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RESUMO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia dos parametros de
extracao solido-liquido e de enzimas fenoloxidases (peroxidase) na recuperagao
de compostos fendlicos a partir do p6é da casca de banana liofilizada (CBL), bem
como quantificar o conteudo de compostos fendlicos totais (FT), flavonoides totais
(CF) e a atividade antioxidante da CBL e do p6 da polpa de banana liofilizada
(PBL). A banana utilizada foi da variedade Prata no estagio 6 de maturagao (casca
totalmente amarela).

Primeiramente, o estudo foi iniciado com a selecado dos parametros de
extracao (temperatura, agitacéo, solvente e relacao sélido-liquido) por meio de um
Delineamento Fracionado 2*" e, em seguida, o método de Superficie de Resposta
foi empregado para otimizar os principais fatores do processo de extracao (relagéo
sélido-liquido e solvente). A casca da banana apresentou elevada atividade da
enzima peroxidase (POD), o que provocou a oxidacao dos compostos fendlicos e
a redugao da capacidade antioxidante do extrato. As melhores condigbes para a
extracdo de compostos fendlicos a partir da casca de banana foram: relagédo
sélido-solvente de 2,5 g/100 mL (1:40), solvente etanol 54% (v/v etanol:agua) e
homogeneizacdo com auxilio de Ultra Turrax por 30s a 11.000 rpm. O conteudo de
FT obtido com esse sistema de extragdo foi de 2,44 g EAG/100 g CBL.

A casca de banana apresentou conteudo de FT (2,44 g EAG/100 g CBL),
CF (2,32 g EC/100 g CBL) e atividade antioxidante mensurada pelos métodos de
DPPH (380,84 umol EQT/g CBL; ICs5¢ = 71,74 ug/mL), TEAC (325,84 umol EQT/g
CBL) e ORACF. (ORAC Total = 994,33 umol EQT/g CBL) maiores do que a polpa
de banana (FT = 0,25 g EAG/100 g PBL; CF = 0,21 g EC/100g PBL; DPPHICs =
690,97 pug/mL; TEAC = 11,05 umol EQT/g PBL; ORAC Total = 80,16 umol EQT/g
PBL).

A banana é uma das frutas mais produzidas no mundo, e devido ao seu
elevado consumo e abundancia pode ser considerada uma importante fonte de
compostos antioxidantes. Finalmente, por meio deste estudo foi possivel verificar
que a polpa e a casca de banana apresentam compostos fendlicos antioxidantes.
Mais estudos devem ser realizados para verificar a influéncia do consumo desse
fruto tropical na saude do corpo humano e também pesquisas abordando o uso da
casca na industria de alimentos e no desenvolvimento de novos produtos.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to study the influence of solid-liquid
extraction parameters and phenoloxidases enzymes in the recovery of phenolic
compounds from freeze-dried banana peel powder (BPP), as well as to quantify
the total phenolic content (TPC), flavonoid content (FC) and antioxidant activity of
BPP and freeze-dried banana pulp powder (BPU). The banana Prata variety was
utilized in 6" stage of ripening (fully yellow peel).

First of all, the study started with the selection of the extraction parameters
(temperature, agitation, solvent and solid-liquid ration) through factionary design
(2*"). Subsequently, the Response Surface Methodology (RSM) was employed to
optimize the main parameters of the extraction process (solid-liquid ration and
solvent). The banana peel showed high peroxidase activity (POD), which led the
oxidation of phenolic compounds and the decrease of antioxidant activity of the
extract. The best conditions for the extraction of phenolic compound from BPP
were solid-liquid ration of 2.5 g/100 mL (1:40), solvent ethanol 54% (v/v
ethanol:water) and homogenization using Politron at 11.000 rpm for 30 s. The total
phenolic content obtained whit this extraction system was 2.44 g GAE/100 g BPP.

The banana peel showed TPC (2.44 g GAE/100 g BPP), FC (2.32 ¢
CE/100 g BPP), and antioxidant activity measured by DPPH (380.84 umol TE/g
BPP; ICso = 71.74 ug/mL), TEAC (325.84 umol TE/g BPP) and ORACg. (ORAC
Total = 994.33 pumol TE/g BPP) methods higher than banana pulp (TPC = 0.25 g
GAE/100 g BPU; FC = 0.21 g CE/100 g BPU; DPPHICs¢ = 690.97 pg/mL; TEAC =
11.05 umol TE/g BPU; ORAC Total = 80.16 umol TE/g BPU).

The banana is one of the most produced and consumed fruit in the entire
world and can be considered as an important source of natural antioxidants. In this
sense, this study was to possible found that banana pulp and peel have phenolic
compounds with antioxidants properties. More studies should be performed to
verify the relationship between banana consumption and human health.
Furthermore, research addressing the use of the banana peel by food and
pharmaceutical and medical industries.
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INTRODUCAO GERAL

A banana (Musa sp.) € um dos frutos tropicais mais consumidos no mundo
por populagdes de alta e baixa renda em virtude do alto valor nutritivo e do baixo
custo (PO, 2007). A producao mundial de bananas no ano de 2012 atingiu 101,9
milhdes de toneladas e os cinco principais paises produtores foram india, China,
Filipinas, Equador e Brasil (FAOSTAT, 2014). O Brasil é o quinto maior produtor
mundial de bananas e produziu no ano de 2013 mais de 7,1 milhdes de toneladas
(IBGE, 2014). A banana ocupa a segunda posi¢ao na producao mundial de frutas,
sendo considerada, em termos de quantidade e qualidade nutricional, uma das
fontes alimentares mais importantes do mundo, atrds apenas do arroz, trigo e
milho (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009). A banana atrai consumidores
pelas suas propriedades nutricionais e aspectos sensoriais, além da praticidade de
consumo, podendo ser consumida in natura ou processada (NASCIMENTO
JUNIOR et al., 2008).

Além do consumo in natura, existem no mercado diversos produtos
obtidos da manufatura da banana. No Brasil, ocorre aproximadamente o
processamento de 2,5 - 3,0% da producdo anual de bananas (FOLEGATTI;
MATSUURA, 2004). Embora o processamento da banana apresente beneficios
relacionados a conservagdo e variedade de produtos, existe um ponto
desfavoravel relacionado aos residuos gerados (AURORE; PARFAIT;
FAHRASMANE, 2009). A casca de banana representa de 30 a 40% do peso total
da fruta e seu descarte inadequado provoca grande impacto ambiental
(GONZALEZ-MONTELONLO; LOBO; GONZALEZ, 2010b). Levando em
consideracao a produgcdo anual média e a quantidade de banana processada no
Brasil, cerca de 84.000 toneladas por ano de casca sao descartadas pela industria
de alimentos (COMIM et al., 2010). No entanto, esse numero pode ser ainda maior
quando se contabiliza a quantidade de fruta que entra no mercado in natura e gera
residuos nas residéncias e fabricas de produtos artesanais.



O consumo de frutas aumentou nos ultimos anos devido a maior demanda
por alimentos saudaveis (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). O estresse oxidativo,
definido como o desbalanco entre a producéo de espécies reativas e o sistema de
defesa antioxidante in vivo, apresenta um papel muito importante em diferentes
condicOes patoldgicas. Neste contexto, tem sido sugerido que uma dieta rica em
antioxidantes esta inversamente relacionada ao desenvolvimento de diversas
doengas. Desta maneira, a busca por compostos antioxidantes em alimentos
naturais aumentou nas ultimas duas décadas, principalmente em frutas
frequentemente consumidas, como a banana e a maca (LOPEZ-ALARCON;
DENICOLA, 2013). Com o constante crescimento da populacdo mundial e a
necessidade de novas fontes de compostos funcionais, o interesse na
recuperacdo de compostos fendlicos e antioxidantes a partir de subprodutos
agroindustriais também aumentou nos ultimos anos (GALANAKIS, 2012).

Os compostos fendlicos ou (poli) fendis sdo os metabdlitos secundarios
mais amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo que aproximadamente 2%
de todo o carbono fotossintetizado pelas plantas € convertido em flavonoides e
seus compostos relacionados (LATTANZIO et al.,, 2008). Os (poli) fendis séo
comumente encontrados tanto na parte comestivel quanto nao-comestivel de
plantas e apresentam um papel importante na qualidade de frutas devido a sua
contribuicdo no paladar (amargor e adstringéncia), cor e propriedades funcionais
(CHEYNIER, 2005; GHARRAS, 2009). Além dos fatores sensoriais e tecnolégicos,
os (poli) fendis tém merecido grande destaque na comunidade em geral, devido
principalmente as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana e
anti-histaminica (LUIZA; JORGE, 2014). Estudos epidemioldgicos tendem a
confirmar o efeito do consumo de (poli) fendis contra doencgas cardiovasculares,
cancer e disfuncdes neurolégicas (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). OQutro
importante aspecto é o uso dos compostos fenélicos na tecnologia de alimentos
como conservantes, devido as suas propriedades antioxidantes (BALASUNDRAM;
SUNDRAN; SAMMAN, 2006).



Portanto, a ingestdo de antioxidantes naturais € uma parte importante do
mecanismo de defesa do corpo (LANDETE et al., 2012). Por estas razdes, um
grande esforgo tem sido realizado para quantificar e caracterizar os compostos
fendlicos antioxidantes em diferentes tecidos de plantas (IGNAT; VOLF; POPA,
2011). Além disso, tendo em vista as diferentes propriedades funcionais e
tecnoldgicas dos (poli) fendis, muitas pesquisas tém focado na obtencédo de
compostos fendlicos a partir de plantas, sendo que o0s subprodutos da
agroindustria também representam fontes importantes de compostos fendlicos
antioxidantes (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve por objetivo estudar a
influéncia dos parametros de extracdo solido-liquido (temperatura, agitacéo,
solvente e relacdo sélido-solvente) e de enzimas fenoloxidases na obtencdo de
um extrato etandlico rico em compostos fendlicos a partir da casca de banana cv.
Prata madura, bem como quantificar os fendlicos totais, flavonoides totais e
atividade antioxidante (DPPH, TEAC e ORACkF.) dos extratos da casca e polpa de
banana cv. Prata madura. Desta maneira, obter compostos fenélicos antioxidantes
a partir de uma matriz de baixo custo, utilizando um procedimento de extracao
simples e eficiente. Além disso, o estudo de compostos antioxidantes em frutas
tropicais e seus subprodutos fornecem informacgdes importantes acerca das
possiveis propriedades funcionais dessas matrizes, além de fornecer suporte

cientifico para o desenvolvimento de produtos alimenticios.






CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1. Banana (Musa sp.): informacoes gerais

Consumida e apreciada em diversas regides do mundo, a banana (Figura
1) apresenta grande importancia socioeconémica nos paises emergentes,
contribuindo tanto para a geracao de renda quanto para a fixagado de mao de obra
na zona rural. De acordo com a classificacdo botanica, as bananeiras produtoras
de frutos comestiveis pertencem a familia Musaceae e ao género Musa
(MORTON, 1987).

Figura 1: Musa sp. (A "Bananeira”, B "Frutos imaturos”, C "Frutos Maduros").

A banana, originaria do continente asiatico, é extensivamente cultivada
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, exigindo temperaturas entre 20 e



35°C, elevada umidade relativa (> 80%) e precipitacbes bem distribuidas (100 a
180 mm/més) para o desenvolvimento da planta e a producéo de frutas (DONATO
et al., 2006). Embora esses fatores climéticos limitem a &rea de produgao, o Brasil
apresenta condi¢gbes favoraveis ao cultivo da bananeira em quase todo seu
territério (SILVA et al., 2006).

A banana é uma fruta climatérica, de sabor doce, aroma agradavel e
protegida por uma casca (espessura entre 3,7 e 3,8 mm) que apresenta coloragéao
amarela quando a fruta esta totalmente madura. A casca pode ser faciimente
removida e a praticidade de consumo da banana é Unica, o que contribui para o
seu sucesso no mercado (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009). Quando
madura, a polpa da banana apresenta pH entre 4,2 e 4,7, elevado teor de solidos
soluveis (22 - 24°Brix) e uma acidez titulavel total que varia de 0,32 a 0,66% de
acido malico por 100 g de polpa. A variedade, o local de cultivo e 0 manejo
influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do fruto
(NASCIMENTO JUNIOR et al., 2008).

1.1. Nomenclatura

Na evolucdo das bananeiras de frutos comestiveis estao, principalmente,
as espécies dipldides selvagens M. acuminata Colla (AA) e M. balbisiana Colla
(BB), de modo que cada cultivar pode conter combinagdes variadas de genoma
completo dessas espécies. Esses genomas sdao denominados pelas letras A (M.
acuminata) e B (M. balbisiana), cujas combinagdes resultam grupos dipldides (AA,
BB e AB), triploides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB,
ABBB) (STOVER; SIMMONDS, 1987; ROBINSON, 2010).

Em cada grupo gendmico encontram-se variedades com caracteristicas
semelhantes, por exemplo: Cavendish, grupo genémico AAA (Nanica, Nanicao e
Grand Naine); Prata, grupo genémico AAB (Prata, Prata Ana e Pacovan). As frutas
do grupo genémico AA ou AAA apresentam sabor doce intenso, enquanto as do
grupo AAB uma acidez mais acentuada. Existem também bananas do tipo AAB



consumidas tipicamente apdés o cozimento ou fritura (platanos) (PEREIRA;
MARASCHIN, 2014).

Comercialmente, o termo “banana” refere-se as frutas de polpa macia e
doce, que podem ser consumidas cruas. No entanto, existem outras variedades
menos doces, com maior teor de amido e que sdo consumidas apds o cozimento
e/ou processamento, essas cultivares sdo conhecidas como platanos (plantains).
A classificacdo das bananas de mesa (banana) ou de cozinhar (platano) é o
resultado do cruzamento natural entre M. acuminata e M. balbisiana (PO, 2007).

Desde a época de Carl Von Linné (1707 - 1778) os diferentes tipos de
bananas receberam a sua designacdo segundo a nomenclatura binomial, no
entanto, os nomes cientificos com a convencao binaria provocaram confuséo
quanto a boténica das frutas devido as bananas comestiveis apresentarem uma
origem complicada, envolvendo hibridacdo, mutacdo e a selecao pelo homem
(VALMAYOR et al., 2000).

A partir da década de 1940 um sistema alternativo de nomenclatura
baseado no genoma foi desenvolvido para o género Musa sp. (SIMMONDS;
SHEPHERD, 1955). Sendo assim, por exemplo, a variedade descrita como Musa
cavendishii cv. Nanica é referenciada de acordo com o sistema em uso como
Musa sp. (Grupo AAA, Subgrupo Cavendish) cv. Nanica (DANIELLS, 2003).

Existe no mercado nacional e internacional um grande numero de
espécies ou hibridos do género Musa. Os hibridos tripldides de bananas
apresentam uma maior area cultivada ao redor do mundo, enquanto os dipldides e
tetrapléides sdo mais raros e utilizados como plantas experimentais (DANIELLS,
2003).

1.2. A bananicultura no Brasil

A producédo de bananas pode ser separada em dois grupos diferentes: i)
pequenas propriedades agricolas ao qual a producao € principalmente destinada
ao proprio consumo e mercado doméstico e ii) grandes plantacdes e empresas



que atendem a demanda do mercado nacional e internacional (PADAM et al.,
2012).

O cultivo da bananeira em mais de 130 paises demonstra a importancia
econOmica dessa cultura (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009; BELLO-
PEREZ et al., 2012). A produgdo mundial de banana no ano de 2012 atingiu 101,9
milhdes de toneladas (Mt) e os cinco principais paises produtores foram india
(24,9 Mt), China (10,6 Mt), Filipinas (9,2 Mt), Equador (7,0 Mt) e Brasil (6,8 Mt)
(FAOSTAT, 2014). A india é o maior produtor mundial de bananas, mas em média
apenas 0,04% da producao anual é destinada ao mercado de exportacoes, devido
ao elevado consumo interno da fruta neste pais (PADAM et al., 2012).

No Brasil, a evolu¢ao da bananicultura brasileira ocorreu a partir do ano de
1970 em virtude dos investimentos nas pesquisas sobre manejo e pds-colheita
pelo Sistema Embrapa de pesquisa e da implantacao do projeto de irrigacdo do
semiarido brasileiro (LICHTEMBERG; LICHTEMBERG, 2011).

Atualmente, o Brasil é o quinto maior produtor mundial de bananas
(FAOSTAT, 2014). Segundo o Anuario da Agricultura Brasileira (2012) o pais
produziu em 2011 aproximadamente 7,090 milh6es de toneladas de banana,
apresentando um pequeno aumento em relacdo ao ano de 2010 (6,978 milhdes de
t), como pode ser observado na Tabela 1. No ano de 2013 a producéo de bananas
no Brasil teve um aumento de 3,9% em relacdo ao ano de 2012 e com uma maior
produtividade devido a menor area plantada, isto demonstra um investimento nas
tecnologias de cultivo e manejo (IBGE, 2014).

A produgédo brasileira de banana esta distribuida por todo o territério
nacional, sendo a regido Nordeste a maior produtora, seguida pelo Sudeste, Sul,
Norte e Centro-Oeste. O Estado de Sao Paulo apresentou a maior producao de
bananas do pais, seguido da Bahia, Santa Catarina, Minas Gerais e Para (Tabela
1).

No Estado de S&o Paulo o cultivo da bananeira sempre esteve
concentrado nas regides litoraneas, principalmente no Vale do Ribeira. A notéria
adaptacao da fruteira nesta regido esta relacionada as condicdes climaticas ideais,



entretanto a producdo enfrenta problemas fitossanitarios. Atualmente o Estado
investe o cultivo no Planalto Paulista especificamente na regido centro-oeste,
devido ao controle natural da principal doenga, a Sigatoka negra (AGRIANUAL,
2012).

Tabela 1: Producéo brasileira de banana

Ano
Descricao 2010 2011 2012 2013
Brasil (1) 6.978.312 7.090.619 6.866.609  7.134.609
Area Colhida (ha) 480.087 492.113  482.499 480.840
Regiao Geografica (t)
Nordeste 2.646.002 2.701.432 - -
Sudeste 2.261.470 2.239.364 - -
Sul 1.031.666 1.032.242 - -
Norte 781.310 868.918 - -
Centro Oeste 257.864  248.663 - -
Principais Estados Produtores (t)
Séao Paulo 1.271.500 1.225.193 - -
Bahia 1.079.050 1.152.892 - -
Santa Catarina 672.892 675.704 - -
Minas Gerais 654.444  642.746 - -
Para 514.922  531.927 - -

ttoneladas, ha hectares.
Fonte: AGRIANUAL (2012) e IBGE (2014).

A maior parte da producdo nacional da fruta € destinada ao consumo
interno por ser bastante apreciada pelos consumidores. O consumo anual per
capita da banana no Brasil atinge em meédia 25 kg, sendo apontada como a
segunda fruta na preferéncia do consumidor brasileiro depois da laranja
(MATSUURA; COSTA; FOLEGATTI, 2004; MENDONCGA et al., 2013).



As variedades mais difundidas no Brasil sdo a Prata, Pacovan, Prata Ana,
Maca, Mysore, Terra e D’Angola, do grupo AAB, utilizadas unicamente para o
mercado interno e, Nanica, Nanicdo e Grande Naine, do grupo AAA, usadas
principalmente para exportagdo (BORGES & SOUZA, 2004;DONATO et al., 2006).

No inicio, a bananicultura brasileira contava com duas variedades do
grupo gendmico AAB, a Branca e a Pacova. Por meio de mutacdo natural,
introducdo de novas cultivares no pais e dos programas de melhoramento
genético foi possivel obter variedades mais resistentes aos principais problemas
fitossanitarios e com maior produtividade (LICHTEMBERG; LICHTEMBERG,
2011). As atividades de melhoramento genético da bananeira no Brasil tiveram
inicio na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical em 1983, com a introdugao de
germoplasma nacional e coleta em nivel internacional, formando assim o Banco
de Germoplasma de Banana (SOUZA et al., 2008). Devido a importantes
caracteristicas agronémicas dos dipldides, tais como resisténcia a doencas e
maior produtividade de frutos, os programas de melhoramento genético da
bananeira utilizam dipléides como base para o desenvolvimento de novos hibridos
comerciais (PEREIRA et al., 2012).

Em relacdo a exportagdo de bananas, o volume embarcado no ano de
2011 (110.053 t) teve queda de 21,14% quando comparado ao ano de 2010
(139.553 t), em valores representa a diminuicdo de aproximadamente US$ 6
milhndées no mercado interno (IBRAF, 2013). Enquanto isso, o Equador ocupa a
primeira colocacao, devido a presenca de multinacionais especializadas na
producdo e na comercializacdo de bananas. Essas empresas aperfeicoaram a
cadeia produtiva e detém mais de 90% de toda a exportacdo mundial de bananas.
O Equador, Costa Rica e Coldmbia sdo os maiores exportadores de bananas e
representam cerca de 80% das exportacbes mundiais (LICHTEMBERG;
PEREIRA, 2010; BELLO-PEREZ et al., 2012).

Embora o Brasil produza 8% da producdo mundial de bananas, o pais é
responsavel por apenas 1% das exportacbes mundiais do produto
(LICHTEMBERG; LICHTEMBERG, 2011). Este baixo indice esta relacionado
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principalmente a dois fatores: /) a producdo brasileira de bananas €& quase
totalmente destinada ao mercado interno, com isso o pais ndo desenvolveu boas
praticas de manejo e conservagdo pods-colheita exigidas para transporte ao
mercado externo; ii) as cultivares do subgrupo Prata representam mais de 60% da
area cultivada no pais e a preferéncia do mercado internacional € pelas
variedades do subgrupo Cavendish. As cultivares do subgrupo Cavendish
(Nanina, Nanicao, Gros Michel) representam 47% da produgcdo mundial de
bananas, o que demonstra a preferéncia do consumidor por essas variedades
(SOTO, 2011). Desde 1998, o Estado de Santa Catarina lidera a exportacao
brasileira de bananas, seguido pelos Estados do Rio Grande do Norte e Sao Paulo
(LICHTEMBERG; LICHTEMBERG, 2011; MENDONCGCA et al., 2013).

A variedade Prata apresenta caracteristicas interessantes para exportagéo
pouco exploradas pelos produtores brasileiros. A maioria das variedades de
banana sofrem transformacdes bioquimicas desfavoraveis quando armazenadas
em baixas temperaturas (< 12°C), como o escurecimento do tecido vascular. No
entanto, a variedade Prata € mais resistente as mudancas climaticas e aos maus
tratos em pés-colheita (DER AGOPIAN et al., 2011). A principal limitacao para a
entrada da cultivar Prata no mercado internacional pode ser auséncia de
marketing (AGRIANUAL, 2012).

O baixo volume de exportacdo também esta diretamente relacionado as
elevadas perdas na producédo, provenientes da falta de técnicas adequadas para o
cultivo, problemas fitossanitarios e danos mecanicos na pdés-colheita, além dos
fatores climaticos. Para suplantar estas limitacbes a Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical tem trabalhado no desenvolvimento de novas variedades e
nos programas de capacitacao profissional no cultivo da banana (AGRIANUAL,
2012).

Existe um grande numero de variedades de bananeira no Brasil, contudo
poucas apresentam potencial agronémico para serem usadas comercialmente,
devido a baixa produtividade, porte elevado e suscetibilidade a pragas e doencas
(DONATO et al., 2006).
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O manejo integrado dos cultivos também auxilia no aumento da producéo
(LEDO et al., 2008). As praticas culturais disponiveis para o cultivo da bananeira
nas diversas regides do Brasil, desde antes do cultivo até a colheita, tém permitido
a obtencgéo de elevadas produtividades em plantagcbes de diferentes variedades e
em diferentes condicbes edafoclimaticas do pais (LICHTEMBERG;
LICHTEMBERG, 2011).

