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RESUMO

A amora-preta € um fruto rico em compostos fendlicos, com destaque para os
pigmentos antocianicos. Além do consumo in natura, a amora-preta € utilizada
industrialmente na fabricacdo de sucos e derivados. Entretanto, este processamento gera
cerca de 10 % de residuos sélidos que contém ainda uma grande porcentagem de
fitoquimicos do fruto. Visando ao aproveitamento desse subproduto, o objetivo desse
trabalho foi obter extratos ricos em seus principais compostos bioativos, os polifendis,
empregando a técnica limpa de extracdo com liquido pressurizado (PLE). Para isso,
primeiramente, o bagaco da polpa da amora-preta foi caracterizado quanto ao teor de
fendlicos totais (FT), antocianinas monoméricas (AM), atividade antioxidante (AA), pH,
sOlidos soldveis totais (SS) e composi¢ao centesimal. Em seguida, foram realizadas PLE’s
usando 3 temperaturas (60, 80 e 100 °C) e 4 diferentes solventes (dgua, dgua acidificada a
pH 2.5, etanol e mistura de etanol e dgua 50 %), resultando em 12 diferentes ensaios. Nos
processos de extragdo por PLE foram fixados a pressdo (75 bar), a razdo S/F (18,0), o
tempo de corrida (30 min) e a massa de matéria-prima (5,0 g). Posteriormente, foram
identificadas as antocianinas majoritdrias e minoritdrias nos extratos subcriticos por
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC-QToF-MS). Além da técnica PLE,
realizou-se a técnica cldssica de extragdo Soxhlet juntamente com a maceragdo, com o
intuito de comparar os resultados obtidos por estas com os obtidos na melhor condicdo de
PLE. Ainda na melhor condi¢do de extracdo por PLE foi realizada a cinética de extracdo
em trés diferentes vazdes de solvente (1,67; 3,35 e 6,70 mL/min). Os extratos obtidos pelas
diferentes técnicas foram avaliados em termos do rendimento global (Xy), FT, AM e AA. A
caracterizacdo da matéria-prima mostrou que a mesma € altamente rica em proteinas,
carboidratos, fibras e compostos bioativos (polifendis), constituindo-se em uma boa fonte
caldrica e alimenticia, o que possibilita sua potencial aplicacdo na industria alimenticia. Em
geral, observou-se que o aumento da temperatura de 60 para 100 °C resultou em melhores
valores das varidveis respostas, com exce¢do da AM, em que se observou uma leve
diminui¢do. A andlise por UPLC-QToF-MS mostrou que as antocianinas presentes em
maior quantidade no residuo sdo a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo e as

minoritarias sdo a cianidina-3-malonil-glicosideo e a cianidina-3-dioxalil-glicosideo. A
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condicao que se considerou como a melhor foi a que utilizou a mistura hidroetanélica como
solvente de extracdo, na temperatura de 100 °C. As varidveis respostas nesta condi¢dao
obtiveram os seguintes valores: FT = 7,36 EAG/g residuo fresco (RF), AM = 1,02 EC3G/g
RF, DPPH = 76,03 ET/g RF, ABTS = 68,28 ET/g RF e Xy = 6,33 %. Comparando estes
valores com os obtidos pelas técnicas convencionais (Soxhlet e maceracdo), em geral estes
foram maiores. Os estudos dos parametros cinéticos indicam que vazdes baixas sdo mais
interessantes de se trabalhar quando se emprega mistura hidroetandlica em altas
temperaturas (100 °C) via procedimento PLE. Diante de tudo isso, pode-se concluir que a

técnica PLE pode ser uma alternativa promissora na extragdo de compostos antioxidantes.

Palavras-chave: Amora-preta, residuos, compostos fenélicos, antocianinas, extracio com

liquido pressurizado, extragdo Soxhlet, maceracao.
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ABSTRACT

Blackberry is a fruit rich in phenolic compounds, especially in anthocyanins. Besides
its consumption as fresh fruit, blackberry is used industrially in the manufacture of juices
and derivatives. However, this process generates about 10 % of solid residue, which still
contains a large amount of phytochemicals. In order to add value to these wastes, the aim of
this study was to obtain extracts rich in blackberry’s major bioactive compounds, such as
polyphenols, by employing the clean technique of pressurized liquid extraction (PLE).
First, bagasse pulp of blackberry was characterized with respect to total phenolic content
(PC), monomeric anthocyanins (MA), antioxidant activity (AA), pH, total soluble solids
(SS) and chemical composition. Then, PLEs were carried out using three temperatures (60,
80 and 100 °C) and 4 different solvents (water, acidified water with pH 2.5, ethanol and a
mixture of ethanol and water 50%), resulting in 12 different assays. In the extraction
processes by PLE some parameters were fixed: pressure (75 bar), ratio S/F (18.0 g
solvent/g fresh residue), running time (30 min) and mass of raw material (5.0 g).
Subsequently, the major and minor anthocyanins were identified in subcritical extracts by
Ultra performance liquid chromatography (UPLC-QTOF-MS). Besides PLE, classical
Soxhlet extraction technique and maceration were performed in order to compare the
results with those obtained in the best condition of PLE. Also, at the best conditions of
PLE, extraction kinetics were determined at three different flow rates (1.67, 3.35 and 6.70
mL/min). The extracts obtained by the different techniques were evaluated in terms of
global yield (Xy), PC, MA and AA. The characterization of the raw material showed that it
is highly rich in protein, carbohydrates, fiber and bioactive compounds (polyphenols).
Thus, blackberry is a good and caloric food source, which enables its potential application
in the food industry. In general, it was observed that the increase of temperature from 60 to
100 °C resulted in better values for the response variables, except for the MA, in which a
slight decrease was observed. The analysis by UPLC-QToF-MS showed that cyanidin-3-
glucoside and cyanidin-3-rutinoside are the major anthocyanins present in blackberry
residues. Cyanidin-3-glucoside and cyanidin-malonyl-3-dioxalil-glucoside are the
anthocyanins present in lower levels. The condition that was considered the best of all

tested in the present work was the one that used hydroethanolic mixture as the extraction
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solvent, at a temperature of 100 °C. The values of the response variables in this condition
were: PC = 7.36 EAG/g fresh residue (FR), MA = 1.02 EC3G/g (RF), DPPH = 76.03 TE/g
FR, ABTS = 68.28 TE/g FR and X = 6.33 %. Comparing these values with those obtained
by conventional techniques (Soxhlet and maceration), they were generally higher. Studies
of the kinetic parameters indicated that is more interesting to work with low flow rates
when employing hydroethanolic mixture at high temperatures (100 °C) via PLE procedure.
Therefore, the PLE technique may be a promising alternative for the extraction of

antioxidants from food matrices.

Keywords: Blackberry, pomace, phenolic compounds, anthocyanins, pressurized liquid

extraction, Soxhlet extraction, maceration.

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Figura 3. 1 — Amora-preta da variedade Caingangue...........cccceeveerueenieniieeneenieeiee e 7
Figura 3. 2 — Estruturas bésicas de compostos fendlicos ndo flavonodides e flavondides..... 16
Figura 3. 3 — Estrutura genérica dos flavonoides...........oocuveeviieiniiieiniieiniiecice e, 17
Figura 3. 4 — Estrutura quimica das principais antocianinas encontradas na natureza......... 18

Figura 3. 5 — Transformagdes estruturais de antocianinas em meio aquoso em fun¢do do

Figura 3. 6 — EXtrator SOXRIEt.......ccoouviiiiiiiiiiieeiiee e e 26
Figura 3. 7 — Diagrama de fase da dgua pura. PT e PE representam o ponto triplo € o ponto
de ebulicdo da dgua pura, reSPECtIVAMENTE. .......eeerutieeriieeriieerieeeiee ettt 28
Figura 3. 8 — Diagrama esquemadtico de uma unidade extratora tipica utilizando solvente
PIESSUTIZAAO. 1. .vteeeuiieeeitee ettt e ettt et et e e et e et e e st e e e atteesabeeesabeeesabee e abeeensbeeesseesnnseesnsseesnnneas 30
Figura 3. 9 — Representacdo das etapas do mecanismo de eXtragao.......c.cceeeruveernuveernuveennne. 31
Figura 3. 10 — Curva da cinética de extracdao do processo de extracdo com suas etapas: taxa

de extracdo constante (CER); taxa de extracdo decrescente (FER); periodo difusional

(D)t ettt st 32
Figura 4. 1 — Diagrama de fluxo das atividades experimentais desenvolvidas neste
EEADATNO. ... et sttt e et e s e e 35
Figura 4. 2 — Residuo da polpa da amora-preta............oeceeeeeeeieeneenieenieneeeneenreeneeeeeeeen 37

Figura 4. 3 — Diagrama esquematico da unidade de extracdo com liquido pressurizado
(PLE). R - Recipiente (solvente); B - Bomba de solvente; M - Manometro; VB1 - Vélvula
de bloqueio 1; CE - Célula de extracdo revestida com manta de aquecimento; VB2 -
Vélvula de bloqueio 2; VM — Vilvula micrométrica; T — Controlador e indicador de
temperatura; VC — Vaso de COLELA.......uiiiuiiiiiiiiiiiie ettt e 44
Figura 4. 4 — Unidade PLE. A - Bomba de HPLC; B - Vidlvula de bloqueio 1; C —
Manodmetro; D - Célula de extragdo, E — Camisa de aquecimento elétrico; F — Controlador e
indicador de temperatura; G — Véalvula de bloqueio 2; H —Valvula micrométrica e I — Frasco
A8 COLBLA ...ttt ettt s b ettt e 45

Figura 4. 5 — Esquema do empacotamento do leito da célula de PLE de ago-inox de 100

XV



Figura 4. 6 — Esquema representativo (a) e foto (b) do aparelho experimental utilizado na
extracao pela t€cnica SOXNIEL.......cooviiiiiiiiiiiiiiee e e 50
Figura 5. 1 — Rendimento de extracdao global (X;) dos extratos obtidos com liquido
pressurizado  expresso em  porcentagem (g  extrato seco/g de  residuo
(=070 FR SRR 60
Figura 5. 2 — Teor de compostos fendlicos (FT) dos extratos obtidos com liquido
pressurizado expresso em equivalentes de 4cido galico (EAG).....ccocovveviieiiiiiiviieeniieenneen. 63
Figura 5. 3 — Teor de antocianinas monoméricas (AM) dos extratos obtidos com liquido
pressurizado expresso em equivalentes de cianidina-3-glicosideo (EC3G).......cccccceevuuennnee. 65
Figura 5. 4 — Atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos com liquido pressurizado
expresso em umoL equivalente de Trolox (ET), analisados pelo (a) método DPPH e (b)
MELOAO ABTS ...ttt et ettt s 68
Figura 5. 5 — Curvas globais de extracdo em diferentes vazoes..........cccecueeerveeenieernueennnneen. 75
Figura A.9. 1 — Curva padrido de 4cido gilico (AG) obtida da absorbancia em 760 nm
versus a concentracdo de AG (ME/ML)......c.covriiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee e 89
Figura A.9. 2 — Curva padrdo de Trolox obtida da % Inibicao (PI) versus concentracio de
Trolox (uM) para se determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH..................... 89
Figura A9. 3 — Curva padrdo de Trolox obtida da absorbancia em 734 nm versus

concentracdo de Trolox (uM) para se determinar a atividade antioxidante pelo método

Figura A.9. 4 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-glucosideo (majoritaria)
e MASSA = 449 (IN/Z).uuvveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e et e e e e e e et e e e e e e eenaaarees 93
Figura A.9. 5 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-malonil-glicosideo
(minoritdria) de Massa = 535 (IM/Z)...cc.uueieeeiiiiieeeciee et e e e e ee e ereaaeeeennes 94
Figura A9. 6 — Cromatograma do ion da antocianina Cianidina-3-dioxalil-glicosideo
(minoritaria) de MassSa = 593 (IN/Z).......coouuevireeiiiee et eeeee e eeeereerr e e e e e e e eenanes 95
Figura A.9. 7 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-rutinosideo (majoritaria)
de MASSA = 595 (IM/Z)..eeeeeneiiiee ettt ettt e e e et e e e etbe e e e easaeeesesaaeeeennsseeeeensees 96
Figura A.9. 8 — Curva padrdo de cianidina-3-glicosideo (C3G), area dos picos versus

concentracao de C3G (INZ/LL)....ueeiiiiiiiiieiiee ettt ettt e e 97

XVi



Figura A.9. 9 — Curva padrdo de cianidina-3-rutinosideo (C3R), drea dos picos versus

concentracao de C3R (M@/LL)..ccouuiiiiiiiiiieiiieeee ettt e e sbee e 97
Figura A.9. 10 — Curva padrdo de cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MG), drea dos picos
versus concentracao de C3MG
(MZ/LL) ettt sttt et s 98
Figura A.9. 11 — Curva padrao de cianidina-3-dioxalil-glicosideo (C3DGQG), drea dos picos
versus concentracao de C3DG
(10727 ) OO P PP T PP RUOPOTOPPPRROPI 98

XVii



XViii



LISTA DE TABELAS

Tabela 3. 1 — Perfil nutricionl da amora-preta em 100 g de fruto.........ccccoeveeniiniiniienenne 11

Tabela 4. 1 — Anélises e métodos utilizados na caracterizacdo quimica do residuo de amora-

| TS] 2 T OO PP PSRR RO PRRPPPR 38
Tabela 4. 2 — Planejamento experimental dos ensaios de extracdo por PLE...................... 46
Tabela 4. 3 — Parametros operacionais adotados para os ensaios de extragao por PLE........ 47

Tabela 5. 1 — Composi¢ao quimica do residuo da polpa da amora-preta (Rubus spp.)
variedade CAINZANGZUE. .........coviuiiiriieeeiieerieeetee et e et e et e e steeesbteesabeeesaseeesabeessneessseesnseens 55
Tabela 5. 2 — Resultados obtidos da extracdo com liquido pressurizado a partir do bagago
A AMOTA-PIELA. ....eeutiiiiiieeiiiee ettt ettt e ettt e s bt e e st e e s bt e e sabeeenabeeeeateesbaeesanees 58
Tabela 5. 3 — Relacdo massa/carga (m/z) das antocianinas identificadas..........cccccceeenueeenne. 69
Tabela 5. 4 — Concentracdo de compostos fendlicos antocianicos dos extratos obtidos das
12 diferentes condigOes POr PLE........cccc.ooiiiiiiiiiiiee e 71
Tabela 5. 5 — Resultados obtidos das extracdes convencionais € da melhor condi¢do da
extragdo com liquido pressurizado a partir do bagaco da amora-preta..........c..cceceevveennennee. 73
Tabela A.9. 1 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o
rendimento global de extracdo X, (%) das extragdes por PLE..........cccocovvviiiiniieiniieee. 90
Tabela A.9. 2 — Aniélise de varidncia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o teor de
fendlicos totais (FT) das extragdes por PLE..........cccccooiiiiiiiiceeeeeee 91
Tabela A.9. 3 — Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a
concentracdo das antocianinas monoméricas (AM) das extra¢des por PLE......................... 91
Tabela A.9. 4 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a atividade
antioxidante, pelo método DPPH, das extragdes por PLE.............ccccooiiiiiniiiniiniieceee 91
Tabela A.9. 5 — Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a atividade
antioxidante, pelo método ABTS, das extragdes por PLE............ccceoviiiiiiieiiieeeieeiee e, 92
Tabela A.9. 6 — Dados experimentais obtidos para a construcio da curva global de extracao
na vazao de 1,67

NI TINITY e ettt e e e e e ettt eee e e e et et ———aeeeetetta—————————tettaann————————aaorones 99

XiX



Tabela A.9. 7 — Dados experimentais obtidos para a construcio da curva global de extracio
na vazao de 3,35
101 7] 1111 T OO TP PSOPU PSPPI O PR PPTRPRROPRTOPRRRPPO 100
Tabela A.9. 8 — Dados experimentais obtidos para a construcio da curva global de extracio

NA VAZAO A€ 6,70 IML/ININ . c.eeeeeniee e e e e e e e e e eaeeeeeeeereaeaaeeeeas 101

XX



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AA: Atividade Antioxidante

AM: Teor de antocianinas monoméricas

C3DG: Cianidina-3-dioxalil-glicosideo

C3G: Cianidina-3-glicosideo

C3MG: Cianidina-3-malonil-glicosideo

C3R: Cianidina-3-rutinosideo

CE: Célula de extracdo

CER: Etapa de taxa de extracdo constante (constant extraction rate)
CT: Controlador de Temperatura

DC: Etapa Difusional (diffusion controlled period)

DP: Desvio padrao

EAG: Equivalente de dcido gélico

EC3G: Equivalente de cianidina-3-glicosideo

ET: Equivalente trolox

FD: Fator de dilui¢ao

FER: Etapa de taxa de extracao decrescente (falling extraction rate)
FT: Teor de fendlicos totais

GRAS: Generally recognised as safe

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography)
M: Mandmetro

M . iraro: Massa de extrato

MM: Massa molecular

XXi



OEC: Curvas globais de extragdo (overall extraction curve)

PI: Porcentagem de inibi¢do

PLE: Extracdo com liquido pressurizado (pressurized liquid extraction)

PRM: Produtos da reacdo de Maillard

RF: Residuo fresco

S/F: Solvent/Feed (razdo entre massa de solvente e massa de matéria-prima g/g)

SS: Sélidos soluveis totais

tcer: Duragdo do periodo CER

TM: Transferéncia de massa

UPLC-QToF-MS: Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas quadrupolo (ultra performance liquid chromatography coupled to quadrupole-time-
of-flight mass spectrometry)

VB: Vilvula de bloqueio

VM: Vilvula micrométrica

Xo: Rendimento global de extracio

€: Absortividade molar

A: Comprimento de onda

XXii



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt ettt ettt et ix
RESUMAO ...ttt ettt ettt ettt e bt e sab e e bt esateebeeeae xi
ABSTRACT ..ottt st ettt et e et e e sab e e bt e saeeeaeeas xiii
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt st XV
LISTA DE TABELAS ...ttt st Xix
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS .......c.ooviieioeeeeieeeeeeeeeeeeeeee e, XX1
1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA ....coomiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 1
2. 0BIETIVOS ..ttt ettt sttt ettt et e e e saees 5
2.1 OBJETIVO GERAL ...ttt s 5
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ccouvirmreimriireesiesessesssssssssssssssss s ssessssessssessssnns 5

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....c..oovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
3.1 AMORA PRETA (RUDUS SPP.) «uveeeeiieieiieiete ettt ettt 7
3.1.1 ASPECctOS NUIIICIONALS ...c.vveeurieiieerienieeeieente et 10
3.1.2 Fitoquimicos e Satde Humana...........ccccoeiiiiiiiiiiiienieccceeeeeecee e 12

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS ........oooveeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeee e 14
3.2.1 FIAVONOIALS....couiiiieiiiiieiie ettt ettt s e s e e 16

3.2 1.1 ARLOCIAMINGAS ...ttt 17

B3 BAGAQGO ..ttt ettt st 21
BAEXTRACAO ..ottt 23
3.4.1 Métodos CI4sSicOS de EXIIaga0 ....cccuvieriieiniieeiieeiie ettt 25
3.4.1.1 EXtrACAO SOXRLEL ..ottt e 25

3.4.1.2 Extracdo por MACETACAO .............ceeeeueeeeaaiiiieeeeeieeeeeieeeeeiaeeesevaeeesnnaeee s 26

3.4.2 Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE) .........cccovieiiiiiiiiiniieeieeeeeee e 27
3.4.3 Cinética de Extracao — Curvas Globais de Extracdo (OEC) ........cccccevvevvineennne. 31

XXxiii



3.4.4 Aplicagdes dos Extratos de Frutas Vermelhas ...........ccceeeeieiiniieeniieeniie e, 33

4. MATERIAIS E METODOS.......cooriimriereeiieniseseesessisesssessssessssesssssssssessssessssnees 35
4.1 REAGENTES ...ttt et e 35
4.2 EQUIPAMENTIOS ...ttt sttt st e 36
4.3 MATERIA-PRIMA .....ccoooouiiiimmreimeniiesieesesses i ssse s sssse s sssesessesnens 36

431 OFIZOIM ..ttt ettt ettt e sttt e sttt e st e e sabeeesabee e abeesabeeenaneesanneeea 36
4.3.2 Caracterizag@0 QUIMICA.....cccvuierrrieeiiieeiieeeitee et e siee e et e e sreeesbeeesebeessaneeenaneeens 37
4.3.2.1 Andlise da Composicdo Centesimal, SS € PH............cccccoovceievviiinieeiniennnnne. 38
4.3.2.2 Teor de Fenolicos TOtais (FT)........uuuuuiiiiaeeceeiieieeeee e 39
4.3.2.3 Teor de Antocianinas Monoméricas Totais (AM) .........ccoeeeeeeeeeeeccvvvennnnnnn. 40
4.3.2.4 Atividade Antioxidante TOtal (AA) .........ueeeeeoeeeeeeeiieeeeiieeeeeiiee e 41

4.4 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO...........coovmieueeeeeeeeeseeseeeesernene. 44
4.2.1 Unidade de EXraCao.......cccveruiriiiiriieiienieeieeeie et 44
4.2.2 CondigOes de EXIraCA0 ....ccueevueiiiiiriiiiienieeieeeie et 45
4.2.3 Procedimento Operacional de EXtragao ..........cceccveeveiiieiiieiniiieeniieeriee e 47
4.2.3.1 Preparo do Leito de EXIFACAO ...........cccueeecueeeciieeiiieeiieeeiieeeiee s seeee e 48

4.5 EXTRACAO CONVENCIONAL: SOXHLET ......c.coooiviiieieeeeeeeeeseeeeeee e 49
4.6 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL (X) ...oovuveeveveeeieeeeereeeeenenee 51
4.7 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS .....covvvveeieeeeeeereeeeeeernnne. 51
4.7.1 Identificacdo das Antocianinas por UPLC-QToF-MS .........c.cccccoiiiiiiiiieeiee 52
4.7.2 Separagdo e Quantificacdo das Antocianinas por HPLC-DAD............cccccceuu... 53
4.8 ESTUDO CINETICO DE EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO.......... 53
4.9 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 54

5. RESULTADOS E DISCUSSAO .....ccotvimririiiiiieeieeiesisessesssessssssessesesssessesssesssnsens 55
5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO RESIDUO .......co.cooovviiieeeeeeeeeeeeeeeerne. 55

XXiV



5.2 EXTRACAO COM LIQUIDOS PRESSURIZADOS ......cccoorvreereereereeeseeereesennen. 57

5.2.1 Rendimento Global de EXtragao (Xp) «..cceeevveeeriieeniiieiiieeeiieeeieecsiee e 59
5.2.2 Caracterizacdo Quimica dos EXtratos.......cccceeevieerniieeniiieeniieeniieeriee e 61
5.2.2.1 Compostos FenoliCOS TOIALS..............cccuueeeeceueeeeeeiiieeeeeiieeeeeeiieeeeesveea e 61
5.2.2.2 Antocianings MONOMETICAS ...........ccececueeveircueesiiniienieeeieeeiee et 64
5.2.2.3 Atividade Antioxidante — Métodos DPPH e ABTS ............cccccceevveevvvueennnnen. 66

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS PRESENTES
NOS RESIDUOS SUBCRITICOS DA AMORA-PRETA ......cooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 69

54 COMPARACAO DA MELHOR CONDICAO PLE COM OS METODOS

CONVENCIONALS ...ttt ettt et s e et e st e e bt e s bt e eabeesaee e 72
5.5 CINETICAS DE EXTRACAO ..., 73
6. CONCLUSOES .....cccoouiimiimiimriiiiaeiaeiieeiesise st 77
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS..........coooivieeeieeeeeeeeeeeeeeereevee e, 79
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooviiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e, 81
0. ANEXOS ..ttt sttt b e sttt ree s 89
9.1 RESULTADOS EXPERIMENTALIS .....coiiiiiiiiiceeeceeee e 89
0.1.1 Curvas PadrOes ..........coovuieiiiiiiiieeieeeeeeee et 89
9.1.2 Analises de Variancia (ANOVA) ...t 90
9.1.3 Cromatogramas dos fons das antocianinas analisadas via UPLC-MS ................ 92
9.1.4 Curvas Padrao das AntOCIANINGS ........cceveerriieerriieeniiieeniieeniee e 97
9.1.5 Cinéticas de EXIIaga0 ....c.ceevuiiriiiniiiieeieecieeee ettt e 99

XXV



XXVi



Introducdo e Justificativa

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O processamento de alimentos de origem vegetal, além de produzir o produto
principal que serd realmente comercializado, gera grandes quantidades de subprodutos que
ndo sdo aproveitados pela inddstria. A eliminagdo destes subprodutos representa um custo
adicional e um potencial impacto negativo sobre o meio ambiente. Diante disso,
pesquisadores vém estudando cada vez mais o desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem o reaproveitamento desses residuos (subprodutos), a0 mesmo tempo em que
sejam ambientalmente seguras (limpas) e que garantam a qualidade do produto final.
Pesquisas ao longo dos ultimos 20 anos revelaram que muitos destes subprodutos podem
servir como uma fonte potencialmente valiosa de compostos bioativos (Wijngaard et al.,
2012). Além disso, tem sido observado nos ultimos anos um crescente interesse por
produtos naturais, como resultado da conscientizacdo dos consumidores na busca por uma
melhor qualidade de vida e a preocupacdo destes com a seguranga dos produtos utilizados
ou ingeridos - incluindo a ingestdo de produtos compostos por substancias naturais que
oferecam beneficios para o corpo. Tal preocupagdo estd impulsionando as industrias
alimenticias, de cosméticos, farmacé€uticas e quimicas na obten¢do e utilizacdo de extratos
vegetais que apresentem caracteristicas funcionais (bioldgicas), corantes ou aromatizantes,
com alto grau de pureza, uma vez que substancias sintéticas, muitas vezes, sao suspeitas de
causar efeitos maléficos a saude. O isolamento desses compostos naturais possibilita o
aproveitamento dos subprodutos gerados na agroindudstria e podem resultar em novas
alternativas empresariais, além de minimizar o impacto ambiental causado pelo actimulo
desses residuos (Galvao, 2004; Oliveira, 2010; Santos, 2011).

