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O araga-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) ¢ um fruto nativo do Rio Grande do Sul, mas
pode ser encontrado em diversos estados do Brasil e até em paises da América Central. Possui
altos teores de agucares, fibra alimentar e compostos bioativos, responsaveis pela cor do fruto
e que apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatdria, bactericida e fungistatica. O
presente trabalho objetivou extrair compostos bioativos da casca do fruto araca-vermelho
através dos métodos convencional por maceragdo e assistido por ultrassom, comparando os
resultados obtidos. Foram avaliados o comportamento das antocianinas frente ao pré-
tratamento da matriz vegetal (secagem), o solvente a ser utilizado, a cinética de extracdo dos
dois métodos, compostos fendlicos totais, flavonoides, carotenodides e atividade antioxidante.
A secagem em estufa de circulagdo de ar promove degradacdo das antocianinas, mesmo a
temperaturas inferiores a 40°C, inviabilizando sua utilizacdo. A partir disto, a matriz vegetal
foi apenas descongelada e triturada para a realizagdo das andlises. Apds experimentos
preliminares, o solvente escolhido foi o etanol 90% acidificado com 0,01% de HCI. As
condicdes de agitagdo, relagdo massa de amostra/volume de solvente, pH e temperatura foram
testadas através de dois delineamentos fatoriais (DCCR), onde concluiu-se que a agitagao foi
a unica variavel que ndo exerceu efeito significativo ao nivel de 5%. A relagdo massa de
amostra/volume de solvente e pH exerceram efeito negativo e a temperatura efeito positivo.
As condi¢oes ideais encontradas para extracdo convencional foram: solvente etanol 90%,
tempo de 2h, pH 1,5, temperatura de 40°C e relagdo massa de amostra/volume de solvente
1g/10mL. O teor maximo de antocianinas totais obtido através desta metodologia foi de
116,81 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca. A extragao assistida por ultrassom foi
realizada em 50KHz, utilizando as condi¢des otimizadas obtidas na metodologia
convencional. Este método nao apresentou diferenca significativa quanto ao teor de
antocianinas totais em comparagdo com o método convencional. Entretanto, apds o estudo da
cinética de extragdo, verificou-se que o tempo ideal de processo ¢ de 90 minutos, o qual
acarreta um teor de antocianinas de 121,85 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca,
cerca de 12% maior do que a metodologia convencional no mesmo tempo. Em tempos
superiores a 90 minutos, ocorre a degradacdo de antocianinas na extracdo assistida por
ultrassom nas condigdes estudadas. A andlise dos demais compostos bioativos da casca do
araga-vermelho obteve altos teores de fenodlicos totais (589,49 e 477,53 Eq.mg de acido
galico/100g de casca), flavonoides (374,05 e¢ 351,80 mg de catequina/100g de casca) e
carotendides (4,47 e 4,45 ng de B-caroteno/mL de extrato) para a extracdo assistida por



ultrassom e convencional, respectivamente. A avaliacdo da atividade antioxidante apresentou
altos percentuais de inibicdo de DPPH, com valores entre 86,31 e 85,57%. A extragdo
assistida por ultrassom apresentou maiores teores em todos os compostos bioativos
analisados, porém somente para fenolicos totais e flavonoides a diferenca foi significativa ao
nivel de 5% em comparagdo a metodologia convencional. Os resultados obtidos neste estudo
confirmam que o araca-vermelho, em especial a casca, € rico em compostos bioativos, sendo
benéficos na prevencao de radicais livres e doengas.

PALAVRAS-CHAVE: cianidina-3-glicosideo, etanol, planejamento experimental, extragdo
assistida por ultrassom, extragao por maceragao.
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The red-araca (Psidium cattleianum Sabine) is a native fruit of Rio Grande do Sul, but can be
found in several states of Brazil and even in Central American countries. It has high levels of
sugars, dietary fiber and bioactive compounds, responsible for the color of the fruit and which
present antioxidant, anti-inflammatory, bactericidal and fungistatic activity. The objective of
the present work was to extract bioactive compounds from the bark of the araca-red fruit
using the conventional maceration and ultrasonic assisted methods, comparing the obtained
results. The behavior of the anthocyanins against the pre-treatment of the vegetal matrix
(drying), the solvent to be used, the extraction kinetics of the two methods, total phenolic
compounds, flavonoids, carotenoids and antioxidant activity were evaluated. Drying in an air
circulation oven promotes degradation of anthocyanins, even at temperatures below 40 ° C,
making it impossible to use them. From this, the plant matrix was only thawed and crushed
for the analysis. After preliminary experiments, the solvent chosen was 90% ethanol acidified
with 0.01% HCI. The stirring conditions, sample mass / volume ratio, pH and temperature
were tested using two factorial designs (DCCR), where it was concluded that agitation was
the only variable that did not have a significant effect at the 5% level. The ratio of sample
mass / volume of solvent and pH had a negative effect and a positive effect temperature. The
ideal conditions for conventional extraction were: solvent 90% ethanol, time 2h, pH 1.5,
temperature 40 ° C and sample mass / volume ratio 1g / 10mL solvent. The maximum total
anthocyanins content obtained by this methodology was 116.81 eq. Mg of cyanidin-3-
glycoside / 100g of bark. Ultrasound assisted extraction was performed at S0KHz, using the
optimized conditions obtained in the conventional methodology. This method showed no
significant difference in total anthocyanin content compared to the conventional method.
However, after the extraction kinetics study, it was verified that the ideal process time is 90
minutes, which results in an anthocyanin content of 121.85 Eq.mg of cyanidin-3-glycoside /
100g of bark, about of 12% higher than the conventional methodology at the same time. At
times greater than 90 minutes, degradation of anthocyanins occurs in the extraction assisted
by ultrasound in the conditions studied. The analysis of the other bioactive compounds of the
red-apple bark obtained high total phenolic contents (589,49 and 477,53 Eq.mg gallic acid /
100g bark), flavonoids (374.05 and 351.80 mg catechin / 100g of bark) and carotenoids (4.47
and 4.45 pg of B-carotene / mL extract) for both ultrasonic and conventional assisted
extraction, respectively. The evaluation of the antioxidant activity presented high percentages
of DPPH inhibition, with values between 86.31 and 85.57%. Ultrasonic assisted extraction
showed higher levels in all bioactive compounds analyzed, but only for total phenolics and
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flavonoids, the difference was significant at the 5% level compared to the conventional
methodology. The results obtained in this study confirm that the red araca, especially the bark,
is rich in bioactive compounds, being beneficial in the prevention of free radicals and
diseases.

KEYWORDS: cyanidin-3-glycoside, ethanol, experimental design, ultrasonic assisted
extraction, conventional extraction.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, observa-se que os consumidores estdo em busca de alimentos que
possuam compostos benéficos a saude, também chamados de bioativos ou fitoquimicos
(REISSIG, 2015). Uma dieta alimentar rica em produtos de origem vegetal auxilia na
diminui¢do do risco de doencas cronicas ndo-transmissiveis, como diabetes, hipertensao,
arterosclerose e alguns tipos de cancer (BASTOS et al., 2009), justamente pela presenca dos
compostos bioativos, pois estes atuam principalmente na diminui¢do do dano oxidativo as
células que provém da formagao de radicais livres.

O Brasil tem uma grande diversidade biologica, ocupando o terceiro lugar mundial na
producdo de frutos, com 40 milhdes de ton/ano (IBRAF, 2011). Esta diversidade aliada a
grande produtividade pode ser explorada sustentavelmente para produzir extratos com
aplicacdo terap€utica no controle e prevencdo de doencas cronicas. Entre a flora nativa
brasileira, a Familia Myrtaceae destaca-se por apresentar espécies que produzem frutos
pequenos, consumidos apenas pelas populacdes locais e alguns animais silvestres, e
encontradas desde o Amazonas até¢ a regido Sul do pais (SANTOS et al., 2007). O araga-
vermelho (Psidium cattleianum Sabine) ¢ um fruto pertencente a esta familia.

Fruto nativo do Rio Grande do Sul, o araga-vermelho possui o formato globoso, polpa
suculenta levemente acida e numerosa quantidade de sementes. E rico em compostos
bioativos, possuindo alto teor de compostos fenolicos, vitamina C e 4cidos graxos
insaturados. Embora apresentem potencial como fonte nutricional e como matéria-prima para
agroindustria de alimentos, dados sobre o cultivo, producdo e utilizacdo dessa espécie
frutifera na alimentagao humana sdo escassos.

Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo substancias derivadas do metabolismo
secundario dos vegetais e que trazem beneficios a nossa saude, como ja mencionado
anteriormente. Dentre estes compostos, as antocianinas merecem um enfoque especial por
configurarem como pigmentantes naturais, que podem ser utilizados no processamento de
alimentos, além de ser potencialmente benéficas a saide na prevencao de doengas.

A extracdo ¢ um dos processos mais utilizados para obtencdo de compostos bioativos,
onde um solvente age na estrutura celular do vegetal, retirando o composto de interesse. Entre
os métodos mais comuns de extracdo, estdo a maceragao e percolagdo (extragdo convencional)
e as metodologias consideradas como ndo-convencionais, como a assistida por ultrassom

(US), liquido pressurizado (PLE) e fluido supercritico (SFE).
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Enquanto as extragdes convencionais dispendem um maior volume de solvente e
tempo para a obtengdo de resultados, as metodologias ndo-convencionais vem se mostrando
mais eficazes, reduzindo estes parametros. Entretanto, os custos destes processos ainda sao
altos, o que pode em muitos casos tornar o custo-beneficio inviavel.

Na gama da pesquisa, a avaliagdo das variaveis de um processo pode ser realizada
através de varias formas, mas a ferramenta do planejamento experimental fatorial apresenta-se
vantajosa pelo seu menor nimero de ensaios em comparagdo a outros métodos, como a
avaliacdo de uma variavel por vez por exemplo, mas mesmo assim explorando todo o espaco
experimental. Por isto, deve ser levada em consideracdo no programa experimental a ser
realizado.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a casca do araca-vermelho (Psidium
cattleianum Sabine) quanto a sua composicao fisico-quimica e extrair compostos bioativos
através dos métodos convencional (maceragdo) e assistido por ultrassom (US). O enfoque
principal foi a otimizacdo da extracdo das antocianinas totais a partir do planejamento
experimental fatorial, mas os demais compostos bioativos como fenolicos, flavonoides e
carotenoides, ¢ a atividade antioxidante dos extratos também foram avaliados. Os resultados
obtidos pelos dois métodos de extragdo foram comparados visando obter o melhor processo

para a extragdo das antocianinas totais da casca do araga-vermelho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair compostos bioativos da casca do fruto araca-vermelho (Psidium cattleianum

Sabine) pelos métodos convencional (maceracdo) e assistido por ultrassom.