Apesar dos esforgos para melhorar os aspectos fitossanitarios e de
manejo, o setor enfrenta perdas de até 40% na pos-colheita dos frutos devido ao
manuseio inadequado (LICHTEMBERG; VILAS BOAS; DIAS, 2008). Os danos
mecanicos, as doencas da pdés-colheita e o armazenamento nao refrigerado sao
as causas mais importantes de perdas. Esses fatores promovem alteracdes na
taxa de respiragao e transpiracdo do fruto, aumento da produgéo de etileno e da
sintese e degradacao de pigmentos, na ativagdo de enzimas, na firmeza do fruto e
no aumento da perda de agua (ALVES, 1997).

A falta de cuidados na pds-colheita é responsavel pela desvalorizagao da
banana no mercado interno e pela perda de oportunidades de exportacao da fruta
brasileira. O aumento da demanda por frutos de qualidade a partir da década de
90 promoveu uma melhora no manejo dos frutos nos principais estados
exportadores de bananas, porém, existe um grande avango a ser realizado para
melhorar os procedimentos de pos-colheita e a qualidade dos frutos
(LICHTEMBERG; LICHTEMBERG, 2011).

No processo de amadurecimento da banana ocorre a redugéo do teor de
amido, armazenado durante o desenvolvimento do fruto, e o acumulo de acucares
como frutose, glicose e sacarose, além da producao de aromas caracteristicos da
fruta e a modificacdo da textura de firme para macia (MOTA; LAJOLO;
CORDENUNSI, 1997). Todas estas transformagbes bioquimicas podem ser
controladas para aumentar a vida util do fruto apos a colheita (BELLO-PEREZ et
al., 2012). A colheita representa uma etapa importante no processo de
comercializacdo e na manutencdo da qualidade dos frutos. Para exportagdo os
cachos de bananas sao colhidos verdes (60-80% maduros) e quando o destino é o
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mercado interno os frutos podem ser colhidos totalmente maduros, dependendo
da distancia entre agricultor e mercado consumidor. No Brasil, a pratica mais
comum é colher os frutos verdes, pois facilita o transporte e o controle do
amadurecimento, principalmente devido ao armazenamento climatizado e ao
tratamento com gas etileno (ANYASI; JIDEANI; MCHAU, 2013).

O melhoramento e/ou manutencao da cadeia produtiva da banana implica
na exploracdo de diferentes variedades e no uso do melhoramento genético para
obter cultivares mais resistentes, produtivas e aceitas pelo consumidor. A
implantagdo de novos cultivos resistentes diminui o uso de defensivos agricolas e
o custo da producdo. Além disso, reduz o impacto ambiental e promove a
valorizagéao do produto no mercado (FEHLAUER et al., 2010).

A elevada demanda por frutas tropicais no mercado internacional coloca o
Brasil dentre os paises promissores a dominar o comércio mundial, para tanto, o
fornecimento de bananas com qualidade condizente as exigéncias do consumidor
esta relacionado a necessidade de maiores investimentos em toda a cadeia
produtiva da bananicultura (ALENCAR et al., 2013).

Outra alternativa para conquistar uma fatia maior do mercado internacional
€ o cultivo de bananas organicas, que é caracterizada pela auséncia de
fertilizantes e pesticidas sintéticos. Soma-se a isso, o fato de algumas frutas
organicas apresentarem maior quantidade de compostos antioxidantes, como
vitaminas e compostos fendlicos, do que os frutos convencionais (FALLER;
FIALHO, 2010). A América Latina é o unico exportador de bananas organicas e no
ano de 2009 foi exportado mais de 24,2 milhées de toneladas, o que representa
aproximadamente 3% do total de exportagdes de banana convencional. O
Equador é o maior exportador de bananas organicas (SOTO, 2011). Apesar da
grande é&rea cultivada com banana no Brasil ndo existem dados disponiveis
quanto a area destinada ao manejo organico (BORGES et al., 2014).
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1.3. Qualidade nutricional e funcional

O consumo de frutas aumentou nos ultimos anos devido a maior demanda
por alimentos saudaveis (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). A banana ocupa a
segunda posi¢cdo na producdo mundial de frutas, sendo considerada uma das
fontes alimentares mais importantes do mundo, atrds apenas do arroz, trigo e
milho (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009). A banana atrai consumidores
pelas suas propriedades nutricionais e aspectos sensoriais, além da praticidade de
consumo, podendo ser consumida in natura ou processada (NASCIMENTO
JUNIOR et al.,, 2008). O aroma atrativo e agradavel da banana madura esta
relacionado a presenca de substancias volateis, tais como eésteres, alcoois,
aldeidos e cetonas (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2008; VERMEIR et al., 2009).

A banana € uma importante fonte de mono- e oligossacarideos, acido
ascérbico e sais minerais, tais como potassio (K), fosforo (P), célcio (Ca),
magnésio (Mg), sédio (Na), ferro (Fe) e manganés (Mn). Esse fruto tropical
também contém em sua composigéo, vitaminas do complexo B (principalmente
vitamina B6, piridoxina), carotenoides precursores de vitamina A e fitoesterois (3-
sitosterol, campesterol e estigmasterol) (WALL, 2006; DER AGOPIAN et al., 2008;
AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009; ANYASI; JIDEANI; MCHAU, 20183;
VILELA et al., 2014). Além disso, a banana apresenta catecolaminas, flavonoides
(flavan-3-ols e flavondis) e acidos fendlicos livres e conjugados a parece celular
que sao compostos antioxidantes largamente estudados devido as suas
propriedades funcionais (SUN et al., 2002; KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000;
LAKO et al., 2007; RUSSELL et al., 2009).

A banana madura contém carboidratos de facil digestao (22,84 g/100 g de
fruta fresca), baixo teor de gorduras totais (0,33 g/100 g), além de potassio (358,0
mg/100 g) e vitamina C (8,7 mg/100 g). Esta fruta tropical pode ser consumida por
pessoas de qualquer faixa etaria, estando presente nas refeicbes de criangas e
idosos (PO, 2007). A banana ainda é considerada como um alimento saudavel e

seguro para criangas com cerca de seis meses de vida, uma vez que fornece
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nutrientes importantes e ndo provoca desconfortos intestinais como cdlica ou
diarreia (PEREIRA; MARASCHIN, 2014). Em certas regides, o puré de banana é o
primeiro alimento sélido fornecido as criangas. Como pode ser observado, a
banana é utilizada em dietas especiais que exigem alimentos de facil digestdo
(AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009).

Na india, por exemplo, a banana é tradicionalmente utilizada para auxiliar
na prevengao ou tratamento de um grande numero de doengas, como depressao
(relacionado ao conteudo de triptofano e a sintese de serotonina), anemia
(conteudo de ferro) e controle da pressdao sanguinea (elevado conteudo de
potassio). Os frutos também sao utilizados contra constipacdo (normaliza as
fungdes intestinais), ressaca (aumento do nivel de agucar no sangue), azia e
Ulceras (efeito antiacido) (KUMAR et al., 2012; PEREIRA; MARASCHIN, 2014).

Todas essas propriedades nutricionais e sensoriais estimulam o consumo
da banana em diversas regides do mundo. Embora a banana apresente um baixo
conteudo de compostos antioxidantes e fendis totais (90 mg/100 g de fruta fresca )
(SUN et al., 2002), o elevado consumo faz com que esse fruto seja considerado
uma importante fonte natural de compostos funcionais (PO, 2007). Uma dieta rica
em bananas pode aumentar a concentracdo de melatonina sérica e o nivel de
antioxidantes no sangue, podendo ser eficaz na protecao do organismo contra o
estresse oxidativo (VIJAYAKUMAR; PRESANNAKUMAR; VIJAYALAKSHMI, 2008;
SAE-TEAW et al., 2013). Além disso, o consumo de bananas pode prevenir o
desencadeamento de cancer de colon, diarreia, desordens intestinais e melhorar o
transito gastrointestinal (ARORA; SHARMA, 1990; ANYASI; JIDEANI; MCHAU,
2013).

Desta maneira, a banana € uma importante fonte de nutrientes e de
compostos funcionais para milhdes de pessoas, pertencentes as diferentes
classes sociais em todo o mundo (AURORE; PARFAIT; FAHRASMANE, 2009).
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2. Processamento da banana

A banana é consumida principalmente na forma in natura, por populacdes
de alta e baixa renda, em virtude do alto valor nutritivo e do baixo custo. A
auséncia de suco na polpa, de sementes duras e a disponibilidade no mercado
brasileiro ao longo do ano contribuem significativamente para o seu alto consumo
(LICHTEMBERG; VILAS BOAS; DIAS, 2008).

O consumidor atual procura nas gbéndolas dos mercados diversidade de
produtos. O processamento e/ou a introducdo da banana na formulagdo de
produtos tem por finalidade fornecer ao consumidor uma maior variedade de
alimentos a partir desta fruta e também aumentar a vida util da banana (AURORE;
PARFAIT; FAHRASMANE, 2009).

No Brasil, ocorre aproximadamente o processamento de 2,5 - 3,0% da
producédo anual de bananas, sendo que mais de 70% dos produtos obtidos s&o
exportados para o Japao, Estados Unidos e Europa. Diversos produtos podem ser
obtidos a partir da banana: polpa ou puré, néctar, fruta em calda, produtos
desidratados (banana liofilizada, flocos e fruta na forma de passa), fermentado de
fruta, vinagre, cerveja, aguardente, licor e doces diversos, incluindo geleias e doce
de massa (MOTA, 2005; ANYASI; JIDEANI; MCHAU, 2013). Dentre eles, o
principal produto derivado da banana é o puré, que corresponde a 55% do total de
produtos industrializados no pais (FOLEGATTI; MATSUURA, 2004). Além disso, a
banana ainda pode ser utilizada como ingrediente em formulacées de tortas,
bolos, biscoitos, cereais matinais, barras de frutas e cereais, alimentos infantis e
dietéticos, iogurtes, sorvetes, dentre outros (MOHAPATRA et al., 2010).

A banana utilizada para a industrializacdo nao € especialmente produzida
para esta finalidade, geralmente, corresponde as bananas nao introduzidas no
mercado de frutas in natura, 0 que pode ocorrer pelo excedente de oferta ou pela
qualidade da fruta ndo atender aos padrdes do mercado. Frutos com defeitos que
ndao comprometam a qualidade da polpa também podem ser utilizados no
processamento (FOLEGATTI; MATSUURA, 2004).
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A banana é uma fruta extremamente perecivel e apresenta uma vida de
prateleira relativamente curta, que pode variar de 6 a 10 dias em condicdes
tropicais. A sensibilidade dos frutos maduros associado ao manuseio incorreto
durante os procedimentos de pos-colheita promove perdas de até 40% durante o
percurso da fazenda para o consumidor (ANYASI; JIDEANI; MCHAU, 2013). Para
algumas variedades de banana, o armazenamento em condi¢cdes de refrigeracao
(< 12°C) provoca alteracées nos aspectos sensoriais, como 0 aparecimento de
manchas escuras na casca (LICHTEMBERG; MALBURG; HINZ, 2001; DER
AGOPIAN et al., 2009).

A industrializacdo da banana pode representar uma forma de minimizar
perdas pos-colheita por meio do aumento da vida de prateleira. Além de facilitar o
transporte e fornecer ao consumidor uma grande variedade de produtos. No
entanto, existe um ponto desfavoravel relacionado aos residuos gerados durante o
processamento dessa fruta tropical, a casca de banana (AURORE; PARFAIT;
FAHRASMANE, 2009).

2.1. Casca de banana

Geralmente, a polpa da banana é utilizada para o consumo humano e a
casca é descartada ou utilizada como fertilizante organico e na alimenta¢do animal
(BELLO-PEREZ et al., 2012; PEREIRA; MARASCHIN, 2014). O descarte da casca
ocorre nas residéncias, restaurantes, fabricas de produtos artesanais e
principalmente nas empresas de grande porte. A casca de banana representa de
30 a 40% do peso total da fruta, dependendo da variedade e do grau de
maturacdo, e o descarte inapropriado e a falta de reaproveitamento deste
subproduto provoca grande impacto ambiental (GONZALEZ-MONTELONGO;
LOBO; GONZALEZ, 2010). Levando em consideragao a produgao anual média e a
quantidade de banana processada, cerca de 84.000 toneladas por ano de casca
sdo descartadas pela industria de alimentos no Brasil (COMIM et al., 2010). No

entanto, esse numero pode ser ainda maior quando se contabiliza a quantidade de
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fruta que entra no mercado in natura e gera residuos nas residéncias e fabricas de
produtos artesanais. Desta maneira, os residuos podem ser classificados em duas
classes: i) industrial e ii) doméstico (MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014).

A matéria organica liquida ou sélida proveniente do processamento de
alimentos in natura é usualmente intitulada como residuo, sendo qualquer
substancia ou objeto indesejavel removido do processo. No entanto, no descarte
de residuos da agroindustria deve-se levar em consideracdo o potencial de
reutilizacdo desses dentro do setor industrial. Desta maneira, os especialistas na
area utilizam o termo “subprodutos” para notificar que os residuos agroindustriais
poderdao ser utilizados na extracdo de compostos funcionais e/ou no
desenvolvimento de novos produtos, dentre outras aplicagdes (GALANAKIS,
2012).

Os subprodutos do processamento de frutas e hortalicas podem conter
importantes substancias com elevado valor para serem reutilizadas. Através do
uso de tecnologias adequadas o subproduto pode ser convertido em produtos
comerciais e/ou utilizado como insumo em processos secundarios, além de
ingrediente na formulacdo de novos produtos (LAUFENBERG; KUNZ;
NYSTROEM, 20083).

A falta de conhecimento dos compostos presentes em um alimento ou
subproduto promove 0 mau aproveitamento, 0 que gera o desperdicio de
toneladas de recursos alimentares (GONDIM et al., 2005). Portanto, a aplicagéo
de um residuo depende principalmente de sua composi¢dao quimica (EMAGA et
al., 2007; GALANAKIS, 2013).

Composigao centesimal

A casca de banana pode ser considerada uma fonte importante de
nutrientes, devido ao contetdo de carboidratos, lipideos, proteina, fibra bruta e
sais minerais (Tabela 2). Um pequeno conteddo de compostos antinutricionais
foram quantificados na casca, como cianeto de hidrogénio (1,33 mg/g; resultado
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expresso em base seca, BS), oxalato (0,51 mg/g BS), fitatos (0,28 mg/g BS) e
saponinas (24 mg/g BS), o que nao compromete o uso desse subproduto na
alimentagcdao (ANHWANGE, 2008).

Tabela 2: Composicéo da casca de banana madura

Parametro Valores (%) Elemento (mg/100 g fruta fresca)
Umidade 78,4* K 1062 - 1387
Matéria seca 14,08 P 29,9 - 78,8
Lipideos 11,6* Mg 10,7 - 81,5
Proteinas 7,87* Na 6,3-16,2
Fibra bruta 7,68” Ca 0,1-6,8
Carboidratos 56,51* Mn 0,1-9,6

_ , . Fe 0,2-25
Minerais 13,44 7n 0.3-15

*Valores expressos em base seca.

Adaptado de Essien, Akpan & Essien (2005); Emaga et al. (2007); Karthikeyan &
Sivakumar (2010); Sulaiman et al. (2011). Para maiores informagdes sobre a composi¢ao
da casca de banana consultar Emaga et al. (2007).

O teor de sais minerais na casca de banana varia de acordo com a
variedade analisada e o local de cultivo (GONDIM et al., 2005; SULAIMAN et al.,
2011). A casca é fonte de sais minerais, como potassio, fosforo, magnésio e sédio.
O potéssio (K) € o elemento em maior quantidade (Tabela 2) e seu conteudo pode
ser até quatro vezes maior na casca do que na polpa da banana (EMAGA et al.,
2007; AQUINO et al., 2014).

A casca de banana madura apresenta elevados teores de fibra dietética
insolavel, composta por celulose, hemicelulose e lignina (36,23%), e solavel
(18,91%), sendo 10,71% de pectina. Enquanto isso, a fracao insolluvel representa
de 65 - 85% do conteudo de fibras totais (55,46%), dependendo da variedade
analisada (LEE et al., 2010). O teor de amido € baixo devido ao processo de
conversdo em mono- e dissacarideos (frutose, glicose e sacarose) durante o

amadurecimento do fruto. A casca ainda contém aminoacidos essenciais (leucina,
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valina, fenilalanina e treonina), acidos graxos poli-insaturados (linoléico e a-
linolénico) e saturados (palmitico e estearico) (EMAGA et al., 2007; OBEROI;
SANDHU; VADLANI, 2012).

Formas de reaproveitamento da casca

A composicao centesimal da casca de banana madura permite o
desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias para a obtengdo de uma diversidade
de produtos. O grande potencial da casca como matéria-prima em diversos
setores da industria alimenticia tem ganhado a atencdo dos pesquisadores
(EMAGA et al., 2007; PADAM et al., 2012).

Os residuos da industria de alimentos representam uma importante fonte
de biomassa e de nutrientes. No passado, os subprodutos eram descartados
incorretamente ou utilizados sem nenhum tratamento na alimentagcao animal ou
como fertilizantes. Atualmente, novos métodos e politicas para a manipulacao e
tratamento de residuos foram introduzidos, devido a crescente conscientizagdo da
populacdo mundial pela preservacdo do meio ambiente e ainda por motivos
econémicos (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003). Consequentemente, um
grande esforco tem sido realizado para obter por meio dos subprodutos
compostos de elevado valor comercial, tais como pectina, fibras e compostos
fendlicos, e também produtos, por exemplo, a farinha da casca de banana
(REBELLO et al., 2014).

Uma das formas mais antigas de reaproveitamento da casca de banana é
na alimentacdo animal. O baixo conteludo de taninos, em elevadas quantidades
pode diminuir a disponibilidade de proteinas, e a elevada quantidade de fibras
permitiram o0 uso desse subproduto como fonte de energia para bovinos e suinos
(EMAGA et al., 2011). A casca também foi utilizada como adsorvente na remocéao
de ions metalicos em rios e aguas residuais da industria (MEMON et al., 2008;
CASTRO et al.,, 2011) e na fabricacdo de briquetes, uma fonte concentrada e
comprimida de material energético (WILAIPON, 2009).
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O uso de bioprocessos para a obtencédo de produtos é uma das principais
formas de reaproveitamento da casca de banana (PADAM et al., 2012). A casca
de banana madura foi utilizada para a produgao de metano (CLARKE et al., 2008),
etanol (OBEROI et al., 2011), acido citrico (KARTHIKEYAN; SIVAKUMAR, 2010),
biossurfactantes (CHOOKLIN; MANEERAT; SAIMMAI, 2014) e biomassa rica em
proteinas (YABAYA; ADO, 2008). Esse subproduto também foi utilizado como
substrato para a producao de enzimas, como pectinases (Aspergillus niger MTCC
281), lacases (Aspergillus fumigatus VkJ2.4.5), xilanases ( Trichoderma harzianum
1073 D3) e enzimas com atividade lignocelulolitica (/nonotus sp. SP2) (SEYIS;
AKSOZ, 2005; VIVEKANAND et al., 2011; GARCES et al., 2012; BARMAN et al.,
2014).

A casca é um subproduto rico em carboidratos e outros componentes
basicos para o crescimento microbiano (Tabela 2) e pode ser utilizada como meio
de cultura para o crescimento de micro-organismos (Aspergillus fumigatus e Mucor
hiemalis) (ESSIEN; AKPAN; ESSIEN, 2005). A casca da banana representa um
potencial substrato para a conversdo enzimatica da celulose, hemicelulose e da
pectina em monossacarideos (glicose, galactose, xilose e acido galacturénico)
com pouco gasto energético e facilidade no downstream processing. A hidrélise da
casca de banana para a produgdo de acucares € uma etapa muito importante na
producdo de etanol e acidos organicos via fermentacdo (OBEROI; SANDHU;
VADLANI, 2012). Além disso, o0 uso de um hidrolisado de casca de banana
aumentou a producédo de glutationa por Candida utilis SZU 07-01 (CHEN et al.,
2011).

Outra forma de reaproveitamento € a elaborag¢ao de produtos alimenticios.
A farinha da casca de banana madura apresenta elevadores teores de agucares e
fibras e pode ser utilizada na formulagao de diversos produtos (ALKARKHI et al.,
2011). Essa farinha ainda apresenta elevado contetudo de fendis totais (29,2 mg
equivalente acido galico/100 g) e atividade antioxidante (435,5 uM equivalente
trolox/g, ensaio ORAC) (REBELLO et al., 2014). A casca de banana também é
uma excelente fonte de pectina (EMAGA et al., 2008b), ao qual pode ser utilizada
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na industria de alimentos como agente gelificante (EMAGA et al., 2008a; QlIU et
al., 2010). Uma geleia funcional foi obtida a partir do p6é da casca de banana
liofilizada (LEE et al., 2010) e o uso da casca de banana in natura como
ingrediente melhorou o perfil de acidos graxos de iogurtes probidticos (DO
ESPIRITO SANTO et al., 2012).

O extrato aquoso da casca de banana pode ser utilizado como
conservante em carne de frango processada e em outros derivados carneos, pois
diminui a peroxidacgéo lipidica durante o armazenamento, apresentando eficiéncia
de conservacao semelhante ao antioxidante sintético BHT (hidroxitolueno butilado)
(BISWAS et al., 2014; DEVATKAL; KUMBOJ; PAUL, 2014). O extrato etandlico
liofilizado da casca de banana também apresentou habilidade como antioxidante
em prevenir a oxidacdo do O6leo de peixe (Salmao) durante 30 dias de
armazenamento (ANAL; JAISANTI; NOOMHORM, 2014).

Finalmente, diversos estudos tém revelado que a casca de banana
apresenta nutrientes (Tabela 2) e compostos funcionais importantes para a
industria de alimentos e para a saude do ser humano (Figura 2). Esse subproduto
contém compostos antioxidantes, tais como carotenoides (SUBAGIO; MORITA,
1997), antocianinas (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010)
catecolaminas (KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000), flavonoides (flavan-3-ols e
flavondis) e taninos condensados (procianidinas e prodelfinidinas) (REBELLO et
al., 2014; SOMEYA; YOSHIKI; OKUBO, 2002; TSAMO et al., 2015).

Poucos trabalhos relatam o efeito da parte ndo-comestivel da banana
(casca) na saude. O extrato desse subproduto foi utilizado como antidepressivo
(TEE; HASSAN, 2011) e no tratamento da hiperplasia benigna da prostata em
camundongos (AKAMINE; KOYAMA; YAZAWA, 2009). No Brasil, a casca de
banana é conhecida pelos seus usos na medicina popular como cicatrizante de
feridas, principalmente provenientes de queimaduras. A casca de banana madura
pode ser utilizada para fazer uma cataplasma em feridas para diminuir a dor e o
inchago, bem como para diminuir a irritacdo da picada de mosquitos (PEREIRA;
MARASCHIN, 2014).
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Figura 2: Estrutura quimica dos principais flavonoides e catecolaminas encontrados na
casca da banana (KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000; SOMEYA; YOSHIKI; OKUBO,
2002; REBELLO et al., 2014).

