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RESUMO

A manga (Mangifera indica) é uma fruta mundialmente consumida na forma in
natura, em sucos, geleias e sorvetes, entretanto, esse processamento gera uma
guantidade significativa de residuos, considerado um problema ambiental. Este
trabalho teve como objetivo o estudo do reaproveitamento dos residuos
industriais da manga (bagaco e cascas) através das extracdes de seus
componentes bioativos empregando técnicas de extracbes com solventes
ambientalmente amigaveis, como uma forma de direcionarmos este material
para outras finalidades mais Uteis. As extracdes assistidas por ultrassom (EAU)
e por micro-ondas (EAM) foram aplicadas com o objetivo de obter extratos com
maiores contetudos de fendlicos totais e rendimentos, sendo diretamente
comparadas com a extracao por maceracao. A otimizagao por EAU foi realizada
a partir da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta (RSM), onde
resultou na condicdo 6tima de extracdo utilizando a concentracdo de etanol de
58,280%, relacao solvente para soluto de 7,929 mL para 0,2 g, tempo de 5 min,
frequéncia de 37 kHz, temperatura de 40 °C e 30% de poténcia. A condi¢céo 6tima
da EAM, obtida por RSM, foi concentracéo de etanol de 48,980%, tempo de 11
minutos e 6 s, relacéo solvente para soluto de 16 mL para 0,2 g, com temperatura
de 84 °C e poténcia de 500W. Nestas condi¢cbes, o rendimento obtido para o
extrato do bagagco da manga por EAU foi de 38,07% e o conteudo de fendlicos
totais (TPC) foi de 101,63 mg EAG/g ms (miligrama de Equivalente de Acido
Galico por grama de material seco), valores maiores do que para os extratos das
cascas de manga (36,07% e 92,95 mg EAG/g ms). O extrato EAM do bagaco
resultou no rendimento de 48,01% e TPC de 124,96 mg EAG/g ms, e para as
cascas foram de 38,86% e 102,16 mg EAG/g ms, respectivamente. Os extratos
obtidos por EAM apresentam maiores valores de rendimentos, TPC e TFC em
comparacao com os extratos EAU. Os ensaios antioxidantes demonstraram que
0s extratos obtidos por EAM apresentaram maiores potenciais de inibicdo em
relacdo aos de EAU. Através da Espectrometria de Massas foi possivel propor

39 marcadores quimicos nos extratos do bagaco e 26 para as cascas.

Palavras-chave: Manga; Extracdo Assistida por Ultrassom; Extracdo Assistida

por Micro-ondas; Espectrometria de Massas; Atividades Antioxidantes.



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica) is a fruit worldwide consumed in natura, in juices, jellies
and ice cream. However, its processing generates a significant amount of waste,
considered an environmental problem. This work aimed to study the reuse of
industrial mango waste (bagasse and peel) through the extraction of its bioactive
components using extraction techniques with environmentally friendly solvents,
as a way of directing this material to other more useful purposes. Ultrasound-
assisted extraction (UAE) and Microwave-assisted extraction (MAE) were applied
in order to obtain extracts with higher biological activities and yields, being directly
compared with maceration extraction. ldentification of bioactive compounds was
performed using high-resolution mass spectrometry, followed by antioxidant
activities. The optimization by EAU was carried out using the response surface
methodology (RSM), which resulted in the optimal extraction condition using an
ethanol concentration of 58.28%, solvent to solute ratio of 7.929 mL to 0.2 g, time
of 5 min, frequency of 37 kHz, temperature of 40 °C and 30% power. The optimal
EAM condition, obtained by RSM, was ethanol concentration of 48.981%, time of
11 minutes and 6 s, solvent to solute ratio of 16 mL to 0.2 g, temperature of 84
°C and power of 500W. Under these conditions, the yield obtained for the mango
bagasse extract by UAE was 38.07% and the total phenolic content (TPC) was
101.63 mg EAG/g dw, values greater than those for the peel extracts of mango
(36.07% and 92.95 mg EAG/g dw). The MAE extract from the bagasse resulted
in a yield of 48.01% and TPC of 124.96 mg EAG/g dw, and for the peels they
were 38.86% and 102.16 mg EAG/g dw, respectively. The extracts obtained by
MAE showed higher values of yields, TPC and TFC compared to the UAE
extracts. Antioxidant assays demonstrated that MAE extracts showed greater
inhibition potentials compared to UAE extracts. In this work it was possible, by
using Mass Spectrometry, to propose 39 chemical markers in the bagasse

extracts and 28 for the peels extracts.

Keywords: Mango; Ultrasound Assisted Extraction; Microwave Assisted

Extraction; Mass Spectrometry; Antioxidant Activities.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 1
1.1  ReVISA0 da LItEratUra ......uuueeiiieeeeeeiiieeeeiiiiiee e 3
1.1.1 Residuos Industriais de Frutas...........cccueiriiiiiieeeee e escccieeeee e 4
1.1.2Manga (Mangifera iNdiCa)..........c.ceeeieeeiiiiiiiiiee e 12
1.1.3 Extracdes Assistidas por Ultrassom (EAU) e Micro-ondas (EAM).....23
1.1.3.1 Extragéo Assistida por Ultrassom
(EAU)...cooiiieeee e 23
1.1.3.2 Extracao Assistida por Micro-ondas (EAM)........cccccceviiiiiiiiiinnne, 25
1.1.3 Extracao de Componentes Bioativos por EAU e EAM...................... 27
2 OBUJETIVOS ... et 33
2.1 Gl 33
2.2 ESPECITICOS. ...cciiiiiii e 33
3 MATERIAIS EMETODOS .....ooiiiiieeeeeeeee et 34
3.1 Materiais € EQUIPAMENTOS .......uuiiiiiiiiiie ettt 34
3.2 Residuo Industrial de Manga .............ceeeeiiiiiiiiii e 35
3.3 PreparaGao doS EXIratoS...........uuuuuiiiiiiieeeeeiieiiiiiiiie e e e eeeeeeennns 36
3.3.1 Extracdo por MaceraGao (MC)......cccoeeiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 36
3.3.2 Extracgdo Assistida por Ultrassom (EAU)..........ueevviiiiiiiinniniiiiiienee, 37
3.3.2.1 Planejamento experimental de fator UniCo..........cevvveeveeieiieieeeenennn, 37
3.3.2.2 Metodologia de Superficie de
RESPOSTA. ...t 39
3.3.3 Extracéo Assistida por Micro-ondas (EAM)..........coovvvvvvvvviiveniiinienenn. 40
3.3.3.1 Metodologia de Superficie de
RESPOSIAS. ... et 41
3.3.4 Validacap do procedimento de extracdo por EAU e EAM.................. 42
3.3.5Rendimento de EXIraCa0.......ccouevevieieeiieeeeeeeiiiii e 43
3.4 PreparaGao das AMOSIIAS.........uuuuuiiriiieeeeeeeeeeeiiiiiirna e eeeeeeeeeeenens 43
3.5 AvaliaGao FitOQUIMICA ......evvveiiiiiiiiiiiiee e 44
3.5.1 Avaliacédo do Contetudo de Fendlicos Totais...........cceeevvveveveevevvevnnnnnns 44
3.5.2 Avaliacdo do Conteudo de Flavonoides Totais..........ccceeeeeeeenvnnnnee, 44
3.5.3 AvaliaC8o ANtioXidaNte.......cccoeeieeeiee e 45
3.4.2.1 Método do radical DPPHe...........ooooriiiee e 45
3.4.2.2 Método do radical ABTSe+........uuuiiiiiiiiiiiieieeeee e 45
3.4.2.3 MEt0d0 00 FRAP.......ouiiiiiiiiiieee et 46
3.6  Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS, do inglés: High
Resolution Mass SPEeCIrOMELrY)......cccooiiiiiiiiiieeeeee e a e e e e 47
4 RESULTADOS E JUSTIFICATIVAS .. ..ot 48
4.1 MEtodos de EXIraCa0 .......ccevvuuruimiiiieieeeeeeeeeeeeeiiii e eeeaaennens 48
4.1.1 Extrag&o Assistida por URFaSSOM............uuuriiiiiiiiiiieeiieaiiiiieeeeee e 48
4.1.1.10Otimizacao Assistida por Ultrassom no Bagago de Manga........ 49
4.1.2 Extracao Assistida por MIiCro-0Nndas.............uuuereuiiiiieiieeseeeevesinnnnnnnnns 61
4.1.2.10timizacao Assistida por Micro-ondas no Bagaco de Manga....61
4.1.3 Comparacgédo entre Métodos de EXtracao............ccccvvvvveereeeriinnvnnnnnen. 69



4.1.3.1Comparacao entre EAU € Maceragao..........cccoeeeeeeeeeeeieeenienenenn. 69
4.1.3.2Comparacao entre EAM e Maceragao.........cccceevveeeveviviiiienennn s 72
4.1.3.3Comparacédo entre EAU € EAM........uoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeee 75

4.2  AvaliaCao FItOQUIMICA ......cccuuuiiieiieii e 77
4.2.1 Avaliagéo do Conteudo de Flavonoides TOotaisS..........cccvveerivieeereennnn. 77
4.2.2 Avaliagao AntioXidante.........coouviriiiiiiiiiiieie e 80

4.3 ldentificacdo por Espectrometria de Massas.............ccvevvvieeeeveeninnnnnnn. 86

5 CONCLUSOES .....ciiiiiiiieiee ettt 99
6 PERSPECTIVAS FUTURAS ...t 101
7 REFERENCIAS ...ttt 102
APENDICE ..ottt sttt ettt ettt ae et ee et 115

Vi



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco a Deus, por todas a sabedoria que
me concedeu e forcas necessarias para a

realizacdo deste trabalho.

Aos meus pais, Elenilde e Manoel, a minha
irma (Jéssica), a minha sobrinha (Ellen), aos
meus familiares e amigos por todo o apoio,
companheirismo, compreensdo, conselhos e
momentos durante esta jornada. Obrigado a

todos.

vii



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Sergipe (UFS), onde por meio do Programa de Pés-
graduacdo em Quimica (PPGQ) e do Departamento de Quimica (DQI)

proporcionaram a oportunidade de desenvolver este trabalho.

A Prof2 Dr2 Valéria Regina de Souza Moraes, pela oportunidade em té-la como
minha mentora e exemplo de profissional, compartilhando seus conhecimentos,

confianga e apoio.

Ao Dr. Raphael Amancio de Jesus, pela contribuicdo e companheirismo durante
o desenvolvimento deste trabalho, compartilhando seus conhecimentos e

momentos durante a pesquisa.

Aos orgaos de fomento a pesquisa: Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES), FAPITEC/SE e CNPg.

A Pomar do Brasil Industria e Comércio de Alimentos, na pessoa da funcionaria
Camila Maria de Lima Santos, por fornecer os residuos industriais do bagaco e

cascas de manga.

Ao Prof. Dr. Paulo Cesar de Lima Nogueira, por compartilhar seus

conhecimentos e apoio ao projeto com as suas contribuicoes.

Ao Prof. Dr. Sandro Navickiene, por compartilhar seu conhecimento,

principalmente cromatografico.

A Prof2 Dr2, Zaine Teixeira Camargo, pela disponibilidade do seu equipamento

para a extracao permitindo a execuc¢ao de varias etapas deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank, pela disponibilidade do seu equipamento de

extracao.

Ao Ms. Pedro Ellison Santos do Nascimento, por compartilhar seus

conhecimentos e contribui¢ces para este trabalho.
Ao Ms. Daniel Alves de Souza, pelas andlises antioxidantes.

A Prof® Dr2 EIma Regina Silva de Andrade Wartha do Departamento de Nutricdo
da UFS, pelas andlises antioxidantes.

viii



Ao CLQM (Centro de Laboratérios de Quimica Multiusuérios) da Universidade

Federal de Sergipe pelo suporte as analises.

A Dr2 Roberta Menezes Santos, por auxiliar durante as analises no

espectrometro de massas e nos equipamentos do CLQM.

Aos membros da banca examinadora, pela atencéo, sugestdes e observacoes a

este trabalho.
A todos os Professores do PPGQ (DQI-UFS).

Aos meus amigos e companheiros do grupo LABORGANICS que sempre me
ajudaram, seja pessoalmente ou profissionalmente, Mariana, Michael, Maria
Andréa e em especial ao Raphael, que sempre esteve ao meu lado como

coorientador.

Aos meus amigos Graciele, Vilma, Lanna, Rute, Rhayza, Mirele, Miliana,
Hermogenes, Francielly, Kelvin, Larissa Martins, Larissa Tavares, Pablo
Rodrigo, Thalles, Eluiza, Lucas, Jamille, Elias, Julio Cesar, Francisco, Mércia,
Weverton, Jhonatas, Tony, Vanderson e a todos 0os amigos que fiz amizade na
UFS, que me acompanham desde a graduacédo e durante a pds, agradeco pela

amizade e momentos de descontragao.

Aos funcionarios e servidores do DQI e PPGQ pelos excelentes trabalhos

prestados.



“Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”
(Antoine-Laurent de Lavoisier)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

%EtOH —

ABTS -

ACN —

AP —

BBD —

BM —

CCD -

CCRD -

CLAE -

CL-DAD -

CL-EM —

CM —

DPPH —

EA. Hy926 —

EAM —

EAU —

EBAA —

Concentracdo de etanol em agua
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
Acetonitrila

Acido punicico

Box—Behnken Design

Bagaco de manga

Central Composite Design

Design rotativo composto central

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatégrafo liquido acoplado ao detector de arranjo de

diodos

Cromatégrafo liguido acoplado ao detector de massas
Casca de manga

2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Células endoteliais humanas

Extracao assistida por micro-ondas

Extracao assistida por ultrassom

Extracao por banho de 4gua com agitacéao

Xi



EM —

FRAP —

HRMC —

MeOH —

MAE —

MC -

mg EAG/g ms —

mg EC/g ms —

PU -

RSM —

SC-COz2—-

SIS -

TFC -

TPC -

UAE —

Extragéo por maceracéao

Ferric Reducing Antioxidant Power

High Resolution Mass Spectrometry

Metanol

Microware Assisted-Extraction

Maceracéo

miligrama de equivalente de acido galico por grama de

material seco

miligrama de equivalente de catequina por grama de

material seco

Punicalagina

Response Surface Methodology

Extracdo supercritica com CO2

Relagao solvente para soluto

Total Flavonoids Content

Total Phenolic Content

Ultrasound Assisted-Extraction

xii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica da mangiferina.

Figura 2 — Estruturas quimicas dos compostos identificados em residuos de

frutas.

Figura 3 — Estrutura quimica dos compostos presentes nas partes da fruta

manga relatados na literatura.

Figura 4 — Estruturas quimicas dos compostos presentes no bagaco de

manga.

Figura 5 — Colapso das bolhas de cavitacdo nas partes aéreas do manjericdo-

de-folha-larga (Ocimum basilicum L.) para a extracéo do 6leo essencial [10].

Figura 6 — Possivel esquema da extracdo da extracao assistida por micro-

ondas, adaptado de Vinatoru et al. [9].

Figura 7 — Estruturas quimicas dos compostos presentes nos extratos obtidos
por EAU e EAM.

Figura 8 — Foto dos residuos do bagaco (A) e das cascas (B) da manga

obtidos pela Pomar®.

Figura 9 — Sequéncia do procedimento das extracbes por ultrassom,
realizados por meio do planejamento experimental de fator Unico com as
variaveis: concentracdo de etanol em agua (10, 30, 50, 70 e 90%), relacéo
solvente para soluto (5:0,2, 10:0,2, 15:0,2, 20:0,2 e 25:0,2 mL/g), tempo de
extragao (5, 10, 15, 20, 25, 30 minutos), frequéncia (37 e 80 kHz), temperatura
(30, 40, 50, 60 e 70 °C) e poténcia (30, 60, 70, 80, 90 e 100%).

Figura 10 — Gréaficos em coluna dos rendimentos da extracdo assistida por
ultrassom do bagagco da manga para cada varidvel independente:
concentracdo de etanol em agua (%EtOH), relacdo solvente para soluto (S/S,
mL/g), tempo de extracdo (min), frequéncia (kHz), temperatura (°C) e poténcia
(%).

xiii



Figura 11 — Grafico em coluna dos contetdos de fendlicos totais (TPC) dos
extratos de bagaco de manga obtidos por EAU para cada variavel
independente: concentracdo de etanol em agua (%EtOH), relacdo solvente
para soluto (S/S, mL/g), tempo de extracdo (min), frequéncia (kHz),

temperatura (°C) e poténcia (%).

Figura 12 — Grafico em coluna do bagaco de manga do rendimento (A) e
respostas do conteddo de fendlicos totais (B) dos experimentos do

planejamento composto central, segundo a Tabela 2.

Figura 13 — Grafico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das
variaveis concentracdo de etanol (A) e a relacdo solvente para soluto (B) no
conteudo de fendlicos totais (mg EAG/g ms) dos extratos do bagaco da manga
obtidos por EAU.

Figura 14 — Gréfico de superficie de resposta dos efeitos da relacao solvente
soluto (S/S) e concentracéo de etanol em agua (%EtOH) no conteudo fendlicos

totais (TPC) dos extratos do bagago da manga por EAU.

Figura 15 — Gréaficos em coluna dos rendimentos (A) e do conteddo de

fendlicos totais (B) da EAM do bagaco (BM) e cascas (CM) de manga.

Figura 16 — Gréaficos em coluna dos rendimentos (A) e do conteddo de
fendlicos totais (B) da extracéo assistida por micro-ondas do bagaco de manga
dos 17 pontos experimentais obtidos pelo planejamento CCD empregando as
variaveis: concentracdo de etanol em agua (%EtOH), relacdo solvente para

soluto (S/S, mL/g) e tempo de extragcédo (min), segundo a Tabela 4.

Figura 17 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das
variaveis concentracao de etanol (A), relacéo solvente para soluto (B) e tempo
de extracdo (C) no conteudo de fendlicos totais (mg EAG/g ms) dos extratos

do bagaco da manga obtidos por EAM.

Figura 18 — Grafico de superficie de resposta dos efeitos do conteudo
fendlicos totais (TPC) versus %EtOH versus S/S (A), %EtOH versus Tempo

(min) (B) e S/S versus Tempo (min) (C) dos extratos do baga¢go da manga por

Xiv



EAU (%EtOH: concentracdo de etanol em agua e S/S: relagdo solvente para

soluto).

Figura 19 — Gréaficos em coluna dos rendimentos (A) e do conteddo de

fendlicos totais (B) da EAM do bagaco (BM) e cascas (CM) de manga.

Figura 20 — Grafico em coluna do rendimento (%) (A) e do contetudo de
fendlicos totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga
obtidos por EAU e pela extragdo por maceracao nos tempos de 5 minutos, 1

hora e 24 horas.

Figura 21 — Grafico em coluna do rendimento (%) (A) e do conteudo de
fendlicos totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga
obtidos por EAM e pela extracdo por maceracdo nos tempos de 11 minutos e
24 horas.

Figura 22 — Grafico em coluna do rendimento (%) (A) e do conteudo de
fendlicos totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga
obtidos por EAU e EAM.

Figura 23 — Grafico em coluna do contetdo de flavonoides totais (mg EC/g
ms) dos extratos do bagaco e cascas da manga obtidos por EAU, EAM e pela

extracdo por maceracéo (MC).

Figura 24 — Grafico de coluna do percentual de inibi¢cao (%Inibigdo) dos testes
DPPH+. e ABTS<+ dos extratos de bagaco e cascas de de manga por EAU,
EAM e MC, condicéo 6tima de extracdo obtida por ultrassom (U) e por micro-
ondas (M).

Figura 25 — Determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de bagaco

de manga por FRAP.

Figura 26 — Espectros de massas dos extratos do bagaco (A e B) e cascas de

manga (C e D)

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores das varidveis independentes usadas no planejamento

composto central na EAU do residuo do bagaco da manga.

Tabela 2: Pontos experimentais dos procedimentos realizados no bagaco de

manga.

Tabela 3: Valores das variaveis independentes usadas no planejamento

composto central na EAM do residuo do bagaco de manga.

Tabela 4: Pontos experimentais dos procedimentos realizados no bagaco de

manga.
Tabela 5: Percentual de massa dos residuos ap0s a trituracdo e peneiracao.

Tabela 6: Analise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico
proposto para a resposta do contetdo de fendlicos totais obtido por EAU para
o residuo de bagaco de manga. Os efeitos significativos (p < 0,05) estédo

marcados com asterisco (*).

Tabela 7: Analise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico
proposto para a resposta do contetdo de fendlicos totais obtido por EAU para
o residuo de bagaco de manga. Os efeitos significativos (p < 0,05) estdo

marcados com asterisco (*).

Tabela 8: Valores das atividades antioxidantes dos extratos de bagaco e
cascas de manga obtidos pelas extracdes assistidas por ultrassom e por micro-

ondas.

Tabela 9: Marcadores quimicos presentes nos extratos do residuo de bagaco
de manga obtido pelos métodos de maceracao (MC), extracdo assistida por

ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM).

Tabela 10: Marcadores quimicos presentes nos extratos do residuo de cascas
de manga obtido pelos métodos de maceracao (MC), extracdo assistida por

ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM).

XVi



1 INTRODUCAO

Os residuos industriais de frutas geram preocupacéo na sociedade devido
ao seu descarte inapropriado, pois gera grandes problemas ambientais e de
saude publica. Estes residuos séo gerados a partir do consumo da fruta in natura
e/ou dos seus processados industriais (néctar e sucos), sendo as cascas,
bagacos, carocos e/ou sementes 0os mais comuns. No entanto, os residuos
continuam sendo fontes de compostos bioativos que apresentam efetividade no
tratamento de enfermidades e aplica¢des na industria [1-3]. Dentre os compostos
presentes nos residuos de frutas, 0os que apresentam mais relatos na literatura
séo os derivados fendlicos, como as flavanonas, flavonas e acidos fendlicos que

apresentam agao antioxidante [4].

Mesmo diante da importancia e da grande quantidade de compostos
altamente ativos que sdo encontrados em diferentes residuos, ha poucas
publicacdes sobre a exploragdo desses residuos de frutas comerciais que sao

encontrados em todo o planeta e que séo produzidos em larga escala [5].

A manga (Mangifera indica) € uma fruta mundialmente conhecida e
consumida, principalmente in natura, na forma de suco, sorvetes, geleias, entre
outros produtos, tendo sua producéo ultrapassando 30 milhdées de toneladas ao
ano em todo o planeta. Por isso, 0os subprodutos que sao descartados pela
indastria como cascas, sementes e bagaco tém ganhado destague no
reaproveitamento dos seus constituintes quimicos [6]. Este interesse ocorre pelo
alto potencial bioldégico ainda presente neste material podendo apresentar
compostos que podem ser utilizados para compor um medicamento para
prevenir e tratar diversas enfermidades. Um destes compostos de grande
interesse € a mangiferina (1), uma xantona C-glicosilada que apresenta acao

analgésica, antidiabética e antiviral [7, 8].



Figura 1 — Estrutura quimica da mangiferina.

(1) Mangiferina

A mangiferina (1), assim como outros compostos encontrados nestes
residuos fazem parte do grupo de metabdlitos secundarios que auxiliam nos
mecanismos de defesa e desenvolvimento das plantas. Juntamente com 0s
derivados fendlicos, os terpenos também sdo encontrados majoritariamente
nestas matrizes naturais, ambos considerados compostos de grande importancia
para a sociedade por apresentarem atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
entre outras. Como consequéncia destas habilidades biologicas estes derivados

sdo, muitas vezes, utilizados nas industrias de cosméticos e alimenticias [9].

Para a extragcdo dos compostos bioativos a partir destas matrizes vegetais
pode-se utilizar varias técnicas de extracfes, tais como infusdo, maceracado e
extracdo por Soxhlet, conhecidas como técnicas classicas. Mais recentemente,
técnicas ambientalmente mais amigaveis como extracdo assistida por Micro-
ondas e extracao assistida por Ultrassom s&o cada vez mais comuns em estudos
na area de produtos naturais. A extracdo assistida por ultrassom (EAU) é uma
técnica que utiliza de ondas sonoras para formar bolhas de cavitacdo sobre o
material vegetal, onde ao eclodir irdo danificar a parede celular e com isso liberar
0s compostos do material vegetal. Na extragdo assistida por micro-ondas (EAM),
0 processo de extracdo ocorre pela movimentacdo das moléculas presentes na
matriz vegetal e no solvente, através das radiacdes eletromagnéticas de micro-
ondas. A EAU e EAM séo técnicas que possibilitam a obtencdo dos compostos
bioativos em poucos minutos e com altos rendimentos, em comparagao as

técnicas classicas de extragéo [10-12].

