiana e nas

propriedades mecéanicas dos filmes produzidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes ativos utilizando a pectina e extratos fenolicos da casca da manga
da variedade Tommy Atkins para a producdo de embalagens/revestimentos de alimentos

com propriedades antioxidante e/ou antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

Isolar e caracterizar a pectina da casca da manga (Mangifera indica L.) por FTIR, RMN
'H, RMN ®C, GPC, TGA e DSC;

Obter e caracterizar 0s extratos aquoso, etanolico e metanolico da casca da manga
quanto aos Teores de Fenodlicos Totais (TFT) e identificar os compostos presentes nos
trés extratos por UPLC-QTOF;

Avaliar a capacidade antioxidante dos trés extratos através dos métodos ABTS (&cido
2,2’-azino-bis  (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil);

Avaliar a atividade antimicrobiana dos trés extratos através dos ensaios frente a

microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos;

Desenvolver e caracterizar filmes de pectina e extratos fenolicos quanto as suas

propriedades mecanicas, dpticas, de barreira e suas capacidades antioxidantes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e preparo das cascas da manga da variedade Tommy Atkins

Mangas da variedade Tommy Atkins foram adquiridos na Central de
Abastecimento S/A de Fortaleza — CEASA-CE. Sua utilizacdo foi registrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados
(SisGen) com o nimero de registro AS3C3CE. Os frutos foram higienizados e despolpados no
Laborat6rio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN - EMBRAPA). As cascas
foram secas em estufa de circulacédo de ar a 65 °C por 66 horas, em seguida foram moidas em
um moinho de facas tipo Willey, modelo BT 602 (Fortinox, Brasil) e armazenadas em uma sala

com temperatura ambiente.

4.2 Isolamento e caracterizacdo da pectina da manga

4.2.1 Isolamento da pectina

O procedimento de isolamento da pectina foi realizado de acordo com a
metodologia de Koubala et al. (2008) com modificacdes. Primeiramente, preparou-se uma
solucdo de oxalato de amonio 0,25% tendo seu pH ajustado para 4,6 com solucédo de &cido
oxalico. Em um béquer, colocou-se as cascas da manga, juntamente com a solucdo de extracao,
preparada anteriormente, na proporgdo de 1:40 (m/v). Deixou-se o sistema a 80 °C por duas
horas sob agitacdo de 800 rpm. Em seguida, o material foi filtrado a vacuo e ajustou-se o pH
do filtrado para 7,0 utilizando uma solugdo de NaOH 0,1 M. O material filtrado foi concentrado
por rotaevaporagédo a 1/5 do volume inicial, utilizando uma temperatura de 60 °C e 4 rpm de
rotacdo. A solugéo concentrada foi adicionado etanol PA 97% em uma proporcao de 3:1(v/v)
para a precipitacdo da pectina. O material foi deixado sob refrigeracdo (10°C) por 24 horas e,
entdo, centrifugado a (6237 G) por 10 minutos (Hettich Universal 320, Tuttlingen, Alemanha).
Para purificacdo da pectina a mesma foi solubilizada em &gua deionizada, precipitada
novamente com etanol PA 97% na proporcao de 3:1(v/v) e, em seguida, solubilizada em &gua
deionizada. A solucdo de pectina foi submetida a didlise permanecendo por 72 horas com trocas
de agua trés vezes por dia e, em seguida, liofilizada. O procedimento foi realizado em triplicata

para calcular o rendimento de pectina com base no peso seco da casca de manga.



33

4.2.2 Espectroscopia de Absorcédo na Regido do Infravermelho (FTIR)

Para obter o0 espectro da pectina da manga, a amostra foi macerada em um almofariz
de &gata e prensada em pastilha de KBr sob pressdo de 8 toneladas para composic¢ao da pastilha.
Apbs a prensagem o espectro foi registrado no intervalo de 4000 a 400 cm™ em uma resolugéo

de 4 cm™. A analise foi realizada em um equipamento Perkin Elmer, Modelo 16 PC.

4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C

Os espectros de ressonancia magnética nuclear da pectina da manga foram obtidos
em um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz (para ntcleo de *H) e equipado com uma sonda
One Probe de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de
campo no eixo “z“. A amostra foi preparada dissolvendo-se 10 mg de pectina da manga
purificada em 500 pL de agua deuterada com 1% de 2,2,3,3-d4-(3-trimetilsilil)-propionato de
sddio (TSP) para calibragéo espectral. O espectro de RMN de tH foi obtido na temperatura de
80 °C, utilizando 32 transientes, 32 k de pontos no dominio do tempo, janela espectral de 16
ppm e tempo de relaxagdo de 3,328 s. O espectro de RMN de **C foi obtido com 13 k
transientes, 32 k de pontos, janela espectral de 251 ppm e intervalo de 1 s entre cada aquisicao.

O grau de metoxilagdo (GM) da pectina foi determinado por RMN *H, através da
razdo entre o valor da integral de H5 adjacente aos ésteres (H5COOwe) e a integral de H5
adjacente aos carboxilatos (H5co0-). No entanto, s6 é possivel determinar o valor dos acidos
esterificados totais somando as integrais de H1 e H5coome, devido a proximidade e
sobreposicdo desses dois sinais (ROSENBOHM et al., 2003). Assim, o GM da pectina foi

obtido a partir da seguinte equacao:

(H5¢coome+H1) — (H5¢00-)
04) — 0
GM(%) (H5coome+H1) + (H5¢c00-) x100% (1)

Onde (H5coome + H1) representa a somas das integrais dos sinais das unidades de acido
galacturénico esterificados e H5coo- representa as integrais dos sinais H5 das unidades de acido

galacturdnico livres.
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4.2.4 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A massa molecular média da pectina da manga foi determinada em um
cromatografo Shimadzu LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10A e temperatura
do forno a 40 °C. A pectina da manga (1 mg) foi solubilizada em 2,0 mL de agua deionizada e,
em seguida, filtrada através de uma membrana de acetato de celulose de 0,22 um. Para a analise,
foi utilizada uma coluna Ultrahidrogel linear (7,8 mm x 300 mm), fase movel de NaNOs 0,1
mol L & temperatura ambiente com fluxo de 0,5 mL min e volume de amostra injetada de 20
ul. A curva de calibragdo foi construida utilizando padroes de poliestireno (Allcrom) com

massas moleculares na faixa de grandeza de 102 a 10° Da.

4.2.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica da pectina da manga foi realizada no Laboratério de
Tecnologia da Biomassa (LTB) da Embrapa Agroindistria Tropical de Fortaleza no
equipamento Perkin Elmer modelo STA 6000 (Perkin Elmer, EUA). Foram utilizados
aproximadamente 10 mg da amostra, num intervalo de temperatura de 25 a 800 °C, taxa de

aquecimento de 10 °C min* e atmosfera dindmica de nitrogénio na vaz&o de 50 mL min™.

4.2.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise de DSC da pectina da manga foi realizada em um equipamento modelo
Q20 V24.9 Build 121 (TA Instruments, EUA), pertencente ao Laboratério de Tecnologia da
Biomassa (LTB), na Embrapa Agroindustria Tropical de Fortaleza. Foi utilizada uma massa de
5 mg de amostra, a faixa de temperatura foi de 0 a 400 °C, taxa de aquecimento de 10 °C min-

e um fluxo de nitrogénio de 30 mL min™.

4.3 Obtencdo e caracterizacdo dos extratos fendlicos da casca da manga variedade Tommy
Atkins

4.3.1 Obtencéo dos extratos por maceragao
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O método de extragdo utilizado neste trabalho foi 0 de maceracdo de acordo com
Adilah et al. (2018) com algumas modificacdes. As cascas da manga trituradas foram suspensas
em cada um dos solventes utilizados (agua, etanol e metanol) na propor¢édo 1:10 (m:v) durante
72 h, sob agitacao constante de 500 rpm, sendo 0 material mantido no escuro. Apds o periodo
de extracdo os materiais foram filtrados a vacuo, concentrados por rotaevaporagdo a 40 °C para

1/5 do volume inicial e liofilizados.

4.3.2 Umidade

Cadinhos de porcelana foram secos em estufa a 105 °C por 1 h, resfriados em
dessecador e, em seguida, pesados. 1 g de cada extrato (aquoso, etandlico ou metanolico) foi
pesado. O material (cadinho + extrato) foi levado a uma estufa pré-aquecida a 105 °C, onde
permaneceu inicialmente por 2 h. Apds resfriamento em dessecador, o material (cadinho +
extrato) foi pesado. Esse processo de aquecimento em estufa, resfriamento e pesagem dos
materiais foi repetido a cada 1 hora, até atingir peso constante. A analise foi realizada em

triplicata e o teor de umidade foi calculado como:

Umidade (%) = m¢m; x 100 2

Onde m; € a massa inicial do extrato e ms é a massa final do extrato apos a secagem.

4.3.3 Analise cromatografica dos extratos pelo método de cromatografia de ultra

performance acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo (UPLC-QTOF-MSE)

Para a identificacdo dos compostos bioativos dos trés extratos foi realizado um pré-
tratamento para retirada dos acucares, utilizando solucdes alcoolicas, atraves de uma extracéo
em fase sélida. 100 mg de cada extrato foram pesados e adicionou-se 250 puL de uma solugdo
metanol e agua 20/80 (v/v). Foi utilizado um cartucho de SPE C18 de 1 g que foi primeiramente
acondicionado com 3 mL de metanol e, em seguida, 3 mL de 4gua. Adicionou-se a solucdo de
cada extrato (aquoso, etandlico ou metandlico) ao cartucho. Foram eluidos 4 mL de dgua para
remocdo dos acUcares sendo descartados. Em seguida adicionou-se 4 mL de uma solucao
metanol e agua 90/10 (v/v) para obtencdo dos compostos de interesse retidos no cartucho. O

liquido obtido foi rotaevaporado e liofilizado. 2 mg de cada amostra foram dissolvidos em 1
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mL de metanol 70% grau HPLC e filtradas em filtro Millipore de membranas PTFE com poro
de 0,22 um. A andlise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters). As corridas cromatograficas foram
realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um), temperatura
fixa de 40 °C, fases mdveis agua com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL min™ e volume
de injegdo de 5 uL. As condi¢des do equipamento foram: o modo ESI e ESI* na faixa de 110-
1180 Da; temperatura da fonte fixa a 120 °C; temperatura do gas de dessolvatacdo 350 °C;
vazio do gas de dessolvatacéo de 500 L h't; tensdo do cone de extracéo de 0,5 V; tensdo capilar
de 2,6 kV (ESI) e 3,2 kV (ESI*). A Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo
de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters
Corporation). A analise foi realizada no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos
Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical.

4.3.4 Determinacédo do Teor de Fenolicos Totais (TFT)

O teor de fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965) com modificagdes. Solugdes de cada extrato foram
preparadas em agua na concentragdo de 1mg mL™. Uma aliquota de 1 mL foi retirada para a
analise. Em seguida, em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
previamente diluido em &gua deionizada na proporc¢édo de 1:3 (v/v), 2 mL de solucédo saturada
de Na2COs e 2 mL de agua destilada. Os tubos de ensaio foram agitados em Vortex para
homogeneizacéo e deixados em repouso fora do alcance da luz por 30 minutos. Foi preparado
um branco no qual a aliquota de cada extrato foi substituida por 4gua destilada. A leitura foi
realizada em espectrofotébmetro UV-1800 (Shimadzu) a 700 nm. Uma curva padréo de &cido
galico foi preparada nas concentrag@es de 10-50 pg mL™2. A analise foi realizada em triplicata
e os resultados foram expressos em mg de equivalente de &cido gélico/100 g de extrato (mg
EAG 100 g}).