O uso de residuos do processamento de frutas pela industria cresce
sistematicamente, destacando seu uso em processos biotecnolégicos e como
material de partida para a extragdo de compostos bioativos. Neste enfoque, a
utilizacdo de subprodutos provenientes da industria de alimentos, em particular o
uso da casca de banana, para a obtencdo de compostos funcionais apresenta
diversas vantagens, principalmente pelas matérias primas apresentarem baixo
custo e serem abundantes durante todo o ano. Além disso, o reaproveitamento
dos subprodutos agroindustriais esta associado a reducao do impacto ambiental e
do custo do tratamento de efluentes (MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014).
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3. Compostos fendlicos
3.1. Definicoes gerais

Dentre os milhares de compostos produzidos pelas plantas, uma parte
esta relacionado ao metabolismo primario, como carboidratos, lipideos e
proteinas, necessarios ao funcionamento do organismo, e outra parte ao
metabolismo secundario, tais como terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. As
plantas, organismos autotréficos, possuem um metabolismo secundario que as
permitem produzir e acumular compostos de natureza quimica diversa. Estes
metabdlitos secundarios apresentam uma distribuicdo restrita no reino vegetal, ou
seja, estando relacionado a um género de plantas, familia ou até mesmo a
algumas espécies. Nas plantas, os metabdlitos secundarios tém funcdes
ecolégicas especificas, atuando como agentes de defesa contra herbivoros, micro-
organismos patogénicos e plantas invasoras, polinizadores, atraindo insetos
polinizadores ou dispersores de sementes, e ainda como agentes de protecéo
contra a radiacdo ultravioleta (UV) e substancias oxidantes, dentre outras
propriedades (LATTANZIO et al., 2008; RODRIGUEZ-MATEQS et al., 2014).

Os compostos fendlicos ou (poli) fendis sdo os metabdlicos secundarios
mais amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo que aproximadamente 2%
de todo o carbono fotossintetizado pelas plantas € convertido em flavonoides e
seus compostos relacionados (LATTANZIO et al., 2008). Quimicamente, os (poli)
fendis podem ser definidos como substancias que possuem um anel aromatico
contendo um ou mais substituintes hidroxilas (ANDRES-LACUEVA et al., 2009). A
estrutura dos compostos fendlicos pode variar de moléculas simples (acidos
fendlicos) até polimeros de elevada massa molecular (proantocianidinas), e
milhares de diferentes compostos tém sido identificados com uma grande
diversidade de estruturas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Devido a essa diversidade estrutural, os compostos fendlicos usualmente

podem ser classificados em duas diferentes classes: i) flavonoides e ii) nao-
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flavonoides (LANDETE, 2012). Os flavonoides apresentam uma estrutura comum
que consiste em 2 anéis arométicos (A e B) ligados por um anel heterociclico
oxigenado (anel C) e essa classe pode ser dividida em 6 subclasses: flavondis,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavan-3-ols (catequinas e
proantocianidinas) (MANACH et al., 2004). Dentro da classe dos nao-flavonoides
existe uma diversidade de compostos com caracteristicas semelhantes, tais como,
acidos fendlicos, estilbenos, ligninas, taninos, dentre outros. Além disso, os (poli)
fendis podem estar associados a carboidratos (simples ou complexos), lipideos,
acidos organicos, aminas e componentes da parede celular, como a celulose,
hemicelulose e lignina (HAMINIUK et al., 2012).

Dentre os compostos citados, os flavonoides, acidos fendlicos e taninos,
apresentados na Figura 3, sdo considerados os principais compostos fenodlicos
presentes em frutas e hortalicas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).
Os (poli) fendis sdo comumente encontrados tanto na parte comestivel quanto
nao-comestivel de plantas e apresentam um papel importante na qualidade de
frutas devido a sua contribuicdo no paladar (amargor e adstringéncia), cor e
propriedades funcionais (CHEYNIER, 2005; GHARRAS, 2009). A classe e o
conteudo de compostos fendlicos em frutas dependem de fatores bidticos e
abidticos, tais como o ataque de insetos e patdgenos, radiacao UV e ferimentos. O
grau de maturacdo, variedade, armazenamento e processamento também

influenciam no teor de compostos fenélicos (BRAVO, 1998).
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Figura 3: Estruturas e exemplos de algumas classes de compostos fendlicos (APAK et

al., 2007).

3.2. Compostos fendlicos: consumo e beneficios

Informacdes acerca da ingestao diaria de (poli) fendis em diferentes

populacdes sdo escassas na literatura (MANACH et al., 2004). Para determinar o

consumo de (poli) fendis em populacdes sao essenciais informacdes detalhadas

sobre o seu conteudo nos alimentos. No entanto, estas informacées nao sao

facilmente obtidas devido a diversidade de estruturas quimicas e a variagcdo no
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conteudo de compostos fendlicos em determinado alimento, além do mais, existe
a falta de padronizacao dos métodos de quantificacdo (NEVEU et al., 2010).
Alguns trabalhos relatam que o consumo de (poli) fendis pode ser maior do que 1
g/dia em diferentes paises, tais como Estados Unidos e Espanha (LANDETE,
2012).

As principais fontes de (poli) fendis séo as frutas, vegetais e bebidas, por
exemplo, vinhos, chas e suco de frutas. Frutas, como maga, péra, cereja e
diversas berries contém mais que 200-300 mg de (poli) fendis por 100 g de fruta
fresca. Um copo de vinho tinto ou uma xicara de cha verde ou café contém cerca
de 100 mg de compostos fendlicos. Cereais, chocolate e legumes também
contribuem para o consumo de (poli) fendis. Como pode ser notado, uma dieta
livre de (poli) fendis dificilmente pode ser encontrada nas diferentes regides do
mundo e devido a presenca integral destes compostos na dieta humana muitos
estudos tem focado na compreensao das propriedades funcionais € no modo de
acdo dos (poli) fendis no corpo humano (PERRON; BRUMAGHIM, 2009;
LANDETE, 2012).

Além dos fatores sensoriais e tecnoldgicos, os (poli) fendis tem merecido
grande destaque na comunidade em geral, devido principalmente as suas
propriedades antioxidantes. O termo antioxidante pode ser brevemente definido
como substancias que podem prevenir ou reduzir os danos oxidativos de
biomoléculas provocado por espécies reativas. As espécies reativas, tais como
radicais livres (ex.: anion superoxido, hidroxil, peroxil e alcoxil) e ndo-radicais (ex.:
perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso) sdo produzidas normalmente durante
o metabolismo de células aerdbicas. A interagcdo entre essas moléculas
energeticamente instaveis com lipideos, proteinas e acidos nucléicos promove
danos em diferentes células/tecidos que podem estar associados ao
desenvolvimento de doencas crénicas e degenerativas. A producado de espécies
reativas no organismo € controlada por diversos compostos antioxidantes, os

quais podem ser de origem enddgena (ex.: glutationa peroxidase, superdxido
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dismutase) ou obtidos por meio da dieta (ex.: vitamina C, compostos fendlicos e
carotenoides) (LIM; LIM; TEE, 2007; LUZIA; JORGE, 2014).

Os (poli) fendis antioxidantes podem atuar de diferentes maneiras,
incluindo a supressao ou o0 sequestro de espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio (ROS/RNS), quelacdo de metais de transi¢do, inibicdo de enzimas
envolvidas no estresse oxidativo e regulacdo e/ou protecdo dos sistemas de
defesa endégenos (APAK et al., 2007; PERRON; BRUMAGHIM, 2009; LUZIA;
JORGE, 2014). Os (poli) fendis também apresentam outras propriedades, por
exemplo, atividade anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral e anti-histaminica.
Além disso, alguns compostos fendlicos atuam como prebibticos, favorecendo o
crescimento de bactérias do género de Bifidobacterium e Lactobacillus, e
vasodilatadores, o que auxilia no controle da pressdo sanguinea. Desta maneira,
uma dieta rica em compostos fendlicos tem sido associada a diminuicdo do risco
de certas doencas, incluindo doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer
(WEICHSELBAUM; BUTTRISS, 2010; LANDETE, 2012).

Durante as ultimas duas décadas tém aumentado o numero de estudos
reportando os efeitos do consumo de (poli) fendis na saude do ser humano.
Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado que o consumo diario de fontes
naturais de compostos antioxidantes auxilia na prevencdo de cancer do trato
gastrointestinal, doencas cardiovasculares e diminui a incidéncia de diabetes.
Diversos estudos in vitro também mostraram que os compostos fendlicos inibem a
proliferacao de células cancerigenas e a oxidagao de LDL (mecanismo associado
a prevencao de aterosclerose), protegem os neurbnios, melhoram a secrecéao de
insulina e estimulam a vasodilatacdo, dentre outros (HAMINIUK et al., 2012;
LANDETE, 2012; WEICHSELBAUM; BUTTRISS, 2010).

Atualmente, existe um grande interesse por parte da comunidade cientifica
acerca das modificagbes estruturais provocadas nas moléculas de (poli) fendis
durante o processo de digestdo. Diferentes fatores podem influenciar a
biodisponibilidade dos (poli) fendis, tais como matriz vegetal (presenca de outros

compostos), metabolismo, enzimas digestivas e microbiota intestinal. O
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conhecimento sobre o metabolismo dos compostos fendlicos no corpo humano
pode permitir entender melhor o0 mecanismo de acao destes antioxidantes na
prevencdo de doencas crbnicas e degenerativas e também confirmar os
beneficios observados em experimentos in vitro e in vivo (animais) (BOHN, 2014;
HAMINIUK et al., 2012; LANDETE, 2012; SCHAUSS, 2013; SELMA; ESPIN;
TOMAS-BARBERAN, 2009; WEICHSELBAUM; BUTTRISS, 2010). Desta forma,
os (poli) fendis apresentam um potencial promissor como agente profilatico e
terapéutico, no entanto, ainda nao foi bem elucidado como esses compostos
atingem determinadas regides do corpo em uma forma biologicamente ativa, e em
concentragao suficiente, para exercer um efeito benéfico (SCHAUSS, 2013).

Além dos beneficios a saude, outro importante aspecto € o uso dos
compostos fenodlicos na tecnologia de alimentos como conservantes devido as
suas propriedades antioxidantes. Estudos tém demonstrando que extratos ricos
em (poli) fendis obtidos de matrizes vegetais, tais como alecrim, cha verde,
semente de manga, trigo e semente de uva sdo eficientes na inibicdo da
peroxidacéo lipidica em bleos vegetais e de peixes. Esses extratos apresentaram
atividade antioxidante e eficiéncia de protecado maior do que os antioxidantes
sintéticos BHT (hidroxitolueno butilado) e BHA (Hidroxianisol butilado) em
diferentes sistemas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Neste enfoque, extratos de frutas, ervas, vegetais, cereais e outros
materiais de planta ricos em (poli) fendis tém despertado o interesse da industria
de alimentos devido as suas propriedades em retardar a degradacao oxidativa de
lipideos e, consequentemente, melhorar a qualidade e o valor nutricional do
produto (GHARRAS, 2009). Alguns extratos de plantas fontes de (poli) fendis (ex.:
cha, berries, uva e ervas) foram utilizados como ingredientes em bebidas
(fortificacdo ou enriquecimento), no processo de fabricagcdo de queijos para
modificar as propriedades fisicas e em produtos carneos com a finalidade de
aumentar a vida de prateleira por meio da inibicdo da oxidacdo de lipideos e
proteinas (GANHAO; MORCUENDE; ESTEVEZ, 2010; HAN et al., 2011).
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Tendo em vista as diferentes propriedades funcionais e tecnoldgicas dos
(poli) fendis, muitas pesquisas tém focado na obtencdo de compostos fendlicos a
partir de plantas ou de subprodutos da agroindustria, que também representam
fontes importantes de compostos fenolicos antioxidantes (AYALA-ZAVALA et al.,
2011).

3.3. Extracao de compostos fendlicos

A extracdo, do Latim “extractus” que significa retirar algo para fora, é a
primeira etapa de qualquer estudo com plantas medicinais, apresentando um
papel fundamental sobre o resultado final. O procedimento de extracdo pode ser
utilizado na i) quantificacédo e caracterizacao de compostos bioativos presentes em
materiais vegetais; ou i) recuperacdo de determinado composto alvo para
aplicacédo na ciéncia. Na extracdo/recuperacao de compostos fendlicos a partir de
matrizes vegetais € importante selecionar a técnica e os parametros de extracao
apropriados (AZMIR et al., 2013).

Brevemente, a extracdo de (poli) fendis a partir de matrizes vegetais é
influenciada pela natureza quimica do composto alvo (moléculas simples até
polimeros de elevada massa molecular), método de extragdo empregado e
tamanho das particulas. Consequentemente, o extrato obtido representa uma
mistura de diferentes classes de compostos fendlicos solluveis no solvente
utilizado. Além disso, a presenga de substancias interferentes (carboidratos,
proteinas, etc.) também afeta a eficiéncia de extragdo. A solubilidade dos (poli)
fendis & governada pelo tipo de solvente (polaridade), grau de polimerizagdo e
interacdo dos compostos fendlicos com outros constituintes do alimento, o que
pode levar a formacdo de complexos insoluveis. Desta maneira, nao existe um
procedimento capaz de extrair todos os (poli) fendis presentes em um material
vegetal (NACZK; SHAHIDI, 2004, 2006).

As diferentes técnicas utilizadas na extracdo de compostos fendlicos

podem ser classificadas em métodos convencionais (classicos) e néao-
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convencionais (modernos) (WIJNGAARD et al., 2012). As técnicas convencionais
(ex.: Soxhlet, maceragao, hidrodestilacao) apresentam algumas limitacbes, como
0 uso de uma grande quantidade de solventes, longo tempo de extracédo e
degradacdo de compostos termolabeis. Desta maneira, os meétodos nao-
convencionais (ex.: ultrassom, micro-ondas e extracao supercritica) tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos com a finalidade de obter procedimentos mais
seguros e de menor impacto ambiental. No entanto, os métodos classicos ainda
sdo extensivamente utilizados devido a simplicidade e baixo custo de operagéo
(AZMIR et al.,, 2013; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013; WANG; WELLER, 2006).

Em termos gerais, a eficiéncia da extracdo de (poli) fendis pode ser
afetada por diversos parametros do processo. Muitos autores reportaram que as
variaveis temperatura, tipo de solvente, agitacdo, tempo de contato, relacao
sélido-solvente (R-SS), tamanho da particula e pH do sistema podem influenciar
de maneira significativa o rendimento de extragdo do composto alvo (TAKEUCHI
et al., 2009). As caracteristicas quimicas do composto alvo também devem ser
levadas em consideracao na escolha da técnica e dos parametros de extracao
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

O efeito positivo ou negativo de cada paréametro no fenémeno de
transferéncia de massa € especifico para cada material de partida (matriz vegetal),
devido as diferencas nas propriedades fisico-quimicas e morfologicas dos
vegetais. Sendo assim, um protocolo universal de extracdo nao é aceitavel e um
processo de extracdo deve ser desenvolvido e otimizado para cada fonte de
compostos fenodlicos (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010). Com base
nesses conhecimentos, diversos pesquisadores tem voltado sua atencdo em
estudar o efeito dos parametros de extracdo na obtencdo de extratos ricos em
compostos fendlicos a partir de matrizes vegetais (TAKEUCHI et al., 2009).

O efeito do tamanho de particula, relacdo sélido-solvente (R-SS) e
temperatura foram avaliados sobre a extragdo etandlica de compostos

antioxidantes (&cido carnésico, ursélico e oleandlico) a partir da erva-cidreira
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(Melissa officinalis L.). As melhores condi¢gbes de operagdo foram diametro das
particulas de 0,20-0,25 mm, temperatura de 20°C e R-SS de 1:4 (v/p; etanol/erva-
cidreira). O estudo demonstrou que o etanol foi um solvente eficiente na extragéo
de compostos antioxidantes, principalmente do &cido fendlico carndsico
(HERODEZ et al., 2003). Um solucdo hidroalcodlica (v/v; etanol:agua) com
diferentes proporcées de agua (10-60%) foi utilizada para extrair compostos
fendlicos totais do bagaco de uva. A adicdo de dgua melhorou a taxa de extragéo,
no entanto, proporgdes acima de 50% provocaram uma diminui¢do no conteudo
de fendis totais e o aumento da extracdo de outros compostos interferentes
(SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007). Em um estudo de extracao de (poli)
fendis a partir das folhas do mamoeiro (Carica papaya) foi verificado que a
variacdo de temperatura, tempo, relagéo soélido-solvente e solvente influenciaram
no rendimento e concentracao de compostos fendlicos. A agua foi o solvente mais
eficiente, quando comparada aos solventes acetona, metanol e etanol, e as
melhores condigbes de extragdo foram: R-SS de 7,5 g/100 mL, 70°C por 20 min
em banho de agitacao (VUONG et al., 2013).

Como pode ser observado, a viabilidade econémica de um processo de
extracdo envolve a busca por uma combinacdo de condicbées que maximize a
eficiéncia da operacdo e reduza os custos. O método classico de otimizacao
consiste em variar um parametro (temperatura, R-SS, agitacéo, solvente, etc.) por
vez (one-at-a-time), mantendo as demais variaveis constantes. Esta estratégia é
simples e os efeitos individuais podem ser obtidos. No entanto, requer um grande
numero de experimentos e, consequentemente, promove 0 aumento do tempo e
custo final. Enquanto isso, a metodologia do planejamento fatorial, associada a
Analise de Superficie de Resposta, fornece informagdes seguras sobre o processo
e permite avaliar o efeito de interagbes entre os parametros estudados. Além
disso, é possivel verificar efeitos sinérgicos e antagbnicos e otimizar mais de uma
resposta ao mesmo tempo, o que reduz o numero de experimentos (RODRIGUES
& IEMMA, 2005).

32



Na literatura hd uma grande quantidade de estudos que utilizaram a
metodologia de superficie de resposta para otimizar a extracdo de compostos
fendlicos a partir de matrizes vegetais, por exemplo, maga (ALBERTI et al., 2014),
trigo (LIYANAPATHIRANA; SHAHIDI, 2005), casca de manga (PRASAD et al.,
2011), folhas de Inga edulis (SILVA; ROGEZ; LARONDELLE, 2007) e casca de
roma (AMYRGIALAKI et al., 2014), dentre outros. Desta maneira, um método de
extracao deve ser desenvolvido e otimizado para cada matriz analisada.

Por fim, a extragcdo de compostos fendlicos a partir de frutas e seus
subprodutos tem merecido destaque no setor académico e industrial. Com os
avancos na tecnologia de equipamentos e o0 uso de métodos estatisticos pode ser
possivel maximizar o processo de extracdo. O desenvolvimento e/ou adaptacéo
de métodos de extracdo modernos e sustentaveis representa um importante fator
na obtencdo de compostos bioativos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012;
COMIM et al., 2010).

A extracao e/ou quantificacao e caracterizacdo dos compostos fenélicos a
partir da casca de banana foi reportada por alguns autores (SOMEYA; YOSHIKI;
OKUDO, 2002; GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a,
GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b; FALLER; FIALHO,
2010; SULAIMAN et al., 2011; BABBAR et al.,, 2011; REBELLO et al., 2014;
TSAMO et al.,, 2015) e resultados promissores foram encontrados. Nestes
trabalhos, as extracoes foram realizadas principalmente com solventes organicos.
No entanto, o uso de solventes organicos na producao de alimentos é estritamente
regulamentado, por exemplo, o caso do metanol, que embora seja o solvente mais
utilizado, ndo é considerado como seguro para aplicagdo em alimentos
(GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b). Por outro lado, o
etanol é classificado pela FDA (American Food and Drug Administration) com o
status de Generally recognized as safe - GRAS para aplicagdo em alimentos
(NACZK; SHAHIDI, 2006; CHEMAT, VIAN; CRAVOTTO, 2012), e ainda é capaz
de solubilizar compostos fendlicos livres (REBELLO et al., 2014).
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Neste enfoque, este trabalho visou o estudo da extragcdo de compostos
fendlicos a partir de um residuo agroindustrial, a casca de banana, a fim de obter
um extrato etandlico rico em compostos fendlicos antioxidantes e ao mesmo
tempo seguro para aplicagdo em alimentos, bem como quantificar os fendlicos
totais, flavonoides totais e atividade antioxidante (DPPH, TEAC e ORACk.) dos
extratos da casca e polpa de banana cv. Prata madura. Desta maneira, obter
compostos fendlicos antioxidantes a partir de uma matriz de baixo custo, utilizando
um procedimento de extracdo simples e eficiente. Além disso, o estudo de
compostos antioxidantes em frutas tropicais e seus subprodutos fornecem
informagdes importantes acerca das possiveis propriedades funcionais dessas
matrizes, além de fornecer suporte cientifico para o desenvolvimento de produtos

alimenticios.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DOS PARAMETROS DE EXTRAGAO E DE ENZIMAS
FENOLOXIDASES NA RECUPERACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS A
PARTIR DA CASCA DE BANANA (MUSA sp.)

Resumo: Diversos compostos funcionais tém sido obtidos a partir de
subprodutos/residuos da agroindustria, como os compostos fendlicos. O crescente
interesse nessas substancias esta relacionado as suas propriedades antioxidantes
e a associagao entre o0 seu consumo regular e a prevencao de diversas doencas.
No entanto, existem muitos fatores que podem influenciar na extracao de fendis a
partir de subprodutos, por exemplo, os parametros de extracdo temperatura,
agitacao, relacao sélido-liquido (R-SS) e solvente ([E:A]) e a atividade de enzimas
fenoloxidases. Desta maneira, o presente trabalho teve por objetivo estudar a
influéncia dos parametros de extracao soélido-liquido e de enzimas fenoloxidases
na obtencdo de um extrato etandlico rico em compostos fendlicos a partir do p6 da
casca de banana liofilizada (CBL), bem como obter as condicdes 6étimas de
extracao. As variaveis [E:A] e temperatura foram as que apresentaram maior efeito
estatisticamente significativo sobre o processo de extracdo. Neste sentido, altas
temperaturas associadas a uma elevada [E:A] promoveram a degradagdao dos
fendis durante os 60 min de extracdo. A casca de banana apresentou elevada
atividade da enzima peroxidase, o que provocou a oxidagdo dos compostos
fendlicos e a reducdo da capacidade antioxidante do extrato (TAC). De acordo
com a superficie de resposta, as melhores condicbes para a extracao de
compostos fendlicos a partir da CBL foram: R-SS de 2,5 ¢g/100 mL (1:40), [E:A] de
54% etanol e homogeneizagcdo em Ultra Turrax durante 30s a 11.000 rpm. O
conteudo de FT obtido com esse sistema de extracao foi de 2,44 g EAG/100 g
CBL. Finalmente, extratos etandlicos ricos em compostos fendlicos podem ser
obtidos a partir da casca de banana. O procedimento de extracao desenvolvido e
otimizado foi capaz de extrair de maneira eficiente e rapida os FT na CBL, com
apenas 1 min de extracao e utilizando um solvente seguro.

Palavras-chave: flavonoides, otimizagdo, peroxidase, residuos, subprodutos.
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1. Introducao

A banana (Musa sp.) é uma fruta tropical cultivada e consumida em
diversas regides do mundo. Atualmente, o Brasil € o quinto maior produtor mundial
de bananas e produziu em torno de 7,1 milhdes de toneladas no ano de 2013
(FAOSTAT, 2014). Durante o processamento da banana para a producédo de
doces e néctar, ocorre o descarte de uma grande quantidade de casca de banana.
Esse subproduto representa de 30 - 40% do peso total da fruta e seu descarte
inadequado provoca grande impacto ambiental (EMAGA et al., 2007; GONZALEZ-
MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b).

Diversos estudos tém revelado que a casca de banana apresenta
nutrientes e compostos funcionais importantes para a industria de alimentos e
para a saude do ser humano. Este subproduto é rico em fibras dietéticas,
proteinas, aminoacidos essenciais, acidos graxos poli-insaturados e potassio
(EMAGA et al., 2007). Além disso, contém compostos antioxidantes, tais como
carotenoides  (SUBAGIO; MORITA, 1997), antocianinas (GONZALEZ-
MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a), catecolaminas (KANAZAWA;
SAKAKIBARA, 2000) e compostos fendlicos (REBELLO et al., 2014).