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica que consiste na geracao

de ions moleculares, onde as substancias sdo analisadas através da razao



massa/carga (m/z) das moléculas ionizadas pela fonte de ionizac&o disponivel.
Nas ultimas décadas é uma das técnicas mais empregadas para identificacao
metabdlitos secundarios de plantas e outras matrizes naturais, devido a sua alta
eficiéncia na determinacdo destes constituintes mesmo em matrizes complexas.
Dentre os diversos métodos, a espectrometria de massas de alta resolucéo (High
Resolution Mass Spectrometry — HRMS) permite a obtencéo de resultados mais
precisos sobre a relacdo m/z dos ions moleculares garantindo uma analise em
um menor tempo. O HRMS é constituido por analisadores de massas mais
robustos, sendo o orbitrap um dos quais permite 0 melhoramento na resolugao

e com isso melhora a qualidade dos espectros obtidos em cada analise [13, 14].

Com o objetivo de agregar valor ao residuo de manga proveniente de uma
industria alimenticia (Pomar ®), este trabalho tem como objetivo a extracdo dos
componentes bioativos presentes no bagaco e nas cascas da manga, utilizando
trés métodos de extracdo, a maceracdo, EAU e EAM. Primeiramente foi
realizada as otimizacdes da extragdo por ultrassom e micro-ondas, a partir do
bagaco da manga, onde foi empregado o planejamento experimental com o
auxilio do planejamento composto central (do inglés: Central Composite Design
— CCD). A caracterizacdo quimica dos extratos foi realizada através da injecao
direta no espectrometro de massas de alta resolucdo (Ultra-High Resolution
Mass Spectrometry- FT-Orbitrap MS) e a avaliacdes antioxidantes foram feitas
por meio dos testes radicalares do DPPH, FRAP e ABTS, a0 mesmo tempo em

gue foram avaliados seus teores de fendlicos totais e de flavonoides totais.

1.1 REVISAO DA LITERATURA

A producéo de residuos de frutas é um problema ambiental e de saude
publica para a populagcdo, fato que motiva pesquisas que visam o
reaproveitamento desses residuos. Dentre essas formas de reaproveitamento,
temos a extracdo de componentes quimicos dos residuos, 0s quais podem

apresentar atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e outras a¢ées bioldgicas.

Nesta revisdo, temos como intuito demonstrar os potenciais biol6gicos
dos extratos de varios residuos de frutas e as técnicas de extracdes que sao

utilizadas para extrai-los em maiores quantidades.



1.1.1 Residuos Industriais de Fruta

No mundo contemporaneo observamos um aumento na preocupagao com
0 planeta e com a sobrevivéncia da humanidade. Por causa disso muitas
conferéncias tém sido organizadas entre representantes de diversos paises para
encontrar e difundir solugbes que possam diminuir/encerrar 0s impactos

causados pela poluicdo, perda da biodiversidade e eventos climéaticos extremos.

A agricultura e a agroindlstria sdo setores de grande importancia
econbmica e de desenvolvimento para diversos paises, movimentando milhdes
de délares todos os anos e contribuindo para o abastecimento das populacdes
[1]. No Brasil, em 2019 foram exportadas quase 1 bilhdo de frutas, sendo as
mangas, meldes e mamodes os que foram mais exportados. Neste mesmo ano,
0 Ministério da Agricultura apresentou projecfes de que as producdes de frutas
dobrem em 10 anos, tornando preocupante o aumento da geracdo de residuos
de frutas, sendo que cerca de 15% das frutas sdo perdidas nas cadeias
produtivas [15, 16].

As frutas sdo produzidas em larga escala e sdo consumidas in natura e/ou
como seus processados industriais (sucos, sorvete, néctar e geleias). Esse
consumo contribui para a geracao de residuos de cascas, sementes, folhas,
flores, caules, polpas e bagacos de origem doméstico e industrial, 0s quais sdo
descartados, principalmente, em lixdes e aterros sanitarios [1]. Outro fator que
contribui para a grande producdo de residuos de frutas sdo as perdas por
infeccdes, ja que durante o armazenamento e transporte as frutas podem
desenvolver doencgas, 0 que corresponde a cerca de 50% na industria. Além
disso, as frutas possuem curta vida util e sdo suscetiveis a deterioracao, rapido

amadurecimento e amolecimento [17].

Os residuos industriais de frutas sao geradores de poluicdo ambiental,
seja pelo seu acumulo, como também pela sua biodegradacédo que afeta o solo,
o ar e o lencol freético, principalmente devido a formagdo do chorume e do
diéxido de carbono [2, 3, 18]. Para termos uma ideia, aproximadamente 15
milhdes de toneladas de residuos citricos e 36 milhdes de toneladas de cascas

de banana sdo geradas todos os anos no mundo [3].



Nos residuos ainda é possivel encontrar compostos organicos bioativos,
0s quais possuem ampla aplicacdo nas industrias farmacéutica e alimenticia.
Como exemplo temos o caso dos residuos das cascas de tomates, bananas,
roma e frutas citricas, 0s quais séo ricos em compostos que possuem alto valor
nutricional e sdo utilizados em suplementos, aditivos, cosméticos, aromatizantes
e corantes [3, 19-21]. Além disso, alguns residuos também s&o utilizados na
obtencdo de biocombustiveis como o biometano, biohidrogénio, biodiesel,
bioetanol e biobutanol, obtidos dos residuos do bagaco de cana-de-agUcar,
cascas de banana, café, maca e frutas citricas. Também podem ser utilizados
para produzir bioplasticos e biopolimeros, que podem ser comestiveis e/ou
biodegradaveis, como as sacolas de supermercado e as bandejas de alimentos,
auxiliando em outra cadeia de residuos ainda mais preocupante que é a dos
plasticos [3, 22, 23].

Os componentes fitoquimicos ainda presentes nos residuos industriais
compreendem os metabdlitos secundarios, lipidios, proteinas e carboidratos, os
guais possuem ampla atividade biolégica comprovada. Os polissacarideos, por
exemplo, apresentam atividades anti-inflamatodrias e anticancerigenas enquanto
os derivados fendlicos, pectinas, antocianinas e flavonoides apresentam acéo
antioxidante. Estes e outros componentes disponiveis nos residuos apresentam,
ainda, propriedades que auxiliam na imunidade e no controle da ansiedade,
evitam e/ou tratam diabetes, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares [3,
19, 20].

Para se ter acesso a estes compostos bioativos diversas técnicas de
extragcdo podem ser utilizadas, desde as consideradas mais classicas como a
infusdo, decoccdo, maceracao, hidrodestilacdo e extracdo por Soxhlet, como
também aquelas consideradas mais modernas como a extracdo por fluido

supercritico e as extracdes assistidas por micro-ondas e ultrassom [24].

No extrato do bagaco de acai (Euterpe oleracea), obtido através da
extracdo supercritica com CO2 (SC-COz), foram determinados a presenca de
antocianinas, componentes fendlicos e lipidios, sendo estes acidos graxos
saturados e acidos graxos monoinsaturados [25]. No extrato de residuo de

groselha negra (Ribes nigrum L.) obtido por SC-CO: foram identificados o -



cariofileno (2) e germacreno (3) [26], enquanto que no extrato de bagaco de
amora-preta (Rubus sp.) foram determinadas antocianinas, 0s compostos
majoritarios sendo a 3-O-glicosideo-cianidina (4) e a 3-O-rutinosideo-cianidina
(5) e os minoritarios a 3-O-(6"-dioxalil-glicosideo)-cianidina (6) e a 3-O-(6"-
malonil-glicosideo)-cianidina (7), sendo que neste Ultimo caso a extracdo foi

realizada com SC-CO: acoplado ao ultrassom [27].

Em frutas citricas sdo encontrados compostos com acao antioxidante,
principalmente de derivados fendélicos, como as flavanonas hesperidina (8) e
naringina (9); a flavona polimetoxilada tangeretina (10) e acidos fendlicos como
o acido ferulico (11), cafeico (12), sinapico (13) e p-cumarico (14) [4]. A partir dos
extratos metandlicos das cascas de Citrus sinensis (nome popular: laranja doce)
foram encontrados o acido cafeico (12), acido p-cumarico (14), naringina (9),
canferol (15), neohesperidina (16) e rutina (17) [28].

A punicalagina (PU) (18) e o acido punicico (AP) (19), que possuem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatoria foram extraidos, respectivamente,
das cascas e sementes de roma (Punica granatum) através da extragdo
supercritica com COg2, otimizado com o Box-Behnken Design (BBD). Foi
determinado que as condi¢Ges oOtimas foram 399 bar, 48 °C e 19,9% de etanol
para as cascas, resultando em um teor de PU de 0,4 a 9,5%; nas sementes as
condi¢bes foram de 450 bar, 48 °C e 10% de etanol e um teor de AP de 65,1-
78,4% [29].

Utilizando a extracdo assistida por ultrassom, Moo-Huchin et al.
identificaram a miricetina (20) e os &cidos ferulico (11), sinapico (13), cafeico
(12), galico (21) e elagico (22), em um procedimento que durou apenas 30
minutos [30]. Uma extracdo sélido-liquido foi realizada na casca de abacaxi
(Ananas comosus (L.) Merril.) e foram identificados nove compostos, sendo eles
o0 acido galico (21), hidroxitirosol (23), acido clorogénico (24), acido
diidroxicaféico (25), miricetina (20), acido cafeico (12), acido p-cumarico (14),
acido ferulico (11) e acido isoferulico (26). Um “design” rotativo composto central
(CCRD) e metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés: Response
Surface Methodology) foram aplicados e a condi¢cdo 6tima de extracdo foi a

proporcao de solvente:soluto de 1:1 por 25 minutos em temperatura ambiente,



utilizando etanol e &agua (80-20%) como solvente de extracdo [21]. Os
compostos fenodlicos citados, possuem altas atividades antioxidantes
comprovadas e sdo amplamente utilizadas nas inddstrias alimenticia e

farmacéutica.

Figura 2 — Estruturas quimicas dos compostos identificados em residuos de

frutas.
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Os resultados promissores encontrados nos trabalhos citados acima,
evidenciam a importancia em se estudar os residuos industriais de frutas, os
guais podem ser fontes de compostos que apresentem novas utilidades. Mesmo
diante destes resultados promissores, ainda ha poucos estudos que relatam a
extracdo de compostos bioativos de residuos de frutas, mesmo considerando
sua importancia e sua producado em larga escala tanto do ponto de vista da
sociedade como um todo quanto pelas industrias alimenticias [5].

1.1.2 Manga (Mangifera indica)

A fruta manga é produzida pela arvore perene da espécie Mangifera
indica, popularmente conhecida como mangueira. Ela pertence a familia
Anacardiaceae que compreende cerca de 850 espécies e 73 géneros, sendo a
maioria espécies frutiferas, como o caju (Anacardium occidentale), pistache

(Pistacia vera), marula (Sclerocarya birrea), caja vermelho (Spondias purpurea)
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e o umbu (Spondias tuberosa). O género Mangifera possui cerca de 69 espécies
catalogadas em todo o mundo, incluindo a M. indica, M. altissima, M. longipes,

M. caesia, M. macrocarpa e M. cochinchinensis [31].

No mundo todo a manga é conhecida popularmente como “O rei das
frutas”, devido ao seu sabor, valor nutricional e sua importancia econémica. E
cultivada em mais de 120 paises, principalmente de clima tropical, onde o Brasil
classifica-se na nona posicdo como maior produtor dentre estes [31-33]. A
produgéo de manga no Brasil em 2020 foi de 1.505.372 toneladas, sendo o fruto
consumido in natura e na forma de outros subprodutos, como sucos, néctares e

doces e por isto € um fruto com grande atrativo econémico [33-35].

7

A manga € uma fruta carnosa diversificada, que possui diversos
tamanhos, variando entre 2,5 e 30 cm de comprimento, possuindo uma forma
redonda ou oval e sua massa corresponde, aproximadamente, de 200 a 2000
gramas [31-34]. A casca pode ser lisa, aspera ou cerosa, representando 15-20%
da fruta e sua coloracdo varia de acordo com o genétipo, encontrando-se, por
exemplo, nas cores verde, amarela e vermelha [35]. A polpa corresponde a 45-
65% do fruto, possui coloracdo amarelada e é fibrosa, ja o caroco representa
cerca de 20-45% da manga onde é encontrada a semente, que esta localizada
internamente, e possui a coloragcdo marrom [31, 36, 37].

O fruto é rico em nutrientes que beneficiam a salde humana e animal,
como as vitaminas, principalmente a vitamina A e C, lipidios, minerais (calcio,
magnésio, ferro e potassio), fibras, carboidratos (frutose, sacarose, glicose e
pectina), aminoacidos (glicina, serina, leucina, alanina, arginina e isoleucina) e

0s acidos graxos (oleico, palmitico e linoleico) [31, 38, 39].

A polpa da manga madura possui cerca de 15% de acucares, sendo uma
excelente fonte energética natural, entre valores de 60 e 190 kcal em 100 gramas
de polpa [31, 39]. Além destes nutrientes, a fruta possui outros compostos
bioativos que contribuem para a saude, que varia de acordo com a variedade,
sazonalidade e a maturacdo da fruta, justificando sua alta producdo e consumo

por todo o mundo [31].

A composicdo quimica da manga € formada, principalmente, por

derivados fendlicos, como os flavonoides, os &acidos fendlicos e, principalmente,
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os xantonoides. O fruto possui diversos compostos bioativos que apresentam
efeitos farmacoldgicos, como antioxidante, antiviral, antibacteriano, antialérgico
e anti-inflamatdrio. Dentre estes, os derivados fendlicos se destacam devido ao
seu alto potencial antioxidante, como o acido elagico (22), a quercetina (27) a
mangiferina (1), isomangiferina (28), homo-mangiferina (29), mangiferingalato
(30), 6-0O-galoil-mangiferina (31) e 6-O-(p-hidroxibenzoil)-mangiferina (32), que
séo encontrados na polpa e na casca da manga (Figura 2) [31, 39, 40].

Figura 3 — Estrutura quimica dos compostos presentes nas partes da fruta
manga relatados na literatura.
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Estudos com as cascas da manga se destacam entre os relatos da
literatura. Dentre eles pode-se citar o estudo que realizou a extracdo a quente
com agua das cascas da manga, permitindo a identificacdo do acido galico (21),
rutina (17), quercetina (27), acido protocatecuico (33) e epicatequina (34). Neste
estudo também foram encontrados o maior teor de fendlicos, de atividade
antioxidante e anti-inflamatdéria em comparacédo aos outros extratos de residuo
de frutas avaliados [7]. Em um outro estudo, um ensaio fitoquimico foi realizado
no extrato metandlico das cascas, revelando a presenca de saponinas, taninos,
alcaloides, esteroides, flavonoides, terpenoides e glicosideos [41]. Em um
trabalho bem recente, 2023, os pesquisadores sintetizaram nanoparticulas de
prata em mistura com um extrato hidroetandlico das cascas de manga com a
finalidade de aplicacdo biomédicas tendo como resultado um alto potencial anti-

inflamatdrio, anticancerigeno e antibacteriano [42].
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Um estudo verificou o aproveitamento das cascas da manga para produzir
licores e recuperar os compostos bioativos. Para isso, foi realizada a extracao
por maceracdo com pectinase e com alcool vinico (65%), gerando licores com
alta atividade antioxidante onde foram identificados os flavonoides galato de
epicatequina (35), galato de epigalocatequina (36), quercetina-3-O-
glucopiranosideo (37) e rutina (17) além dos acidos fendlicos acido galico (21),
acido O-cumarico (38) e acido siringico (39) [43]. A pectina é um polissacarideo
gue é presente na manga e € muito utilizada em cosméticos. Uma investigacéo
mostrou que em oito cultivares de cascas de mangas coletadas em diferentes
regides de cinco paises resultaram no rendimento de 7,63%—14,75% de pectina,
sendo realizada com o método de acido quente (HCI, pH 2) [44]. Outro estudo,
extraiu pectinas das cascas de manga através da extracdo assistida por micro-
ondas a 130°C por 30 min (800 W) e polifendis por extracdo solido liquido a 60°C
por 30 min, utilizando como solvente de extracdo para ambos a agua destilada.
A extracao resultou no rendimento de pectinas e polifendis, respectivamente, de
102,14 e 25,01 mg/g de cascas secas [45].

Na casca e polpa de manga também é relatado a presenca do lupeol (40),
gue € um triterpeno que auxilia na redugao dos niveis de colesterol e possui agdo
anti-inflammatéria, anti-microbiana, anti-protozoaria, anti-proliferativo,
antiangiogénico, anti-artrite e anti-diabético. Um banho ultrassénico foi utilizado
na extracdo do lupeol (40) e da mangiferina (1), utilizando uma mistura dos

solventes etanol e acetona (7:3 v/v) por 30 min [8].

Um teste in vivo demonstrou que a mangiferina apresenta uma atividade
neuroprotetora, mostrando que este composto age contra disturbios cerebrais
gue envolve o excesso de glutamato, o qual é o causador de muitos disturbios
neurologicos como a isquemia cerebral, epilepsia e doencas neurodegenerativas
[46].

Uma extracao solido liquido foi realizada na polpa da manga, onde foi
utilizado uma mistura de solventes (etanol/acetona/metanol, 1:1:1) por 30 min,
obtendo um extrato onde foi possivel identificar a presenca de &cido galico (21),
glicosideo do mono-galoil (41), glicosideo do acido p-hidroxibenzoico (42),

glicosideo do acido dihidrofasico (43) e galotaninos. Este estudo também
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mostrou que os polifendis extraidos possuem acao anti-inflamatdria comprovada
por testes in vitro e in vivo. Muitos destes polifendis extraidos da polpa

demonstram atenuar a inflamagéo intestinal e a carcinogénese [47, 48].

Na polpa da manga, também foram identificados o triptofano (44) e os
hormdnios melatonina (45) e serotonina (46), os quais foram extraidos através
das extragcbes em fase soélida e por ultrassom. Estes horménios possuem
atividade bioldgicas comprovada em tratamentos contra a insdnia, canceres e
acdo antioxidante, com destaque para o triptofano que é um precursor crucial na

biossintese da melatonina [49].

O bagaco de manga € um residuo de origem agroindustrial e é formado
por fibras e fragmentos de cascas e da polpa. Estudos mostram que a
composicdo quimica do bagaco de manga é formada por fibras, proteinas,
carboidratos, lipidios, cinzas e amido, onde também estdo presentes o0s
compostos fenolicos e derivados que possuem acao antioxidante e antigastrica
[50-54]. Dentre estes compostos, foram identificados os acidos fendlicos: acido
clorogénico (24), acido galico (21), acido elagico (22), acido vanilico (47), galato
de metila (48), galato de etila (49), éster de metil digalato (50), acido di-galico
(51), galoil glicosideo (52), tri- (53), tetra (54), hexa- (55), hepta- (56) e octa-O-
galoil-glicose (57), ramnetina-3-(6"-2-butenoilnexosideo) (58); as duas
benzofenonas maclurina mono- (59) ou di-O-galoil-hexosideo (60); os
flavondides quercetina (27) e quercetina-3-O-hexosideo (61) e as xantonas

mangiferina (1), isomangiferina (28) e homo-mangiferina (29) [53, 54].
Figura 4 — Estruturas quimicas dos compostos presentes no bagaco de manga.
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1.1.3 ExtracOes Assistidas por Ultrassom (EAU) e Micro-ondas (EAM)

As técnicas de extracdes assistidas por ultrassom (EAU) e micro-ondas
(EAM) sao procedimentos que possibilitam obter extratos com maiores
rendimentos de componentes bioativos utilizando menor tempo de extracao
guando comparados aos métodos convencionais de extracdo [55]. Além disso,
sdo consideradas ambientalmente amigaveis por diminuirem o consumo de
energia e permitir o uso de uma menor quantidade de solventes para a extracao,
ao mesmo tempo em que aumentam o rendimento de varios compostos de
interesse farmacoldgico como é o caso dos derivados fendlicos, carotendides e

flavonoides, que apresentam acao antioxidante e anti-inflamatoria [55].

1.1.3.1 Extracédo Assistida por Ultrassom (EAU)

O ultrassom é uma frequéncia de 20 kHz a 10 MHz que esta acima da
audicdo humana, sendo uma onda sonora muito utilizada em equipamentos para
monitoramento de  o6rgdos humanos  (ultrassonografia), sinteses,
homogeneizacéo de solugdes laboratoriais, limpeza de superficies de objetos e

extracOes de constituintes quimicos de diversos materiais vegetais [10, 11].

A técnica de extracdo assistida por ultrassom (do inglés: Ultrasound
Assisted-Extraction — UAE) € uma técnica moderna que através das ondas
sonoras realiza extracbes dos compostos presentes no material em estudo para
o solvente de extracdo, sendo uma técnica que se baseia na formacao de bolhas

de cavitagdo como principal efeito de extragéo [10,11].

As bolhas de cavitacdo sdo formadas devido aos processos de rarefacéo
e de compressao que sao induzidas pelo(s) solvente(s) de extracao(des), as
quais sao criadas simetricamente e em seguida séo implodidas em temperaturas
e pressdes, respectivamente, préximos de 5000 K e 2000 atm. Quando estas
bolhas colapsam proximo de alguma superficie € criado um jato de alta
velocidade em direcao da superficie do material e o solvente é arrastado por

esse jato da bolha de cavitagéo [10, 11].

A utilizac&o da extracao assistida por ultrassom (EAU) em material vegetal

tem sido muito empregada, por ser uma técnica rapida e que produz 6timos
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rendimentos. Isto colabora para a obtencdo de extratos ricos em compostos
guimicos que possuem atividades biologicas de grande interesse para a
populacédo, pois maior parte destes compostos bioativos sdo utilizados como
pigmentos, fitoterdpicos, fragrancias e conservantes. Estes compostos estéo
ganhando atencdo das industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética nao sé
pelos beneficios que causam a saude humana, mas também pela maior
preocupacdo com os efeitos colaterais que um produto menos natural pode
ocasionar para 0 meio ambiente de forma direta ao ser rejeitado em algum

processo industrial [12].

Na Figura 5, temos a imagem da analise de microscopia de varredura
eletrbnica das folhas de manjericdo-de-folha-larga para a extracdo de Oleo
essencial através da EAU, onde é mostrado o colapso de bolhas de cavitacao.
Nesta imagem é demonstrado da esquerda para a direita que as bolhas
formadas entram em colapso e com isso quebra parte da parede celular do
material vegetal em estudo, liberando os analitos presentes na planta para o

solvente de extracdo [10].

Figura 5 — Colapso das bolhas de cavitagdo nas partes aéreas do manjericao-

de-folha-larga (Ocimum basilicum L.) para a extracéo do 6leo essencial [10].
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A extragdo dos analitos presentes no material vegetal através da técnica
de EAU envolve muitos processos de interacdo entre o solvente e a planta. Os
processos de difusdo dos analitos com o solvente € aprimorado com as bolhas

de cavitacdo. Estes processos de difusdo segundo Vinatoru et al. [10], séo:

a) Difusdo dos componentes da planta em direcdo a camada externa

estagnada pelas bolhas de cavitacéo;
b) Difusdo dos componentes da planta diretamente para o solvente;

c) Difusdo da camada estagnada para o solvente e
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d) Lavagem do conteudo das células quebradas.

As difusdes em conjunto com as bolhas de cavitagdo tornam a extracao
assistida por ultrassom uma técnica muito potente nas extracées dos analitos de
interesse, ja que as bolhas impulsionam os solventes para dentro das células
vegetais e isso facilita as extracdes dos diversos compostos bioativos presentes
no material vegetal em estudo [10, 11].

As extracdes realizadas através da técnica EAU permitem a extracéo de
uma variedade de constituintes quimicos bioativos o qual, aliado a um solvente
adequado, auxilia na extracéo de derivados de flavonoides e fendélicos que sdo
0s metabolitos preferenciais neste estudo. Isso porque sabe-se que estes
compostos apresentam diversas atividades bioldgicas, sendo uma delas a
atividade antioxidante muito valorizada pelas industrias de cosméticos e
alimenticias, ja que contribuem para o retardamento da oxidacdo das células em

humanos e em alimentos [12].