4.3.5 Atividade antioxidante

4.3.5.1 Método ABTS
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O ensaio do método ABTS foi realizado de acordo com Zhu et al. (2011). A solugéo
radical de ABTS foi preparada a partir de uma reacdo de 5 mL de solucdo de 7mM ABTS e 88
mL de uma solucdo de 140mM de persulfato de potassio (K2S20g). Apds armazenar a mistura
no escuro por 16 h, 3 mL de solugdo ABTS foram adicionados a 30 uL de solucdo de cada
extrato em diferentes concentragfes. Ap6s 6 minutos, as amostras foram lidas em um
espectrofotometro (Genesys™ 6, Thermo Scientific, EUA) em 734 nm. Uma curva padrdo de
Trolox (100-2.000 ug mL™?) foi preparada e os resultados foram expressos como umol de Trolox

/g de extrato.

4.3.5.2 Ensaio de inibicdo do radical DPPH

O método utilizado foi de acordo com Nunes et al. (2018). Uma amostra de 15 mg
de cada extrato foi dissolvida em 1,5 mL de metanol e, a partir desta solugdo, foram preparadas
diluicBes de 5.000-5 mg L. Uma solucéo 6,5x10°M de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)
foi preparada e ajustada para leitura de absorvancia entre 600-700 nm em um espectrofotémetro
(Genesys™ 6, Thermo Scientific, EUA). 0,1 mL de cada diluicdo dos extratos e 3,9 mL da
solucdo de DPPH foram misturados no escuro a temperatura ambiente. Ap6s 1 hora, a
absorvancia foi medida a 515 nm. A taxa de inibicdo de DPPH foi calculada a partir da equacéo

abaixo:

|nIbIQ§.0 de DPPH (%) = (ADPPH - Aamostra /ADPPH) X 100 (3)
Onde ApppH € a absorvancia encontrada para a solucdo de metanol com DPPH e Aamostra € @
absorvancia encontrada para cada concentracdo de extrato (250; 125; 25; 12,5; 2,5; 1,25; 0,25;
0,125 ppm). O teste foi realizado em triplicata para cada concentracéo e a concentracédo efetiva
que inibe 50% do radical DPPH (1Cs) foi entdo calculada para cada extrato.

4.3.6 Atividade antimicrobiana

4.3.6.1 Concentracdo Inibitoria e Bactericida Minima

Culturas bacterianas: Escherichia coli ATCC-25922, Salmonella enteritidis IAL-
1132, Listeria monocytogenes ATCC-19115 e Staphylococcus aureus ATCC-27664 foram



38

obtidas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara
(Fortaleza, BR). As bactérias foram ativadas em caldo TSB (Becton, Dickinson e Co., Sparks,
MD), por duas transferéncias consecutivas idénticas e incubados a 24 h de forma aerdbica a 35
°C. As culturas bacterianas foram mantidas em TSA inclinados armazenados a 4 °C.

As curvas de crescimento foram realizadas primeiro a 35 °C em cada estirpe para
correlacionar contagens de placas com valores de densidade Optica a 630 nm (OD630) em um
leitor de absorvancia de microplaca ELx808 (BioTek). A concentragdo minima de inibicéo foi
determinada pela técnica de dilui¢cdo de microplacas (96 pocos) de acordo com a metodologia
descrita por Brandt et al. (2010). Os pogos de microplacas foram preenchidos com 100 pL de
meio de caldo TSB contendo o microrganismo (MHB-Micro Med) com um indculo inicial de
aproximadamente 5,0 log10 CFU mL™ em cada poco de amostra (0s indculos iniciais foram
enumerados por colocagdo em camada em TSA e incubados durante 24 h a 35 °C), sendo em
seguida, adicionado 100 pL de solugcdes de extrato a dilui¢do foi realizada, com concentragdes
variando entre 2,5 e 50 mg mL™.

Os controles negativos foram preparados com solucdes de amostras e caldo
esterilizado 2 vezes referentes as leituras OD630 de linha de base. Também foram preparados
controles positivos contendo indculo e dgua destilada estéril. Aliquotas de 100 pL de todas as
solugdes antimicrobianas e/ou solventes foram espalhadas em meios de cultura em placas
(TSA) para garantir a esterilidade. As microplacas foram incubadas (24 h a 35 °C) e as leituras
de OD630 foram tomadas no tempo 0 h e 24 h de incubacéo, a fim de observar o crescimento
e a inibi¢do bacteriana. Os pocos de teste antimicrobianos que apresentaram variagao <0,05 na
OD630 apds 24 h foram considerados inibidos pelo antimicrobiano (ap6s ajustes de linha de
base adequados) para esse periodo. A CIM (concentracdo inibitéria minima) foi determinada
pela menor concentracdo de antimicrobianos que inibiu o crescimento de todas as repeti¢bes do
teste (BRANDT et al., 2010).

Todos o0s pogos que mostraram inibi¢cdo do microrganismo apds 24 h foram entdo
testados quanto a capacidade bactericida, sendo espalhado (spread plate) 100 uL de cada pogo
que apresentou inibicdo em placas de TSA, submetendo as placas a incubagédo durante 24 h a
35 °C. A auséncia de colbnias nas superficies da placa ap6s a incubacdo determinou a
concentracédo do tratamento que foi considerada bactericida. A menor concentracdo de amostras
demonstrando atividade bactericida em todas as repeticbes foi considerada a CBM

(concentracdo bactericida minima).
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4.4 Desenvolvimento e caracterizacdo dos filmes de pectina e extratos fenolicos das cascas

da manga

4.4.1 Preparacao das dispersdes filmogénicas

Os filmes foram preparados dissolvendo inicialmente 10,0 g de pectina da casca da
manga em 200 mL de &gua destilada (previamente aquecida a 40 °C), sob agitacdo a 400 rpm
por 2 h. Apo6s a solubilizagcdo completa do polissacarideo, com a temperatura permanecendo a
40°C, foram adicionados glicerol como plastificante (25% sobre a massa da matriz polimérica)
e 0 extrato fenolico (aquoso, etandlico ou metandlico) a 20% (em relacdo a massa da matriz
polimérica). As dispersdes foram homogeneizadas em UltraTurrax T25 (Ika, Alemanha) por 15
min a 8000 rpm e submetidas ao processo de desgaiseficacdo, utilizando bomba de vacuo
(modelo MA 057/1, Marconi) para eliminagéo de bolhas de ar. Os filmes foram produzidos por
casting, onde as dispersdes filmogénicas foram vertidas em placas de vidro, previamente
revestidas com filme de poliester Mylar® para facilitar a retirada do filme apos a secagem e
niveladas para uma espessura inicial de 1,5 mm. A secagem dos filmes foi realizada em
ambiente com temperatura controlada a 25 °C e umidade relativa (UR) de 50% por um periodo
de aproximadamente 48 h. Os filmes foram entdo removidos das placas, cortados em amostras
de teste e condicionados por 48 h sob condic¢des controladas (23 + 1 °C, 50 + 3% UR) antes das
analises. Os filmes foram denominados como FCP — Filme controle de pectina; FPEA — Filme
de pectina com extrato aquoso; FPEE — Filme de pectina com extrato etandlico; FPEM — Filme

de pectina com extrato metanolico.

4.4.2 Espessura e umidade

As espessuras dos filmes foram determinadas através da média de 8 medicGes
realizadas em diferentes pontos de cada filme através de um micrémetro digital AKROM,
KR1250 (margem de erro do equipamento: £ 1um). O teor de umidade dos filmes foi calculado
utilizando balanca de infravermelho Marte modelo ID50 a 100 °C. Pesou-se 1 g de cada filme
sendo em seguida colocado na balanca e entdo foi determinado o percentual de umidade

presente nas amostras. Esta analise foi realizada em duplicata para cada filme.
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4.4.3 Matéria Insoluvel (M)

A matéria insoltvel dos filmes foi definida como a quantidade de matéria seca que
permaneceu insoltvel ap6s 24 h de imersdo dos filmes em agua, de acordo com Pena-Serna e
Lopes-Filho (2013). Os filmes foram cortados em discos de 2 cm de didmetro, em triplicata, e
secos em estufa a 105 °C por 24 h, pesados (massa inicial, m;) e imersos em 50 mL de agua
destilada a 25 + 1 °C por 24 h sob agitacdo em shaker orbital (MA-410, Marconi, Brazil) a 76
rpm. Apos a imersdo, os discos foram removidos, secos em estufa a 105 °C, acondicionados
por 1 h em dessecador e pesados até peso constante. O teor de matéria insoltvel foi definido

pela seguinte equacéo:

MI (%) == x 100 (4)

mj
Onde, mi é massa inicial dos filmes e m¢ é a massa final dos filmes.
4.4.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A determinagdo da PVA foi realizada com base no método ASTM E96/E96M
(2016) a 25 °C, usando silica gel como dessecante em dessecador vertical DCV040 (Arsec), e
1,5 mL de &gua dentro das celulas de permeacéo (diametro interno, 24 mm; altura, 10 mm). Ao
longo de cerca de 24 h foram realizadas 8 pesagens, com intervalo minimo de 1 hora entre elas.

O coeficiente de PVA de cada amostra foi obtido através da equacéo abaixo:

PVA = == (%)
t.A.AP

Onde: x: espessura média dos filmes (m); A: area de permeacdo (0,00196 m?); AP: diferenca
entre a pressao parcial da atmosfera sobre a silica gel e sobre a agua pura (3,168 kPa, a 25 °C);

w/t: calculado por regressao linear usando dados de ganho de massa, em fung@o do tempo (g s

1).

4.4.5 Opacidade
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A determinacédo de opacidade dos filmes foi realizada em um colorimetro Minolta
(CR 400, Minolta, Japdo) sendo calculado como a razédo entre a opacidade em um padréo preto
e em um padrdo branco. Cinco medi¢des foram feitas para cada uma das amostras de filme com

2 cm de diametro e os resultados foram expressos em porcentagem.

4.4.6 Ensaios Mecanicos

As propriedades mecanicas foram realizadas em corpos de prova (cinco replicatas
por filme), baseado no método ASTM D882 (2012), obtidos em prensa estampadora Ceast nas
dimensBes 125 mm x 12,5 mm. As amostras foram acondicionadas por, no minimo, 48h em
ambiente com temperatura e umidade relativa controladas (25 = 1 °C e 50 £ 5%). Foi utilizado
0 equipamento Emic DL-3000 Universal Testing Machine com célula de carga de 100 N,
separacdo inicial entre as garras de 100 mm e velocidade de deformagédo de 12,5 mm mint,

4.4.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias de MEV dos filmes foram obtidas em um microscopio eletrénico
de varredura ambiental Quanta-450 FEG (ESEM, FEI Company, EUA) a 3kV em stubs sobre
fitas adesivas de carbono, na Central Analitica da Universidade Federal do Ceard. As amostras
foram metalizadas em um equipamento Q150T ES (Quorum) com aplicacdo de uma camada de
ouro (20 nm) e as imagens foram obtidas com ampliacao de 2.000x.