A amora-preta (Rubus spp.), fruta nativa do hemisfério norte, denominada
blackberry, € uma das pequenas frutas vermelhas mais ricas em antioxidantes ja estudadas,
caracterizando-a dessa forma como uma fonte valiosa de compostos fitoquimicos
(bioativos) (Kaume, Howard e Devareddy, 2011). Seu cultivo tem se tornado uma
alternativa muito atraente frente ao de outras fruteiras por ter menores custos de
implantacio e manutencdo do pomar, apresentando, por exemplo, um indice de
lucratividade de cerca de 78 %. Os custos mais baixos devem-se principalmente ao fato de

se tratar de uma cultura rdstica, com menor incidéncia de pragas e maior adaptacdo aos
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diferentes tipos de solo e condicdes climaticas (Antunes, 2002; Antunes, Filho e Souza,
2003).

A amora-preta apresenta um contetido particularmente elevado de compostos
fendlicos, tanto na casca quanto na polpa. Estes compostos sdo, principalmente, os
flavondides (antocianinas), taninos e acidos fendlicos. Os polifendis contribuem para a
protecdo contra doencas degenerativas, e seus efeitos sobre a sadde t€m sido atribuidos
principalmente as suas propriedades antioxidantes. As antocianinas sdo as substincias
responsaveis pela cor vermelha do fruto. Além destes, a amora contém outros fitoquimicos,
como vitamina C e carotendides, que também possuem cardter antioxidante (Seeram, 2006;
Pertuzatti, 2009; Paredes-Lopez et al., 2010; Kaume, Howard e Devareddy, 2011).

Atualmente, a cultura da amoreira-preta no Brasil apresenta expressivo destaque nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e sul de Minas Gerais,
locais onde a ocorréncia de periodos de frio favorece o desenvolvimento da planta. Esta
cultura nestes estados ocupa o segundo lugar dentre as “pequenas frutas”, com producao de
1300 toneladas e area cultivada de 110 hectares (Antunes et al., 2000; Antunes e Raseira,
2004; Jacques et al., 2010). No Rio Grande do Sul esta cultivar responde por 70 % da area
cultivada. A colheita destas frutas ocorre entre meados de novembro a inicio de janeiro
(Antunes, 2002).

Além do consumo in natura, a amora-preta € utilizada industrialmente na fabricacao
de sucos e derivados (Antunes, 2002). Entretanto, de forma geral, o processamento dessa
pequena fruta vermelha gera em torno de 10 % de residuo sélido (bagaco) que € composto
basicamente de casca e sementes contendo ainda uma grande porcentagem de fitoquimicos
do fruto (Pertuzatti, 2009; Santiago, 2010; Souza et al., 2010). O aproveitamento deste
residuo como matéria-prima no processamento de novos alimentos € de grande interesse
econOmico € representa um segmento importante nas industrias, pois agrega valor ao
subproduto e reduz o acimulo dos mesmos.

A recuperacdo de compostos fitoquimicos a partir dos residuos sélidos tem sido
relatada utilizando tecnologias convencionais € alternativas. Como exemplos das primeiras
tém-se: extragdo em aparelho de Soxhlet, extragdo por maceracdo, por infusdo e por arraste

de vapor d’4gua; e das segundas tém-se: extracdo com fluido supercritico (SFE), extracio
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com liquido pressurizado (PLE) e extracdo com fluidos pressurizados assistida com
ultrassom.

Os métodos convencionais geralmente consomem muito tempo - podendo degradar
compostos de interesse durante o processo extrativo - e requerem uma grande quantidade
de solventes orgénicos (como etanol, metanol, acetona e clorofémio), que em alguns casos
sdo prejudiciais a satde e causam danos ambientais, havendo a necessidade de separa-los
do extrato posteriormente e descartd-los de forma adequada. Assim, a técnica de extragdo
com liquido pressurizado (PLE - pressurized liquid extraction), também denominada como
extracdo acelerada com solventes (ASE), surgiu como uma alternativa para a extracdo e
fracionamento de produtos naturais, através de uma tecnologia limpa e com a possibilidade
de ajustar parametros visando a seletividade do processo para um grupo de compostos a
serem extraidos, o que € uma boa opcio para agregar valor a subprodutos da indutria
processadora da amora-preta. A PLE, utilizando a dgua e o etanol como solventes de
extracdo, ¢ um dos métodos mais interessantes, uma vez que se tratam de solventes GRAS
(Generally Recognised as Safe) (Wiboonsirikul e Adachi, 2008; Monrad et al., 2010;
Oliveira, 2010).

A PLE permite a extracdo rapida dos analitos em um ambiente fechado e inerte sob
alta pressao e temperatura. Uma grande vantagem da PLE sobre os métodos convencionais
de extracdo conduzidos por solventes a pressdao atmosférica € a de que os solventes sob alta
pressdo permanecem no estado liquido, mesmo estando submetidos a temperaturas bem
acima dos seus pontos de ebulicdo, permitindo, dessa maneira, trabalhar a altas
temperaturas de extragdo. Estas condi¢des melhoram a solubilidade dos analitos no solvente
e a cinética de dessorc¢do a partir de matrizes (Santos, 2011).

Neste contexto, como ja se sabe que o subproduto gerado do processo de producao de
suco e derivados da amora-preta contém substancias que podem trazer algum beneficio a
saide humana (Balasundram, Sundram e Samman, 2006; Paredes-Lopez et al., 2010; Nile e
Park, 2013), a justificativa para a realizacdo do presente trabalho estd baseada em tentar
recuperar estas substancias através de técnicas ambientalmente seguras, ja que o isolamento
delas possibilita o aproveitamento desse residuo, contribuindo dessa forma na agregacdo de
valor a este subproduto e ainda, para minimizar os impactos negativos causados pelo seu

descarte diretamente na natureza.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencdo de extratos contendo compostos bioativos, tais como os polifenois
(antocianinas), a partir do residuo gerado no processamento da polpa da amora-preta
(Rubus spp.), através da utilizagdo do processo de extracdo com liquido pressurizado

(PLE).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

a) Caracterizagdo (via processo maceracao) das amostras do residuo da amora-preta
em termos da sua composi¢do centesimal, pH, teor de compostos fendlicos totais (FT),
antocianinas monoméricas (AM) e atividade antioxidante (AA);

b) Extracdo de compostos bioativos do residuo, empregando a técnica de extracdo
com liquido pressurizado (PLE) utilizando 4gua, dgua acidificada pH 2,5, etanol e a mistura
de etanol e agua (50 % etanol v/v) como solventes, nas temperaturas de 60, 80 e 100 °C;

c¢) Extracdo do residuo da polpa da amora-preta empregando o método convencional
Soxhlet;

d) Determinacdo dos rendimentos de extracdo global (X,) das diferentes condi¢des
empregadas;

e) Caracterizagdo dos extratos obtidos pelos diferentes métodos de extracdo em
termos do teor de compostos fendlicos totais (FT), antocianinas monoméricas (AM) e
atividade antioxidante (AA — métodos DPPH e ABTS);

f) Identificacdo e quantificacdo das antocianinas majoritdrias e minoritdrias presentes
nos extratos da PLE;

g) Determinacdo da melhor condi¢do de temperatura e solvente, em termos de
rendimento (Xy) e qualidade dos extratos (FT, AM e AA) e comparagao destes resultados

com os obtidos pela técnica de Maceragdo e Soxhlet;



Objetivos

h) Determinagdo das curvas cinéticas de extracdo na melhor condicdo de extragcdo e

avaliacdo do efeito da vazdo do solvente;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMORA PRETA (Rubus spp.)

z

A amoreira-preta € classificada como pertencente 4 familia Rosaceae, ao género
Rubus e subgénero Eubatus, constituindo um grupo variado e complexo de plantas. Muitas
sdo nativas do hemisfério norte, Asia e Europa, mas algumas ocorrem em regides tropicais
montanhosas no hemisfério sul (Moore, 1984; Poling, 1996; Antunes, 2002).

Esta frutifera é uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, que produz frutos
agregados com cerca de quatro a sete gramas, de coloracdo avermelhada a negra e sabor
acido a doce-acido (Facchinello, Hoffmann e Santos, 1994; Antunes, 2002). E uma planta
rustica, de clima temperado, que apresenta baixo custo de produgdo, facilidade de manejo,
requer pouca utilizacdo de defensivos agricolas, sendo por isso uma alternativa interessante
do cultivo na agricultura familiar (Mota, 2006).

O fruto verdadeiro da amoreira (Figura 3.1) € denominado de mini drupa ou drupete,
no qual existe uma pequena semente, sendo que a sua junc¢do forma o que € chamado de

fruto agregado (Poling, 1996; Antunes, 2002).

Figura 3. 1 — Amora-preta da variedade Caingangue.

A amora-preta (Rubus spp.), esta entre as culturas consideradas como de “pequenos
frutos” (small fruits) e também conhecidas como berries, cujos termos vém sendo
comumente usado para descrever qualquer fruta pequena, de cor vermelha, roxa ou negra;

de sabor adocicado e formato arredondado (Jepson e Craig, 2005; Paredes-Lopez et al.,
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2010), como framboesas, mirtilo, morango, cerejas e amoras-pretas cultivadas na América,
Europa, Africa e Asia (Lorenzi et al., 2006).

Estas “pequenas frutas” além dos nutrientes essenciais e dos micronutrientes
contribuem com diversos componentes oriundos do metabolismo secundério,
principalmente os de natureza fendlica. O consumo delas estd associado com baixo risco de
incidéncia e mortalidade por cincer e doencas cardiacas, devido a presenca destes
compostos, especialmente flavonoides e antocianinas, os quais revelam grande capacidade
de reagir com radicais livres e, portanto, contribuem na prevencdo de doengas
cardiovasculares, circulatdrias, neuroldgicas e cancerigenas (Lorenzi et al., 2006). Estes
compostos apresentam ainda atividade anti-inflamatdria, antialérgica, antitrombotica,
antimicrobiana e antineopldsica (Paredes-Lopez et al., 2010).

A amora-preta in natura € altamente nutritiva. Contém 85% de agua, 10% de
carboidratos, com elevado conteido de minerais, vitaminas B, A e calcio, além de
compostos funcionais, como 4cidos fendlicos e antocianinas, que lhes conferem a coloragao
vermelho purpura. Podem ser utilizadas para confec¢dao de doces, geleias, polpas, suco,
sorvete e iogurtes (Poling, 1996; Antunes, 2002).

Existem muitas espécies de amoras constituindo um grupo extremamente
diversificado e complexo variando os seus frutos em peso e tamanho. Os frutos sao
delicados e suculentos, saborosos e aromdticos. Apresentam formas arredondas e a
dimensao e o peso sdo muito variaveis (Sousa et al., 2007).

Sd@o numerosas as cultivares conhecidas e comercializadas, mas as que mais se
destacam e que contribuem para a produ¢do mundial sdo: Cherster Thornless, Lock
Ness, Triple Crown, Kotata, Shawnee, Navaho, Kiowa, Arapaho, Apache, Thornless
Evergren, Marion, Silvan e Boysen. Atualmente as duas mais importantes sdo a Brazos e a
Tupi (Sousa et al., 2007).

O cultivo da amoreira-preta comecou na segunda metade do século XIX nos Estados
Unidos, onde é conhecida como blackberry. No Brasil, as primeiras cultivares foram
introduzidas em 1972, no Centro de Pesquisa da Embrapa Clima Temperado, localizada em
Pelotas-RS. Esta cultura apresentou boa adaptacdo e tem alcangado alta produtividade
devido as condi¢Oes climdticas desta regido, a qual permite o cultivo de frutas das

espécies de clima temperado. Além das cultivares inicialmente introduzidas, Brazos,
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Comanche e Cherokee, a Embrapa Clima Temperado desenvolveu um programa de
melhoramento genético originando as cultivares Ebano, Negrita, Tupy, Guarani,
Caingangue e Xavante (Raseira, Santos e Madail, 1984; Raseira, Santos e Raseira, 1992;
Antunes, 2002).

Atualmente, a cultura da amoreira-preta no Brasil apresenta expressivo destaque nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e sul de Minas Gerais,
locais onde a ocorréncia de periodos de frio favorece o desenvolvimento da planta. Esta
cultura nestes estados ocupa o segundo lugar dentre as “pequenas frutas”, com producdo de
1300 toneladas e area cultivada de 110 hectares (Antunes et al., 2000; Antunes e Raseira,
2004; Jacques et al., 2010).

Segundo relatos de Chim (2008), atualmente a cultivar Tupy € a mais cultivada no
Brasil, a qual resultou do cruzamento das cultivares Uruguai e Comanche, realizado pela
Embrapa Clima Temperado em 1982. No Rio Grande do Sul esta cultivar responde por
70% da area cultivada. A colheita destas frutas ocorre entre meados de novembro a inicio
de janeiro (Antunes, 2002).

A amora-preta apresenta estrutura fragil e alta taxa respiratoria, com isso seu periodo
para consumo in natura € muito reduzido; portanto, a utilizacdo desta fruta na forma
processada ou industrializada é uma alternativa para prorrogar o periodo de consumo apés
colheita. Os frutos podem ser congelados, enlatados, processados na forma de polpa para
utilizacdo em produtos lacteos (como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), sucos e
geleias (Antunes, 2002; Antunes, Filho e Souza, 2003).

De acordo com Nelson e Tressler (1980), o grande mercado para produtos de amora-
preta é gerado a partir do suco clarificado e concentrado; base da elaboracdo de uma vasta
gama de produtos, como caldas para sorvetes, geleias, xaropes, bebidas alcodlicas e
refrescos. Também pode ser utilizado para confec¢do de misturas com suco de outras
frutas. Além desta versatilidade, a tecnologia de industrializag¢do € simples e acessivel.

No entanto, apds o processamento podem ocorrer altera¢des das caracteristicas
funcionais originais das frutas, mas o impacto do processamento sobre as propriedades
funcionais da amora-preta ainda estd sendo estudado. Existem alguns estudos que relatam
estas alteragdes, como os de Jacques ef al. (2010); Chim (2008) e Mota (2006) os quais

avaliaram a estabilidade de alguns dos principais fitoquimicos da amora-preta em produtos
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como polpa, geleia e suco respectivamente. No entanto, sabe-se que frutas e hortalicas

respondem de forma diferenciada ao processo de transformacao.

3.1.1 Aspectos Nutricionais

A amora-preta in natura € altamente nutritiva (Vizzotto, 2008; Kaume, Howard e
Devareddy, 2011), conforme se observa a sua composi¢do apresentada na Tabela 3.1.
Fatores genéticos e ambientais, tais como o tipo de cultivar, maturidade, a exposicao a luz
UV, condic¢des de crescimento e método de colheita e armazenamento, desempenham um
papel importante na composi¢cdo quimica do fruto (Parr e Bolwell, 2000; Siriwoharn et al.,
2004).

Em adicdo aos compostos polifendlicos valiosos, amoras contém carboidratos e
varias vitaminas e minerais essenciais (Tabela 3.1).

O teor de 4gua nestes frutos varia entre 83 a 91% (Tabela 3.1). Os agucares
constituem a maior parte dos compostos soliveis e os mais representativos sao a glicose,
frutose e a sacarose (Tabela 3.1), num quantitativo de 99% do total dos agucares nos frutos
maduros. Niveis de glicose, frutose, acucares totais e sOlidos soliveis totais aumentam
significativamente com o amadurecimento da fruta (Sousa et al., 2007).

Os 4cidos organicos e os agucares, sdo importantes componentes do sabor e aroma
dos frutos. Nas amoras os principais 4cidos sd3o o acido malico (280 mg/100 g), o
lactoisocitrico (293 mg/100 g), o isocitrico (599 mg/100 g), o citrico (572 mg/100 g) e
pequenas quantidades de &4cidos ascérbico, fosférico, fumadrico, shiquimico e quinico
(Sousa et al., 2007; Kaume, Howard e Devareddy, 2011).

Estes &cidos organicos em amoras sdo importantes para a estabilizacdo das
antocianinas e do 4cido ascorbico e para estender a vida de prateleira de frutas frescas e
processadas (Kaume, Howard e Devareddy, 2011).

Além dos nutrientes mencionados anteriormente e os contidos na Tabela 3.1, fazem
parte ainda da composi¢do da amora-preta os seguintes compostos: folato, tiamina,
riboflavina, niacina, 4cido pantoténico, dcido eldgico, dcidos graxos saturados, dcidos
graxos monossaturados e dcidos graxos polinsaturados (Jacques e Zambiazi, 2011; Kaume,

Howard e Devareddy, 2011).
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Tabela 3. 1 — Perfil nutricionl da amora-preta em 100 g de fruto.

Nutrientes em 100 g de fruto

Valor energético 50-55 kcal
Umidade 83-91¢g
Proteinas 1,3-15 ¢
Lipidios 05¢g

Carboidratos 6-13 g
Fibras 35-55¢
Cinzas 0,19-0,47 g

Acucares Total 4,88 g
Glucose 2,31-324 ¢
Frutose 24-28 ¢
Sacarose 0,07 g
Maltose 0,07 g
Galactose 0,03 g

Sais minerais
Calcio 29-32 mg
Ferro 0,57 mg
Magnésio 20 mg
Fésforo 22 mg
Potassio 196 mg
Sédio 1 mg
Zinco 0,53 mg
Cobre 0,17 mg
Selénio 0,4-0,6 mg
Manganés 0,65 mg
Vitaminas e outras componentes
Vitamina C 21 mg
Vitamina A 214 mg
Vitamina K 19 mg
Vitaminas B6 e B12 0,03 mg
Fenolicos Totais 250-900 mg
Carotenoides Totais 450 mg
Antocianinas Totais 70-300 mg

Fontes: Kaume, Howard e Devareddy (2011) e Vizzotto (2008).

A acidez total de amora-preta pode variar de 1 a 4 % e o pH de 2 a 4. Ja a variacdo

dos solidos soliveis tem uma grande amplitude, de 7,5 a 16,1 % sendo o balango entre

acidez e s6lidos soltveis o responsdvel pelo sabor caracteristico (Vizzotto, 2008).
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Ainda na amora-preta, sao encontradas substancias denominadas como fotoquimicos
ou compostos secunddrios. Estas substincias sdo produzidas naturalmente pelas plantas
para se protegerem do ataque de pragas e doencas, e também ajudam a planta a resistir a
condi¢des adversas do ambiente. Muitos destes fitoquimicos atuam na prevengdo € no
combate de doencas cronicas degenerativas como o cincer e as doengas cardiovasculares.
Exemplos de fitoquimicos encontrado em amora-preta sdo as antocianinas, que ddo a
coloracdo vermelha e roxa das frutas, os carotenoides que sdo responsdveis pela coloragao
alaranjada, e ainda, existem vérios outros fitoquimicos que ndo apresentam cor como OS
acidos fenodlicos, por exemplo, mas sdo de grande importincia para a saide (Sellappan,
Akoh e Krewer, 2002; Zadernowski, Naczk e Nesterowicz, 2005).

A concentracdo dos compostos fitoquimicos presentes na amora-preta € influenciada
por fatores como o tipo de cultivar, das condi¢des ambientais e climdticas na pré-colheita,
das doencas da planta, dos procedimentos de colheita, do ponto de maturagdo na colheita,
da localizagdo geogréfica, da exposi¢do a luz solar, das condi¢des de estocagem pOs-
colheita e do tipo de processamento a que € submetido o fruto. Os estudos realizados ao
redor do mundo demostram que o consumo de frutas e hortalicas estd relacionado a
prevencdo das doencas cronicas, provavelmente, devido ao aumento no consumo de
compostos antioxidantes (Sellappan, Akoh e Krewer, 2002; Zadernowski, Naczk e
Nesterowicz, 2005).

De um modo geral, os compostos considerados bioativos presente na amora-preta
podem atuar na saide humana como quimioprotetores em virtude do seu potencial

antioxidante.

3.1.2 Fitoquimicos e Satiide Humana

A amora-preta ja € considerada uma fruta funcional, ou seja, além das caracteristicas
nutricionais bdsicas, quando consumida como parte usual da dieta, produz efeito
fisiologico/metabdlico ou efeito benéfico a saide humana, devendo ser segura para
consumo sem supervisdo médica. Este efeito se deve, principalmente, a acdo antioxidante
dos fitoquimicos; compostos fendlicos, tocoferdis, dacido ascorbico, carotenoides e

antocianinas; encontrados naturalmente neste fruto. Estas tltimas estao em abundincia e

12



Revisdo Bibliogrdfica

conferem a cor caracteristica da fruta (Wang e Jiao, 2000; Sellappan, Akoh e Krewer, 2002;
Kaume, Howard e Devareddy, 2011; Nile e Park, 2013).