1.1.3.2 Extracao Assistida por Micro-ondas (EAM)

As micro-ondas sao radiacbes ndo ionizantes do espectro
eletromagnético que variam na faixa de frequéncia de 300 MHz (radiacdo de
radio) a 300 GHz, sendo 2,45 GHz (equipamentos de laboratério e doméstico) e
915 MHz (equipamentos industriais) as mais empregadas [9, 56]. A interacdo
das micro-ondas com 0s materiais ocorre através do aquecimento, onde a
eficiéncia do aquecimento € determinada pela capacidade do material de
absorver as radiacdes da micro-ondas e dissipar o calor [9]. Nesse processo por
micro-ondas, 0s responsaveis pelo agquecimento do material sdo a conducao

idbnica e o movimento do dipolo das moléculas presentes no material [57].

A extracao assistida por micro-ondas (EAM, do inglés: Microware Assisted
Extraction — MAE) € uma técnica jovem, datada em 1986, onde utiliza dos
solventes e as micro-ondas para extrair os componentes bioativos do material
vegetal [9]. Ao utilizar solventes polares a extracdo ocorre devido aos

movimentos das moléculas do solvente sobre o material vegetal, gerando um
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movimento de friccdo entre elas e o material vegetal quando as moléculas tentam
se combinar ao campo elétrico formado pela conducéo ibnica. Este processo
gera 0 aumento da temperatura e a fragmentacao do material vegetal em estudo
gue acaba liberando os componentes quimicos no solvente de extragéo [9, 55].
Em solventes apolares a extracéo néo ocorre devido ao momento dipolo ser zero

e com isso ndo produz calor no momento da extracao [53].

No material vegetal ha presenca de umidade e por isso que, ao se utilizar
a EAM, havera a evaporacao e criagdo de uma enorme pressao interna sobre a
parede celular, que ir4 enfraquecer e quebrar, realizando a extracdo de forma
exaustiva, sucessivamente, facilitando a penetragcdo do solvente e com isso
extraindo os componentes fitoquimicos e/ou bioativos. Outro processo que
ocorre na extracao € a expansao e ruptura da célula vegetal causado pelo fluxo
do micro-ondas, devido a composicdo do material vegetal, que resulta na

abertura da parede celular [57].

7z

Na Figura 6, é apresentado o possivel mecanismo de extracdo dos

componentes de interesse em material vegetal, ao empregar a técnica de EAM.

Figura 6 — Possivel esquema da extracdo da extracao assistida por micro-ondas,

adaptado de Vinatoru et al. [9].
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No processo (A) ocorre a solvatacéo do material vegetal, em (B) ocorre o
inchaco no material apds o aquecimento com as ondas de micro-ondas, pois o
solvente penetra na amostra. Apos a quebra da parede celular, ocorre a extracéo
dos compostos, o processo (C) de difusdes e a lavagem ocorrem da mesma
forma que na extracdo assistida por ultrassom [9].
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A EAM é uma técnica de extracdo que possibilita a obtencdo de
componentes quimicos como os fendlicos, acucares, flavonoides e Oleos
essenciais [58]. Estes compostos sao extraidos de frutas, cascas, sementes,
folhas, caules entre outros materiais vegetais que apresentam altos potenciais

biolégicos [57].

1.1.3.3 Extragdo de Componentes Bioativos por EAU e EAM

Na literatura € encontrado diversos trabalhos sobre extracdes de
derivados fendlicos das partes aéreas, frutos e sementes de plantas utilizando

das extracOes assistidas por ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM).

Um estudo que utilizou a EAU das folhas da espécie Croton
heliotropiifolius possibilitou a identificagdo de dez compostos fendlicos presentes
no extrato etandlico, sendo eles a catequina (62), acido galico (21), quercetina
(27), &cido vanilico (47), acido elagico (22), acido cafeico (12), acido trans-
cindamico (63), acido p-cumarico (14), acido singico (64), acido ferulico (11) e
acido clorogénico (24) [59]. O estudo dos extratos dos caules secos de
Dendrobium formosum obtidos por EAM, permitiu a identificacdo dos compostos
fendlicos celonina (65), eriantridina (66), muscatilina (67), lusiantridina (68),
gigantol (69) e batatasina Il (70) [60].

Figura 7 — Estruturas quimicas dos compostos presentes nos extratos obtidos
por EAU e EAM.
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Outro estudo que utilizou a EAU na obtengdo de extratos aquosos e
hidroalcéolicos das cascas de noz peca [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch]

permitiu a identificacdo, por CL-EM, de 29 e 27 compostos fendlicos,
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respectivamente, com destaque para 0os compostos majoritarios identificados, a
catequina (62) e acido galico (21) [61]. A extracdo dos componentes das folhas
de Aloe vera por EAM possibilitou a identificacdo de 32 compostos fendlicos e
29 saponinas, por CL-EM, com o extrato apresentando um alto potencial

antioxidante [62].

Estudos relatando comparacbes entre o meétodo de extragdo por
ultrassom com outras técnicas também sdo comuns na literatura. Um exemplo &
encontrado no trabalho envolvendo a extracdo de compostos das folhas da
arvore da espécie Leptospermum petersonii, que possui um aroma de limédo. Os
autores comparam a extragdo por EAU e por banho de 4gua com agitacédo
(EBAA), mostrando que o extrato obtido por EAU apresentou maior teor de
compostos fendlicos do que a EBAA, com valores de 98,91 e 85,81 mg EAG/g
ms das folhas, respectivamente [63].

A comparacdo entre a extracdo por micro-ondas e outras técnicas
também é comum na literatura. Um destes estudos foi a comparac¢ao da técnica
de extracdo por EAM com a maceracgao a partir das cascas de toranja (Citrus x
paradisi). O extrato obtido por EAM além de apresentar maior potencial
antioxidante dos dois, também apresentou maior rendimento na extracdo dos
fendlicos quando comparado ao extrato por maceragao, com valores de 31,10 +

2,11 e 26,75 + 1,15 mg EAG/g ms de extrato seco, respectivamente [64].

A técnica de extracdo assistida por ultrassom é uma das poucas técnicas
gue possibilita a manipulacdo de parametros que contribuem para as extracdes
dos analitos. O tempo de extracdo €, sem duvida, o mais avaliado ja que €&
considerado um dos principais motivos da técnica ser utilizada, permitindo
realizar extragbes expressivas de diversos compostos em poucos minutos. A
temperatura € outro parametro que pode ser controlado na EAU e que modifica
as caracteristicas fisicas e quimicas do analito, ja que alguns sdo compostos
termicamente instaveis e estaveis. A poténcia e a frequéncia sdo parametros que
estdo correlacionadas as bolhas de cavitacdo, ja que influenciam na producéo e
colapso das bolhas. Estes parametros contribuem nas extracbes de forma

conjunta, uma vez que cada um afeta o material vegetal de diferentes formas,
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sendo necessario o estudo prévio de seus efeitos na extracdo dos compostos de

interesse de forma a encontrar o melhor valor para cada um deles [10, 11].

Na técnica de extracdo assistida por micro-ondas, também é possivel
manipular os parametros para obter maiores rendimentos de extrato ou de
compostos especificos e respostas de determinadas atividades biolégicos. A
temperatura € um importante parametro pois contribui para o aumento do
rendimento. Isto ocorre porque a viscosidade e a tensdo superficial do solvente
diminuem, permitindo que ele umedeca a amostra e penetre com mais facilidade
para extrair os compostos de interesse. A variacao da temperatura é dependente
do tipo de solvente utilizado durante o processo de extracdo, ja que o solvente

precisa absorver as ondas micro-ondas e poténcia aplicada do equipamento.

Outra vantagem do EAM é o tempo curto de extracdo em comparagao
com técnicas convencionais. Estudos apontam o aumento do rendimento com o
aumento do tempo de extracdo, o qual foi observado no estudo para a extracéo
de flavonoides da espécie Radix astragali. O rendimento foi maximo em 25 min
e em seguida caiu rapidamente. Este comportamento pode ocorrer devido a
varios efeitos, séo eles: efeito da radiacdo por diferentes duracdes, o impacto do
mecanismo de interacdo entre micro-ondas e as células vegetais, o tipo de
compostos alvo e impurezas presentes. A poténcia é um parametro que deve ser
escolhida corretamente, uma vez que ela tem efeito direto no tempo de extracéo
para se obter a temperatura adequada. Altas poténcias com maior tempo de

irradiacdo pode ocasionar perda do solvente por evaporacao [55, 65].

As ferramentas matematicas sdo empregadas em conjunto com o0s
parametros da EAU com o objetivo de ter uma projecao dos valores 6timos para
a extracdo dos compostos. Estes valores sao calculados através dos
tratamentos matematicos, por exemplo os projetos de Box-Behnken (do inglés:
Box—Behnken Design — BBD) e composto central (do inglés: Central Composite
Design — CCD), os quais aplicam correlacdes entre os parametros de extracao
gue otimizam e modelam o0s processos complexos para calcular os pontos
otimos, resultando em uma equacao que satisfaca o experimento realizado com

0s parametros selecionados [66, 67].
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A literatura relata a aplicacdo do planejamento BBM que possibilitou
determinar as condi¢des 6timas de extracao por EAM de simmondsina (71) e de
polifendis das sementes de jojoba (Simmondsia chinensis), que € muito utilizado
como ingrediente em produtos nutracéuticos ou farmacéuticos. Os parametros
estudados foram a poténcia (100, 300 e 500W), concentracao de etanol (0-96%),
tempo de extracdo (3-15 min) e relacdo solvente para soluto (18,75-75 mL/g),
sendo que a condicdo 6tima foi 500W, 15 min e 41 a 45 mL/g. O maior
rendimento de simmondsina (23,35%) ocorreu utilizando agua pura enquanto
para os polifendis o melhor rendimento (2,33%) ocorreu com a concentracdo de
etanol de 46,79% [68].

Um estudo avaliou a extracdo de compostos antioxidantes a partir de uma
espécie de tangerina (Citrus reticulata Blanco cv. Sainampueng). Este trabalho
utilizou EAU para extrair os compostos desta espécie e, juntamente com a
analise da superficie de resposta, foram avaliadas as variaveis independentes
de extracdo: temperatura, tempo e poténcia. As melhores condicdes
encontradas foram 48 °C, 40 minutos e 56,71 Watts. Os autores fizeram uma
comparacao do conteudo de fendlico e de hesperidina (8) do extrato obtido por
EAU com o obtido por maceracao (EM). Os rendimentos encontrados para EAU
e EM foram, respectivamente, 26,50 + 0,01 e 14,95 £ 0,22 %; o conteudo fendlico
total (mg acido galico equivalente 100 g de amostra seca) foram de 14.898,64
+ 0,01 e 12.519,73 £ 95,96 e o conteudo de hesperidina de 6409,84 + 0,05 e
6153,22 + 0,11 mg/100 g, evidenciando que a extracao realizada por EAU
permitiu o maior rendimento de extrato, maior conteudo fendlico e de hesperidina
[66].

Além dos parametros citados acima, também é estudado a influéncia das
variacbes de massas e solventes utilizados para obter os extratos, por exemplo
a relacao solvente para soluto (S/S) e as misturas de solventes, 0s quais em
conjunto com 0s outros parametros contribuem para maiores e melhores
extracdes dos principios ativos das plantas medicinais. Para extrair derivados de
flavonoides da raiz seca de Pueraria lobata, em um trabalho os pesquisadores
avaliaram o uso da técnica EAU em conjunto com a analise da superficie de
resposta utilizando o projeto de composto central e de trés parametros, sendo
estes o tempo, concentracdo de etanol em agua e relagcéo solvente para soluto.
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Utilizando o tempo de 16,02 min, uma concentracéo de 41,41% (EtOH) e relacdo
solvente para soluto de 44,35 mL/g foi possivel a extracdo de componentes que
resultaram em 82,90 + 0,78% de inibicdo do estresse oxidativo em células
endoteliais humanas (EA. Hy926) [59]. Estes parametros também séo estudados
na EAM. Um exemplo é a avaliacdo da extracdo de compostos fendlicos totais
das folhas do mamoeiro (Carica papaya), obtendo-se 102,59 mg EAG/g ms das
folhas na condicdo 6tima de extracdo com a concentracdo de etanol de 56%,
relacdo solvente para soluto de 12 mL/g, tempo de 3 min e poténcia de 420W
[69].

Na literatura também é encontrado comparacdes entre as extracdes por
ultrassom e micro-ondas, como no estudo que realizou a otimizagdo, com o
auxilio do planejamento Box-Behnken, para a extracdo de compostos fendlicos
do residuo da casca de liméo. As condi¢gBes 6timas de extragdo para EAM foram
55%EtOH e 140W de poténcia de micro-ondas ondas por 45 s com 8 repeticdes
da etapa de extracdo; e para EAU foram 38% EtOH, 38% de amplitude
ultrassdnica com 4 min de tempo de extracdo. Os extratos de cada método de
extracdo apresentaram altas atividade antioxidantes e de conteudo de fenolicos
totais de 53 (EAM) e 54 (EAU) mg EAG/g ms [70].

Outro estudo comparou a eficiéncia das duas técnicas (EAU e EAM) na
extracdo de compostos fendlicos do residuo industrial de cascas de roma. As
condi¢cbes de extracdo avaliadas para a EAM foram relacdo solvente/soluto de
60 mL/g, poténcia de 600 W e tempo de 4 min, enquanto para a EAU foram a
relacao solvente/soluto de 32,1 mL/g, amplitude de 52 W, temperatura de 35 °C
e tempo de 10 min, mantendo a concentracdo de etanol de 50% para as duas
técnicas. O conteudo de fendlicos totais na extracao foi de 199,4 (EAM) e 119,82
(EAU) mg EAG/g ms, o conteudo de punicalagina foi de 143,64 (EAM) e 138,8
(EAU) mg/g ms, e atividade antioxidante de 94,91% (EAM) e 94,77% (EAU). Este
trabalho demonstrou que a EAM foi a técnica mais eficiente na extragdo de
componentes fendlicos do residuo das cascas de romd em comparagcdo com a
EAU [71].

As técnicas de extracdes assistida por ultrassom e por micro-ondas

apresentam principios de extracao distintos, mas apresentam muitas vantagens,
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além de serem técnicas de simples manuseio, permitem realizar extracdes em

pouco tempo, de forma ambientalmente amigavel e com o controle da

temperatura e de outros parametros. Uma das observacfes que se deve fazer

sobre o0 uso destas técnicas, e que de certa forma pode ser uma desvantagem é

o tempo de extracdo, ja que em diversos estudos foi constatado que o uso de

tempo muito longos pode causar a degradacdo do material vegetal gerando

compostos indesejaveis, que atrapalham tanto o rendimento quanto a aplicacao

dos compostos que foram extraidos [9, 10, 11, 55].

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

> Caracterizar os componentes bioativos dos residuos industriais do

bagaco e da casca da manga, avaliar as condigcbes de extracdo e sua
influéncia na caracterizagdo, no rendimento total, na atividade

antioxidante e no teor de fendlicos totais dos extratos obtidos.

2.2 Especificos

>

Extrair os compostos fendlicos dos residuos de manga através das
técnicas de extracdo por maceracao, ultrassom e micro-ondas;

Avaliar as condi¢cOes de extracdo e sua influéncia no rendimento total, no
conteudo de fendlicos e de flavonoides totais e no perfil do espectro de
massas;

Determinar a condicdo de extragcdo mais eficiente na obtencdo dos
compostos fendlicos, utilizando experimentos preliminares (fator Gnico) e
planejamento composto central (CCD) para EAU e somente CCD para
EAM;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos dos residuos empregando o0s
testes DPPH, FRAP e ABTS;
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» Comparar e avaliar a técnica de extracdo que apresenta o extrato com

maior atividade antioxidante, maior contetido de fenodlicos e flavonoides.

> Identificac@o dos constituintes quimicos dos extratos do bagaco e cascas

da manga por espectrometria de alta resolucéo.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos

Etanol (NEON, Susano, SP) grau analitico;

Agua deionizada (Milli-Q, modelo Gradient, Millipore, S&o Paulo, SP,

Brasil);

Estufa de circulagéo forcada (Modelo Marconi ML35);

Balanca analitica (Modelo APX-200, Denver Instrument Company);
Ultrafreezer Liotop (Modelo UFR30, Liobras, Séo Carlos, SP, Brasil);

Liofilizador de bancada Liotop (Modelo L101, Liobras, Sado Carlos, SP,

Brasil);
Refrigerador (Modelo TF/TFS, Electrolux);

Liquidificador (Modelo power 2i nl-26 branco/cinza, 500W, 110V,
Mondial);

Peneiras para analise granulométrica (Bertel, Caieiras, SP, Brasil);

Banho de ultrassom Elma (Volume de 5,75 litros, Elmasonic P 60H,

Alemanha);
Equipamento de Micro-ondas (NEOS-GR, Milestone, Itélia);
Programa Minitab Statistical;

Programa PAST (Paleontological Statistics);
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e Agitador de tubos tipo vortex [Modelo mx-f(gom-f0002)];
e Papel filtro qualitativo Macherey-Nagel (MN 615);

e Evaporador rotatério BUCHI (modelo R-3), acoplado a uma bomba de
vacuo da mesma marca (modelo V-700); com um sistema de refrigeracao

da marca Microquimica Equipamentos Ltda (modelo MQBTC99-20);
e Reagente de Folin & Ciocalteu’s (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA);

e Carbonato de sodio anidro (Na2COs) grau analitico (Synth, Diadema, SP,
Brasil);

e DPPH - 2,2-Difenil-1-picril hidrazil (Sigma Aldrich, St. Louis, Co, USA);

e Placas para cultivo de células e tecidos com 96 pocos (Modelo K12-096,

Kasvi, Sdo José do Pinhais, PR, Brasil);

e Leitor de microplacas Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA).

e Espectrobmetro de massas Exactive HCD Plus (Thermo Scientific,
Bremen, Germany): modo de infusdo direta utilizando uma bomba de
seringa modelo Fusion 101 (Chemyx, Stafford, TX) com uma seringa de
500 pL (Thermo Scientific, NJ, EUA), fonte de ionizag&o lon Max APl com
probe HESI (do inglés: Heated Electrospray lonization — HESI), analisador
Orbitrap.

3.2 Residuo Industrial de Manga

Os residuos do bagaco e das cascas da manga (Figura 8) foram obtidos

na Pomar® do Brasil Industria e Comércio de Alimentos (Aracaju/SE).
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Figura 8 — Foto dos residuos do bagaco (A) e das cascas (B) da manga obtidos

pela Pomar®.

(A) (B)

A liofilizacdo das amostras dos residuos de bagaco da manga foi realizada
adaptando a metodologia de Herrera-Cazares et. al. [53]. As amostras foram
transferidas para frascos de vidro e congeladas no ultrafreezer na temperatura
de -80 °C durante 4 horas. Posteriormente foram liofilizadas a -57 + 1°C, a 7 uHg

durante 6 dias e o material resultante foi armazenado no refrigerador.

As cascas da manga foram imergidas e limpas em agua corrente,
congeladas e liofilizadas da mesma forma que o baga¢co de manga, mas neste
caso foram necessarios 5 dias para realizar o processo [53, 72].

Os materiais secos (bagaco e cascas) foram triturados em um
liquidificador e separados com o auxilio de peneiras de abertura de 0,500; 0,425
e 0,250 mm, respectivamente, 32, 35 e 60 mesh, gerando trés particulados (32-
35, 35-60 e 60 mesh) de cada residuo.

3.3 Preparagao dos Extratos

3.3.1 Extracdo por Maceracao (MC)

Os extratos de maceracdo do bagaco e das cascas de manga que foram
utilizados para comparagao com os extratos EAU foram preparados utilizando as
condicGes semelhantes as otimizadas pela RSM no processo de ultrassom. Para
isso, foi colocado em um erlenmeyer 0,2 g do material triturado e adicionado
7,929 mL da solucdo de etanol em &gua (58,2843%) para a extracdo, em
temperatura ambiente (25 + 1°C), utilizando trés tempos de extragdo (5 min, 1

hora e 24 horas), sendo realizados em duplicata.
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Os extratos de maceracao do bagaco e das cascas que foram utilizados
para comparacdo com o0s extratos EAM foram preparados como citado
anteriormente, mas desta vez sobre 0,2 g do material vegetal foi adicionado 16
mL da solug&o de etanol em &gua (48,981%), utilizando dois tempos de extracédo
(11 min e 24 horas), em temperatura ambiente (25 + 1°C) e realizados em

duplicata.

Todos os extratos obtidos foram filtrados e evaporados (45 °C) sob
presséo reduzida, congelados no ultrafreezer (-80 °C) e liofilizados a -57 + 1°C,
a 7 pHg durante 36 horas, sendo acondicionados em um refrigerador.

3.3.2 Extracéo Assistida por Ultrassom (EAU)

A extracao foi realizada em um banho ultrassénico, onde foi utilizado 0,2
g do material seco que foi colocado em um erlenmeyer (25 mL) com tampa e
extraido de acordo com as condi¢des especificas de concentracéo de etanol em
agua, relacado solvente para soluto, tempo, frequéncia, temperatura e poténcia
para cada experimento do planejamento de fator Gnico e por CCD. O tempo e a
temperatura foram monitorados, continuamente, por meio do painel do
equipamento, sendo utilizado 4gua destilada gelada para manter a temperatura
do banho constante. Este procedimento ocorreu retirando pequenos volumes de
agua destilada quente e substituindo pela agua fria, sempre mantendo o volume

de &gua que o equipamento ultrassom comporta (5,75 litros).

Posteriormente, os extratos obtidos foram filtrados sob pressao reduzida
utilizando papel filtro para a remogédo do material vegetal e, em seguida,
submetidos a evaporacdo a pressdo reduzida para a remoc¢ao do solvente
organico a 45 °C, congelados no ultrafreezer a -82 °C e liofilizados (a -58 °C e
pressao de 7 uHg) por 36 horas para remover o solvente aquoso remanescente.
Os extratos brutos foram colocados em frascos de vidro com tampa e

armazenados em um refrigerador.

3.3.2.1 Planejamento experimental de fator Unico

Primeiramente foi realizado um planejamento experimental de fator Unico

nas amostras do bagaco da manga para determinar o intervalo mais adequado
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das variaveis de extracdo. Posteriormente, através de um planejamento
composto central (CCD), as variaveis foram avaliadas na seguinte ordem:
concentracdo de etanol em agua (10, 30, 50, 70 e 90%), relac&o solvente para
soluto (5:0,2, 10:0,2, 15:0,2, 20:0,2 e 25:0,2 mL/g), tempo de extracéo (5, 10, 15,
20, 25, 30 min), frequéncia (37 e 80 kHz), temperatura (30, 40, 50, 60 e 70 °C) e
poténcia (30, 60, 70, 80, 90 e 100%). Como resposta estudada, ou seja, a
variavel dependente nesse planejamento foi o conteddo de fendlicos totais,
sendo os experimentos realizados em duplicata, cuja sequéncia experimental

estd ilustrada na Figura 9.
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Figura 9 — Sequéncia do procedimento das extracdes por ultrassom, realizados
por meio do planejamento experimental de fator Unico com as variaveis:
concentracdo de etanol em agua (10, 30, 50, 70 e 90%), relagédo solvente para
soluto (5:0,2, 10:0,2, 15:0,2, 20:0,2 e 25:0,2 mL/g), tempo de extracédo (5, 10, 15,
20, 25, 30 minutos), frequéncia (37 e 80 kHz), temperatura (30, 40, 50, 60 e 70
°C) e poténcia (30, 60, 70, 80, 90 e 100%).

Relacéo solvente para soluto (5:0,2 mL/g), tempo de extracéo (5 min),
frequéncia (37 kHz), temperatura (30 °C) e poténcia (30%).

Concentragéo de etanol em agua (30%), tempo de extracdo (5 min),
frequéncia (37 kHz), temperatura (30 °C) e poténcia (30%).

Concentragdo de etanol em agua (30%), relacdo solvente para soluto (15:0,2
mL/qg), frequéncia (37 kHz), temperatura (30 °C) e poténcia (30%).