4.4.8 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) com Reflexdo
Total Atenuada (ATR)

Os espectros de FTIR dos filmes foram obtidos em um espectrémetro Frontier
FTIR/NIR (PerkinElmer, EUA) no modo de reflexdo total atenuada (ATR) com cristal de
seleneto. A varredura foi realizada no intervalo de 4000 a 650 cm™.

4.4.9 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica dos filmes foi realizada em médulo termogravimétrico
DTG modelo STA 6000 (PerkinElmer), no Laboratério de Tecnologia da Biomassa,
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pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical de Fortaleza. A medida termogravimétrica das
amostras foi realizada em suporte de aluminio, com uma raz&o de aquecimento de 10 °C min,
em intervalo de 25 a 800 °C, em atmosfera de nitrogénio, com vazao de 30 mL mine utilizando

indium como material de referéncia.

4.4.10 Analise Dinamico-Mecanica (DMA)

A analise dindmico-mecanica dos filmes foi realizada em amostras de filmes com
dimens@es de 30 x 10 mm, em um DMAZ25 Dynamest (Metravib, Franga) a 1 Hz; taxa de

aquecimento de 3 °C min e faixa de temperatura de -120-150 °C.

4.4.11 Determinacdo do Teor de Fendlicos Totais (TFT) dos filmes

Para a analise do conteudo fenodlico total dos filmes, a metodologia foi a mesma
utilizada para os extratos. Os filmes foram preparados na concentracéo de 10 mg mL™ para a

determinacédo. A analise foi realizada em triplicata.

4.4.12 Ensaio de inibicédo do radical DPPH

A atividade antioxidante dos filmes foi avaliada por meio da analise de inibicao de
radicais DPPH. O método utilizado foi adaptado do descrito por Adilah, Jamilah e Hanani
(2018). 30 mg de cada filme foram pesados e misturados com 2 mL de solucdo etandlica 0,06
mM de DPPH. A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e incubada no escuro por 30
minutos. A absorbancia foi medida a 517 nm usando um espectrofotémetro (Shimadzu UV-vis
2450, Japdo). O ensaio foi realizado em triplicata, e a atividade antioxidante foi expressa como

atividade de inibicdo de DPPH (%) obtida pela equacao 3.
4.5 Analise estatistica
Os dados experimentais foram expressos como média das medidas + desvio padrédo

(DP). Os parametros das amostras foram estimados usando analise de variancia (ANOVA) de

uma via, seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da pectina da manga

5.1.1 Rendimento

A pectina de manga, variedade Tommy Aktins, obtida neste trabalho apresentou
rendimento de 21,8 + 0,95% utilizando oxalato de aménio/acido oxalico como solugdo extratora
e pH 4,6. Koubala et al. (2008) relataram ter obtido valores de rendimento entre 23,5 e 31,8%,
semelhantes aos encontrados neste trabalho, utilizando a mesma solugdo de extracdo e duas
variedades de manga (Améliorée e Mango). Banerjee et al. (2018) encontraram rendimentos
entre 22,4-30,8% para a variedade de manga Totapuri (indiana) e 13,3-21,3% para a manga
Calypso (australiana) utilizando diferentes condi¢fes de extragdo. Wang et al. (2016) obtiveram
pectina da casca da manga Tainong No.1 com rendimentos entre 16,70-17,15%, utilizando
extracao convencional com &cido citrico e ultrassom.

O rendimento e as propriedades de diferentes pectinas sdo dependentes da fonte e
das condig0es utilizadas no processo de extracdo (pH, tempo, temperatura etc.). Portanto, as
cascas da manga utilizadas neste trabalho demonstraram ser uma fonte interessante para
obtencdo de pectina podendo o valor de rendimento encontrado ser comparados ao de pectinas
de bagaco de maca (10-15%) e cascas de frutas citricas (20-35%), que sdo fontes comerciais
utilizadas para a obtencdo desse polissacarideo (CHAIWARIT et al., 2020).

5.1.2 Espectroscopia de absorcéo na regiéo do infravermelho (FTIR)

No espectro de FTIR (FIGURA 7) sdo mostradas as principais bandas da pectina
da manga. A banda de absorcdo forte e larga em 3416 cm™ é referente aos estiramentos de
grupos O-H. A banda em 2936 cm™ é relativa aos grupos C-H (HOU et al., 2022; QIN et al.,
2022). As bandas em 1747 e 1624 cm™ s3o atribuidas aos estiramentos de grupos carboxilicos
esterificados (C=0) e aos grupos carboxilatos (COO"), respectivamente, as quais sao de grande
importancia para as pectinas pois podem ser utilizadas na determinacao do grau de metoxilacéo
desse polissacarideo (ZHANG et al., 2022). A banda em 1624 cm™ foi acompanhada pelo sinal
em 1443 cm?, sendo correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico,
respectivamente, do grupo COO™ (GOPI et al., 2014; CABELLO et al., 2015).
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Figura 7 - FTIR da pectina da manga
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Fonte: Elaborada pela autora.

Bandas vibracionais atribuidas ao anel piranosidico foram encontradas em 1146,
1102 e 1013 cm™ (YOUNIS; ZHAO, 2019) (TABELA 1). A regido entre 950 e 1200 cm™ é
geralmente chamada de regido de “impressdo digital” de polissacarideos, pois fornecem
informacdes sobre a identificacdo dos principais grupos quimicos dessa classe de substancias,
sendo que as posicdes e as intensidades de cada banda na regido citada sdo Unicas para cada
polissacarideo (LIU et al., 2022).

Tabela 1 - Principais bandas observadas na pectina da manga

Bandas observadas (cm™) Atribuicoes
3430 vO-H
2932 vs € vasC-H
1745 vasC=0
1623 vasCOO"
1446 wCOO
1146 C-O-C das ligacGes do anel glicosidico
1013 vC-O (anel piranosidico)
958 5C-H em configuragéo a
913 sC-H em configuracao 3

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN 'H e 13C)

O espectro de RMN H da pectina da manga é mostrado na Figura 8. Os sinais
relativos aos hidrogénios do carbono anomérico H-1 e H-5 de ésteres metilicos (—-COOCHs3) de
acidos galacturénicos sdo vistos em & 4,97-5,15 ppm. O préton H-5 dos grupos carboxilatos
(COQ) esta representado pelos sinais com deslocamentos quimicos em & 4,63 e 6 4,70 ppm
(ROSENBOHM et al., 2003; TAMAKI et al., 2008). O sinal em & 5,25 ppm ¢ atribuido ao
hidrogénio H1 da cadeia polimérica da a-L-arabinose (LIN et al., 2016). Os sinais em 6 3,75
ppm, & 3,99 ppm e & 4,47 ppm correspondem aos protons H-2, H-3 e H-4, respectivamente, de
grupos metilicos de &cidos galacturdnicos esterificados (BEDOUET; COURTOIS;
COURTOQIS, 2003). O sinal em torno de 6 2,11 ppm refere-se a grupos acetila ligados ao acido
2-0O- e 3-O-galacturonico. O sinal de 6 1,27 ppm refere-se ao sinal do proton H-6, referente ao
residuo de ramnose na cadeia principal da pectina. O sinal intenso em & 3,82 ppm esta
relacionado aos hidrogénios dos grupos metila que se ligam aos grupos carboxila das unidades
de acido galacturénico (CUI; CHANG, 2014; GOPI et al., 2014; HOSSEINI et al., 2019;
TAMAKI et al., 2008; WANG et al., 2014).

Figura 8 — Espectro de RMN 'H da pectina da manga
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O grau de metoxilagdo da pectina da manga, determinada por RMN *H, foi de
58,3%, indicando que se trata de uma pectina de alta metoxilacdo (AM), o que corrobora
estudos anteriores (GUANDALINI; RODRIGUES; MARCZAK, 2019; KOUBALA et al.,
2008). O GM refere-se a porcentagem de grupos carboxila esterificados presentes na pectina e
desempenha um papel importante nas propriedades fisico-quimicas desse polissacarideo,
principalmente no comportamento de gelificacdo (DENG et al., 2020). Uma pectina AM como
a obtida da casca da manga é capaz de formar géis e filmes atraves de ligacGes de hidrogénio
entre 0s grupos carboxila presentes nas moléculas de pectina sem a necessidade da adi¢ao de
ions célcio, necessarios quando se utiliza pectinas de baixa metoxilacdo (CHAIWARIT et al.,
2020).

No estudo de Chaiwarit et al. (2020), trabalhando com casca de manga da variedade
Nam Dok Mai, observou que o GM ficou em torno de 78% quando analisado por RMN *H.
Outros estudos que utilizaram casca de manga para extrair pectina observaram valores de GM
entre 62-86%. A variacdo no grau de metoxilacdo pode ser explicada por diferencas na
maturidade da casca de manga utilizada e nas etapas do processo de extracdo, como o solvente
empregado.

O espectro de RMN 3C da pectina da manga (FIGURA 9) mostrou deslocamentos
quimicos correspondentes a regido anomérica do acido a-D-galacturénico, evidenciado pelos
sinais 6 100,67 ppm e 6 99,90 ppm equivalente ao carbono C-1 de unidades esterificadas e ndo
esterificadas respectivamente, e dois sinais em 6 175,14 e 6 171,14 ppm correspondentes ao C-
6 de grupos carboxilicos metil-esterificados e livres, respectivamente. O sinal & 53,46 ppm é
atribuido ao grupo éster O-metil do C-6 do anel piranosidico (MARCON et al., 2005;
SYNYTSYA; COPIKOVA; BRUS, 2003; ZHU et al., 2014). Os deslocamentos quimicos em
871,18, 668,77; 6 79,28 e 6 73,45 ppm sdo relativos aos carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5 do acido
galacturdnico, respectivamente. Em 4 61,76 e 6 82,00 ppm os deslocamentos sdo atribuidos aos
carbonos C-5 e C-4 das a-L-arabinofuranoses, respectivamente. O sinal em & 104,03 ppm foi
atribuido a residuos de a-L-galactopiranose na cadeia de pectina (MARCON et al., 2005;
NURDJANAH et al., 2013; WANG et al., 2014).
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Figura 9 — Espectro de RMN *3C da pectina da manga
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Fonte: Elaborada pela autora.
5.1.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)
O cromatograma da pectina da manga € mostrado a seguir (FIGURA 10), no qual
pode-se observar a presenca de um Gnico pico com massa molar de 1,56 x 10° g mol™, o que

estd de acordo com a literatura encontrada para este polissacarideo (CANTERI et al., 2012).

Figura 10 - GPC da pectina da manga
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As pectinas apresentam uma cadeia linear de acido galacturénico e ao longo dessa
cadeia apresentam diversas ramificacdes de monossacarideos. A estrutura complexa das
pectinas ird influenciar diretamente nos valores de massa molecular e polidispersividade. A
massa molar das pectinas varia de acordo com a fonte e as condi¢des de extracdo utilizadas,
podendo, por isso, apresentar uma heterogeneidade na estrutura e uma larga distribuicdo de
massa. Em funcdo da grande variedade das substancias pécticas, os valores médios de massa
molecular podem diferir de um fator de até 10 (CANTERI et al., 2012; SOUSA et al., 2017).