Os frutos da amora sdo classificados como uma das frutas frescas mais ricas em
antioxidantes ja estudadas, perdendo, praticamente, apenas para o mirtilo (Jacques e
Zambiazi, 2011; Kaume, Howard e Devareddy, 2011).

Devido aos seus elevados niveis de compostos fendlicos, a amora-preta foi relatado
como tendo miultiplos efeitos bioldgicos, incluindo atividade antimicrobiana,
anticarcinogénica e anti-inflamatoria (Nile e Park, 2013)

A alta capacidade antioxidante encontrada nesta fruta atua na neutralizacdo dos
radicais livres, moléculas instdveis que estdo ligadas ao aparecimento de um grande nimero
de doencas cronicas ndo transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, e o cancer. A
amora-preta apresenta atividade antioxidante frente aos radicais superdxidos (O,-),
peréxido de hidrogénio (H,O,), hidroxila (OH") e ao oxigénio singlete (O,) (Wang e Jiao,
2000; Serraino et al., 2003).

Estudos demonstram que extratos de amora-preta apresentam efeitos antimutagénicos
(Tate et al., 2006) e anticarcinogénicos para as linhagens humanas de cancer de ttero, de
cOlon (Lazze et al., 2004), oral, de mama, de préstata (Seeram et al., 2006) de pulmao
(Ding et al., 2006). Segundo Tate et al. (2006), extratos de amora-preta podem prevenir a
formacdo de metdstase. Em muitos casos o efeito anticarcinogénico da amora-preta ocorre
devido ao efeito anti-inflamatério de seus extratos. Além disso, o fruto da amoreira é
depurativo do sangue, anti-séptico, vermifugo, digestivo, calmante, diurético e laxativo
(Ding et al., 2006; Tate et al., 2006).

A amora- preta contém pectina em abundancia, uma fibra solivel que ajuda a reduzir
os niveis de colesterol no sangue, atuando na prevencao de enfermidades cardiovasculares e
circulatérias (Stoclet et al., 2004). Ainda, esta fruta atenua os riscos e sintomas do diabetes
e do mal de Alzheimer (Ishige, Schubert e Sagara, 2001; Abdille et al., 2005).

Foi demonstrado que o acido eldgico, presente nessa fruta, também possui fungdes
antimutagénica, anticancerigena e além de ser um potente inibidor da inducdo quimica do
cancer. O acido eldgico t€m mostrado propriedades inibidoras contra replicacdo do virus
HIV transmissor da Aids e do virus da herpes (Maas, Galletta e Stoner, 1991; Wang et al.,
1994).
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Além disso, sao atribuidas as frutas de amoreira-preta outras propriedades, como o
controle de hemorragias em animais e seres humanos, controle da pressdo arterial e efeito
sedativo, complexacdo com metais, fun¢do antioxidante, acdo contra crescimento e
alimentacdo de insetos (Maas, Galletta e Stoner, 1991).

Como pode se ver, o consumo de frutas e hortalicas como a amora-preta, em conjunto
com um estilo de vida sauddvel, incluindo dieta equilibrada e exercicios fisicos, pode

ajudar a prevenir alguns tipos de doencas.

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo substancias amplamente distribuidas na
Natureza, mais de 8.000 compostos fenodlicos ja foram detectados em plantas. Esse grande e
complexo grupo faz parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas, em
destaque as frutas vermelhas como a amora-preta, e produtos industrializados (Bravo,
1998).

A presenca de compostos fendlicos especificos em cada fruta pode estar relacionada a
fatores como o tipo de fruta, variedade, localizacdo geogridfica da planta, condig¢des
ambientais e climdticas durante o crescimento da mesma (fertilizacdo, temperatura, luz e
agua), assim como com a incidéncia de doencas (King e Young, 1999). Os niveis de
compostos fendlicos podem ser influenciados por fatores como condigdes de
amadurecimento e armazenamento pods-colheita dos frutos e por processos tecnolégicos
utilizados na elaboracdo e armazenamento dos produtos derivados (Zadernowski, Naczk e
Nesterowicz, 2005).

Os polifendis sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais
para o seu crescimento e reproducdo, além disso, se formam em condicdes de estresse
como, infecgdes, ferimentos, radiagdes UV, polui¢do, dentre outros (Naczk e Shahidi,
2006), protegendo contra patégenos e predadores (Bravo, 1998).

Em alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, sabor, adstringéncia
e estabilidade oxidativa, além de estarem envolvidos no processo de crescimento e
reproducdo das plantas e caracterizarem propriedades antimicrobianas e inseticidas nas

mesmas. Mas, recentemente, o reconhecimento das propriedades antioxidantes destes
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compostos tem evocado uma nova visao em direcdo aos efeitos benéficos para a saide que
eles podem apresentar. Os compostos fendlicos sdo incluidos na categoria de
neutralizadores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidacdo
(Oliveira, 2010).

Em geral os compostos fendlicos sdo multifuncionais como antioxidantes, pois
atuam de vérias formas: combatendo os radicais livres através da doacdo de um dtomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromaética, que possui a capacidade
de suportar um elétron desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o
sistema de elétrons da molécula; quelando metais de transicdo, como o Fe** e o Cu™;
interrompendo a reagcdo de propagacao dos radicais livres na oxidagdo lipidica; modificando
o potencial redox do meio; reparando a lesdo a moléculas atacadas por radicais livres
(Bianchi e Antunes, 1999; Karakaya, 2004).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem
pelo menos um anel aromdtico no qual ao menos um hidrogénio € substituido por um
grupamento hidroxila, incluindo seus grupos funcionais. A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos depende da sua estrutura, particularmente do niimero e da posi¢cdo dos
grupos hidroxila e da natureza das substituicdes nos anéis arométicos. De acordo com sua
estrutura quimica, podem ser divididos em dois grandes grupos: os flavonoides,
subdivididos em flavonas, flavandis, flavondis, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas, e
os nao flavonoides, que compreendem os grupos dos acidos fendlicos, ligninas, taninos e
estilbenos (Li et al., 2009; Jacques e Zambiazi, 2011). A Figura 3.2 apresenta alguns
exemplos da estrutura quimica destes compostos.

Relatos da literatura demonstram uma variabilidade no conteido de compostos
fendlicos totais em amora-preta de 261,95 a 929,62 mg equivalente de dcido galico/100 g
de fruta fresca (Vizzotto, 2008), 569,89 mg acido gélico/100 g fruta (Chim, 2008), até
1.938,70 mg 4cido galico/100 g fruta (Jacques et al., 2010). Esta variabilidade no contetido
de fendis pode estar relacionada a diferenca de metodologias empregadas na extracdo da
amostra para a determinacdo dos fendis totais, pela diferenca de safra, clima ou pela

localizagdo das plantas.
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Figura 3. 2 — Estruturas bésicas de compostos fendlicos ndo flavonoides e flavonoides. Fontes:
Bravo (1998) e Ignat, Volf e Popa (2011).

Dentre os compostos fendlicos com propriedades antioxidantes presentes na amora-
preta destacam-se as antocianinas, sendo a cianidina-3-glicosidio e cianidina-3-rutinosidio
as mais representativas. Estdo presentes também outros flavonoides como quercetina e
kaempferol; flavonoides: catequina e epicatequina; acidos hidroxicindmicos: p-cumarico,
caféico e fertlico e os dcidos hidroxibenzdicos: p-hidroxibenzodico e acido eldgico, este
ultimo presente em quantidades mais significativas na forma de seu precursor, o 4cido
gdlico (Siriwoharn et al., 2004). A capacidade antioxidante da amora tem sido atribuida, em
especial, aos flavonoides antocidnicos, os quais tém demonstrado agirem como quelantes
do oxigénio singlete e triplete, sequestrantes de radicais livres e inibidores enziméticos

(Sellappan, Akoh e Krewer, 2002).

3.2.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de plantas, sendo
responsdveis pela coloracdo das flores e dos frutos. Sdo substincias de baixo peso
molecular, compostas de 15 dtomos de carbono. A Figura 3.3 ilustra sua estrutura genérica
formada, essencialmente, por dois anéis aromadticos, A e B, ligados por uma ponte de trés

carbonos e condensados por um oxigénio, usualmente na forma de anel heterociclico.
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VariagcOes nas configuragdes de substituicdo anel C resultam na maioria das subclasses dos
flavonoides (Francis, 1989; Balasundram, Sundram e Samman, 2006; Malacrida e Motta,

2006).

Figura 3. 3 — Estrutura genérica dos flavonoides. Fonte: Malacrida e Motta 2006.

Seu potencial antioxidante é dependente do nimero e da posicdo dos grupos de
hidrogénio e suas conjugacdes, € também devido a presenca de elétrons nos anéis
benzénicos e dos grupamentos hidroxi, metoxi e glicosidico. Em geral, a presenca de
grupos hidroxila nas posi¢des 3, 4 e 5 do anel B tem sido descrita como responsdvel por
aumentar a atividade antioxidante; no entanto, dependendo da subclasse de flavonoide, o

efeito pode ser contrario (Francis, 2000; Balasundram, Sundram e Samman, 2006).

3.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas sdo flavonoides que se encontram largamente distribuidos na
natureza e sdo pigmentos vegetais responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e quase
todas as tonalidades de vermelho que aparecem em flores, frutos, como a amora-preta,
algumas folhas, caules e raizes de plantas. S3o compostos soliiveis em dgua e altamente
instaveis em temperaturas elevadas (Malacrida e Motta, 2006). A Figura 3.4 exemplifica a
estrutura basica de uma molécula de antocianina.

A molécula de antocianina (Figura 3.4) € constituida por duas ou trés porcoes, uma
aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e, frequentemente, um grupo de acidos

organicos (Francis, 1989). Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18
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ocorrem naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,

petunidina e malvidina) sd@o importantes em alimentos (Francis, 2000).

g 0
T
C
6
5
Aglicona
(Estruiura do anel B)
R1=R2=H Pelargonidina
R1=0H R2=H Cianidina
R1=R2=0H Delfinidina
R1=0CH3 R2=H Peonidina
R1=0CH3 R2=0H Petunidina
R1=R2=0CH3 Malvidina

Ry
OH
. ] Rz
OH
OH
0
0 OH
CH5OH

Substituigdo glicosidica
{substituicdo nas posicles 3 e §)

Acilagao
(esterifica o das hidroxilas do aglcar)

D-glicose Acidos cinamicos
D-galactose p-cumarico

D-xilose Ferdlico
L+amnose Caféico
L-arabinose

Rutinose Acidos alifaticos

Soforose Acético
Sambubicse Maldnico
Gentiobiose Succunico

Figura 3. 4 — Estrutura quimica das principais antocianinas encontradas na natureza. Fonte:
Malacrida e Motta (2006).

Antocianidinas livres sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo comumente

glicosiladas com agucares que estabilizam a molécula (Francis, 2000). A glicosilacdo pode

ocorrer em vdarias posi¢des, sendo observada com maior frequéncia na posicio 3. O

segundo acticar quando presente na molécula encontra-se na posi¢dao 5, porém podem

ocorrer glicosilagdes nas posi¢cdes 7, 3°, 4’ e 5° (Brouillard e Dubois, 1977). Glicose,

raminose, xilose, galactose, arabinose e frutose sdo os agicares mais comumente ligados as

antocianidinas, ocorrendo como monoglicosidios, diglicosidios e triglicosidios glicosilados

diretamente na aglicona. Os glicosideos presentes nas moléculas de antocianinas aumentam

sua solubilidade e estabilidade quando comparadas com as antocianidinas (Francis, 1989;

He e Giusti, 2010).
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Muitas vezes, os acucares das antocianinas sdo acilados pelos acidos p-cumarico,
ferdlico, caféico, p-hidroxibenzdico, sindpico, maldnico, acético, succinico, oxdlico e
malico (Francis, 1989; He e Giusti, 2010). Os substituintes acila encontram-se usualmente
ligados a hidroxila do agticar na posicdo 3 e com menor frequéncia nas posicdes 4 e 6. A
metoxilagio ¢ mais frequente nas posicdes 3’ e 5° ¢ menos comum na 5 e na 7. E
importante salientar que antocianina natural nunca apresenta as hidroxilas das posi¢des 5, 7
e 4’ substituidas a0 mesmo tempo. Um dos grupos hidroxila deve permanecer livre numa
dessas posi¢Oes para a formacdo da estrutura quinoidal, responsavel pela cor (Brouillard e
Dubois, 1977)

As antocianinas compde a Unica subclasse dos flavonoides que sofrem
transformacdes estruturais reversiveis em solu¢do com a mudanga de pH do meio (Figura
3.5). O pH exerce profunda influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua
estabilidade. As antocianinas sd3o mais estdveis em solucOes dcidas do que em neutras e
alcalinas (Jackman et al., 1987). Em soluc¢do aquosa, segundo Brouillard e Dubois (1977),
podem existir quatro formas estruturais de antocianinas em equilibrio (Figura 3.5): o cdtion
flavilico (AH"), a base quinoidal (A), a pseudobase ou carbinol (B) € a chalcona (C). Em
condi¢cOes 4cidas (pH inferior a 3), a antocianina existe primariamente na forma de cétio
flavilico (AH") de cor vermelha. Elevando-se o pH ocorre a rdpida perda do préton para
produzir as formas quinoidais (A), azuis ou violetas. Em paralelo ocorre a hidratagdo do
cétion flavilico (AH"), gerando a pseudobase incolor ou carbinol (B) que atinge o equilibrio
lentamente com a chalcona incolor (C). As quantidades relativas de cdtion (AH"), formas
quinoidais (A), pseudobase (B) e chalcona (C) na condi¢ao de equilibrio variam conforme o
pH e a estrutura da antocianina (Jackman et al., 1987; Routray e Orsat, 2011).

As antocianinas sdo rapidamente destruidas pelo aquecimento durante o
processamento e estocagem de alimentos. Muitos estudos demonstraram relacio
logaritmica entre a destrui¢do das antocianinas e o aumento aritmético da temperatura.
Processos utilizando baixo tempo em alta temperatura t€ém sido recomendados para melhor
retengdo dos pigmentos (Patras et al., 2010).

O mecanismo da degradacdo térmica das antocianinas ainda ndo foi completamente
elucidado. Adams e Ongley (1973) mostrou que para valores de pH entre 2,0 e 4,0, o

aquecimento das antocianinas provoca primeiramente a hidrdlise da ligagao glicosidica
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com posterior formagdo da chalcona. Além disso, existem evidéncias de que a hidrdlise
glicosidica das antocianinas seja a principal causa da perda de cor, uma vez que a

velocidade da liberag@o do actcar € proporcional a velocidade da perda da cor vermelha.

Ry R

OH ,J\ OH

- s r’
HO O i
H'Dxml,/xj,o' = -:,-"-““‘xHE _H | = '(BWHE
NNF 'O-gly — N %D-gly
O-gly O-gly
Cation flavilico: laranja ou
Base quinoidal: azul (pH = 7) vermelho (pH = 1)
+Ho0 | | -Ht
Y H1
H L__OH
i HO D - T
; OH -4
Ogly O O-gly

Pseudobase carbinol:

Chal i l H=4.5 ;
Rlcanac incalor g ) incolor (pH = 4.5)

Figura 3. 5 — Transformacdes estruturais de antocianinas em meio aquoso em fun¢éo do pH. Fonte:
Adaptado de Jackman et al. (1987).

Outros fatores, além do pH e da temperatura, que podem comprometer a estabilidade
das antocianinas incluem , oxigénio, enzimas, luz, acilacdo, copigmentacdo e fons
metalicos o que dificulta sua aplicagdo como corante alimenticio (Francis, 1989; Malacrida
e Motta, 2006).

De forma geral, em amoras-pretas, o conteido de antocianinas totais monoméricas é
da ordem de 70 — 200 mg de cianidina-3-glicosideo/100 g de fruta fresca, sendo que esse

numero pode variar de acordo com a cultivar e fatores ambientais. Dentre as antocianinas
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identificadas em amora-preta, incluem-se a cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-
arabinosideo, cianidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo,
cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-malonoil—glicosideo, cianidina-
dioxaloil-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e malvidina-acetilglicosideo. Em termos
quantitativos, 80% do total das antocianinas sdo na forma de cianidina-3-glicosideo
(Serraino et al., 2003; Seeram et al., 2006; Jacques e Zambiazi, 2011; Kaume, Howard e
Devareddy, 2011).

A amora-preta e outras frutas apresentam antocianinas monomeéricas, responsaveis
pela pigmentacdo de cor vermelha, e poliméricas, que apresentam a coloracdo marrom. O
contetido de antocianinas poliméricas € menor em frutas e vegetais frescos (em torno de 10
%); em alimentos provenientes destes produtos, esse teor ¢ maior (30 %). Este aumento,
devido &s condi¢des de processamento e armazenamento, pode acabar afetando as
propriedades funcionais destes produtos, como atividade antioxidante, aroma, sabor e
coloragdo, tornando-a menos intensa e mais escurecida. As reagdes responsaveis por essas
transformacdes incluem, frequentemente, a condensacdo direta entre antocianinas e
flavondis e a polimerizacao das proprias antocianinas (Malacrida e Motta, 2005).

Apesar de largamente disseminadas na natureza, sdo poucas as fontes comercialmente
utilizaveis para se extrair antocianinas e outros compostos que possuam poder colorante ou
caracteristicas bioativas. Entre essas, pode-se citar os residuos gerados nos processamentos
de frutas vermelhas. Isso evidencia a importancia da reutilizacdo do bagaco dessas frutas

para o fim de extra¢do de fitoquimicos (Malacrida e Motta, 2006).

3.3 BAGACO

Vérios subprodutos do processamento de alimentos, como cascas e bagaco,
representam uma fonte abundante de compostos bioativos, incluindo os compostos
fendlicos (Balasundram, Sundram e Samman, 2006; Ignat, Volf e Popa, 2011). A
concentracdo destes compostos vai depender do processo de fabricacido e da variedade do
fruto. Inumeros fatores como cultivar, condi¢des de cultivo, tempo de contato do residuo
com o produto, temperatura de processo e a presenca de sementes, afetam a transferéncia de
fendlicos e outros compostos bioativos para o produto principal, o que ird determinar a
quantidade disponivel de componentes fendlicos no bagaco (Moure et al., 2001).
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Em alguns casos estes subprodutos sdo reutilizados para adubacdo de solo ou na
complementacido de racdo animal, mas a maior parte € desperdicada, sendo dessa forma
desviada para aterros. Devido a European Landfill Directive, a industria de alimentos &
forcada a reduzir a percentagem de residuos e subprodutos destinados a aterros até 2020
(Abdille et al., 2005; Kosseva, 2009; Wijngaard, Ballay e Brunton, 2012). Dessa forma,
pesquisas referentes ao desenvolvimeto de novas tecnologias de extracdo ou otimizacao das
mesmas sao de grande interesse para esse tipo de industria, jA que ¢ uma maneira de
conseguir tal reducdo.

A amora-preta, bem como outras pequenas frutas vermelhas (mirtilo, framboesa,
morango e cereja), tem sido utilizada pela industria, tanto in natura como processado, para
a fabricacdo de sucos e derivados (geleias, iogurtes, sorvetes). Entretanto, estes
processamentos geram em torno de 20 % de residuo sélido (bagaco) que é composto
basicamente de cascas e sementes e € rico em compostos fendlicos (em destaque os
compostos antocianicos). Como relatado em vérias pesquisas, o teor de polifenois presente
no bagaco (principalmente na casca) proveniente de sucos e derivados € da ordem de 68 %
do conteudo total de compostos fenolicos presentes no fruto (Pertuzatti, 2009; Khanal,
Howard e Prior, 2010; Souza et al., 2010; Zen, 2010; Kechinski, 2011). Isto se deve a agao
fitoprotetora destes compostos, protegendo os frutos contra fitopatogenos e outras fontes de
estresse como ferimentos, radiacdo solar intensa e baixas temperaturas, resultando em uma
maior atividade antioxidante da casca destes frutos (Fachinello, 2008; Pertuzatti, 2009).

ApOs o processamento, hd dividas quanto a manutencdo dos fitoquimicos
encontrados nas frutas in natura. Sabe-se que ocorre uma perda de compostos bioativos nos
processos de fabricacdo em relagdo aos valores encontrados inicialmente, e esta perda
continua durante o armazenamento através do tempo, mas, mesmo assim, o residuo
produzido ainda € considerado uma boa fonte de fitoquimicos antioxidantes (Mota, 2006).

Nas cascas de vdarios frutos foram encontrados maiores quantidades de compostos
fendlicos que nas partes carnudas comestiveis. Por exemplo, as cascas das magas, tomates,
uvas, romas, pé€ssegos e péras encontraram-se o dobro da quantidade de fendlicos totais do
que na polpa (Balasundram, Sundram e Samman, 2006).

O crescente interesse na extracdo de antocianinas do bagaco das frutas vermelhas

surgiu devido a suas inumeras propriedades que beneficiam a saide (reducdo do estresse
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oxidativo, propriedade de eliminar radicais livres, auxiliando na redu¢ao do risco de cancer
e doencas, bem como a regulacdio do colesterol). Além disso, extratos contendo
antocianinas tém potencial como corantes naturais € a ser utilizado na produgdo de
medicamentos (Fachinello, 2008).

De acordo com Vatai, Skerget e Knez (2009), do ponto de vista econdmico, as
melhores fontes para obten¢do de compostos fendlicos para comercializagdo sdao os
residuos industriais de materiais vegetais com alta disponibilidade desses compostos.

Compostos bioativos vém sendo extraidos a partir de bagaco de uva, jabuticaba,
batata, macas, mirtilo, dentre outros vegetais, usando uma combinac¢do de solventes como
acidos, dgua, metanol, acetona e cloroférmio, alguns dos quais sdo toxicos, caros e
perigosos para o ambiente e para a saide humana. Além disso, compostos fitoquimicos
extraidos deve ser submetidos a desintoxica¢do antes da incorporacdo em produtos
alimentares por filtragem e concentracio dos extratos por evaporacdo sob vacuo
(Fachinello, 2008). No entanto, métodos cldssicos de extragdo consomem muito solventes e
tempo e podem promover a degradacdo dos compostos de interesse durante o processo de
extracao.

A utilizacdo da técnica de extracao de liquido pressurizado (PLE) € uma alternativa
atraente, porque permite a extracdo rapida e reduz o consumo de solvente. A PLE tem sido
utilizada com sucesso para a extracdo de compostos fitoquimicos termoldbeis de vdarios

vegetais (Luthria, 2008; Monrad et al., 2010; Santos, Veggi e Meireles, 2012).

3.4 EXTRACAO

A extracdo é uma operacdo unitidria que tem por objetivo separar determinadas
substancias a partir de suas matrizes, s6lidas, semi-solidas ou liquidas, através de processos
quimicos, fisicos ou mecénicos.