2.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar a composicao fisico-quimica da casca do ara¢a-vermelho;

e Avaliar o comportamento das antocianinas frente a secagem da casca do araca-
vermelho;

e Avaliar a influéncia do tipo e concentra¢do do solvente na extra¢do de antocianinas
totais da casca do araga-vermelho;

e Realizar a cinética de extragdo do método convencional,

e Empregar a técnica de planejamento experimental para otimizar a extragdo de
antocianinas da casca do araca-vermelho com o método convencional;

e Extrair antocianinas totais da casca do ara¢a-vermelho empregando o método assistido
por ultrassom;

e Realizar a cinética da extracdo assistida por ultrassom;

e Quantificar compostos fendlicos totais, flavonoides, carotendides e atividade
antioxidante dos extratos obtidos pelas duas metodologias de extracao.

e Comparar os resultados obtidos nos dois métodos de extragao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item sera abordada a fundamentagao teodrica necessaria para o desenvolvimento
deste trabalho, apresentando topicos sobre os frutos nativos do Rio Grande do Sul, o araga-

vermelho (Psidium cattleianum Sabine), os compostos bioativos e métodos de extracao.

3.1 Frutos nativos do Rio Grande do Sul

O Rio Grande do Sul possui uma grande biodiversidade vegetal, cujo nimero
estimado de espécies ¢ de 55 mil, sendo pelo menos 5 mil destas, nativas (BRACK et al.,
2007). Como exemplo disto tem-se a familia Myrtaceae, que possui grande abrangéncia no
estado com, pelo menos, 133 géneros e cerca de 3800 espécies (ANDRADE et al., 2008). A
regido Sul do Brasil ¢ uma das trés areas do mundo que apresenta maior diversidade de
plantas desse género, demonstrando o quanto desenvolver pesquisas com frutos nativos pode
agregar economicamente e socialmente a essa regiao do pais (VANIN, 2015).

Muitos frutos nativos do Rio Grande do Sul, mesmo que conhecidos, ndo sdo
explorados economicamente, € 0 seu consumo basicamente se restringe aos frutos in natura
ou quando estes sdo utilizados em geleias artesanais (GOEDERT, 2007). Entretanto, estdo
despertando o interesse dos pesquisadores, visto que muitos sdo ricos em antioxidantes e
demais substancias bioativas que podem trazer beneficios a saude.

Entre os estudos que estdo sendo realizados, destaca-se Faria et al. (2008), que
extrairam vitamina C, provitamina A e compostos fendlicos em valores expressivos na polpa
de butia, e também Jacques et al. (2010) que verificaram a presenca de composto fenolicos em

quantidades proximas a 2 g/100 g de fruto na amora-preta.

3.1.1 Araga-vermelho (Psidium cattleianum Sabine)

O araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) € uma espécie vegetal pertencente a
familia Myrtaceae. E considerado um fruto nativo do sul do Brasil, mas que ocorre desde o
Rio Grande do Sul até a Bahia, podendo ser encontrado também em alguns paises da América
Latina (FRANZON et al., 2009) e até mesmo na Jamaica (McCOOK-RUSSELL et al., 2012).

O nome “aragd” origina-se do tupi ara’sa ou do guarani ara (que significa céu) e aza
(olho), ou seja, fruto com olhos (SILVA JUNIOR, 2005). Recebe também o nome de araca,

aragad do mato, aracd do campo (MATTOS, 1978) e caracteriza-se por ser um fruto
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climatérico, em formato globoso, de 1,5 a 5 cm de didmetro (RASEIRA e RASEIRA, 1996),
rico em pectina (PATEL, 2012), com polpa suculenta levemente acida e varias sementes, que
variam de 16 a 100 unidades por fruto (SANCHOTENE, 1989). A Figura 1 apresenta o fruto

araga-vermelho em diferentes fases de maturacao.

Figura 1 — Araga-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) em diferentes fases de maturagao.

Fonte: Raseira e Raseira (2000).

O aracazeiro, arvore que produz o aracgd, ¢ um arbusto que floresce entre os meses de
outubro e novembro. Com altura que varia de 3 a 6 m, frutifica em pouco tempo apos o
plantio, com produ¢ao média de 14 kg na idade adulta, sendo o seu periodo de maturagdo no
Rio Grande do Sul de dezembro a margo (MANICA, 2000). No Havai, ¢ considerada uma
planta daninha justamente pela sua rapida disseminacdo (McCOOK-RUSSELL et al., 2012).
Dentre as varias utilizagdes do aragazeiro, pode-se destacar o aproveitamento dos frutos para
consumo, do caule e galhos como madeira, ¢ das suas folhas na medicina popular
(FRANZON et al., 2009).

O fruto ¢ altamente perecivel, com durabilidade de 2 dias a temperatura de cerca de
25 °C. Pela sua maturacao ocorrer no verao, o processamento deve ser imediato caso nao for
aplicado algum tratamento para prolongamento de sua vida de prateleira (DREHMER e
AMARANTE, 2008).

O aragd-vermelho apresenta potencial para exploragdo comercial por parte de
pequenos produtores rurais (WILLE et al., 2004), principalmente pelas suas caracteristicas
como sabor exdtico (acido-adocicado) e propriedades nutricionais, dentre as quais se destaca
o elevado teor de vitamina C, que pode ser até 7 vezes superior ao encontrado em frutas
citricas (FRANZON et al., 2009). Possui ainda quantidades significativas de compostos

fendlicos, sendo epicatequina e acido galico seus componentes principais (CORREA, 2009),
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acidos graxos insaturados (DALLA NORA et al., 2014) e carotendides (FETTER et al.,
2010), e também importante potencial antimicrobiano e atividade antioxidante (MEDINA et
al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que o extrato de aragd reduz a metastase de células
cancerigenas do pulmio (IM et al., 2012), de colon e mama (MEDINA et al., 2011). Na
medicina popular, ¢ utilizado como antidiarreico, antidiabético, analgésico e para tratamento
contra a dor de dente (VENDRUSCOLO e MENTS, 2006). Os dados da composi¢ao fisico-
quimica e os principais compostos bioativos encontrados no fruto sdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1 — Composig¢ao fisico-quimica do araga-vermelho (Psidium cattleianum Sabine).

Composicao Fisico-Quimica (%)

Autor

Umidade 82,36

pH 3,29

Soélidos soluveis (°Brix) 6,03
Proteinas 2,1
Residuo mineral fixo 5,5
Carboidratos totais 26,8
Extrato etéreo” 0,24

Silva et al. (2008)
Santos et al. (2007)
Dalla Nora (2012)

McCook-Russel et al. (2012)

Dalla Nora et al. (2014)
Dalla Nora et al. (2014)
Santos et al. (2007)

Compostos Bioativos (mg/100g de fruto)

Autor

Antocianinas 68,6

Atividade antioxidante™ 48,05
Carotenoides 6,27
Fenolicos totais™" 444
Flavonoides™” 100

Dalla Nora et al. (2014)
Alvarenga et al. (2016)
Denardin et al. (2015)

McCook-Russel et al. (2012)

Dalla Nora et al. (2014)

* Composicao do extrato etéreo: acido linoleico (77,9%), acido oleico (10,1%), acido palmitico (7,6%), demais

acidos graxos insaturados (4,4%).
** Atividade antioxidante em % de inibigdo DPPH.

***Fenolicos totais e flavonoides em mg de acido galico e em mg de catequina/100g de fruto, respectivamente.

3.2 Radicais livres e antioxidantes

Os radicais livres sd@o assim denominados por possuirem um ou mais elétrons ndo-

pareados em sua estrutura, tornando-se altamente instdveis e quimicamente muito reativos
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(BIANCHI e ANTUNES, 1999). Sao formados através da perda ou ganho de um elétron a
partir de uma espécie nao-radical através da cisdo homolitica da ligacdo covalente (R — H -
R" + H"), sendo importantes para o metabolismo humano, atuando como mediadores na
transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas, como na destrui¢ao de patégenos, no
controle do crescimento celular, na desintoxicagdo de substincias naturalmente presentes nos
alimentos, entre outros (ARAUJ 0, 2015 e ANGERAMI et al., 2012).

A formacao de radicais livres ocorre de forma equilibrada com os antioxidantes no
metabolismo humano. Entretanto, quando o organismo ¢ exposto a agentes oxidantes, tais
como radiacdes (em especial UV e gama), ozOnio, medicamentos, estresse, poluicao,
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016), consumo de cigarros, inflamagdes ou possui uma dieta
pobre em nutrientes (BIANCHI e ANTUNES, 1999), ocorre a producdo excessiva de radicais
livres, originando-se assim o estresse oxidativo. Esse, por sua vez, causa danos a nivel celular,
resultando em doencas. A Figura 2 apresenta os mecanismos indutores de radicais livres

(ROS) e os possiveis impactos do estresse oxidativo na satide humana.

Figura 2 — Estresse oxidativo e seus possiveis impactos na saude humana.

Indutores de ROS:
Metabolismo aerdbio
Lesdo e Resposta
inflamatéria
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Fonte: Damodaran et al. (2010).

As principais doengas relacionadas com a presenca excessiva de radicais livres no
organismo sao artrite, arterosclerose, diabetes, catarata, envelhecimento precoce, cancer,
disfungdes cerebrais e cardiacas (BIANCHI e ANTUNES, 1999), asma, mal de Alzheimer,
doengas neurodegenerativas, dentre outras (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016).
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Os antioxidantes sdo compostos capazes de neutralizar os radicais livres, doando a
estes um elétron da sua molécula, impedindo assim a reacdo oxidativa sobre lipidios,
aminoacidos, moléculas insaturadas e bases de DNA (BARBOSA et al,, 2010). Podem ter
origem enzimatica dentro das células sanguineas, como a superdéxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, ou ndo-enzimatica, frente a ingestdo de alimentos ricos em vitaminas A,
C e E, minerais como zinco, selénio, cobre, manganés (ANGERAMI et al., 2012), e compostos

bioativos (DALLA NORA, 2012).
3.3 Compostos bioativos

Os vegetais produzem dois tipos de metabolitos: os primarios, responsaveis pela sua
sobrevivéncia — fotossintese, assimilagdo de nutrientes — e os secundarios, cuja atividade
relaciona-se a prote¢do da planta. Na gama de metabdlitos secundarios produzidos pelos
vegetais, incluem-se os compostos bioativos (SILVA et al., 2010).