As diferentes variagdes na estrutura das pectinas podem ser observadas e
comparadas através do indice de polidispersidade (Mw/Mn), onde valores mais elevados dessa
razdo representam uma distribuicdo de massa molecular mais ampla. O indice de
polidispersidade (Mw/Mn) encontrado para a pectina da manga neste trabalho foi de 1,2,
refletindo uma pequena variacdo no tamanho das cadeias desse polimero (SEIXAS et al., 2014).
O valor do indice de polidispersividade foi proximo ao relatado por Matharu et al. (2016), que
obtiveram pectina da casca de manga da variedade Tommy Atkins usando extragcdo assistida
por micro-ondas, considerado um método de extracdo mais suave, e encontraram o valor de
1,36. No estudo de Deng et al. (2020), o indice de polidispersidade de pectinas obtidas de manga
de fontes diferentes variou de 1,324 a 2,357, 0 que mostra que a distribui¢édo do peso molecular

foi relativamente estreita.

5.1.5 Anélises Térmicas (DSC e TGA)

As analises térmicas (DSC/TGA) da pectina de manga sdo mostradas nas Figuras
11 e 12. A Figura 11 mostra a curva DSC da pectina da manga, na qual é possivel observar dois
picos. O primeiro pico (endotérmico) em 136°C esta relacionado com a evaporacao de agua da
cadeia da pectina. O segundo pico (exotérmico) em 234°C refere-se a decomposicdo do
polissacarideo. Os picos exotérmicos comegando em torno de 200 °C e terminando em 210-270
°C sdo caracteristicos de degradacdo e despolimerizacdo da amostra (EINHORN-STOLL;
KUNZEK; DONGOWSKI, 2007).



Figura 11 - Curva de DSC da pectina da manga
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Na anélise termogravimétrica (FIGURA 12), a pectina da manga apresentou quatro

eventos de perda de massa. O primeiro evento na faixa de temperatura de 20-145°C, com pico

méaximo em 61°C e perda de massa de 13,8%, esta relacionado & evaporagdo da 4gua adsorvida
(dgua retida na superficie das cadeias poliméricas) (EZZATI et al., 2020; JIANG et al., 2020;
SUCHETA; MISRA; YADAYV, 2020). O segundo evento, observado entre 145 e 272°C, com

perda de peso de 31,5%, esta relacionado a decomposicao pirolitica do polissacarideo, onde as

cadeias de &cido galacturénico sofrem extensa degradacgéo térmica seguida de descarboxilacdo
das cadeias principais (EZZATI et al., 2020; JIANG et al., 2020). O terceiro evento, na faixa

de temperatura de 272-350°C e perda de massa de 33,2%, pode ser atribuido a oligossacarideos
ligados a estrutura da pectina (MATHARU et al., 2016).
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Figura 12 - TGA/DTA da pectina da manga
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Fonte: Elaborada pela autora.

O teor residual da pectina da manga (21,5%), visto na Tabela 2, esta relacionado ao
fim da decomposicéo térmica do polissacarideo resultando em um residuo sélido inorganico
(EZZATI et al., 2020; TALEKAR et al., 2019). Nos estudos de Deng et al. (2020), que
trabalhou com pectina da casca da manga de oito cultivares de paises diferentes e Matharu et
al. (2016), trabalhando com trés variedades de manga, dentre elas a Tommy Atkins, foram

observados comportamentos térmicos semelhantes.

Tabela 2 - Principais etapas de degradacao e perda de massa da pectina da manga

1° Evento Perda de 2° Evento Perda de 3° Evento Perda de
(°C) massa (%0) (°C) massa (%o) (°C) massa (%0)
20-145 13,8 145-272 315 272-350 33,2

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Caracterizacao dos extratos das cascas da manga

5.2.1 Espectroscopia de Absorc¢ao na Regido do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho permitiu identificar sinais atribuidos aos
principais constituintes presentes nos extratos, com a presenca de grupos funcionais
caracteristicos. A Figura 13 mostra os espectros de FTIR dos trés extratos fendlicos obtidos da
casca da manga.
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Figura 13 - FTIR dos extratos aquoso, etanélico e metandlico
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Fonte: Elaborada pela autora.

A banda larga em torno de 3380 cm™ corresponde as vibragoes de estiramento de
grupos O-H de fenois e acidos carboxilicos, indicando a presenga de grupos fendlicos nos
extratos (FERNANDEZ et al., 2019; YANG, WEIHONG; HAO, 2014). A banda em 2930 cm"
1¢ atribuida a vibrac&o de estiramento C — H simétrico e assimétrico dos acidos alifaticos (RANI
etal., 2020; WANG et al., 2018; YANG, WEIHONG; HAO, 2014). A regido entre 4000 e 2500
cm ! ndo é utilizada para especificar compostos fenélicos individuais devido ao fato de conter
principalmente bandas largas associadas as vibragdes de estiramento das fungdes hidroxila e as
vibracGes de estiramento C-H aromaticas. Para a identificacdo de compostos fenolicos a regido
da impresséo digital é encontrada entre 1800 e 700 cm* (BALTACIOGLU et al., 2021).

As bandas em 1710 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento do grupo carbonila
em lactonas sesquiterpénicas e em saponinas (FERNANDEZ et al., 2019). As bandas em 1618-
1647 cm™ e 1414-1418 cm™ sdo devido as vibragoes de estiramentos assimétrico e simétrico de
C=0 no grupo acido carboxilico. As bandas na regido de 1070-1030 cm™ estdo associadas as
ligacbes C—OH dos acidos carboxilicos em oligossacarideos, nos permitindo inferir que 0s
extratos também contém saponinas (FERNANDEZ et al., 2019a; RANI et al., 2020; WANG et
al., 2018; YANG, WEIHONG; HAO, 2014).

5.2.2 Rendimento e umidade

As caracterizagOes dos trés extratos obtidos a partir da casca da manga (aquoso,

etanolico e metandlico) sdo mostradas na Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3 - Rendimento, umidade e teor fenélico total
Extrato Rendimento Umidade TFT

(%) (%) (mg EAG 100 g%

Aquoso 39,37 +3,63% 1225+0,27° 1960,00 + 17,32°
Etandlico 24,22 +948° 11,28+0,34% 2173,33 + 156,31°
Metandlico 30,41+1,47° 10,93+1,78%  2426,67 + 60,28°

Valores expressos em medias das replicatas da analise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma coluna

indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

A extragdo com solvente é frequentemente utilizada para o isolamento de
compostos antioxidantes, e tanto o rendimento quanto as atividades biologicas dos extratos
estdo fortemente relacionados ao solvente utilizado, principalmente devido a diferenca de
polaridade dos compostos obtidos (MOURE et al., 2001). Pode-se observar que os valores de
rendimento aumentaram com a polaridade do solvente. Ao utilizar 4gua no processo de
extracao, geralmente também sdo extraidos proteinas e polissacarideos, o que pode explicar o
maior rendimento obtido para esse extrato (MAISUTHISAKUL; GORDON, 2009). Fernandez-
Agullo et al. (2013), trabalhando com extratos de casca de noz verde (Juglans regia L.) e
Moriasi et al. (2021), trabalhando com extratos da casca do caule de Lonchocarpus eriocalyx
(Harms.) utilizando os mesmos solventes deste estudo, obtiveram maiores valores de
rendimento para extratos aquosos em comparagao a extratos metandélicos. Sultana et al. (2012)
trabalhando com duas variedades de manga (chonsa e lungra) e utilizando uma mistura de
metanol e agua como solvente obtiveram extratos das cascas com rendimentos proximos (27,8—
28,3%).

Em relacdo ao teor de umidade (TABELA 3), os resultados observados para os trés
extratos ndo apresentaram diferenca significativa, sendo superior ao teor encontrado no trabalho
de Garcia-Mendoza et al. (2015), que foi de 8,62 + 0,52% também trabalhando com extratos

obtidos de cascas de manga.
5.2.3 Determinacao do Teor de Fendlicos Totais
A Tabela 3 mostra o conteido fendlico total presente nos trés extratos obtidos das

cascas de manga. O extrato metanolico apresentou o maior teor de fendlicos em relacdo aos

outros dois extratos.
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Agatonovic-Kustrin, Kustrin e Morton, (2018), trabalhando com 9 variedades de
manga, analisaram o teor de polifendis totais presentes na polpa e casca. Para as amostras de
polpa, o teor de fendlicos variou de 275 a 1.267 mg EAG 100 g* de polpa, enquanto nas
amostras das cascas, a variacdo foi de 463 a 2.692 mg EAG 100 g de casca. Em 8 das 9
variedades estudadas verificou-se que o contetudo fendlico foi maior nas cascas. Guandalini,
Rodrigues e Marczak, (2019), utilizando etanol como solvente e 0 método de extracdo por
micro-ondas, encontrou o valor de 9.800 mg EAG 100 g* de casca de manga da variedade
Tommy Atkins. Abdel-Aty et al. (2018) encontraram o valor de 17.400 mg EAG 100 g* de
semente trabalhando com extrato metandlico de manga da variedade Hindi.

Essas diferencas no teor de fendlicos podem ser devido a diferentes cultivares de
manga, localizacdo geografica e condicBes de extracdo (ABDEL-ATY et al., 2018). Polifendis
como é&cido galico, metil galato, metil galoil galato, acido digalico, presentes na casca de
manga, possuem uma estrutura simples sendo extraida devido a maior solubilidade em
solventes polares (GARCIA-MENDOZA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2012). Os polifendis
extraidos da casca da manga (parte hidrofilica) ttm maior afinidade por solventes organicos
mais polares (por exemplo, &lcoois de cadeia curta). Portanto, esses polifenois sdo mais
facilmente extraidos com metanol puro, como observado, ou em solucdo (particGes
metanol/agua) (YAKOUB et al., 2018; HAMINIUK et al., 2014; HWANG; THI, 2014,
KIRKAN, 2019). Rebolledo et al. (2021) e Nahdi et al. (2018) também encontraram maiores
valores para extratos metandlicos. Marcillo-Parra et al. (2021) trabalhando com cascas de
manga Tommy Atkins, encontraram valores variando entre 2.931 e 4.146 mg EAG 100 g,

Os resultados mostraram que o método utilizado para obtencdo dos extratos neste
trabalho preservou os compostos fendlicos, servindo como teste preliminar da atividade
antioxidante destes que, segundo a literatura, estd relacionada a presenca desses compostos
devido a reatividade da fracdo fendlica, que tem a capacidade de eliminar radicais livres, via
doacéo de hidrogénio ou doacéo de elétrons (KABIR et al., 2015; KIM et al., 2010). Assim, as
cascas de manga provaram ser uma fonte promissora de compostos fenolicos que podem ser

usados como antioxidantes naturais.
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5.2.4 Identificacdo dos compostos fenolicos presentes na casca da manga da variedade

Tommy Atkins

A identificacdo dos principais compostos presentes nos trés extratos fenolicos foi
realizada a partir da analise do cromatograma (FIGURA 14) em modo de ioniza¢do negativo
juntamente com os espectros de massa de cada um dos compostos desconhecidos. Neste método
as moléculas sdo ionizadas perdendo um préton (ion H*) e adquirem carga negativa e, entdo, é
feita a comparacdo das massas e dos padrdes de fragmentacdo obtidos com compostos ja
identificados na literatura fornecendo uma identificagéo sugestiva.

Os compostos identificados nos extratos da casca da manga juntamente com outros
dados sdo mostrados na Tabela 4. Foi possivel observar a presenca de varios compostos como
acidos fenolicos, flavonoides e xantonas, que também foram encontrados no trabalho de Melo
et al. (2019) que obteve o extrato fendlico da améndoa da casca da manga da mesma variedade
utilizada neste trabalho.