O processo de extracdo possui vdrias aplicacdes na drea de engenharia quimica, de
alimentos e farmacéutica. E utilizada na remogdo de contaminantes ou compostos
indesejdveis em alimentos e amostras bioldgicas como colesterol, alcaloides, pesticidas,
metais, toxinas naturais e compostos policlorados, e na recuperagdo de fitoquimicos de

interesse também em alimentos e/ou matrizes organicos como polifenois, compostos
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farmacologicamente ativos, Oleos essenciais, corantes, esteroides e aromatizantes
(Carabias-Martinez et al., 2005).

A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de produtos naturais
influencia diretamente sua qualidade e sua composi¢ao final. O procedimento de extragao é
determinado pela familia de compostos a ser extraida e se o objetivo € quantitativo ou
qualitativo. O rendimento e a composicdo dos extratos dependem tanto do solvente
utilizado como do método aplicado, que pode ser baseado em mecanismos quimicos
diferentes, pois a solubilidade de substincias se d4 em funcdo de uma afinidade quimica
existente entre as espécies do sistema, funcdo de sua polaridade, ou seja, diferentes
substancias serdo extraidas de acordo com seu grau de polaridade e do solvente utilizado.
Quando o objetivo € obter corantes ou produtos antioxidantes para a industria de alimentos,
as extracdes geralmente sdo realizadas utilizando dgua, 4dlcoois ou uma mistura deles, como
€ o caso dos flavonoides por serem compostos polares. Na maioria dos casos, a temperatura
de extracdo e a natureza do solvente determinam o poder de dissolu¢do do soluto (Oliveira,
2010).

A extracdo de compostos de fontes naturais € realizada por técnicas tradicionais
como: extracdo em aparelho Soxhlet, maceracdo, sonicagdo e extracio solido-liquido. No
entanto, estas técnicas sdo ineficientes, devido aos baixos rendimentos de extragao,
requerem longo tempo de extragdo, e podem consumir grandes quantidades de amostras e
solventes organicos, dos quais os ultimos sdo muitas vezes dispendiosos de se adquirir,
além do seu impacto negativo sob 0 meio ambiente e serem nocivos a saude humana. Uma
das principais desvantagens dos métodos tradicionais de extragdo estd no fato de, muitas
vezes, 0s extratos obtidos necessitarem de subsequente concentragdo e purificacio antes da
andlise e do consumo. Além disso, ao se considerar a extracdo de compostos bioativos que
sdo sensiveis, termoldbeis e que sdo encontrados em baixas concentragdes, as técnicas de
extracdo tradicionais ndo seriam a opcdo mais adequada. Na tentativa de superar estas
limitacdes, nos dltimos anos diversas outras técnicas de extracdo tém sido desenvolvidas.
Entre elas, a extracdo assistida por microondas (MAE), extracdo com fluido supercritico
(SFE) e a extracdo com liquido pressurizado (PLE), as quais estdo recentemente em estudo
intensivo, uma vez que estdo sendo relatadas inimeras vantagens sobre 0s processos

tradicionais, tais como boa eficiéncia, utilizagdo de solventes ndo poluentes e seguros e
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flexibilidade no processo devido a seletividade do solvente (Camel, 2001; Ramos,
Kristenson e Brinkman, 2002; Carabias-Martinez et al., 2005; Mustafa e Turner, 2011;
Wijngaard et al., 2012).

3.4.1 Métodos Classicos de Extracao

3.4.1.1 Extracdo Soxhlet

A extragdo Soxhlet foi originalmente desenvolvida para determinacao de gordura em
leite. E, hoje, um dos métodos mais utilizados em escala laboratorial para extracio de
matrizes s6lidas. De fato, por quase um século essa técnica foi o modelo a ser seguido e
permanece como a referéncia com a qual novos métodos sdo comparados (Castro e Garcia-
Ayuso, 1998).

Esse processo de extragdo é um método continuo, considerado um caso particular da
lixiviagdo em que a matéria-prima € extraida através do solvente aquecido em refluxo
continuo. A forma do equipamento (Figura 3.6) faz com que o solvente presente em um
baldo, aquecido até o seu ponto de ebulicdo, ascenda na forma de vapor até um
condensador e desga liquefeito até o extrator onde entra em contato com a amostra. O
solvente permanece em contato com a amostra até que atinja um determinado nivel, no qual
um sifao faz com que o solvente retorne para o baldo, ja com o extrato. Esse procedimento
se repete até completa extracdo da matéria-prima. O solvente extrai o material organico
retido na amostra a temperatura proxima a ambiente, mas o material extraido permanece em
contato com o solvente em ebuli¢do durante todo o procedimento o que pode provocar
transformacdes quimicas nos componentes extraidos (Castro e Garcia-Ayuso, 1998; Castro
e Priego-Capote, 2010).

O processo, em geral, produz altos rendimentos por fazer com que o solvente em
contato com a amostra seja sempre renovado (ja que o extrato permanece no baldo). Ainda
que seja um método muito utilizado na extragdo de compostos organicos, ele apresenta
restricdes ligadas a baixa seletividade e ao elevado tempo de extragdo, que pode variar de 1
a 72 horas. Prolongados tempos de extracdo aumentam a chance de oxidag¢do dos fendlicos

(Castro e Priego-Capote, 2010).
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Figura 3. 6 — Extrator Soxhlet.

Ainda assim, a extragdo Soxhlet é bastante utilizada em laboratério para comparagao
com outros métodos de extracao devido a vantagens como renovacao do solvente durante o
processo, 0 que aumenta a eficiéncia da extracdo; dispensa filtracdo, o que simplifica o
tempo de manuseio do extrato apds a extracdo e os riscos de perda e/ou contaminagdo do
extrato, além de apresentar boa reprodutibilidade (Castro e Garcia-Ayuso, 1998; Castro e

Priego-Capote, 2010).

3.4.1.2 Extracdo por Maceragcdo

E a operacdo na qual a extracdo da matéria-prima vegetal é realizada em recipiente
fechado, em temperatura ambiente, durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob
agitacdo ocasional e com ou sem renovagdo do liquido extrator. Pela sua natureza, nio
conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja devido a saturacdo do liquido
extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior
da célula (Melecchi, 2005).

E um processo ndo seletivo, e que é influenciado por fatores que dependem da
matéria-prima (sua natureza, tamanho de particula, grau de umidade e quantidade em peso),

e do solvente (sua seletividade e quantidade em volume). A velocidade com que se obtém
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o equilibrio € funcdo do tamanho de particula e do grau de inchamento das células, bem
como da viscosidade e da polaridade do solvente (Melecchi, 2005).

Este processo fica restrito quando se trabalha com substancias ativas pouco soluiveis,
plantas com elevado indice de intumescimento e possiveis proliferacdes microbianas.
Apesar dos inconvenientes apresentados, ainda € uma das técnicas extrativas mais usuais

devido a simplicidade e custos reduzidos (Melecchi, 2005).

3.4.2 Extracao com Liquido Pressurizado (PLE)

A extracdo com liquido pressurizado (PLE - pressurized liquid extraction) ¢ uma
técnica que envolve a extragdo com solventes liquidos em temperaturas acima do seu ponto
de ebuli¢do e abaixo do seu ponto critico, sob altas pressoes, visando aumentar a efici€éncia
e a rapidez do processo quando comparado com as técnicas realizadas proximas a
temperatura ambiente e pressdo atmosférica (Camel, 2001; Pronyk e Mazza, 2009). Todos
os solventes podem, potencialmente, ser usados na PLE, exceto quando eles atingem seu
ponto de auto-igni¢ao.

ExtracOes realizadas em temperaturas elevadas podem ser vantajosas devido a
alteracdes na transferéncia de massa e no equilibrio da superficie. Temperaturas elevadas
de extracdo fazem aumentar a taxa de transferéncia de massa e taxas de extracdo, ja que
geralmente implicam em: 1) um aumento da capacidade dos solventes solubilizarem os
solutos, i1) um aumento da taxa de difusdo, iil)) uma maior ruptura das ligacdes entre os
analitos e a matriz e consequente melhora na aceleracdo da cinética de dessorcdo, iv) uma
diminui¢do da viscosidade do solvente e v) diminui¢do da tensao superficial do solvente,
fazendo com que haja maior penetracio do solvente nos poros da matriz (Ramos,
Kristenson e Brinkman, 2002; Pronyk e Mazza, 2009; Wijngaard et al., 2012).

A elevada pressao aplicada, geralmente variando de 4 a 20 MPa, garante que o
solvente se mantenha no estado liquido na temperatura de processo (Ramos, Kristenson e
Brinkman, 2002). Esta € a principal razdo para a utiliza¢do de pressdo alta. De acordo com
o relato de alguns autores, os efeitos da pressdo parecem contribuir muito pouco, chegando
a ser insignificantes, nas propriedades do solvete, e, portanto, os pesquisadores geralmente
aplicam uma pressdo constante nos experimentos que empregam a técnica PLE. A baixa
contribuicao da pressdo se deve ao fato do fluido empregado na técnica PLE ser um liquido,
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e na maioria dos casos substancias neste estado de agregacdo sdo incompressiveis (Ramos,
Kristenson e Brinkman, 2002; Mustafa e Turner, 2011). De facto, em elevadas temperaturas
e pressoes, o solvente pode ser considerado como estando em um estado subcritico (Camel,
2001). A Figura 3.7 apresenta um diagrama de fases da &dgua pura, em funcdo da
temperatura e pressdo, mostrando a regido do estado subcritico. A drea hachurada (Figura
3.7) indica a regido preferida para se realizar a extracdo com &4gua no estado liquido
subcritico (King e Grabiel, 2007; Wijngaard et al., 2012)

A PLE geralmente requer menos tempo (tempo de extracdo varia entre 5 a 30
minutos) € menor consumo de solventes que as técnicas convencionais (Mendiola et al.,
2007). Esta € a razdo pela qual a PLE pode ser de interesse comercial, como um método de
extracdo alternativa para a obtencdo de compostos bioativos a partir de subprodutos.

A fim de recuperar compostos naturais de résiduos oriundos da industria de
alimentos, tal como do bagago da amora-preta, solventes GRAS - Generally Recognized as

Safe - (como etanol e dgua) sdo os mais recomendados para serem utilizados na extracdo.

Fluido
supercritico
218
E Liquido
3z subcritico
7
e solid | "
1= oHco // Ponto critico
&'3 1 da dgua
0,006 PE
PT Vapor

0.99 100 374

Temperatura (° C)

Figura 3. 7 — Diagrama de fase da dgua pura. PT e PE representam o ponto triplo e o ponto de
ebulicdo da 4dgua pura, respectivamente. Fonte: Adaptado de King e Grabiel (2007).
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A técnica PLE € também conhecida como extracdo com fluido pressurizado (PFE),
extracdo com solvente subcritico (Kosseva), extracdo acelerada com solvente (ASE),
extracdo com solvente quente pressurizado (PHSE) e extracdo com solvente a alta pressdao
(HPSE). Quando 100% de 4gua (solvente ambientalmente amigédvel) € utilizada como
solvente, a PLE ¢é geralmente denotada pelos seguintes termos: extracdo com 4gua
subcritica (SWE), extracdo com dgua quente pressurizada (PHWE), extracdo com édgua
pressurizada a baixa polaridade, extracdo com dgua superaquecida e ainda pode ser
encontrado na literatura extracdo com dgua liquida quente ou extracdo com &dgua a alta
temperatura (Carabias-Martinez et al., 2005; Pronyk e Mazza, 2009; Mustafa e Turner,
2011).

Como a SWE € um caso particular da PLE, a unidade de ambos os sistemas € similar
(Figura 3.8). Um sistema bdsico de extracao utilizando liquido pressurizado consiste de um
reservatorio para conter o solvente, uma bomba, uma valvula de bloqueio, uma célula de
extracdo, uma vdalvula reguladora de pressdo e um frasco para a coleta dos extratos. A
célula extratora geralmente é construida dentro de um forno de temperatura controlada. Em
varias unidades adiciona-se uma bobina antes do extrator para o pré-aquecimento do
solvente e um sistema de resfriamento apds o mesmo para que o extrato atinja a
temperatura ambiente (Camel, 2001; Ramos, Kristenson e Brinkman, 2002; Khuwijitjaru et
al., 2004; Garcia-Marino et al., 2006; Lamoolphak et al., 2006; Wiboonsirikul e Adachi,
2008; Pronyk e Mazza, 2009). Depois de encher a célula de extracdo com a amostra e
colocéd-la no forno, o experimento inicia-se com o bombeamento do solvente, na vazao
selecionada. A extracdo propriamente dita apenas comeg¢a quando o sistema atinge a
temperatura e a pressdo selecionadas para os experiementos de PLE (Ramos, Kristenson e
Brinkman, 2002). Além disso, antes do tratamento com solvente subcritico, o pré-
tratamento das amostras pode ser necessdrio, como, por exemplo, secagem ao ar ou
liofilizacdo. Em seguida, a amostra seca deve ser moida para se obter um tamanho menor e
mais homogéneo. O pré-tratamento da amostra facilita o transporte de soluto para a
superficie das particulas (Wiboonsirikul e Adachi, 2008). Entretanto, a extragdo de
amostras umidas utilizando a dgua como solvente de extracdo geralmente permite a

eliminagdo da etapa de secagem ou liofilizacdo, o que faz minimizar o pré-tratamento das
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mesmas, evidenciando assim mais uma vantagem de se utilizar esta técnica frente a outros

métodos de extragdo.
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Figura 3. 8 — Diagrama esquemdtico de uma unidade extratora tipica utilizando solvente
pressurizado. Fonte: Adaptado de Garcia-Marino et al. (2006).

Segundo Lou, Janssen e Cramers (1997), o mecanismo de extragdo de substancias
bioativas a partir de produtos agricolas utilizando dgua subcritica envolve, principalmente,
quatro etapas consecutivas: absor¢do do solvente, a dessorcdo/solvatacdo, a difusdo e a
dissolu¢do (Figura 3.9). Primeiramente, a matriz vegetal absorve o solvente subcritico,
inchando a estrutura das células, as membranas celulares e os canais intercelulares sao
dilatados, fazendo com que a resisténcia a transferéncia de massa diminua. Em paralelo a
isto, ocorre a dissolucdo/dessorcao dos compostos do extrato que podem ser extraidos pelo
solvente. Em seguida, tem-se a transferéncia por difusdo dos compostos solubilizados de
dentro do solido até a sua superficie. Os compostos solubilizados atingem a superficie
externa e finalmente sdo transportados da superficie para o seio do solvente subcritico e
sdo, subsequentemente, removidos com o solvente.

Para poder caracterizar e compreender melhor o processo de extracdo de compostos a
partir de matrizes orgénicas, tais como do bagaco da amora-preta, é preciso compreender 0s
mecanismos fenomenoldgicos presentes no processo. Desta forma o estudo da cinética de

extracdo (curvas globais de extracdo) possibilita a aquisi¢do destes conhecimentos.
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Figura 3. 9 — Representagio das etapas do mecanismo de extracéo.

3.4.3 Cinética de Extracao — Curvas Globais de Extracio (OEC)

Para o dimensionamento industrial de uma unidade de extracdo com liquido
pressurizado, € necessdrio o conhecimento dos parametros cinéticos do processo. A andlise
de um processo de extracdo utilizando este tipo de fluido pode ser feita considerando a
curva global de extragdo.

A curva global de extrag@o, também conhecida como overall extraction curve (OEC),
€ construida através da quantificacdo da massa de extrato ou rendimento global, em fun¢do
do tempo ou da quantidade de solvente consumido (Brunner, 1994). O rendimento global é
a quantidade total de material que pode ser extraido de uma matriz em determinada
condi¢do de temperatura e pressdo, expresso como a razao entre a massa de extrato e a
massa de matéria-prima (Vasconcellos, 2007). De acordo com a literatura as OEC’s podem

ser descritas por trés etapas, ilustradas na Figura 3.10.
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Figura 3. 10 — Curva da cinética de extracdo do processo de extracdo com suas etapas: taxa de
extracdo constante (CER); taxa de extracdo decrescente (FER); periodo difusional (DC). Fonte:
Adaptado de Martinez (2005).

a) Etapa de taxa de extracdo constante (CER — constant extraction rate):
caracterizado pela extracdo do soluto de acesso fécil que recobre a superficie externa das
particulas ou daqueles liberados pelo rompimento das paredes celulares no pré-tratamento
(moagem, por exemplo). A transferéncia de massa por convec¢do (escoamento do solvente)
predomina. Esta etapa € caracterizada pelos parametros cinéticos: taxa de transferéncia de
massa (Mcgr), duragdo do periodo CER (tcgr), rendimento durante o periodo CER (Rcgr) €
razao massica de soluto na fase fluida na saida do extrator (Y cgr);

b) Etapa de taxa de extracao decrescente (FER — falling extraction rate): periodo em
que a camada de extrato facilmente acessivel na superficie das particulas estd se esgotando,
uma vez que nem todas as particulas encontram-se revestidas pelo soluto ou a quantidade
de células rompidas ndo € mais uniforme. A taxa de transferéncia de massa decresce
rapidamente como resultado da diminuicdo da 4rea efetiva de transferéncia de massa e
passa a ser significativo o processo de transferéncia de massa por difusdo. Nessa fase de
transicdo, a resisténcia a transferéncia de massa encontra-se concomitantemente na fase

sOlida e na fase liquida e tanto a convec¢do quanto a difusdao sd@o importantes na extragao;
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¢) Etapa difusional (DC — diffusion controlled): periodo caracterizado pela retirada do
extrato através do mecanismo de difusdo. Nesta etapa ndo hd soluto na superficie da
particula sélida.

De acordo com Brunner (1994), a forma da OEC depende dos parametros de processo
e dos fendmenos que ocorrem no leito fixo durante a extra¢do. Devido a influéncia de
vérios fatores no resultado dessa curva, seu uso para comparagdo de extracdes de diferentes
materiais e de diferentes equipamentos é limitado, mas as informagdes que ela pode
fornecer sdo uteis para comparar uma série de experimentos com 0 mesmo substrato € o

mesmo equipamento.

3.4.4 Aplicacoes dos Extratos de Frutas Vermelhas

Existe uma grande demanda de pesquisa para desenvolver corantes alimenticios a
partir de fontes naturais, para diminuir (ou eliminar), gradativamente, a dependéncia do uso
de corantes alimenticios sintéticos no processamento de alimentos. As antocianinas sao
estudadas em todo o mundo como agentes de coloracdo em alimentos, pois elas sdo as
responsaveis pelos tons de vermelho e azul de muitas frutas e vegetais, e
consequentemente, provém a cor atrativa de muitos sucos, vinhos, geleias e conservas. O
consumo de antocianinas como corantes alimenticios traz beneficios para a saide humana,
associados a ingestdo destas substincias (Francis, 1989).

Existem aproximadamente 400 antocianinas diferentes catalogadas. Contudo, € como
corante natural que as antocianinas encontram sua maior aplicagdo podendo atuar como
agentes colorificos em produtos alimenticios, cosméticos, farmacos, tecidos, tintas, dentre
outros. Também, apds sua purificagcdo, estas podem ser apresentadas na forma medicinal
(cdpsulas, comprimidos, pd,...) e vendidos como nutracéuticos. Além disso, os
antioxidantes naturais (antocianinas e outros polifendis) a partir de fontes residuais podem
ser usados para aumentar a vida de prateleira de alimentos, prevenindo a peroxidacdo de
lipideos e proteger contra danos oxidativos. O aumento da estabilidade a oxidacdo de 6leos
vegetais € importante para a pratica industrial, € muitos ensaios antioxidantes sdo baseados

nesta capacidade para retardar ou inibir a rancificacdo (Francis, 1989).
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A cor desempenha um papel importantissimo na percep¢ao da qualidade indicando as
nossas expectativas, susceptibilidades e preferéncias por produtos podendo ser utilizada
para inspecdo de qualidade, auxiliar no marketing e satisfazer consumidores. A cor dos
produtos industrializados pode ser o resultado da presenca de pigmentos naturais na matriz
utilizada; devido a coloragao formada durante o processamento ou armazenamento; ou
ainda devido a adi¢ao de corantes naturais ou sintéticos. Corantes ou aditivos de cor sdo os
termos associados a todos os agentes colorificos soliveis ou solubilizados (tintas ou
pigmentos), bem como os pigmentos insoliveis, empregados para dar cor a um material. A
principal funcdo da adi¢do de corantes em produtos alimenticios é proporcionar a melhoria
na aparéncia dos mesmos, deixando-os mais parecidos aos produtos naturais € mais
agraddveis, portanto, aos olhos do consumidor, que, desta forma, € estimulado a consumir o
produto, j4 que a aparéncia tem um papel importantissimo na aceitacdo desses produtos
(Cavalcanti, 2013).

Portanto, as antocianinas representam uma importante alternativa como corantes,
principalmente, corantes vermelhos os quais sdo os corantes naturais mais dificeis de

encontrar na natureza em sua forma estavel (Cavalcanti, 2013).

34



Materiais e Métodos

4. MATERIAIS E METODOS

A maior parte deste trabalho foi desenvolvida no LAPEA (Laboratério de Alta
Press@ao em Engenharia de Alimentos — DEA/FEA/UNICAMP). A Figura 4.1 apresenta o

diagrama de fluxo das atividades realizadas, sendo estas detalhadas nas secdes a seguir.

. -Composigdo centesimal
MP: Bagaco da Caracterizagdo -FT, AM, AA - Macerac3o
amora-preta da Mp -pH e S5

h 4

. PLE
Extragdo [ Procedimentos 5| Planejamento Escolha da
Soxhlet A de extracao x4 (Te condicdo
Solvente) otima
Caracterizacao Estudo da cinética de
— <

dos extratos extragao em diferentes
vazbes e comparacio
com os métodos

convencionais

- Composicao (UPLC-MS) - apenas FLE
- Rendimento (Xp)
- FT, AM, AA

Figura 4. 1 — Diagrama de fluxo das atividades experimentais desenvolvidas neste trabalho.

4.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados na realizagcdo do experimento foram: éter de petroleo
(Quemis®, Brasil, Lote 36128), alcool metilico P.A. (Exodo Cientifica, Brasil, Lote:
AMOI113RA), Folin-Ciocauteau (Dinémica®, Brasil, Lote: 57938), 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila - DPPH (Sigma—Aldrich®, USA, Lote: STBC1252V), alcool etilico P.A.
(Exodo Cientifica, Brasil, Lote: AE5761RA), 2,2’-azinobis(3-etil-benzotiazolina)-6-
sulfonico - ABTS (Sigma-Aldrich®, USA, Lote:040M1142), 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromono-2-acido carboxilico - Trolox (Sigma—Aldrich®, USA, Lote:18396AK),
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acido cloridrico (Synth®, Brasil, Lote: 46094), acido citrico P.A. (Synth®, Brasil, Lote:
44173), carbonato de sddio P.A. (Synth®, Brasil,Lote: 31894), hidréxido de sédio P.A.
(Synth®, Brasil, Lote:156238), 4cido galico monoidratado (Sigma—Aldrich®, China, Lote:
MKBG2262V) e persulfato de potéssio (Sigma—Aldrich®, Brasil, Lote: MKBG58688V).
Nos experimentos foram empregados dgua destilada e reagentes quimicos de grau analitico

ou cromatografico.