Os compostos bioativos, também chamados de fitoquimicos, sdo estruturas organicas
obtidas de fonte vegetal, geralmente de baixo peso molecular, que exercem atividades
benéficas ao organismo humano, como redu¢do do risco de doengas coronarianas, atividade
antioxidante, estimula¢do do sistema imunolédgico, reducdo da pressdo sanguinea, regulagao
hormonal, entre outras (CARRATU, 2005).

Os principais elementos com propriedades bioativas nos vegetais sdo 0s compostos
fenolicos ou polifendis (que abrangem o maior grupo de substancias), os carotenoides e os

glicosinolatos. A Figura 3 exibe a subdivisdo entre os bioativos presentes nos vegetais.

Figura 3 — Subdivisao dos compostos bioativos presentes nos vegetais.

Compasto Bioativo —| Favondides e
-| Favonas |
hcidos Fendlicos
ot Palifendis : -| Antacianinas |
Estilbenos
==l Flavonols |
Lignanas =l Favandis |

el Glicosinolatos

Fitoesirdpenos |«

—- Carotengidas

Fonte: Horst (2007).
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3.3.1 Compostos fenodlicos (polifenois)

Os compostos fenolicos, também chamados polifenois, sdo estruturas quimicas
amplamente encontradas na natureza (SILVA et al., 2010), formadas por um anel aromatico
com uma ou mais hidroxilas, incluindo os seus grupos funcionais (ANGELO e JORGE,
2007). Sao encontrados em frutas, sementes, flores e em alguns alimentos industrializados
como componente de um ingrediente que tenha sido adicionado (BRAVO, 1998).

Os compostos fendlicos sao importantes para os vegetais, pois sdo essenciais para o
seu crescimento, protecdo e reproducdo, atuando também no controle de patdgenos,
favorecendo assim o desenvolvimento da planta (ANGELO e JORGE, 2007). Atuam
preventivamente em alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares e neuroldgicas
(FALLER e FIALHO, 2009), possuindo também potencial como agente antibidtico, anti-
alergénico, anti-inflamatorio e de prote¢ao fotoquimica (MANACH et al., 2004).

Dentre os compostos fenolicos mais encontrados nos vegetais estdo os flavonoides
(que englobam as antocianinas e flavonodis), os acidos fendlicos, os estilbenos (como o
resveratrol) e as lignanas (FRANCIS, 2000). O teor de fenolicos de cada vegetal difere de
conforme a sua maturidade, tipo de tecido e condi¢des de crescimento e armazenamento

(DAMODARAN et al., 2010). A Tabela 2 exibe as classes dos compostos fendlicos.

Tabela 2 — Classes de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fenolicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzéicos Ce-Cy
Acetofenol, acidos fenilpropanoides Ce-Co
Nafitoquinonas Ce-Cs3
Xantonas C6-Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce-C1-Cs
Flavonoides, isoflavonoides C6-C2-Cs
Lignanas, neolignanas (Ce-Cs)2
Biflavonoides (Ce-C3-Ce)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-Co)n

Fonte: Angelo e Jorge (2007).
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3.3.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo o maior grupo entre os compostos bioativos conhecidos, com mais
de 5000 compostos ja identificados (FALLER e FIALHO, 2009), sendo encontrados em
hortalicas, frutas, cereais, chas, café, cacau, vinho, suco de frutas e soja (HORST e LAJOLO,
2004). Constituidos por 15 atomos de carbono (C¢-C3-Cs) na conformagdo de dois anéis
aromaticos (A e B), unidos via carbono heterociclico (C) que pode ser um pirano — flavandis
(catequinas) e antocianidinas — ou pirona, como nos flavonois, flavonas, isoflavonas e
flavanonas (LIU, 2004; SILVA et al., 2010). A Figura 4 apresenta a estrutura quimica dos

flavonoides.

Figura 4 — Estrutura quimica dos flavonoides.

O

C
=

Fonte: Angelo e Jorge (2007).

De acordo com Rodrigues da Silva et al. (2015), existem 14 tipos de flavonoides,
sendo que a maioria dos compostos identificados pertence a apenas seis classes: flavonas,
flavanonas, flavonois, catequinas, isoflavonas e antocianidinas. Esta subdivisdo ¢ estabelecida
conforme o estado de oxidagdo da cadeia heterociclica do pirano (C). A Figura 5 demonstra a

estrutura quimica destas 6 classes de flavonoides.

Figura 5 — Estrutura quimica das principais classes de flavonoides.

Flmr‘on/\ras‘J/. Isuﬂamnas

Fonte: Marco et al. (2008).
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Os flavonoides possuem diversas atividades bioldgicas, auxiliando nos processos anti-
inflamatorios, antivirais, antioxidantes, antimicrobianos, antifingicos, entre outros (SELEEM
et al.,, 2016). Varios estudos vém sendo realizados visando confirmar o poder anti-
inflamatério dos flavonoides frente a doengas pulmonares, como a fibrose pulmonar
intersticial, asma e sarcoidose pulmonar (COUTINHO et al. 2009) e como preventivos do
sistema nervoso quanto ao envelhecimento ou ferimento cerebral (MATIAS et al., 2016). O
resveratrol, por sua vez, em baixas doses promove a saude cardiaca, agindo como agente de

prevencao de doengas ou como tratamento, nos casos de infartos (GEORGE et al., 2016).

3.3.3 Antocianinas

O termo antocianinas tem origem no Grego anthos, que significa flor, e kyanos, azul,
sendo utilizado desde o século 18 para descrever pigmentos encontrados em flores e frutos,
com espectro variando do vermelho ao azul-violeta, dependendo do pH do meio em que se
encontram (BUENO et al., 2012). Também sao responsaveis pela cor das folhas das arvores
no outono (GLOVER e MARTIN, 2012) e estdo normalmente localizados em solugdao nos
vacuolos da epiderme ou em organelas especificas denominadas antocianoplastos.

As antocianinas correspondem ao mais importante grupo de pigmentos hidrossoluveis
de origem vegetal (HARBORNE e WILLIAMS, 2000; DOMINGUINI et al., 2014). Uma das
principais funcdes destes pigmentos ¢ atrair os agentes polinizadores e dispersores de
sementes, agindo também na protecdo da planta frente a processos oxidativos relativos a luz
(radiacdo UV), geralmente nas fases iniciais do seu desenvolvimento (EIBOND et al., 2004).

O consumo de alimentos ricos em antocianinas auxilia na prevengdo de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns tipos de cancer. Sua presenca em vegetais
normalmente € relacionada com as vitaminas A, B1, B6, C e E (GLOVER e MARTIN, 2012).

As antocianinas podem ser encontradas em varias familias de vegetais: Vitaceae (uva),
Rosaceae (cereja, ameixa, framboesa, morango, amora, etc.), Solanaceae (tamarindo, batata),
Saxifragaceae (groselha preta e vermelha), Ericaceae (mirtilo), Cruciferae (repolho roxo,
rabanete), Leguminoseae (vagem) e Mpyrtaceae (araga-vermelho) (JACKMAN e SMITH,
1996). As principais fontes de antocianinas nos alimentos estdo citadas na Tabela 3.

Na produ¢do alimenticia, as antocianinas possuem a fun¢do de corante, sendo
utilizadas em solugdes acidas na elaboracdo de refrigerantes, doces, produtos de confeitaria,
refrescos, pd para refrescos, coberturas de bolo, gelatinas e geleias (BARROS e

STRINGHETA, 2006).
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Tabela 3 — Antocianinas mais frequentes em alimentos e suas fontes.

Antocianinas Fontes
Cianidina-3-glicosideo Uva, vinho, cereja, morango, maca, jabuticaba
Cianidina-3,5-diglicosideo Uva, vinho, cereja, figo, marmelo
Peonidina-3-glicosideo Uva, vinho, cereja, jabuticaba
Malvidina-3-glicosideo Uva, vinho
Malvidina-3,5-diglicosideo Uva, vinho, feijdo, inhame
Cianidina-3-galactosideo Maga, cacau
Cianidina-3p-cumarilsoforosidio-5-glicosideo Repolho roxo
Pelargonidina-3-soforosideo-5-glicosideo Rabanete
Pelargonidina-3-glicosideo Morango, tamarindo
Delfinidina-3,5-diglicodideo Berinjela, feijdo, uva, roma
Delfinidina-3-cafeoilglicosideo-5glicosideo Beringela
Petunidina-3-glicosideo Uva, vinho, feijdo, mirtilo, laranja

Fonte: Malacrida e Motta (2000).

Estruturalmente, as antocianinas sdo pigmentos hidrossoluveis derivados das
antocianidinas (agliconas) e pertencentes a classe dos flavonoides, caracterizadas pelo nucleo
basico flavilio (cation flavilico), que consiste de dois anéis aromdticos unidos por uma
unidade de trés carbonos condensados por um oxigénio, conforme a Figura 6. Além do nticleo
basico, uma ou mais de suas hidroxilas sdo ligadas a actcares (R’), geralmente glicose, xilose,
arabinose, ramnose e galactose, ou dissacarideos constituidos por esses agucares, aos quais

podem estar ligados acidos fenolicos (LOPES et al., 2007).

Figura 6 — Estrutura quimica das antocianinas (cation flavilio).

Fonte: Adaptado de Del Rio (2013).
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O cation flavilio por si ndo ¢ considerado uma antocianina, pois necessita ter
substituicdes nos anéis aromaticos, nas posi¢cdes representadas pelos radicais Ri e Ro
(DOMINGUINI et al., 2014). As substituigdes e os compostos que sao gerados (e suas

respectivas cores) estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4 — Grupos substituintes de hidroxilas do cation flavilio encontradas na natureza e

importantes em alimentos.

Antocianina Ri R2 Cor
Pelargonidina H H Laranja ou Salmao
Cianidina OH H Vermelho
Delfinidina OH OH Magenta
Peonidina OCH3 H Roxo ou azul
Petunidina OCH; OH Roxo
Malvinidina OCH; OCH; Roxo

Fonte: Adaptado de Fang (2015).

As diferencas entre as varias antocianinas estdo no numero de grupos hidroxilicos da
molécula, no grau de metilacdo destes grupos, na natureza e no numero de acucares ligados a
elas (e na posicao destas ligagcdes), bem como na natureza e no nimero de acidos alifaticos
e/ou aromaticos ligados a parte glicosidica da molécula de antocianina (MARCO et al., 2008).