Concentracdo de etanol em 4gua (30%), relacdo solvente para soluto (15:0,2
mL/g), tempo de extracdo (5 min), temperatura (30 °C) e poténcia (30 %)

Concentracdo de etanol em agua (30%), relacdo solvente para soluto (15:0,2
mL/g), tempo de extracdo (5 min), frequéncia (37 kHz) e poténcia (30 %)

Concentragdo de etanol em 4gua (30%), relacdo solvente para soluto (15:0,2
mL/g), tempo de extracao (5 min), frequéncia (37 kHz) e temperatura (40 °C)
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3.3.2.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A extracdo assistida por ultrassom foi otimizada e auxiliada pela
metodologia de superficie de resposta (RSM), sendo que as condicdes
empregadas foram: concentracdo de etanol em agua e relacdo solvente para
soluto, seguindo um planejamento composto central com duas variaveis e trés
niveis, totalizando 11 experimentos. Os intervalos das variaveis independentes
estudadas para a concentracdo de etanol foram 10, 30 e 50%; e para relacéo

solvente para soluto foram de 10:0,2; 15:0,2 e 20:0,2 ml/g.

Tabela 1: Valores das variaveis independentes usadas no planejamento

composto central na EAU do residuo do bagaco da manga.

Variaveis (Simbolos) Niveis
Baixo Intermediario Alto
(-a) (0) (+a)
Concentracéo de etanol (%, X1) 10 30 50
Relacé&o solvente para soluto (mL/g, X2) 10:0,2 15:0,2 20:0,2

Os valores apresentados nos intervalos foram combinados, sendo
empregado o programa Minitab Statistical Software. Nele foram aplicados o
planejamento composto central para determinar os pontos dos experimentos

para serem aplicados no extrato do bagaco da manga (Tabela 2).
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Tabela 2: Pontos experimentais dos procedimentos realizados no bagaco de

manga.
Experimento X1 (%) X2 (mL/0,2 g)
1 10 10
2 50 10
3 10 20
4 50 20
5 1,72 15
6 58,28 15
7 30 7,93
8 30 22,07
9c 30 15
10¢ 30 15
11¢ 30 15

X1: concentracgéo de etanol em agua; X2: Relagdo solvente para soluto. © ponto central.

Os resultados estudados para extrair os compostos bioativos pelo
ultrassom (EAU) em cada experimento do planejamento composto central (CCD)
foram o rendimento de extracdo e o contetdo de fendlicos totais. O ponto central
foi realizado em triplicatas, com resultado expresso em média e desvio padrao,
0s quais estes foram utilizados para determinar o erro experimental, enquanto

0s experimentos do planejamento foram realizados de forma aleatéria.

3.3.3 Extracdo Assistida por Micro-ondas (EAM)

O procedimento de extracdo dos compostos do bagaco e das cascas de
manga, foi realizado com o micro-ondas de laboratoério, onde foi utilizado 0,2 g
de material seco que foi colocado em um baldo de fundo redondo (250 mL) e
extraido de acordo com as condi¢Bes especificas de concentracdo de etanol em
agua, relacdo solvente para soluto e tempo de extracdo do planejamento

realizado. A temperatura foi mantida constante em 84°C e a poténcia de 500W.

Apos realizar cada extracdo, os extratos foram deixados em repouso por

2 minutos para, em seguida, realizar a filtracdo sob pressao reduzida com papel
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filtro. Posteriormente, foram submetidos a evaporacdo a pressao reduzida para
remover o0 solvente orgénico a 45 °C, congelados no ultrafreezer a -82 °C e
liofilizados (a -58 °C e pressao de 7 pyHg) por 36 horas para a remog¢ao do
solvente aquoso. Os extratos brutos foram colocados em frascos de vidro com

tampa e armazenados em um refrigerador.

3.3.3.1 Metodologia de Superficie de Respostas

Inicialmente foi realizado um planejamento composto central, sendo as
condi¢cdes empregadas: concentragdo de etanol em agua, relagédo solvente para
soluto e tempo de extracdo. O planejamento com trés variaveis e trés niveis
resultou em 17 experimentos. Os intervalos das variaveis independentes
estudadas para a concentracdo de etanol foram de 30, 50 e 70%; relac&o
solvente para soluto de 12, 16 e 20 mL e tempo de extragdo de 5, 10 e 15

minutos, mantendo a massa da amostra de 0,2 g constante.

Tabela 3: Valores das varidveis independentes usadas no planejamento

composto central na EAM do residuo do bagaco de manga.

Variaveis (Simbolos) Niveis
Baixo Intermediario Alto
(-a) (0) (+a)
Concentracao de etanol (%, X1) 30 50 70
Relacé&o solvente para soluto (mL/g, X2)  12:0,2 16:0,2 20:0,2
Tempo (min, X3) 5 10 15

O programa Minitab Statistical Software foi utilizado para calcular o
planejamento composto central e os valores dos intervalos das variaveis foram
combinados, onde foi determinado os pontos dos experimentos para serem

realizados nas amostras do bagago da manga (Tabela 4).
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Tabela 4: Pontos experimentais dos procedimentos realizados no bagaco de

manga.
Experimento X1 (%) X2 (mL/0,2 g) X3 (min)
1 30 12 5
2 70 12 5
3 30 20 5
4 70 20 5
5 30 12 15
6 70 12 15
7 30 20 15
8 70 20 15
gc 16,364 16 10
10¢ 83,636 16 10
11¢ 50 9,273 10
12 50 22,727 10
13 50 16 1mine35s
14 50 16 18 mine 24 s
15 50 16 10
16 50 16 10
17 50 16 10

X1: concentracgdo de etanol em agua; X2: Relacéo solvente para soluto; X»: tempo; € ponto central.

Os resultados obtidos por EAM, em cada experimento do planejamento
citado anteriormente, foram o rendimento de extracdo e o contetdo de fendlicos
totais, sendo que os experimentos foram realizados de forma aleatéria. Para o

ponto central foi realizado trés repeticdes para determinar o erro experimental.

3.3.4 Validacao do procedimento de extracédo por EAU e EAM

Para explicar a relacdo entre as variaveis dependentes e independentes
para cada planejamento, foi utilizada uma funcéo polinomial de segundo grau

(Equacéo 1).

Y = Bo+ Xy BiXi + Xioq BuX? + i i BuXi X; €y
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Onde Y corresponde a variavel resposta (TPC); Xi e Xj (n entre 1 e 3)
correspondem as variaveis independentes avaliadas em cada planejamento por
EAU (%EtOH e S/S) e EAM (%EtOH, S/S e tempo); Bi, Bii € Bijs&o os coeficientes
de regressdao do modelo; Bi para os termos lineares; (i para 0s termos

quadraticos; e Bijpara os termos de interacao.

Os calculos empregados para a determinacdo das condi¢cfes 6timas de
extracdo por EAU e EAM, sendo considerado a maximizac&o do valor do TPC
do residuo do bagaco de manga, mostrou que todas as variaveis possuem
mesma importancia, ou seja, mesmo fator de impacto e peso. As condi¢des de
extracdo otimizadas para o residuo do bagaco foram validadas através da
realizacdo das extracdes em triplicatas para cada técnica de extracdo (EAU e
EAM), onde foram empregadas as condicbes de extracdes preditas pelo
planejamento BBD e de acordo com a metodologia de extracao por EAU e EAM,

separadamente.

3.3.5 Rendimento de Extracao

Os rendimentos dos extratos dos residuos da manga foram calculados

através da equagéo 2:

Rendimento de extracgio (%) = % x 100% (2)
residuo

onde Mextrato € @ Massa de extrato seco (em g) € Mresiduo € @ Massa do

residuo seco e triturado (em g) utilizado na extracéo.

3.4 Preparacao das Amostras

Para realizar as analises fitoquimicas e no espectrometro de massas, as
amostras foram preparadas utilizando 1 mg do extrato solubilizado em 1 mL de
uma solucéo de etanol (40%). Para as analises antioxidantes (DPPH, ABTS e
FRAP), as amostras foram preparadas utilizando 0,1 mg do extrato solubilizado

em 1 mL de uma solucéo de etanol (40%).
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3.5 Avaliagédo Fitoquimica

3.5.1 Avaliacdo do Conteudo de Fendlicos Totais

Os valores do conteudo de fendlicos totais (TPC, do inglés: total phenolic
content) dos extratos foram avaliados com o uso do reagente de Folin-Ciocalteu
e seguindo a metodologia descrita por Luo et al. [73], com pequenas alteracdes.
Inicialmente, 25 uL de cada extrato foram colocados em uma placa de pocgos e
adicionado 50 uL do reagente de Follin-Ciocalteu’s (10%, v/v, em agua) em cada
extrato. Apds 5 minutos de reacéo, foi adicionado 100 uL de carbonado de sodio
(7,5%, m/v) a mistura e incubada por 1 h a temperatura ambiente (25 + 1 °C),
sob protecdo da luz. Apés esse tempo, foi medida a absorbancia da mistura no
comprimento de onda de 765 nm em uma leitora de microplaca, com o TPC
sendo expresso como miligrama de equivalente de acido galico por grama de
material seco (mg EAG/g ms), utilizando uma curva de calibracédo de acido galico
(0-200 mg/L). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos como media + desvio padréo.

3.5.2 Avaliagédo do conteudo de Flavonoides Totais

A avaliacdo do contetudo de flavonoides totais (TFC, do inglés: total
flavonoids content) dos extratos foram realizados através da reacdo de
complexacado utilizando o tricloreto de aluminio hexa-hidratado (AICls.6H20)
seguindo uma metodologia adaptada para nossas amostras, descrita por
Lenucci et al. [74]. Inicialmente, 25 YL de cada extrato foram adicionados em
uma microplaca de 96 pocos e adicionado 25 uL de uma solugdo aquosa de
NaNO:2 (5%, m/v) em cada poco. A placa foi deixada em repouso durante 5
minutos. Posteriormente, foi adicionado 50 pL de uma solugdo aquosa de
AlICl3.6H20 (10%, m/v) a mistura e deixado em repouso por 5 minutos. Apoés este
tempo, foi adicionado 200 pyL de uma solugéo aquosa de NaOH (5%, m/v) em
cada poc¢o, que continha a mistura reacional, e colocado em repouso por 20
minutos em temperatura ambiente (25 + 1 °C) e sob prote¢éo da luz. A medicao

da absorbancia foi no comprimento de onda de 510 nm em uma leitora de
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microplaca. O TFC foi demonstrado como miligrama de equivalente de catequina
por grama de material seco (mg EC/g ms), utilizando uma curva de calibracdo
de catequina (0—-300 mg/L). Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados foram expressos como média + desvio padréo.

3.5.3 Avaliagao Antioxidante
3.5.3.1 Método do radical DPPH-

A avaliagao antioxidante foi realizada pelo método do radical DPPH- (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) seguindo procedimentos relatados na literatura [75]. Em
seguida, 50pL de cada extrato foi adicionado em 150 pL da solugéo de DPPH-
(400 pmol/L) em uma microplaca de 96 pocos, permanecendo em repouso por
30 minutos e sob protecdo da luz. Posteriormente, foi realizada a analise na
leitora de microplacas e a absorbancia das amostras foram registradas no
comprimento de onda de 515 nm. O teste foi realizado em triplicada e
acompanhadas de um controle (sem antioxidante), os resultados expressos

como média * desvio padrao.

A reducéo dos valores de densidade o6tica para cada amostra dos extratos
foi correlacionada com o do controle e estabelecido o percentual de atividade

redutora, expressa pela equacao 3:

. Ab —Ab
% de atividade = SC"”I:;‘;” Sl“‘m”s”“)X 100 (3)
Controle

Onde: “Abs amostra” e “Abs controle” sado, respectivamente, a

absorbéancia observada na amostra e no sistema (sem antioxidante).

3.5.3.2 Método do radical ABTSe+

A avaliag&o antioxidante pelo método do radical ABTSe<+ [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico], foi realizada utilizando as metodologias
descritas na literatura, com modificacfes [76]. A preparacao da solucdo do céation
radicalar ABTS foi preparada 16 horas antes das analises, ao adicionar o
persulfato de potassio e solucao estoque de ABTSe+. A solucdo do cation foi

mantida sob protecédo da luz no periodo de 16 horas, antes da analise com os
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extratos. Em seguida, essa solucdo foi diluida em etanol e estabilizado no
comprimento de onda (A) de 734 nm. Apds a preparagao do reagente foi iniciado
a avaliacao antioxidante com 30 uL de cada extrato que foi misturado com 300
ML da solugao de ABTS diluida, mantida em repouso por 6 minutos sob protecao
da luz e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 734 nm com o auxilio
de uma leitora de microplaca. Os resultados para cada extrato foram expressos
em percentual de atividade redutora, expressa pela equagéo 3:

. Ab —Ab
% de atividade = SC"’Z;‘:e Samostra) 1)) (3)
Controle

Onde: “Abs amostra” e “Abs controle” sdo, respectivamente, a

absorbancia observada na amostra e no sistema (sem antioxidante).

3.5.3.3 Método FRAP

Os ensaios pelo método do poder antioxidante redutor férrico (FRAP, do
inglés: Ferric-Reducing Antioxidant Power), seguiu a metodologia detalhada por
Ovyaizu et al. [77], com algumas modificacdes. A preparacdo da solucdo do
reagente FRAP foi por meio de uma mistura de tampéo acetato (0,3 mol/L),
solucdo de TPTZ (10 mmol/L) e solucdo de cloreto férrico (20 mmol/L) na
proporcao de 10:1:1. Em seguida, foi misturado 9 uL de cada extrato com 27 pL
de agua destilada e 270 uL do reagente FRAP, seguindo esta ordem e em uma
microplaca de 96 pocos. Essa mistura foi mantida em repouso sob a prote¢éo da
luz a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, a mistura reacional teve sua
absorbancia verificada no comprimento de onda de 595 nm com o auxilio de uma
leitora de microplaca. A avaliacdo antioxidante por meio da FRAP de cada
extrato foi expressa como micromol de equivalente de Trolox por grama de
extrato (umol ET/g ex) utilizando de uma curva de calibragdo de Trolox nas
concentracbes de 100 a 2000 uM (y = 0,9294x + 0,1422; R?=0,993). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos

como média * desvio padréo.
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3.6 Espectrometria de Massas de Alta Resolucédo (HRMS, do inglés: High

Resolution Mass Spectrometry)

A preparagdo das amostras para a analise foi a partir da diluicdo em
metanol de 10 pL da solugéo de extrato para o volume de 1 mL, onde obtém uma
solucdo com concentracdo de 50 ppm. As condicBes de analise utilizadas no
modo HESI(-) foram: voltagem do spray de 3,5 kV, aguecimento da regido de
vaporizacao de 40 °C, temperatura do capilar de 300 °C, gas auxiliar de 10 ua

(sheath gas ua) e swep gas de 10 ua.

Os espectros de massas foram obtidos na faixa de m/z 100 a 1000 com
acumulo de 100 micro scans e resolucao de 140.000 FWHM (m/z 200). O
espectro de massas final foi resultante da subtracéo do espectro do branco e do
espectro de massas da amostra. Em seguida, ao obter a aquisi¢cdo dos dados, o
processamento dos espectros e atribuicdo da férmula molecular dos ions foi feita
empregando o software Xcalibur (versdo 3.1, Thermo Fisher Scientific). Desta
forma é possivel a atribuicdo de férmulas moleculares com um erro de até 3 ppm

entre o valor de m/z experimental e o valor m/z da formula atribuida para o ion.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por se tratar de materiais vegetais, até entdo, nunca estudados pelo nosso
grupo de pesquisa, foi necessaria uma pesquisa bibliografica sobre métodos de
tratamento (limpeza, secagem etc) para permitir a obtencdo de extratos com
maiores rendimentos e ricos nos compostos fendlicos de interesse. Baseado
nestes artigos cientificos submetemos os materiais obtidos ao processo de
limpeza e secagem. Assim, as cascas e 0 bagaco de manga foram submetidos

ao processo de liofilizagao, trituracdo e utilizagdo de peneira granulométrica.

Sabendo que ao aumentar a superficie de contato do material vegetal,
através da diminuicdo do seu tamanho de particula, haverd uma maior difusdo
do solvente de extracdo e a obtencdo de maiores rendimentos quando
comparado a um material que nao foi submetido a esta separacdo

granulométrica. Como um dos nossos objetivos era a obtencdo de um maior
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rendimento do extrato, decidimos seguir este procedimento de forma a

otimizarmos todo o processo de extracao [78].

Dentre as trés peneiras utilizadas, somente foram usadas as particulas
gue ficaram entre 35 e 60 mesh, 38,42% de massa de cascas liofilizadas e
36,22% de bagaco liofilizado, pois particulas menores ficam suspensas no

solvente dificultando o processo de extragdo dos componentes dos residuos.

Tabela 5: Percentual de massa dos residuos ap0s a trituracao e peneiracao.

Percentual de massa (%)

35-60 mesh | 60 mesh Total
Casca Liofilizada 38,42 56,73 95,15
Bagaco Liofilizado 36,22 48,25 84,47

4.1 Métodos de Extracao

4.1.1 Extracao Assistida por Ultrassom

A otimizacao foi realizada no bagaco da manga com o objetivo de
conhecermos quais condi¢cdes de extracdo por ultrassom sdo mais adequadas
de forma a obter maior concentracdo de componentes fendlicos e seus
derivados. Vale a pena mencionar que na literatura ndo consta nenhum

procedimento de otimizagdo com ultrassom deste tipo de material.

Os extratos das cascas da manga foram obtidos utilizando a condicéo
otima de extracdo determinada para o bagaco, uma vez que o objetivo € poder
comparar e verificar quais constituintes quimicos estdo presentes nos dois
residuos sob as mesmas condi¢des de extracao. Isso foi possivel através das
andlises realizadas e pela comparagdo com dados da literatura dos diversos

compostos identificados em extratos da casca da manga [51, 53].
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4.1.1.1 Otimizag&o Assistida por Ultrassom no Bagaco da Manga

O planejamento de fator Unico foi empregado para ter indicios de qual(is)
variavel(is) independente apresenta(m) resposta(s) significativa(s) na extracao
dos componentes fendlicos. Seguindo a ordem de extracao, na Figura 10, temos
os rendimentos obtidos por EAU das amostras do bagaco da manga para cada
variavel avaliada.

Figura 10 — Gréficos em coluna dos rendimentos da extracdo assistida por
ultrassom do bagaco da manga para cada variavel independente: concentracao
de etanol em agua (%EtOH), relacéo solvente para soluto (S/S, mL/g), tempo de
extracao (min), frequéncia (kHz), temperatura (°C) e poténcia (%).
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(E) Temperatura (°C) (F) Poténcia (%)
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Na variavel de concentracdo de etanol em agua, é notado que das cinco
solugbes avaliadas (10, 30, 50, 70 e 90%) a que apresentou maior rendimento
foi a de 50% de etanol, embora as demais amostras nao divergiram muito deste
valor. Para a relacéo solvente para soluto (5:0,2; 10:0,2; 15:0,2; 20:0,2 e 25:0,2
mL/g), o rendimento apresentou uma ordem crescente de acordo com 0 aumento
do volume do solvente de extragao, isto indica que com o aumento do volume

ocorre maior dispersdo do soluto no solvente e isto possibilita a obtencao de
maiores rendimentos de extracao.

A variacado do tempo de extracdo ndo provocou grandes diferencas nos
valores de rendimentos, sugerindo a ndo necessidade de se utilizar maiores
tempos durante a extracdo, o que levaria a uma economia de energia. Neste
mesmo contexto, percebe-se que a variacao da frequéncia de 37 para 80 kHz
nao influenciou na modificagao dos valores de rendimentos obtidos, uma vez que
seus valores foram muito proximos. Assim, além de podermos utilizar um menor
tempo para a extracdo, também poderemos economizar energia com a utilizagdo
de uma menor frequéncia do aparelho.

A variacdo da temperatura também ndo causou grandes diferencas nos
valores dos rendimentos dos extratos. No entanto, pudemos observar um
pequeno aumento no rendimento do extrato ao se utilizar a poténcia 90%,

mesmo assim nao tao significativo.
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A partir destes dados foi feita a determinacdo de conteudos fendlicos, o
gual servird como resposta para as extracdes e para determinar a condi¢do 6tima

de extracao.

Na Figura 11, encontra-se as respostas dos contetdos fendlicos para o

planejamento de fator Unico de cada variavel.

Figura 11 — Grafico em coluna dos contetdos de fendlicos totais (TPC) dos
extratos de bagaco de manga obtidos por EAU para cada varidvel independente:
concentracdo de etanol em agua (%EtOH), relacdo solvente para soluto (S/S,
mL/g), tempo de extracao (min), frequéncia (kHz), temperatura (°C) e poténcia
(%). Letras diferentes nas colunas significam que ha diferenca significativa entre

os resultados segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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A melhor resposta de TPC foi na solugéo de 30% com resposta de 52,97
+ 3,21 mg EAG/g ms, empregando teste de Tukey. No entanto, as amostras com

as solucdes de 30, 50 e 70% apresentaram semelhancas estatisticas.

Na literatura é relatado que a agua atua como um agente que dilata o
material vegetal, enquanto o etanol interrompe ligacées entre os solutos do
material. A agua, também, apresenta alta constante dielétrica, o que leva
diferentes polaridades nas concentracdes de etanol [79]. Portanto, a polaridade
do solvente e a solubilidade dos polifenéis do bagaco da manga podem estar
relacionados com a melhor resposta de extracdo dos compostos fendlicos na

concentragdo de 30 % de etanol em agua.

Na relacdo solvente para soluto a melhor resposta foi com 25:0,2 mL/g
apresentando 62,95 + 1,61 mg EAG/g ms de fendlicos totais, pelo teste de Tukey,
sendo estatisticamente semelhantes as amostras obtidas com 15:0,2; 20:0,2 e
25:0,2 mL/g. Interessante observar o aumento da resposta quando passamos da
relacdo de 5:0,2 a 15:0,2 seguida da diminuicdo em 20:0,2 e posterior aumento
ao atingir 25:0,2 mL/g. Estes resultados podem ser atribuidos a distribuicdo da
densidade de energia ultrassénica nas solu¢des de extracdo e ao principio de
transferéncia de massa. Maiores propor¢cdes de solvente para soluto tém maior
gradiente de concentracao, isso apresenta maior difusdo e, consequentemente,
favorece maior dissolucdo dos constituintes quimicos e maiores valores de

conteudos fendlicos [67, 78].
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Na avaliacdo do tempo de extracdo, Figura 11(C), o maior valor do
conteudo fendlico ocorreu em 25 minutos resultando em 79,88 + 1,99 mg EAG/g
ms. No entanto, em 5 minutos o valor obtido de conteudo fendlico foi significativo
e muito proximo ao de 25 minutos, apresentando 78,29 61 + 0,83 mg EAG/g ms.
O teste de Tukey mostra que todos os resultados do tempo de extracdo sdo
estatisticamente semelhantes. Desta forma, daremos preferéncia por utilizar um
menor tempo de extracdo, 5 minutos, na tentativa de evitar a degradacéo dos
componentes bioativos que estejam presentes na nossa matriz, mesmo em
detrimento de um menor valor de rendimento [Figura 10(C)], o qual n&o

compensa 0 custo com energia e processamento [12].

As duas frequéncias (37 e 80 kHz) avaliadas apresentaram valores de
conteudos fendlicos proximos, respectivamente, 59,39 + 0,83 e 63,47 = 7,41 mg
EAG/g ms, sendo estatisticamente caracterizadas como semelhantes pelo teste
de Tukey. A menor frequéncia, de 37 kHz, serd a escolhida para a extragéo ja
gue menores frequéncias formam bolhas de cavitacdo maiores provocando
eclosBes mais violentas e, consequentemente, processos de extracfes mais
eficientes [12, 80].

Nas cinco temperaturas avaliadas nas extracdes (30, 40, 50, 60 e 70 °C),
€ notado que ocorreu um aumento gradativo de componentes fendlicos com o
aumento da temperatura. Isto pode estar relacionado com o aumento da
difusividade do solvente nas células e ao aumento da dessorcao e solubilidade.
No entanto, temperaturas maiores podem degradar alguns compostos volateis e
sensiveis a temperatura [12], por isso serd utilizada a temperatura de 40 °C, a
qual gerou um valor de TPC de 72,57 £ 1,50 mg EAG/g ms. Uma observacéo
interessante é que nesta temperatura a agua utilizada no banho ultrassénico nao
irA evaporar rapidamente e menos desperdicio ocorrera. O teste de Tukey
demonstrou que todas as temperaturas avaliadas sao estatisticamente

semelhantes, exceto 30°C.