4.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados durante a conducdo dos experimentos foram: estufa
convencional (FANEM®, Mod. 320-SE, Brasil), mufla (QUIMIS®, Mod.318.D21, Brasil),
refratdmetro (Mod.RL3, Polonal), pHmétro de bancada (QUIMIS®, Mod.Q400AS, Brasil),
bomba HPLC (LabAlliance, USA), balanca analitica (Bel engineering, USA), balanca
(CAHN, Mod.C-35, USA), manta de aquecimento elétrica (Fisalom, Mod.52, Brasil),
freezer doméstico (Consul, Mod.CRB36, Brasil), banho termostatico (Marconi®, Mod.MA -
1846, Brasil), evaporador rotativo (Tecnal®, Mod.TE-211,Brasil), bomba a vacuo (Tecnal®,
Mod. TE-058, Brasil), cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC® acoplado
a um espectrometro de massas (UPLC-QToF-MS) (Synapt G2, Waters Corp., Milford, MA,
USA), cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC-DAD) Elite LaChrom (VWR
Hitachi, Toéquio, Japdo) e espectrofotometro (Hach, Mod.DR/4000, USA), pipetas

automaticas e vidrarias diversas.

4.3 MATERIA-PRIMA

4.3.1 Origem

O residuo (Figura 4.2) do processamento da polpa da amora-preta, da variedade
Caingangue, foi cedido pela empresa Sitio do Bello, que se localiza no interior do
municipio de Paraibuna-SP. Imediatamente apds o recebimento, as amostras foram
identificadas e armazenadas em freezer doméstico em temperatura de -18 °C, até realizacao

dos experimentos.
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Figura 4. 2 — Residuo da polpa da amora-preta.

Nao houve nenhum preparo e tratamento da matéria-prima antes da sua utilizacdo, ja
que a extracdo de amostras Umidas realizada por fluidos no estado de agregacdo liquido,
como a dgua, permite a eliminacdo da etapa de secagem ou liofilizacdo. Essa é uma das
vantagens de se empregar a PLE ao invés de outras técnicas de extracdo (Wiboonsirikul e
Adachi, 2008). Além disso, aparentemente, a amostra se encontrava homogénea por isso
ndo foi feito, por exemplo, o processo de moagem.

As matérias-primas foram adquiridas em grande quantidade (20 kg) para evitar

variacOes referentes a lotes diferentes.

4.3.2 Caracterizacao Quimica

A matéria-prima in natura foi caracterizada através das andlises de composicao
centesimal, so6lidos soldveis totais (SS), pH, quantificacdo do teor de antocianinas
monoméricas totais (AM), do teor de compostos fendlicos totais (FT) e pela andlise da
atividade antioxidante total (AA), de acordo com as metodologias apresentadas a seguir.
Vale ressaltar que as estas ultimas andlises (AM, FT e AA) e de SS foram realizadas a
partir do extrato obtido pelo método cldssico de extragdo por maceracdo. Este método €
sugerido por vdrios autores (Rodriguez-Saona e Wrolstad, 2001; Ghosh e Konishi, 2007;
Vizzotto e Pereira, 2011; Bondre et al., 2012) para fazer a quantificacdo dos fitoquimicos

presentes em frutas vermelhas.
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4.3.2.1 Anadlise da Composicdo Centesimal, SS e pH

Todas as andlises referentes a composicao centesimal, sélidos soliveis totais (SS) e
pH do residuo da amora-preta foram realizadas em triplicatas (resultados expressos pela
média dos valores em % =+ desvio padrdao) e de acordo com as metodologias descritas no
Manual de Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005) (Lutz, 2005) para umidade,
cinzas, gordura total, pH e SS , e de acordo com AOAC (1997) para proteinas.

A determinacdo de proteinas foi realizada no Laboratério de Andlise de Alimentos
(DCA/FEA/UNICAMP) e as outras no LAPEA/DEA/UNICAMP.

A Tabela 4.1 apresenta as andlises e, de forma sucinta, os métodos utilizados.

Tabela 4. 1 — Andlises e métodos utilizados na caracteriza¢do quimica do residuo de amora-preta.

Analises Métodos

Gravimetria em estufa convencional (FANEM®, Mod. 320-

Umidade SE, Brasil) a 105 °C até peso constante.

Gravimetria, mediante incineracdo da amostra em mufla
Cinzas (QUIMIS®, Mod.318.D21, Brasil) a 550 °C até obtencdo de
cinzas claras.

Extracdo direta em aparelho de Soxhlet utilizando éter de

Gordura total .
petréleo como solvente.

Método de micro-Kjeldahl, empregando 6,25 como fator de

Proteinas - . S ) ;
correcdo de nitrogénio/proteina para vegetais.
. Diferenca entre a massa inicial da amostra (100g) e o total da
Carboidratos J . . .
massa de proteinas, de lipidios, de cinzas e umidade.
Foi analisado realizando a leitura em refratdbmetro de Abbé
SS (Mod.RL3, Polonal), a temperatura ambiente, expressos em °

Brix.

Processo eletrométrico empregando  potencidOmetro
pH (QUIMIS®, Mod.Q400AS, Brasil) que permite a
determinacao direta do pH (pHmetro).
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A extragdo por maceracdo do bagaco da amora-preta foi realizada em triplicata, de
acordo com a metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001). Esse processo
envolveu a imersdao do material vegetal em levemente acidificado (0,01 % v/v HCI).

Primeiramente foi preparada a solucdo de metanol acidificada. Depois, pesou-se
aproximadamente 12,0 g do residuo em balanca analitica (Bel Engineering, USA). O
residuo foi transferido para um cadinho de porcelana, onde em seguida adicionou-se 60 mL
de metanol acidificado e, manualmente, comecgou-se a macerar o material a cada 2 horas
com o auxilio de um pistilo. Quando visualmente se percebia que a solu¢do metandlica
estava com uma cor caracteristica da matéria-prima (avermelhada), entdo esté era filtrada
em filtro de porosidade @ 17,0 e coletada num frasco Ambar de volume adequado para
conter todo o extrato. Este procedimento (desde a adi¢do de 60 mL de metanol acidificado)
foi repetido 5 vezes, pois foi quando se observou a obten¢do de um extrato levemente
colorido. O filtrado foi transferido para um baldo de fundo redondo que foi acoplado em um
rota-evaporador (Tecnal®, Mod.TE-211,Brasil) sob vacuo (Tecnal®, Mod.TE-058, Brasil)
em banho termostatico a 40 °C (Marconi®, Mod.MA-1846, Brasil), onde o metanol foi
evaporado. Por fim, o extrato aquoso remanescente da rota-evaporagdo foi diluido com
agua destilada acidificada (0,01 % v/v HCl) até um volume conhecido (200 mL). Os
extratos foram posteriormente identificados e armazenados em congelador a -18°C, até a

realizacdo das andlises FT, AM e AA.

4.3.2.2 Teor de Fendolicos Totais (FT)

A determinagdo do contetdo total de fendlicos presentes nos extratos do bagaco da
amora-preta foi realizada pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito
por Singleton e Rossi (1965), com algumas adequagdes para extratos vegetais sugeridas por
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999). O principio do método baseia-se em uma
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico (reagente Folin-Ciocalteau), que
sofre reducdo quando reage com compostos fendlicos ou outras substancias redutoras, na
presenca do catalisador cobre 1I, com formacdo de complexos de coloragdo azul que

absorvem fortemente entre 750 € 765 nm.
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Acido galico foi usado como padrio e uma solu¢io metandlica de concentragio 1,0
mg/mL foi diluida com metanol para se obter concentracdes adequadas (0,01 — 0,08
mg/mL) para a constru¢cdo de uma curva padrio. A reacdo de oxi-reducdo foi realizada em
tubos de ensaio, sendo transferidos para estes 0,5 mL de extrato da amostra (devidamente
diluidos com metanol) ou das soluc¢des padrdes de dcido gélico, as quais em seguida foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluicdo 1:10 com &4gua destilada).
Depois de 5 minutos foram adicionados 2,0 mL de solu¢@o aquosa de carbonato de sddio
7,5 %. Os tubos foram agitados manualmente (30 segundos) e deixados em repouso ao
abrigo da luz e em temperatura ambiente por 2 horas para que ocorresse a reacdo. A
absorbancia de cada uma das solug¢des foi medida no comprimento de onda (1) de 760 nm
em um espectrofotdmetro UV-vis (Hach, Mod.DR/4000, USA). Todos os ensaios foram
realizados em duplicata e os resultados expressos em mg equivalentes de dcido gélico (mg

EAG)/g de residuo fresco (RF).

4.3.2.3 Teor de Antocianinas Monomeéricas Totais (AM)

A determinagdo do conteddo de antocianinas monoméricas totais (AM) dos extratos
foi efetuada em duplicata pelo método de pH diferencial, conforme descrito por Giusti e
Wrolstad (2001).

Para a realizacdo desse método, foi necessdrio preparar duas solugdes tampao: cloreto
de potassio pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sédio pH 4,5 (0,40 M). O ajuste do pH das
solugdes foi realizado através da adi¢do de acido cloridrico e a medi¢ao do pH foi realizada
utilizando pHmetro (QUIMIS®, Mod.Q400AS, Brasil). As solucdes-tampdes depois de
preparadas foram identificadas e armazenadas em geladeira doméstica na temperatura em
torno de 8 °C. Para serem utilizadas, as amostras foram retiradas da geladeira um tempo
antes, para assim chegarem a temperatura ambiente.

Os extratos da amora-preta foram apropriadamente diluidos nestas duas solucgdes
tampdo de forma que as suas leituras, realizadas no espectrofotometro UV-vis (Hach,
Mod.DR/4000, USA) nos comprimentos de onda de 510 e 700 nm, estivessem inferiores a
1,000. As medidas de absorbancia foram feitas apds 25 minutos depois de terem feito as

diluicdes. A concentragdo de pigmentos no extrato foi calculado considerando a
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absortividade molar (¢) de 26900 L/cm.mol, massa molecular de 449,2 g/mol, que
correspondem a cianidina-3-glicosideo, principal antocianina presente na amora-preta
(Siriwoharn et al., 2004), e os resultados expressos como mg equivalente de cianidina-

3-glicosideo (EC3G)/g de residuo fresco (RF), utilizando a Equacdo 4.1

ex1

AM (mg/L> — Ax MM x FD x 1000 Eq (41)

Onde:

AM = Antocianinas monoméricas totais;

A = (AbS510 1m — AbS700 nm)pH 1,0 — (A510 nm— A700 nm JpH 4,5
MM = massa molecular;

FD = fator de diluicao;

€ = absortividade molar

1 = fator de correcdo de caminho 6ptico de 1 cm.
4.3.2.4 Atividade Antioxidante Total (AA)

A atividade antioxidante total dos extratos foi determinada pelos métodos DPPH e

ABTS, descritos a seguir.

e Meétodo DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila)

A determinacdo da atividade antioxidante total pelo método DPPH foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Rufino et al. (2007b), com algumas adaptacdes. Este
método se baseia em um ensaio fotométrico onde o radical livre DPPH™ (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila), que apresenta coloracdo roxa intensa em solucdo alcodlica, se reduz em
presenca de moléculas antioxidantes, formando o 2,2 difenil-1-picrilhidrazil, que ¢&

amarelado.
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Para a quantificacdo da capacidade antioxidante das amostras foi necessario preparar
uma curva padrdo de trolox, com o objetivo de representar o percentual de inibi¢do (PI %)
da amostra frente a concentragdo da curva padrao.

Inicialmente uma solucdo de DPPH 60 uM foi preparada dissolvendo 2,4 mg de
radical DPPH’ (Sigma-Aldrich®, USA, Lote: STBC1252V), previamente pesado em
balanca analitica (CAHN, Mod.C-35, USA), em 4dlcool metilico em um baldo volumétrico
de 100 mL. Posteriormente, uma solu¢do padriao de trolox 2000 uM foi preparada
dissolvendo 25,0 mg de reagente Trolox em dlcool etilico em um baldo volumétrico de 50
mL. Ambas as solucdes, depois de preparadas, foram homogeneizadas e transferidas para
frascos de vidro ambar para evitar a degradacdo pela luz. As solu¢gdes eram preparadas e
usadas apenas no dia da andlise. A partir da solucao padrao de trolox (2000 uM), preparou-
se, em baldes volumétricos de 10 mL, solu¢cdes com as seguintes concentragdes: 50, 100,
200, 400, 600, 800, 1000 e 1200 uM.

Em ambiente escuro, transferiu-se para tubos de ensaio aliquotas de 0,1 mL de cada
solucdo trolox diluida, que foi misturada a 3,9 mL da solu¢cdo de DPPH (60 uM). Utilizou-
se 0,1 mL de dlcool etilico como solucdo controle em substituicdo as solugdes de trolox.
Utilizou-se alcool metilico puro, como branco, para calibrar o espectrofotdometro. Os tubos
foram agitados manualmente (30 segundos) e deixados em repouso, ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente, por 30 minutos para que ocorresse a reacdo de oxi-redugdo.
Imediatamente apos os 30 minutos fez-se a leitura em espectrofotometro UV-vis (Hach,
Mod.DR/4000, USA) no comprimento de onda de 515 nm. A curva padrao de trolox foi
obtida a partir de medidas de absorbancia em triplicata e apresentada através do gréfico de
PI (%) versus concentracdo de trolox (uM), construido por regressao linear. O percentual

de inibic¢do de oxidacdo (% PI) foi determinado pela Equagao 4.2.

PJ (%) =100 x (Abscontrole _Absamostra) Eq. 42

Abscontrole

Onde:
ADS conirole € @ absorbéncia inicial da solug¢dao metandlica de DPPH;

ADS jnosira € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra);
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Para a quantificagdo da capacidade antioxidante dos extratos do residuo, estes foram
inicialmente diluidos em etanol. A partir do extrato diluido, o restante do procedimento foi
seguido conforme descrito no pardgrafo anterior, verificando que o valor obtido da PI (%)
permanecesse dentro da faixa de PI (%) da curva padrao.

A quantificacdo da capacidade antioxidante das amostras foi expressa como pumol
equivalente de Trolox (ET) / g de residuo fresco (RF) através da utilizagdo de uma curva
padrao de trolox. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, e a capacidade
antioxidante foi apresentada por meio da média + desvio padrdo. A utilizagdo do ET visa
facilitar a comparacdo entre as atividades antioxidantes obtidas pelos métodos DPPH e

ABTS.

o  Método ABTS (2,2’-azinobis(3-etil-benzotiazolina)-6-sulfonico)

A capacidade antioxidante total dos extratos do bagaco da amora-preta frente ao
radical livre ABTS+e foi avaliada de acordo com Rufino et al. (2007a), com algumas
modificagdes. Assim como o DPPHe, o ABTS+e apresenta excelente estabilidade em
determinadas condicdes de andlise. Porém, estes radicais apresentam algumas diferencas
importantes. O radical DPPH* ja vem pronto para o uso e € soliivel em solventes organicos,
enquanto o ABTS+e precisa ser gerado antes por reagdes quimicas (como o persulfato de
potdssio) ou enzimdticas, e € solivel tanto em &4gua como em solventes organicos,
permitindo a andlise tanto de amostras hidrofilicas como lipofilicas. Dessa forma, o cétion
ABTS+e foi produzido reagindo 5 mL de solu¢do aquosa de ABTS (7 mM) e 88 uL de
solugdo de persulfato de potassio (140 mM). A mistura, que se apresentou com cor
esverdeada, foi armazenada em frasco escuro e em temperatura ambiente por 16 horas e s6
depois foi diluida com etanol para obter absorbancia de 0,700 £ 0,050 a 734 nm. Em
ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 pL do extrato do bagaco diluido em
etanol ou do antioxidante padrdo Trolox para tubos de ensaio onde foi misturado com 3 mL
da solucdo resultante do radical ABTS. Ap6s 6 minutos de reacdo, as leituras a 734 nm
foram realizadas em espectrofotometro UV-vis (Hach, Mod.DR/4000, USA). A curva

padrdo foi linear entre 100-2000 pM de Trolox. Os resultados foram expressos como pumol
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equivalente de Trolox (ET)/g de residuo fresco (RF). Todos os ensaios foram realizados em

duplicata

4.4 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO

4.2.1 Unidade de Extraciao

As extragdes com liquido pressurizado foram realizadas com o equipamento
esquematicamente, ilustrado na Figura 4.2. O equipamento é composto por: uma bomba de
HPLC (LabAlliance, USA), que opera com vazdes na faixa de 0,01 — 10,0 mL/min; duas
valvulas de bloqueio (VB), responsaveis por controlar a entrada ou a passagem de fluido;
um mandmetro; uma véalvula micrométrica (VM), que se trata de uma valvula de regulagem
de fluxo, mas que foi usada para o controle € manuten¢do da pressdo atrds da regulagem da
vazdo do solvente; um indicador e controlador de temperatura (CT); uma célula de extragao
de aco-inox de 100 mL contendo filtro metdlico na saida da célula; uma ‘“camisa” de
aquecimento elétrico, utilizada para revestir a célula de extracdo (CE) e, assim, manté-la na
temperatura de extracdo até que a pressdo requerida fosse atingida; e um recipiente de
coleta. Todas as ligacdes dentro do sistema sdo feitas de tubos de aco inoxidavel (1/16 "e

1/8"). A Figura 4.3 mostra a fotografia da unidade PLE utilizada.

L7l LT

A
mf 1

VB2 VM

VB1
B

Figura 4. 3 — Diagrama esquematico da unidade de extracdo com liquido pressurizado (PLE). R -
Recipiente (solvente); B - Bomba de solvente; M - Mandmetro; VB1 - Vdlvula de bloqueio 1; CE -
Célula de extracdo revestida com manta de aquecimento; VB2 - Vilvula de bloqueio 2; VM —
Vilvula micrométrica; T — Controlador e indicador de temperatura; VC — Vaso de coleta.

VC
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Figura 4. 4 — Unidade PLE. A - Bomba de HPLC; B - Valvula de bloqueio 1; C — Mandmetro; D -
Célula de extracdo, E — Camisa de aquecimento elétrico, F — Controlador e indicador de
temperatura; G — Valvula de bloqueio 2; H —Valvula micrométrica e I — Frasco de coleta.

4.2.2 Condicoes de Extraciao

Os ensaios de extracdo foram realizados empregando trés temperaturas (60, 80 e 100
°C), quatro diferentes solventes e mantendo constantes todas as outras varidveis do
processo, como pressdo, tempo de extragdo e a razdo (S/F) entre a massa do solvente (S)
usado no processo e a massa de matéria-prima (F). Dessa forma, foram testadas 12
diferentes condicdes de extragdo, apresentadas na Tabela 4.2, que foram realizadas
aleatoriamente e em duplicata. Os solventes utilizados foram: etanol puro (Et.), mistura de
etanol e dgua (50 % v/v) (Et.+Ag.), dgua destilada pura (Ag.) e dgua acidificada com pH
2,5 (Ag.pH 2,5). O pH foi mensurado utilizando um pHmetro e ajustado através da adicao
direta do padrao écido citrico (Synth®, Brasil, Lote: 44173).
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Tabela 4. 2 — Planejamento experimental dos ensaios de extracdo por PLE.

Experimentos Variavel: Solvente Variavel: T (°C)
1 Agua 60
2 Agua acidificada pH 2,5 60
3 Etanol 60
4 Etanol e Agua (50 % v/v) 60
5 Agua 80
6 Agua acidificada pH 2,5 80
7 Etanol 80
8 Etanol e Agua (50 % v/v) 80
9 Agua 100
10 Agua acidificada pH 2,5 100
11 Etanol 100
12 Etanol e Agua (50 % v/v) 100

Os valores de vazdo, pressdo, tempo de extracdo, massa de matéria-prima,
temperatura e pH utilizados para a realizac¢do do trabalho foram determinados com base nas
limitacdes de operacdo do equipamento e de acordo com os estudos realizados por
Carabias-Martinez et al. (2005), Wiboonsirikul e Adachi (2008), Wijngaard et al. (2012) e
King e Grabiel (2007). E importante ressaltar que a op¢do de manter a pressio fixa foi
baseada no fato em que fluidos no estado de agregacdo liquido sdo na sua grande maioria
substancias incompressiveis. Dessa maneira, os efeitos da pressdo sobre as suas
propriedades chegam a ser insignificantes. Por isso, pesquisadores geralmente aplicam uma
pressdao constante nos experimentos que empregam a técnica PLE (Ramos, Kristenson e
Brinkman, 2002; Mustafa e Turner, 2011). Os valores das condi¢cdes mantidas constantes
estdo apresentados na Tabela 4.3.

Para conseguir manter a mesma razao (S/F) em todos os ensaios, diferentes vazoes
foram empregadas para cada tipo de solvente, ja que estes possuem diferentes densidades.

Os valores foram:
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v 3,00 mL/minuto — para a dgua destilada pura e para a dgua acidificada pH 2,5;
v 3,80 mL/minuto — para o etanol puro;

v 3,35 mL/minuto — para a mistura de etanol e dgua (50 % v/v).
A escolha do tempo de extragdo e da razao (S/F = 18) foi realizada com base em testes de
extracdo feitos anteriormente na unidade PLE, utilizando a 4gua pura como solvente

extrator do bagaco da amora-preta.

Tabela 4. 3 — Parimetros operacionais adotados para os ensaios de extragdo por PLE.

Parametros

F (g residuo) 5

S/F (g solvente/g residuo) 18

Tempo de extragdo (min) 30

Pressdo de Extracdo (bar) 75,0+5,0

Temperaturas (° C) 60, 80 e 100

Vazoes (mL/min)* 3,00 (Ag. e Ag.pH 2.,5); 3,35 (Et.+Ag) e 3,80 (Et.)
Solventes Et., Et.+Ag., Ag. e Ag.pH 2,5

* Qs valores de densidades empregados para os cdlculos das vazdes foram: 1,000 g/mL (Ag. e Ag.pH 2,5),
0,789 g/mL (Et.) e 0,895 g/mL (Et.+Ag.).

4.2.3 Procedimento Operacional de Extracao

O procedimento operacional de extracdo com liquido pressurizado foi padronizado
para todas as condi¢des utilizadas:
a) Inicialmente a cada corrida, preparou-se o empacotamento do leito da célula de extracdo
(CE) de ago-inox de 100 mL (veja Secdo 4.2.3.1);
b) Logo depois, a CE contendo a matéria-prima era acoplada a camisa de aquecimento
desligada, e conectada as tubulacdes;
c¢) Verificou-se se a vdlvula de bloqueio (VB1) estava aberta e se a VB2 e a micrométrica

(VM) estavam fechadas;
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d) Ligou-se o0 mandmetro (M) e o controlador do sistema de aquecimento da célula de
extracdo, o qual era programado para operar na temperatura requerida do processo;

e) Esperou-se em torno de 25 minutos para que toda a célula de extracdo alcancasse a
temperatura de extragdo desejada;

f) Acionou-se a bomba de HPLC na vazdo desejada, para comegar o bombeamento do
solvente rumo a CE;

g) Quando a pressdo e a temperatura do sistema estavam estabilizadas (isso demorava em
torno de 15 minutos para cada ensaio), a VB2 foi aberta e logo em seguida a VM, que era
aberta vagarosamente para impedir que uma queda de pressdo brusca acontecesse no
sistema;

h) As primeiras 5 gotas de extrato eram descartadas (para poder eliminar o solvente residual
da extracdo feita anteriormente) e entdo comegava-se a cronometrar o tempo estipulado
para a extracdo (30 minutos);

i) Apés o tempo pré-estabelecido de extracdo, desligava-se a bomba HPLC, o CT e
fechava-se a VM;

J) O volume do extrato era aferido usando uma proveta de 100 mL;

k) Finalmente, o extrato contido no vaso de coleta (VC) tipo dmbar era recolhido,
identificado e armazenado em freezer doméstico em temperatura de -18°C, até a realizacdo
das anélises;

1) Para eliminar o extrato residual-solvente que ficava na célula extratora, a VM era
totalmente aberta e esperava-se até que se esgotasse a saida de fluido;

m) A CE era retirada do sistema para ser lavada, e com isso ficar preparada para que uma
nova extragao pudesse ser realizada.

n) Antes de comecar uma nova extracio, o solvente a ser empregado na nova corrida era
circulado pela tubulacdo que conectava a bomba 4 célula extratora. Fazia-se isso para

certificar a auséncia de residual-solvente na linha.