Uma caracteristica importante das antocianinas ¢ a de apresentar diferentes estruturas
em fun¢do do pH, o que confere também a elas o amplo espectro de cores. Em meio acido
(pH 1 a 2), as antocianinas apresentam coloracdo avermelhada, devido a predominancia do
cation flavilico. Com o aumento do pH (2 a 6), ocorre oxidagdo da estrutura ¢ o vermelho
vivido vai se tornando incolor pela formagao da espécie pseudobase carbinol. Em valores de
pH entre 6,5 e 12, ocorre a formagao de anidrobases, que tornam a cor do meio violeta entre
6,5 ¢ 8 ou azul (pH entre 9 e 12). Em pHs superiores a 12, ocorre a ruptura do anel
heterociclico ¢ a formagdo de chalconas, tornando a coloracdao do meio amarelada. Nesta
ultima faixa de pH, pode ocorrer precipitacdo, o que torna a reacdo irreversivel (BOBBIO e
BOBBIO, 2001). As Figuras 7 e 8 apresentam as possiveis mudangas estruturais e de

coloragdo das antocianinas em funcdo do pH do meio em que se encontram.
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Figura 7 — Possiveis mudancas estruturais das antocianinas em meio aquoso em fun¢do do pH

do meio em que se encontram.
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Fonte: Sampaio (2008).

Figura 8 — Mudancas na coloragdo das solugdes aquosas de antocianinas em diferentes valores
de pH.

H=3 DH-4 DHIS pH=86 l'-" pH'G pH'O pH'll.'l PH'” H‘12

Fonte: DidacForner (2016).
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3.3.3.1 Estabilidade das antocianinas

As antocianinas sao pigmentos relativamente instaveis, e sua estabilidade ¢ afetada por
varios fatores, tais como: pH, temperatura, enzimas, presenca de acido ascoérbico, exposigao a
luz, presenca de oxigénio, dioxido de enxofre e ions metalicos (RIBEIRO ¢ SERAVALLI,
2007). A estrutura insaturada das antocianinas acaba por tornd-las muito suscetiveis o
oxigénio molecular, provocando o escurecimento do meio e a aceleracao da sua descoloragdo
(DAMODARAN etal., 2010).

O pH influencia diretamente a estabilidade das antocianinas. Sabe-se que valores de
pH entre 1 e 3 (4cidos) sdo ideais para a manutencao da sua estrutura quimica, porém solucdes
muito acidas na presenca de agentes oxidantes afetam a sua estabilidade. Em valores de pH
elevados, a coloragao do meio muda para amarelo devido a reagao irreversivel de formagao de
chalconas (TERCI e ROSSI, 2002). A presenca de luz, aliada a pHs entre 3 e 3,8, também
favorece a degradacao dos pigmentos (LOPES et al., 2007).

A temperatura ¢ um dos fatores que mais influenciam na degradacao de antocianinas.
Em temperaturas elevadas (acima de 60 °C), ocorre a polimerizagdo da molécula,
transformando-a em chalcona e tornando a solugao amarela (FANG, 2015).

O 4cido ascorbico também promove a degradacdo das antocianinas, porém estes dois
compostos reagem mutuamente, inativando as propriedades dos dois compostos. J& o diéxido
de enxofre serve como agente protetor para a inibi¢do da degradagdo provocada por enzimas,
entretanto deve ser utilizada em concentragdes maximas de 500-2000 ppm, pois acima deste
teor um composto incolor com as antocianinas ¢ formado (RIBEIRO e SERAVALLI 2007).

Entretanto, concentracdes elevadas de acucares, presenca de ions metalicos de calcio,
ferro, aluminio e estanho, auto-associagdo entre diferentes antocianinas € copigmentagao com
outros compostos organicos (proteinas, taninos e outros flavonoides) promovem a

estabilidade da estrutura quimica das antocianinas (DAMODARAN et al., 2010).

3.3.3.2 Fatores que afetam a extragdo de antocianinas

A extragdo de antocianinas pode ser afetada por varios fatores, entre eles a relagdo
massa de matéria-prima/volume de solvente, a temperatura de processo, o tipo de solvente
aplicado e o tipo de acido utilizado para manter o pH baixo durante a extragdo (CONSTANT,
2003).



31

As antocianinas estdo localizadas nas células epiteliais dos vegetais, e sdo facilmente
extraidas através de solventes orgénicos polares. Tradicionalmente, solu¢des acidificadas de
metanol, etanol, acetona, agua e misturas de acetona/metanol/agua tém sido utilizadas para a
sua extracdo (JU e HOWARD, 2003), uma vez que a acidificacdo do solvente tem por
objetivo a desnaturagdo das membranas celulares, favorecendo o processo.

O metanol ¢é caracterizado como o melhor solvente extrator de antocianinas,
entretanto, ¢ toxico. Sua utilizagdo ndo ¢ recomendada para extratos aplicaveis nas industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia (SAMPAIO, 2008). O etanol, por sua vez, ndo € toxico,
possui baixo custo, e assim como o metanol também ¢ responsavel por bons rendimentos de
extracdo (FULEKI e FRANCIS, 1968).

A concentracdo do solvente também ¢ um fator que influencia no rendimento da
extracdo. Segundo Gomez-Plaza et al. (2006), agua e solventes hidroalcoolicos sdo os mais
recomendados quando o objetivo ¢ obter corantes ou produtos antioxidantes que serdo
utilizados na industria de alimentos.

Devido a sua instabilidade frente ao aumento de temperatura, ¢ aconselhavel que a
extracdo de antocianinas ndo ocorra em temperaturas superiores a 60 °C, sendo ideal que o
processo seja realizado abaixo de 40 °C, pois temperaturas superiores podem promover rapida
degradacdo térmica e, consequentemente, reducdo da estabilidade e concentragdo das
antocianinas nos extratos (FAVARO, 2008). E muito comum a extragdo de antocianinas em
temperaturas baixas, como nos estudos de Medina et al. (2011), Fuleki e Francis (1968) e

Teixeira et al. (2008).

3.3.4 Carotenoides

Os carotenodides correspondem a um grande grupo de pigmentos lipossoluveis
sintetizados por vegetais, algas e bactérias fotossintetizantes (RIBEIRO, 2011). Sao
responsaveis pela coloragdo amarela, laranja ou vermelha de muitos vegetais, em especial dos
frutos e flores. Estao localizados nos cloroplastos, onde encontram-se associados a proteinas e
geralmente sdo mascarados pela clorofila, e nos cromoplastos, onde apresentam-se na forma
cristalina ou como goticulas de dleo. Suas funcdes basicas nos vegetais englobam a foto-
protecdo durante a fotossintese e a estabilizacdo de membranas (SILVA et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos vém demonstrando que o consumo de frutos e vegetais ricos
em carotendides esta associado a uma menor incidéncia de doengas degenerativas como o

cancer (em especial mama e prostata), doencas cardiovasculares, degeneragdo macular
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relacionada a idade, formacdo de catarata (KOBORI, 2010). Isto ¢ devido a sua importante
atividade antioxidante, além da a¢do como provitamina A (RODRIGUEZ-AMAY A, 2008).

A maioria dos carotendides sao tetraterpenoides (Cso) compostos de 8 unidades de
isoprenos, ligados de tal forma que a estrutura molecular ¢ linear e simétrica, podendo conter
de 3 a 15 duplas ligagdes conjugadas (VALDUGA et al., 2009). O comprimento da cadeia
determina o espectro de absor¢do e a cor da molécula. Todas sdo baseadas em 7 diferentes
grupos terminais, dos quais somente 4 (B, € x € y) sdo encontradas em carotenoides de
vegetais (FRASER e BRAMLEY, 2004).

Os carotendides podem ser classificados em carotenos, compostos somente de carbono
e atomos de hidrogénio, ou xantofilas, compostos de carbono, hidrogénio e pelo menos um
atomo de oxigénio (Figura 9). Como exemplo do grupo de carotenos pode-se citar o [3-
caroteno, o a-caroteno, € o licopeno, e para as xantofilas a zeaxantina, luteina, cantaxantina,

astaxantina e o e B-criptoxantina (RIBEIRO, 2011).

Figura 9 — Estruturas quimicas dos principais carotenodides (carotenos e xantofilas).
Licopeno
(tomate)

p-caroteno
(cenoura)

Zeaxantina
(milho)

Luteina
(couve)

f-criptoxantina
(abobora)

Astaxantina
(salmio)

Fonte: Adaptado de Monego et al. (2017) e Wahyuono et al. (2016).
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3.4 Métodos de extracio de compostos bioativos

A extracdo ¢ uma operacao unitaria que envolve transferéncia de massa e objetiva,
basicamente, a separacao de compostos de interesse de uma matriz, seja ela solida ou liquida
através de processos quimicos, fisicos e/ou mecanicos. Os processos podem ser realizados em
meio so6lido-liquido, liquido-liquido ou géas-liquido (VIEIRA, 2015).

Os métodos de extragdo, especificamente para matrizes vegetais, devem ser escolhidos
de acordo com a estrutura a ser utilizada (raiz, caule, folhas, frutos, sementes) e também com
o composto que se deseja extrair. Os processos mais comuns englobam desde métodos
convencionais como arraste, prensagem, maceracdo (NOVELLO, 2015) até métodos que
envolvem maior tecnologia, como fluido pressurizado e extragdo assistida por ultrassom ou
micro-ondas (VIEIRA, 2015).

A escolha do método de extragdo estd vinculada a estrutura e composicdo da matriz,
por isso ¢ fundamental o conhecimento das propriedades dos compostos de interesse e seu
comportamento frente a diferentes solventes, quando estes sdo empregados (KOTOVICZ,

2014).

3.4.1 Extragdo convencional por maceragao

Os processos convencionais como a extragdo por maceracdo fundamentam-se na
utilizacdo de um solvente para extrair os compostos de interesse de um soluto ou matriz,
associado ou ndo ao uso do calor e agitagao.

As vantagens deste processo estdo no baixo custo operacional e de capital, pois utiliza
geralmente equipamentos simples e temperaturas proximas a ambiente (KOTOVICZ, 2014).
Entretanto, possuem desvantagens como elevados tempos para se alcangar a concentragdo
maxima do composto de interesse, grande demanda de solvente e degradagdo térmica devido

ao tempo elevado de processo (WANG e WELLER, 2006).

3.4.2. Extracao assistida por ultrassom (US)

A extragdo assistida por ultrassom (US) consiste na aplicacdo de ondas mecanicas em
uma frequéncia acima do limiar da audi¢do humana (> 20 KHz). Estas ondas sdo geradas
através de um transdutor, que converte energia elétrica em energia mecanica. Dentre as

vantagens apresentadas por este método frente aos métodos convencionais estdo o menor
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tempo de processo, o consumo baixo de solvente e a alta reprodutibilidade dos ensaios
(CHEMAT etal., 2011).