O aumento da variavel poténcia resultou no decréscimo de valores de
conteudos fendlicos, com melhor valor de TPC, 83,50 + 0,30 mg EAG/g ms,
sendo obtido ao se utilizar a menor poténcia, 30%. Pelo teste de Tukey todos os

valores obtidos sao estatisticamente semelhantes. Poténcias maiores causam a
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formacdo de bolhas de cavitacdo rapidamente e com maiores tamanhos, iSso
causa a degradacdo dos compostos quimicos que séo extraidos das matrizes
celulares, podendo levar a degradacdo dos compostos fenélicos de interesse
[12, 66].

De acordo com os resultados de conteudos fendlicos totais e pelo teste
de Tukey, as condicdes de extracdo das variaveis determinadas sédo de 30% de
concentracdo de etanol em &gua, 15:0,2 mL/g para a relacdo solvente para
soluto, 5 minutos para o tempo de extracdo, 37 kHz de frequéncia, temperatura
de 40 °C e poténcia de 30%. Entretanto, € notério que as variaveis de
concentracdo de etanol em agua e de relacdo solvente para soluto apresentam

mais influéncias no rendimento e na determinacéo de contetdos fendlicos totais.

Assim, a partir destes dados se pode determinar o intervalo das variaveis
de concentracao de etanol em agua (entre 10, 30 e 50%)) e relacéo solvente para
soluto (entre 10:0,2; 15:0,2 e 20:0,2 mL/g) enquanto mantém-se as outras
variaveis fixas. Com isso foi empregado um planejamento composto central que
apresentou 11 experimentos (Tabela 2), resultando nos valores de rendimento e

conteudo de fendlicos totais apresentados na Figura 12 (A e B).

Figura 12 — Grafico em coluna do rendimento e respostas do conteudo de
fendlicos totais dos experimentos do planejamento composto central, segundo a
Tabela 2.
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Experimentos

O maior rendimento (40,637%) foi obtido ao se utilizar 50% de
concentracdo de etanol em agua e relagéo solvente para soluto de 20:0,2 mL/g.
Para o conteudo de fendlicos totais os melhores valores foram de 108,68 (50%
da concentracdo de etanol e relagcdo solvente para soluto de 10:0,2 mL/g) e
105,47 mg EAG/g ms (58,28% de concentracdo de etanol e relagdo solvente
para soluto de 15:0,2 mL/g). Para determinar a condi¢ao 6tima de extracéo foram

utilizados o grafico de Pareto e a metodologia de superficie de resposta.

Como observado na Figura 12, os valores dos rendimentos variam de
36,07 a 40,64% enquanto os valores dos conteudos de fendlicos totais de 53,91
a 108,68 mg EAG/g ms. Esta variacao sugere a influéncia de alguma variavel
nas respostas avaliadas, considerando as condigbes extragao utilizadas.
Entretanto, para se avaliar a variavel que apresenta influéncia significativa nas
respostas utilizamos o gréafico de Pareto (Figura 13), que apresenta os termos
significativos (p < 0,05) referentes as variaveis independentes (concentracdo de
etanol em 4gua e relacdo solvente para soluto), e o efeito relativo (positivo ou

negativo) para cada valor do contetudo de fendlicos totais.
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Figura 13 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variaveis
concentracéo de etanol (A) e a relacdo solvente para soluto (B) no contetdo de
fendlicos totais (mg EAG/g ms) dos extratos do bagaco da manga obtidos por
EAU.
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No gréafico de Pareto, a variavel que ultrapassa a linha enbyZarmelho € que
apresenta influéncia significativa na extracdo. Assim, somente a concentracéo
de etanol em agua apresenta influéncia significativa no processo de extracdo do
bagaco da manga para a obtencdo de compostos fendlicos. No grafico, o valor
positivo (5,27) demonstra que o aumento da composi¢cao do etanol no solvente

favorece a extracdo dos compostos fendlicos.

Na Figura 14 é apresentado o grafico de superficie de resposta das
variaveis independentes (concentracao de etanol e relacéo solvente para soluto)
e da variavel dependente (contetdo dos fendlicos totais).
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Figura 14 — Grafico de superficie de resposta dos efeitos da relacdo solvente
soluto (S/S) e concentracdo de etanol em agua (%EtOH) no conteudo fendlicos

totais (TPC) dos extratos do baga¢co da manga por EAU.
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De acordo com o grafico de superficie de resposta pode ser visualizado o
efeito significativo da concentragédo de etanol em agua ao contetdo de fendlicos
totais. E notério o aumento do TPC com o aumento gradativo de etanol na
solucdo de extracdo, de 1,72 a 58,28%, podendo estar relacionado com a
composicdo quimica dos componentes que foram extraidos. Estes apresentam
semelhancas na polaridade dos compostos com a solugdo extratora, ja que o
etanol aumenta a solubilidade de compostos fendlicos, enquanto a 4gua acelera
sua dessorcao [81, 82]. Wang et al. [81], investigaram a espécime Abelmoschus
esculentus por EAU e notaram comportamento semelhante na extracdo de
componentes fendlicos no aumento da porcentagem de etanol na solucédo de

extracéo, de 50 a 70% de etanol.

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores obtidos por meio da analise de
variancia para a resposta de conteudo de fendlicos totais. Os termos que
resultaram em efeito significativo (p < 0,05) estdo destacados com asterisco (*),

0 que corrobora os observados no grafico de Pareto (Figura 13).
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Tabela 6: Analise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico
proposto para a resposta do contetdo de fendlicos totais obtido por EAU para o
residuo de bagaco de manga. Os efeitos significativos (p < 0,05) estdo marcados

com asterisco (*).

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor
Modelo 2621,39 5 524,28 5,74 0,039*
X1 (%EtOH) 2538,61 1 2538,61 27,81 0,003*
X2 (SIS) 0,01 1 0,01 0,00 0,994
X1X1 30,13 1 30,13 0,33 0,590
XaoX2 0,88 1 0,88 0,01 0,926
X1X2 52,14 1 52,14 0,57 0,484
Erro 456,46 5 91,29

Falta de ajuste 177,62 3 59,21 0,42 0,757
Erro puro 278,84 2 139,42

SQ Total 3077,85 10

R? 0,8517

Rajustado 0,7034

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; R?: coeficiente de

determinacao.

Ao considerar a ANOVA (Tabela 6), o0 modelo matematico desenvolvido
foi considerado significativo (F-Valor de 5,74 e p-valor de 0,039). No modelo
proposto observou-se um bom ajuste em relacdo as respostas observadas, ja
gue seu valor de coeficiente de determinacdo (R?=0,8517), que explica 85,17%
da variacdo dos dados de TPC e pode ser utilizada para explicar o modelo
proposto, demonstra um bom ajuste do modelo a resposta uma vez que esta

proximo de 1.
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De acordo com a andlise de regressao, a relacdo entre as variaveis
independentes e o conteudo de fendlicos totais, a equacgao polinomial quadratica

pode ser descrita (Equacéao 4).

TPC (Y) = 45,8 + 1,086 X1 + 0,60 X2 + 0,0058 X1X1 + 0,016 X2X2 — 0,0361 X1X>
(4)

Onde a variavel codificada X1 é a concentracdo de etanol e Xz a relacdo solvente

para soluto.

De acordo com o ajuste e os célculos matematicos, neste trabalho,
teoricamente o maior valor de conteddos de fendlicos totais serd,
aproximadamente, de 117,8 mg EAG/g ms e deve ser extraido com a
concentracdo de etanol em agua de 58,28% e relacédo solvente para soluto de
7,929 mL para 0,2 gramas de bagaco de manga, sendo esta a condi¢céo 6tima
de extracdo de TPC para o residuo industrial de bagago de manga e com as

outras variaveis fixas.

Ao realizar a extragdo com as condicOes de extracdo determinadas
teoricamente, foi possivel se obter o rendimento e o conteudo de fendlicos totais
gue estdo expressos na Figura 15 (A e B), os quais foram realizados em
triplicatas. O resultado de rendimento e TPC para o extrato do bagaco de manga
foram, respectivamente, de 38,07% e 101,63 mg EAG/g ms. Este ultimo néo
correspondendo ao predito, que foi de 117,8 mg EAG/g ms, de acordo com a
literatura este resultado é possivel, Weremfo at al. extraiu componentes fendlicos
da baga de peru (Solanum torvum), o valor predito de TPC foi de 192,33,
engquanto o experimental foi de 189.67 mg EAG/g de material seco do fruto, e
Ahmed et al., obteve TPC experimental de 370, sendo o predito de 345,09 mg
AGE/100 g de matéria seca dos frutos de caja (Spondias pinnata L. f. kurz), outro
estudo de Muchahary et al., sobre a extracdo de TPC da flor da banana bhimkol
(Musa balbisiana), o previsto foi de 1938,29 e o experimental foi de 1898,20 mg
EAG/100 g [83, 84, 85]. Estes dados demonstram que o valor de TPC pode variar
para valores acima ou abaixo do predito, sendo que esteja proximo do valor

determinado pelo planejamento aplicado.

Para as cascas de manga, ao empregar a condi¢cado 6tima o rendimento

foi de 36,07% e o conteudo de fendlicos totais foi de 92,95 mg EAG/g ms, sendo
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valores menores do que os extratos do bagaco. Ojeda et al. [86], utilizou um
gerador de ultrassom e realizou o planejamento composto central, sendo as
condicbes otimizadas foram tempo de 6,5 minutos, amplitude 60% e
concentracéo de etanol de 46% para extrair das cascas de manga componentes
fendlicos que resultou experimentalmente em 81,582 mg EAG/g ms, o predito foi
de 86,081.

Ao utilizar a condicdo 6tima de extracdo obtida para o bagaco nas
amostras de cascas de manga, o valor de TPC obtido foi maior do que
apresentado na literatura, isto corrobora na eficiéncia de extracdo de contetdo

de fendlicos totais ao utilizar o procedimento experimental obtido neste trabalho.

Figura 15 — Gréficos em coluna dos rendimentos (A) e do contetudo de fendlicos
totais (B) da EAM do bagaco (BM) e cascas (CM) de manga.
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Assim, de acordo com os experimentos e dados matematicos, a condicao
otima de extracdo de fendlicos para o bagago da manga ocorrem na
concentracdo de etanol em agua de 58,28%; relacdo solvente para soluto de
7,929:0,2 mL/g; tempo de extracdo de 5 minutos; frequéncia de 37 kHz;
temperatura de 40 °C e poténcia de 30%.
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4.1.2 Extracao Assistida por Micro-ondas

O procedimento de otimizac&o da extracdo por micro-ondas foi realizado
no bagaco de manga com o objetivo de determinar as condi¢cdes de extracao
adequadas para obter a maior concentracdo de compostos fendlicos e seus
derivados. De forma semelhante ao que ocorre com as analises com ultrassom,
nao ha relatos na literatura desde procedimento de otimizacdo ao empregar o
planejamento composto central com a extracdo assistida por micro-ondas na

extracdo de componentes fendlicos do residuo industrial de bagago de manga.

Para a casca de manga, sera aplicada a condi¢ao 6tima determinada no
bagaco, com o objetivo de comparar e determinar 0s compostos quimicos
presentes nos dois residuos. 1sso ocorrera por meio da comparacdo com dados

da literatura e das nossas analises experimentais.

4.1.2.1 Otimizacao Assistida por Micro-ondas no Baga¢o da Manga

Através do planejamento composto central foi determinado 17 pontos
experimentais, onde as extracdes foram realizadas de forma aleatéria, na Figura
16, € demonstrado em grafico de colunas o rendimento [Figura 16(A)] e o
conteudo de fendlicos totais [Figura 16(B)], obtidos por EAM das amostras do

bagaco da manga para cada ponto experimental.
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(A)

Figura 16 — Graficos em coluna dos rendimentos (A) e do contetdo de fendlicos
50

totais (B) da extracéo assistida por micro-ondas do bagaco de manga dos 17
pontos experimentais obtidos pelo planejamento CCD empregando as variaveis:
concentracdo de etanol em agua (%EtOH), relagdo solvente para soluto (S/S,

mL/g) e tempo de extragdo (min), segundo a Tabela 4.
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Através da Figura 16(A), é possivel determinar que 0s maiores
rendimentos foram obtidos nos pontos experimentais 9 (16,364% EtOH, 16 mL
e 10 minutos), 12 (50% EtOH, 22,727 mL e 10 minutos) e 15 (50% EtOH, 16 mL
e 10 minutos), respectivamente, 40,539, 40,310 e 41,725%, sendo o maior
rendimento obtido no experimento 15, um dos pontos centrais. Para o contetdo
de fendlicos totais, Figura 16(B), os maiores valores foram obtidos com os
experimentos 14 (50% EtOH, 16 mL e 18 minutos e 24 segundos), 15 (50%
EtOH, 16 mL e 10 minutos), 16 e 17 (50% EtOH, 16 mL e 10 minutos),
respectivamente, 101,80; 106,49; 107,47 e 106,33 mg EAG/g ms, onde 0 maior
TPC é encontrado no experimento 16, que € um dos pontos centrais. Estes
resultados demonstram que a condicdo Otima de extracdo esta proxima da
condicao de extracao utilizada no ponto central, que sao concentracao de etanol
de 50%, o volume de 16 mL e 10 minutos de tempo de extragéo.

A partir dos resultados do conteudo de fendlicos totais obtidos nos 17
pontos experimentais (Figura 16), é possivel sugerir que uma ou mais variaveis
da extracdo (concentracdo de etanol, relacdo solvente por soluto e tempo)
apresentam influéncia significativa durante o procedimento de extracdo. Para
avaliar qual(is) variavel(is) apresenta influéncia significativa nas respostas, foi
utilizado o grafico de Pareto (Figura 17), onde apresenta os termos significativos
(p < 0,05) referente as trés variaveis e o efeito relativo (positivo ou negativo) para

os valores do contelido de fendlicos totais.
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Figura 17 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variaveis
concentracao de etanol (A), relacéo solvente para soluto (B) e tempo de extracéo
(C) no conteudo de fendlicos totais (mg EAG/g ms) dos extratos do bagaco da
manga obtidos por EAM.
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Pelo gréfico de Pareto observamos que as varidveis que apresentam
influéncia significativa no processo de extragdo séo os termos quadréaticos das
trés variaveis, concentragdo de etanol (X1X1), relagéo solvente por soluto (X2X2)
e tempo (X3X3). Os demais termos ndo apresentaram significancia no processo
de extragdo. Os valores negativos (XiXi: -5,56; X2Xz2: -5,22 e Xs3Xs: -3,19)
significam, respectivamente, que a diminuicdo das variaveis composi¢cao do
etanol no solvente, relacdo solvente para soluto e o tempo favorecem a extracéo

dos compostos fendlicos.

O gréafico de superficie de resposta, € demonstrado na Figura 18, onde é
ilustrado o efeito das variaveis no contetido dos fendlicos totais dos extratos de

bagaco de manga obtidos por EAM analisando-se as trés variaveis.
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Figura 18 — Gréfico de superficie de resposta dos efeitos do conteudo fendlicos
totais (TPC) versus %EtOH versus S/S (A), %EtOH versus Tempo (min) (B) e
S/S versus Tempo (min) (C) dos extratos do bagagco da manga por EAU (%EtOH:

concentracéo de etanol em agua e S/S: relacdo solvente para soluto).
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Ao analisar o gréafico de superficie de resposta, Figura 18, é notado o
efeito quadratico significativo, devido a curvatura que o grafico apresenta, uma
forma hemisférica. Nos trés graficos, Figura 18(A, B e C), é notado que o maior
valor de conteudo de fendlicos totais é determinado no ponto maximo da
curvatura, na regido proxima da concentracdo de etanol 50%, tempo de 10
minutos e relacdo solvente para soluto de 16 mL e 0,2 g de material seco, estas
condicdes sdo as mesmas do ponto central e indicam que a condi¢cdo 6tima esta
proxima desses valores. Outros estudos também apresentam as mesmas
conclusdes na recuperacdo de TPC ao utilizar as variaveis de concentracdo de
etanol, tempo e relacao solvente para soluto, como no subproduto do pé da erva
de tomilho selvagem (Thymus serpyllum L.), que empregou o planejamento CCD
e apresentou condi¢cdo 6tima de extracdo de 48% de etanol, relacdo solvente
para soluto de 0,0402g/mL e tempo de extracdo de 86 segundos, resultando no
TPC de 58,1 mg AGE/L [87].

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores obtidos por meio da analise de
variancia para a resposta de conteudo de fendlicos totais. Os termos que

resultaram em efeito significativo (p < 0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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Tabela 7: Analise de variancia (ANOVA) para o modelo polinomial quadratico
proposto para a resposta do contetdo de fendlicos totais obtido por EAU para o
residuo de bagaco de manga. Os efeitos significativos (p < 0,05) estdo marcados

com asterisco (*).

Fonte SQ GL MQ F-Valor p-Valor
Modelo 10859,8 9 1206,64 5,42 0,018*
X1 (%EtOH) 109,2 1 109,25 0,49 0,506
X2 (SIS) 11,0 1 10,99 0,05 0,830
X3 (Tempo) 579,9 1 579,91 2,61 0,151
X1X1 6873,5 1 6873,46 30,89 0,001*
XaoX2 6074,5 1 6074,47 27,29 0,001*
X3X3 2263,7 1 2263,72 10,17 0,015*
X1Xz2 0,5 1 0,53 0,00 0,962
X1X3 3,4 1 3,38 0,02 0,905
Xa2X3 15,2 1 15,20 0,07 0,801
Falta de ajuste 1557,8 5 311,56 13498,70 0,000
Erro puro 0,0 2 0,02

SQ Total 12417,6 16

R? 0,8745

Rajustado 0,7132

SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média dos quadrados; R?: coeficiente de

determinacéo.

De acordo com a ANOVA (Tabela 7), o modelo matematico desenvolvido
foi considerado significativo (F-Valor de 5,42 e p-valor de 0,018), pois no modelo
proposto foi observado um bom ajuste em relacéo as respostas obtidas, devido

ao seu valor de coeficiente de determinacéo (R? = 0,8745), que explica 87,45%
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da variacdo dos dados de TPC e pode ser utilizada para explicar o modelo

proposto.

De acordo com a andlise de regressao, a relacdo entre as variaveis
independentes e o conteudo de fendlicos totais, a equacao polinomial quadratica

pode ser descrita (Equacao 5).

TPC (Y) =-468 + 5,91 X1 + 9,16 X2 + 11,21 X3 + 0,0006 X1X2+ 0,0065 X1X3 +
0,0138 X2X3—0,0617 X1X1 — 0,058 X2X2 — 0,567 X3X3
(5)

Onde a variavel codificada X1 € a concentracdo de etanol, X2 a relagéo solvente

para soluto e X3 0 tempo de extragéo.

De acordo com os dados obtidos, ao realizar o ajuste e os célculos
matematicos o maior valor de conteudo de fendlicos totais, teoricamente, &
obtido com a concentracéo de etanol de 48,981%, tempo de 11 minutose 6 s e
a relagao solvente para soluto de 16 mL e 0,2 g, com TPC predito de 107,63 mg

EAG/g ms para o baga¢co de manga.

Figura 19 — Graficos em coluna dos rendimentos (A) e do contetdo de fendlicos

totais (B) da EAM do bagaco (BM) e cascas (CM) de manga.
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Na Figura 19, é apresentado em grafico de coluna o rendimento e o TPC
experimental ao empregar a condicdo 6tima de extracdo, onde resultou para o
bagaco de manga o rendimento de 48,01% e TPC de 124,96 mg EAG/g ms, este
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resultado estd de acordo com o predito, j& que seu valor de TPC esta préximo
do valor tedrico calculado. Para as cascas de manga o rendimento foi de 38,86%
e 102,16 mg AGE/g ms. Sanchez-Correa et al. [88], realizou a extracdo de
componentes fenolicos com uma pré-extracdo por supercritical CO2 e uma
otimizacdo por micro-ondas que resultou na obtencdo de TPC de 52,08 mg
EAG/g ms.

A partir desses resultados dos experimentos e dados matematicos, a
condicao 6tima de extracdo de fendlicos através da extracdo assistida por
ultrassom para o bagaco da manga ocorre na concentracdo de etanol em agua
de 48,981%, tempo de 11 minutos e 6 s, relacéo solvente para soluto de 16 mL

e 0,2 g, com temperatura de 84 °C e poténcia de 500W.

4.1.3 Comparacéo entre Métodos de Extracao

Para indicar qual a técnica de extracdo € mais eficiente na extracdo de
conteudo de fendlicos totais, € realizada a comparacdo entre as técnicas de
extracdo assistida por ultrassom e micro-ondas, como também a comparacgao
com a técnica de maceracao, uma vez que esta é uma técnica classica e muito
utilizada em processos de extracbes de componentes fendlicos e seus

derivados.

4.1.3.1 Comparacao entre EAU e Maceracéao

A partir da determinacéo da condicdo 6tima de extracdo, as amostras do
bagaco e das cascas de manga foram submetidas a estas condi¢des de extracao
para avaliar o comportamento do valor do contetado de fendlicos totais (TPC)
empregando a EAU, realizadas em triplicatas.

Na Figura 20 (A e B) encontra-se os rendimentos e o teor de contetdo de
fenolicos do bagaco e das cascas da manga obtidos por EAU, obtendo-se um
rendimento de 38,07% para o extrato de bagaco e 36,07% para as cascas.

Percebe-se que sdo valores proximos.

Para o contelido de fendlicos totais [Figura 20(B)], o extrato do bagaco

apresentou um valor de 101,63 mg EAG/g ms, enquanto para as cascas da

70



manga foi obtido 92,95 mg EAG/g ms. Guerra et al. [89] relataram um valor de
TPC para extrato da casca da manga de 21,25 mg EAG/q, utilizando EAU nas
seguintes condi¢des 6timas: concentracdo de etanol em agua de 50%, relacdo
solvente para soluto de 8:0,02 mL/g, frequéncia de 40 kHz, poténcia de 123W,

temperatura 60°C e tempo de extracdo 60 minutos.

Figura 20 — Gréfico em coluna do rendimento (%) (A) e do contetdo de fendlicos
totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga obtidos por

EAU e pela extracdo por maceracao nos tempos de 5 minutos, 1 hora e 24 horas.
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Pelos gréficos percebe-se, entdo, que o valor de TPC obtido em nosso
trabalho foi muito superior ao obtido por este estudo da literatura, evidenciando
uma melhora na recuperacdo dos compostos fendlicos a partir dos estudos
realizados. Nossa sugestdo é que possa ter havido uma possivel degradacéo
dos compostos fendlicos extraidos nas amostras das cascas relatado por Guerra
et al. [89], pois em seu trabalho foi utilizado um tempo de 60 minutos de extracéo
enquanto no nosso utilizamos um tempo bem menor, 5 minutos. Além disso, o
extrato do bagaco apresentou um maior valor de TPC quando comparado ao
extrato das cascas da manga, nos incentivando a continuar o estudo deste
residuo que, certamente, ainda tem muita utilidade do ponto de vista quimico e

bioldgico.

Na Figura 20(A) também estao presentes os rendimentos para os extratos
obtidos por maceragdo, que foram realizadas em duplicatas, utilizando os
tempos de extragao de 5 minutos, 1 hora e 24 horas, resultando nos rendimentos
de 35,16; 35,79 e 38,51% para o bagaco e de 36,55; 37,05 e 39,12% para as
cascas, respectivamente. Nota-se o aumento do rendimento com o aumento do
tempo de extracdo, no entanto a variacdo ndo foi muito significativa entre elas.
Vale mencionar que o rendimento obtido para o extrato preparado por EAU do
bagaco de manga foi de 38,07% (5 minutos de tempo de extragdo) sendo
comparavel ao do extrato obtido por maceracéo utilizando, no entanto, 24 horas.
O rendimento por EAU obtido pelas cascas foi de 36,07%, sendo maior do que
o0 da maceracdo, 36,55%, extraindo com 0 mesmo tempo de extracdo de 5
minutos. No entanto, ainda foi menor do que os obtidos por maceracéo utilizando
um tempo de extracdo de 1 hora (37,05%) e de 24 horas (39,12%).

Os valores obtidos para o conteudo de fendlicos totais (TPC) para o
bagaco de manga foram de 86,93 (MC-5min); 87,78 (MC-1h) e 90,96 mg EAG/g
ms (MC-24h), ocorrendo também um aumento dos valores com o aumento do
tempo de extracdo. No entanto, para a amostra de EAU-Bagaco de Manga (5
minutos de extracdo) o valor de TPC foi de 101,63 mg EAG/g ms, resultando em

um valor maior quando comparado a todos os obtidos por maceracao.