O exame dos cromatogramas no modo TOF-MS revelou perfis semelhantes entre
0s extratos e a presenca de diferentes compostos de galato e galotanina, como &cido galico,
galato de metila, galato de etila, éster de galato de metila, tetra-O-galoil-glicosideo e penta-O-
galoil-glicosideo (FIGURA 15).

O composto 1 com tempo de retencdo em torno de 0,90 min foi identificado como
acido galico, mostrando um ion [M-H] em m/z 169,0132 e um ion fragmento principal em m/z
125, tipico de &cido galico, produzido apos a perda de um grupo -CO.. O composto 10 com ion
[M-H] em m/z 183,02 foi identificado como galato de metila. Os fragmentos observados em
m/z 169 e 124 correspondem ao fragmento de acido galico e a perda de -CO2CHs,
respectivamente (BARRETO et al., 2008; DORTA et al., 2014; L1 et al., 2016). O acido galico
é um composto fenodlico bem conhecido com atividades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
anticancerigenas  ja  relatadas (OJEABURU; ORIAKHI, 2021; ORIAKHI;
ORUMWENSODIA, 2021). Possui um grupo carboxilico, mas também possui trés grupos
hidroxila adicionais disponiveis para doacdo de a&tomos de hidrogénio, o0 que poderia explicar
sua alta atividade antioxidante. Os acidos fendlicos s@o considerados doadores de hidrogénio
eficientes devido ao seu grupo carboxilico caracteristico, que é facilmente ionizado
(PALAFOX-CARLOS; YAHIA; GONZALEZ-AGUILAR, 2012).



Figura 14 - Cromatograma dos trés extratos aquoso (a), etanolico (b) e metandlico (c) de
casca de manga obtidos por UPLC — QTOF- MS no modo negativo
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15 - Compostos identificados nos extratos obtidos das cascas da manga
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Nos cromatogramas TOF-MS o trigaloil-glicosideo, o tetra-O-galoil-glucosideo e
0 penta-O-galoil-glicosideo apareceram nos trés extratos. O pico com [M-H] ion em m/z
787,09 possui a formula molecular CssH23022 e 0 pico com [M-H] ion em m/z 939,1095 tem
como foérmula molecular C41H32026. O cromatograma MS/MS do composto com m/z em 787,
09 mostrou fragmentos de ions em m/z 635 e 617, causados pela perda de por¢oes de galoil [M-
H-152] e acido galico [M-H-170]", respectivamente. O composto que apresentou no espectro
de massas MS o valor de m/z 635,08 [M-H] e como um dos fragmentos m/z 465,0576 [M-H-
1707, referente a perda de uma molécula de acido galico, foi identificado como sendo o trigaloil
glicosideo (MUCCILLI et al., 2017).

O composto visto no tempo de retencdo em torno de 1,60 min nos trés extratos foi
identificado como sendo o galoil glicosideo apresentando ion [M-H] em m/z 331,0665. Os ions
fragmentos observados em m/z 169 correspondem a perda de glicosil e em m/z 125 ¢ referente
a perda de —CO». O pico com m/z 343,0668 corresponde ao teogalina e apresenta ion fragmento
em m/z 192 devido a perda da fracdo galoil [M-H-152]". Dois isdmeros de digaloil glicosideo
foram identificados com [M-H] ion em m/z 383,0771 e 483,0768 apresentando dois fragmentos
caracteristicos em m/z 331 e 169. O primeiro corresponde a perda da fragéo galoil [M-H-152]
e o0 segundo fragmento € devido a perda de uma fragdo de acido galico (LI et al., 2016).

Na variedade de manga analisada, apenas uma xantona foi identificada. O composto
com tempo de retencdo nos extratos em torno de 3,29 min., apresentou um ion [M-H] em m/z
421,07 com férmula molecular C19H18011, foi identificado como mangiferina. A mangiferina é
uma xantona C-glicosilada descrita anteriormente em varios estudos como o principal polifenol
em cascas e sementes de manga. Além disso, o ion molecular mostrou no modo MS/MS a
fragmentacdo tipica de um C-glicosideo com ions em m/z 301 [M-H-120] e em 331 [M-H-90]
(BARRETO et al., 2008; DORTA et al., 2014).
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Tabela 4 - Compostos tentativamente identificados por UPLC-ESI-QTOF-MS nos extratos
aquoso, etandlico e metanolico de casca de manga

Pico Tr [M-H] [M-H] lons Formula Tentativamente
(min) m/z m/z (cal) (MS/MS) empirica identificado
Aquoso/Etandlico/ (exp)
Metandlico
1 0,97/0,90/0,89 191,0533 191,0556 @ -------- C7H1206 Acido quinico
2 1,58/1,59/1,62 331,0665 331,0665 169,01/125,02  Ci3H16010 Galoil glicose
3 1,94/1,90/1,92 493,1198 493,1193 331,06/313,05/1 CigH2015  Monogaloil diglicose
69,01/143,04
4 2,11/2,02/2,09 169,0132 169,0137 125,02 C7HeOs Acido galico
5 2,89/2,88/2,88 483,0768 483,0775 331,08/169,01/1  CyoHz0014 Digaloil glicose
53,02
6 3,17/3,18/3,24 635,0880 635,0884 465,06/169,01/1  Cz7H2401s Trigaloil glicose
25,03
7 3,31/3,29/3,29 421,0787 421,0771  331,05/301,03  CigH1501 Mangiferina
8 3,60/3,64/3,66 787,0986 787,0994  635,09/169,01  Cs4H502 Tetra-O-galoil-
glicose
9 3,70/3,92/3,71 787,1001 787,0994  635,08/169,01  C3sH2502 Tetra-O-galoil-
glicose
10 3,91/4,03/3,92 787,0987 787,0994  635,08/169,01  CsaH25022 Tetra-O-galoil-
glicose
11 4,14/4,18/4,09 300,9966 300,9984 191,05 C14HgOs Acido elagico
12 4,32/4,30/4,35 939,1095 939,1104 169,01 C11H32026 Penta-O-galoil-
glicose

Os compostos foram identificados provisoriamente de acordo com o0s espectros de massa e o0s dados

correspondentes encontrados na literatura. Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise no modo TOF-MS confirmou a presenca de acido elagico em todos 0s
extratos (m/z 300,99). O espectro MS/MS da molécula desprotonada [M-H] em m/z 301
mostrou a fragmentacao tipica com o ion fragmento em m/z 145 que corresponde a perda de
dois -CO; e quatro -OH. O acido elagico é um polifenol comum derivado do metabolismo do
acido galico, presente na casca de frutas e nozes. Apresenta a estrutura de uma dilactona
formada a partir de duas metades do &cido galico (LIN et al., 2020), e exibe mdultiplas funcdes
biolodgicas, incluindo antibacteriana (AN et al., 2021) e antioxidante (GUPTA et al., 2021).
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5.2.5 Atividade antioxidante

Varios métodos tém sido desenvolvidos para estimar a capacidade antioxidante
total de diferentes materiais vegetais. Mais de um método deve ser utilizado para obter um
quadro mais completo da capacidade antioxidante de diferentes extratos (MARTINEZ et al.,
2012). Neste trabalho, a atividade antioxidante dos extratos das cascas de manga foi
determinada pelos métodos ABTS e DPPH.

Tabela 5 - Atividade antioxidante dos extratos fendlicos da casca da manga
Extrato ABTS DPPH ICso
(UM Trolox g?) (ug mLY)
AQuOoso 282,34 +20,44> 116,57 + 1,58
Etandlico  472,75+10,57*° 100,44 + 0,50°
Metandlico 455,83 + 15,25° 100,56 + 0,80°

Valores expressos em medias das replicatas da analise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma coluna

indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.5.1 Método ABTS

O ensaio ABTS é baseado na capacidade dos compostos antioxidantes em capturar
o radical livre ABTS (MARTINEZ et al., 2012). E comumente aplicado para determinar a
atividade antioxidante em compostos obtidos de plantas.

A atividade antioxidante dos extratos etandlico e metandlico foi de 472,75 e 455,8
UM de Trolox/ g de extrato (TABELA 5), respectivamente, muito superior & observada para o
extrato aquoso (282,3 uM de Trolox/ g extrato). No trabalho de Sogi et al. (2013), o extrato de
casca de manga da variedade Tommy Atkins apresentou capacidade antioxidante na faixa de
168 a 197 uM de Trolox / g extrato, valores inferiores aos encontrados neste trabalho. Lépez-
Cobo et al. (2017) encontraram resultados na faixa de 1.530-2.040 uM de Trolox /g de extrato
analisando trés variedades de manga (Keitt, Osteen e Sensacion). No estudo de Hoyos-Arbelaez
et al. (2018) trabalhando com casca de manga da variedade Hilacha, foi observado um valor de
516,79 UM de Trolox/ g extrato. A presenca e a quantidade de polifendis e outros tipos de
metabolitos que possuem a capacidade de eliminar radicais € diferente dependendo da parte do
vegetal utilizada. Estudos anteriores ja relataram a presenca de &cido ferdlico, acido sérico,
rutina, entre outros, na casca da manga (HOYOS-ARBELAEZ et al., 2018).
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5.2.5.2 Ensaio de inibi¢éo do radical DPPH

O teste de DPPH foi outro método utilizado para determinar a atividade
antioxidante dos extratos de casca de manga. Neste método, compostos antioxidantes, como
fenois e flavonoides presentes nos extratos, transformam o radical livre reativo ndo estavel
DPPH na forma estavel ndo reativa DPPH-H por meio de doagdo de elétrons ou radical
hidrogénio. O ICso indica a quantidade de extrato necessaria para diminuir a concentracdo
inicial de DPPH em 50%, portanto, um menor 1Cso indica uma maior atividade antioxidante.

A Tabela 5 mostra os resultados encontrados para os trés extratos determinados por
DPPH. Os menores valores de ICso foram obtidos para os extratos etandlico (100,44 pg mL™?)
e metandlico (100,56 pug mL™) e o maior para 0 aquoso (116,57 pg mL™). Esses resultados
indicaram que os extratos alcoolicos tém maior capacidade de atuar como sequestrador de
radicais DPPH quando comparados ao extrato aquoso e essa capacidade esta relacionada ao
maior teor de fenolicos que os dois extratos apresentaram determinado pelo médodo de Folin-
Ciocalteu visto anteriormente (AL-HADHRAMI; HOSSAIN, 2016; GARCIA-MENDOZA et
al., 2015). Outros estudos relataram que os extratos de etanol e metanol séo sequestradores de
radicais livres mais poderosos do que extratos obtidos utilizando outros solventes (PARVEEN
et al., 2018; REBOLLEDO et al., 2021). Os resultados observados podem ser atribuidos a
capacidade de doacdo de hidrogénio dos grupos —OH e —CHs presente nos extratos
(POLICEGOUDRA; ARADHYA, 2007).