Muitos autores apresentam diferentes formas de aplicagdes praticas desse
subproduto, por exemplo, para a producao de etanol (OBEROI et al., 2011), &cido
citrico (KARTHIKEYAN; SIVAKUMAR, 2010) e biomassa (ESSIEN; AKPAN;
ESSIEN, 2005), para alimenta¢do animal (EMAGA et al., 2011) e como adsorvente
na purificacao de agua (CASTRO et al., 2011), entre outros (PADAM et al., 2012).
As pesquisas abordando os compostos presentes e as possiveis formas de
reaproveitamento da casca de banana aumentaram nos ultimos anos, o que
demonstra o crescente interesse dos pesquisadores acerca desse subproduto
(PADAM et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente
encontrados em frutas e frequentemente representados por dois grandes grupos
de substancias, os flavonoides e os nao-flavonoides. Esses compostos podem ser
encontrados na natureza na forma de moléculas simples até polimeros de elevada
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massa molecular. O crescente interesse nessas substancias esté relacionado as
suas propriedades antioxidantes e na associacao entre seu consumo regular e a
prevencao de diversas doencas (HAMINIUK et al., 2012).

Os compostos fendélicos com atividade antioxidante tém sido encontrados
em diversos subprodutos agroindustriais e, geralmente, a casca das frutas tem
apresentado conteudo maior de fendis do que a parte comestivel (SOMEYA,
YOSHIKI; OKUDO, 2002; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). A
extracao e/ou quantificacao e caracterizagdo dos compostos fendlicos a partir da
casca de banana foi reportada por alguns autores (SOMEYA; YOSHIKI; OKUDO,
2002; GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a, GONZALEZ-
MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b; FALLER; FIALHO, 2010; SULAIMAN
et al., 2011; BABBAR et al., 2011; REBELLO et al., 2014; TSAMO et al., 2015) e
resultados promissores foram encontrados. Nestes trabalhos, as extragbes foram
realizadas principalmente com solventes organicos. No entanto, o uso de
solventes orgénicos na producao de alimentos é estritamente regulamentado, por
exemplo, o metanol, embora seja o solvente mais utilizado, ndo é considerado
como seguro para aplicagdo em alimentos (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO;
GONZALEZ, 2010b).

Analisando os dados da literatura, nosso grupo de pesquisa visualizou a
necessidade de estudar e otimizar um método de extragdo sélido-liquido, com o
uso de solvente seguro, para obter um extrato rico em compostos fendlicos a partir
da casca de banana. O etanol foi o solvente escolhido devido suas propriedades
como solvente verde e por ser classificado pela FDA (American Food and Drug
Administration) com o status de Generally recognized as safe — GRAS para
aplicacao em alimentos (NACZK; SHAHIDI, 2006; CHEMAT, VIAN; CRAVOTTO,
2012), e ainda por ser capaz de solubilizar os compostos de interesse, os
compostos fendlicos soluveis (REBELLO et al., 2014).

Certas complicagdes surgem quando se trabalha com a extracdo de
compostos bioativos a partir de subprodutos, devido a sua elevada atividade
enzimatica (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a). Desta
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maneira, também foi avaliado neste trabalho a influéncia de enzimas
fenoloxidases na extracdao de compostos fendlicos a partir da casca de banana.

Em termos gerais, a eficiéncia de extracdo de um composto, a partir de
matrizes vegetais, esta relacionado a diversos parametros do processo. O efeito
positivo ou negativo de cada variavel no fenbmeno de transferéncia de massa é
especifico para cada material de partida, devido as diferengas nas propriedades
fisico-quimicas e morfolégicas dos vegetais. Um protocolo universal de extracao
nao € aceitavel, sendo assim, um processo especifico deve ser desenvolvido e
otimizado para cada fonte de compostos fendlicos (TAKEUCHI et al., 2009;
GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010).

A viabilidade econémica de um processo de extracdo envolve a busca por
uma combinagédo de condi¢cdes que maximize a eficiéncia da operagcdo e reduza
os custos. O método classico de otimizacdo consiste em variar um parametro por
vez (one-at-a-time), mantendo as demais variaveis constantes. Esta estratégia é
simples e os efeitos individuais podem ser obtidos. No entanto, requer um grande
namero de experimentos e, consequentemente, promove o aumento do tempo e
custo final. A metodologia do planejamento fatorial, associada a anélise de
superficie de resposta, fornece informacdes seguras sobre o processo e permite
avaliar o efeito de interacbes entre os parametros estudados. Além disso, é
possivel verificar efeitos sinérgicos e antagbnicos e otimizar mais de uma resposta
ao mesmo tempo, o que reduz o numero de experimentos (RODRIGUES; IEMMA,
2005).

Neste enfoque, o presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia
dos parametros de extragao soélido-liquido (TE, AG, [E:A] e R-SS) e de enzimas
fenoloxidases na obtencdo de um extrato etandlico rico em compostos fendlicos a
partir do pd da casca de banana liofilizada cv. Prata, além de obter as condicoes
6timas de extracdo com o uso da metodologia do planejamento fatorial associada
a analise de superficie de resposta. Desta maneira, obter compostos fendlicos
antioxidantes a partir de uma matriz de baixo custo, utilizando um método de

extracao simples e eficiente.
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2. Material e Métodos

2.1. Reagentes quimicos

Acido galico (pureza >99%), 2,2-Diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) e (+)-6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) foram fornecidos
pela Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Agua ultrapura (18 MQ/cm) foi utilizada
(Millipore, model CT Q3UV, USA). Todos os outros reagentes quimicos ou
solventes foram de excelente grau analitico. Todos os produtos foram

armazenados nas condi¢des ideais segundo instru¢des dos fabricantes.

2.2. Matéria-prima (Musa spp., Grupo AAB, Subgrupo Prata, cv. Prata)

As pencas de bananas verdes, variedade Prata, foram obtidas no CEASA
(Centro de Abastecimento - Campinas, SP) antes do tratamento de
amadurecimento com o gas etileno. As bananas foram lavadas e desinfetadas
com uma solucéo de cloro (50 mg/L) por 15 min. O estagio de amadurecimento
dos frutos foi controlado no Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos,
Universidade Estadual de Campinas (Sao Paulo, Brasil) a temperatura ambiente
(25 - 30°C) até que o estagio 6 na escala de cor de Von Loesecke fosse alcangcado
(GOMES; VIEIRA; LETA, 2013).

O estagio de amadurecimento dos frutos foi caracterizado pela coloragéo
da casca e polpa (Konica Minolta Spectrophotometer, model CM -5, Japan) e
pelos parametros fisico-quimicos de soélidos soluveis totais (ST), pH e acidez
titulavel total (ATT) (GOMES; VIEIRA; LETA, 2013). A luminosidade (L*) e as
coordenadas de cromaticidade a* e b* para a casca de banana foram de 64,6 +
3,0; 7,7 £ 2,0 e 51,3 + 5,0, respectivamente. A cor da polpa da banana foi
caracterizada por uma luminosidade de 74,6 + 1,0, a* de 3,2 + 0,4 e b* de 27,1
1,1. ST, pH e ATT da polpa foram de 22,4 + 0,6 °Brix; 4,7 £ 0,2 e 660,4 + 8,0 mg

de acido malico/100 g, respectivamente.
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Quando as bananas atingiram o grau de maturacao desejado (Figura 1), a
casca foi manualmente separada (relagdo casca:polpa, p/p, 38,0 + 5,44%),
congelada rapidamente com auxilio de gelo seco e liofilizada a - 40 °C e 250 Pa
(Terroni, model LS 3000, Brazil), com a finalidade de diminuir a atividade de
enzimas durante o armazenamento. O teor de umidade encontrado para a casca
foi de 85,7 £ 1,64%. Entao, a casca de banana liofilizada foi moida em moinho de
facas (Marconi, model MA340, Brazil) até a obtencdo de um pé fino, em seguida
as particulas foram caracterizadas por classificacdo de tamanho em uma
peneiradora vertical vibratéria (Bertel, model electromagnetic, Brazil) a fim de
verificar o tamanho médio das particulas obtidas. Particulas com tamanhos de +
16 a - 80 mesh foram selecionadas (3,4% > 1 mm; 17,6% entre 720 y e 1 mm;
41,5% entre 300 y e 720 y; 20,5% entre 180 p e 300 p e 17% < 180 p). O pd da
casca de banana liofilizada (CBL) (p = 0,18 g/cm?) foi acondicionado em recipiente
plastico e armazenado a - 80°C (Sanyo Electric Co., model MDF-C8V'1, Japan) até

a realizacao das extracoes.

Figura 1: Preparagdo de amostra. A) Banana madura; B) casca da banana congelada e
C) pé da casca de banana liofilizada (CBL).

2.3. Procedimento de extracao

O meétodo de extragdo convencional solido-liquido foi utilizado para a
obtencdo de um extrato rico em compostos fenédlicos a partir da CBL. O solvente

escolhido foi o etanol, devido a sua classificacdo como “solvente verde”
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(CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012). Um diagrama de fluxo resumido do
processo de extracao esta representado na Figura 2.

Resumidamente, a CBL (5,0 = 2,5 g) foi misturada com 100 mL de uma
solucdo hidroalcodlica (etanol:agua v/v, 50 + 30% etanol) por 30s em Ultra Turrax
(11.000 rpm). Em seguida o homogenato foi levado em um banho de agitacao
(New Brunswick Scientific Classic Series, model C76, USA) por 60 min em
diferentes condi¢des de agitacao (200 £ 100 rpm) e temperatura (55 = 20°C). As
extracoes foram conduzidas em frasco Erlenmeyer adaptado para evitar o efeito

vértice, obtendo uma melhor mistura do sistema durante a extracao.

Homogeneizacao com Banho de Agitacao
.| Etanol (Ultra Turrax, 30” . (60 min)
Etapa de a 11.000 RFM)
Extracdo

= |

[ AL, 1 min |4—l—’| AL, 5 a 60 min
-

( \ [ Centrifugacdo (10.000

RFM por 11 min a 5°C)
Etapa de

Clean up
-
)
Analise Compostos | PODact
fenolicos totais
~—

Figura 2 Diagrama de fluxo da extragdo sélido-liquido dos compostos fendlicos. AL,
aliquota, CBL, p6 da casca de banana liofilizada. A: sobrenadante e B: sedimento. O
tempo de 1 min equivale ao tempo total para mistura e homogeneizagdo do sistema
solido-liquido.

Para monitorar as respostas durante o procedimento de extracdo foram
coletadas aliquotas de aproximadamente 1,5 mL nos intervalos de 1 min (Ultra
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Turrax), 5, 10, 15, 20, 40 e 60 min (banho de agitacao), perfazendo uma hora de
extragao (Figura 2). As aliquotas coletadas foram transferidas para microtubos, em
seguida centrifugadas a 10.000 rpm por 11 min a 5°C (Hettich Zentrifugen, model
Rotanta 460R, Germany). O sobrenadante obtido foi utilizado para a analise de
fendis totais (FT) e a atividade da enzima peroxidase (PODact) foi mensurada no

sedimento da centrifugacao de cada aliquota.

2.4. Planejamento experimental
2.4.1. Selecao de variaveis e otimizacao do procedimento de extracao

Uma estratégia sequencial de planejamentos fatoriais foi realizada para
determinar a influéncia de quatro parametros na extracdo de FT e encontrar as
condicoes 6timas de operacao, como proposto por Rodrigues & lemma (2005).

Inicialmente, foi realizado uma selecao entre quatro variaveis empregando
um planejamento fatorial fracionado 2*' mais 3 pontos centrais, totalizando 11
ensaios. As variaveis estudadas e os niveis foram definidos de acordo com
Takeuchi et al. (2009) e Gonzalez-Montelongo, Lobo & Gonzalez (2010a,b). A
Tabela 1 apresenta as variaveis e os niveis avaliados no fatorial fracionado, sendo
que as variaveis independentes [E:A], TE, AG e R-SS foram avaliadas em trés
niveis (-1, 0, +1) e as respostas de interesse foram o conteldo de compostos
fendlicos totais e a atividade da enzima peroxidase.

Tabela 1: Variaveis e niveis avaliados no delineamento fatorial fracionado 2*"
para extracdo de compostos fendlicos de casca de banana

X Unidade Variaveis Nivel (-1) 0 Nivel (+1)
Xi % [E:A] 20 50 80
Xz °C TE 35 55 75
X3 rpm AG 100 200 300
X4 g/100 mL RS-S 2,5 5,0 7.5

[E:A] Porcentagem de etanol na solugdo hidroalcodlica (viv; etanol:agua), TE
Temperatura, AG Agitacdo e R-SS Relagao sélido-solvente (g de amostra/ 100 mL de
solugédo hidroalcoolica).
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Apés a selecdo das variaveis, foi realizado um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22, com 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, resultando
em 11 experimentos. O objetivo principal foi definir as condi¢gdes 6timas para o
processo. O ponto central e a faixa de estudo dos parametros utilizados no DCCR,
apresentados na Tabela 2, foram escolhidos de acordo com resultados

preliminares obtidos no experimento fatorial fracionado 2*.

Tabela 2: Varidveis e niveis avaliados no delineamento composto central
rotacional 22 para extracao de compostos fenélicos de casca de banana

Variaveis el
-1,41 -1 0 +1 +1,41
[E:A] (%) 20 27 45 63 70
R-SS (g/100 mL) 2,5 3,2 5,0 6,8 7,5

2.4.2. Analise estatistica

Os resultados foram analisados com auxilio do software STATISTICA 8.0
(StatSoft, USA). Um nivel de significancia de 10% (p<0,1) foi considerado para o
delineamento fracionado e 5% (p<0,05) para o DCCR.

2.5. Procedimentos analiticos

2.5.1. Compostos fendlicos totais (Folin Ciocalteau Micro-Assay)

A determinacao dos compostos fendlicos totais foi realizado pelo método
de Folin Ciocalteau como descrito por Cicco et al. (2009), com algumas
modificacées (AINSWORTH; GILLESPIE, 2006; CICCO; LATTAZZO, 2011). Em
tubos de 10 mL foram adicionados 100 puL de amostra previamente diluida, 100 pL
do reagente Folin Ciocalteau 50% (v/v) e 800 pL da solucao de carbonato de sodio
5% (p/v). Apds a mistura permanecer por 20 min a temperatura de 40°C, os tubos
foram rapidamente resfriados e a absorbancia foi medida a 760 nm (Beckman
UWVIS, model DU-640, USA). Metanol 50% foi utilizado para o preparo das
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solugdes padrées e para diluir os extratos. Acido galico foi utilizado como padrao
espectrofotométrico (Faixa Linear: 10-80 pg/mL; y = 0,115x + 0,229; R2 = 0,9903)
e o resultado final foi expresso como equivalentes de acido galico (g EAG/100 g

CBL). Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo da triplicata.

2.5.2. Atividade da enzima peroxidase (POD)

O sedimento obtido no item 2.3 foi homogeneizado com tampao fosfato de
sédio 0,2M pH 8,0 contento 2% PEG (polietilenoglicol). O homogenato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 10 min a 5°C (Hettich Zentrifugen, model Rotanta
460R, Germany) e o sobrenadante obtido foi utilizado para determinar a atividade
da enzima.

A atividade da POD foi determinada pela rea¢do da mistura contendo 100
UL do extrato enzimatico, 1.200 uL de tampéao fosfato de sédio 0,05 M (pH 6,0),
1.500 pL de guaiacol 1% e 400 uL de peroxido de hidrogénio 0,1%. A reacéo foi
monitorada durante 5 min a 470 nm (Beckman UV/VIS, model DU-640, USA). A
atividade foi calculada a partir da taxa de aumento de absorbancia por minuto
(AAbs/min). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como um
aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto. O resultado final foi
expresso em U/mg de CBL (CLEMENTE, 1998).

2.5.3. Capacidade de sequestrar o radical DPPH" (2,2-Diphenil-1-
picrylhydrazyl)

A capacidade antioxidante total (TAC) do extrato foi medido pelo teste de
DPPH de acordo com Roesler et al. (2006), com algumas adaptacées. Em uma
microplaca transparente de 96-compartimentos foram colocados 250 pL da
solucado de DPPH (0,004%, m/v) e 50 pL do extrato previamente diluido. A placa
contendo a mistura foi incubada por 30 min na auséncia de luz. O controle da
reagao (reagente DPPH) foi preparado de acordo com o procedimento acima, sem
a adicdo do extrato e metanol P.A. foi utilizado para corrigir a linha de base. A
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solucdo de DPPH foi preparada diariamente, estocada em frascos escuros e
armazenados a 4°C até o uso. A porcentagem de diminuicdo em absorbéancia foi
determinada a 517 nm utilizando um leitor de microplaca (NOVOstar, model BMG
Labtech, Germany) e a capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada de

acordo com a equacao (1):

(ADPPH—-AExtrato)
ADPPH

Equacao (1): %Inibicao = x 100

onde, ADPPH ¢é a absorbancia da solugdo de DPPH e AExtrato da amostra.

O reagente Trolox foi utilizado como padrdo para construgdo da curva
analitica (10 - 250 uM) e os resultados foram expressos como umol de
equivalentes Trolox (umol EQT/g CBL). A TAC foi medida nos extratos obtidos nos
pontos centrais do delineamento fracionado para verificar a relacéo entre atividade
antioxidante e conteudo de FT ao longo do tempo de extracao.

3. Resultados e Discussoes

3.1. Selecdo de variaveis: fatorial fracionado 2*"
3.1.1. Compostos fendlicos totais (FT)

As variaveis e os niveis para o fatorial fracionado (2*") foram definidos de
acordo com Takeuchi et al. (2009) e Gonzéalez-Montelongo, Lobo & Gonzélez
(2010 a,b). A Tabela 3 apresenta a matriz do delineamento fatorial fracionado e o
conteudo de compostos fendlicos totais durante os tempos de 1 a 60 min de
extracao.

A andlise dos pontos centrais (PC, ensaios 9, 10 e 11) torna-se de grande

importancia para um maior conhecimento do comportamento do processo de
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extracao. Observando os resultados obtidos nestas condi¢des é possivel perceber
que houve uma pequena variagdo nos valores de FT, indicando que a extracao

apresenta boa repetitividade.

Tabela 3: Matriz do delineamento fatorial fracionado (2*') e compostos fenélicos
totais nos tempos de 1 a 60 min de extragao

Fendis Totais (g EAG/100 g CBL)

Ensaio [E:A] TE AG R-SS
Tmin 5min 10 min 15 min 20 min 40 min 60 min

-t
1
—_
1
—
1
—_

-1 1,00 086 0,77 0,72 064 0,60 0,55

2 1 -1 A1 1 0,82 0,76 0,69 0,61 0,57 0,50 0,53
3 -1 1 - 1 1,00 1,09 1,19 1,24 1,26 1,32 1,34
4 1 1 -1 -1 092 1,09 1,13 1,10 1,17 1,10 1,15
5 -1 -1 1 1 092 092 0,86 0,80 0,77 0,64 0,57
6 1 -1 1 -1 0,58 0,92 0,87 0,80 0,79 0,74 0,70
7 -1 1 1 -1 0,95 0,98 0,99 0,91 0,93 0,94 1,12
8 1 1 1 1 0,70 0,99 1,02 1,02 1,04 1,04 1,11
9 0 0 O 0 254 212 1,82 1,72 1,63 1,40 1,51
10 0 0 O 0 253 2,14 1,84 1,60 1,58 1,39 1,11
11 0 0 O 0 253 2,08 1,72 1,57 1,38 1,20 1,15

[E:A] Porcentagem de etanol na solucdo hidroalcodlica (viv; etanol:agua), TE
Temperatura, AG Agitacdo, R-SS Relacao solido-solvente (g de amostra/100 mL de
solucdo hidroalcdolica) e compostos fendlicos totais nos tempos de 1 a 60 min de
extragao. Os valores reais dos niveis de cada variavel estdo descritos na Tabela 1.

Como pode ser observado na Tabela 3, o conteudo de FT apresentou um
decréscimo durante a extracdo para os ensaios com temperatura de 35 ou 55°C
(1, 2, 5, 6 e nos PC), devido a oxidacao dos fendis por enzimas fenoloxidases.
Enquanto isso, nos ensaios com temperatura de 75°C (3, 4, 7 e 8) foi observado
uma tendéncia de aumento, certamente pela inibicdo da enzima peroxidase (POD;

ver item 3.1.2.). A diminuigdo ou 0 aumento no conteudo de compostos fendlicos
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ao longo do tempo de extracdo pode estar relacionado com os fatores do
processo, por exemplo, variacdo de temperatura (35, 55 ou 75°C; ver item
3.1.1.2.), e ainda com as propriedades quimicas e bioquimicas da matriz vegetal,
tais como a presenca de substancias interferentes e de enzimas oxidativas
(peroxidase e  polifenoloxidase) (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO;
GONZALEZ, 2010 a,b).

Nos ensaios realizados com temperatura no maior nivel (+1; 75°C), o
conteudo de FT aumentou durante o tempo de extragdo, alcangando o valor
maximo depois de 20-40 min, na ordem de 1,00 a 1,30 g EAG/100 g CBL. No
entanto, os maiores resultados foram observados nos pontos centrais depois de 1
min de extragdo, atingindo aproximadamente 2,50 g EAG/100 g CBL, valor 2-3
vezes maior que nos demais ensaios. Deste modo, a avaliagdo estatistica dos
resultados foi realizada para os tempos de 1, 20 e 40 min.

Uma vez que os melhores resultados do delineamento fracionado foram
obtidos nos pontos centrais, a andlise de efeitos principais foi realizada com a
checagem de curvatura para evitar a exclusdo de parametros estatisticamente
significativos (RODRIGUES; IEMMA, 2005). Para a andlise de experimentos de
selegdo de variaveis também € recomendado o uso de um nivel de significancia
de 10% (p<0,1). A avaliacdo estatistica dos resultados esta apresentada na
Tabela 4.

A Tabela 4 apresenta os efeitos das variaveis sobre a resposta (FT), bem
como os t- e p-valores. Os parametros em negrito apresentam efeitos principais
estatisticamente significativos para os compostos fendlicos totais (p<0,1). Uma
breve analise da Tabela 4 permite observar que apenas as variaveis [E:A] e TE
foram estatisticamente significativas para os tempos de 1, 20 e 40 min,
respectivamente.
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Tabela 4: Estimativa dos efeitos dos parametros analisados depois de 1, 20 e 40
min de extracao para FT.

Fatores Tempo (min) Efeito* EP t (5) p-valor
Média 1 0,86 0,02 40,04 <0,0001
20 0,90 0,06 15,75 <0,0001
40 0,86 0,06 15,47 <0,0001
Curvatura 1 3,34 0,08 40,48 <0,0001
20 1,26 0,22 5,80 0,0021
40 0,94 0,21 4,41 0,0069
[E:A] 1 -0,21 0,04 -4,93 0,0044
20 -0,01 0,11 -0,09 0,9345
40 -0,03 0,11 -0,26 0,8045

TE* 1 - - - -
20 0,41 0,11 3,56 0,0162
40 0,48 0,11 4,31 0,0076

AG* 1 - - - -
20 -0,03 0,11 -0,23 0,8275
40 -0,04 0,11 -0,39 0,7105
R-SS 1 0,00 0,04 -0,08 0,9417
20 0,03 0,11 0,26 0,8075
40 0,03 0,11 0,27 0,7956

tab (0,15 = 2,02. EP Erro padréo, Parametros em negrito sdo estatisticamente significativos
para a resposta. *As variaveis TE e AG nao apresentam efeito em 1 min de extragéo
(Figura 2).