4.2.3.1 Preparo do Leito de Extracdo

O preparo do leito seguiu um procedimento padrdo para todas as extracdes com

liquido pressurizado. Com a extremidade inferior da célula de extracdo (CE - aco-inox de
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100 mL) fechada, depositou-se uma camada de 1a de vidro em sua base cilindrica, com o
objetivo de impedir a passagem de particulas que pudessem causar obstru¢c@o na tubulagao,
e logo depois certa quantidade de esferas de vidro. Em seguida cerca de 5,0 g de residuos
da amora-preta foram inseridos, sobre o qual mais certa quantidade de esferas de vidro foi
adicionada. O preparo do leito era finalizado fechando a extremidade superior da célula. A
Figura 4.4 apresenta o esquema do empacotamento do leito da célula de aco-inox de 100

mL.

Entrada

-

B

o1+ Esferas de vidro

31— Matriz vegetal

§— Célula de acoinox

| Esferas devidro

T—- L& de vidro
\—v Saida

Figura 4. 5 — Esquema do empacotamento do leito da célula de PLE de ago-inox de 100 mL.

4.5 EXTRACAO CONVENCIONAL: SOXHLET

Amostras do residuo da amora-preta foram submetidas a extracdo convencional
Soxhlet de acordo com a metodologia descrita no Manual de Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2005) (Lutz, 2005), empregando o metanol (Exodo Cientifica, Brasil, Lote:
AMOI113RA) e o etanol (Exodo Cientifica, Brasil, Lote: AE5761RA) como solventes de
extragdo, & temperatura em torno de 40 °C.

Conforme apresentado na Figura 4.5 (a) e (b), o sistema Soxhlet consistia de um

extrator que era acoplado, na extremidade inferior, a um baldo volumétrico de vidro com
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fundo redondo e capacidade para 250 mL, e na extremidade superior, a um condensador,

arrefecido com 4gua ambiente proveniente da propria canalizacdo do LAPEA.

Figura 4. 6 — Esquema representativo (a) e foto (b) do aparelho experimental utilizado na extracio
pela técnica Soxhlet.

No extrator foi colocado um cartucho de papel de filtro contendo cerca de 5 g de
residuo, enquanto no baldo foram adicionados 200 mL de solvente, que foi aquecido em
uma manta de aquecimento elétrica (Fisatom, Mod.52, Brasil). O vapor do solvente subia
até o condensador, onde se resfriava e condensava gotejando (aproximadamente 4 gotas por
segundo) sobre a matriz vegetal contida no extrator, solubilizando os compostos. O extrator
lentamente enchia com o solvente condensado até ser esvaziado por agdo de sifdo, sendo
entdo enviado de volta ao baldo e o processo de refluxo era repetido continuamente durante
5 horas de extracdo. Em cada ciclo, novos compostos eram dissolvidos no solvente que se
evapora novamente, deixando a substincia dissolvida no baldo. Terminada a extragdo,
mensurou-se 0 volume dos extratos obtidos com uma proveta de 250 mL. Logo em seguida
estes foram devidamente etiquetados e armazenados em freezer doméstico (Consul,
Mod.CRB36, Brasil) a -18 °C até a realizacdo das andlises. As extragdes foram realizadas

em triplicata e os resultados expressos como média + desvio padrao.
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Esta técnica de extracdo foi realizada com intuito de comparar os resultados de
rendimento global (Xy) e a qualidade dos extratos (FT, AM e AA) com aqueles encontrados

empregando a técnica PLE.

4.6 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL (X))

O percentual do rendimento global (Xy) dos extratos obtidos tanto pela técnica PLE
como pelas técnicas convencionais Soxhlet e Maceracdo (veja Secdo 4.3.2.2) foi calculado
relacionando a massa total de extrato (M,,a,) €m base seca e a massa de alimentacao do
residuo fresco (RF) da amora-preta (F), de acordo com a Equagao 4.3.

A M, yra10 foi determinada retirando 8,0 mL dos extratos liquidos e inserindo-os em
frascos anteriormente pesados em balanga analitica. Em seguida os frascos foram levados a
estufa convencional a 105 °C onde eram deixados até peso constante. Depois eram levados
para dissecadores para resfriarem e serem pesados novamente. Como se conhecia o volume
total de cada extrato, entdo por uma simples regra de trés determinou-se as massas de cada

extrato.

Xy = T2 5 100 Eq. 4.3

4.7 CARACTERIZA CAO QUIMICA DOS EXTRATOS

A caracterizacdo dos extratos liquidos do bagaco da amora-preta obtidos pelas
extragdes com liquido pressurizado e pelas extragdes a baixa pressdo (extracdo Soxhlet),
foram avaliadas em termos do teor de fendlicos totais (FT), do teor de antocianinas
monoméricas totais (AM) e da atividade antioxidante total (AA), seguindo as metodologias
descritas nas secoes 4.3.2.3, 4.3.2.4 e 4.3.2.5, respectivamente.

Além dessas andlises, foi feito a identificacdo e quantificagdo das antocianinas
majoritarias € minoritdrias existentes nos extratos obtidos pela técnica PLE, por meio da
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC — Ultra Performance Liquid
Chromatography) e da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC — High
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Performance Liquid Chromatography) de acordo com as metodologias apresentada a

seguir..

4.7.1 Identificacao das Antocianinas por UPLC-QToF-MS

Para a identificacdo das antocianinas foi utilizado o sistema de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC® acoplado a um espectrometro de massas quadrupolo
(UPLC-QToF-MS) (Synapt G2, Waters Corp., Milford, MA, USA) localizado nas
dependéncias do Departamento de Quimica Analitica da Universidade de Cadiz (Espanha).
O equipamento era composto pelos seguintes moédulos: sistema de bomba quaterndria
ACQUITY UPLC, detector de arranjo de diodos ACQUITY UPLC, injetor automético
ACQUITY UPLC, compartimento para a coluna e detector quadrupolo ACQUITY UPLC.
Para o controle do instrumento € o processamento dos dados foi utilizado o software
Empower™ (versdo 3.0, Waters). Extractos da PLE ndo concentrados foram passados
através de um filtro de 0,20 um de porosidade (Chromafil® Xtra, PA-20/25, Germany). Foi
utilizada a coluna analitica ACQUITY UPLC® BEH C18, 1.7 um, 2.1 x 100 mm (Waters,
Irlanda). A temperatura da coluna e do injetor automdtico foi mantida a 50 e 15 °C,
respectivamente. O volume de injecao dos extratos da PLE foi ajustado para 3,0 pL.

A eluicdo da fracao de antocianinas foi utilizada com fases moveis, dgua (solvente A)
e metanol (solvente B) sendo o primeiro contendo 2 % de acido férmico. O gradiente linear
aplicado foi: 0 min, 15 % B; 3,30 min, 20 % B; 3,86 min, 30 % B; 5,05 min, 40 % B; 5,35
min, 55 % B; 5,64 min, 60 % de B, 5,94 min, 95 % B; 7,50 min, 95 % B. O tempo de
execugdo total da corrida foi de 12 min, incluindo 4 min para o ré-equilibrio da coluna. A
vazdo de solvente foi de 0,4 mL/min. A determinacdo dos analitos foi realizada por meio
de uma fonte de electrospray (ES), operando no modo de ioniza¢do positivo nas condicdes
que se seguem: dessolvatacdo de fluxo de gds = 700 L/h, temperatura de dessolvatacdo =
500 ° C, fluxo de géas do cone = 10 L/h, temperatura da fonte = 150 ° C, voltagem do
capilar = 700, voltagem do cone = 30 V de tensdo cone e energia de colisdo = 20 eV. Modo
de varredura completa foi utilizada (m / z = 100 - 800). O efluente do sistema
cromatogrifico também passou pelo detector de arranjo de diodos (espectro UV-vis) onde

as antocianinas foram monitoradas de 200 a 600 nm.
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4.7.2 Separacao e Quantificacao das Antocianinas por HPLC-DAD

A quantificagdo de antocianinas foi realizadas num HPLC-DAD Elite LaChrom
(VWR Hitachi, Téquio, Japao) consistindo de um injetor automéatico de amostras (L-
2200U), um forno para coluna (L2300), uma bomba (L-2160) e um detector UV-Vis (L-
2420U). O forno de coluna foi ajustado a 50 °C para a cromatogréfica. O detector UV-Vis
foi fixado a 520 nm para as andlises. As antocianos foram analisadas numa coluna C18
Halo™ Hitachi LaChrom (100 x 3 mm de diametro, tamanho de particula 2,7 pm). Um
método de gradiente, usando dgua acidificada (4cido férmico a 5%, de solvente A) e
metanol (solvente B), trabalhando a uma vazdo de 1,0 mL/min, foi utilizado para a
separacdo cromatografica. O gradiente utilizado foi como se segue: 0 min, 15 % B; 1,50
min, 20 % B; 3,30 min, 30 % B; 4,80 min, 40 % B; 5,40 min, 55 % B; 5,90 min, 60 % B;
6,60 min, 95 % B; 9,30 min, 95 % B, 10 min, 15 % B.

Os picos das antocianinas individuais detectados nas corridas cromatograficas foram
identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo dos respectivos padroes do extrato
da amora-preta analisados usando UPLC-QToF-MS. A concentracio dos compostos
identificados foi calculada pelas curvas de calibracdo obtidas usando solu¢des dos padroes
puros. Foram preparadas curvas de calibragdo para cada padrao com concentracao variando
de 0 a 60 mg/L (ppm). Os resultados foram expressos como mg de antocianina/g de residuo
fresco (RF). Os resultados sdo apresentados como a média = desvio padrdo de trés

diferentes inje¢des.

48 ESTUDO CINETICO DE EXTRACAO COM LiQUIDO
PRESSURIZADO

Para os experimentos cinéticos foram adotados praticamente 0S mesmos
procedimentos operacionais (Segdes 4.2.3 € 4.2.3.1) da unidade de extracdo com liquido
pressurizado.

Por meio da avaliagdao dos valores de rendimento global e da qualidade dos extratos
(FT, AM e AA) foi selecionada a melhor condi¢cdo de processo (valores de Xy, e AM
elevados; e valores maximos para FT e AA (DPPH e ABTYS)), e nesta condi¢ao foi estudada

a cinética de extracdo em diferentes vazdes do solvente. As vazdes utilizadas foram: 1,67;
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3,35 e 6,70 mL/min. Estes valores foram selecionados com base nos limites de operacdo da
unidade. Uma vez selecionada a condi¢cdo 6tima, segundo os critérios pré-estabelecidos, os
experimentos cinéticos foram realizados em duplicata.

Para os estudos da cinética de extracdo foram construidas curvas globais de extra¢dao
(OEC), expressando rendimento global de extracdo acumulado X, (%) em funcdo do tempo
de extra¢do (min). Durante o processo de PLE, foram coletadas amostras de extratos em
frascos previamente pesados e em intervalos de tempos pré-determinados (0, 2, 4, 6, 8, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 80, 100 e 120 min). As amostras dos extratos foram levadas a
estufa convencional a 105 °C para evaporar o solvente, e depois de adquirirem peso
constante, foram pesadas em balanca analitica. Ao final, as OEC’s foram apresentadas em
grafico com a finalidade de estudar o efeito da vazdo sobre o processo de extracdo em

funcdo do rendimento global versus o tempo.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento (Xy), FT, AM e de AA obtidos para os diferentes
extratos de bagaco da amora-preta foram avaliados através de andlise de variancia
(ANOVA), ao nivel de 5 % de significancia (p-valor < 0,05), seguida pelo teste de Tukey
para comparagdo das médias, com o auxilio do software SAS versdo 9.2 for Windows (SAS
Institute, Cary, NC).

Todos os resultados obtidos pelas andlises de caracterizagdo quimicas, seja dos

extratos ou do residuo in natura, foram expressos pela sua média + desvio padrdo
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.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO RESIDUO

Os resultados da composicao centesimal, pH e dos teores de compostos bioativos

detectados no residuo da polpa da amora-preta encontram-se na Tabela 5.1.

Tabela 5. 1 — Composicio quimica do residuo da polpa da amora-preta (Rubus spp.) variedade
Caingangue.

Avaliacoes Valor médio + Desvio padrao
Umidade (%) 69,14 + 0,06
Proteinas (%) 9,83 +£0,15
Lipideos (%) 0,87 £0,01

Cinzas (%) 0.51 £0,01

Carboidratos (%) 19,66 + 0,10
pH 3,38 £0,01

SS (° Brix) 13,40 + 0,24

FT (mg EAG/g RF) 3,65 +0,18
AM (mg EC3G/g RF) 1,21 £0,02
DPPH (umoL ET/g RF) 28,64 + 1,69
ABTS (umoL ET/g RF) 45,70 + 1,06

O residuo apresentou elevado teor de umidade, caracteristica comum aos bagacos
gerados do processamento das diferentes pequenas frutas vermelhas (Boari Lima et al.,
2008; Santiago, 2010; Santos, 2011; Cavalcanti, 2013), o que dificulta a conservagdo dos
mesmos no estado in natura, sendo importante serem armazenados sob condi¢des de baixas
temperaturas ou entdo desidratados. Porem, a desidratacdo pode nao ser vidvel quando se
tem interesse em extrair compostos bioativos, j4 que muitos deles sdo instdveis frente a
elevadas temperaturas. Além disso, acredita-se que a 4gua presente na matéria-prima possa

apresentar um carater pré-extrativo dos compostos de interesse devido o seu alto indice de
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polaridade (9,0) e seu poder de intumescimento, facilitando assim o transporte de massa
durante o periodo de extracdo (Cavalcanti, 2013).

Os teores de proteina bruta, carboidratos e sélidos soliveis totais (° Brix) foram
relativamente elevados quando comparados com outros bagagos (Boari Lima et al., 2008;
Silva, 2012), com a fruta inteira de diferentes variedades (Hirsch et al., 2012) e com os
produtos resultantes da fruta inteira (Wang e Xu, 2007; Aradjo, 2009). O alto teor de
carboidratos ndo é referente somente as pequenas moléculas de actcares (como sacarose,
frutose, glicose, maltose), mas sim a soma destas com estruturas insoliveis mais
complexas, como a celulose, a hemicelulose e as ligninas, que constituem as fibras
alimentares. Dessa forma, isso faz da matéria-prima do presente trabalho um material
bastante fibroso, que € uma caracteristica marcante dos residuos oriundos das pequenas
frutas vermelhas (Antunes e Raseira, 2004).

Os demais parametros da composi¢do centesimal (cinzas e lipideos) e o valor de pH,
apresentaram-se semelhantes aos encontrados na literatura (Boari Lima et al., 2008; Silva,
2012; Cavalcanti, 2013). Segundo Antunes (2002) a amora-preta de diferentes cultivares
apresenta baixas quantidades de gordura (em torno de 0,8 e 0,15% respectivamente, em
base umida), seguindo o mesmo padrdo de outras pequenas frutas vermelhas, como
morango, mirtilo e framboesa. Diante disso, ja se esperava que o residuo contivesse um
baixo teor de lipideos. O pH dos materiais organicos de uma forma indireta estd
inteiramente interligado na cor da fruta e na capacidade de conservacdo da mesma. As
antocianinas monoméricas, pigmentos responsaveis pela coloracdo caracteristica da amora-
preta e do seu residuo, além de serem mais estdveis em solugdes dcidas, em pH em torno de
3,0 sua estrutura predominante é o cation-flavilico (AH+) (ver Secdo 3.2.1.1) que é o
contribuinte que dé a coloracdo vermelha da fruta e consequentemente a do residuo.

Os resultados da quantificagdo dos compostos bioativos obtidos da maceracdo do
bagaco foram bastante representativos. Os conteidos de FT e AM encontrados nos
diferentes trabalhos realizados com a amora-preta e com seus subprodutos estdo entre 1,93
a 4,86 mg equivalente de acido gélico/g de amostra, e 0,67 a 2,48 mg equivalente cianidina-
3-glucosideo/g de amostra, respectivamente (Siriwoharn et al., 2004; Jacques et al., 2010;
Vizzotto e Pereira, 2011). Como mostrado na Tabela 5.1, os resultados do presente trabalho

estdo dentro dessas faixas. Estas amplas faixas se devem as possiveis alteracdes na
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composi¢do das frutas de acordo com as condicdes climdticas, estdgio de maturidade,
cultivar, manejo com o material, armazenamento e forma de extragao.

Os teores de compostos fendlicos totais (FT) e de antocianinas monoméricas (AM)
foram semelhantes aos encontrados em outros trabalhos realizados com residuos e com a
fruta (Mota, 2006; Boari Lima et al., 2008; Ferreira, 2008; Aratjo, 2009; Kwiatkowski et
al., 2010; Silva, 2012), mas, na maioria, menores aos relatados em estudos feitos com
frutos inteiros da amora-preta (Siriwoharn et al., 2004; Chim, 2008; Vizzotto e Pereira,
2011) e com produtos derivados do processamento destes, como néctares, geleias e polpas
(Chim, 2008; Jacques et al., 2010). Isso ocorre porque 0s compostos bioativos sdo, na sua
maioria, sensiveis as etapas de processamento, sendo facilmente degradados quando
expostos a luz, aquecimento/resfriamento, oxigénio, enzimas e ions metélicos (Malacrida e
Motta, 2006).

Em relacao aos valores de atividade antioxidante (método DPPH e ABTS), de uma
forma geral ambos de enquadram dentro dos valores relatados por diferentes trabalhos
usando a amora-preta e seus subprodutos como matéria-prima. Normalmente para DPPH os
valores variam de 10,1 a 79,2 umoL ET/g amostra (Aratjo, 2009; Chim, 2008; Hirsch et
al., 2012; Vizzotto e Pereira, 2011), e para ABTS de 22,1 a 270,6 pmoL. ET/g amostra
(Ferreira, 2008; Aybastier et al., 2013), e como pode se ver (Tabela 5.1) os valores
encontrados no presente trabalho entio dentro destas faixas.

Diante tudo isso, pode-se dizer que a composi¢do quimica do residuo de amora-preta
indica que 0 mesmo constitui uma boa fonte de nutrientes para aplicagdo na industria

alimenticia, farmacéutica e quimica.

5.2 EXTRACAO COM LiQUIDOS PRESSURIZADOS

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os valores obtidos para teores de antocianinas
monoméricas totais (AM), polifendis extraiveis totais (FT), atividade antioxidante (AA -
método DPPH e ABTS) e rendimento global de extracdo (Xy) obtidos nas extragdes por
PLE do bagaco da amora-preta. Para facilitar a discussdo destes resultados (Tabela 5.2),
estes foram separados em subsecdes, que estdo apresentadas a seguir. Os resultados

observados expdem boas concentracoes dos compostos bioativos estudado.
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Tabela 5. 2 — Resultados obtidos da extracdo com liquido pressurizado a partir do bagaco da amora-preta.

Atividade Antioxidante’

Temp. (°C) Solvente X, FT’ AM* DPPH ABTS
60 Agua 3,56 +0,71 2,39 +0,21 0,88 +0,01 1425+0,74  21,26+0,74
60 Agua pH 2,5 12,10 + 0,49 1,93 £0,21 0,95 + 0,08 12,25 +0,21 31,14 + 6,35
60 Etanol 3,23 0,08 3,18 0,62 1,25 0,03 24,33 + 4,40 32,04 + 6,75
60 Etanol (50 %) 385 +0,37 5,23 +0,83 1,40 0,02 37,04 £2,80 4924 +332
80 Agua 4,16 + 1,47 3,78 + 0,03 0,79 + 0,08 33224008 36,46 +0,72
80 Agua pH 2,5 14,27 0,37 4,46 + 0,25 0,99 + 0,05 36,30 £0,78 43,97 +0,79
80 Etanol 4,23 +0,28 3,72 + 0,60 1,39 0,02 3140+4,38  31,48+5,18
80 Etanol (50 %) 5,19 + 0,08 5,51 0,80 1,08 +0,21 46,38 + 1,28 52,10 + 3,32
100 Agua 6,39 + 0,36 4,97 £0,51 0,65 + 0,10 42.85+545 4279 +6,70
100 Agua pH 2,5 14,99 + 0,05 5,34 £ 0,46 0,38 £ 0,04 40,40 £3,34 51,29 +12,94
100 Etanol 4,46 0,24 4,12 0,23 0,93 +0,03 36,61 £0,24 31,07 4,60
100 Etanol (50 %) 6,33 + 0,04 736 0,18 1,02 40,11 76,03 + 1,05 68,28 + 2,68

*Resultados expressos pela sua média + desvio padrao (DP).

“ Rendimento global de extragdo expresso em porcentagem (g extrato seco/g residuo fresco).

»Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalente de dcido galico (EAG) por grama de residuo fresco.

¢ Teor de antocianinas monoméricas totais expresso em equivalente de cianidina-3-glicosidio (EC3G) por grama de residuo fresco.
“ Atividade antioxidante expresso em pmoL de equivalente Trolox (ET) por grama de residuo fresco.
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Em Anexo (Secdo 9) estdo as curvas padrio de 4cido gilico (Figura A.9.1) e de
Trolox (Figuras A.9.2 e A.9.3), utilizadas para determinar as concentracdes dos fendlicos
totais (expressos em funcdo do teor de equivalente de dcido gélico por grama de residuo
fresco) e do potencial antioxidante de cada extrato (expressos em umoL equivalente trolox
por grama de residuo fresco). Os gréficos das Figuras A.9.2 e A.9.3 foram empregados para

determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, respectivamente.

5.2.1 Rendimento Global de Extracao (X,)

A Figura 5.1 apresenta a resposta do planejamento experimental realizado para os
rendimentos globais de extracao (Xy) dos extratos subcriticos. Verifica-se que os maiores Xy
foram de 12,10; 14,27 e 14,99 %, obtidos nas condi¢cOes em que se empregou a agua
acidificada pH 2,5 como solvente extrator nas temperaturas de 60, 80 e 100 °C,
respectivamente. Para as outras condi¢des, os rendimentos globais ficaram em torno do
valor médio de 4,60 %, sendo na sua maioria estatisticamente iguais (p < 0,05). Como
segundo melhor solvente extrator, analisando a Figura 5.4, pode-se dizer que foi a mistura
hidroetandlica. Nota-se que aqueles valores (12,10; 14,27 e 14,99 %) foram bastante
discrepantes do restante. Isso possivelmente ocorreu porque meios acidificados devem
contribuir para uma maior solubilizacdo de carboidratos (pectinas, gomas e hemiceluloses)
e proteinas, e como relatado na discussdo sobre caracterizagdo quimica do residuo (ver
Tabela 5.1), a matriz vegetal em estudo € altamente rica nestes compostos; ou também pode
ter promovido a hidrélise/degradacdao de alguns compostos, como fibras e acucares,
promovendo o aumento do rendimento global.