Sabe-se que o uso de diferentes solventes na extracdo pode afetar a atividade
antioxidante do extrato, pois ha influéncia no teor e composicao fendlica do extrato obtido com
diferentes caracteristicas quimicas e polaridades, que podem ser solubilizados em solventes
especificos. Assim, pode haver variacdo nos resultados dos testes antioxidantes, independente
da metodologia empregada. Estudos anteriores mostraram maiores atividades antioxidantes
quando extratos hidroalcodlicos foram usados (MARTINS et al.,, 2020). A atividade
sequestrante de radicais dos extratos esta relacionada ao contetdo e estrutura dos componentes
fenolicos (como &cido gélico, &cido elagico e &cido tanico, entre outros) que diferem na
capacidade de transferir elétrons e/ou prétons convertendo radicais livres altamente reativos em
moléculas ndo reativas estaveis (GOMEZ-MALDONADO et al., 2020; MAISUTHISAKUL;
GORDON, 2009; MARTINEZ et al., 2012). No entanto, em geral, o alto potencial antioxidante
observado nos extratos fenolicos da casca de manga pode ser devido as acBes combinadas de
diferentes compostos bioativos, dificultando a defini¢cdo da contribuigcdo desses compostos nos
resultados.
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Os resultados dos testes antioxidantes (ABTS e DPPH) mostraram que 0s extratos
de casca de manga obtidos neste trabalho possuem uma atividade sequestradora de radicais
livres que esta correlacionada com os teores de fendlicos, conforme relatado em outros estudos
(NASROLLAHI et al., 2019; YIM et al., 2019). Portanto, os extratos mostraram ter potencial
para serem utilizados em filmes poliméricos atribuindo atividade antioxidante a esses materiais

para serem aplicados como embalagens ativas de alimentos.

5.2.6 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada frente aos microrganismos
apresentados na Tabela 6. N&o foi encontrada atividade para o extrato aquoso nas concentragoes
testadas. Da mesma forma, Semerci, Tung e Okur (2020) avaliaram o efeito antimicrobiano de
extratos aquosos obtidos pela maceracdo de frutos de Pyracantha coccinea roem e néo
encontraram atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos testados. Subramaniam et al.
(2020) também ndo encontraram efeito antimicrobiano para extratos aquosos de casca de
banana (Musa acuminata), para bactérias gram-positivas.

De acordo com Umamahesh, Gandhi e Reddy (2020) e Lebaka et al. (2021), a casca
de manga pode ser considerada um subproduto fonte de compostos bioativos, como mangiferina
e B-caroteno, que apresentam diversas atividades bioldgicas. Dessa forma, verifica-se que a
metodologia de extracdo empregada, utilizando-se agua como solvente, ndo apresentou
efetividade para o arraste de substancias presentes na casca da manga que apresentem efeito
antimicrobiano.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos extratos fendlicos da casca da manga

Microrganismo Extrato aquoso  Extrato etandlico  Extrato metandlico
(mg mL™?) (mg mL™?) (mg mL™?)
MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC
Escherichia coli N.E. N.E. 0,63 N.E. 2,5 N.E.

Salmonella enterica N.E. N.E. 2,5 N.E. 1,25 N.E.
Listeria monocytogenes N.E. N.E. 0,63 1,25 0,63 1,25
Staphylococcus aureus N.E. N.E. 0,31 0,63 0,31 0,63

CIM: concentragdo inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima; N.E.: ndo encontrado. Fonte:

Elaborada pela autora.
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Os extratos etandlico e metandlico apresentaram atividade antimicrobiana para
bactérias gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus), com maior efeito para S. aureus, tendo
em vista que para esta bactéria foram necessarias menores concentraces para obtencédo de
efeito inibitdrio e bactericida.

Villanueva-Magsombol e Magbojos-Magtibay (2020) avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato metandlico de casca de manga obtido por maceragdo, encontrando
atividades inibitorias em uma concentragdo de 6,25 mg mL™ para S. aureus e E. coli, superior
a obtida neste estudo. A atividade antimicrobiana dos extratos etanélico e metandlico é atribuida
aos compostos fendlicos presentes nesses extratos, o que foi confirmado no teste de Folin-
Ciocalteu e na andlise por UPLC-QTOF, contendo diferentes grupos funcionais, como grupos
hidroxila e carboxilicos (SUBRAMANIAM et al., 2020), evidenciados por bandas
caracteristicas observadas na analise de FTIR (WAHEED et al., 2019).

A presenca de um sistema de elétrons deslocalizados seria responsavel pela
atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos. Estudos anteriores ja relataram que
compostos fenolicos, conhecidos por suas interacdes com proteinas e enzimas da membrana
celular microbiana, podem danificar a estrutura da membrana microbiana e modificar sua
hidrofobicidade (FERNANDEZ et al., 2019; PRABAKARAN et al., 2018). Outros autores
relataram atividade inibitoria e/ou bactericida para extratos de subprodutos de frutas elaborados
com etanol ou metanol como solvente. Viktorova et al. (2020) encontraram atividade inibitdria
para S. aureus para extratos metanolicos de duas frutas nativas do Chile (Luma apiculata e
Cryptocarya alba). Abdu, Saeed e Fdhel (2020) observaram efeito antimicrobiano em extratos
metandlicos e etanolicos da casca de roma.

Comparando-se 0s extratos etandlico e metanolico, para as bactérias gram-
positivas, as amostras apresentaram mesma concentracdo para efeito bactericida. No ensaio de
Folin-Ciocalteu, os dois extratos (etanélico ou metandlico) apresentaram valores semelhantes
de polifendis totais. Dessa forma, esses extratos podem ser utilizados visando efeito
antimicrobiano em diversas aplicacGes. Adem, Ayangbenro e Gopane (2020), trabalhando com
extratos de Olea africana, também encontraram, para extratos etandlico e metandlico,
resultados iguais de concentracao inibitdria.

Para as bactérias gram-negativas testadas, os extratos etanélico e metandlico
apresentaram efeito inibitério do crescimento microbiano, com concentracdes superiores as
obtidas para as bactérias gram-positivas. Esse fato ja era esperado tendo em vista que as

bactérias gram-positivas s@o consideradas menos resistentes que as bactérias gram-negativas
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devido a diferencas encontradas na morfologia celular desses microrganismos (DKHIL et al.,
2020; HAJAJl et al., 2017; RAMANATHAN et al., 2018).

Os resultados de atividade antioxidante e antimicrobiano dos extratos, obtidos de
um subproduto da manga (casca), neste trabalho demonstraram potencial para estes serem
utilizados como aditivos em filmes em embalagens na area de alimentos devido os bioativos

presentes nestes compostos.

5.3 Caracterizacao dos filmes de pectina e extratos fenélicos das cascas da manga

5.3.1 Espessura e umidade

O parametro da umidade em filmes serve como indicador dos espacos existentes na
superficie, como poros e fissuras, que podem facilitar a adsor¢do de moléculas de agua na
matriz do filme. Conforme os dados apresentados na Tabela 7, ndo houve diferenca significativa
entre os valores de umidades médias dos 4 filmes. Portanto, a adi¢do dos extratos ndo provocou
mudancas na umidade dos filmes estudados, provavelmente devido a quantidade incorporada.

Rodsamran e Sothornvit (2019b) também observaram que nao houve mudanca no
teor de umidade em filmes a base de pectina de limdo quando extratos fendlicos da casca de

liméo foram adicionados.

Tabela 7 - Espessura e umidade dos filmes

Filme Espessura (mm)  Umidade (%)

FCP 0,042 + 0,002 10,85 + 2,502
FPEA 0,076 + 0,003? 10,46 + 0,782
FPEE 0,059 + 0,003¢ 11,39 + 0,922
FPEM 0,067 + 0,003° 11,18 + 1,192

Valores expressos em medias das replicatas da anélise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma coluna

indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

Os filmes contendo os extratos fenolicos apresentaram um aumento em suas
espessuras em comparacdo com o filme controle. O filme adicionado do extrato aquoso
apresentou o maior valor de espessura e o filme controle o menor valor.

O aumento da espessura dos filmes contendo extratos se deve, possivelmente, ao

maior contetido de solidos presentes na mistura de formacao do filme que impede a formacéo
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de uma estrutura ordenada levando a filmes mais espessos. Além disso, as interagdes entre 0s
grupos funcionais da pectina, com os grupos hidroxila, carboxila e hidroxila fendlica, existentes
nos extratos também podem contribuir para a formacao de uma estrutura mais densa e de maior
espessura (LEI et al., 2019). Adilah, Jamilah e Hanani (2018) trabalhando com filmes & base de
gelatina e proteina de soja também obtiveram filmes mais espessos ap6s a incorporagdo de

extratos fenolicos de casca de manga.

5.3.2 Matéria Insoltvel

Os teores de matéria insollvel para os filmes produzidos neste trabalho sdo
apresentados na Tabela 8. Atraves dessa analise podemos verificar o comportamento dos filmes
em agua, sendo um paradmetro importante tendo-se em vista que aplicacdo de filmes como
embalagens ou revestimentos de alimentos as vezes exigem baixa solubilidade ou
insolubilidade para reforcar as propriedades de barreira a umidade e a estabilidade do prazo de
validade dos alimentos protegidos (NISAR et al., 2018).

Pode-se observar que o teor de matéria insolGvel dos filmes contendo os extratos

fenolicos foi superior ao do filme controle, composto somente de pectina.

Tabela 8 — Matéria insoltvel, Permeabilidade ao vapor de dgua e opacidade dos filmes
Filme Matériainsolavel (%) PVA (x10%gs*m=*Pa™?) Opacidade (%)

FCP 14,82 + 2,30° 1,61 + 0,122 6,97 + 0,48°
FPEA 27,05 + 2,892 1,34 +0,15° 7,46 + 0,39°
FPEE 18,96 + 2,74%® 1,29 +0,13° 8,13+0,17
FPEM 27,76 5,922 1,47 + 0,06% 7,36 + 0,24°

Valores expressos em medias das replicatas da analise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

O filme controle apresentou um menor teor de matéria insoltvel devido a matriz de
pectina ser de natureza altamente hidrofilica possuindo em sua estrutura grupos hidroxila,
capazes de formar ligac6es de hidrogénio com a agua, levando a uma maior solubilidade em
meio aquoso (NISAR et al., 2018; SALAZAR et al., 2019).

A interacdo entre os compostos fendlicos dos extratos e a cadeia polissacaridica da
matriz de pectina, por meio de ligacdes de hidrogénio, diminuiu a disponibilidade dos grupos

hidroxila do polimero para interacdo com a agua, diminuindo a solubilidade dos filmes, o que
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é interessante para aplica¢fes que requerem contato com uma superficie Umida de alimentos
(RAMBABU et al., 2019; SUCHETA et al., 2019).

Adilah et al. (2018) relataram que a incorporacdo de concentracdes diferentes de
extratos fendlicos em filmes de gelatina de peixe e proteina levou a uma diminuicdo
significativa na solubilidade devido & alta interacdo da proteina com os polifendis. Por outro
lado, Rodsamran e Sothornvit (2019b) observaram uma maior solubilidade em agua dos filmes
contendo extrato de casca de limdo do que os filmes sem o extrato, o que foi atribuido aos

grupos hidrofilicos dos compostos fendlicos.

5.3.3 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

O PVA indica a capacidade de barreira dos filmes aos vapores de agua, sendo um
parametro essencial na area de embalagens. Os produtos alimentares sdo mais suscetiveis a
deterioracdo quando expostos a alta umidade do ambiente por isso é necessario que os materiais
propostos a serem utilizados como embalagens de alimentos tenham um baixo valor de PVA.
A permeabilidade dos filmes é afetada pela solubilidade em agua e difusividade dentro dos
componentes do filme (RAMBABU et al., 2019).