3.1.1.1. Efeito da [E:A]

Os compostos fendlicos encontram-se na natureza na forma de estruturas
simples a altamente polimerizadas e podem interagir com outros componentes das
plantas. A diferenca estrutural e a formacdo de complexos dificulta o
desenvolvimento de um processo capaz de extrair todos os compostos fendlicos
presentes na matriz vegetal. A escolha do solvente a ser utilizado depende
principalmente das caracteristicas do composto alvo (soluto) e das interacdes
entre soluto-solvente (NACZK; SHAHIDI, 2006; MARKOM et al., 2007).

De acordo com a Tabela 4, a [E:A] apresentou efeito negativo e
estatisticamente significativo (p<0,10) apenas para o tempo de extracao de 1 min,
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sendo que a passagem dos niveis inferiores para os niveis superiores do solvente
levou a reducao de 0,21 g EAG/100 g CBL na média do teor de fendis totais.
Diversos autores reportaram que a eficiéncia na extracao de compostos fendlicos
com o uso de etanol pode ser melhorada pela adicdo de diferentes propor¢des de
agua (BOURZEIX; REVILLA, 1991; PINELO et al., 2005a,b; YILMAZ; TOLEDO,
2006). Resultados semelhantes podem ser observados na Tabela 3 no tempo de 1

min de extra¢do para os diferentes ensaios.

3.1.1.2. Efeito da temperatura (TE)

O uso de temperaturas elevadas pode aumentar o conteudo de fendis no
extrato etandlico devido a diminuicdo da viscosidade do solvente e aceleragao do
movimento das moléculas (mobilidade molecular), o que promove uma maior
solubilizagdo dos compostos e um aumento do coeficiente de difusdo (AJILA et al.,
2011). No entanto, estudos demonstraram que o uso de elevadas temperaturas
para a extracdo de compostos fendlicos a partir de matrizes vegetais podem
desencadear processos de decomposicao e epimerizagao dos fendis, reduzindo o
teor destes compostos no produto final (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).

Conforme a Tabela 4 verifica-se que a temperatura apresentou efeito
positivo sobre a extracdo de fendis, ou seja, houve um aumento do conteudo de
fendis (0,41 - 0,48 g EAG/100 g CBL) quando a temperatura passou do nivel -1
(35°C) para o nivel +1 (75°C). Este parametro foi estatisticamente significativo ao
nivel de confianca de 90% (p<0,10) a partir dos 5 min de extracdo. Este efeito
positivo da temperatura na extracdo de compostos fendlicos a partir da CBL
também pode estar relacionado a inativacdo da enzima peroxidase (ver tdpico
3.1.2.). Vuong et al. (2013) verificaram que o uso de elevadas temperaturas (70°C)
promoveu um aumento do conteddo de compostos fendlicos totais no extrato
aquoso das folhas de Carica papaya.

Diversos estudos apresentam resultados positivos em relacdo ao uso de
elevadas temperaturas na extracdo de compostos fendlicos (GONZALEZ-
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MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b; VUONG et al., 2013) e, ainda, outros
dados com efeito negativo (CACACE; MAZZA, 2003; SPIGNO; TRAMELLI; DE
FAVERI, 2007). Essa divergéncia pode estar relacionada as diferentes classes de
fendis presentes em cada matriz estudada (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).
Considerando os dados da literatura e as analises dos dados coletados, foi
decidido manter a temperatura no nivel mais alto nos demais delineamentos
(DCCR 22) a fim de inibir a enzima POD e ainda verificar a influéncia (sensibilidade
dos compostos presentes) de altas temperaturas na extracdo de fendis a partir da
CBL.

3.1.1.3. Outros efeitos (R-SS, AG, tamanho de particulas e tempo)
R-SS

Na Tabela 4, verifica-se que a variavel R-SS apresentou um efeito
positivo, porém nao foi impactante sobre o processo e nao foi estatisticamente
significativo (p<0,1). Os resultados de FT durante a extragdo (Tabela 3) também
demonstraram que o aumento da quantidade de amostra (2,5 para 7,5 g de CBL)
no sistema nao promoveu aumento da extragdo dos compostos fendlicos. De fato,
0 uso de proporcdes maiores de solvente (-1; 2,5 g/100 mL) promove um elevado
gradiente de concentracdo e, consequentemente, aumento do coeficiente de
difusdo. No entanto, considerando que o consumo de solvente exerce impacto
direto nos custos do processo, a variavel R-SS deve ser cuidadosamente
estudada (PINELLO et al., 2005a,b; PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).

AG

A agitacdo apresentou um pequeno efeito negativo (Tabela 4) sobre a
extragdo de compostos fendlicos e ndo foi estatisticamente significativo (p<0,1).
De acordo com ATIEMO-OBENG, PENNEY, & ARMENANTE (2004), a agitacao
promove uma melhor suspensdo das particulas sdélidas e a dissolugcdo de
substancias em um sistema de extracdo sélido-liquido, assegurando que toda a
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superficie da particula soélida esteja em contato com o solvente e,
consequentemente, um aumento na taxa de transferéncia de massa. Ademais, um
sistema em agitacdo apresenta um aquecimento uniforme e uma maior interagéo
entre solvente-solido. Nesse sentido, a agitagcéo foi fixada em 200 rpm nos demais
delineamentos (DCCR), que corresponde a condicdo empregada nos pontos

centrais.

Tamanho das particulas

A reducédo do tamanho das particulas (CBL) promove aumento na éarea
superficial disponivel para a transferéncia de massa e, consequentemente, o
conteudo de fendis totais no extrato (SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007).
Neste trabalho, particulas com tamanhos de + 16 a - 80 mesh foram selecionadas
(3,4% > 1 mm; 17,6% entre 720 y e 1 mm; 41,5% entre 300 py e 720 y; 20,5%
entre 180 py e 300 py e 17% < 180 ), ou seja, particulas < Tmm. Como pode ser
observado na Tabela 3, um elevado teor de fendis foi obtido com apenas 1 min de
extracdo, 0 que esta relacionado ao uso de pequenas particulas do sélido e da
combinacao dos demais parametros de extracao.

Tempo

O aumento do tempo de contato entre solvente e o material sélido pode
levar a uma progressiva liberagdo dos fendis no meio. Embora na extragdo de
compostos termossensiveis seja preferivel o uso de baixas temperaturas e longos
tempos de extragdo, um elevado periodo de extracdo pode promover pequeno
aumento no conteudo de fendis obtidos, e como resultado, um processo
economicamente inviavel. Além disso, pode ocorrer a degradacao dos compostos
de interesse e a formacdo e/ou extracdo de outras substancias (LAFKA;
SINANOGLOU; LAZOS, 2007). Em vista disso, o tempo total de extracao foi fixado
em 60 min, ao qual pode ser considerado um tempo relativamente curto de
extracdo (SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007). Nos ensaios 3, 4, 7 ¢ 8
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(Tabela 3) pode ser observado que o0 aumento do tempo de extracao de 40 para
60 min promoveu um aumento médio de 10% no conteudo de fendis totais.

No presente estudo, o tempo néo foi considerado como uma variavel
independente ou dependente. A resposta (FT) foi avaliada em fun¢do do tempo e,
desta forma, os fatores que influenciam o processo e as alteracées no teor de FT
foram estudados de uma maneira mais ampla. Quando o tempo é considerado
uma variavel independente, assim como temperatura, agitacao, etc., a extracao é
avaliada em tempos fixos e as alteragdes no contetudo de FT ao longo do tempo
(ver item 3.1.2) n&o sao observadas, 0 que pode resultar em um tempo final de

extracao pouco apropriado.

3.1.2. Influéncia da POD enddégena sobre a extracao de fenéis

Certas complicagdes surgem quando se trabalha com a extracdo de
compostos bioativos a partir de subprodutos, devido a sua elevada atividade
enzimatica (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a). Diversos
estudos reportaram a extracdo de compostos fendlicos a partir de matrizes
vegetais em diferentes condi¢ées de operacao, no entanto, poucos se atentaram
para o0 processo de oxidacdo enzimatica destes compostos durante o
procedimento de preparo de amostra e extracdo do composto alvo (TAKEUCHI et
al., 2009). Nestes casos, muitas vezes os resultados podem ser interpretados de
maneira equivocada, discriminando um tratamento (ensaio) que apresentou
resultados insatisfatorios de extracdo quando na realidade a oxidacao enzimatica
dos fendis pode estar diretamente relacionada com a resposta negativa.

As enzimas fenoloxidases geralmente sao total ou parcialmente inativadas
por diversos métodos fisicos e quimicos (MACDONALD; SCHASCHKE, 2000;
PARKIN, 2008). Essa classe de enzimas nao foi inativada durante o preparo da
CBL porque um dos pontos de observacao deste trabalho foi apresentar o efeito
das enzimas fenoloxidases sobre a extracdo de fendis a partir de matrizes
vegetais. A POD ¢é largamente utilizada como indice de branqueamento em
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tratamentos térmicos devido a sua resisténcia a condicdes adversas de
temperatura. Quando a atividade da POD enddgena € destruida, todas as outras
enzimas fenoloxidases devem ser (PARKIN, 2008). Desta forma, a atividade da
enzima peroxidase (PODact) foi utilizado como padrao de referéncia.

A influéncia da enzima POD sobre o processo de extracdo de compostos
fendlicos a partir da CBL esta demonstrada na Figura 3. A casca da banana
apresentou elevada atividade da enzima peroxidase, 0 que provocou a oxidacao
dos compostos fendlicos e a redugdo da capacidade antioxidante do extrato
(TAC).

De acordo com a Figura 3A, o coeficiente de correlacdo de Pearson
positivo (0,9924) demonstrou que a TAC da CBL pode ser considerada como
resultado da presenca dos compostos fenodlicos. Este fato pode ser comprovado
pela reducédo do conteudo de FT, devido a elevada atividade da enzima POD
(Figura 3B), que, consequentemente, provocou uma diminuicdo diretamente
proporcional do TAC durante os 60 min de extracdo. Desta maneira, a capacidade
antioxidante da casca de banana pode estar diretamente relacionada ao conteudo
de fendis presentes neste subproduto, tornando-se um fator importante de anélise

para o conhecimento e potencial valorizacdo desse material.
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Figura 3: Reducdo dos FT durante a extracdo provocada pela enzima POD. A)
Correlacao entre o teor de fendis totais e a capacidade do extrato em sequestrar o radical
DPPH nos diferentes tempos para a média dos ensaios centrais; B) Atividade da enzima

POD e conteudo de FT durante a extragdo para a média dos ensaios centrais.

3.1.2.1. Influéncia dos parametros de extracao sobre a POD

A avaliacdo da atividade da POD (PODact) ao longo do processo de
extragdo teve por finalidade correlacionar os dados de FT com PODact e

encontrar uma condi¢do ideal que inative ou diminua a atividade dessa enzima. A
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Tabela 5 apresenta a matriz do delineamento fatorial fracionado e a atividade da
enzima POD durante os tempos de 1 a 60 min de extracao.

Tabela 5: Matriz do delineamento fatorial fracionado (2*") e atividade da POD nos
tempos de 1 a 60 min de extragao.

PODact (U/mg)

Ensaio [E:A] TE AG R-SS
1min 5min 10 min 15 min 20 min 40 min 60 min

-k
1
—
1
—
1
—_

-1 795 7,58 4,89 4,05 3,22 2,23 1,22

2 1 -1 1 1 23,17 16,41 13,22 10,75 12,57 8,53 7,77
3 -1 1 - 1 17,39 1466 467 033 026 0,00 0,00
4 1 1 -1 -1 8,14 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 -1 -1 1 1 17,08 16,64 17,44 14,81 14,15 8,56 5,82
6 1 -1 1 -1 529 534 476 1,84 3,27 2,92 1,89
7 -1 1 1 -1 9,05 0.15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 1 1 1 1 17,33 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0 0 O 0 10,68 3,50 0,77 0,28 0,13 0,06 0,04
10 0 0 O 0 9,18 3,34 0,51 0,17 0,14 0,05 0,05
11 0 0 O 0 8,85 3,01 0,66 0,18 0,07 0,16 0,01

[E:A] Porcentagem de etanol na solucdo hidroalcodlica (v:iv; etanol:agua), TE
Temperatura, AG Agitagédo, R-SS Relagdo solido-solvente (g de amostra/100mL de
solucao hidroalcéolica) e compostos fendlicos totais nos tempos de 1 a 60 min de
extracdo. POD = 0,00, ndo apresentou atividade pelo método utilizado. Os valores reais
dos niveis de cada variavel estao descritos na Tabela 1.

Em todos os ensaios observa-se elevados valores de PODact depois de 1
min (Tabela 5). De acordo com Cano, Marin & Fuster (1990), a solubilidade da
enzima POD pode ser afetada por danos mecéanicos. Durante o preparo de
amostra, a casca da banana foi congelada, liofilizada e moida, o que pode facilitar
a extracdo e aumentar a atividade da POD. Os compostos fendlicos estdo

localizados nos vacuolos e sdo separados das enzimas oxidativas em uma fruta
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intacta. O rompimento da estrutura durante os processos de desidratacdo e
secagem promove a liberacdo de mais compostos fendlicos juntamente com
enzimas oxidativas e hidroliticas que podem degradar os compostos fendlicos
(SULAIMAN et al., 2011).

Conforme a Tabela 5, em 5 min de extracdo pode ser verificado que
ocorreu a inativacdo enzimatica nos ensaios 4, 7 e 8 (temperatura no nivel +1) e
para o ensaio 3, a inativagdo ocorreu nos 15 min de extracdo devido a relagéo
sélido-liquido estar no maior nivel (7,5 g) e a concentracdo do solvente no menor
nivel (20% v:v). A avaliacao estatistica dos resultados foi realizada para os tempos
de 5, 10 e 15 min (Tabela 6).

Tabela 6: Estimativa dos efeitos dos parametros analisados nos tempos de 5, 10 e
15 min de extracao para POD.

Fatores Tempo (min) Efeito EP t(5) p-valor
Média 5 7,61 1,03 7,39 0,0007
10 5,62 1,04 5,42 0,0029
15 3,97 1,14 3,49 0,0174
Curvatura 5 -8,65 3,94 -2,19 0,0797
10 -9,95 3,97 -2,51 0,0541
15 -7,53 4,36 -1,73 0,1445
[E:A] 5 -4,30 2,06 -2,09 0,0913
10 -2,25 2,07 -1,09 0,3269
15 -1,65 2,27 -0,73 0,5009
TE 5 -7,77 2,06 -3,77 0,0130
10 -8,91 2,07 -4,30 0,0078
15 -7,78 2,27 -3,42 0,0188
AG 5 -4.14 2,06 -2,01 0,1009
10 -0,14 2,07 -0,07 0,9471
15 0,38 2,27 0,17 0,8741
R-SS 5 8,66 2,06 4,20 0,0085
10 6,42 2,07 3,10 0,0270
15 5,00 2,27 2,20 0,0793

tab (0,15 = 2,02. EP Erro padréo, Parametros em negrito sdo estatisticamente significativos
para a resposta.
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A Tabela 6 apresenta os efeitos das variaveis sobre a resposta (PODact),
bem como os t e p-valores. Os parametros em negrito apresentam efeitos
estatisticamente significativos para atividade da enzima (p<0,1). Uma rapida
andlise da Tabela 6 permite observar que as variaveis [E:A], TE e R-SS
apresentaram efeito estatisticamente significativos (p<0,1).

A temperatura foi a variavel que apresentou maior efeito negativo sobre a
PODact. A passagem do menor nivel para o maior nivel de temperatura levou a
diminuicdo de aproximadamente 9,0 U/mg CBL na média geral da atividade
enzimatica e a inativacao da enzima nos ensaios com temperatura de 75°C. Assim
como a temperatura, a [E:A] apresentou efeito negativo de 4,3 U/mg CBL. Neste
experimento, observa-se um aumento na atividade POD de 8,66 U/mg CBL
quando a variavel R-SS passou do nivel -1 para o nivel +1, ou seja, de 2,5 g/100
mL para 7,5 g/100 mL, respectivamente.

MacDonald & Schaschke (2000) avaliaram o efeito do tratamento térmico
combinado com alta presséo sobre a atividade da enzima POD presente na polpa
da banana. A combinagdo desses fatores apresentou um grande efeito negativo
sobre a atividade da enzima (0,9% de PODact remanescente ap6s 15 min de
tratamento). Segundo os autores, a perda de atividade catalitica da enzima esta
relacionada principalmente ao aumento de temperatura (70°C). Além disso, o
aumento na temperatura de extracdo de 25°C para 55°C néo foi suficiente para
inativar a PPO nos extratos aquosos da casca de banana (GONZALEZ-
MONTELONGO:; LOBO; GONZALEZ, 2010a).

De acordo com Gonzalez-Montelongo, Lobo & Gonzalez (2010a), a
enzima polifenoloxidase (PPO) pode diminuir a recuperacdo de compostos
fendlicos a partir da CBL, quando agua é utilizada como solvente para extracao.
Contudo, com metanol, etanol e acetona, a PPO pode ser inativada. No presente
trabalho, a enzima POD nao foi inativada com o uso de etanol 80% (v/v), mas o
solvente promoveu uma redugdo de 4,3 U/mg CBL na média de atividade

enzimatica.
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Em suma, existem diversos fatores que influenciam na extracdo de
compostos fendlicos a partir da CBL, como os parametros do processo TE, AG, R-
SS e [E:A] e a atividade de enzimas fenoloxidase. A partir dos dados obtidos no
planejamento fatorial 2*' foram selecionadas as variaveis que influenciam no
processo para realizar um DCCR 22 (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

3.2. Otimizacao utilizando um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)

A partir da selecao de variaveis a temperatura foi fixada no maior nivel
(75°C) e a agitacdo em 200 rpm, como discutido anteriormente (ver itens 3.1.1.2 -
3.1.1.3). O efeito negativo do parametro [E:A] associado aos valores de FT
observados no ponto central (Tabela 3), sugere que a melhor [E:A] encontra-se
abaixo de 80%. Desta forma, os niveis de estudo foram deslocados para niveis
inferiores, de 20% a 70%, com a finalidade de diminuir custos e ainda assim
garantir a eficiéncia ao longo da extracdo dos compostos de interesse (FT).
Embora a R-SS ndo tenha apresentado efeito estatisticamente significativo
(Tabela 4), esta variavel foi selecionada a fim de verificar sua interagdo com a
[E:A], além de permitir o estudo de seu efeito sobre as respostas, mantendo as
variaveis temperatura e agitacao fixadas nos niveis apresentados acima.

Assim, as variaveis [E:A] e R-SS foram otimizadas utilizando um
Delineamento Composto Central Rotacional 22, com 4 pontos axiais e 3 repeticdes
no ponto central, totalizando 11 experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2005). As
demais variaveis, temperatura e agitacao, foram fixadas nos valores de 75°C e
200 rpm, respectivamente. A Tabela 7 apresenta a matriz do DCCR e compostos
fendlicos totais nos tempos de 1 a 60 min de extracao.

Na Tabela 2 pode ser observado que os niveis escolhidos para o estudo
de otimizagdo da variavel R-SS foram os mesmos dos utilizados previamente no
delineamento fracionado, com alteracbes e adaptacdes na amplitude da faixa
estudada.

73



Tabela 7: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 22 e resposta de
compostos fendlicos totais nos tempos de 1 a 60 min.

Fendis Totais (g EAG/100 g CBL)

Ensaio [E:A] R-SS
Tmin  5min 10min 15 min 20 min 40 min 60 min

—h
1

—
1

—

1,17 1,25 1,23 1,26 1,27 1,34 1,34

2 1 -1 268 251 243 234 227 223 216
3 -1 1 147 156 165 163 165 1,80 1,90
4 1 1 263 235 219 209 203 1,8 191
5 1,41 0 112 1,25 127 127 132 142 144
6 1,41 0 188 199 195 188 189 1,84 180
7 0 -141 223 1,58 165 1,69 1,73 1,82 1,90
8 0 141 228 168 173 1,76 1,76 185 1,92
9 0 0 249 168 1,76 1,81 1,82 187 204
10 0 0 266 176 1,87 187 187 19 201
11 0 0 245 166 1,75 1,74 184 190 207

Os valores reais dos niveis de cada variavel estdo descritos na Tabela 2. [E:A]
Porcentagem de etanol na solu¢ao hidroalcodlica (v:v; etanol:agua), R-SS Relag¢ao sélido-
solvente (g de amostra/100 mL de solugao hidroalcoolica).

Conforme a Tabela 7, o conteudo de FT apresentou um decréscimo
durante a extracao para os ensaios 2 e 4 e uma tendéncia de aumento para os
ensaios 1, 3, 5, 6, 7, 8 e nos PC. Correlacionando as condi¢cdes de extracdao com
0s resultados obtidos em cada ensaio, verifica-se que o0s ensaios que
apresentaram decaimento no FT foram aqueles com [E:A] acima de 45% em
combinacao com elevada temperatura (75°C). Todos 0s ensaios foram realizados
a temperatura de 75°C e ocorreu a inibicdo da enzima POD depois de 5 min (ver
item 3.1.2.1). Desta maneira, o decréscimo observado pode estar relacionado a
combinacao de trés fatores: 1) alta [E:A] no sistema ; 2) temperaturas elevadas e¢;
3) tempo de extracéo.
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Nos ensaios realizados com [E:A] no nivel 0 (45%), observou uma
reducao no FT depois de 5 min de extracdao provocada pela atividade da enzima
POD, enquanto nos demais tempos a enzima foi inativada e o conteudo de FT
aumentou até os 60 min de extracdo. A temperatura 6tima de atividade das
fenoloxidases encontra-se no intervalo de 30-50°C, mas a estabilidade térmica &
comparativamente alta e caracterizada por meias-vidas de diversos minutos no
intervalo de 55 - 80°C, dependendo da matriz vegetal. Portanto, existem muitas
oportunidades de as peroxidases serem ativadas durante o aquecimento do
sistema de extracao (PARKIN, 2008).

De acordo com a literatura, na extracdo de compostos fendlicos a
temperatura ndo pode ser maior do que 50°C, devido a termoinstabilidade destes
compostos (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006). Como pode ser observado na
Tabela 7, o uso de elevada temperatura (75°C) associada a [E:A] no nivel +1
(63%) promoveu a degradacao térmica dos fendis ao longo da extracao. Por outro
lado, o resultado é diferente com o uso da [E:A] em niveis menores, depois de 5
min € observado um aumento no FT, ou seja, a temperatura auxiliou/melhorou a
extracdo. Conforme os resultados apresentados, altas temperaturas podem ou
nao influenciar na estabilidade dos fendis, depende da combinacdo das demais
variaveis e de todo o sistema de extracao, principalmente temperatura, tempo e
[E:A]. Investigacdes futuras sdo necessarias para o estudo dessa interagao.

Conforme a Tabela 7, os maiores resultados de FT foram obtidos com 1
min de extracdo. Desta maneira, foi realizado o tratamento estatistico dos dados
coletados nesse tempo (STATISTICA 8.0). Na Tabela 8 estao apresentados os
coeficientes de regressdo e as respectivas analises estatisticas dos parametros
considerados. Para delineamentos completos € recomendado o uso de um nivel
de significancia de 5% (p<0,05), devido ao maior critério de selegdo das variaveis,
devendo ser inseridas no modelo matematica apenas os fatores que realmente
influenciam na resposta (RODRIGUES; IEMMA, 2005).
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Tabela 8: Coeficientes de regressao para a resposta FT apds 1 min de extracao.