A utilizagdo do ultrassom visa intensificar a extragdo por meio de um fendmeno
denominado cavitagdo, onde os efeitos causados pelas ondas ultrassonicas criam um ciclo de
bolhas de gas e cavidades no liquido solvente (VARDANEGA et al., 2014). Quando ocorre o
colapso das bolhas, sdo geradas ondas de energia muito elevadas na zona de cavitagdo. Caso
este processo ocorra proximo a parede celular da matriz vegetal, a energia gerada exerce um
forte impacto sobre a superficie solida, aumentando assim a permeabilidade da parede celular,
favorecendo a entrada do solvente, conforme demonstra a Figura 10. Esse processo ira
aumentar o processo de difusdo e reforgar a transferéncia de massa (PATIST e BATES,
2008). Aliada a cavitagdo, o calor liberado no colapso das bolhas aumenta a solubilidade dos
analitos, aumentando a eficiéncia da extragdo (CAVALHEIRO, 2013).

A extragdo assistida por ultrassom pode ser realizada em diversos equipamentos,
sendo que os mais utilizados sdo o banho e a sonda ultrassonica. O banho ultrassdnico ¢ um
método indireto, onde as ondas sdo propagadas através do recipiente da amostra, enquanto

que a sonda age diretamente na matriz e no solvente (CHEMAT et al., 2011).

Figura 10 — Processo de cavitagdo promovida pela extracdo assistida por ultrassom (US).

Fonte: Vardanega et al. (2014).

A extragdo assistida por US tem sido empregada com sucesso em processos de
extracdo de antocianinas de cascas de fruta, em especial de roma (PAN et al., 2011), uva

(CARRERA et al., 2012), jabuticaba (SANTOS et al., 2010), entre outros.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os materiais € métodos utilizados na caracterizagao
fisico-quimica do araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine), na extracdo de antocianinas
totais (AT) sob diferentes métodos e na quantificacdo dos compostos bioativos dos extratos. A

Figura 11 apresenta a sequéncia de etapas deste estudo.

Figura 11 — Fluxograma apresentando as etapas desenvolvidas na pesquisa.

Colheita e armazenamento
dos frutos

v

Caracterizagao fisico-quimica

da casca Efeito do processamento térmico
— » Influéncia do tipo de solvente
estes
preliminares »  Concentracao de solvente
Cinética de extracdo

- . Melhor condi¢éo N .
Delineamento experimental » | Extracdo assistida

para extragdo convencional por ultrassom

v

Analises de carotenodides, atividade antioxidante,
compostos fenolicos totais e flavonoides

Inicialmente, foi realizada a colheita e armazenamento dos frutos. A caracterizagao
fisico-quimica das cascas do aragd-vermelho foi a segunda etapa. Como proxima atividade,
alguns testes preliminares foram executados visando identificar qual processamento da casca
(descongelamento ou secagem), solvente (etanol ou metanol) e concentragdo destes
apresentariam os maiores resultados para o teor de AT. Definido isto, construiu-se uma curva
de cinética de extracao para avaliar o teor de AT em fungdo ao tempo. A seguir, foi realizado

um planejamento de experimentos cujo objetivo foi a otimizacdo do processo de extracdo pela
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metodologia convencional. Apos o estabelecimento das condi¢des 6timas, foi realizada uma
extragdo assistida por ultrassom com construg¢do de curva de cinética para verificar a variagao
do teor de AT em relagdo ao tempo, fornecendo subsidios para comparagdao com o método
convencional.

Por fim, carotendides, compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante
dos extratos obtidos pelos dois métodos foram quantificados e logo apds comparados. A

seguir, as etapas sao detalhadas.

4.1 Colheita e armazenamento dos frutos

Os frutos de araga-vermelho (Psidium cattleainum Sabine) foram colhidos diariamente
durante o periodo de janeiro a margo de 2016, nas coordenadas -27.841692°, -52,302515°.
Definiu-se, apds avaliacdo visual, que o ponto de colheita ideal seria quando a por¢ao inferior
do fruto, ou seja, aquela que estd ligada ao caule, estivesse com a coloracdo uniforme

caracteristica do araga (Figura 12).

Figura 12 — Araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) no ponto de colheita.

Fonte: Autora (2016).

Ap0s a colheita, os frutos foram selecionados manualmente, eliminando os avariados
que porventura nao tenham sido percebidos durante a colheita. Procedeu-se entdo uma
lavagem com agua corrente € imersdao por 15 minutos em solugdo de NaClO a 200 ppm. Em
seguida, os frutos foram enxaguados e retirou-se a umidade externa com auxilio de papel
toalha.

Os frutos foram acondicionados em embalagens de polietileno contendo a indicacdo

de peso e data de colheita, e congelados a -10 °C.
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4.2 Caracterizacio fisico-quimica da casca

A caracterizagdo fisico-quimica das cascas do araga-vermelho foi realizada a partir das
analises de: umidade, lipidios, proteina, residuo mineral fixo, carboidratos totais, pH e solidos
soluveis. As andlises foram realizadas nos laboratorios da Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missdes, URI — Erechim e do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul, IFRS — Campus Erechim, sendo os resultados apresentados

como média dos resultados + desvio-padrao.

4.2.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método de dessecacdo em estufa (Luccadema,
modelo Lucca-001) com circulagdo de ar, a temperatura de 105 °C, segundo metodologia

012/IV descrita pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005).

4.2.2 Lipidios

O extrato etéreo foi determinado através do método 032/IV do Manual de Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005), em extrator Soxhlet (Marconi modelo MPA

491/6), utilizando éter de petroleo P.A. (Dindmica®) como solvente extrator.

4.2.3 Proteinas

O teor de proteinas foi determinado segundo AOAC 991.20 (2005), através do método
de Kjeldahl — determinac¢dao do teor de nitrogénio da amostra, em trés etapas: digestdo da

amostra (bloco digestor Lucadema modelo 341/2), destilagdo e titulagdo.

4.2.4 Residuo mineral fixo (RMF)

O residuo mineral fixo foi determinado através do método 018/IV do Manual de
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005), com carbonizagdo realizada em 200 °C
(A. Cientifica modelo EEQ9012D-2), seguida de incineracdo em mufla (Zezimaq modelo
004) a 550°C.
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4.2.5 Carboidratos totais (CT)

Os carboidratos totais foram determinados pela diferenca dos demais constituintes da

composi¢ao fisico-quimica, conforme a RDC n°® 360 (BRASIL, 2003), conforme a Equagao 1.

CT(%) = 100 — [umidade(%) + proteinas(%) + RMF (%) + lipidios(%) + fibras(%)] (1)

4.2.6 pH

O pH foi medido por meio de pHmetro de bancada (Tecnopon, modelo mPA-210) por
leitura direta nas cascas trituradas e diluidas em &gua destilada, conforme metodologia

descrita no Manual de Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005).

4.2.7 Solidos soliveis

O teor de solidos soluveis foi medido por refratdmetro portatil (Incoterminas, modelo
PYREFS82), também a partir da metodologia descrita no Manual de Normas Analiticas do

Instituto Adolfo Lutz (2005). Os resultados foram expressos em °Brix.

4.3 Testes preliminares

Poucos sdo os estudos relatados at¢ o momento utilizando como matéria-prima o
araca-vermelho. Além disto, a extragdo de antocianinas € um processo que envolve varios
parametros. Por isso, alguns testes preliminares foram realizados a fim de servir como base
para a posterior realizacdo de planejamento de experimentos visando a otimizagdo da

extragao.
4.3.1 Efeito do processamento térmico
Para avaliar se o processamento térmico influencia na extracdo de antocianinas totais

(AT), a casca do aracd foi preparada de duas formas para as andlises: in natura (apos

descongelamento) e submetida a processo de secagem.
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Os frutos foram descongelados em refrigerador (Electrolux modelo DC47), a uma
temperatura de 8 °C, até perderem a consisténcia firme caracteristica do congelamento. Em
seguida, procedeu-se a separacao da casca com auxilio de uma faca. A polpa e as sementes
ndo foram utilizadas. As cascas foram trituradas em moinho (Solab modelo SL-01) e
imediatamente encaminhadas para extragao.

J& para as amostras secas, as cascas foram acondicionadas em bandejas de inox em
estufa com circulagdo de ar (Lucadema LUC-01), com temperatura de 38 = 1 °C, para evitar a
perda de compostos volateis. Durante o processo, as amostras foram pesadas (Shimadzu
modelo AUX220) para avaliagdo do tempo necessario para completa remoc¢ao da dgua livre
(umidade de equilibrio) e para a construg¢ao da curva de cinética de secagem. Apds a secagem,
as amostras foram entdo trituradas em moinho (Solab modelo SL-01) e seguiram para a

extracao.

4.3.2 Extragdo e quantificagdo de antocianinas totais

A metodologia de extracdo seguiu Medina et al. (2011), com algumas modificagdes:
Cinco gramas de cada amostra foram pesados (Shimadzu modelo AUX220) e acondicionados
em tubos de Falcon de 25 mL, cobertos com papel aluminio. Adicionou-se a seguir 10 mL do
solvente a 4°C (contendo 0,1 % de HCI P.A.). A extragdo ocorreu no escuro, sob refrigeragao
(Electrolux modelo DC47), durante 2 h e a temperatura de 4 + 1 °C. Transcorrido o tempo, as
amostras foram centrifugadas (MPW modelo MPW-351R) a 8000 rpm por 15 min e sob
refrigeracdo. O sobrenadante foi recolhido e foram realizadas duas lavagens do precipitado
com 5mL de solvente, seguidas de centrifugacdes nos mesmos parametros da primeira
operacao.

O extrato foi entdo filtrado a vacuo filtro de papel Whatmann n° 01 e funil de
Buchner, e o volume de cada amostra foi padronizado para 20 mL. A seguir, os extratos foram
acondicionados em frasco ambar cobertos com papel aluminio e imediatamente encaminhados
para a quantificacdo de antocianinas a partir de analise colorimétrica. Depois da leitura da
absorbancia, os extratos foram secos em capela de exaustdo até remocao do solvente, e
conservados a -8 °C.

A quantificac¢do das antocianinas baseou-se no método descrito por Fetter et al. (2010),
onde a leitura da absorbancia foi realizada a 535 nm, em espectrofotdometro (Agilent modelo

8453E), utilizando os solventes como branco.
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O calculo do teor de AT foi realizado para todos os experimentos, independente da
metodologia de extracdo. O método baseou-se na interpolacdo da regressao linear tangente a
curva padrao de cianidina-3-glicosideo comercial (Sigma-Aldrich®). Este composto foi
escolhido por ser o componente majoritario do grupo das antocianinas no aragd-vermelho
(BIEGELMEYER et al, 2011; MEDINA et al., 2011). A curva padrdo foi construida com
diferentes concentragdes da cianidina-3-glicosideo comercial (1, 5, 10, 15 e 20 ppm) e esta

apresentada na Figura IA do Apéndice 1.