A Tabela A9.1 mostra a Andlise de Varidncia (ANOVA) dos resultados
experimentais para o rendimento global de extracdo (Xp). Nesta tabela € possivel observar
que os efeitos das varidveis independentes (temperatura e solvente) sdo estatisticamente
significativos (p < 0,05) durante o processo de extra¢do, entretanto, 0 mesmo nao ¢é

observado para o efeito da interagc@o (temperatura*solvente) (p = 0,1362).
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* Letras maiudsculas iguais indicam que ndo existe diferenca dos solventes dentro da mesma temperatura, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.

*% Letras minusculas iguais indicam que ndo existe diferenca das temperaturas para os mesmos solventes, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.

Figura 5. 1 — Rendimento de extracao global (X,) dos extratos obtidos com liquido pressurizado
expresso em porcentagem (g extrato seco/g de residuo fresco).

Observa-se na Figura 5.1 que, para todos os solventes em estudo, aumentando-se a
temperatura foi obtido um aumento no rendimento global de extracdo (Xp). Isso ocorre
devido ao fato do aumento da temperatura favorecer o rompimento das intera¢des, causadas
pelas forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e atragdes dipolo-dipolo, entre os
analitos e a matriz vegetal, diminuindo dessa forma a energia de ativac@o necessdria para a
dessor¢do dos mesmos. Além disso, elevadas temperaturas causam reducdo da viscosidade
e da tensdo superficial dos solventes, que contribui para uma melhor penetragdo do fluido
para o interior da matriz e uma dissolucdo mais rdpida dos solutos no fluido.
Subsequentemente, hd um aumento da taxa de transferéncia de massa, resultando no
aumentanto do rendimento de extracdo (Wiboonsirikul e Adachi, 2008; Mustafa e Turner,

2011; Wijngaard et al., 2012).
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Contudo, mesmo o rendimento global sendo maior nas condi¢des relatas
anteriormente (dgua acidificada pH 2,5 — em 60, 80 e 100 °C), observou-se que ndo houve
um aumento da qualidade (FT, AM e AA) dos extratos, o que era esperado, quando
comparado com a qualidade obtida nas outras condi¢des de extracdo. Com isso, verifica-se
que esse elevado rendimento se deve a extracdo de outros compostos, que ndo possuem
carater fendlico e antioxidante, pois nao foi nestas condi¢cdes em que se obtiveram maiores
concentracdes de FT e AM e maiores atividades antioxidantes (AA), como serd visto nas

proximas secoes.

5.2.2 Caracterizacao Quimica dos Extratos

5.2.2.1 Compostos Fendlicos Totais

Na Figura 5.2 estd apresentada a resposta do planejamento experimental realizado
para a varidvel dependente teor de compostos fendlicos totais (FT), expressa em mg
equivalente de acido galico (EAG)/g residuo fresco (RF). Verifica-se que as menores
concentracdes de polifendis foram de 2,08 e 2,54 mg EAG/g RF obtidas nas condi¢des de
extracdo utilizando 4gua acidificada pH 2,5 e 4gua como solventes na temperatura de 60 °C,
respectivamente (sendo que estas ndo possuem diferenca significativa, pelo teste Tukey, a 5
% de significancia), e as maiores concentragdes foram de 7,37 e 5,51 mg EAG/g RF, nas
condi¢cdes em que se empregou a mistura de etanol e dgua (50 % v/v) nas temperaturas de
80 e 100 °C (os valores também ndo possuem diferenca significativa). Valores semelhantes
e ou superiores a estes foram encontrados por outros autores utilizando residuo de
jabuticaba e macad como matéria-prima (Wijngaard e Brunton, 2009; Santos, Veggi e
Meireles, 2012)

A Tabela A.9.2 (do Anexo 9.1.2) mostra a Andlise de Variancia (ANOVA) dos
resultados experimentais de extracdo de FT do bagaco da amora-preta. Nesta tabela €
possivel observar que os efeitos das varidveis independentes (temperatura e solvente) sdo
estatisticamente significativos (p < 0,05) durante o processo de extracdo, bem com a

interacdo entre elas.
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Observa-se que, para todos os solventes empregados, aumentando-se a temperatura
tem-se um leve aumento nos teores de compostos fendlicos. Novamente, isso pode ocorrer
porque com a elevagdo da temperatura, hda um aumento na solubilidade dos fitoquimicos,
um maior rompimento das ligacdes dos solutos com a matriz vegetal, um aumento na taxa
de difusdo, na de transferéncia de massa e na taxa de extracdo e, além disso, uma redugao
da viscosidade e tensdo superficial do solvente, que contribuem para uma melhora no
contato solvente-soluto (Wiboonsirikul e Adachi, 2008; Mustafa e Turner, 2011).
Comportamento semelhante a este foi relatado por diversos estudos, mostrando que de 40
°C a 120 °C ha uma crescente extragdo de compostos fendlicos quando se utilizam
solventes no estado subcritico (Ju e Howard, 2003; Ju e Howard, 2005; Monrad et al.,
2010). De acordo com Wijngaard et al. (2012), a temperatura é relatada como sendo um
dos pardmetros de maior importancia para a extragdo de polifendis quando se emprega a
técnica PLE como procedimento de extragdo.

De maneira geral, os solventes que extrairam maior quantidade de compostos
fendlicos, em ordem decrescente, foram: mistura de etanol e dgua (50 % v/v) > 4gua
acidificada pH 2,5 > etanol puro > dgua pura. Apenas para a temperatura de 60 °C ndo se
observa essa ordem. Entdo se percebe que existe um sinergismo entre os fatores
temperatura e solvente, o qual contribui para uma melhora na extracdo de compostos
fendlicos. Isso comprova os resultados preditos pela ANOVA (Tabela A.9.2), que mostra
que a interacdo das vardveis independentes € significativa (p < 0,05).

Virios trabalhos, empregando a PLE, t€m mostrado maior efeciéncia na extracdo de
compostos fendlicos de bagacos quando se utiliza mistura de solventes, principalmente nas
proporcdes de 50 e 70 % de etanol aquoso (solvente hidroetanélico), do que na utilizacio
deles puros. Os resultados estdo de acordo com os de outros autores que sugerem que
solventes com alta polaridade, como a 4gua, e solventes com polaridades muito baixas, ou
apolares, nao sdo bons extratores (Vizzotto e Pereira, 2011). SegundoVizzotto e Pereira
(2011), os compostos fendlicos da amora-preta, bem como de outras pequenas frutas
vermelhas, apresentam caracteristicas moderadamente polares. Alguns relatos da literatura
j4 tém mostrado que a dgua pura (considerada o solvente universal) em combinacdo com
outros solventes organicos (principalmente o etanol e metanol) contribui para criar um meio

moderadamente polar, pois a adi¢do destes faz diminuir a sua polaridade, favorecendo a
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extracdo de polifendis. Além disso, um solvente pode melhorar a solubilidade do soluto
(etanol), enquanto que o outro solvente pode auxiliar na dessor¢do do soluto a partir da
matriz vegetal (dgua) (Mustafa e Turner, 2011). A utilizacdo de etanol reduz o ponto de
ebulicdo e afeta a polaridade do solvente. A concentracdo de etanol, portanto, tem um

grande efeito sobre o rendimento de extragcdo de polifendis (Wijngaard e Brunton, 2009).
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* Letras maidsculas iguais indicam que ndo existe diferenga dos solventes dentro da mesma temperatura, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.
*% Letras minusculas iguais indicam que ndo existe diferenca das temperaturas para os mesmos solventes, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.

Figura 5. 2 — Teor de compostos fendlicos (FT) dos extratos obtidos com liquido pressurizado
expresso em equivalentes de dcido gélico (EAG).

Muitos pesquisadores tém comprovado também que a acidificacdo (diminui¢do do
pH) do solvente extrator aumenta a eficiéncia da extracdo de compostos bioativos. Isso
pode ser verificado no presente trabalho, quando se compara os teores de fendlicos totais
obtidos com a 4gua pura com aqueles obtidos com dgua acidificada pH 2,5, apesar deles

ndo se diferirem significativamente ao nivel de 5 % de significancia (Figura 5.2). O 4cido
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nos solventes age rompendo as membranas celulares facilitando a liberac¢do e solubilizacio

dos compostos bioativos (Ju e Howard, 2003).

5.2.2.2 Antocianinas Monoméricas

A Figura 5.3 apresenta o teor de antocianinas monoméricas totais (AM) presentes nos
extratos obtidos por PLE nas condicdes operacionais estudadas. Nota-se que os melhores
rendimentos de antocianinas (faixa de 1,08 a 1,40 mg EC3G/g RF) foram encontrados nas
condi¢des em que se empregou a mistura hidroetandlica (50 % v/v) e etanol puro como
solventes extratores nas temperaturas de 60 e 80 °C. Resultados semelhantes a estes foram
encontrados em bagaco de jabuticaba por Santos, Veggi e Meireles (2012). Nota-se, ainda,
que os valores encontrados para aqueles dois solventes nas trés diferentes temperaturas, nao
foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Na Tabela A.9.3 mostra a Analise da Varidncia (ANOVA) dos resultados
experimentais de extracdo de antocianinas do bagaco da amora-preta. Nesta tabela €
possivel observar que os efeitos principais (temperatura e solvente) sdo estatisticamente
significativos (p < 0,05) durante o processo de extracdo, assim como o efeito da interacao
temperatura*solvente.

Pode-se observar na Figura 5.3 que, de uma maneira geral, o aumento da temperatura
causou uma leve diminui¢do nos teores de antocianinas, sendo que estas diminuicdes
foram, praticamente insignificantes estatisticamente, com excecao da dgua acidificada pH
2,5, que apresentou uma queda brusca do teor de antocianinas da temperatura de 60 e 80
para a de 100 ° C. Dai percebe-se que houve um sinergismo negativo da interagdo de
elevadas temperaturas com solventes acidificados, contribuindo para uma maior degradagao
dos pigmentos antocidnicos. O 4cido, empregado conjuntamente com elevadas
temperaturas, possivelmente resultou na hidrélise dos compostos acilados e dos residuos de
acucar, inativando a estrutura quimica das antocianinas (Ju e Howard, 2003; Ju e Howard,
2005; Monrad et al., 2010). A temperatura, por si s6, ¢ um dos fatores que mais afeta a
estabilidade das antocianinas. Existem vérios trabalhos mostrando que com o aumento da
temperatura tem-se a degradacdo das mesmas. Simpson (1985) sugere que a degradacdo

térmica das antocianinas pode ocorrer por meio de dois mecanismos: (1) pela hidrélise da
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ligacdo 3-glicosideo para formar a porcao aglicona que € instdvel (veja Figura 3.4 da Secao
3.2.1.1), e (2) pela abertura hidrolitica do anel heterociclico formando a chalcona, que ¢
uma estrutura incolor das antocianinas (veja Figura 3.5 da Secdo 3.2.1.1), que em elevadas
temperaturas se degrada a um composto insoldvel castanho de natureza polifendlica. E
interessante observar que os extratos obtidos no presente trabalho, nas temperaturas de 80 e

100 °C possuiram uma colora¢do marrom-avermelhada.
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* Letras maitdsculas iguais indicam que ndo existe diferenca dos solventes dentro da mesma temperatura, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.
** Letras minusculas iguais indicam que ndo existe diferenca das temperaturas para os mesmos solventes, ao
nivel de 5 % de significancia pelo teste Tukey.

Figura 5. 3 — Teor de antocianinas monoméricas (AM) dos extratos obtidos com liquido
pressurizado expresso em equivalentes de cianidina-3-glicosideo (EC3G).

Neste trabalho o teor de antocianinas monoméricas correspondeu, em média, a 27 %
do total de compostos fendlicos presentes nos extratos. O resultado confirma o observado
por (Siriwoharn et al., 2004), o qual trabalhou com trés cultivares diferentes de amora-
preta. Ele verificou em todos os casos que a cianidina-3-glicosideo foi o pigmento

predominante. Entretanto, em comparacdo com a maioria dos trabalhos, essa relagdo
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(AM/FT) € maior, chegando até 90 % (Ju e Howard, 2003; Ju e Howard, 2005; Howard e
Pandjaitan, 2008; Wijngaard e Brunton, 2009; Monrad et al., 2010). Mas nestes estudos os
pesquisadores ndo usaram os mesmos solventes, o residuo € oriundo de outra pequena fruta,
e a forma de extracdo, mesmo empregando a técnica PLE, é um pouco diferente, o que
pode explicar a diferenca dos resultados. Além disso, a discrepancia entre a perda de
antocinaninas e o aumento da recuperacdo de compostos fendlicos totais, em elevadas
temperaturas de extracdo, pode ser explicada pela maior extragdo de compostos
termicamente mais estdveis como as procianidinas e os dcidos fendlicos do residuo da
amora-preta. Garcia-Marino et al. (2006) mostrou em seu trabalho, realizado com o bagago
de uva, que a solubilidade dos dcidos fendlicos como o gélico, caféico, feltrico e cumarico

aumentam com o aumento da temperatura.

5.2.2.3 Atividade Antioxidante — Métodos DPPH e ABTS

Os resultados de atividade antioxidante (AA) reportados na literatura, quando se
aplica a técnica PLE, sdo bastante diversificados, variando ndo s6 com os métodos
utilizados para a sua determinacdo, como também com a forma em que sdo expressos.
Além desses, a diversificacdo também pode ser decorrente das condi¢cdes operacionais
empregadas, do solvente extrator, do tipo e da variedade da matéria-prima, bem como da
época de sua colheita e tipos de pré-tratamento aos quais a amostra foi submetida.

Observando a Figura 5.4 (a) e (b) é possivel verificar que ambos os métodos (DPPH e
ABTS), adotados para determinar a AA dos extratos obtidos por PLE, obtiveram os
mesmos perfis, sendo que os valores para o ABTS foram, de forma geral, ligeiramente
maiores que os obtidos pelo DPPH.

As Tabelas A.9.4 e A.9.5 mostram a Andlise da Varidncia (ANOVA) dos resultados
experimentais da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, respectivamente.
Nestas tabelas € possivel observar que os efeitos principais (temperatura e solvente) sao
estatisticamente significativos (p < 0,05) para ambos os métodos, entretanto, apenas para o
DPPH o efeito da interagdo temperatura*solvente € significativo.

Nota-se que as maiores atividades antioxidantes foram encontrados nos extratos

resultantes da extracdo do bagaco da amora-preta utilizando a mistura hidroetandlica (50 %
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v/v) nas temperaturas de 80 e 100 °C (52,1 e 68,3 umoL ET/g RF — método ABTS). Os
melhores teores de compostos fendlicos também foram verificados nestas condi¢cdes. Nota-
se ainda que, empregando a dgua acidificada pH 2,5 nestas mesmas temperaturas, tem-se
também altos valores de AA (51,3 e 44,0 umoL ET/g RF — método ABTS) , que ndo se
diferem estatisticamente (p < 0,05) dos anteriores.

Observa-se que para os quatro diferentes solventes, a atividade antioxidante aumenta
com a temperatura. O mesmo comportamento verificou-se em varios trabalhos empregando
subprodutos de frutas como matéria-prima de extracdo (Ju e Howard, 2003; Ju e Howard,
2005; Howard e Pandjaitan, 2008; Wijngaard e Brunton, 2009; Monrad et al., 2010). Como
jéa relatado em se¢des anteriores deste trabalho, o aumento da temperatura contribuiu para
aumentar o rendimento dos FT, mas o inverso aconteceu com a concentracdo de
antocianinas. Com isso pode-se perceber que outros compostos de natureza fendlica, que
ndo sejam as antocianinas, como as procianidinas e os dcidos fendlicos, sdo os principais
responsaveis pelo aumento da atividade antioxidante com o aumento da temperatura. Além
disso, outra explicacdo possivel para o resultado é a formagdo de produtos da reacdo de
Maillard (PRM) em altas temperaturas, que contém potencial capacidade antioxidante, tais
como carboximetilisina, hidroximetilfurfural, pentosidina, carboxietilisina, pirralina,
vesperlisina A, dimero de glioxal-lisina, dimero metilglioxal-lisina, glicosepana, e
presumivelmente aumentam a atividade antioxidante dos extratos obtidos em temperaturas
elevadas (80 a 140 °C). Yilmaz e Toledo (2005) demonstraram que misturas de
aminodacidos e agucares aquecidas em 100 °C por 10, 20 e 30 minutos formaram PRMs (as
melanoidinas) com alta capacidade antioxidante e coloragdo amarronzada, que se
assemelham aos resultados encontrados nos experimentos de extracdo deste trabalho. Os
presentes resultados também sdo consistentes com um prévio estudo realizado com
espinafre, em que se obteve aumento dos valores da AA dos extratos, com solventes
hidroetandlicos, em temperaturas de 50 até 190 °C. Os aumentos de AA foram
correlacionados com a inducdo do escurecimento das amostras (Howard e Pandjaitan,
2008). Wijngaard e Brunton (2009) encontraram a maxima AA em extratos do residuo de

maca contento 60 % de etanol, na temperatura de 60 °C.
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Figura 5. 4 — Atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos com liquido pressurizado expresso em umoL equivalente de Trolox (ET),
analisados pelo (a) método DPPH e (b) método ABTS
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53 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS
PRESENTES NOS RESIDUOS SUBCRITICOS DA AMORA-PRETA

Devido a limitada disponibilidade de padrdes de referéncia bem como a dificuldade
na simultinea identificagcdo de uma grande quantidade de compostos baseado apenas em
comportamentos cromatograficos e espectro UV, a identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos (antocianinas) dos extratos obtidos pela técnica PLE no presente
trabalho foi realizada mediante utilizacdo de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS).

Neste trabalho quatro antocianinas (cianidina-3-glicosideo (C3G), cianidina-3-
rutinosideo  (C3R), cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MG) e cianidina-3-dioxalil-
glicosideo (C3DG)) foram simultaneamente e tentativamente identificados nos extratos do
residuo da amora-preta obtidos via extragdo com liquido pressurizado. A identificag¢do foi
feita comparando os cromatogramas dos fons gerados com os relatados na literatura.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC - Ultra Performance Liquid
Chromatography) é uma importante ferramenta de detec¢do de analitos em nivel de
tracos e possibilita desenvolver andlises mais rdpidas e com maior eficiéncia de
separacdo quando comparada ao sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC
- High Performance Liquid Chromatography). Utilizando o sistema UPLC acoplado a um
espectrometro de massas, obteve-se a completa separacdo de quatro padrOes de
antocianinas dentro de 7,5 min. Em um sistema cromatografico do tipo HPLC, a separacdo
de antocianinas ocorre entre 40 e 60 min (Cavalcanti, 2013). Nas Figuras A.9.4, A.9.5,
A9.6 e A9.7 podem ser visualizados os cromatogramas dos fons das antocianinas

monitorados no UPLC-QToF-MS.

Tabela 5. 3 — Relacdo massa/carga (m/z) das antocianinas identificadas.

N° Composto Massa (m/z)
1 Cianidina-3-glicosideo 449
2 Cianidina-3-rutinosideo 595
3 Cianidina-3-malonil-glicosideo 535
4 Cianidina-3-dioxalil-glicosideo 593
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Como as antocianinas apresentam boa ionizacao do cétion flavilico (ver Figura 3.5 do
Item 3.2.1.1) no modo positivo ES+, este foi o modo utilizado para analisar estes
compostos. A Tabela 5.3 apresenta a relacio massa/carga (m/z) para cada antocianina
identificada. Foram identificadas como antocianinas majoritdrias a cianidina-3-glicosideo e
a cianidina-3-rutinosideo e como minoritdrias a cianidina-3-malonil-glicosidio e a
Cianidina-3-dioxalil-glicosideo. Tais resultados foram similares aos perfis antocianicos dos
extratos da amora-preta in natura e de seus derivados obtidos via métodos convencionais ja
reportados na literatura (Siriwoharn et al., 2004; Ferreira, Rosso e Mercadante, 2010;
Kaume, Howard e Devareddy, 2011).

A Tabela 5.4 mostra a concentracdo das respectivas antocianinas (cianidina-3-
glicosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-3-malonil-glicosideo e cianidina-3-dioxalil-
glicosideo) presentes em cada condi¢do realizada via procedimento PLE.

Em Anexo (Secdo 9.1.4) estdo as curvas padrdao de cada antocianina (Figura A.9.8,
A.9.9, A9.10 e A.9.11) utilizadas para determinar as concentracdes das mesmas, presentes
nos extratos subcriticos, expresso em fun¢do do teor da antocianina por grama de residuo
fresco.

Foi observado que o teor de antocianinas obtidas via HPLC-DAD foi bem inferior
quando comparado com os teores obtidos através das andlises espectrofotométricas. A
hipdtese para este comportamento € que a escolha dos padrdes avaliados nas andlises de
UPLC-QToF-MS baseou-se na composi¢do de antocianinas previamente reportadas na
amora-preta. Assim, compostos distintos as composi¢des ja reportadas, devido a processos
de copigmentagdo com agucares, dcidos organicos ou metais presentes na amostra, nao
podem ser detectados no HPLC-DAD devido a falta desses padrdes especificos; contudo, é
possivel que tais compostos estejam sendo detectados colorimetricamente no

espectrofotometro UV-vis (Cavalcanti, 2013).
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Tabela 5. 4 — Concentracido de compostos fendlicos antocidnicos dos extratos obtidos das 12 diferentes condi¢des por PLE.