Fatores CR EP t(5) p-valor
Média 2,53 0,16 16,08 <0,0001
[E:A] (L) 0,47 0,10 4,84 0,0047
[E:A] (Q) -0,49 0,11 -4,24 0,0081
R-SS (L) 0,04 0,10 0,42 0,6888
R-SS (Q) -0,11 0,11 -0,97 0,3771
[E:A]xR-SS -0,09 0,14 -0,64 0,5492

Ttab 055 = 2,67. CR Coeficiente de regresséo, EP erro padréo, [E:A] Porcentagem de
etanol na solugdo hidroalcodlica, R-SS Relag¢ao sélido-solvente, L linear, Q quadratico.
Parédmetros em negrito sdo estatisticamente significativos para a resposta (p<0,05).

A andlise de regressao consiste na obtencdo de uma equacao que tenta
explicar a variacao significativa de uma variavel resposta (FT) em funcdo da
variacao dos niveis de um ou mais fatores quantitativos ([E:A] e R-SS). De acordo
com a Tabela 8, os coeficientes Média, [E:A] (L) e [E:A] (Q) foram estatisticamente
significativos (p<0,05). A interacdo [E:A] x R-SS e o0s coeficientes linear e
quadratico da R-SS nao foram significativos, considerando um p-valor de 0,05.
Ap6s a medicdo dos coeficientes de regressdo foi possivel obter o modelo

incluindo apenas os termos significativos na equacgao abaixo:

Equacao (2): Modelo matematico ajustado para os valores codificados

Y =243+ 0,47[E: A] — 0,45[E: A]?

Para verificar a validade do modelo, uma andlise de variancia (ANOVA) foi
realizada considerando apenas as variaveis estatisticamente significativas
(p<0,05) para a extracao de FT (Tabela 9).

A analise de ANOVA demonstrou que o modelo de 22 ordem obtido foi

estatisticamente significativo e preditivo para o processo estudado. Desta forma, o
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conteudo de FT extraido da CBL pode ser predito em funcao da [E:A] por meio da
equacao codificada (Equacao 2). O modelo ndo apresentou falta de ajuste (Fcal <

Ftab) e foi observado um coeficiente de regressao satisfatorio (R? = 0,86).

Tabela 9: ANOVA do modelo quadratico para compostos fendlicos totais.

Fonte de

variacdo sQ Gl Qm Feal p-valor Fiap
Regressao 3,02 2 1,51 24,86 0,0004 4,46
Residuos 0,49 8 0,06
Falta de ajuste 0,46 6 0,08 6,23 0,1448 19,33
Erro Puro 0,02 2 0,01
Total 3,50 10
R2 = 0,86

SQ Soma dos quadrados, G/ graus de liberdade, QM quadrado médio.

A Figura 4 apresenta a relacdo entre os valores preditos pelo modelo
(Equacdo 2) e os observados experimentalmente (Tabela 7). Os valores
estimados pelo modelo correspondem ao conteldo de compostos fendlicos
obtidos de acordo com a Equacéo 2, ao qual o termo [E:A] € substituido pelos
niveis codificados (-1, 0, +1) de cada ensaio da matriz do DCCR (Tabela 7).
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Figura 4: Valores observados versus valores preditos pelo modelo para FT.
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Conforme apresentado na Figura 4, apenas alguns ensaios nao se
ajustaram corretamente ao modelo (ensaios 1, 5 e 6), devido as condicdes
utilizadas nestes experimentos. No entanto, observa-se uma boa distribuicdo dos
valores sobre a linha e os dados coletados no experimento foram bem explicados
pelo modelo matematico (Tabela 9). Para confirmar esse ajuste dos dados
coletados ao modelo foram calculados os erros absolutos e relativos entre os

valores preditos e observados (Tabela 10).

Tabela 10: Valores de FT obtidos pelo modelo e as diferengas a partir dos obtidos
experimentalmente depois de 1 min.

EA
Ensaio Predito (g EAG/100 ER (%)
g)

1 1,51 -0,33 -28,39
2 2,44 0,24 8,99
3 1,51 -0,03 -2,25
4 2,44 0,19 7,26
5 0,86 0,27 23,63
6 2,18 -0,30 -15,88
7 2,43 -0,20 -9,02
8 2,43 -0,15 -6,40
9 2,43 0,06 2,60
10 2,43 0,23 8,66
11 2,43 0,02 0,78

EA Erro absoluto, ER erro relativo

Como pode ser observado na Tabela 10, houve um desvio de 0,78 -
9,02% dos valores fornecidos pelo modelo em relacdo aos experimentais, o que
representa uma pequena variacao, considerando o numero de variaveis que
influenciam o processo de extracdo. Uma grande variagdo foi observada nos
ensaios com [E:A] nos niveis extremos (-1, -1,41 e 1,41; ensaios 1, 5 e 6), devido
ao fato do modelo nao se ajustar precisamente a esses pontos.

De acordo com os dados apresentados, 0 modelo matematico obtido foi
significativo e representa de forma satisfatéria o comportamento de FT conforme
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as mudancas de nivel da variavel [E:A]. Portanto, o modelo foi utilizado para a

construcdo da superficie de resposta e da curva de contorno (Figura 5) para
permitir a visualizagao das condi¢des étimas do processo.
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Figura 5: Superficie de resposta e curva de contorno para estudo da extracdo de FT a
partir da CBL depois de 1 min de extragdo como uma fungéo da [E:A].

O perfil da superficie de resposta obtida encontra-se proxima ao ideal,
uma vez que € possivel visualizar a regido 6tima predita pelo modelo,
compreendendo os niveis estudados.

A variavel R-SS n&o apresentou coeficiente de regressdo estatisticamente
significativo (p<0,05) podendo ser utilizada no menor nivel (2,5 g de CBL/100 mL)
para a extracdo. Em termos de custos de processo, por um lado, essa variavel no
menor nivel indica maiores gastos com solvente. Mas, por outro lado, representa o
uso de uma menor quantidade de amostra para a obtencdo do mesmo conteudo
de FT.

A Figura 5 apresenta o efeito da [E:A] sobre o contetdo de FT no extrato
etandlico obtido a partir da CBL. Um aumento gradativo de etanol até 60%

favorece a extracdo de compostos fendlicos, sendo que a partir deste valor
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observa-se uma diminuicdo no conteudo de FT. Pela analise da superficie de
resposta e da curva de contorno, o ponto 6timo (valores > 2,5 g EAG/100 g CBL)
encontra-se entre 50 - 60% de etanol, enquanto, a condigdo 6tima de [E:A]
encontrada pelo uso de métodos matematicos (derivada da Equacéo 2) foi de 54%
de etanol.

Nos ensaios com a [E:A] em valores extremos (-1,41 e +1,41) foram
observados os menores resultados de FT (Tabela 7). Isto indica que no sistema de
extracdo, com o uso de materiais secos ou liofilizados, é necessario utilizar uma
proporcdo adequada de agua:etanol ideal para hidratar (dgua) as particulas, além
de promover um elevado gradiente de concentracdo entre o sélido e o solvente
(soluto:etanol), por isso, a condicdo o6tima de [E:A] foi de 54%. Resultado
semelhante foi observado na extracdo de compostos fendlicos a partir de cha
preto, em que a concentracdo de 50% (v/v; agua:solvente), independente do
solvente utilizado, apresentou melhor eficiéncia de extracdo do que as demais
concentracdes estudadas (TURKMEN; SARIN; VELIOGLU, 2005).

Para a validacdo do modelo foram conduzidos 3 experimentos no ponto
otimo ([E:A] = 54%, R-SS = 2,5 ¢g/100 mL, tempo de 1 min e TE de 25°C), com 0s
resultados de FT coletados. A média dos valores observados foi de 2,44 ¢
EAG/100 g CBL, um valor muito préximo do valor predito pelo modelo nas
condi¢bes otimas (2,55 g EAG/100 g CBL), apresentando um erro relativo de -
4,53% (Tabela 11). A condicdo 6tima ndo envolve a extracdo em banho de
agitacao, desta maneira, as variaveis AG e TE nao estao influenciando o sistema
no tempo de 1 min (Figura 2), o que torna o sistema de extracao mais simples.

De acordo com a metodologia de extragdo desenvolvida e otimizada neste
trabalho, a casca da banana apresentou um conteudo de FT de aproximadamente
2,44 g EAG/100 g de CBL. Com a finalidade de comparar a nossa metodologia de
extragdo com as utilizadas em outros trabalhos foi construida a Tabela 12, que
apresenta de forma resumida o método de extracao utilizado e os resultados de
FT obtidos.
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Tabela 11: Validagcao experimental de acordo com as condi¢cdes otimizadas
depois de 1 min de extragao.

Variaveis Valores 6timos Observado Predito ER (%)
Tempo (min) 1

R-SS (g) 2,5 2,44 +0,003* 2,55* -4,53*

[E:A] (%) 54

*Média dos valores experimentais. ER erro relativo. TE = 25°C.

Diversos autores reportaram o conteddo de fendis totais na casca de
banana (Tabela 12), sendo que a variacao no conteudo de FT observada entre os
trabalhos pode estar relacionada ao procedimento de preparo de amostra, a
técnica de extragdo utilizada e a variedade e o estagio de maturacdo da fruta
(BABBAR et al., 2011; SULAIMAN et al., 2011).

Segundo Gonzalez-Montelongo, Lobo & Gonzélez (2010a), acetona:agua
(1:1 v/v) foi o solvente mais eficiente para a extracdo de compostos fendlicos da
casca de banana liofilizada cv. Grande Naine. Quando a extragéo foi realizada a
25°C por 1 min, o conteudo de FT em acetona:agua foi até 3,5 vezes maior dos
observados em metanol e etanol:agua (1:1 v/v). Enquanto isso, agua foi o solvente
menos eficiente na extragdo dos compostos fendlicos.

Em outro estudo, Gonzalez-Montelongo, Lobo & Gonzélez (2010b)
estudaram o numero de etapas, a temperatura e tempo de extragdo sobre a
extracao de FT em metanol P.A. a partir da casca de banana liofilizada cv. Grande
Naine. Os valores 6timos para os fatores estudados foram de 3 extragcbes a 25°C
e 0 min em banho de agitacdo e o conteudo de FT observando nas condi¢cdes
6timas foi de 2,2 g EAG/100 g CBL.

81



Tabela 12: Conteldo de fendis totais obtidos a partir de diferentes métodos de extragao.

Preparo de Amostra

Conteudo de

Variedade Origem (casca de banana - CB) Procedimento de Extracao Tl ol
Extracdo realizada com diferentes AC 2.6
. solventes (ET Etanol 50% v/v e AC ‘2,69
lihas ngiﬁofo(lj:oplgelnadlﬁ d(c:)org acetona 50% v/v). A mistura (amostra  EAG/100 g
Grande Candrias.  lofilizada IZDe %is o + solvente) foi_homogeneizada com CBL
Naine ’ T p auxilio de Ultra Turrax (1 min a 10.000 ET:1,7¢
Espanha material foi moido para rpm). Em seguida o homogenato foi J
obtengéo de um p6 fino. P - 9 genato 1 EAG/100 g
levado em um banho de agitagdo CBL?
durante 1 min (25 ° C).
A CB foi congelada com Extracdo realizada com metanol P.A.
Grande llhas auxilio de Nz liquido e (25°C). A mistura foi homogeneizada 22g
Naine Candrias, liofilizada. Depois o com auxilio de um Ultra Turrax por 1 EAG/100 g
Espanha material foi moido para min a 10.000 rpm. Este procedimento CBL®
obtencdo de um p6 fino.  foi realizado trés vezes.
Nao Qeczr f0|useenct: eam ég(r)réo Extragdo realizada com metanol 70%
informado/ Punjab, Depois qo material foi (v/v) por 3h a 40°C em refluxo. Esse 3,8 mg EAG/g
’ 1 . . . . . c
rier?clj?]l;?ri(;a India moido para obtencdo de SL(;C:SIeTethO foi repetido por mais CBS
um po6 fino. ’
HE: -
Uma extracdo sequencial (em Ot s m%
Perak A CB foi seca em um Soxhlet) foi duzida utilizando tra EAG/g CBS
Raja erax, forno a 60°C por dois OX el 10 GEMBLERE EIEEARE (52 ME: 2,51 mg
Malasia dias diferentes solventes (HE hexano, CL E A,G/
’ cloroférmio e ME metanol 80%, v/v). 9
CBS
A CB foi branqueada a A extragdo foi realizada com uma
95°C por 5 min e mistura de solventes: metanol, agua e
inas  SUTelCn £ secagen Ao i O Y oy 2820
Cavendish Gerais . o . o . EAG/g
. bandejas a 55°C. Depois homogeneizagdo durante 2 min e 5
(Brasil) ; oo . CBS
o material foi moido para banho de ultrassom durante 5 min.
obtengdo da farinha de Esse procedimento foi repetido por
casca de banana. mais duas vezes.
. A extracdo foi realizada com etanol
ngl’:?ofoclj;ongleol acsi:C(;orz 54% (v/v) (25°C). A mistura foi E Azéﬁo%
Prata Sao Paulo liofilizada gDe ois o homogeneizada com auxilio de Ultra CBL ou 2494
(Brasil) ol e p Turrax por 30s a 11.000 rpm. !
MEEE 6] mefl pe Procedimento realizado uma dnica 9 =HCi
obtenggo de um po fino. | - cBL'

CB casca de banana, CBS casca de banana seca e CBL casca de banana liofilizada. Os dados apresentados
na Tabela acima expressam apenas os resultados selecionados para comparar com os obtidos em nosso
trabalho. Para maiores informagées consultar:  Gonzalez-Montelongo, Lobo & Gonzalez (2010a), b Gonzalez-
Montelongo, Lobo & Gonzélez (2010b), °Babbar et al. (2011), 9 Sulaiman et al. (2011)°e Rebello et al. (2014).
"resultado encontrado em nosso trabalho.
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Em um estudo de extracao sequencial de FT a partir da casca de banana
seca, Sulaiman et al. (2011) encontraram que os extratos cloroférmicos da casca
de banana cv. Raja apresentaram os maiores conteudos de FT, valores na ordem
de 15,33 mg EAG/g de CBS. Resultados inferiores foram observados para a
fracado metandlica (2,51 mg EAG/g CBS). Dentre os resultados apresentados na
Tabela 12, o menor valor de FT foi observado por Babbar et al. (2011), que
realizaram a extragdo dos compostos fendlicos em metanol 70% (v/v) por 3 h a
40°C da casca de banana proveniente do processamento industrial da fruta.
Nesse subproduto obtido da agroindustria podem ter ocorrido diversas
transformacdes bioquimicas, devido a presenca de enzimas e choques mecéanicos
e, consequentemente a degradagédo dos compostos fendlicos.

Rebello et al. (2014) encontraram um elevado conteudo de FT para a
farinha da casca de banana madura, chegando a ordem de 29,2 EAG/g CBS,
utilizando uma mistura de solventes (metanol, agua e acido férmico, 50:48.5:1.5
v/v/v) e uma extracdo assistida por ultrassom. Os autores discutem que este
conteudo de FT obtido é maior do que o de frutas conhecidas por seus altos
conteludos de fenodis, tais como amora, mirtilo e uva. O elevado teor de FT
presente na casca de banana esta relacionado a ocorréncia de importantes
quantidades de flavonoides, principalmente das classes flavan-3-ols e flavonois
(SOMEYA; YOSHIKI; OKUDO, 2002; REBELLO et al., 2014; TSAMO et al., 2015).

O conteudo de fendis totais da CBL observado em nosso trabalho, 2,44 g
EAG/100 g CBL ou 24,4 mg EAG/g CBL, foi semelhante ao apresentado por
outros autores (GONZALEZ—MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010a,
GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b; REBELLO et al., 2014)
e maior do que os valores reportados por Babbar et al. (2011) e Sulaiman et al.
(2011). Em alguns casos, os métodos de extracdo empregados também foram
similares (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b; REBELLO et
al., 2014) e a principal diferenga em relagdo aos demais procedimentos € o uso de
um solvente GRAS (Generally recognized as safe), como o etanol, o que valoriza
o trabalho realizado.
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A extracao de compostos fendlicos com o uso de solventes orgéanicos é
uma técnica comumente empregada, como observado pela compilacdo
apresentada na Tabela 12. No entanto, o uso de solventes organicos na produgao
de alimentos é estritamente regulamentado, por exemplo, o caso do metanol, que
ndo ¢é considerado seguro para aplicagdo em alimentos (GONZALEZ-
MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010b). A escolha do solvente para a
extracdo de determinado composto depende do objetivo do estudo: 1)
quantificacdo do componente ou 2) aplicacdo do composto na produgdo de
alimentos e na formulagdo de produtos. No primeiro caso, o pesquisador pode
utilizar um solvente orgénico nao-seguro com a finalidade de obter o maior
conteudo possivel sem se preocupar com custos e/ou rendimento, ao contrario, no
segundo caso deve-se utilizar um solvente reconhecido pelos 6rgdos responsaveis
como seguro € o processo de extracao deve ser otimizado para aumentar o
rendimento e reduzir os custos e o tempo de operacdo (GALANAKIS;
TORNBERG; GEKAS, 2010; GALANAKIS, 2013).

O procedimento de extracdo desenvolvido e otimizado em nosso trabalho
foi capaz de extrair de maneira eficiente e rapida os FT presentes na CBL, com
apenas 1 min de extracao e utilizando um solvente seguro. Além disso, 0 método
de extracdo solido-liquido € convencional e de facil acesso a industria e as
instituicdes de ensino de todo o mundo. Em relagcdo a matriz utilizada, a casca de
banana € um subproduto da agroindustria que tem um custo acessivel, tem ampla
disponibilidade ao longo do ano e ainda representa uma fonte promissora para
obtencdo de compostos fendlicos. Soma-se a isso, o fato de que o uso de
subprodutos do processamento de frutas, como fontes de compostos bioativos,
auxilia no equilibrio entre crescimento econémico e sustentabilidade.

Os resultados obtidos sdo promissores e demonstraram que a casca de
banana € um subproduto com significativo teor de fendis totais. Para alcancar
melhores resultados de extracdo ainda sdo necesséarios mais estudos abordando a
manipulagéo correta da casca, a inativagdo de enzimas fenoloxidases previamente

a extracdo, bem como o uso de novas técnicas de extragdo (GALANAKIS, 2013).
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Ademais, mais pesquisas devem ser realizadas abordando o uso do extrato da
casca de banana na formulacdo de alimentos, tais como bebidas e produtos
carneos, e também em ensaios clinicos para verificar seu potencial antioxidante in

vivo na prevencgao de doengas crbnicas e degenerativas.
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4. Conclusao

As variaveis [E:A] e temperatura foram as que apresentaram maior
influéncia sobre o processo de extragao, enquanto os demais parametros R-SS e
agitacdo podem ser utilizados nos menores niveis estudados neste trabalho (2,5
g/100 mL e 200 rpm, respectivamente). A casca de banana demonstrou elevada
atividade da enzima peroxidase, o que provocou a oxidagdo dos compostos
fendlicos e a reducao da capacidade antioxidante do extrato durante o processo
de extragdo, desta maneira, uma etapa de inativacao deve ser realizada antes da
extracao.

O uso da metodologia do planejamento fatorial, associada a analise de
superficie de resposta, permitiu estudar de forma abrangente a recuperagéo de
compostos fendlicos a partir da CBL. De acordo com a curva de contorno e a
superficie de resposta obtidos no DCCR, as melhores condi¢cdes para a extracao
de compostos fendlicos a partir da CBL foram: R-SS de 2,5 g/100 mL (1:40), [E:A]
de 54% etanol e homogeneizagdo com auxilio de Ultra Turrax por 30s a 11.000
rom. O conteudo de FT obtido com esse sistema de extracdo foi de 2,44 ¢
EAG/100 g CBL. Os dados apresentados neste trabalho também demonstram a
importancia do processo de otimizagcdo na extracdo de compostos fendlicos a
partir de matrizes vegetais.

Finalmente, extratos etandlicos ricos em compostos fendlicos podem ser
obtidos a partir da casca de banana. No entanto, mais estudos devem ser
realizados para melhorar as condigdes de extracao e obter uma quantidade ainda
maior de fendis. O uso de tecnologias nao convencionais de extragdo e estudos
abordando o0 manuseio correto desse subproduto (pos-processamento) sao
chaves fundamentais para alcancar resultados promissores e inserir a casca de
banana no mercado como material de partida para a obtencdo de compostos
fendlicos.
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CAPITULO 3

QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO DA POLPA E CASCA DE BANANA (MUSA sp.)

Resumo: O presente trabalho teve por objetivo quantificar o conteddo de
compostos fendlicos totais (FT), flavonoides totais (CF) e atividade antioxidante da
casca e polpa de banana cv. Prata. Dois métodos de extracdo foram utilizados
para a obtencdo dos extratos, um método classico de extracdo sélido-liquido
otimizado (Es;) e outro moderno de extracdo assistida por ultrassom (Eay).
Independente do método de extragdo utilizado, a casca de banana apresentou os
maiores valores de FT (2,44 g EAG/100 g CBL), CF (2,32 g EC/100 g CBL) e
atividade antioxidante mensurada pelos métodos de DPPH (380,84 umol EQT/g
CBL; ICso = 71,74 pug/mL), TEAC (325,84 umol EQT/g CBL) e ORACk. (ORAC
Total = 994,33 umol EQT/g CBL). A CBL apresentou conteudo de FT e CF até 9,5
vezes maior do que a PBL. O método de Egs; extraiu mais FT do que a Eay. A
atividade antioxidante observada nas diferentes partes do fruto pode estar
relacionada principalmente a presenca de flavonoides. A polpa de banana
apresentou menores valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante do
que a casca, no entanto, a banana é uma das frutas mais produzidas no mundo e,
devido ao seu elevado consumo pode ser considerada como uma importante fonte
natural de compostos antioxidantes. Os resultados obtidos em nosso trabalho
fornecem suporte cientifico para futuras pesquisas in vivo, abordando o efeito da
polpa e casca de banana na saude. Além disso, o subproduto (casca) pode ser
utilizado no desenvolvimento de novos produtos e na obtencdo de extratos
antioxidantes para aplicagdo em produtos alimenticios.

Palavras-chave: alimentos funcionais, flavonoides, ultrassom, ORAC,
subprodutos.
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1. Introducao

Nos ultimos anos, diversas evidéncias epidemioldgicas tém associado o
consumo de frutas a diminuicdo do risco de doencas, tais como cancer, doencas
cardiovasculares e disfuncées neurolégicas (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011).
Os compostos fendlicos merecem grande destaque dentre os metabdlitos
secundarios responsaveis por apresentar essas propriedades funcionais
(RODRIGUEZ-MATEOQOS et al., 2014). A ingestao de antioxidantes naturais é uma
parte importante do mecanismo de defesa do corpo (LANDETE et al., 2012). Por
estas razdes, um grande esfor¢o tem sido realizado para quantificar e caracterizar
os compostos fendlicos antioxidantes em diferentes tecidos de plantas (IGNAT;
VOLF; POPA, 2011).

O estresse oxidativo, definido como o desbalango entre a produgédo de
espécies reativas e o sistema de defesa antioxidante in vivo, apresenta um papel
muito importante em diferentes condi¢des patoldgicas. Neste contexto, tem sido
sugerido que uma dieta rica em antioxidantes esta inversamente relacionada ao
desenvolvimento de diversas doencgas. Desta maneira, 0 interesse em encontrar
alimentos naturais com elevado potencial antioxidante cresceu muito nas ultimas
duas décadas, principalmente frutas que sao frequentemente consumidas pelas
pessoas, como a banana (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Com o
constante crescimento da populagdo mundial e a necessidade de novas fontes de
compostos funcionais, o interesse na recuperacdao de compostos fendlicos e
antioxidantes a partir de subprodutos agroindustriais também aumentou nos
ultimos anos (GALANAKIS, 2012).