4.3.3 Influéncia do tipo e concentragdo de solvente

Para verificar a influéncia do tipo de solvente sobre a extracdo de antocianinas totais
AT, foram realizadas extra¢cdes com etanol absoluto P.A. (Merck®) e metanol P.A. (Vetec®),
ambos acidificados com 0,01% de acido cloridrico P.A. (Vetec®).

Ap6s a definicdo do tipo de solvente, foram realizados ensaios com diferentes
concentragdes deste (30, 50, 70, 90 e 100%) para buscar um intervalo em que os resultados
apresentassem os maiores teores de AT, definindo assim uma faixa de concentragdes para o

planejamento de experimentos.

4.3.4 Cinética do tempo de extragdo via método convencional

Apo6s definido o tipo e a concentragdo de solvente, avaliou-se a cinética de extragao
das antocianinas para verificar em qual tempo a concentragdo de AT torna-se estavel no
extrato, e se ocorre degradacdo do composto ao longo da extragdo. Este ensaio ¢ importante
pois evita que o processo seja realizado por tempo além do necessdrio, o que acarreta em
maiores custos ou perda do composto de interesse.

Para esta analise, 8 g de amostra foram adicionadas a 40 mL de solvente e mantidas no
escuro a 4 °C. Nos tempos 1, 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 min, 1 mL do
sobrenadante foi retirado, centrifugado (Hettich modelo 200424) e lido em espectrofotometro
(Agilent modelo 8453E) a 535 nm. As aliquotas retiradas foram descartadas apds as leituras.

O célculo do teor de AT foi igual ao da extragdo (item 4.3.2).
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4.4 Delineamento experimental

Apo6s a definicao do solvente a ser empregado e sua concentragdo e do tempo de
extracdo, foram realizados 2 delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR), visando

a otimizag¢do do processo de extragcdo de antocianinas da casca do araga-vermelho.

4.4.1 Efeito da agita¢do e relagdo massa de amostra/volume de solvente

Os experimentos foram realizados a partir de um planejamento fatorial completo —
DCCR 22, onde a agitacdo (Xi) e a relacdo massa de amostra/volume de solvente (X2) foram
estabelecidas como varidveis independentes para verificacao dos seus efeitos sobre a extragao.
Com base na metodologia de Medina et al. (2011), as variaveis fixas de extragdo foram tempo
de 2 h, solvente etanol a 90% (em H>O) acidificado com 0,1% de HCI e temperatura de 4 °C.
A agitacdo foi proporcionada por agitador orbital (Nova Etica modelo 430RDB). O esquema
experimental incluiu 4 pontos axiais e triplicata do ponto central, totalizando 11 ensaios. Os

niveis de variagdes e as variaveis independentes estdo citados na Tabela 5.

Tabela 5 — Variaveis independentes e niveis (valores reais e codificados) utilizados no

delineamento composto central rotacional para o teor de antocianinas totais da casca do araga-

vermelho.
Niveis
Variaveis independentes
-1,41 -1 0 1 1,41
Agitacao (rpm) — X 40 50 75 100 110

Relagao massa de amostra/volume
0,6/10 1/10 2/10 3/10 3,4/10
de solvente (g/mL) — X»

4.4.2 Efeito do pH e temperatura

Quando ha um numero grande de variaveis envolvidas no estudo, e principalmente no
caso de matrizes vegetais pela sua variabilidade, ¢ necessaria uma estratégia sequencial de
planejamentos em direcdo a condigdo desejada. Por isso, foi realizado um segundo

planejamento experimental.
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Os experimentos para avaliar o efeito do pH e da temperatura foram realizados a partir
de um planejamento fatorial completo DCCR 22, onde pH (Xi) e temperatura (Xz) foram
estabelecidos como varidveis independentes. As variaveis fixas de extragdo foram tempo de
2 h, solvente etanol a 90%, temperatura de 4 °C, relagdo massa de amostra/volume de
solvente de 1 g/10 mL e sem agitacdo. O esquema experimental inclui 4 pontos axiais e
triplicata do ponto central, totalizando 11 ensaios. Os niveis e as variaveis independentes

estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Variaveis independentes e niveis (valores reais e codificados) utilizados no DCCR

para o teor de antocianinas totais da casca do araca-vermelho.

Niveis
Variaveis independentes
-1,41 -1 0 1 1,41
pH - Xi 0,8 1 1,5 2 2,21
Temperatura (°C) — Xo 4,8 15 40 65 75,2

Apos a otimizagdo do processo de extracdo convencional, uma nova cinética de

extragdo foi realizada para avaliar os parametros.

4.5 Extracao assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom foi realizada utilizando-se os pardmetros obtidos
nas extragdes do método convencional que resultou no maior teor de AT, incluindo
concentracdo de solvente, relagdo massa de amostra/volume de solvente, tempo, pH e
temperatura.

Para a extracdo, 1g da casca de araca-vermelho foi pesada e acondicionada em frasco
erlenmeyer, onde recebeu 10 mL de solvente. Os frascos foram cobertos com papel aluminio
e imersos no banho ultrassonico (Unique modelo USC-1800A) a uma frequéncia de 50 KHz,
poténcia maxima do equipamento (99W) e temperatura de 40°C. Apos 2 h de extragdo, as
amostras foram centrifugadas (MPW modelo MPW-351R), filtradas e tiveram o seu volume
ajustado para 20 mL. A leitura colorimétrica foi realizada conforme a metodologia utilizada
para as extragdes da metodologia convencional. O calculo do teor de AT foi realizado de

acordo com o item 4.3.2.
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4.5.1. Avaliacdo da cinética de extracdo

A cinética de extragdo via metodologia assistida por ultrassom foi realizada pelos
mesmos parametros da avaliacdo de cinética do método convencional. Para tanto, 8 g de
amostra foram adicionadas a 40 mL de solvente. Os frascos foram cobertos com papel
aluminio para auséncia de luz, e imersos em banho ultrassonico (Unique modelo USC-
1800A) a 40 °C e uma frequéncia de 50 KHz, sem agitacdo. Nos tempos 1, 5, 15, 30, 60, 90,
120, 150, 180 e 210 min, 1 mL do sobrenadante foi retirado, centrifugado (Hettich modelo
200424) e lido em espectrofotometro a 535 nm.

4.6 Determinacio de compostos bioativos

Para os extratos que apresentaram os maiores teores de AT obtidos do planejamento
experimental pelo método convencional e ao empregar o ultrassom, realizou-se as analises de

compostos fenodlicos totais, flavonoides, carotendides e atividade antioxidante.

4.6.1 Determinagdo de compostos fenolicos totais

O teor de fenolicos totais dos extratos da casca de araga-vermelho foi determinado
seguindo metodologia proposta por Singleton et al., (1999) com adequagdes propostas por
Blainski et al. (2013) e Dai e Mumper (2010). O método baseia-se na mudanga de cor causada
pela reducdo do reagente Folin-Ciocalteau por fenolatos em carbonato de sédio (LIMA,
2013).

Adicionou-se 0,5 mL da amostra e em seguida 2,5 mL do reagente de Folin-Cicocalteu
a 0,2 N (Vetec®) sob agitagio em agitador de tubos Vortex (IKA modelo MS 3B). A mistura
permaneceu em repouso por 5 min, a temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, foi
adicionado a mistura 2 mL de NaCOs 5% (Vetec®) e 50 pL de LiCl 10% (Synth®), incubando
por 2h no escuro e em banho maria (Nova Etica modelo 501D) a 25°C. A medida de
absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Agilent modelo 8453E) a 760 nm. Os
resultados foram expressos em Eq.mg de acido galico na amostra analisada, apos construgdo
de curva de calibracdo (Apéndice I — Figura IIA) e obtencao da equagdo da reta com o padrao

de 4cido gélico comercial (Neon®) na concentragio de 0,01 a 0,25 mg/mL"!.
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4.6.2 Determinacdo de flavonoides

O teor de flavonoides totais dos extratos casca de araga-vermelho foi determinado de
acordo metodologia descrita por Zhishen et al. (1999), onde se adicionou 0,25 mL da amostra
em tubo de ensaio com 1,25 mL de 4gua deionizada e 75 pL da solugdo de NaNO: 5%
(Synth®), agitou-se em agitador de tubos Vortex (IKA modelo MS 3B) e deixou-se a mistura
em repouso por 6 min a temperatura ambiente (25 °C). Adicionou-se 150 pL de da solugdo de
AICl; 10 %, agitou-se novamente € a mesma permaneceu em repouso por mais 5 min a
temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 0,5 mL da solugio de NaOH 1 mol.L’!
(Dindmica®) e 2,5 mL de agua destilada em agitagdo (1200 rpm) e a medida foi feita em
espectrofotometro (Agilent modelo 8453E) a 510 nm. Os resultados foram expressos em
Eq.mg de catequina/100g de casca de araga-vermelho apds construgdo de curva de calibragdo
e equagdo da reta (Apéndice I — Figura IIIA) com padrio de catequina (Vetec®) na

concentragio de 0,01 a 0,25 mg.mL"".

4.6.3 Determinacdo de carotendides

O teor de carotendides totais foi estimado a partir da leitura da absorbancia dos
extratos em espectrofotometro (Agilent modelo 8453E) a 448 nm, conforme Equagdo 2
(DAVIES, 1976). O coeficiente de absorbancia utilizado foi referente ao -caroteno para o
etanol: E1% lecm= 2592. Os resultados da concentragdo de carotenoides foram expressos em

termos de carotenoides totais (ug/mL).

_ ABSc xv
EX% % 100 (2)

Onde:
C = carotenoides totais (ng/mL)
ABSc = absorbancia do extrato

v = volume do extrato (mL)

E!'m = coeficiente de extingdo especifico: 2592 (DAVIES, 1976)
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4.6.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos obtidos através dos dois métodos de extragao foi
determinada utilizando a captacdo do radical livrie DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), que
apresenta o maximo de absor¢do a 515-520 nm. A metodologia utilizada foi de Brand-
Williams (1995), com modifica¢des, onde 23,659 mg de DPPH (Sigma-Aldrich®) foi diluido
em 1000 mL de metanol (Merck®). Em seguida, 100 uL de cada extrato na concentracio
50mg/mL e 3900 uL de DPPH, foram adicionados em tubos de ensaio e agitados em agitador
de tubos Vortex (IKA modelo MS 3B). A solug@o foi mantida ao abrigo da luz por 30 min, e
logo ap6s lida em espectrofotometro a 515 nm. O percentual de eficiéncia da atividade

antioxidante foi calculado a partir da Equacao 3, e o valor expresso em % de inibicdo DPPH.