O filme controle apresentou o maior valor de PVA devido a pectina utilizada como
matriz nos filmes ser um polimero bastante hidrofilico possuindo uma forte dependéncia da
umidade e temperatura relativa favorecendo a uma maior penetracdo de agua no filme controle.
A transferéncia de vapores de agua ocorre principalmente através das partes hidrofilicas da
estrutura do filme e geralmente depende da razdo hidrofébica-hidrofilica dos componentes do
filme (NISAR et al., 2018). Em alta umidade relativa, as moléculas de 4gua adsorvidas podem
causar alteragdes estruturais internas nos filmes, levando a importantes modificacbes nas
propriedades de barreira (SALAZAR et al., 2019).

Os resultados obtidos mostraram que a adicdo dos extratos fendlicos levou a uma
diminuicdo de PVA dos filmes (TABELA 8), com os filmes com os extratos aquoso e etanélico
apresentado os menores valores. A diminuigdo do PVA pode ser explicada por um aumento da
hidrofobicidade da formulagédo (reduzindo a solubilidade em agua) e/ou por interacGes dos
fenolicos com a matriz de pectina (por exemplo, por meio de liga¢des de hidrogénio), reduzindo
0 espaco entre as cadeias poliméricas, blogqueando os canais e vias de transporte de agua
limitando sua penetracdo através do filme (ou seja, reduzindo a difusividade) (MALHERBI et
al., 2019; ADILAH; JAMILAH; HANANI, 2018; SILVA et al., 2018). Neste estudo o efeito
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redutor de PVA provavelmente se deve ao segundo efeito, ou seja, interacdes dos fendlicos com
a matriz, tornando a estrutura do filme mais compacta (portanto, com menor difusividade da
agua).

Lei et al. (2019) e Melo et al. (2019) obtiveram filmes com comportamento
semelhante com a diminuicao dos valores de PVVA com a incorporagao de extratos fendlicos.

5.3.4 Opacidade

A opacidade é um parametro importante para embalagens e/ou revestimentos de
alimentos, pois dependendo da aplicacdo desses materiais, 0 aspecto visual influenciara na
aceitacdo do produto pelo consumidor. Embora filmes transparentes que permitam a
visualizacdo do conteudo dentro da embalagem sejam geralmente desejados pelos
consumidores, a fim de mostrar produtos alimentares dentro da embalagem, materiais com
propriedades ativas, como barreira a luz e redugdo das reacbes de oxidacdo, tém sido mais
procurados por seus beneficios para a estabilidade dos alimentos evitando reacdes que levem a
deterioracdo dos mesmos (RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019b).

A adigéo de compostos fenolicos aos filmes de biopolimeros geralmente resulta em
aumento da opacidade, uma vez que a presenca de fases com diferentes indices de refracdo e a
interacdo entre a matriz polimérica e os extratos de polifenol deveriam reduzir a intensidade da
luz que passa pelos filmes. Porém, neste estudo, com excecdo do filme com extrato etanolico,
os valores de opacidade ndo foram afetados pela presenca dos extratos (Tabela 8).
Comportamento semelhante foi relatado por Adilah et al., (2018) utilizando extrato de casca de
manga em filmes de gelatina de peixe, por Rodsamran e Sothornvit (2019b) na adigéo de extrato
de liméo a filmes de pectina, e por Melo et al. (2019) ao incorporar extrato do caro¢o de manga

em filmes de amido.
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Figura 16 - Aspecto visual dos filmes desenvolvidos
Sem filme FCP FPE_A FPEE FPEM

Fonte: Elaborada pela autora.

A utilizacdo de filmes amarelados e translicidos como os obtidos neste estudo pode
prejudicar a aceitacdo do cliente em alguns casos (como quando o alimento é de cor clara), mas
é aceitavel nos casos em que o proprio produto alimenticio € amarelado ou acastanhado, por
exemplo, castanha de caju ou améndoa, como se vé na Figura 16. Além disso, a aceitabilidade
dos consumidores melhora quando a adicdo de compostos bioativos tem por finalidade
acrescentar propriedades benéficas (para a estabilidade do proprio produto e até para a propria
salide), neste caso uma atividade antioxidante através da incorporacdo de extratos fendlicos
(RUBILAR et al., 2013).

5.3.5 Ensaios Mecanicos

As propriedades mecanicas sdo consideradas importantes como parametros na
avaliacdo do desempenho funcional dos filmes durante o0 manuseio, transporte e
armazenamento (ADILAH; HANANI, 2019). A Tabela 9 mostra os valores de resisténcia a
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tracdo, alongamento a ruptura e médulo de Young determinados para avaliar o efeito da adigdo

dos extratos nas propriedades mecanicas dos filmes de pectina.

Tabela 9 - Propriedades mecanicas dos filmes

Filme Resisténcia a tracdo (MPa) Elongacado na ruptura (%) Mddulo elastico (MPa)

FCP 14,57a + 0,95 24,51 + 0,90 311,94 + 22,712
FPEA 11,04 +0,37° 24,98 + 0,96° 168,79 + 6,99
FPEE 7,04 +0,88¢ 27,65 +5,12° 116,86 + 10,05°
FPEM 11,50 + 0,26° 33,71 + 1,442 117,98 + 6,94°

Valores expressos em medias das replicatas da analise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

O filme controle, contendo apenas pectina, exibiu valor de resisténcia a tragdo maior
em relacdo aos filmes com os extratos. Nisar et al. (2018) encontraram um valor de resisténcia
a tracdo para filmes de pectina citrica comercial de 14,78 MPa proximo ao encontrado neste
trabalho.

Os filmes contendo compostos fendlicos apresentaram menores valores de médulo
de elasticidade e resisténcia a tracdo. Em relacdo a deformacéo plastica, o filme contendo o
extrato metanolico foi capaz de se deformar plasticamente em maior extensdo quando
comparado ao filme controle, enquanto a presenca dos extratos aquoso e etandlico ndo resultou
em diferenca significativa no alongamento. O maior alongamento do filme com o extrato
metanolico pode ser atribuido & interacdo da pectina com glicerol e polifendis, reduzindo a
atracdo de ligagcOes intermoleculares na estrutura tridimensional do polimero.

O modulo de elasticidade revelou valores semelhantes para os filmes contendo os
extratos etandlico e metanodlico, enquanto o filme com extrato aquoso apresentou uma rigidez
significativamente mais elevada. Geralmente, o tipo e a concentracdo de compostos ativos
adicionados tém um impacto significativo no comportamento mecanico dos filmes.

A composicdo, a estrutura do filme e as interacdes intermoleculares séo fatores
importantes que afetam as propriedades mecanicas dos filmes. De um modo geral, a
incorporacdo dos extratos fenolicos provocou uma diminuicdo da resisténcia e da rigidez e
aumento da flexibilidade, em comparacéo ao filme controle de pectina da manga. As mudancas
observadas sugerem que ocorreu um amolecimento na estrutura do filme formando uma
estrutura mais flexivel com valores de deformacdo mais altos na presenca dos extratos, 0 que
pode ser atribuido as interacfes intermoleculares que ocorreram entre os grupos hidroxila

presentes nos extratos fendlicos e na pectina. Ou seja, a adicdo dos extratos pode ter causado



69

uma diminuicdo nas interagOes existentes entre as cadeias de pectina tornando a matriz
polimérica mais flexivel (BAJIC et al., 2019; RODSAMRAN; SOTHORNVIT, 2019b). Os
extratos atuaram, portanto, como plastificantes, aumentando o volume livre e a mobilidade das
cadeias da matriz polimérica (ESPITIA et al., 2014a; ESPOSITO et al., 2016).

Resultados semelhantes em ensaios mecénicos foram relatados por Rodsamran e
Sothornvit (2019b) em filmes a base de pectina com extrato fenolico da casca de limao, por
Melo et al. (2019) trabalhando com filmes de amido incorporados com extratos fenolicos
obtidos da améndoa de manga e por Mendes et al. (2019) que trabalhou com filmes de pectina
com poO de café. Nesses trabalhos os resultados encontrados foram atribuidos ao efeito

plastificante dos extratos fendlicos adicionados na matriz polimérica.

5.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microestrutura dos filmes é afetada pela organizacdo interna dos diferentes
componentes e pela forma como eles interagem durante o processo de secagem (FABRA et al.,
2018). Assim, a analise morfologica oferece informacdes relevantes sobre a disposicdo dos
componentes nos filmes. As micrografias das superficies do filme que permaneceram em
contato com o ar durante o processo de secagem sdo mostradas na Figura 17.

Os filmes apresentaram superficies homogéneas com irregularidades em algumas
regides. O filme controle apresentou uma superficie lisa e homogénea com pequenas particulas
dispersas, 0 que pode ser atribuido a solubilizacdo incompleta da matriz polimérica. Os filmes
incorporados com 0s extratos mantiveram basicamente a mesma estrutura densa e continua,
sugerindo que houve uma forte interacdo entre a pectina e os extratos (KOC et al., 2020; SILVA
et al., 2020). O filme contendo o extrato aquoso apresentou uma textura mais rugosa, onde as

particulas encontraram-se distribuidas na superficie do filme.
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Figura 17 - Micrografias da superficie dos filmes FCP (a), FPEE (b), FPEM (c) e FPEA (d)
com aumento de 2000x

Fonte: Elaborada pela autora.

Filmes de gelatina incorporados com extratos de manga Adilah et al. (2018) e
polissacarideo do noni contendo extrato de folha de mirtilo Han e Song (2021) também

mostraram alteracdes em sua morfologia apds a adi¢do de extratos.

5.3.7 Espectroscopia de Absorgdo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) em Reflex@o Total Atenuada (ATR)

A espectroscopia em ATR foi usada para investigar as interagdes intermoleculares
e estruturais entre os componentes dos filmes. Na Figura 18 encontram-se 0s espectros de
infravermelho para os filmes desenvolvidos neste trabalho, nos quais nota-se que os filmes

apresentaram bandas semelhantes.
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Figura 18 - Espectro de ATR dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os filmes apresentam bandas em torno de 3400 cm™ e 2900 cm, referentes aos
estiramentos de ligacbes OH e CH respectivamente, presentes na pectina, nos compostos
fendlicos e no glicerol presentes nos filmes (RANI et al., 2020). As bandas em 1750 cm™ e
1640 cm™ nos filmes sdo atribuidas ao estiramento de grupos carboxilicos metil esterificados
(C=0) e grupos carboxilatos (COO), respectivamente, presentes na estrutura da matriz de
pectina (LEI et al., 2019; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017). Além disso, as bandas em
1610 cm™ e 1443 cm™ so atribuidas as vibragdes assimétricas e simétricas do grupo funcional
carboxila, respectivamente (YANG; WEIHONG; HAO, 2014). As bandas em 1103 e 1017 cm”
! s5o atribuidas as vibragdes de alongamento C-O-C da estrutura da cadeia polimérica (NISAR
et al., 2018). Nos filmes com extratos, as bandas em torno de 1710 cm™ podem ser atribuidas
ao alongamento do grupo carbonila em lactonas e saponinas sesquiterpénicas e as bandas na
regido de 1070-1030 cm™ estdo associadas a R-CH,OH (vibragdo de estiramento OH)
(FERNANDEZ et al., 2019; RANI et al., 2020; YANG; WEIHONG; HAO, 2014).