Para as cascas de manga, o conteudo de fendlicos totais (TPC) resultou
nos valores de 71,26 (MC-5min); 82,55 (MC-1h) e 94,20 mg EAG/g ms (MC-24h),
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também ocorrendo o0 aumento gradativo com o maior tempo de extracéo.
Entretanto, o valor de TPC para a amostra de EAU-Cascas de Manga (5 minutos)
foi de 92,95 mg EAG/g ms, sendo comparavel com a extracao de 24 horas por

maceracgao que resultou em 94,20 mg EAG/g ms.

A partir destes dados pode-se perceber que os valores de rendimento e
de TPC obtidos pelos extratos das cascas de manga preparados por EAU, foram
maiores do que aqueles obtidos por maceracéao utilizando 5 minutos. No entanto,
o valor de rendimento do extrato EAU (36,07%) foi menor do que o da maceracéo
de 1 hora (37,05%) e de 24 horas (39,12%). O mesmo comportamento nao foi
observado para os valores de TPC, pois o0 maior valor foi obtido para o extrato
de maceracao de 24 horas, sendo que o de EAU foi somente maior do que 0s

de maceracao de 5 minutos e 1 hora.

Mesmo diante destas diferencas sugerimos que a técnica de EAU seja
mais eficiente, uma vez que gerou dados melhores do que o da técnica de
maceracdo utilizando o mesmo tempo de extracdo, 5 minutos. Isso porque
podemos evitar a degradagao dos compostos quando submetidos a um maior
tempo em contato com o solvente, além de otimizarmos mais o0 processo total de

extracdo sendo mais eficiente.

4.1.3.2 Comparacao entre EAM e Maceracao

Apbs obter o ponto 6timo, o bagaco e as cascas da manga foram
submetidos a extracdo por micro-ondas. Na Figura 21 observa-se o grafico de
colunas com os rendimentos e os valores de contetudo de fendlicos totais (TPC)

obtidos para estes extratos.
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Figura 21 — Grafico em coluna do rendimento (%) (A) e do conteudo de fendlicos
totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga obtidos por
EAM e pela extragcdo por maceragéo nos tempos de 11 minutos e 24 horas.
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Como podemos ver pela Figura 21(A), o rendimento obtido pelo bagaco
da manga foi maior do que o das cascas, com valores, respectivamente, de 48,01
e 38,86%. J& para a extragcao por maceragdo com os tempos de extracdo de 11
minutos e 24 horas, os rendimentos obtidos foram de 37,37 e 40,53% para o

bagaco e 33,00 e 38,24% para as cascas de manga.

Com estes resultados percebe-se que o uso da EAM permitiu a obtengéo
de maiores rendimentos para as duas amostras de residuos, com valor superior,

inclusive, ao tempo de 24 horas de maceracao. Isto demonstra que a técnica de
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EAM ¢é bastante eficiente, pois gera maiores rendimentos em um tempo de

extracdo menor.

Na literatura é relatado diversos trabalhos que evidenciam que a EAM é
uma técnica eficiente na obtencao de maiores rendimentos quando comparada
as técnicas classicas. Isto é visto no trabalho de Alara et al., onde foi possivel a
obtengao de um rendimento de 21,23% e um valor de TPC de 102,04 mg EAG/g
ms dos extratos das folhas de Vernonia amygdalina preparados por EAM
utilizando as seguintes condi¢des: 10 minutos, 500W, 100°C e 10 mL/g de
relagéo solvente soluto. No mesmo trabalho os autores comparam os dados com
0s obtidos com extragao por Soxhlet, onde o rendimento foi de 16,82% e o valor
de TPC de 73,54 mg EAG/g ms, utilizando 100°C, 10 mL/g de relacéo solvente
para soluto e 8 horas de extracdo [90]. Moreira et al. realizaram a extracdo de
compostos fendlicos da casca da macieira (Malus domestica ‘King Jonagold’)
através de EAM (60% etanol, 100°C, 20 minutos e 20 mL por 0,1 g), resultando
em um valor de TPC de 47,7 mg EAG/g ms, enquanto que a extracéo
convencional com agitador em banho maria (50% etanol, 55 °C, 2 horas e 20 mL

por 0,5 g) resultou em um valor de 35,8 + 1,4 mg EAG/g ms [91].

Na Figura 21(B), temos os valores do contetdo fendlicos totais (TPC) dos
extratos obtidos pelas extra¢des por micro-ondas e por maceracao. O extrato do
bagaco apresentou um valor de TPC de 124,96 mg EAG/g ms, um valor maior
do que o obtido pelo extrato das cascas, que foi de 102,16 mg EAG/g ms. Os
extratos de maceracao do bagaco apresentaram um aumento no valor de TPC
com o0 aumento no tempo de extragédo, sendo obtido 80,72 mg EAG/g ms na
extracdo de 11 minutos e 103,86 mg EAG/g ms na extracao de 24 horas. Para
0S extratos das cascas os valores de TPC tiveram, também, o mesmo
comportamento, sendo de 83,57 mg EAG/g ms na extracdo de 11 minutos e

100,04 mg EAG/g ms na extracao de 24 horas.

Ao comparar as duas técnicas (EAM e MC) percebe-se que os extratos
obtidos por micro-ondas apresentaram valores de TPC maiores do que 0s
extratos obtidos tanto em 11 minutos quanto em 24 horas de extragdao por
maceracado. Isto indica que a técnica de micro-ondas € eficiente na extracdo de

componentes fendlicos, pois € necessario um tempo de extracdo de 24 horas
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por maceracdo para se obter valores de TPC préximos aos obtidos por EAM,

gue utilizou menor tempo.

4.1.3.3 Comparacéao entre EAU e EAM

As técnicas de extracBes assistidas por Ultrassom e Micro-ondas,
apresentam eficiéncia no processo de extragdo, apresentando com maiores
valores de rendimentos [92]. Neste trabalho demonstraram a eficiéncia na
extracdo de componentes fendlicos em comparacdo com a técnica de

maceracao.

Ao comparar as duas técnicas, como demonstrado na Figura 22, pode-se
observar que a extracao por micro-ondas foi mais efetiva do que a de ultrassom,
uma vez que os valores de rendimento dos extratos obtidos por EAM foram
maiores do que aqueles obtidos por EAU. Os rendimentos para os extratos
obtidos por EAM do bagaco e cascas foram de 48,01% e 38,86%,
respectivamente, enquanto para os extratos de EAU foram 38,07% (bagaco) e
36,07% (cascas). O mesmo comportamento é observado nos valores de TPC,
onde os extratos obtidos por EAM apresentaram maiores valores do que aqueles
obtidos por EAU. Os valores de TPC para os extratos obtidos por EAM do bagaco
e cascas foram de 124,96 mg EAG/g ms e 102,16 mg EAG/g ms,
respectivamente, enquanto para os extratos de EAU foram 101,63 mg EAG/g ms
(bagaco) e 92,95 mg EAG/g ms (cascas).
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Figura 22 — Grafico em coluna do rendimento (%) (A) e do conteudo de fendlicos
totais (mg EAG/g ms) (B) dos extratos do bagaco e cascas da manga obtidos por
EAU e EAM.
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Baseado nos resultados obtidos neste trabalho podemos afirmar que a
extracao por micro-ondas € mais eficiente na extracdo de componentes fendlicos
e na obtencdo de maiores rendimentos a partir dos residuos industriais de

bagaco e cascas de manga, em comparagdo com a extracao por ultrassom.

77



4.2 Avaliagdo Fitoquimica
4.2.1 Avaliacdo do Contelido de Flavonoides Totais

A avaliacdo do contetudo de flavonoides totais (TFC) foi realizada nos
extratos de bagaco e cascas de manga obtidos pela otimizag&o por ultrassom,
micro-ondas e maceracao. Na Figura 23 (A e B) é demonstrado o rendimento e

o resultado do TFC para todas estas amostras.

Figura 23 — Grafico em coluna do contetudo de flavonoides totais (mg EC/g ms)
dos extratos do bagaco e cascas da manga obtidos por EAU, EAM e pela

extracao por maceracao.
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Os valores de TFC para os extratos do bagacgo foram de 17,21 (EAU),
11,32 (MC-5 minutos), 10,47 (MC-1 hora) e 18,79 mg EC/g ms (MC-24 horas),
lembrando que os extratos de maceracdo foram preparados na condicdo da
extracdo por ultrassom. Assim, percebe-se que o extrato obtido por ultrassom

apresenta TFC proximo ao valor do extrato obtido por maceracao de 24 horas.

Para os extratos do bagaco obtidos por EAM e por maceracdo na
condicgdo 6tima de micro-ondas, os valores de TFC foram de 19,75 (EAM), 11,17
(MC-11 minutos) e 14,97 mg EC/g ms (MC-24 horas), onde se observa que o
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extrato obtido por EAM apresenta maior TFC do que aqueles obtidos por

maceracao.

Estes resultados demonstram que as duas técnicas verdes (EAU e EAM)
permitem uma maior recuperacdo de flavonoides do que a extragcdo por
maceracdo. O maior valor de TFC do extrato de maceragdo (MC-24 horas),
realizado nas condi¢des 6timas da extracdo por ultrassom, em relacéo ao extrato
obtido por EAU néao justifica, no nosso entendimento, o uso da maceracéo
preferencialmente a EAU. Uma razéo se da pela pequena diferenca de valores
entre elas e outra pelo maior tempo necessério de extracdo ao se usar a

maceracao.

Os valores de TFC para os extratos das cascas foram de 3,57 (EAU), 5,86
(MC-5 minutos), 5,60 (MC-1 hora) e 14,72 mg EC/g ms (MC-24 horas), onde este

ultimo apresentou maior valor do que o extrato obtido por EAU.

Para os extratos das cascas obtidos por EAM e por maceracdo ha
condicao otima de micro-ondas, os valores de TFC foram de 13,70 (EAM), 3,83
(MC-11 minutos) e 8,26 mg EC/g ms (MC-24 horas). Neste caso o valor de TFC
do extrato EAM (13,70 mg EC/g ms) foi maior do que para aqueles obtidos por
maceracao, ficando ainda proximo do valor obtido pela maceracao de 24 horas

(14,72 mg EC/g ms) utilizando as condi¢cfes otimizadas de ultrassom.

Uma justificativa para o menor valor de TFC obtido pelo extrato EAU das
cascas em relacao aos obtidos pelos extratos de maceracao esta no fato de que,
muitas vezes, durante o processo de ultrassom pode haver fragmentacdo de

algumas moléculas [10, 11, 12].

Wani et al. extrairam das folhas da goiaba (Psidium guajava) flavonoides
utilizando EAU, o qual apresentou um TFC de 264,47 mg Quercetina/g ms,
enguanto o extrato obtido a quente com refluxo forneceu um valor de TFC de
184,3 mg Quercetina/g ms de TFC [93]. Em um estudo das cascas da fruta araca
vermelha (Psidium cattleainum Sabine) onde se realizou a extracdo de
flavonoides, o valor de TFC para o extrato obtido por EAU foi de 374,05 mg
EC/100 g de casca, enquanto o valor de TFC fornecido pelo extrato preparado
por Soxhlet foi de 351,80 mg EC/100 g de casca. Isto demonstra como as

técnicas modernas apresentam maior recuperacao de conteudos de flavonoides
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totais [94]. Abbas et al. realizaram a comparacdo entre micro-ondas, ultrassom
e soxhlet na extracdo de flavonoides da fruta Lagenaria siceraria. A extracao
resultou nos valores de TFC de 24,22 (EAM), 21,95 (EAU) e 7,94 mg EC/100 mg
(Soxhlet), demonstrando que as técnicas de EAM e EAU forneceram maior
conteudo de flavonoides totais [95]. Em outro estudo, foi realizado a extracéo de
flavonoides das folhas de Urtica dioica por EAM e EAU que resultaram,
respectivamente, em 10,99 e 5,34 mg EC/g de folhas secas. Neste estudo pbde-
se perceber que o uso da técnica de EAM foi mais eficiente para a extracao de
flavonoides do que a técnica EAU, o que é um fato comumente demonstrado na
literatura [96]. Xiao et al. realizaram a comparacao do rendimento de extracao
de flavonoides das raizes de Astragalus membranaceus por EAM (90% de
etanol, 2 repeticdes de 25 minutos), extracdo por refluxo a quente (90% de
etanol, 2 repeticbes de 2 horas), Soxhlet (100% de metanol, 4 horas) e EAU
(100% de metanol, 2 repeticbes de 30 min), resultando em valores de 1,190,
0,934, 1,292 e 0,736 mg/g de flavonoides, respectivamente. A extracdo por
Soxhlet apresentou maior rendimento de flavonoides, entretanto foi necessario
utilizar um tempo maior de extracdo e um solvente mais toxico, enquanto que
por EAM foi necessario um tempo menor e um solvente ambientalmente
amigavel a natureza. Além disso, vale mencionar que a diferenca entre os
rendimentos obtidos por EAM e Soxhlet ndo é grande [97]. Zhang et al. extrairam
flavonoides das folhas de Epimedium sagittatum através da EAM (25 min e
75°C), extracdo a quente (20 min e 75°C) e extracdo por agitacdo (25 min e
30°C), resultando em rendimentos 105,28, 84,78 e 54,72 mg/g, respectivamente
[98]. Estes estudos demostram como a técnica de extracao assistidas por micro-
ondas permite extrair maiores rendimentos e contetdo de flavonoides totais em

comparacao com técnicas de extracdes classicas.

NO nosso caso este comportamento foi observado, uma vez que oS
valores de TFC dos extratos do bagaco e das cascas preparados por EAM foram
maiores do que daqueles extratos preparados por EAU, comprovando que a

técnica de micro-ondas é mais eficiente na extragcéo de flavonoides.
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4.2.2 Avaliacdo Antioxidante

Varios derivados de fendlicos sdo comumente encontrados em extratos
provenientes de partes da mangueira (Mangifera indica), os quais apresentam
reconhecidas atividades antioxidantes [99]. Por isso, neste trabalho foi realizado
testes antioxidantes de DPPHe+, ABTS++ e FRAP nos extratos do bagago e das
cascas de manga obtidos por ultrassom, micro-ondas e maceracao, estes

ultimos obtidos seguindo as condi¢bes 6timas de ultrassom e micro-ondas.

Na Figura 24 o grafico de colunas mostra os resultados do percentual de
inibicdo (%lInibicdo) dos testes de DPPHe e ABTS<+ dos extratos e aqueles

obtidos pelo Trolox e branco.

Figura 24 — Gréfico de coluna do percentual de inibigdo (%lnibicdo) dos testes
DPPH- e ABTS<+ dos extratos de bagaco e cascas de de manga por EAU, EAM

e MC, condicdo 6tima de extracdo obtida por ultrassom (U) e por micro-ondas

(M).
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(B) ABTSe+
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Os percentuais de inibicdo do radical DPPH- [Figura 24(A)] para os
extratos do bagaco de manga foram de 55,56 (EAU), 48,75 [MC-5min(U)], 51,97
[MC-1h(U)] e 53,32% [MC-24h(U)], os trés ultimos referentes aos extratos de

maceragdo obtidos na condi¢do 6tima de ultrassom.

Ao comparar os métodos de extracdo por EAU e maceracao, pode-se
notar que o extrato obtido por EAU apresentou maior percentual de inibicdo do
radical DPPH do que o da maceracao nos trés tempos de extracao avaliados (5
minutos, 1 hora e 24 horas). Para os extratos do bagaco obtidos pelo método de
micro-ondas, os percentuais de inibicdo foram de 46,98 (EAM), 57,67 [MC-
11min(M)] e 53,41% [MC-24h(M)], os dois ultimos referentes aos extratos de
maceracdo obtidos na condi¢cdo 6tima do micro-ondas. Neste caso, o extrato
obtido por micro-ondas apresentou um percentual de Inibicho menor do que os

dois extratos de maceracgao (11 minutos e 24 horas).

Paras as amostras dos extratos de cascas de manga, 0s percentuais de
inibicdo do radical DPPH+ foram de 41,81 (EAU), 36,10 [MC-5min(U)], 46,71
[MC-1h(U)] e 37,79% [MC-24h(U)], os trés ultimos referentes aos extratos de
maceragado obtidos na condi¢cdo otima de ultrassom. Pelos dados, percebe-se

gue o extrato das cascas obtido por EAU (41,81%) apresentou maior inibicdo do
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gue o extrato obtido por maceracdo (36,10%) utilizando o mesmo tempo de
extracdo, no caso 5 minutos. O extrato de EAU (41,81%) também apresentou
uma percentagem de inibicho maior do que o do extrato preparado por
maceracgéo que utilizou 24 horas (37,79%), no entanto ele foi menor do que o do

extrato de maceracédo de 1 hora (46,71%).

Para os extratos das cascas obtidos pelo método de micro-ondas, 0s
percentuais de inibicdo do radical DPPH« foram de 46,46 (EAM), 41,56 [MC-
11min(M)] e 51,50% [MC-24h (M)], os dois ultimos referentes aos extratos de
maceracdo obtidos na condicdo 6tima do micro-ondas. Observa-se que o valor
do percentual para o extrato de micro-ondas foi maior do que o da maceracgéo
no tempo de extracado de 11 minutos, mas menor do que o extrato de maceragao
de 24 horas. Todos os extratos analisados (bagaco e cascas de manga) ficaram

acima do percentual do branco (-6,2.10°%) e abaixo do Trolox (91,50%).

Sadef et al. verificaram o potencial antioxidante de um extrato metandélico
(80%) das cascas de manga e obtiveram um percentual de inibicdo do radical
DPPH de 73,16%, sendo que foi utilizado uma relagéo solvente para soluto de
10 mL/g de cascas e 1 hora de tempo de extracdo [100]. Percebe-se que nossos
resultados foram menores do que o obtido por este trabalho, no entanto vale
mencionar que foi utilizado um solvente toxico para 0 meio ambiente para o
preparo do extrato, a0 mesmo tempo em que a relagéo solvente para soluto e o
tempo de extracao foram maiores, justificando a diferenga observada. Em nosso
trabalho foi utilizado etanol como solvente de extracdo como uma estratégia de

seguir as premissas da quimica verde.

Os percentuais de inibicdo dos extratos do bagaco de manga frente ao
teste ABTSe+ [Figura 24(B)] foram de 57,08 (EAU), 55,86 [MC-5min(U)], 61,93
[MC-1h(U)] e 61,77% [MC-24h(U)], os trés ultimos referentes aos extratos de
maceracédo obtidos na condicdo 6tima de ultrassom. O extrato de bagaco obtido
por EAU (57,08%) apresentou maior percentagem de inibicdo do que o de
maceragdo com o mesmo tempo de extracdo (55,86%), mas um pouco menor
do que os outros extratos de maceracdo com tempo de extracdo maior (1 e 24
horas). Para os extratos do bagaco que foram extraidos por EAM e maceracao

nas condi¢cdes otimas de micro-ondas, os percentuais de inibicdo foram 72,83
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(EAM), 68,35 [MC-11min(M)] e 50,92% [MC-24h(M)]. O extrato EAM apresentou
maior valor de percentual de inibicdo do que todos os extratos obtidos por

maceracao.

Para os extratos das cascas de manga, os percentuais de inibicdo do
radical ABTSe+ foram de 39,04 (EAU), 56,07 [MC-5min(U)], 52,55 [MC-1h(U)] e
73,19% [MC-24h(U)], os trés ultimos referentes aos extratos de maceracdo
obtidos na condicdo 6tima de ultrassom. Neste caso o percentual de inibicdo
obtido pelo extrato EAU foi menor do que todos os extratos obtidos por
maceracdo. Para os extratos de cascas obtidos por EAM e maceracao nas
condi¢des otimas de micro-ondas, os percentuais de inibicdo foram de 70,34
(EAM), 70,39 [MC-11min(M)] e 68,55% [MC-24h(M)]. Neste caso todos os
extratos apresentaram percentuais proximos e acima do Trolox (68,28%),
demonstrando que a condi¢cdo de extracdo considerada 6tima para esta técnica
foi eficaz na obtencdo de compostos que inibem o radical ABTSe+, com
resultados bastante interessantes. O mesmo pode ser dito do extrato de EAM do

bagaco, pois forneceu um valor de inibicao do radical ABTS«+ de 72,83%.

Por outro lado, os extratos do bagaco e cascas obtidos com a condicéo
otima do ultrassom tiveram seus percentuais de inibicdo abaixo do valor obtido
para o Trolox (68,28%). Todos o0s extratos, no entanto, resultaram em

percentuais de inibicdo acima do branco (0,71%).

Os resultados para os ensaios pelo método do poder antioxidante redutor
férrico (FRAP) estdo demonstrados na Figura 25, com seus respectivos desvios

padréo.
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Figura 25 — Determinacéo da atividade antioxidante dos extratos de bagaco de

manga por FRAP.
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Como pode ser observado na Figura 25, o extrato de bagago de manga
obtido por EAU apresentou um valor de 1,19 uM ET/g extrato, sendo menor do
gue os extratos de maceracéao 1,22 (5 minutos), 1,88 (1 hora) e 1,83 uM ET/g ex
(24 horas). Para o extrato de bagaco obtido por EAM o0 ensaio resultou em 2,14
UM ET/g extrato, sendo maior do que os extratos obtidos por maceracéo 2,06
(11 minutos) e 1,48 uM ET/g ex (24 horas).

Para os extratos das cascas de manga preparados por EAU, os valores
obtidos foram 0,77 (EAU), 1,36 (MC-5 min), 1,34 (MC-1h) e 1,80 uM ET/g extrato
(MC-24h), os trés ultimos referentes aos extratos de maceracdo obtidos na
condicdo o6tima de ultrassom. Neste caso observa-se que o0 extrato EAU
apresentou menor atividade antioxidante do que as amostras obtidas por
maceracdo. Para os extratos obtidos pela técnica EAM e seus respectivos
extratos de maceracéo obteve-se os valores de 1,51 (EAM), 1,75 (MC-11 min) e
1,84 uM ET/g extrato (MC-24h).

Comparando os resultados obtidos pelos extratos EAU e EAM do bagaco
e das cascas, observa-se que 0s extratos preparados por micro-ondas (bagaco:
2,14 uM ET/g extrato e cascas: 1,51 uM ET/g extrato) mostraram maiores valores
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do que os de ultrassom (bagaco: 1,19 uM ET/g extrato e cascas: 0,77 uM ET/g

extrato).

A Tabela 8 mostra a comparacéao dos resultados dos extratos preparados
por EAU e EAM do bagaco e cascas de manga frente aos trés ensaios
antioxidantes DPPHe., ABTS++ e FRAP.

Tabela 8: Valores das atividades antioxidantes dos extratos do bagaco e cascas
de manga obtidos pelas extracOes assistidas por ultrassom e por micro-ondas.

FRAP (umol
Bagaco DPPH (%) ABTS (%)
ET/g ex)

EAU 55,56 57,08 1,19

EAM 46,98 72,83 2,14
Cascas

EAU 41,81 39,04 0,77

EAM 46,46 70,34 1,51

Ao considerar os extratos do bagaco, pode-se observar que os melhores
resultados foram obtidos com os extratos EAM frente ao método ABTS e FRAP,
enquanto para 0s extratos das cascas, aqueles preparados por EAM
apresentaram-se maiores frente aos trés métodos utilizados. Assim, excetuando
a melhor atividade antioxidante pelo método DPPH observado para o extrato
EAM do bagaco quando comparado ao EAU, todos os demais extratos

preparados por EAM foram maiores do que seus respectivos extratos EAU.

Na literatura sdo encontrados estudos que demonstram a eficiéncia na
extracdo de compostos antioxidantes por micro-ondas. Kaanin-Boudraa et al.
[64] verificaram que o extrato das cascas de toranja (Citrus x paradisi) obtidas
por EAM apresentam maior potencial antioxidante do que o obtido por
maceracdo. Kaderides et al [71], compararam as técnicas EAU e EAM na
extracdo de componentes fendlicos antioxidantes do residuo industrial das
cascas de roma, onde o micro-ondas apesentou maior atividade antioxidante do

gue o ultrassom.
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A partir destes resultados, podemos considerar os residuos industriais do
bagaco e cascas de manga como fontes em potencial de compostos que
apresentam atividade antioxidante, principalmente quando consideramos a
extracao feita por micro-ondas em comparagdo com as técnicas de extragao por

ultrassom e maceracao, ressaltando as condi¢cGes aplicadas neste trabalho.