AA% =100 — {[[:A'Esamush'a - ABSbranco)x:lDO] - ABScanrraig} (3)

Onde:
ABSpranco = amostra + 3900 uLL de metanol
ABScontrole = 100 pLL de metanol + 3900 uL de DPPH

4.7 Analises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica utilizando-se o programa STATISTICA (versao 5.0). A analise
de variancia (ANOVA) foi usada para detectar a diferenca significativa entre as amostras
(p<0,05). Os valores médios foram comparados entre si pelo teste t de Student a 5% de

probabilidade de erro (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente item tem por objetivos apresentar e discutir os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho, o qual primeiramente apresenta a caracterizacao fisico-quimica da
casca do araca-vermelho, seguido da extracdo de antocianinas totais através das metodologias
convencional e assistida por ultrassom, a quantificacdo dos compostos bioativos e

comparacao entre os dois métodos de extracdo pesquisados.

5.1 Caracterizacio fisico-quimica da casca

Os valores de umidade, carboidratos totais, extrato etéreo, proteinas, residuo mineral

fixo, pH e solidos soluveis da casca do araga-vermelho estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrdo das analises fisico-quimicas da casca do araga-

vermelho.
Composicao Quimica Média = Desvio
Umidade — % 78,85+ 0,03
Carboidratos totais — % 11,19+ 0,02
Extrato etéreo — % 0,17+ 0,03
Proteinas — % 4,31 +£0,05
Residuo mineral fixo (RMF) — % 5,88 + 0,02
pH 2,56+ 0,05
Solidos soluveis — ° Brix 13,33 £ 0,47

O teor de umidade da casca do araga-vermelho obtido neste estudo foi de 78,85%
(Tabela 7). Este valor ¢ inferior aos encontrados por Santos et al. (2007) e Silva et al. (2008),
que obtiveram 79,6 e 82,36%, respectivamente, ao avaliar o fruto inteiro do araga-vermelho.
Estes resultados sugerem que o teor de umidade dos frutos de araga-vermelho ¢ superior na
polpa do que na casca. Gondim et al. (2005) comparou a composi¢do fisico-quimica das
cascas e dos frutos inteiros de 7 espécies brasileiras e, em todas, a umidade calculada da casca
foi inferior a do fruto.

Para a analise de carboidratos totais, o valor de 11,19% ¢ inferior aos 26,79%

encontrados por Dalla Nora et al. (2014) nos frutos inteiros. Entretanto, corresponde a
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segunda maior fragdo centesimal das cascas, o que sugere que a casca também contribui para
o sabor adocicado do araga-vermelho.

O extrato etéreo de 0,17% ¢ baixo, semelhante aos valores de 0,24% de Santos et al.
(2007) e 0,34% de Dalla Nora et al. (2014), o que demonstra o baixo teor lipidico do fruto
araca-vermelho, seja este inteiro ou somente a sua casca. Fato semelhante ocorreu com o
residuo mineral fixo, onde os valores encontrados foram ligeiramente superiores aos de Dalla
Nora et al. (2014) com o fruto inteiro, ficando proximo a 6%, o que configura a casca do
araca-vermelho como uma excelente fonte de minerais, como potassio, célcio, fosforo,
magnésio, entre outros (KINUPP e BARROS, 2008). O achado vem de encontro com Gondim
et al. (2005), que apds as suas analises concluiu que as cascas de frutas apresentam
quantidades de nutrientes maiores que as suas respectivas partes comestiveis.

O teor de proteinas encontrado para as cascas foi de 4,31%, superior aos 2,1% obtidos
por Mccook-Russel et al. (2012) e 3,77% de Dalla Nora et al. (2014). O valor de pH de 2,56
confere a caracteristica de cor vermelha da casca pela presenga do cation flavilio. Os valores
para os frutos inteiros sao superiores, conforme Santos et al. (2007) que encontrou o valor de
pH de 3,29, e Reissig (2015), de 3,6.

Com relagdo ao teor de solidos soluveis, o valor encontrado foi de 13,33 °Brix. O teor
de solidos soluveis ¢ importante nos frutos, pois infere a presenca de acticares na estrutura,
essenciais para a estabilidade das antocianinas (CAVALCANTI et al., 2006).

Cabe ressaltar que estudos sobre a composicdo fisico-quimica da casca do araca-
vermelho nao foram encontrados. Desta forma, a comparacdo com a literatura foi realizada
com os resultados obtidos por outros autores na caracteriza¢ao do fruto inteiro ou de cascas de

outros frutos.

5.2 Efeito do processamento térmico no teor de antocianinas totais (AT)

A cinética de secagem das cascas de araga-vermelho estd demonstrada na Figura 13,
na qual observa-se que o ponto de umidade de equilibrio (Xg) foi atingido apds 320 minutos
em estufa de circulacao de ar a temperatura de 38 £ 1 °C.

A umidade de equilibrio (Xg) obtida na secagem foi de 78,91%, enquanto que a
umidade encontrada na andlise apresentada no item 5.1 foi de 78,85%, corroborando com este

resultado.
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Figura 13 — Cinética da secagem da casca de araga-vermelho (Psidium cattleianum Sabine),

realizada em estufa de circulagdo a temperatura de 38 = 1 °C.
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A Tabela 8 exibe os teores de AT obtidos para os extratos das amostras das cascas in

natura (descongeladas) e submetidas a secagem.

Tabela 8 — Teor de antocianinas totais da casca do araca-vermelho sob diferentes

processamentos (descongelamento e secagem).

Teor de antocianinas totais

Amostras (Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca)
In natura (descongeladas) 34,31* £ 0,36
Secas 5,49° £ 0,05

Extracdo realizada com etanol absoluto acidificado (HCI 0,1%) por 2h a 4°C e relacdo massa de amostra/volume
de solvente de 5g/10mL.

Os teores de AT encontrados para as amostras in natura e secas apresentaram
diferenga significativa entre si, demonstrando que o processamento térmico, mesmo em
temperaturas abaixo de 40 °C, provoca a degradagdo de antocianinas de aproximadamente
84%. Além da temperatura, o tempo e a circulagdo de ar também pode ter influenciado no
resultado, visto que a exposicdo ao oxigénio também pode degradar as antocianinas. Dalla
Nora et al. (2014) também encontrou valores muito inferiores para amostras submetidas a

secagem, com uma degradacdo de 98,3% para amostras que secas a 70 °C. Asami et al. (2003)
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atribuiu altas temperaturas e concentracdes de oxigénio na secagem a degradacdo de
antocianinas pela oxidag@o e condensagdo dos compostos fenolicos.

Apo6s os resultados destas primeiras analises, ficou estabelecido que as cascas de
araca-vermelho passariam apenas por processo de descongelamento e maceracdo antes das

extragoes.

5.3 Influéncia do solvente

Os itens a seguir apresentam os teores de antocianinas totais encontrados para os

diferentes solventes e concentragdes testadas.

5.3.1 Tipo de solvente

O teor de AT obtido na extracdo com metanol foi 5% maior se comparado com a

extracao promovida pelo etanol, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 — Teor de antocianinas totais extraidos sob diferentes solventes organicos.

Teor de antocianinas totais

Solvente
(Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca)
Etanol 56,57* £ 2,46
Metanol 59,40 + 0,99

Extracdo realizada com amostras in natura (descongeladas), por 2h a 4°C e relagdo massa de amostra/volume de
solvente de 5g/10mL.

Mesmo com o teor de AT ter sido maior na extracdo com o solvente metanol, a partir
da andlise de varidncia (ANOVA) observou-se que os extratos obtidos com etanol e metanol
ndo diferiram significativamente ao nivel de 5%. Terci (2014) concluiu que a extracdo de
antocianinas com o solvente metanol foi 20% superior ao etanol. Entretanto, a partir da
analise de variancia, também ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%. Em
seus estudos, Francis (1982) e Montes et al. (2005) também ndo encontraram diferencas
significativas entre os dois solventes para a extracdo de antocianinas totais.

A partir destes resultados, o etanol foi escolhido como solvente, devido a sua

semelhanga com o metanol em questdo ao teor de AT extraidos e a sua menor toxicidade.



50

5.3.2 Concentracado de solvente

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos referentes aos teores de antocianinas totais

da casca do araca-vermelho para as diferentes concentragdes de etanol testadas.

Figura 14 — Teor de antocianinas totais (AT) extraidas do aragd-vermelho em fungdo de

diferentes concentragdes do solvente etanol.

60 56,014 I

39,98¢
40

30
21,390

10 5.542

Teor de AT
(Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g casca)

30 50 70 20 100

Concentracido de Etanol (%)

Extracdo realizada com amostras in natura (descongeladas), por 2h a 4°C e relagdo massa de amostra/volume de
solvente de 5g/10mL.

Ao analisar a Figura 14, observa-se que, conforme a concentragdo de etanol foi
aumentando, houve uma maior extracdo de antocianinas totais. Neste sentido, para estas
condigdes experimentais, as concentracdes de etanol que apresentaram os maiores teores de
antocianinas foram 90 e 100%. Como estas sdo iguais ao nivel de significancia de 5%,
definiu-se que a concentracdo de solvente para as proximas andlises seria de 90% (etanol

90:4gua 10, v/v), acidificada com 0,1% de HCL.

5.4 Cinética da extracao pelo método convencional

Estabelecidos solvente e concentragdo, a proxima etapa foi a avaliacdo da cinética de

extragdo, para verificar o tempo adequado de extracdo das antocianinas da casca do araca-

vermelho. A Figura 15 demonstra que a maxima extragao de antocianinas de 61,82 Eq. mg de
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cianidina-3-glicosideo foi obtida em 120 min. A partir deste tempo, observa-se que a extracao
torna-se estaciondria. Por esta razdo, fixou-se o tempo de extragdo em 120 min. Medina et al.
(2011) também realizou extra¢des de antocianinas totais do fruto araca-vermelho pelo método

convencional durante este mesmo tempo.

Figura 15 — Cinética da extragdo de antocianinas totais através do método convencional.
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Extracdo realizada com amostras in natura (descongeladas), solvente etanol 90% acidificado com 0,01% de HCI
e relacdo massa de amostra/volume de solvente de 5g/10mL, a 4 °C.