A adicdo de extratos aos filmes resultou na reducédo da intensidade da banda de
3300 cm devido as ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da pectina e os compostos
fendlicos nos extratos, conforme relatado em outros estudos (LEI et al., 2019; NISAR et al.,
2018; SUCHETA et al., 2019). Portanto, ap6s a adi¢do dos extratos aos filmes nao foram
observadas bandas adicionais, apenas um pequeno deslocamento na banda em torno de 3300
cm! possivelmente devido as ligages de hidrogénio formadas entre os compostos presentes no

filme.
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No trabalho de Lei et al. (2019) utilizando filmes com a mistura de pectina e
glucomanano como matriz adicionados com polifendis de cha foi observado comportamento
similar dos filmes, contendo o ativo em concentracGes entre 2 e 5%, com variacdo apenas na

intensidade das bandas devido as interacdes de ligacao de hidrogénio entre 0s componentes.

5.3.8 Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos filmes foi estudada por anélise termogravimétrica. O
grafico abaixo mostra as curvas de TGA e DTG para os filmes (FIGURA 19).

Figura 19 - Curvas de TGA e DTG dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os quatro filmes exibiram comportamentos térmicos semelhantes, com trés
eventos, conforme mostrado nas curvas de TGA (FIGURA 19). O evento inicial na faixa de
temperatura entre 28-126°C, com temperaturas maximas entre 71-78°C, refere-se a evaporagédo
da &gua adsorvida na matriz de pectina (8,63-9,11%), mostrando que houve uma diminuicéo na
quantidade de 4gua adsorvida em comparagdo com a pectina pura (Figura 12) (LEI et al., 2019;
MANRICH et al., 2017). O segundo evento, na faixa de temperatura entre 126-280°C, mostra
uma grande perda de massa relacionada a decomposi¢cdo das cadeias de pectina, glicerol e
fenolicos presentes nos extratos com picos maximos entre 225-228°C e perda de massa entre
45,22-46,18% (GO; SONG, 2020; MENDES et al., 2019). O terceiro evento, entre 280-350°C,
com temperaturas maximas entre 309-312°C e perdas de massa entre 23,60-24,79%, esta

relacionado a degradacdo de oligossacarideos ligados a matriz de pectina, observado tanto no



73

termograma do polissacarideo isolado como nos termogramas dos filmes (BERNHARDT et al.,
2017). Os teores residuais da decomposicdo final dos componentes do filme variaram entre
20,63-21,36% (TABELA 10). Portanto, a adicdo dos extratos nos filmes ndo provocou
mudancas na estabilidade térmica desses materiais.

Tabela 10 - Eventos da analise termogravimétrica dos filmes

Filme 1°Evento Perdade 2°Evento Perdade 3°Evento Perdade Residuos
°C) massa (%) (°C) massa (%) (°C) massa (%) (%)

FCP 28-126 9,11 126-278 46,18 278-350 23,60 21,11
FPEA 28-126 9,11 126-279 45,70 279-350 24,56 20,63
FPEE 28-126 8,86 126-280 43,80 280-350 25,98 21,36
FPEM 28-126 8,63 126-279 45,22 279-350 24,79 21,36

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.9 Anélise Dindmico Mecanica (DMA)

As Figuras 20, 21 e 22 mostram as curvas do médulo de armazenamento (E’), Tan

d e do modulo de perda (E’*) dos filmes em fungéo da temperatura.

Figura 20 - Grafico do modulo de armazenamento (E”) dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

As curvas do gréafico do modulo de armazenamento (E'), Figura 20, mostraram que
em temperaturas negativas, onde ha restricdo na mobilidade das cadeias poliméricas, os extratos

adicionados aos filmes proporcionaram um reforco efetivo (filmes mais rigidos), em relacdo ao
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filme controle, uma vez que os dois filmes apresentaram maiores valores de E'. Com 0 aumento
da temperatura, os filmes contendo os extratos apresentaram valores de E' inferiores aos do
filme controle de pectina, ou seja, tornaram-se menos rigidos, corroborando os resultados

observados nos ensaios mecanicos.

Figura 21 — Gréafico Tan & dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para polimeros com ramificacdo na cadeia principal, como a pectina, mesmo em
regides com mobilidade muito restrita, a técnica DMA captura 0s movimentos vibracionais e
translacionais desses grupos devido a sua alta sensibilidade. Os polissacarideos exibem
relaxacdes primarias e secundarias em uma ampla faixa de temperatura (FIGURA 21). Esses
movimentos geralmente sao afetados pelo tipo de ligacao glicosidica, tipo de ramificacédo ligado
a cadeia principal, nivel de intumescimento, entre outras caracteristicas (NORCINO et al.,
2018; SILVA et al., 2018).
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Figura 22 - Grafico do modulo de perda (E’”) dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Todos os filmes apresentaram processos relacionados ao relaxamento de cadeias
poliméricas. O primeiro processo a -50°C refere-se a transicdo vitrea (T). O segundo processo,
em torno de 50°C, tem sido associado a vibragcdo dos acUcares dos ramos ligados a cadeia
principal do acido galacturénico (SILVA et al., 2018).

Os valores de Tg para os filmes foram determinados utilizando o grafico do médulo
de perda (E"), Figura 22, através do pico maximo, segundo a norma ASTM 1640 (2013). Os
valores de T4 observados foram -58,7°C para FPEA, -59°C para FPEE e -58,9°C para FPEM.
O filme controle (FCP), contendo apenas pectina, apresentou Tg de -60,2°C. Assim, a adicdo

dos extratos ndo levou a grande alteracdo na temperatura de transicéo vitrea dos filmes.

5.3.10 Teor de Fenolicos Totais e ensaio de inibi¢cdo do radical DPPH dos filmes

Os ensaios do teor de fendlicos totais e de inibicdo de radicais DPPH foram
realizados para avaliar a atividade antioxidante dos filmes produzidos. Os resultados dos filmes
de pectina com e sem incorporacgédo de extratos fendlicos sdo mostrados nas Figuras 23 e 24.

O DPPH ¢ um radical livre estavel e, quando dissolvido em &lcool, exibe uma
absorcdo caracteristica em 517 nm. As moléculas antioxidantes atuam como doadoras de
hidrogénio e eliminam os radicais livres, mudando a cor da solucdo de ensaio DPPH de roxo

escuro para amarelo claro, resultando em uma reducdo no valor de absorbancia.
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Figura 23 — Grafico do Teor de Fenolicos Totais dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os filmes com extratos fendlicos exibiram um teor mais alto de fendlicos quando
comparados com o filme controle (contendo somente pectina) (FIGURA 23), 0 que ja era
esperado devido os teores de fendlicos encontrados nos testes com os extratos. Os valores de
TFT dos trés filmes com extratos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.
Normalmente o TFT se correlaciona com a atividade antioxidante dos materiais de modo

diretamente proporcional.

Figura 24 — Gréfico da inibicdo do radical DPPH (%) dos filmes
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Fonte: Elaborada pela autora.
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No ensaio de inibicdo de radicais DPPH (FIGURA 24) o pequeno valor observado
no filme controle se deve aos grupos hidroxila da pectina, que podem exibir capacidade
antioxidante. Lei et al., (2019) também observou uma leve atividade antioxidante em filmes de
pectina citrica comercial.

A capacidade de inibigdo dos radicais livres nos filmes contendo os extratos se
correlacionou com o teor de fenolicos totais (TFT) observado anteriormente para 0s extratos
fenolicos, com o filme contendo o extrato metandlico apresentando o maior valor de inibicéo.
Varios estudos sobre identificacdo de compostos fendlicos em cascas de manga relataram que
0s principais compostos encontrados, independentemente de sua variedade, foram mangiferina,
quercetina, acido elagico e acido galico que apresentam propriedade antioxidante (ADILAH;
HANANI, 2019). A atividade antioxidante dos grupos fenolicos ocorre devido o anel fendlico
ser capaz de deslocalizar elétrons ndo emparelhados e doar ions H* dos grupos hidroxila
capturando radicais livres (DEY et al., 2016b).

No trabalho de Gao et al., (2019) filmes com matriz de pectina e quitosana,
adicionado de cha de polifendis em diferentes concentracdes, apresentaram altos valores de
inibicdo do radical DPPH (95-96%) em comparacdo com o filme controle (19%). A atividade
antioxidante foi atribuida a presenca de polifendis no cha, devido a grande quantidade de grupos
hidroxila fendlicos em sua estrutura, que podem efetivamente doar hidrogénio aos radicais
livres e depois bloquear a reacdo em cadeia. Comportamento semelhante ao deste trabalho foi
encontrado no estudo de Rodsamran e Sothornvit (2019a), onde foi observado um aumento no
teor de fendlicos totais e na atividade antioxidante em filmes de pectina apés a adicdo de extrato
ambos obtidos da casca do abacaxi.

Os resultados demonstraram que o0s extratos obtidos da casca da manga
incorporados nos filmes atribuiram atividade antioxidante a esses materiais podendo serem
utilizados para aplicacdes em embalagens ativas de alimentos em produtos oxidaveis, como

nozes comestiveis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A pectina isolada das cascas da manga da variedade Tommy Atkins apresentou um
rendimento satisfatorio e sua estrutura foi elucidada principalmente através das caracterizacoes
de FTIR e RMN *H e *3C. O polissacarideo apresentou boa estabilidade térmica e massa molar
na ordem de 10 g mol™*. Devido ao alto grau de metoxilagio apresentado (58,3%), a pectina
da casca de manga se mostrou adequada para ser utilizada como matriz polimérica na
preparacédo de filmes e/ou revestimentos.

Os extratos obtidos das cascas da manga apresentaram compostos fendlicos
confirmados através das analises do teor de fenolicos e da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia. Devido a presenca desses compostos bioativos, 0os extratos obtiveram bons
resultados nos testes de atividade antioxidante e antimicrobiana, com potencial para serem
incorporados em filmes ativos para embalagens alimentos.

Os resultados obtidos para os filmes desenvolvidos a partir de pectina com 0s
extratos fendlicos obtidos da casca da manga, mostraram que a sua incorporacdo melhorou as
propriedades dos filmes nos ensaios mecanicos, na Permeabilidade ao Vapor de Agua e na
solubilidade. Devido a presenca dos extratos, os filmes apresentaram boa capacidade
antioxidante podendo ser utilizados como potenciais inibidores de processos oxidativos em
alimentos.

O filme de pectina contendo o extrato etanolico mostrou-se como sendo o material
mais promissor para ser utilizado como embalagem ativa em alimentos, pois este extrato
apresentou tanto atividade antimicrobiana como antioxidante nos ensaios realizados.

Portanto, as cascas de manga demonstraram ser uma fonte alternativa para obtencéo
de pectina e compostos fendlicos, que foram utilizados para elaboracdo de filmes ativos,
tornando-os materiais promissores para embalagens/revestimentos ativos de alimentos,
especialmente produtos alimenticios suscetiveis a oxidacdo lipidica, incluindo nozes

comestiveis, frutas e cereais matinais.
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7 PERSPECTIVAS PARA NOVOS TRABALHOS

Os resultados apresentados nesta tese foram os primeiros passos para obtencédo e
melhoria de filmes com pectina e compostos fendlicos extraidos das cascas da manga da
variedade Tommy Atkins, um subproduto agroindustrial com valor agregado. Os filmes
produzidos se mostraram viaveis com baixo custo de obtencdo, sobretudo na perspectiva de
torna-los um agronegdcio rentavel. Como sugestdo para trabalhos futuros com esses filmes,
recomenda-se a realizagdo de novos ensaios antimicrobianos, utilizando cepas especificas da

area de alimentos, andlise sensorial e testes de citotoxicidade (fibroblastos e queratindcitos).
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