A banana (Musa sp.) € um dos frutos tropicais mais consumidos no mundo
por populacdes de alta e baixa renda em virtude do alto valor nutritivo e do baixo
custo (PO, 2007). O Brasil € o quinto maior produtor mundial de banana e
produziu no ano de 2013 mais de 7,1 milhées de toneladas (FAOSTAT, 2014).
Além do consumo in natura, existem no mercado diversos produtos obtidos da

manufatura da banana. Embora o processamento da banana apresente beneficios
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relacionados a conservacdo e variedade de produtos, existe um ponto
desfavoravel relacionado aos residuos gerados (AURORE; PARFAIT;
FAHRASMANE, 2009). A casca de banana representa de 30 - 40% do peso total
da fruta e seu descarte inadequado provoca grande impacto ambiental
(GONZALEZ-MONTELONLO; LOBO; GONZALEZ, 2010b).

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve por objetivo quantificar
os compostos fendlicos totais, flavonoides totais e a atividade antioxidante dos
extratos da casca e polpa de banana cv. Prata madura. Dois métodos de extracéo
foram utilizados para a obtencédo dos extratos, um método classico de extracao
sélido-liquido (Est) € outro moderno de extracdo assistida por ultrassom (Eay)
(AZMIR et al., 2013). A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelos
ensaios de DPPH, TEAC e ORACk.. O estudo de compostos antioxidantes em
frutas tropicais e seus subprodutos fornecem informacdes importantes acerca das
possiveis propriedades funcionais dessas matrizes, além de fornecer suporte

cientifico para o desenvolvimento de produtos alimenticios.
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2. Material e Métodos

2.1. Reagentes Quimicos

Os padrées analiticos 4&cido gadlico, catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina, miricetina, quercetina e kaempferol e os
reagentes 2,2-Diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH), (+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), 2-2’-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), 2,2’-Azino-
bis(ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) e fluoresceina
sodica foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (S0 Paulo, Brasil). Agua ultrapura (18
MQ/cm) foi utilizada (Millipore, model CT Q3UV, USA). Todos os outros reagentes
quimicos ou solventes foram de excelente grau analitico. Todos os produtos foram

armazenados nas condi¢des ideais segundo instru¢des dos fabricantes.

2.2. Matéria-prima (Musa sp., Grupo AAB, Subgrupo Prata, cv. Prata)

As pencas de bananas verdes, variedade Prata, foram obtidas no CEASA
(Centro de Abastecimento - Campinas, SP) antes do tratamento de
amadurecimento com o gas etileno. As bananas foram lavadas e desinfetadas
com uma solucéo de cloro (50 mg/L) por 15 min. O estagio de amadurecimento
dos frutos foi controlado no Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos,
Universidade Estadual de Campinas (Sao Paulo, Brasil) a temperatura ambiente
(25 - 30°C) até que o estagio 6 na escala de cor de Von Loesecke fosse alcangcado
(GOMES; VIEIRA; LETA, 2013).

O estagio de amadurecimento dos frutos foi caracterizado pela coloracéo
da casca e polpa (Konica Minolta Spectrophotometer, model CM -5, Japan) e
pelos parametros fisico-quimicos de soélidos soluveis totais (ST), pH e acidez
titulavel total (ATT) (GOMES; VIEIRA; LETA, 2013). A luminosidade (L*) e as
coordenadas de cromaticidade a* e b* para a casca de banana foram de 64,6
3,0; 7,7 £ 2,0 e 51,3 + 5,0, respectivamente. A cor da polpa de banana foi
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caracterizada por uma luminosidade de 74,6 + 1,0, a* de 3,2 + 0,4 e b* de 27,1 &
1,1. ST, pH e ATT da polpa foram de 22,4 + 0,6 °Brix; 4,7 £ 0,2 e 660,4 + 8,0 mg
de 4cido malico/100 g, respectivamente.

Quando as bananas atingiram o grau de maturagcao desejado, a casca e a
polpa foram manualmente separadas (relacdo casca:polpa, p/p, 38,0 + 5,44%),
congeladas rapidamente com auxilio de gelo seco e liofilizadas (Terroni, model LS
3000, Brazil). O teor de umidade encontrado para a casca foi de 85,7 £ 1,64% e
para a polpa foi de 67,5 + 0,65%. Entdo, a casca e a polpa liofilizadas foram
moidas em moinho de facas (Marconi, model MA340, Brazil) até a obtencao de um
po fino (tamanho de particula < 1 mm). O pé da casca de banana liofilizada (CBL)
e 0 po da polpa de banana liofilizada (PBL) foram acondicionados em recipientes
plasticos e armazenados a - 80°C (Sanyo Electric Co., model MDF-C8V1, Japan)

até a realizagao das extragoes.

2.3. Procedimento de extracao

A extracao foi realizada utilizando duas técnicas: i) extragcao solido-liquido
(Es.) e ii) extracdo assistida por ultrassom (Eay). A Es. foi desenvolvida e
otimizada em nosso laboratério para a casca de banana liofilizada (CBL, ver
Capitulo 2) e polpa de banana liofilizada (PBL, dados ndo apresentados). As
condigdes da Eay foram definidas de acordo com os protocolos de analise de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (LEITE-LEGATTI et al., 2012;
NERI-NUMA et al., 2013). Todos os procedimentos de extracdo foram realizados
em triplicata e os sobrenadantes (extratos) obtidos foram transferidos para
microtubos e armazenados a -80°C (Sanyo Electric Co., model MDF-C8V'1, Japan)

até o momento das analises.

2.3.1. Extracao solido-liquido (ESL)

A CBL (2,5 g) foi misturada com 100 mL de uma solugéo hidroalcodlica
(etanol:agua v/v, 54% etanol) por 30s utilizando um Ultra Turrax (11.000 rpm). Em
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seguida, o homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 11 min a 5°C (Hettich
Zentrifugen, model Rotanta 460R, Germany).

A PBL (3,0 g) foi misturada com 30 mL de &gua ultrapura (Milli-Q) e a
mistura foi levada em um banho de agitacdo (New Brunswick Scientific Classic
Series, model C76, USA) por 90 min a 200 rpm e 75°C, em seguida a mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 11 min a 5°C. As extracdes foram conduzidas em
frasco Erlenmeyer adaptado para evitar o efeito vortice, obtendo uma melhor

mistura do sistema.

2.3.2. Extracao assistida por ultrassom (EAU)

Para a Eay, 10 mg de amostra (CBL ou PBL) foram colocadas em
microtubos e misturados com 100 pL do solvente (Tabela 1). Em seguida, os
microtubos contendo a mistura foram levados em um banho de ultrassom
(UNIQUE, model UCS-2850, 25 kHz, 120 W, Brazil) equipado com timer digital por
30 min a 10°C. Apés a extracédo, os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm
por 11 min a 5°C.

Tabela 1: Relacao de solventes utilizados na Exy para cada método analitico.

Analise Solvente
FT Metanol P.A.
CF Agua Milli-Q
DPPHcso Metanol P.A,
TEAC Agua Milii-Q
ORACH Tampéao fosfato de potassio 75 mM, pH 7,4
ORAC L RMCD 7% (p/v, acetona:agua 1:1)

R-SS 1:100, FT compostos fendlicos totais, CF conteudo de flavonoides totais, DPPH,cso
concentracao final do extrato em pg/mL requerida para decrescer ou inibir 50 % da
concentragdo inicial do DPPH®* TEAC Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox,
ORAC Capacidade de absorgao de radical oxigénio, H Hidrofilico e L Lipofilico, R-SS
Relacéao sélido-solvente, RMCD 3-Ciclodextrina metilada randomizada.
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2.4. Procedimentos analiticos
2.4.1. Compostos fendlicos totais (Folin Ciocalteau Micro-Assay)

A determinacao dos compostos fendlicos totais foi realizada pelo método
de Folin Ciocalteau como descrito por Cicco et al. (2009), com algumas
modificagbes (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007; CICCO; LATTANZIO, 2011). Em
tubos de 10 mL foram adicionados 100 pL de amostra previamente diluida, 100 pL
do reagente Folin Ciocalteau 50% (v/v) e 800 uL da solucéo de carbonato de sodio
5% (p/v). Apds a mistura permanecer por 20 min a temperatura de 40°C, os tubos
foram rapidamente resfriados e a absorbéancia foi medida a 760 nm (Beckman
UWVIS, model DU-640, USA). Metanol 50% foi utilizado para o preparo das
solugdes padrées e para diluir os extratos. Acido galico foi utilizado como padrao
espectrofotométrico (Faixa Linear: 10 - 80 pg/mL; y = 0,115x + 0,229; R2 = 0,9903)
e o resultado final foi expresso como equivalentes de acido galico (g EAG/100 g
de amostra liofilizada).

2.4.2. Flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais (CF) foi determinado de acordo com o
método desenvolvido por Zhishen, Mengcheng & Jianming (1999), com algumas
adaptacées (PAVAN; SANCHO; PASTORE, 2014). Em uma microplaca
transparente contendo 96-compartimentos foram adicionados 28 uL de amostra
previamente diluida em agua ultrapura (Milli-Q), 110 uL de agua e 8 pL de NaNO>
5% (p/v), a mistura foi homogeneizada por 2 min a 500 rpm em agitador de
microplaca (Eppendorf MixMate, model PCB-11, Germany). Em seguida, foram
adicionados 8 L de AICI; (6.H20) 10% (p/v) € novamente agitado por 3 min a 500
rom. Apos esta etapa, foram adicionados 56 uL de NaOH 1M e 67 pL de agua. A
mistura reacional foi homogeneizada por 30 s a 500 rpm e a absorbancia foi
medida a 510 nm em um leitor de microplaca (NOVOstar, model BMG Labtech,
Germany), acompanhado de um Software de analise de dados MARS Data
Analysis versdo 1.3 (BMG Labtech, Germany). Agua foi utilizada como branco.
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Para a quantificag&o foi construida uma curva analitica utilizando catequina (Faixa
Linear: 10 - 175 uyM; y = 0,0007x - 0,0013; R2 = 0,9933) como padrao
espectrofotométrico. O conteddo de flavonoides totais foi expresso como g de

equivalente de catequina (g EC/ 100 g de amostra liofilizada).

2.4.3. Capacidade de sequestrar o radical 2,2-Diphenil-1-picrylhydrazyl
(DPPH®)

O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com ROESLER et al. (2006),
com algumas adaptacdées (LEITE-LEGATTI et al., 2012). Em uma microplaca
transparente de 96-compartimentos foram colocados 50 pL do extrato previamente
diluido em diferentes concentracdes e 250 uL da solucdao de DPPH (0,004%, m/v).
A placa contendo a mistura foi incubada por 30 min na auséncia de luz. O controle
da reacao (reagente DPPH) foi preparado de acordo com o procedimento acima,
sem a adicdao do extrato (metanol p.a foi utilizado como branco). A solucédo de
DPPH foi preparada diariamente, estocada em frasco escuro e armazenado a 4°C
até o uso. A porcentagem de diminuicdo em absorbéancia foi determinada a 517
nm utilizando um leitor de microplaca (NOVOstar, model BMG Labtech, Germany)
e a capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada de acordo com a

equacao (1):

Equacao (1): % de Inibi¢ao = ((Apppy — Agxtrato)/Apppr)) * 100
onde, ADPPH ¢é a absorbéancia da solu¢cao de DPPH e AExtrato da amostra.

O resultado de DPPH foi expresso em pumol EQT/g e ICso: O Trolox foi
utilizado como padrdo para construgdo da curva analitica (Faixa Linear: 10 — 250
uM; y = 0,287x + 3,93; R?2 = 0,9931) e os resultados foram expressos como pmol
de equivalentes Trolox (umol EQT/ g de amostra liofilizada). O valor de ICsq foi
determinado por regressao linear e corresponde a concentracao final do extrato de
amostra em pg/mL requerida para decrescer ou inibir 50 % da concentragao inicial
do DPPH".
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2.4.4. Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)

O ensaio TEAC foi realizado conforme o método descrito por Leite-Legatti
et al. (2012). O ABTS*" foi preparado utilizando 5 mL de uma solugdo de 2,2
Azino-bis(ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) 7,0 mM e
88 uL de uma solucao de persulfato de potassio 145 mM. O sistema foi mantido
em repouso por 12 horas a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Em
seguida, agua ultrapura foi adicionada a solugcdo até a obtencdo de uma
absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm utilizando um leitor de microplaca
(NOVOstar, model BMG Labtech, Germany). Em uma microplaca transparente de
96-compartimentos foram adicionados 50 pL do extrato previamente diluido e 250
UL da solucdo de ABTS. Apds 6 min de incubacdo a temperatura ambiente a
absorbancia foi medida contra um branco (agua ultrapura em substituicdo ao
extrato). Uma curva analitica foi construida com padrédo Trolox (Faixa Linear: 10 -
175 uM; y = 0,571x - 1,002; R? = 0,9979), e os resultados foram expressos como
umol de equivalentes Trolox (umol EQT/ g de amostra liofilizada).

2.4.5. Capacidade de absorcao de radical oxigénio (ORACE.)

O ensaio ORACk_ foi realizado de acordo com o método descrito por Prior
et al. (2003) e Davalos, Gémez-cordovés & Bartolomé (2004), com algumas
adaptacoes (LEITE-LEGATTI et al.,, 2012; NERI-NUMA et al., 2013). Todos os
reagentes e as diluicbes dos extratos foram preparados diariamente. As reacdes
foram realizadas em microplaca escura de poliestireno de 96-compartimentos
especificas para leitura de fluorescéncia. O ensaio foi realizado para analisar a
fracdo hidrofilica (ORACF. H) e lipofilica (ORACF,. L) e o somatério das fracoes
representa a capacidade de absorcao de radical oxigénio total (ORACk. Total) das
amostras (CBL e PBL).

ORACfg. H: Em uma microplaca foram adicionados 20 pL dos extratos
previamente diluidos, 120 L de fluoresceina (0,378 pg/mL, p/v) e 60 uL de AAPH
(2-2’-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride; 108 mg/ml, p/v). A amostra,
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padrdes e reagentes foram preparados ou diluidos em tampéo fosfato de potassio
75 mM, pH 7,4.

ORACEg. L: Em uma microplaca foram adicionados 20 pyL dos extratos
previamente diluidos, 120 uL de fluoresceina (0,378 pg/mL, p/v) e 120 uL de
AAPH (108 mg/ml, p/v). O preparo dos padrdes de Trolox e a diluigdo das
amostras foram realizados com o uso de RMCD 7% (p/v, acetona:agua 1:1). A
solucao de fluoresceina e de AAPH foram preparadas em tampé&o fosfato de sodio
75 mM, pH 7,4.

A solucao de AAPH foi preparada imediatamente antes de ser utilizada e
para o branco o extrato foi substituido por tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4) no
ORACF. H e L. A intensidade da fluorescéncia foi monitorada logo ap6s a adicéao
do AAPH durante 80 ciclos de um minuto em um leitor de microplaca (NOVOstar,
model BMG Labtech, Germany). A temperatura de incubacao durante a leitura foi
de 37°C e os seguintes filtros de leitura foram utilizados: excitacdo 485 nm e
emisséo 520 nm.

Uma curva analitica foi elaborada com padréo Trolox (para ORAC H:
Faixa linear: 50 - 800 uM; y = 0,0454x + 3,732; R? = 0,9944; e para ORAC L: 65 -
1.040 uM; y= 0,0244x + 4,970; R? = 0,9899) e os resultados foram expressos em
umol de equivalentes Trolox (umol EQT/ g de amostra liofilizada). Com base na
area sob a curva de decaimento da fluoresceina versus tempo (AUC) da amostra
e do branco foi calculado a area util (NAUC) e a partir desta e da curva analitica
(NAUC versus concentracdo de Trolox) foi possivel encontrar o ORACg da

amostra, como descrito nas seguintes equacoes:

Equacéo (2): AUC =1+ 323 fi/fo

Onde, fo representa a fluorescéncia obtida no tempo 0 e f; a fluorescéncia obtida
nos tempos intermediarios entre 0 e 80 min.

Equacao (3): NAUC = AUCgytrato — AUCgranco

Onde, AUCkgxrato € @ area sob a curva para a amostra e AUCganco para o branco.
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2.5. Analise estatistica

Os resultados de FT, CF, TEAC e ORACf foram avaliados
estatisticamente por meio da ANOVA de dois fatores (factorial two-way) e o
resultado de DPPHcso foi analisado por meio da ANOVA de um fator (one-way).
Quando constatada diferenca estatistica pelo teste F (p<0,05), os tratamentos
foram comparados pelo teste de Tukey HSD utilizando nivel de significancia de
5%. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
STATISTICA 8.0 (StatSoft, USA). Os resultados estdo apresentados como média

+ desvio padrdo da triplicata de cada procedimento analitico.

3. Resultados e Discussoes

A capacidade antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos totais
(FT) e flavonoides totais (CF) da casca e polpa de banana foram estudados. Dois
métodos de extracdo foram utilizados para a obtengdo dos extratos, um método
classico de extracao soélido-liquido (Es;) e outro moderno de extragao assistida por
ultrassom (Eay) (AZMIR et al., 2013). A capacidade antioxidante dos extratos foi
avaliada pelos ensaios de DPPH, TEAC e ORACk.. Os resultados de FT, CF e
atividade antioxidante para a casca e polpa de banana estdo dispostos na Tabela
2.

3.1. Conteudo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios de plantas e
apresentam propriedades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante.
Por estas razdes, estes compostos tém recebido muita atencéo nos ultimos anos e
um grande esforco tem sido realizado para quantificar e caracterizar os fendis em
diferentes tecidos de plantas (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; RODRIGUEZ-MATEQOS
et al,, 2014).
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De acordo com Silva et al. (2014), o conteudo FT em frutas pode ser
classificado em trés categorias: baixo (< 500 mg EAG/100 g), médio (500-2500 mg
EAG/100 g) e elevado (> 2500 mg EAG/100 g) para resultados expressos em
base seca. A Tabela 2 apresenta o conteudo de FT para a casca e polpa de

banana, expressos como equivalentes de acido galico (g EAG/100 g).

Tabela 2: Comparacdo dos fendlicos totais, conteudo de flavonoides totais e
atividade antioxidante da CBL e PBL avaliados por distintas técnicas de extragéo.

CBL PBL
Andlise
ESL EAU ESL EAU
FT (g EAG/100 g) 2,44 +0,01 * 093+0,01® 0,14+001° 025+0,01°
CF (g EC/100 g) 2,32+0,02" 056+0,01® 0,11+001° 021+0,01°

TEAC (pmol EQT/g) 32584 +11,31" 4859+084°% 11,06+0,71° 420+0,43°
ORAC H (pmol EQT/g) 420,38 +23,51* 106,99+0,70% 37,64+0,12° 28,76+0,47°
ORAC L (pmol EQT/g) 573,95+2,96" 351,50+10,22°% 4252+0,87° 51,01+2,09°

ORAC Total (umol EQT/g) 994,33 +20,56 * 458,49 +10,21° 80,16+0,87° 79,77 +2,49°

FT Fendis totais, CF conteudo de flavonoides totais, TEAC Capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox, ORAC Capacidade de absorcao de radical oxigénio, H Hidrofilico e
L Lipofilico, CBL p6 da casca de banana liofilizada, PBL p6 da polpa de banana liofilizada,
Es extragdo sdlido-liquido, E,y extragdo assistida por ultrassom. As letras maiusculas
(ABC) comparam os resultados obtidos da interagao entre método de extragao e parte da
fruta analisada. As médias seguidas pela mesma letra nédo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 2, a CBL apresentou elevado
conteudo de FT, chegando a 2,44 g EAG/100 g CBL, quando foi utilizado o

sistema de extracdo Es, (solvente etanol:agua v/v, 54% etanol) e valores menores
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de FT foram obtidos quando a extragéo foi realizada em ultrassom com o uso de
metanol P.A. , atingindo 0,93 g EAG/ 100 g CBL. Os melhores resultados de FT
para a PBL foram encontrados na Eay e com o uso de metanol P.A. como solvente
(0,25 g EAG/ 100 g PBL). Independente do método de extragao utilizado a CBL
apresentou conteudo de FT e CF até 9,5 vezes maiores do que a PBL.

Geralmente, a casca e a semente das frutas apresentam maior contetdo
de fitoquimicos do que a parte comestivel, 0 que torna esses subprodutos fontes
importantes de nutracéuticos (GALANAKIS, 2012, 2013). Nessa perspectiva, a
casca de banana apresentou elevado contetudo de compostos fendlicos e pode ser
considerada uma fonte renovavel e de baixo custo para a obtencdo de compostos
bioativos antioxidantes.

Outra observacao importante € que o método de Eg; extraiu mais FT do
que a Eay. De acordo com Sasidharan et al. (2011), a extracdo € a primeira etapa
de qualquer estudo de compostos bioativos presentes em plantas medicinais e
apresenta um papel muito importante no resultado final. Os fatores mais comuns
que afetam o processo de extragdo sdo as propriedades ou natureza da parte da
planta analisada (folhas, caule, flores e frutos), quimica do composto alvo e
parametros associados a técnica de extracao (AZMIR et al., 2013; IGNAT; VOLF;
POPA, 2011).

Diversos estudos reportaram o contetudo de FT da casca de banana e os
resultados obtidos variam de valores baixos (3,8 mg EAG/g casca seca) até
elevadas quantidades (4,7 g EAG/100 g CBL), o que pode estar relacionado a
variedade analisada, local e forma de cultivo, grau de maturacéo do fruto e o clima
da regido (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010; BABBAR et
al., 2011; SULAIMAN et al., 2011)

Além dos fatores agricolas, o preparo da amostra, a remocao de
substancias indesejaveis e 0 método de extragdo sdo etapas importantes na
quantificacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante (IGNAT; VOLF,;
POPA, 2011; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013); sendo que as variacdes
nas caracteristicas morfolégicas e fisico-quimicas de cada material de planta
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devem ser levadas em consideragdao para a escolha adequada destes
procedimentos (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). De acordo com a
Tabela 2, o uso de um método moderno de extracdo (Eay) ndo garantiu o melhor
resultado/eficiéncia na quantificacdo de FT e atividade antioxidante, o que
demonstra a importancia de estudar e otimizar a técnica de extragdo para cada
matriz vegetal, adequando as condi¢cdes de extracao.

Gonzélez-Montelongo, Lobo & Gonzalez (2010a,b) estudaram o efeito de
solvente, tempo, temperatura e numero de extragées na extragcado solido-liquido de
compostos fendlicos a partir da casca de banana liofilizada cv. Grande Naine e
observaram valores de 0,031 g EAG/100 g CBL a 3,1g EAG/100 g CBL. Rebello et
al. (2014), utilizando uma mistura de solventes (metanol, agua e &cido formico,
50:48,5:1,5 v/v/v) e uma extragdo assistida por ultrassom, encontraram elevado
conteudo de FT para a farinha da casca de banana madura (FCB), na ordem de
2,92 g EAG/100 g FCB. Em nosso trabalho foi observado um valor menor, 0,93 g
EAG/100 g CBL, utilizando a extragdo assistida por ultrassom.