Temp. (°C) Solvente C3G° C3R’ C3MG* C3DG! Total’
60 Agua 0,4239 +0,1586 0,0524 +£0,0126 0,0095 +0,0079 0,0162 +0,0116 0,5019 + 0,1906
60 AguapH2,5  0,7649 +0,2502 0,0702 +0,0301 0,0214 +0,0001 0,0299 +0,0050 0,8864 + 0,2853
60 Etanol 0,3160 +£0,0864 0,0221 +0,0040 0,0118 £0,0019 0,0150 +0,0032 0,3649 + 0,0954
60 Etanol (50 %)  0,4141 +£0,0284 0,0272 +0,0007 0,0152 +0,0007 0,0191 +0,0010 0,4755 % 0,0293
80 Agua 0,4949 +0,2507 0,0522 +0,0151 0,0125 +0,0091 0,0190 +0,0126 0,5786 + 0,2874
80 AguapH2,5  1,0565+0,3886 0,0954+0,0312 0,0219+0,0129 0,0371 +0,0180 1,2108 +0,4507
80 Etanol 0,2473 £0,0152  0,0182 +0,0001 0,0103 +£0,0003 0,0132 +0,0008 0,2891 +0,0165
80 Etanol (50 %)  0,3764 +0,0377 0,0266 +0,0018 0,0138 £0,0011 0,0174 +£0,0011 0,4341 +0,0418
100 Agua 0,3458 +0,2239 00,0420 £0,0176 0,0101 +0,0058 0,0162 +0,0092 0,4141 + 0,2566
100 AguapH2,5 02701 +0,0170 0,0338 +0,0015 0,0091 +0,0019 0,0159 +0,0010 0,3289 +0,0155
100 Etanol 0,1786 +£0,0097 0,0155 +0,0004 0,0081 +0,0004 0,0113 +0,0005 0,2135 +0,0110
100 Etanol (50 %)  0.3239 +0,0420 0.0255 +0,0005 0,0117 +0,0013 0,0164 +0,0011 0,3775 + 0,0449

*Resultados expressos pela sua média + desvio padrao (DP).
“ Teor de antocianina cianidina-3-glicosideo (C3G) expresso em mg de antocianina (C3G) por grama de residuo fresco.
’ Teor de antocianina cianidina-3-rutinosideo (C3R) expresso em mg de antocianina (C3R) por grama de residuo fresco.
¢ Teor de antocianina cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MG) expresso em mg de antocianina (C3MG) por grama de residuo fresco.
4 Teor de antocianina cianidina-3-dioxalil-glicosideo (C3DG) expresso em mg de antocianina (C3DG) por grama de residuo fresco.
“Teor de antocianinas totais expresso em termos da soma das antocianinas C3G , C3R, C3MG e C3DG por grama de residuo fresco.
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5.4 COMPARACAO DA MELHOR CONDICAO PLE COM OS METODOS
CONVENCIONAIS

Com base nos resultados e nos estudos feitos empregando a técnica PLE, a condi¢do
que se considerou como a melhor, entre todas as realizadas no presente trabalho, foi a que
se utilizou a mistura hidroetandlica (50 % v/v) como solvente de extragcdo, na temperatura
de 100 °C. Como j4 relatado, foi essa condi¢do que obteve maiores teores de compostos
fendlicos e atividade antioxidante, e mesmo nao sendo a que possuiu maior concentra¢io de
antocianinas monoméricas, o seu valor foi proximo ao da melhor condi¢do para esta
andlise, sendo esse valor estaticamente igual ao nivel de 5 % pelo teste Tukey. E ainda, em
relacdo aos rendimentos globais, o obtido nesta condi¢cdo foi o maior quando comparado
com os outros valores experimentais, com exce¢do daqueles obtidos empregando o solvente
agua acidificada pH 2,5.

Assim, a condi¢cdo O6tima de PLE selecionada foi comparada com técnicas
convencionais de extracdo (Maceracdo - utilizada para caracterizar a matéria-prima e
Soxhlet) utilizando a mesma matéria-prima e o etanol € o metanol como solventes de
extragdo. Os resultados experimentais (Tabela 5.5) demonstram que o procedimento de
PLE € muito mais eficaz na extracdao de fitoquimicos (maior valor de Xy) e de compostos
fendlicos (FT) do residuo da amora-preta que os realizados por procedimentos
convencionais. Além disso, o extrato do PLE apresentou maior atividade antioxidante que a
dos outros métodos. Estes resultados podem ser atribuidos a utilizacdo combinada de alta
pressdao e temperatura durante o processo de extracdo por PLE. Vdérios autores tém
demonstrado que esta combinacdo aumenta a extragdo de antocianinas e outros compostos
fendlicos de diferentes fontes (Ju e Howard, 2003; Ju e Howard, 2005; Howard e
Pandjaitan, 2008; Wijngaard e Brunton, 2009; Monrad et al., 2010; Santos, Veggi e
Meireles, 2012). Entretando, como pode se ver na Tabela 5.5, o menor teor de antocinanas
foi para o que empregou a técnica PLE. Acredita-se que esta contradi¢io esté relacionada
com o procedimento operacional de extracio em conjunto com o efeito deletério da
temperatura sobre as antocininas, uma vez que temos que a maceracdo foi realizada em
tempeatura ambiente, a extracdo Soxhet em temperatura em torno de 40 °C e a PLE 4 100

°C.
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Como no presente trabalho, Monrad et al., (2010) também nao encontrou diferenca
significativa na composi¢do dos extratos obtidos pela extracdo convencional utilizando o
matanol e o etanol como solventes extrator. Isso possivelmente acontece, pelo fato destes
solventes possuirem polaridade bastante parecida, 5,1 e 5,2, respectivamente.

De maneira geral, comportamentos semelhantes, quando se comparou a técnica PLE
com as convencionais, foram encontrados nos estudos realizados por Wijngaard e Brunton,
(2009) e Ju e Howard (2003), em que trabalharam com residuo de maca e uva, como

matéria-prima da extracao.

Tabela 5. 5 — Resultados obtidos das extracdes convencionais e da melhor condi¢do da extracdo
com liquido pressurizado a partir do bagaco da amora-preta.

Atividade Antioxidante®

Métodos FT* AM’ DPPH ABTS X!
Maceragio 3,66 +0,05% 1,21 +£0,02*® 29,04 +2,18* 46,09+ 1,15 5,02 +0,07*
Soxhlet Metanol 4,64 +£0,01* 1,33 +0,01*® 39,55+2,87° 60,19+3,30° 525+0,17*
Soxhlet Etanol 4,10 +0,71* 1,68 +023® 42,79+ 1,19®° 63,10+4,58® 551 +0,27*
PLE 7,36 +£0,09°  1,02+0,05*  76,03+0,52° 68,28 +1,34® 6,23 +0,02°

* Resultados expressos pela sua média + desvio padrao (DP).

** Letras maidsculas iguais indicam que ndo existe diferenga entre os métodos de extragdo, ao nivel de 5 %
de significancia pelo teste Tukey.

“ Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalente de dcido gélico (EAG) por grama de residuo
fresco.

» Teor de antocianinas monoméricas totais expressas em equivalente de cianidina-3-glicosidio (EC3G) por
grama de residuo fresco.

¢ Atividade antioxidante expresso em umoL de equivalente Trolox (ET) por grama de residuo fresco.

4 Rendimento global de extra¢io expresso em porcentagem (g extrato seco/g residuo fresco).

5.5 CINETICAS DE EXTRACAO

A Figura 5.5 mostra as curvas globais de extracdo (OEC) realizadas na melhor
condicdo de extracdo da PLE (T = 100 °C e mistura hidroetandlica como solvente extrator)
nas vazoes de 1,67; 3,35 e 6,70 mL/min. Os dados experimentais obtidos para a construcao
das curvas estao disponiveis nas Tabelas A.9.6, A.9.7 e A.9.8.

Para as condi¢des estudadas, verificou-se (Figura 5.5) que com a diminuic¢ao da vazao

teve-se um aumento no rendimento acumulado (%). Fato esse diferente ao esperado, ja que
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a literatura diz que o aumento da vazao faz aumentar a taxa de transferéncia de massa,
devido ao aumento da velocidade superficial, e assim consequentemente aumentar a massa
acumulada (Pronyk e Mazza, 2009; Wiboonsirikul e Adachi, 2008). Dessa forma, o que
sugere-se para estd explicando os resultados do presente trabalho, é que com a diminui¢do
da vazdo, o solvente penetra de forma mais eficiente no interior da matriz vegetal, por
passar por estd mais lentamente, aumentando assim a transferéncia de massa (TM) por
difusdo e a solubilidade dos compostos e consequentemente elevando o rendimento. Além
disso, acredita-se também que a explicacdo pode estd relacionado com o procedimento
operacional das extracdes. Para a vazdo de 1,67 mL/min verificou-se que o sistema
demorou um pouco mais de 15 minutos para atingir a pressdao de operacao de trabalho (75
bar), isso porque realmente num fluxo menor de solvente a célula extratora demora um
pouco mais pra ser totalmente preenchida, ficando assim a matriz vegetal mais tempo em
contato com o solvente e sob a temperatura de 100 °C, contribuindo para uma maior
solubilidade dos compostos. O contrario foi observado na vazao de 6,70 mL/min.
Verifica-se ainda na Figura 5.5 que, para as trés vazdes em estudo, até o tempo em
torno de 30 minutos tem-se um aumento expressivo do acimulo de massa, e depois desse
tempo o rendimento comega a se estabilizar. Dessa maneira, visualmente € possivel afirmar
que este € o tempo (tcgr) que caracteriza o periodo em que a extracdo dos solutos ocorre
predominantemente através da transferéncia de massa por conveccdo. Esse periodo é
caracterizado por uma taxa de extracdo constante (CER — constant extraction rate) dos
analitos. A duracdo desse periodo (tcgr) estd de acordo com o tempo de extracdo pré-
estabelecido para a realizacdes das extracdoes PLE. Além disso, também € possivel verificar
na Figura 5.5 que, entre o tempo de 30 a 90 minutos (periodo FER — falling extraction
rate), ha um decréscimo da taxa de transferéncia de massa (TM), que € resultado da
diminuicdo da 4drea efetiva de TM. Nessa etapa, tanto a transferéncia de massa por
conveccdo quanto por difusdo s@o importantes na extracdo. E, aproximadamente a partir de
90 minutos, o rendimento global acumulado (%) tende a se estabilizar, porque nesse
periodo (DC — diffusion controlled period) a retirada de solutos € realizada,
predominantemente, pelo mecanismo de difusdo. Nesta etapa ndo hd quase nenhum soluto
na superficie da particula sélida (Brunner, 1994; Vasconcellos, 2007). Nota-se ainda que

em 120 min de extracdo o rendimento € maior do que para o tempo adotado de 30 min. Por

74



Resultados e Discussdo

exemplo, na vazdo de 1,67 mL/min ha um aumento de 6 % para, aproximadamente, 9 %.
Isso € interessante para o processo, podendo o rendimento ser ainda maior se comparado 4s
técnicas convencionais, que demandam tempos de extracdo muito mais elevados. E por fim,
pode-se verificar na Figura 5.5 que dentre as vazdes trabalhadas a mais interessante seria a
de 1,67 mL/min, jid que nesta se gasta uma menor quantidade de solvente no processo de
extragcdo e, conjuntamente, € nela que se observa um maior rendimento global em todos os

tempos avaliados.
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Figura 5. 5 — Curvas globais de extracdo em diferentes vazdes.

Um estudo um pouco mais detalhado, como a realizacdo de ajustes dos dados
experimentais € interessante a ser feito para poder estd determinando alguns parametros
cinéticos, como a taxa de transferéncia de massa (Mcgr), a duracdo do periodo CER (tcgr),
o rendimento durante o periodo CER (Rcgr) € a razdo méssica de soluto na fase fluida na
saida do extrator (Ycgr), € dessa forma estd tentando concretizar mais a explicacdo dos

resultados.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho as seguintes conclusdes podem ser
elencadas:
- A composi¢do centesimal do residuo da polpa a amora-preta demonstrou que a mesma é
uma matéria-prima com alto teor de carboidratos, fibras, proteinas e composto biotativos
(fendlicos) constituindo em uma boa fonte calérica e alimenticia o que possibilita sua
potencial aplicagdo na inddstria alimenticia, como também na inddstria quimica,
farmacéutica e de cosméticos.
- Os extratos obtidos via extracdo com liquido pressurizado, Soxhlet e maceracao
apresentaram bons rendimentos globais de extragdo bem como de compostos fendlicos,
antocianinas e atividade antioxidante de forma que todos os extratos possuem potencial
aplicagdo como corantes e/ou extratos antioxidantes naturais nas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica. Com relacdo a escolha dos solventes utilizados observou-se que
a mistura hidroetandlica (50 % de etanol) apresentou comportamento diferenciado em
relacdo aos outros solventes (dgua pura, etanol puro e agua acidificada pH 2.5),
apresentando maiores concentracdes de compostos fendlicos totais (FT), atividade
antioxidante (AA), bons rendimentos globais (Xy) e boas concentracdes de antocianinas
monoméricas totais (AM) a maiores temperaturas (80 e 100 °C). Como segunda melhor
opcao dos solventes extratores trabalhados sugere-se a dgua acidificada pH 2,5 ja que seus
extratos possuiram resultados ndo tdo altos como os da mistura hidroetandélica, mas um
pouco acima dos obtidos pela dgua e etanol puro, sendo os valores destes dltimos na sua
maioria estatisticamente iguais. Em geral, observou-se que o aumento da temperatura de
60 para 100 °C resultou em melhores valores das varidveis respostas, com exce¢do da AM,
em que se observou uma leve diminui¢do, acredita-se que isso de deve ao efeito deletério
da mesma sobre as antocianinas.
- A andlise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada por espectrometria de
massa UPLC-QToF-MS mostrou que as antocianinas presentes em maior quantidade do
residuo da amora-preta sdo a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo e as

minoritdrias sao a cianidina-3-malonil-glicosideo e a cianidina-3-dioxalil-glicosideo.
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- Diante dos resultados obtidos na caracterizagao quimica dos extratos e dos valores de Xy e
nos estudos feitos empregando a técnica PLE, a condicao que se considerou como a melhor,
de todas as realizadas no presente trabalho, foi a que se utilizou a mistura hidroetanélica
(50 % v/v) como solvente de extragdo, na temperatura de 100 °C. As varidveis repostas
nesta condicao obtiveram os seguintes valores: FT = 7,36 EAG/g RF, AM = 1,02 EC3G/g
RF, DPPH = 76,03 ET/g RF, ABTS = 68,28 ET/g RF e Xy = 6,33 %. Comparando estes
valores com os obtidos pelas técnicas convencionais (Soxhlet e maceracdo), em geral estes
foram maiores e estaticamente diferentes. Isso demonstra que a técnica PLE pode ser uma
alternativa promissora 4s técnicas convencionais de extracao de compostos antioxidantes.

- As OEC’s, realizadas na melhor condicao da PLE, mostraram que até o tempo em torno
de 30 minutos hd um aumento expressivo do acimulo de massa, e depois desse tempo
(tcer) 0 rendimento comeca a ficar aproximadamente constante. Os periodos CER, FER e
DC foram caracterizados pelos seguintes intervalos de tempo: 0-30 min, 30-90 min e acima
de 90 min, respectivamente.

- Por fim, pode-se concluir que vazdes baixas sdo mais interessantes de se trabalhar quando
se emprega mistura de etanol e agua (50 % v/v) em altas temperaturas (100 °C) via

procedimento PLE.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar a utilizagdo dos processos de extragdo com liquido pressurizado utilizando
diferentes proporcdes de etanol em &4gua e diferentes valores de pH a fim de
investigar o seu efeito no rendimento global de extracdo e nos compostos de
interesse dos extratos obtidos;

» Realizar experimentos de aumento de escala a fim de validar o critério de aumento
de escala em que se considera a melhor condi¢do de extrac@o pela técnica PLE, em
vazdes menores;

» Estudo de viabilidade economica da produgdo dos extratos, através da andlise de
custos de instalagcdes e manufatura;

» Investigar a influéncia dos processos de hidrélise na composi¢do quimica dos
extratos PLE;

» Realizar experimentos de andlise de atividade antioxidante mais detalhada como
ORAC e método in vitro a fim de avaliar a disponibilidade dos compostos
antioxidantes;

» Formar particulas com os extratos antocianicos obtidos da melhor condi¢do de
extracdo, uma vez que se sabe que as antocianinas sdo compostos altamente
instaveis s condi¢des ambientais (temperatura, oxigénio, umidade, etc);

» Fazer um estudo mais detalhado das OEC’s, com a realizacdo de ajuste de modelos
matemadticos de transferéncia de massa aos dados experimentais para determinar

alguns parametros cinéticos.
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Anexos

9. ANEXOS

9.1 RESULTADOS EXPERIMENTAIS

9.1.1 Curvas Padroes
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Figura A.9. 1 — Curva padrio de 4cido gilico (AG) obtida da absorbincia em 760 nm versus a
concentracdo de AG (mg/mL).
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Figura A.9. 2 — Curva padrido de Trolox obtida da % Inibi¢do (PI) versus concentracdo de Trolox
(uUM) para se determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH.
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Figura A.9. 3 — Curva padrio de Trolox obtida da absorbancia em 734 nm versus concentracdo de
Trolox (uM) para se determinar a atividade antioxidante pelo método ABTS.

9.1.2 Analises de Variancia (ANOVA)

Tabela A.9. 1 — Anidlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o rendimento
global de extragdo X, (%) das extragdes por PLE.

Fonte de Variacao GL SQ QM F p-valor*

Temperatura 2 22,289 11,144 38,729 0,0000

Solvente 3 384,024 128,008 444,855 0,0000

Temperatura*Solvente 6 3,544 0,591 2,053 0,1362
Erro 12 3,453 0,288

* Efeito significativo (p < 0,05). GL = Graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrados

médios; F = valor de F_ycurad0 € p-valor

= probabilidade.
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Tabela A.9. 2 — Anélise de variancia (ANOVA) dos pardmetros estudados sobre o teor de fendlicos
totais (FT) das extragdes por PLE.

Fonte de Variaciio GL SQ QM F p-valor*

Temperatura 2 20,491 10,245 44,046 0,0000

Solvente 3 23,334 7,778 33,439 0,0000

Temperatura*Solvente 6 4,926 0,821 3,530 0,0300
Erro 12 2,791 0,233

* Efeito significativo (p < 0,05). GL = Graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrados
médios; F = valor de F.yy1ad0 € p-valor = probabilidade.

Tabela A.9. 3 — Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a concentragdo das
antocianinas monoméricas (AM) das extragdes por PLE.

Fonte de Variacio GL SQ QM F p-valor*
Temperatura 2 0,648 0,324 44,259 0,0000
Solvente 3 0,974 0,325 44,334 0,0000
Temperatura*Solvente 6 0,250 0,042 5,683 0,0053
Erro 12 0,088 0,007

* Efeito significativo (p < 0,05). GL = Graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrados
médios; F = valor de F_ycuq0 € p-valor = probabilidade.

Tabela A.9. 4 — Andlise de variancia (ANOVA) dos pardmetros estudados sobre a atividade
antioxidante, pelo método DPPH, das extra¢cdes por PLE.

Fonte de Variacao GL SQ oM F p-valor*
Temperatura 2 2926,872  1463,436 205,299 0,0000
Solvente 3 2378,643 792,881 111,230 0,0000
Temperatura*Solvente 6 655,245 109,208 15,320 0,0001
Erro 12 85,540 7,128

* Efeito significativo (p < 0,05). GL = Graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrados
médios; F = valor de F_,cuad0 € p-valor = probabilidade.
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Tabela A.9. 5 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a atividade
antioxidante, pelo método ABTS, das extra¢des por PLE.

Fonte de Variaciio GL SQ QM F p-valor*

Temperatura 2 892,583 446,292 14,607 0,0006

Solvente 3 2331,525 777,175 25,437 0,0000

Temperatura*Solvente 6 436,037 72,673 2,379 0,0950
Erro 12 366,631 30,553

* Efeito significativo (p < 0,05). GL = Graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrados
médios; F = valor de F.,y1ad0 € p-valor = probabilidade.

9.1.3 Cromatogramas dos ions das antocianinas analisadas via UPLC-MS

Abaixo estdo separadamente os cromatogramas dos ions das 4 antocianinas
identificadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de

massa (UPLC-MS).
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Figura A.9. 4 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-glucosideo (majoritaria) de massa = 449 (m/z).
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antocianionas
Amora natural a 1242 (4.826)
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Figura A.9. 5 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-malonil-glicosideo (minoritaria) de massa = 535 (m/z).
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antocianionas
Amora natural a 1346 (5.226)
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Figura A.9. 6 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-dioxalil-glicosideo (minoritdria) de massa = 593 (m/z).
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antocianionas
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Figura A.9. 7 — Cromatograma do fon da antocianina Cianidina-3-rutinosideo (majoritaria) de massa = 595 (m/z).
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Anexos

9.1.4 Curvas Padrao das Antocianinas

9000000 -
8000000 - y = 181,419.52x - 28,462.43
7000000 - R?=1.00

6000000 -
5000000 -~
4000000 -
3000000 -~
2000000 -
1000000 -
0 - T T

0 10 20 30 40 50

ppm (mg/I)

Area

Figura A.9. 8 — Curva padrio de cianidina-3-glicosideo (C3G), area dos picos versus concentracdo
de C3G (mg/L).
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Figura A.9. 9 — Curva padrio de cianidina-3-rutinosideo (C3R), drea dos picos versus concentracdo
de C3R (mg/L).
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Figura A.9. 10 — Curva padrio de cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MG), area dos picos versus
concentracdo de C3MG (mg/L).
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Figura A.9. 11 — Curva padro de cianidina-3-dioxalil-glicosideo (C3DG), drea dos picos versus
concentra¢do de C3DG (mg/L).

98



Anexos

9.1.5 Cinéticas de Extracao

Tabela A.9. 6 — Dados experimentais obtidos para a constru¢cdo da curva global de extracdo na
vazdo de 1,67 mL/min.

Extrato Rendimento Global
Tempo (minuto) Extrato (g)
Acumulado (g) Acumulado (%)
0 0.0000 0.0000 0.0000
2 0.0798 0.0798 1.5432
4 0.0610 0.1408 2.7228
6 0.0303 0.1711 3.3088
8 0.0205 0.1916 3.7052
10 0.0161 0.2077 4.0166
15 0.0268 0.2345 4.5348
20 0.0245 0.2590 5.0086
25 0.0223 0.2813 5.4398
30 0.0207 0.3020 5.8402
40 0.0286 0.3306 6.3932
50 0.0249 0.3555 6.8747
60 0.0210 0.3765 7.2808
80 0.0293 0.4058 7.8475
100 0.0226 0.4284 8.2845
120 0.0205 0.4489 8.6809
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Tabela A.9. 7 — Dados experimentais obtidos para a construcdo da curva global de extracdo na
vazdo de 3,35 mL/min.

Extrato Rendimento Global
Tempo (minuto) Extrato (g)
Acumulado (g) Acumulado (%)
0 0.0000 0.0000 0.0000
2 0.0453 0.0453 0.8878
4 0.0377 0.0830 1.6267
6 0.0269 0.1099 2.1539
8 0.0221 0.1320 2.5871
10 0.0185 0.1505 2.9497
15 0.0397 0.1902 3.7277
20 0.0304 0.2206 4.3235
25 0.0216 0.2422 4.7469
30 0.0175 0.2597 5.0899
40 0.0274 0.2871 5.6269
50 0.0215 0.3086 6.0483
60 0.0153 0.3239 6.3481
80 0.0241 0.3480 6.8205
100 0.0165 0.3645 7.1438
120 0.0140 0.3785 7.4182
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Tabela A.9. 8 — Dados experimentais obtidos para a construg¢io da curva global de extra¢do na
vazdo de 6,70 mL/min.

Extrato Rendimento Global
Tempo (minuto) Extrato (g)
Acumulado (g) Acumulado (%)
0 0.0000 0.0000 0.0000
2 0.0422 0.0422 0.8281
4 0.0161 0.0583 1.1440
6 0.0153 0.0736 1.4442
8 0.0142 0.0878 1.7229
10 0.0095 0.0973 1.9093
15 0.0332 0.1305 2.5608
20 0.0226 0.1531 3.0043
25 0.0098 0.1629 3.1966
30 0.0093 0.1722 3.3791
40 0.0248 0.1970 3.8657
50 0.0196 0.2166 4.2503
60 0.0183 0.2349 4.6094
80 0.0269 0.2618 5.1373
100 0.0211 0.2829 5.5513
120 0.0188 0.3017 5.9202
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