4.3 Identificagc&o por Espectrometria de Massas

Os compostos fendlicos estdo presentes em diversas frutas e se
destacam pelas atividades biolégicas que apresentam, sendo encontrados em
guantidades variaveis. Dentre estes compostos temos diversas classes como 0s
acidos fendlicos, como os acidos galico, cafeico e clorogénico; e flavonoides
como a catequina, quercetina e hesperidina [101]. Na fruta manga sao
encontrados diversos compostos fendlicos, dentre estes destaca-se a
mangiferina e seus derivados, uma vez que estdo presentes em grandes
guantidades, em comparacdo a outras frutas, e apresentam importantes

potenciais biolégicos [8, 37].

As propostas estruturais dos marcadores quimicos presentes nos extratos
dos residuos do bagaco e cascas de manga foram realizadas por meio da
férmula molecular atribuida ao ion [M-H]~ e da massa molecular exata do ion
determinado por HRMS. Foi considerado as estruturas fendlicas baseados no
perfil quimico relatado em extratos de manga mencionados na literatura e nos
Bancos de Dados ChemSpider e Pubchem [52, 86, 102]. A regido de massas na
faixa de m/z 100 a 1000 foi a escolhida para avaliar, sendo uma regido possivel
de detectar os compostos fendlicos, principalmente a mangiferina e seus
derivados. A partir desses dados, foi possivel propor estruturas quimicas que
pertencem a classe dos fendlicos (Figura 4A e 5A), como os acidos fendlicos,
flavonoides e xantonas, 0s quais estavam presentes nas amostras dos extratos
obtidos pelas trés metodologias de extracdo (EAU, EAM e MC). Estes resultados,
juntamente com aqueles relatados na literatura, permitem considerar que a

mangiferina € um marcador fitogenético da fruta manga.
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Na Figura 26, é apresentado 0s espectros de massas para cada extrato
dos residuos do bagaco e cascas de manga obtidos pelos métodos de extracao

por maceracéo, ultrassom e micro-ondas.

Figura 26 — Espectros de massas dos extratos do bagaco (A e B) e cascas de
manga (C e D).
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As férmulas moleculares obtidas a partir da massa exata dos ions foram
comparadas com as moléculas com mesma massa e formula molecular
presentes na literatura e nos dados encontrados no Banco de Dados Pubchem
e ChemSpider. Com isso, foi possivel propor os compostos que sé&o
caracteristicos nos extratos, sendo eles a mangiferina (1), D-fructopiranose (14B,
Figura 4A- Apendice) e B-glucogalina (30B, Figura 4A- Apendice). Na Tabela 7
e 8 sdo demonstrados a abundancia relativa dos compostos, mencionados

anteriormente, em cada uma das amostras analisadas.

Foi possivel propor a estrutura de 39 compostos fenélicos considerando
todos os extratos provenientes do bagaco e 26 considerando todos os extratos
provenientes das cascas. Nota-se que ha diferencas entre os extratos obtidos
em cada método de extracdo, no entanto vale destacar a presenca do Acido
salicilico (6B), Acido trans-aconico (11B) e Acido 1,3,5-benzenotricarboxilico
(25B) em todos os extratos do bagaco. Nos extratos de maceracao obtidos na
condicdo 6tima de ultrassom foi possivel a detec¢cdo de uma maior quantidade

de marcadores quimicos quando comparados ao extrato EAU. Este fato pode
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estar relacionado com as bolhas de cavitacdo que geram grande impacto nas
moléculas e causam sua fragmentacéo, formando outras moléculas no extrato
EAU [10-12].

Nos extratos do bagaco obtidos por EAM e maceracao na condi¢cdo 6tima
do micro-ondas nota-se que, de todos os 39 compostos identificados, estes trés
extratos ndo possuem sete deles, sendo o Acido hexanoéico (1B), Acido benzoéico
(3B), Acido ftalico (7B), Acido 2-hidroxitereftalico (15B), Butilftalida (17B), 4-
hidroxixantona (26B) e Metil 6-O-galoil-b-D-glucopiranosideo (33B). Isto
demonstra que a técnica de extracdo por micro-ondas consegue extrair com

eficiéncia os compostos bioativos sem fragmenta-los.

Para todos os extratos das cascas de manga foi possivel detectar a
presenca dos seguintes marcadores quimicos: Acido succinico (1C), Acido D-
arabinénico (4c), Acido chiquimico (8C), D-frutopiranose (9C), Acido citrico
(11C), Acido quinico (12C), Acido glucénico (14C), Acido 4-O-Metil-a-D-
glucurénico (17C), 1,8-dihidroxiantraquinona (19C), Purpurina (20C), B-
glucogalina (21) e Mangiferina (26C). O extrato obtido por EAU apresenta uma
maior quantidade de compostos do que o extrato obtido por maceracéao utilizando

5 minutos (MC-5min) mas menos do que os extratos de MC-1h e MC-24h.

Os extratos das cascas obtidos por EAM e maceracédo, utilizando as
condicbes Otimas de micro-ondas, apresentam semelhancas entre o0s
marcadores quimicos, demonstrando que ao utilizar a condi¢cdo 6tima para EAM
(tempo de 11 minutos) é possivel se extrair componentes semelhantes daqueles

presentes no extrato de maceracao, no entanto, utilizando 24 horas (MC-24h).

Considerando todos os extratos do bagaco de manga obtidos por EAM e
maceracdo na condi¢cdo Otima do micro-ondas, observa-se que o acido a-D-
galacturdnico (20B) é o composto que apresenta maior abundancia relativa
(A.R.) em todos eles. No extrato EAU do bagaco o composto de maior
abundancia foi o &cido ftalico (7B), e nas macera¢des com as condicdes 6timas
de ultrassom o acido salicilico (6B) e o acido D-arabinénico (8B) foram os de

maior abundancia nos extratos MC-5min e MC-1h, respectivamente.

Para os extratos das cascas obtidos por EAU, EAM e maceracdes nas

condi¢gbes 6timas de micro-ondas, o acido gluconico (14C) apresenta maior
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abundancia relativa em todos eles, enquanto que nos extratos de maceracéo
obtidos nas condicbes otimas de ultrassom a purpurina (20C) é a de maior

abundancia.

Finalmente, todos os marcadores quimicos identificados se assemelham
muito com aqueles relatados na literatura para estudos quimicos que referentes
a extratos provenientes de partes da fruta manga (polpa, bagago, sementes e
casca). A maioria dos trabalhos relatam estudos com as cascas, que € um
residuo encontrado com mais frequéncia, tendo a mangiferina como o composto

em destaque devido ao seu alto interesse biologico e econémico [52, 86, 102].
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Tabela 9: Marcadores quimicos presentes nos extratos do residuo de bagaco de manga obtido pelos métodos de maceracao,

extracao assistida por ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM).

EAU? MC-5min2 | MC-1h? | MC-24h2 | EAMP | MC-11min® | MC-24h"
N©° Composto M.T. [H-1]*
Abundéancia Relativa

1B | Acido hexandico 115,07645 0,41 10,06 11,23 - - - -
2B | Acido succinico 117,01933 - 10,33 0,86 14,86 17,03 16,10 15,22
3B | Acido benzéico 121,02950 15,67 1,35 1,55 3,13 - - -
4B | Pirogalol 125,02442 - 1,63 2,29 1,35 1,53 1,19 1,19
5B | Acido glutaconico 129,01933 - 3,45 1,07 3,23 3,21 2,83 2,99
6B | Acido salicilico 137,02442 5,35 100,00 0,65 2,24 1,72 1,67 1,70
7B | Acido ftalico 165,01933 | 100,00 2,00 2,07 26,74 - - -
8B | Acido D-arabindnico 165,04046 - 86,29 100,00 4,22 4,41 4,11 4,21
9B | Acido galico 169,01425 - - - 83,48 83,61 69,86 71,99
10B | Acido decanoico 171,13905 0,56 2,07 2,37 - 0,85 0,68 0,80
11B | Acido trans-aconico 173,00916 0,41 24,94 25,46 3,83 3,35 2,93 2,65
12B | Acido chiquimico 173,04555 - 10,06 11,23 44,61 48,80 48,60 50,65
13B | Acido ascorbico 175,02481 - 1,66 1,65 4,41 4,06 3,41 3,97

2 Extragdo com a condicdo 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condigcdo 6tima obtida por EAM.
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Continuacao da tabela 9.

EAU2 | MC-5min2 | MC-1h2 | MC-24h2 | EAMP | MC-11min® | MC-24hb
N\ Composto M.T. [H-1]* : :
Abundancia Relativa

14B | D-fructopiranose 179,05611 - 2,27 1,29 2,68 2,69 2,33 2,54
15B | Acido 2-hidroxitereftalico 181,01425 1,67 0,37 - - - - -
16B | Galato de metila 183,02990 - 5,61 5,33 4,02 36,15 22,38 21,26
17B | Butilftalida 189,09210 1,75 - - - - - -
18B | Acido citrico 191,01973 - 30,99 41,08 92,89 51,64 47,58 28,08
19B | Acido quinico 191,05611 - 20,18 21,54 35,14 34,17 34,47 34,46
20B | Acido a-D-galacturénico 193,03538 - 56,58 61,70 100,00 100,00 100,00 100,00
21B | Acido glucdnico 195,05103 - 10,38 10,23 21,88 23,47 21,67 20,04
22B | Acido siringico 197,04555 - 21,33 23,43 16,24 20,06 16,76 18,58
23B | Acido 2-metilcitrico 205,03538 - 1,46 1,52 2,59 2,47 2,48 2,39

Acido 4-O-metil-a-D-
24B . 207,05103 - 1,87 2,01 3,15 2,96 3,04 3,01

glucurénico

Acido 1,3,5-
25B _ _ 209,00916 1,08 0,46 1,65 4,41 4,06 3,41 3,97

benzenotricarboxilico

a: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAM.
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Continuacao da tabela 9.

EAU?2 | MC-5min2 | MC-1h2 | MC-24h2 | EAMP | MC-11min® | MC-24hP
N\ Composto M.T. [H-1]* : :
Abundancia Relativa

26B | 4-hidroxixantona 211,04007 | 0,48 - - - - - -
27B | 1-hidroxiantraquinona 223,04594 | 0,69 0,38 0,49 1,10 1,05 0,90 0,76
28B | 1,8-dihidroxiantraquinona 239,03498 | 1,54 - 11,50 - 4,49 3,15 5,76
29B | Purpurina 255,02990 | 0,44 - 0,33 - 45,62 58,23 53,23
30B | B-glucogalina 331,06707 - 3,03 3,00 3,23 3,72 3,40 3,97

3,5,7,3,4'5'-
31B _ _ 335,04086 - 1,11 0,68 1,18 27,01 19,42 13,88

hexahidroxiflavonol

Acido 1,3,4-trihidroxi-5-(3,4,5-
32B | trihidroxibenzoil)oxiciclohexano- | 343,06707 - 3,23 2,45 4,21 3,65 3,35 3,22

1-carboxilico

Metil 6-O-galoil-b-D-
33B 345,08272 - 1,21 - - - - -

glucopiranosideo

a: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condic&o étima obtida por EAM.
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Continuacao da tabela 9.

EAU2 | MC-5min? | MC-1h? | MC-24h? | EAMP | MC-11min® | MC-24h"
N\ Composto M.T. [H-1]*
Abundancia Relativa
acido (2S,3S,4R,5R,6R)-
4,5,6-trihidroxi-3-
34B | [(2S,3R,4R,5S,6S)-3,4,5- 353,10893 - 1,73 0,62 0,88 0,75 0,97 0,91
trihidroxi-4,6-dimetiloxan-2-
ilJloxioxano-2-carboxilico
35B | 7-O-galloil-sedoheptulose 361,07763 - 1,04 1,43 2,45 1,36 1,52 0,89
36B | Acido digalacturénico 369,06746 - 511 5,81 11,02 9,13 8,68 7,22
37B | Mangiferina 421,07763 - 3,30 4,35 4,28 5,13 4,60 5,04
5-[(E)-1,3-difenilalil]-4-
38B | hidroxi-2-fenetil-2-propil-3H- | 451,22787 1,30 - - - - - -
piran-6-ona
39B | 1,6-bis-O-galoil-B-D-glicose 483,07803 - 1,04 1,27 1,45 1,45 1,39 1,37

2: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condic&do 6tima obtida por EAM.
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Tabela 10: Marcadores quimicos presentes nos extratos do residuo de cascas de manga obtido pelos métodos de maceracao,

extracao assistida por ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM).

EAU2 | MC-5min2 | MC-1h2a | MC-24h2 | EAMP MC-11min® | MC-24h"
N©° Composto M.T. [H-1]*
Abundéancia Relativa
1C | Acido succinico 117,01933 6,74 4,42 3,21 3,31 4,77 2,16 2,99
2C | Acido glutaconico 129,01933 - - 2,64 2,84 6,25 6,26 4,42
3C | Acido salicilico 137,02442 - - 0,49 0,69 - - 0,51
4C | Acido D-arabindnico 165,04046 8,27 7,07 7,08 7,32 3,35 3,24 3,67
5C | Acido galico 169,01425 - - - 1,31 2,29 1,46 1,05
6C | Acido decandico 171,13905 - - 0,59 0,70 1,46 1,34 0,60
7C | Acido trans-acénico 173,00916 - - 3,18 2,96 1,34 1,33 1,28
8C | Acido chiquimico 173,04555 | 26,05 25,13 23,41 24,64 17,95 18,56 15,72
9C | D-fructopiranose 179,05611 | 42,79 44,79 34,67 34,27 29,79 29,87 22,09
10C | Galato de metila 183,02990 5,52 - 3,69 4,57 5,27 13,01 5,13
11C | Acido citrico 191,01973 | 40,87 31,65 31,82 35,58 20,38 21,49 20,04
12C | Acido quinico 191,05611 | 52,15 47,93 46,48 45,66 28,94 28,71 28,48
13C | Acido a-d-galacturdnico 193,03538 | 25,79 21,94 - 22,89 18,56 19,77 18,53
14C | Acido gluconico 195,05098 | 100,00 80,65 85,34 94,16 100,00 100,00 100,00

a: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAM.
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Continuacao da tabela 10.

EAU2 | MC-5min? | MC-1h2 | MC-24h2 | EAMP | MC-11min® | MC-24h"
N° Composto M.T. [H-1]*
Abundancia Relativa
15C | Acido siringico 197,04546 - - 1,75 4,97 8,26 3,65 0,47
16C | Acido 2-metilcitrico 205,03527 - - 3,03 3,07 2,72 2,92 2,95
Acido 4-O-Metil-a-D- 207,05095 | 5,50 5,05 4,82 4,76 2,82 2,82 3,04
tre glucurénico
18C | 4cido 2,4,5-trihidroxi-3- 223,04590 - - 2,02 2,62 1,90 1,84 -
metoxihexanodidico
19C | 1,8-dihidroxiantraquinona 239,12883 | 8,58 9,69 4,56 3,75 7,28 6,52 4,89
20C | Purpurina 293,17584 | 92,67 100,00 100,00 100,00 | 80,51 98,06 42,58
21C | B-glucogalina 331,06704 | 5,56 5,06 4,50 4,62 4,41 4,09 3,40
22C | 3,5,7,3',4'5- 335,04090 | 5,82 - 5,95 6,36 3,68 8,59 3,76
hexahidroxiflavonol
23C | Acido 1,3,4-trihidroxi-5-(3,4,5- 343,06693 - - 0,79 0,80 16,96 17,55 18,18

trinidroxibenzoil)oxiciclohexano-

1-carboxilico

a; Extrag@o com a condicdo 6tima obtida por EAU; P: Extracdo com a condicdo 6tima obtida por EAM.

Continuacao da tabela 10.
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EAU2 | MC-5min2 | MC-1h? | MC-24h2 | EAMP | MC-11min® Mc-
Ne Composto M.T. [H-1]* 24hP
Abundéncia Relativa

24C | (2S,3S,4R,5R,6R)-4,5,6- 353,10896 | 36,32 34,46 34,24 30,82 - - -

trihidroxi-3-[(2S,3R,4R,5S,6S)-

3,4,5-trihidroxi-4,6-dimetiloxan-

2 4cido -ilJoxioxano-2-

carboxilico
25C | Acido digalacturénico 369,06741 - - 0,83 1,22 1,24 1,49 1,22
26C | Mangiferina 421,07763 | 14,56 12,74 14,52 12,83 4,85 5,30 4,30

a: Extracdo com a condic&o 6tima obtida por EAU; °: Extracdo com a condic&do 6tima obtida por EAM.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a otimizacao para a extracdo de metabdlitos
secundarios de residuos da manga, bagaco e casca, pelos métodos de Extracédo
Assistida por Ultrassom (EAU) e Extracdo Assistida por Micro-ondas (EAM),
utilizando o conteudo de fendlicos totais como resposta. As condi¢des 6timas de
extracdo foram obtidas baseando-se nos experimentos com o auxilio de estudos
estatisticos. Assim, a melhor condigdo para o ultrassom foi determinada como
sendo: concentracdo de etanol em agua de 58,28%, que é a variavel que
apresenta maior influéncia no processo de extracao, relacdo solvente para soluto
de 7,929 mL para 0,2 g de material seco, 5 minutos de tempo de extracéo,
frequéncia de 37 kHz, temperatura de 40 °C e 30% de poténcia do equipamento.
Para o micro-ondas a condic&o 6tima foi determinada como sendo: concentracdo
de etanol em agua de 48,981%, tempo de 11 minutos e 6 s, relacdo solvente

para soluto de 16 mL para 0,2 g, com temperatura de 84 °C e poténcia de 500W.

A extracdo com a condicao otima por EAU resultou em um rendimento de
38,07% e de um valor de TPC de 101,63 mg EAG/g ms para o extrato do bagaco
da manga. Para os extratos das cascas da manga foram o rendimento foi de
36,07% e o TPC de 92,95 mg EAG/g ms. O extrato do bagaco obtido por EAM,
nas condi¢des otimas, resultou em um rendimento de 48,01% e TPC de 124,96
mg EAG/g ms, enquanto que para as cascas o rendimento do extrato foi de
36,86% e o TPC de 102,16 mg EAG/g ms.

Ao comparar os extratos do bagaco e das cascas de manga preparados
por maceracdo com aqueles preparados pelas técnicas de EAU e EAM,
observou-se que os maiores valores de TPC foram obtidos pelos extratos EAU
e EAM, sendo este ultimo o que apresentou maior valor entre eles tanto de TPC
guanto de TFC.

O extrato obtido por EAU do bagaco apresentou 55,56 e 57,08% de
inibicao frente aos métodos DPPH+ e ABTS++, enquanto para as cascas foram
de 39,04 e 41,81%, respectivamente. Pelo método FRAP os valores foram de
1,19 (bagaco) e 0,77 uM ET/g ex (cascas). Para os extratos do bagaco obtidos

por EAM os valores de inibi¢cao frente aos métodos DPPH+ e ABTS++ foram de
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46,98 e 72,83%, respectivamente, enquanto para as cascas foram de 46,46
(DPPH+) e 70,34%(ABTS<+). Pelo método FRAP os valores foram de 2,14
(bagaco) e 1,51 pM ET/g ex (cascas). Estes resultados demonstram que 0s
residuos apresentam compostos com atividade antioxidante consideravel e que
0s extratos obtidos pela técnica de extracdo por micro-ondas apresentam

atividade maior do que os extratos obtidos pela técnica por ultrassom.

Através da espectrometria de massas de alta resolucéo foi possivel propor
39 marcadores quimicos para os extratos do bagaco de manga e 26 para 0s
extratos das cascas, sendo considerados como compostos caracteristicos
aqueles gue estéo presentes na maioria dos extratos, sendo eles a mangiferina,

D-fructopiranose e 3-glucogalina.

O composto que apresenta maior abundancia nos extratos do bagaco de
manga, obtido nas condicbes Otimas de micro-ondas, é o acido a-D-
galacturdnico e para os extratos EAU e de maceracdes obtidos pela condi¢cdo
6tima do ultrassom foram o &cido ftélico (EAU), o acido salicilico (MC-5min) e o
acido D-arabin6nico (MC-1h). Nas cascas, 0s extratos obtidos por EAU, EAM e
maceracbes nas condicbes Otimas de micro-ondas, o0 &acido glucdnico
apresentou maior abundancia, enquanto a purpurina foi mais abundante nos

extratos de maceracao obtidos nas condi¢Bes 6timas de ultrassom.

A partir desses dados, podemos ressaltar que as extracdes assistidas por
ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM) sdo técnicas de extragdo a serem
consideradas quando se deseja ter tanto um maior rendimento dos compostos
guimicos presentes nas matrizes vegetais estudadas neste trabalho, quanto
também um maior valor de contetdo de fendlicos totais. Ao comparar as duas
técnicas, 0s extratos por micro-ondas apresentam maior rendimento, maiores
conteudos de fendlicos e flavonoides totais, como também apresenta maior

atividade antioxidante em comparagcdo com os extratos obtidos por ultrassom.

Vale ressaltar que, até nosso conhecimento, este € o primeiro relato de
um trabalho de otimizacdo da extracdo de componentes fendlicos do residuo
industrial bagaco de manga por extracédo assistida por ultrassom (EAU) e por
micro-ondas (EAM). Também desconhecemos trabalhos que envolvam anélises

por espectrometria de massas de alta resolucdo que apresentasse
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caracterizacdo dos compostos presentes nos tipos de extratos preparados.
Neste trabalho, pudemos propor a estrutura de 39 compostos para 0s extratos

provenientes do residuo bagaco de manga.

Desta forma acreditamos que nosso trabalho servirda como base para
estudos futuros sobre a obtencdo de compostos bioativos provenientes destes
tipos de matrizes que culmina em um maior conhecimento e no aproveitamento
dos residuos industriais da fruta manga que, mesmo sendo rejeitos advindos de
plantas, quando acumulados no meio ambiente podem afetar o solo e o lencol

freatico caso seus compostos ndo sejam degradados em tempo apropriado.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os extratos obtidos pelas duas condi¢fes 6timas do ultrassom e do micro-
ondas foram enviados para a realizacdo de ensaios citotoxicos e
anticolinesterasico, onde aguarda-se o0s resultados. Assim também, a
determinacdo do método cromatografico para obter o fingerprint das amostras
de bagaco e cascas de manga serdo continuados. Além disso, sera realizado as
andlises quimiométricas dos espectros de massas para auxiliar no entendimento

das diferencas e semelhancas quimicas entre os extratos dos residuos.
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APENDICE

Figura 1A: Curva de calibracdo para a determinacao do conteudo de fendlicos
totais (A) do acido galico (0-200 mg L-1), para a determinacéo do conteudo de
flavonoides totais (B) da catequina (0-300 mg L-1) e para a determinacao do
poder antioxidante redutor férrico (FRAP) (C) do Trolox (100-2000 pM).
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Figura 2A: Gréfico de desejabilidade que mostra as condi¢cdes de extracao
obtida pela extracdo assistida por ultrassom (EAU) que resulta na otimizacao
simultédnea do rendimento e do conteudo de fendlicos totais (TPC) a partir do

residuo de bagaco de manga.
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Figura 3A: Grafico de desejabilidade que mostra as condicbes de extracao
obtida pela extracao assistida por micro-ondas (EAM) que resulta na otimizagéo
simultanea do rendimento e do conteudo de fendlicos totais (TPC) a partir do

residuo de bagaco de manga.
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Figura 4A: Estruturas quimicas dos compostos dos marcadores quimicos

presentes nos extratos de bagaco de manga.
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Figura 5A: Estruturas quimicas dos compostos dos marcadores quimicos

presentes nos extratos das cascas de manga.
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Tabela 1A: Dados dos compostos fendlicos propostos por HRMS presentes nos extratos de bagaco de manga obtidos por extracédo
assistida por ultrassom e maceracéao (5 minutos, 1 hora e 24 horas).