Os valores de FT encontrados em nosso trabalho para a polpa de banana,
entre 0,45 a 0,81 mg EAG/g polpa in natura — PIN, foram semelhantes aos
reportados por Lim, Lim & Tee (2007) e Alothman, Bhat & Karim (2009), valores na
ordem de 0,51 EAG mg/g PIN e 0,72 EAG mg/g PIN, respectivamente. Sun et al.
(2002) quantificou os compostos fendlicos livres (soluveis) e ligados (insoluveis)
presentes na polpa de banana, observando um conteudo de aproximadamente
0,90 mg EAG/g de PIN. Segundo os autores, os compostos fendlicos livres
representam 62,1% do contetdo de fendis totais (livres + ligados) na polpa de
banana. O conteudo de FT encontrado em nosso trabalho para a polpa de banana
foi de 0,81 mg EAG/g PIN e representa apenas a fragdo de compostos fendlicos
soluveis no solvente da extracao (fendis livres).

A polpa de banana geralmente apresenta menor contetdo de (poli) fendis
do que a casca de banana (Tabela 2) e outros frutos tropicais, como a manga e o
abacaxi (SILVA et al.,, 2014). No entanto, a banana é uma das frutas mais

produzidas no mundo, e devido ao seu elevado consumo pode ser considerada
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como uma importante fonte natural de compostos antioxidantes (PO, 2007), além
de ser uma boa fonte de diversos nutrientes (AURORE; PARFAIT;
FAHRASMANE, 2009).

O conteudo de flavonoides totais (CF) foi de 2,32 g EC/100g para a CBL e
0,21 g EC/100g para a PBL. O CF observado representa de 80 a 90% dos valores
de FT encontrados para polpa e casca de banana, respectivamente. Esses
resultados indicam que os flavonoides representam um grupo de compostos
fendlicos importantes na banana e podem estar relacionados a atividade
antioxidante das diferentes partes do fruto.

3.2. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante total (TAC) é uma maneira convencional de
avaliacao do nivel total de substancias antioxidantes em alimentos e foi utilizado
neste estudo para determinar a atividade antioxidante coletiva (todos os
compostos presentes no extrato) das amostras (LAKO et al., 2007). A capacidade
antioxidante dos extratos foi quantificada por trés diferentes ensaios com o
objetivo de avaliar: i) o consumo de radicais livres pelos antioxidantes (DPPHcso €
TEAC) e ii) a habilidade do extrato antioxidante em proteger uma molécula alvo
exposta a uma fonte de radicais livres (ORACF.) (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA,
2013).

3.2.1. DPPHe TEAC

Ensaios espectrofotométricos baseados na transferéncia de elétrons
quantificam a capacidade de um antioxidante em reduzir um oxidante, ao qual
provoca mudancgas de cor no sistema reacional quando reduzido. A capacidade
redutora de uma amostra para determinado radical ndo esta diretamente
relacionada a capacidade de sequestrar uma diversidade de radicais livres in vivo
(espécies reativas de oxigénio, nitrogénio, etc.). No entanto, esse tipo de analise é

um parametro antioxidante importante e utilizado com frequéncia nos centros
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académicos e no setor industrial como uma etapa de screening, devido ao elevado
custo de ensaios celulares e intervengdes clinicas em animais (APAK et al., 2007;
LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

A Tabela 3 apresenta os resultados de DPPH para a casca e polpa de
banana, bem como para os principais compostos fendlicos presentes nessas
matrizes conforme descrito na literatura (SOMEYA; YOSHIKI; OKUBO, 2002;
REBELLO et al., 2014; TSAMO et al., 2015).

Tabela 3: Capacidade antioxidante da CBL e PBL e dos principais compostos
antioxidantes

Amostra DPPHcso (1g/mL) DPPH (pmol EQT/g)
CBL (Esy) 71,74 +0,09 © 380,37 +8,37 #
CBL (Eav) 393,44 +6,98 ® 63,07 +0,67 ®
PBL (Esy) n.d* n.d*
PBL (Eau) 690,97 + 4,314 48,86 + 0,65 ©
Padréo DPPHicso (ug/mL) DPPHpg"d“r’;;r)E/ mol
C 4,18 +0,03° 2,10+ 0,06 °
EC 3,72+ 0,06 ¢ 2,20 + 0,06
GC 3,94 0,04 ° 2,71+0,24 %
EGC 3,53 + 0,06 © 2,72 +0,05 %
M 3,24 +0,06' 2,56 + 0,05
QE 3,02 + 0,07 ¢ 3,10+0,282
KE 7,43+0,092 1,10 £ 0,04 ©

CBL p6 da casca de banana liofilizada, PBL pé da polpa de banana liofilizada, Es
extracado sélido-liquido, Esy extracdo assistida por ultrassom. n.d* ndo determinado.
Flavan-3-ols: C Catequina, EC Epicatequina, GC Galocatequina, EGC Epigalocatequina.
Flavonéis: MI Miricetina, QE Quercetina, KE Kaempferol. # resultado expresso em mol
trolox/mol de padréo, os maiores valores representam maior atividade. Nas colunas: letras
maiusculas comparam os valores entre as amostras e letras mindsculas comparam entre
os padrdes. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Os menores valores de ICso indicam elevada atividade antioxidante. O 1Cs
do extrato de CBL obtido por Eg; foi de 71,74 ug/mL, um valor menor do que os
extratos de CBL e PBL obtidos por Eay, 393,44 upg/mL e 690,97 pg/mL,
respectivamente. Para o resultado de DPPH expresso em equivalentes Trolox , o
extrato de CBL também apresentou os maiores valores de atividade antioxidante,
na ordem de 380,37 umol EQT/g. Conforme a Tabela 2 e 3, a CBL apresentou
elevado conteudo de FT e os maiores valores de atividade antioxidante foram
observados nos extratos desse subproduto. De acordo com Lako et al. (2007), o
conteudo total de compostos fendlicos também é um bom indicador da capacidade
antioxidante e estudos tem demonstrado uma elevada correlacdo entre TAC e FT.
No presente trabalho, o ICsy da casca de banana foi menor do que da casca de
abacaxi (1,13 mg/mL) (LI et al., 2014) e maior do que o do bagagco de uva (39
ug/mL) ( RUBERTO et al., 2007).

O método de DPPH também foi utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de sete compostos fendlicos encontrados na casca e na polpa de
banana (Tabela 3) (SOMEYA; YOSHIKI; OKUBO, 2002; REBELLO et al., 2014;
TSAMO et al., 2015). A capacidade dos compostos puros em sequestrar o radical
DPPH foi na seguinte ordem: Quercetina (QE) > Miricetina (M) > Epigalocatequina
(EGC) > Epicatequina (EC) > Galocatequina (GC) > Catequina (C) > Kaempferol
(KE) para o resultado expresso em ug/mL e QE > MI> EGC= GC> EC=C> KE
para o resultado expresso em mol trolox/mol de padrao. Brevemente, quercetina
foi o flavonoide que apresentou maior atividade antioxidante e o flavonol
kaempferol foi o menos ativo. Os esterecisdbmeros de flavan-3-ols (catequina e
epicatequina) e (galocatequina e epigalocatequina) apresentaram 0s mesmos
valores de DPPH. Li et al. (2014) também reportaram que a catequina e seu
epimero apresentaram os mesmos niveis de capacidade de sequestrar o DPPH®.

As catequinas ou flavan-3-ols sdo moléculas produzidas pelo metabolismo
vegetal, sendo a catequina e a epicatequina os estereoisbmeros mais comuns
encontrados na natureza. Alguns estudos tém demonstrado que esses isémeros

apresentam propriedades antioxidantes semelhantes e ainda que a GC e EGC
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apresentam atividade antioxidante maior do que a C e EC, devido ao maior grau
de hidroxilacao destes compostos (GUO et al., 1999; IACOPINI et al., 2008; LI et
al., 2014).

A atividade antioxidante de um flavonoide esta relacionada a sua estrutura
quimica, principalmente em relacdo a posi¢cdo € o numero de hidroxilas, duplas
ligacdes e a ressonancia do anel aromatico (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002), o que conferem alta reatividade, baixo potencial de redu¢cdo e um maior
fator estequiométrico (numero de radicais que cada antioxidante é capaz de
neutralizar) aos fendis. Além disso, os radicais intermediarios formados apés a
oxidagao dos flavonoides séo relativamente estaveis (VAN ACKER et al., 1996;
LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). De acordo com Apak et al. (2007), a
quercetina € um composto que possui essas caracteristicas e apresentou
atividade antioxidante maior do que outros flavonoides em diferentes ensaios
antioxidante in vitro. Para maiores informac¢des sobre a estrutura quimica dos
fendis e atividade antioxidante consultar Van Acker et al. (1996) e Heim,
Tagliaferro & Bovilya (2002).

Os compostos fendlicos puros apresentaram valor de ICso menor (3,02 a
7,43 ug/mL) do que os extratos de CBL (71,74 ug/mL) e PBL (690,97 pug/mL). No
entanto, a atividade antioxidante das amostras esta relacionada a presenca de
diferentes substancias antioxidantes. Soma-se a isso, o fato de que extratos de
plantas sdo complexos, devido a presenca de outros compostos sollveis no
solvente de extracdo, como monossacarideos, aminoacidos e sais minerais. Desta
maneira, levando em consideracao a diferenga de pureza entre padrao analitico e
extrato da fruta, os extratos etandlico e metandlico da casca e polpa de banana
podem ser considerados como antioxidantes eficientes na neutralizagdo de
radicais n&o fisioldgicos (DPPH® e ABTS®").

Em relagdo aos resultados do ensaio antioxidante TEAC (Tabela 2), a CBL
apresentou atividade antioxidante na ordem de 325,84 umol EQT/g CBL para Es.
e 48,59 umol EQT/g CBL para Eay. Esses resultados foram muito maiores do que
os valores observados para a PBL, resultado de 11,05 umol EQT/g PBL e 4,20
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umol EQT/g PBL para os extratos obtidos por Es. e Eay, respectivamente. As
frutas e os subprodutos agroindustriais apresentam diferentes propriedades
antioxidantes devido as variagbes no conteudo de compostos fendlicos,
carotenoides, flavonoides e vitaminas (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009). De
acordo com o teste de comparacao de médias ( Teste Tukey; p<0,05), o método de
extracao nao influenciou na quantificacao da atividade antioxidante do extrato da
PBL mensurada pelo ensaio TEAC, enquanto um resultado contrario foi observado
para o extrato da casca. Gonzdalez-Montelongo, Lobo & Gonzalez (2010a,b)
também avaliaram a capacidade do extrato da casca de banana em sequestrar o
radical TEAC e observaram elevados valores de atividade antioxidante.

3.2.2. ORACk.

Os compostos fendlicos antioxidantes devem reagir com as espécies
reativas em uma velocidade maior do que a reacdao dos radicais com as
biomoléculas e, desta maneira, proteger os componentes celulares dos efeitos
deletérios da oxidagdo. De acordo com esse conceito foram desenvolvidos
métodos antioxidantes que levam em consideracdo a competicdo entre a reacao
radical-substrato e antioxidante-radical. O ensaio ORACg_ quantifica a inibicao de
radicais peroxil pelos antioxidantes presentes no extrato da amostra e reflete um
sistema ao qual antioxidante e substrato competem por esses radicais (APAK et
al., 2007).

A ORACEg. dos extratos da casca e polpa de banana foi quantificada.
Conforme os resultados apresentados na Tabela 2, a casca apresentou elevada
atividade antioxidante para o sistema hidrofilico (106,99 a 420,38 umol EQT/ g
CBL) e lipofilico (351,50 a 573,95 umol EQT/ g CBL). Enquanto isso, valores muito
menores de atividade antioxidante foram observados para a polpa, independente
do método de extracdo utilizado. Rebello et al. (2014) estudaram a atividade
antioxidante da farinha da casca de banana madura e reportaram valores de
ORAC-H semelhantes aos obtidos no presente trabalho, na ordem de 435,5 pumol
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EQT/g. O extrato da casca de banana obtido a partir da Es;. apresentou maior
atividade antioxidante, ORAC Total de 994,33 umol EQT/ g CBL, em comparacao
ao método de Eay, 458,49 umol EQT/ g CBL. Para a polpa, os valores de ORAC
observados nos dois métodos de extracdo foram estatisticamente iguais (p<0,05),
demonstrando que a técnica de extragdo nédo influenciou no resultado final de
ORAC Total para essa parte da fruta.

O ORAC-L apresentou maiores valores do que o ORAC-H para as duas
partes analisadas da fruta. Outros compostos antioxidantes também podem estar
contribuindo para a elevada atividade antioxidante observada na casca de banana,
como os carotenoides. De acordo com Subagio & Morita (1997) a casca de
banana apresenta a- e 3-caroteno, e ainda luteina como carotenoide majoritario. A
presengca de multiplos antioxidantes aumenta a atividade antioxidante devido as
interacdes entres estes compostos (NIKI, 2010). Diversos estudos tém
demonstrado que determinados compostos fendlicos apresentam interacdes
sinérgicas com o [B-caroteno, luteina e licopeno na preservagado da integridade
fisioldégica de células expostas a radicais livres (DE KOK; VAN BREDA; MANSON,
2008; MILDE; ELSTNER; GRASSMANN, 2007; TROMBINO et al., 2004).

3.2.3. Casca e polpa de banana: potencial antioxidante

A elevada atividade antioxidante in vitro observada nos diferentes ensaios
(DPPHcs0, TEAC e ORACE.) para a casca de banana pode estar relacionada aos
compostos antioxidantes solUveis no solvente extrator utilizado (etanol ou
metanol). No entanto, o potencial antioxidante total da casca e polpa de banana
pode ser maior devido a presenca de outros compostos nao extraidos e/ou
quantificados, por exemplo, os carotenoides e os compostos fendlicos ligados a
parede celular (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR,
2014). Alguns estudos tém revelado que a casca e polpa de banana apresentam
compostos funcionais importantes para a industria de alimentos e para a saude do
ser humano (Tabela 4). A Tabela 4 apresenta de maneira resumida as principais
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classes de compostos antioxidantes e/ou com alguma propriedade funcional

encontrados na casca e polpa de banana madura, descritos na literatura.

Tabela 4: Principais classes de compostos antioxidantes encontrados na casca e

polpa de banana.

Parte
do Classe Compostos identificados Referéncias
fruto
a- e B-caroteno, luteina, violaxantina, SS'L;?A‘;’I%Z’ ('\1/&';5?2
Carotenoides auroxantina, neo?(antlna,_ isoluteina, a- e B- Subagio & Morita
criptoxantina. 1997
Casca ( )
Flavonoides e Flavan-3-ols, flavonéis, procianidinas e
Taninos ’ 101, P Rebello et al. (2014)
prodelfinidinas.
Condensados

Acidos Fenolicos
e Flavonoides

Acido fertlico, rutina, quercetina, kaempferol e
catequina.

Tsamo et al. (2015).

Casca Catecolaminas e

Dopamina, L-Dopa, naringina e rutina.

Kanazawa &
Sakakibara (2000)e
Gonzalez-
Montelongo, Lobo &
Gonzalez (2010a).

Catequina, epicatequina e galocatequina.

Someya, Yoshiki &
Okubo (2002) e
Bennett et al. (2010)

Kaempferol, miricetina e quercetina.

Lako et al. (2007) e
Kevers et al. (2007).

e Flavonoides
Polpa
Flavan-3-ols
Flavondis
Polpa

Acidos fendlicos

Acidos fendlicos livres: galico, protocatecuico,
vanilico e siringico. Acidos fendlicos
conjugados a parede celular: galico,

protocatecuico, p-hidroxibenzdico, gentisico,
cafeico, vanilico, siringico, p-cumarico,
ferulico, sinapico e salicilico.

Russell et al. (2009).

Fitoesterois

B-sitosterol, campesterol e estigmasterol

Vilela et al. (2014)

Como pode ser observado na Tabela 4, o elevado teor de FT presente na

casca de banana pode estar relacionado a ocorréncia de importantes quantidades

de flavonoides, principalmente das classes flavan-3-ols e flavondis (SOMEYA,;
YOSHIKI; OKUBO, 2002; REBELLO et al., 2014; TSAMO et al., 2015). A polpa de
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banana contém flavonoides e também &acidos fendlicos livres e conjugados a
parede celular que podem contribuir para a atividade antioxidante (RUSSELL et
al., 2009). Os acidos fendlicos sdo frequentemente incluidos na dieta e tém sido
largamente estudados devido as suas propriedades funcionais, tais como
antioxidante, antitumoral e antimicrobiana, dentre outras (HELENO et al., 2014).

A banana é um dos frutos mais consumidos no mundo por populagdes de
alta e baixa renda em virtude do alto valor nutritivo e do baixo custo (PO, 2007). A
polpa de banana apresenta compostos funcionais importantes para a saude, como
os fendis (KEVERS et al., 2007; LAKO et al., 2007; RUSSELL et al., 2009) e
oligossacarideos (DER AGOPIAN et al., 2008). Além disso, o consumo destes
compostos associado ao estilo de vida saudavel pode auxiliar na manutengéo do
bem-estar fisico (LANDETE, 2012; SLAVIN, 2013). Desta maneira, a banana pode
ser considerada como uma das principais frutas tropicais com propriedades
funcionais presente nas refeicobes diarias de diferentes populacdes
(FAHRASMANE; PARFAIT; AURORE, 2014). Poucos trabalhos relatam o efeito
da parte comestivel (polpa) e ndo-comestivel (casca) da banana na saude do ser
humano.

Vijayakumar, Presannakumar & Vijayalakshmi (2008) estudaram a
atividade antioxidante dos flavonoides presentes na polpa de banana em ratos
machos Sprague-Dawley e concluiram que uma dieta equilibrada contendo
bananas pode ser eficaz na protecdo do organismo contra o estresse oxidativo.
Ademais, o consumo de bananas pode aumentar a concentracdo de melatonina
sérica e o nivel de antioxidantes no sangue (SAE-TEAW et al., 2013). Em relacao
a casca de banana, o extrato desse subproduto foi utilizado como antidepressivo
(TEE; HASSAN, 2011) e no tratamento da hiperplasia benigna da prostata em
camundongos (AKAMINE; KOYAMA; YAZAWA, 2009).

De acordo com uma revisdao de estudos farmacolégicos da polpa e casca
de banana realizada por Imam & Akter (2011) e Lim (2012), os usos tradicionais
da planta no tratamento de diarreias, disenteria, Ulcera, diabetes, hipertenséo e
doencas cardiovasculares apresentam validade cientifica. No entanto, ainda nao
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foram realizados estudos clinicos em humanos para comprovar a eficiéncia do uso
destas partes da banana na saude.

A casca e a polpa de banana apresentaram elevada atividade antioxidante
que pode estar relacionada principalmente a presencga de flavonoides. Em nosso
trabalho apresentamos a atividade antioxidante destas duas partes da fruta
mensurada por meio dos principais ensaios antioxidantes (DPPH, TEAC e
ORACk.) e também demonstramos a importancia do estudo e da escolha do
método de extracdo na quantificacdo da atividade antioxidante. Este estudo é o
primeiro passo para verificar os beneficios do consumo de bananas na saude do
ser humano, pois ensaios antioxidantes fornecem apenas dados em relacao a
inibicdo de radicais in vitro (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Deve ser
lembrado que a agdo dos compostos antioxidante de frutas no organismo pode ser
perdida ou alterada devido ao processo de digestdo, o que aumenta a
complexidade dos estudos de biodisponibilidade (SELMA; ESPIN; TOMAS-
BARBERAN, 2009; SCHAUSS, 2013). Os resultados obtidos no presente trabalho
fornecem suporte cientifico para futuras pesquisas in vivo abordando o efeito da
polpa e casca de banana na saude (FRAGA; OTEIZA; GALLEANO, 2014), bem
como o uso do subproduto (casca) no desenvolvimento de novos produtos e na
obtencdo de extratos antioxidantes para aplicacdo em produtos alimenticios
(GALANAKIS, 2012, 2013).

118



4. Conclusao

A casca de banana apresentou maior conteudo de fendis totais (2,44 g
EAG/100 g CBL), flavonoides totais (2,32 g EC/100 g CBL) e atividade
antioxidante (DPPH: 380,84 umol EQT/g CBL; ICso = 71,74 ug/mL; TEAC = 325,84
umol EQT/g CBL; ORACk. Total = 994,33 umol EQT/g CBL) do que a polpa de
banana, independente do método de extragao utilizado. O método de extragcédo
sélido-liquido otimizado foi mais eficiente em comparacao a extragéo assistida por
ultrassom, o que demonstra a importancia da escolha e do estudo da técnica de
extracdo na quantificacdo de compostos antioxidantes em matrizes vegetais.
Independente do método de extragéo utilizado, a CBL apresentou conteudo de FT
e CF até 9,5 vezes maiores do que a PBL.

Por meio deste estudo foi possivel verificar que a polpa e a casca de
banana apresentam compostos fendlicos antioxidantes. Mais estudos devem ser
realizados para verificar a influéncia do consumo desse fruto tropical na saude do
corpo humano e também pesquisas abordando o uso da casca na industria de

alimentos e no desenvolvimento de novos produtos.
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CONCLUSAO GERAL

Diversos fatores influenciaram na extracdo dos compostos fendlicos a
partir da casca de banana, como os parametros do processo de extracao sélido-
liquido (temperatura, solvente, agitacao e relacao sélido-solvente) e a atividade de
enzimas fenoloxidases. As varidveis solvente e temperatura foram as que
apresentaram maior influéncia sobre o processo de extragdo, enquanto os demais
parametros, relagdo solido-solvente e agitacdo, podem ser utilizados nos menores
niveis estudados neste trabalho (2,5 g/100 mL e 200 rpm, respectivamente). A
casca de banana demonstrou elevada atividade da enzima peroxidase, o que
provocou a oxidacdo dos compostos fendlicos e a reducdo da capacidade
antioxidante do extrato durante o processo de extracdo, desta maneira, uma etapa
de inativacao deve ser realizada antes da extracdo. As melhores condi¢oes para a
extracdo de compostos fenodlicos a partir da casca de banana foram: relagédo
sélido-solvente de 2,5 g/100 mL (1:40), solvente etanol 54% (v/v etanol:agua) e
homogeneizacao com auxilio de Ultra Turrax por 30s a 11.000 rpm. O contetdo de
FT obtido com esse sistema de extracao foi de 2,44 g EAG/100 g CBL. A casca de
banana apresentou maior conteudo de fendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante do que a polpa de banana, no entanto, devido ao elevado consumo
de bananas, a polpa pode ser considerada como uma importante fonte de
compostos funcionais naturais. Finalmente, por meio deste estudo foi possivel
verificar que a polpa e a casca de banana apresentam compostos fendlicos
antioxidantes. Mais estudos devem ser realizados para verificar a influéncia do
consumo desse fruto tropical na salude do corpo humano e também pesquisas
abordando o uso da casca na industria de alimentos e no setor da saude.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudar o manuseio correto do subproduto apds o processamento do fruto,

a fim de evitar perdas nutricionais e de compostos funcionais.

Avaliar a viabilidade econdmica do uso de técnicas modernas de extracao,
por exemplo, extracdo supercritica, na obtencdo de um extrato rico em

antioxidantes, assim como sua ampliacao para escala industrial.

Estudar técnicas de inativagdo enzimdtica e de preparo de matéria-prima,

tais como os procedimentos de secagem, moagem e armazenamento.

Utilizar a casca da banana e/ou seu extrato no desenvolvimento de

produtos alimenticios, farmacéuticos ou cosméticos.

Estudar a influéncia do consumo diario de banana na saude do ser
humano, principalmente aos aspectos relacionados as doengas

gastrointestinais.

Avaliar a aplicagdo do extrato etandlico da casca de banana na

conservacgao de alimentos.

Identificar os principais compostos fendlicos presentes na casca de banana

e seus mecanismos de ac¢ao na prevenc¢ao e tratamento de doencas.
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