EAU ‘ MC-5min ‘ MC-1h MC-24h

No Compostos M T E M Dados experimentais

m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.
1B | Acido hexandico 115,07645 CeH120, 115,07647 | 0,18 | 0,41 - - - - - - - - -
2B | Acido succinico 117,01933 C4HeO4 - - - 117,01942 | 0,77 | 10,06 | 117,01943 0,84 | 11,23 | 117,01943 | 0,85 | 14,86
3B | Acido benzéico 121,02950 C7Hs02 121,02959 | 0,73 | 15,67 | 121,02958 | 0,67 | 10,33 | 121,02953 0,23 0,86 121,02954 | 0,32 | 3,13
4B | Pirogalol 125,02442 CeHsOs - - - 125,02442 | 0,00 | 1,35 125,02442 0,03 1,55 125,02442 | 0,03 | 1,35
5B | Acido glutacénico | 129,01933 CsHeO4 - - - 129,01938 | 0,37 | 1,63 129,01937 0,32 2,29 129,01938 | 0,38 | 3,23
6B | Acido salicilico 137,02442 C7He0s 137,02442 | 0,03 | 535 137,02440 | -0,12 | 3,45 137,02440 | -0,14 | 1,07 137,02439 | -0,19 | 2,24
7B | Acido ftalico 165,01933 CeHeO4 165,01927 | -0,37 | 100,00 | 165,01929 | -0,28 | 100,00 | 16501927 | -0,35 | 0,65 165,01930 | -0,17 | 26,74
8B ';\g‘g?ngr;ico 165,04046 CsH1006 - - - 165,04031 | -0,89 | 2,00 165,04040 | -0,35 | 2,07 165,04039 | -0,40 | 4,22
9B | Acido galico 169,01425 C7HeOs - - - 169,01425 | 0,04 | 86,29 | 169,01427 0,16 | 100,00 | 169,01426 | 0,10 | 83,48
10B | Acido decancico 171,13905 C1oH200> 171,13900 | -0,30 | 0,56 - - - - - - - - -
11B ':ggi?ct;ans' 173,00916 CsHsOs - - - 173,00908 | -048 | 2,07 | 173,00910 | -0,34 | 2,37 | 173,00911 | -0,31 | 3,83
12B | Acido chiguimico 173,04555 C7H100s - - - 173,04548 | -0,36 | 24,94 | 173,04550 | -0,27 | 2546 | 173,04550 | -0,26 | 44,61
13B | Acido ascorbico 175,02481 CeHs0s - - - 175,02475 | -0,38 | 1,66 175,02476 | -0,29 | 1,65 175,02476 | -0,31 | 4,41
14B | D-fructopiranose 179,05611 CeH1206 - - - 179,05610 | -0,05 | 2,27 179,05608 | -0,17 | 1,29 179,05611 | -0,02 | 2,68
. ﬁ\ddo 2 181,01425 CgHgOs 181,01425 | 0,00 | 1,67 181,01425 | 0,02 | 0,37 - - - - - -

idroxitereftalico

16B | Galato de metila 183,02990 CsHgOs - - - 183,02983 | -0,35 | 5,61 183,02981 | -0,46 | 5,33 183,02983 | -0,34 | 4,02
17B | putilftalida 189,09210 C4He04 189,09154 | 2,97 | 1,75 - - - - - - - - -
18B | Acido citrico 191,01973 CeHsO7 - - - 191,01980 | 0,40 | 30,99 | 191,01982 0,47 | 41,08 | 191,01982 | 051 | 92,89
19B | Acido quinico 191,05611 C7H1206 - - - 191,05614 | 0,77 | 10,06 | 191,05615 0,18 | 21,54 | 191,05613 | 0,09 | 35,14
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Continuagao da Tabela 1A.

EAU MC-5min MC-1h MC-24h
Dados experimentais
Ne° Compostos M. T F.M
m/z Erro A.R. m/z Erro AR. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.
Acido a-D-
20B . 193,03538 CeH1007 - - - 193,03532 0,67 10,33 193,03534 | -0,21 61,70 193,03533 | -0,23 100,00
galacturénico
21B | Acido gluconico 195,05103 CeH1207 - - - 195,05095 0,00 1,35 195,05096 | -0,36 10,23 195,05094 | -0,42 21,88
22B | Acido siringico 197,04555 CyH100s - - - 197,04550 0,37 1,63 197,04551 | -0,18 23,43 197,04548 | -0,31 16,24
23B Acido 2-metilcitrico 205,03538 C/H100-; - - - 205,03527 -0,12 3,45 205,03527 | -0,50 1,52 205,03527 | -0,53 2,59
248 ggggrg;]%mem-a-o- 207,05103 CH10; - - - | 207,05094 | -0,28 | 100,00 | 207,05093 | 0,48 | 2,01 | 207,05093 | -045 | 3,15
gsg | Acido135- 209,00916 CoHeO6 209,00915 | -0,06 | 1,08 | 209,00910 | -0,89 | 2,00 ; - - - ; -
benzenotricarboxilico
26B | 4-hidroxixantona 211,04007 Ci13HgO3 211,04003 -0,16 0,48 - - - - - - - - -
27B | 1-hidroxiantraquinona 223,04007 C14Hs05 223,04000 -0,30 0,69 - - - - - - - - -
1,8-
28B dihidroxiantraquinona 239,03498 C14HgO4 239,03497 -0,04 1,54 - - - - - - - - -
29B Purpurina 255,02990 C14HgOs 255,02987 -0,09 0,44 - - - - - - - - -
30B B-glucogalina 331,06707 C13H16010 - - - 331,06710 -0,38 1,66 331,06709 0,07 3,00 331,06711 0,11 3,23
31 | 327345 335,04086 C1sH1206 - - - | 33504087 | 005 | 227 | 33504088 | 009 | 068 | 33504091 | 0,17 | 1,18
hexahidroxiflavonol
Acido 1,3,4-trihidroxi-
32B 57(3’4’5-. . . 343,06707 C14H16010 - - - 343,06698 0,02 0,37 343,06701 | -0,18 2,45 343,06702 | -0,15 4,21
trihidroxibenzoil)oxicicl
ohexano-1-carboxilico
Metil 6-O-galoil-b-D-
338 glucopiranésido 345,08272 C14H15010 - - - 345,08264 | -0,35 5,61 - - - - - .
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Continuagao da Tabela 1A.

NO

Compostos

F.M

EAU

MC-5min

MC-1h

MC-24h

Dados experimentais

m/z

Erro

AR.

m/z

Erro

A.R.

m/z

Erro

AR.

m/z

Erro

A.R.

34B

acido
(2S,3S,4R,5R,6R
)-4,5,6-trihidroxi-
3-
[(2S,3R,4R,55,6S
)-3,4,5-trihidroxi-
4,6-dimetiloxan-2-
ilJloxioxano-2-
carboxilico

353,10893

C14H18010

353,10892

-0,03

1,73

353,10893

-0,02

0,62

353,10890

-0,09

0,88

35B

7-O-galloil-
sedoheptulose

361,07763

C13H22011

361,07768

0,13

1,04

361,07766

0,07

1,43

361,07769

0,15

2,45

36B

Acido
digalacturénico

369,06746

C14H18011

369,06733

-0,36

511

369,06734

-0,34

5,81

369,06735

-0,31

11,02

37B

Mangiferina

421,07763

C12H18013

421,07771

0,19

3,30

421,07775

0,27

4,35

421,07775

0,28

4,28

38B

5-[(E)-1,3-
difenilalil]-4-
hidroxi-2-fenetil-
2-propil-3H-piran-
6-ona

451,22787

C19H18Oll

451,22869

1,82

1,30

39B

1,6-bis-O-galoil-
B-D-glicose

483,07803

C31 H3ZO3

483,07799

-0,07

1,04

483,07802

-0,02

1,27

483,07801

-0,03

1,45
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Tabela 2A: Dados dos compostos fendlicos propostos por HRMS presentes nos extratos das bagaco de manga obtidos por extracdo
assistida por micro-ondas e maceracao (11 minutos e 24 horas).

EAM MC-11min MC-24h

No Compostos M. T E M Dados experimentais

m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro AR.
1B Acido hexandico 115,07645 CsH120, - - - - - - - - -
2B Acido succinico 117,01933 C4HsO4 117,01943 0,84 17,08 117,01943 0,85 16,10 117,01943 0,80 15,22
3B Acido benzéico 121,02950 C7HsO> - - - - - - - - -
4B Pirogalol 125,02442 CesHeO3 125,02442 0,01 1,53 125,02440 -0,15 1,19 125,02441 -0,08 1,19
5B Acido glutacénico 129,01933 CsHeO4 129,01938 0,35 3,21 129,01938 0,35 2,83 129,01938 0,36 2,99
6B Acido salicilico 137,02442 C7HeO3 137,02440 -0,14 1,72 137,02440 -0,13 1,67 137,02440 -0,13 1,70
7B Acido ftalico 165,01933 CsHsO4 - - - - - - - - -
8B Acido D-arabindnico 165,04046 CsH1006 165,04040 -0,35 4,41 165,04041 -0,34 4,11 165,04041 -0,33 4,21
9B Acido galico 169,01425 C;HeOs 169,01427 0,15 83,61 169,01428 0,17 69,86 169,01427 0,17 71,99
10B Acido decandico 171,13905 C10H200; 171,13905 0,01 0,85 171,13907 0,08 0,68 171,13907 0,10 0,80
11B Acido trans-acénico 173,00916 CesHeO6 173,00911 -0,3 3,35 173,00911 -0,27 2,93 173,00911 -0,27 2,65
12B | Acido chiquimico 173,04555 C7H100s 173,04551 -0,22 48,80 173,04551 -0,19 48,60 173,04551 -0,19 50,65
13B Acido ascoérbico 175,02481 CesHsO6 175,02477 -0,25 4,06 175,02477 -0,23 3,41 175,02476 -0,27 3,97
14B D-fructopiranose 179,05611 CesH1206 179,05609 -0,12 2,69 179,05609 -0,10 2,33 179,05609 -0,12 2,54
o8 ﬁizllrdo(:(i?éreftélico 181,01425 CaHeOs ) ) ) ) ) ) ) ) )
168 Galato de metila 183,02990 CsHsOs 183,02984 -0,29 36,15 183,02984 -0,32 22,38 183,02984 -0,32 21,26
17B | putilftalida 189,09210 C4HeOs - - - - - - - - -
18B Acido citrico 191,01973 CeHsO7 191,01981 0,46 51,64 191,01982 0,50 47,58 191,01981 0,42 28,08
19B Acido quinico 191,05611 C7H1,06 191,05615 0,2 34,17 191,05616 0,25 34,47 191,05617 0,30 34,46
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Continuagao da Tabela 2A.

EAM MC-11min MC-24h
Dados experimentais
N° Compostos M. T F.M
m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.

20B Acido a-D-galacturénico 193,03538 CeH1007 193,03533 -0,22 100,00 193,03534 -0,19 100,00 193,03533 -0,21 100,00
21B Acido gluconico 195,05103 CeH1207 195,05095 -0,38 23,47 195,05096 -0,36 21,67 195,05095 -0,37 20,04
22B Acido siringico 197,04555 CyH100s 197,04549 -0,27 20,06 197,04550 -0,26 16,76 197,04549 -0,28 18,58
23B Acido 2-metilcitrico 205,03538 C;H1007 205,03528 -0,49 2,47 205,03528 -0,48 2,48 205,03527 -0,51 2,39
248 ’g*lfj'glj’rg;]?c'omet"'“"} 207,05103 CH1,0; 207,05093 | -0,47 2,96 207,05093 0,45 3,04 207,05094 | 0,40 | 3,01

Acido 1,3,5-
258 | phenzenotricarboxilico 209,00916 CoHeOs ) ] ] ) ) ) ) ) ]
26B 4-hidroxixantona 211,04007 Ci13HgOs - - - - - - - - -
27B 1-hidroxiantraquinona 223,04007 C14HgO3 - - - - - - - - -
28B 1,8-dihidroxiantraquinona 239,03498 C14HgO4 239,12888 -0,02 4,49 239,12888 -0,02 3,15 239,12886 -0,08 5,76
29B Purpurina 255,02990 C14HgOs 293,17589 0,18 45,62 293,17590 0,22 58,23 293,17587 0,13 53,23
30B B-glucogalina 331,06707 C13H16010 331,06705 -0,05 3,72 331,06706 -0,03 3,40 331,06704 -0,10 3,97
31B | 357345~ 335,04086 CisH1206 335,04088 0,09 27,01 335,04089 0,11 19,42 33504090 | 0,14 | 1388

hexahidroxiflavonol
32B | Acido 1,3,4-trihidroxi-5-(3,4,5-

trihidroxibenzoil)oxiciclohexano- | 343,06707 C14H16010 343,06696 -0,31 3,65 343,06697 -0,28 3,35 343,06695 -0,36 3,22

1-carboxilico
33B Metil 6-O-galoil-b-D-

glucopiranésido 345,08272 C14H18010 191,01981 - - - - - - - -

acido (2S,3S,4R,5R,6R)-4,5,6-

trihidroxi-3-[(2S,3R,4R,5S,6S)-
34B 3.4.5-trihidroxi-4, 6-dimetiloxan- 353,10893 C13H2,011 353,10892 -0,05 0,75 353,10891 -0,06 0,97 353,10895 0,05 0,91

2-ilJloxioxano-2-carboxilico
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Continuagao da Tabela 2A.

EAM MC-11min MC-24h
Dados experimentais
N° Compostos M. T F.M
m/z Erro AR. m/z Erro AR. m/z Erro AR.

35B 7-O-galloil-sedoheptulose 361,07763 Ci13H2,011 361,07765 0,05 1,36 361,07766 0,08 1,52 361,07769 0,14 0,89
36B Acido digalacturénico 369,06746 C14H18011 369,06735 -0,32 9,13 369,06736 -0,28 8,68 369,06737 -0,26 7,22
37B Mangiferina 421,07763 C12H18013 421,07771 0,18 5,13 421,07774 0,25 4,60 421,07770 0,14 5,04

5-[(E)-1,3-difenilalil]-4-
38B hidroxi-2-fenetil-2-propil-3H- 451,22787 C19H18011 - - - - - - - - -

piran-6-ona
39B 1,6-bis-O-galoil-B-D-glicose 483,07803 Cs1H3,03 483,07805 0,04 1,45 483,07803 0,01 1,39 483,07803 0,00 1,37
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Tabela 3A: Dados dos compostos fendlicos propostos por HRMS presentes nos extratos de cascas de manga obtidos por extracao
assistida por ultrassom e maceracéao (5 minutos, 1 hora e 24 horas).

EAU ‘ MC-5min ‘ MC-1h MC-24h

No Compostos M T E M Dados experimentais

m/z Erro A.R m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.
1C | Acido succinico 117,01933 C4Hs04 117,01941 0,66 6,74 117,01940 | 0,61 4,42 117,01941 0,65 3,21 117,01940 | 0,59 | 3,31
2C | Acido glutacénico | 129,01933 CsHsO, - - - - - - 129,01937 0,29 2,64 129,01938 | 0,40 | 2,84
3C | Acido salicilico 137,02442 C7Hs0s - - - - - - 137,02439 | -0,19 | 0,49 137,02438 | -0,27 | 0,69
4C ﬁ‘f;ﬂi‘;(?r;ico 165,04046 CsH100s 165,04040 | -0,39 | 8,27 165,04041 | -0,31 | 7,07 165,04040 0,35 | 7,08 165,04040 | -0,34 | 7,32
5C | Acido gélico 169,01425 C7Hs0s - - - - - - - - - 169,01423 | -0,09 | 1,31
6C | Acido decanéico 171,13905 C1oH2002 - - - - . - 171,13907 0,09 0,59 171,13906 | 0,06 | 0,70
7C Qgg:]?cga”s' 173,00916 CsHsO6 - - - - - - 173,00911 | 0,31 | 318 | 17300910 | -0,36 | 2,96
8C | Acido chiquimico | 173,04555 C7H100s 173,04551 | -0,22 | 26,05 | 173,04551 | -0,21 | 25,13 | 173,04551 | -0,18 | 23,41 | 173,04550 | -0,30 | 24,64
9C | D-fructopiranose | 179,05611 CsH1206 179,05612 0,05 | 42,79 | 179,05613 | 0,10 | 44,79 | 179,05612 0,07 | 34,67 | 179,05613 | 0,09 | 34,27
10C | Galato de metila 183,02990 CgHgOs 183,02981 | -0,50 | 5,52 - - - 183,02980 | -0,52 | 3,69 183,02983 | -0,37 | 4,57
11C | Acido citrico 191,01973 CeHsO7 191,01980 0,41 | 40,87 | 191,01980 | 0,37 | 31,65 | 191,01982 0,48 | 31,82 | 191,01979 | 0,32 | 35,58
12C | Acido quinico 191,05611 C7H1,06 191,05616 0,25 | 52,15 | 191,05616 | 0,24 | 47,93 | 191,05616 0,27 | 46,48 | 191,05614 | 0,17 | 45,66
13C g;iggu‘}r'gr'“co 193,03538 CeH1007 193,03529 | -0,46 | 25,79 | 193,03529 | -0,45 | 21,94 | 193,03532 - - 193,03528 | -0,47 | 22,89
14C | Acido glucénico 195,05098 CsH1207 195,05100 | -0,14 | 100,00 | 195,05100 | -0,13 | 80,65 | 19505101 | -0,09 | 8534 | 19505098 | -0,23 | 94,16
15C | Acido siringico 197,04546 CoH100s - - - - - - 197,04544 | 0,55 | 1,75 197,04546 | -0,46 | 4,97
16c | Acido 2- 205,03527 C7H1007 - - - - - - 205,03526 | -0,54 | 3,03 205,03527 | -0,53 | 3,07

metllcnrlco

17C g?gljgcﬁ'rgr']'i\gﬁti"“' 207,05095 C7H1,0; 207,05094 | -0,41 | 5,50 207,05096 | -0,34 | 5,05 207,05094 | -0,44 | 4,82 207,05095 | -0,35 | 4,76
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Continuacao da Tabela 3A.

EAU MC-5min MC-1h MC-24h
Dados experimentais
Ne Compostos M. T F.M
m/z Erro AR. m/z Erro AR. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.
acido 2,4,5-trihidroxi-
18C | 3- 223,04590 C;H1,0s - - - - - - 223,04590 -0,20 2,02 223,04590 | -0,19 2,62
metoxihexanodidico
1,8-
19C | dihidroxiantraquinon 239,12883 Ci13H2004 239,12885 -0,14 8,58 239,12885 -0,15 9,69 239,12888 -0,01 4,56 239,12883 | -0,21 3,75
a
20C | Purpurina 293,17584 C17H2604 293,17587 0,12 92,67 | 293,17585 0,06 100,00 | 293,17591 0,26 100,00 | 293,17584 0,04 | 100,00
21C | B-glucogalina 331,06704 C13H16010 331,06702 -0,14 5,56 331,06704 -0,10 5,06 331,06705 -0,05 4,50 331,06704 | -0,10 4,62
3,5,7,3,45-
22C hexahidroxiflavonol 335,04090 C15H1209 335,04087 0,03 5,82 - - - 335,04089 0,11 5,95 335,04090 0,12 6,36
Acido 1,3,4-trihidroxi-
5-(3,4,5-
23C | trihidroxibenzoil)oxici 343,06693 C14H16010 - - - - - - 343,06703 -0,12 0,79 343,06693 -0,41 0,80
clohexano-1-
carboxilico
(2S,35,4R,5R,6R)-
4,5,6-trihidroxi-3-
[(2S,3R,4R,5S,6S)-
24C | 3,4,5-trihidroxi-4,6- 353,10896 C13H22011 353,10895 0,05 36,32 | 353,10898 0,14 34,46 | 353,10893 -0,02 34,24 | 353,10896 0,07 30,82
dimetiloxan-2 acido -
ilJoxioxano-2-
carboxilico
25C | Acido digalacturénico | 369,06741 C12H18013 - - - - - - 369,06735 -0,30 0,83 369,06741 | -0,13 1,22
26C | Mangiferina 421,07763 C19H18011 421,07765 0,03 14,56 | 421,07765 0,04 12,74 | 421,07775 0,28 14,52 | 421,07763 | -0,02 12,83
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Tabela 4A: Dados dos compostos fendlicos propostos por HRMS presentes nos extratos de cascas de manga obtidos por extracao
assistida por micro-ondas e maceracao (11 minutos e 24 horas).

EAM MC-11min MC-24h
No Compostos M. T E M Dados experimentais

m/z Erro AR. m/z Erro AR. m/z Erro A.R.
1C | Acido succinico 117,01933 C4HeOs 117,01941 0,67 4,77 117,01940 0,59 2,16 117,01940 0,62 2,99
2C | Acido glutacénico 129,01933 CsHeOs 129,01939 0,46 6,25 129,01940 0,52 6,26 129,01939 0,44 4,42
3C | Acido salicilico 137,02442 C7HeOs - - - - - - 137,02439 -0,18 0,51
4C | Acido D-arabinénico 165,04046 CsH100s 165,04038 -0,49 3,35 165,04039 -0,43 3,24 165,04039 -0,41 3,67
5C | Acido gélico 169,01425 C7HeOs 169,01425 -0,01 2,29 169,01424 -0,02 1,46 169,01426 0,08 1,05
6C | Acido decandico 171,13905 C10H2002 171,13907 0,07 1,46 171,13907 0,07 1,34 171,13908 0,15 0,60
7C | Acido trans-aconico 173,00916 CsHeOs 173,00909 -0,44 1,34 173,00909 -0,40 1,33 173,00910 -0,35 1,28
8C | Acido chiquimico 173,04555 C7H100s 173,04549 -0,35 17,95 173,04549 -0,33 18,56 173,04551 -0,20 15,72
9C | D-fructopiranose 179,05611 CeH1206 179,05613 0,11 29,79 179,05613 0,10 29,87 179,05612 0,07 22,09
10C | Galato de metila 183,02990 CgHgOs 183,02982 -0,43 5,27 183,02984 0,34 13,01 183,02981 -0,47 5,13
11C | Acido citrico 191,01973 CeHsO; 191,01979 0,31 20,38 191,01979 0,32 21,49 191,01981 0,46 20,04
12C | Acido quinico 191,05611 C7H1206 191,05614 0,15 28,94 191,05614 0,15 28,71 191,05617 0,29 28,48
13C | Acido a-d-galacturdnico | 193,03538 CeH1007 193,03530 -0,41 18,56 193,03530 -0,42 19,77 193,03533 -0,25 18,53
14C | Acido glucénico 195,05103 CeH1207 195,05098 0,21 100,00 195,05099 -0,20 100,00 195,05100 -0,12 | 100,00
15C | Acido siringico 197,04555 CoH1005 197,04547 -0,37 8,26 197,04546 -0,43 3,65 197,04542 -0,64 0,47
16C | Acido 2-metilcitrico 205,03538 C7H100, 205,03527 -0,53 2,72 205,03526 -0,55 2,92 205,03528 -0,49 2,95
17C Acido 4-O-Metil-a-D- 207,05103 C7H1,0, 207,05095 -0,39 2,82 207,05095 -0,37 2,82 207,05092 -0,49 3,04

glucurdnico
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Continuagao da Tabela 4A.

EAM MC-11min MC-24h
Dados experimentais
Ne Compostos M. T F.M
m/z Erro A.R. m/z Erro A.R. m/z Erro A.R.
1gc | &cido 2,4,5-trihidroxi-3- 223,04594 CH1.0g 223,04589 0,21 1,90 223,04588 0,25 1,84
metoxihexanodibico
19C 1,8-dihidroxiantraquinona 239,12888 C13H2004 239,12885 -0,15 7,28 239,12885 -0,14 6,52 239,12888 -0,03 4,89
20C Purpurina 293,17583 C17H2604 293,17585 0,07 80,51 293,17585 0,07 98,06 293,17587 0,13 42,58
21C B-glucogalina 331,06707 C13H16010 331,06705 -0,06 4,41 331,06705 -0,07 4,09 331,06708 0,03 3,40
3,5,7,3,4'5-
22C | exahidroxiflavonol 335,04086 C15H1204 335,04088 0,08 3,68 335,04092 0,20 8,59 335,04086 0,00 3,76
Acido 1,3,4-trihidroxi-5-(3,4,5-
23C trihidroxibenzoil)oxiciclohexano- 353,10893 C13H2,011 353,10894 0,00 16,96 353,10897 0,10 17,55 353,10893 -0,01 18,18
1-carboxilico
(2S,3S,4R,5R,6R)-4,5,6-
trihidroxi-3-[(2S,3R,4R,5S,6S)-
24C 3,4,5-trihidroxi-4,6-dimetiloxan- 369,06741 C12H18013 - - - - - - - - R
2 &cido -ilJoxioxano-2-
carboxilico
25C Acido digalacturénico 369,06746 Ci1oH18013 369,06738 -0,23 1,24 369,06738 -0,22 1,49 369,06735 -0,31 1,22
26C Mangiferina 421,07763 C19H18011 421,07764 0,01 4,85 421,07766 0,07 5,30 421,07768 0,11 4,30
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