5.5. Delineamento experimental

5.5.1 Efeito da agitac¢do e da relagdo massa de amostra/volume de solvente

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 22 em relagdo as
variaveis independentes agitacdo (rpm) e relacdo massa de amostra/volume de solvente
(g/mL), e a respectiva resposta em termos de teor de AT (Eq. mg de cianidina-3-
glicosideo/100g de casca) encontrado para cada experimento. O maior teor de AT obtido foi
de 81,66 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca para o ensaio 7, utilizando agitacao
de 75 rpm e relacdo massa de amostra/volume de solvente de 0,6g/10mL, sendo muito
semelhante ao teor obtido no ensaio 1, de 79,57 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de

casca, ao empregar 50 rpm e 1 g de amostra para 10 mL de solvente.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores reais e codificados) das
variaveis agitacdo e relacdo massa de amostra/volume de solvente e respostas do teor de

antocianinas totais (AT).

Variaveis independentes Teor de antocianinas totais
Ensaios (Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de

X1 X2 casca)
1 -1 (50) -1 (1/10) 79,57
2 -1 (50) 1 (3/10) 63,39
3 1 (100) -1 (1/10) 68,34
4 1 (100) 1 (3/10) 66,30
5 -1,41 (40) 0 (2/10) 69,50
6 +1,41 (110) 0 (2/10) 67,39
7 0(75) -1,41 (0,6/10) 81,66
8 0(75) +1,41 (3,4/10) 56,68
9 0(75) 0(2/10) 66,48
10 0(75) 0(2/10) 67,50
11 0(75) 0 (2/10) 66,41

X = agitacdo (rpm); e X, = relagdo massa de amostra/volume de solvente (g/mL). Variaveis independentes
fixas: solvente etanol (90% acidificado com 0,01% de HCI), tempo de extragdo (2h), temperatura (4°C).

A Figura 16 apresenta o grafico de Pareto, com as varidveis estimadas do
planejamento fatorial completo 22 em funcao do teor de AT, onde verifica-se que a relacao
massa de amostra/volume de solvente exerce efeito negativo significativo, ou seja, quanto
menor a massa da amostra no solvente maior sera a extragdo de AT. Isto deve-se a maior
quantidade de solvente disponivel para a extragdo, que promove uma maior transferéncia de
massa de antocianinas da matriz vegetal para o solvente. Entretanto, observa-se pequena
diferenca no teor de AT obtido entre os ensaios 1 e 7, porém a quantidade de massa de
amostra ¢ 40% maior no ensaio 1. Por esta razdo, a relagdo massa de amostra/volume de
solvente definida para os proximos experimentos foi de 1 g/10mL.

A agitacdo também exerce efeito negativo, porém ndo significativo ao nivel de 5%.
Portanto, levando isto em consideracdo e também os custos de processo que seriam
aumentados com o emprego de agitacdo, definiu-se que os experimentos seguintes seriam

realizados de modo estatico (sem agitacdo).
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Figura 16 — Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) das varidveis
agitacdo e relagdo massa de amostra/volume de solvente testadas no planejamento fatorial

completo 22 para a extracao de AT* da casca do araga-vermelho.

(1)Agitacdo (rpm)(L)

-
Relacdo massa de amostra/volume de solvente(Q) / 1,096655

/)

Agitago (rpm)(Q) %,?984113

p=,05

(2)Relacdo massa de amostra/volume de solvente(L) 6,538714

1Lby2L

* Teor de antocianinas totais (AT) em Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca.

5.5.2 Efeito do pH e temperatura

A Tabela 11 demonstra a matriz do planejamento fatorial completo 22 em relagdo as
variaveis independentes pH e temperatura, e a respectiva resposta em termos de teor de AT da
casca do araga-vermelho. Os maiores teores de AT foram de 115,22 Eq. mg de cianidina-3-
glicosideo/100g de casca empregando pH 1 e temperatura de 65 °C (ensaio 2) e de 114,47 Eq.
mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca empregando pH 1,5 e temperatura de 40 °C
(ensaio 9), respectivamente. Este teor ¢ superior aos encontrados por Teixeira et al. (2008)
para a casca da berinjela (64,06 = 8,44), repolho roxo (61,44 + 3,71) e roma (12,67 + 1,25), ¢
para Patil et al. (2009) que extraiu 37,26 mg/100g da casca do rabanete, o0 que demonstra que

a casca do araga ¢ uma boa fonte de antocianinas.
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Tabela 11 — Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores reais e codificados) das
variaveis pH e temperatura e respostas em teor de antocianinas totais dos ensaios em extracao

com etanol 90%.

Variaveis independentes Teor de antocianinas totais
Ensaios (Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de

X1 X2 casca)
1 -1(1) -1 (15) 89,84
2 -1(1) 1 (65) 115,22
3 1(2) -1 (15) 54,27
4 1(2) 1 (65) 69,39
5 -1,41 (0,8) 0 (40) 95,03
6 +1,41 (2,21) 0 (40) 60,99
7 0 (L,5) -1,41 (4,8) 79,39
8 0 (L,5) +1,41 (75,2) 88,27
9 0 (L,5) 0 (40) 114,47
10 0 (L,5) 0 (40) 112,74
11 0 (L,5) 0 (40) 111,98

X1 = pH; e X, = Temperatura (°C). Variaveis independentes fixas: solvente etanol (90%), relagdo massa de
amostra/volume de solvente (1g/10mL) e tempo de extragdo (2h).

As respostas apresentadas na Tabela 11 foram tratadas estatisticamente. Os
coeficientes de regressao, erro padrao, valores de p e t(5) para o teor de antocianinas totais, a
nivel de confianga de 95%, estdo no Apéndice II deste documento. O pH e a temperatura
influenciaram significativamente (p<0,05) sobre o teor de AT, sendo que o pH exerce efeito
negativo € a temperatura efeito positivo, ou seja, quanto menor o pH e maior a temperatura,
maior sera o teor de AT extraido.

A Equacao 4 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve o teor de
AT em fungdo das variaveis independentes (pH e temperatura). O modelo foi validado pela
analise de variancia (Tabela IT — Apéndice II), onde se obteve um coeficiente de correlacdo de
0,95 e Fearc 4,4 vezes maior que o valor do Frp, permitindo assim a construcao da superficie de

resposta e a curva de contorno, apresentadas na Figura 17.

AT = 113,06 — 6,6X, — 5,88X% + 2,7X, — 4,88X3 4)
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Onde:

AT = teor de antocianinas totais (Eq. Mg de ciandina-3-glicosideo/100g de casca)
Xi1=pH

X3 = Temperatura (°C)

Figura 17 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcdo do pH e da

temperatura para a extracdo de antocianinas totais da casca do araga-vermelho.
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* Teor de AT expresso em Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca. Condicdes fixas: tempo de extracdo
(2 h), relacdo massa de amostra/volume de solvente (1 g/10mL) e concentracdo de etanol 90%.
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Conforme observado na Figura 17, os maiores teores de AT sdo obtidos na faixa de pH
entre 1,0 e 1,5 e temperatura entre 40 e 65 °C. Bordignon Jr. et al. (2009) também encontrou
os maiores teores de antocianinas totais em pHs proximos a 1 na extra¢ao de antocianinas do
morango.

As variaveis do ponto central, temperatura de 40 °C e pH 1,5 sdo mais eficientes a
nivel experimental, pois para a temperatura de 65 °C ¢ necessario um maior consumo de
energia e o pH 1,0 limita as aplica¢des do extrato como corante em alimentos.

Por isso, a temperatura de 40 °C e o pH de 1,5 foram definidos para a etapa seguinte, a
qual visa avaliar a extracdo assistida por ultrassom. Tempo de 2 h, relacdo massa de
amostra/volume de solvente de 1g/10mL e etanol em concentragdo 90% sdo os parametros

que complementam esta condigao.

5.6 Extraciao assistida por ultrassom

A metodologia assistida por ultrassom foi empregada para avaliar se esta apresentaria
uma maior eficiéncia em comparagdo a metodologia convencional. Para tanto, os parametros
otimizados na extracdo de antocianinas através da metodologia convencional por maceragdo
foram fixados (2 h, 4 °C, 1g de amostra/10mL de etanol 90%), aliados a frequéncia do
equipamento em 50 KHz e a poténcia de 99W. Apds a realizagdo dos experimentos de
extragdo nestas condicdes, obteve-se 108,04 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca
de araca-vermelho. Este teor ¢ inferior ao encontrado na condicdo otimizada do método

convencional.

5.6.1 Cinética da extragdo assistida por ultrassom

Para conhecer o comportamento do teor de AT, realizou-se uma cinética de extragao
na metodologia assistida por ultrassom por 150 minutos, conforme a Figura 18.

O maior teor de AT foi de 125,88 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca aos
90 minutos. Entretanto, apos este tempo, o teor de antocianinas diminuiu, sugerindo que
ocorre degradagao do composto em tempos de processo maiores que 90 minutos.

Das et al. (2016), ao avaliar a extracdo de AT do arroz preto através da metodologia
assistida por ultrassom utilizando a mesma frequéncia (50KHz) e temperaturas proximas a
40 °C, também concluiu que esta metodologia provoca um processo de degradacao a partir de

certo tempo, com geragao de radicais livres e despolimerizacao do composto.
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Figura 18 — Cinética da extracdo de AT de casca de araga-vermelho através da metodologia
assistida por ultrassom (US).

160

140

e
[T
o O
HH
HH
HH
HH

= O
o O

glicosideo/100g de casca)
g
e

b2
<o

Teor de AT (Eq. mg de cianidina-3-

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tempo (min)

Condigdes fixas: relagdo massa de amostra/volume de solvente (1g/10mL), temperatura (40°C), pH (1,5), etanol
(90%) e frequéncia (50KHz).

5.7 Comparacao dos resultados obtidos a partir das extracées convencional e assistida

por ultrassom

5.7.1 Tempo de extragdo

A Figura 19 apresenta a comparagao das cinéticas de extragdo empregando as
metodologias convencional e assistida por ultrassom e o desvio padrao da triplicata de cada
tempo.

A extragdo convencional apresentou o tempo de 120 min como o necessario para se
atingir o teor maximo de AT (121,81 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca). Para a
metodologia de extrac@o assistida por ultrassom, o teor méximo de AT foi de 125,88 Eq. mg
de cianidina-3-glicosideo/100g de casca, obtido aos 90 min.

Comparando os dois métodos no tempo de 90 min a partir da analise de variancia
(ANOVA), observa-se que a metodologia convencional apresentou teor de 116,81 Eq. mg de
cianidina-3-glicosideo/100g de casca, inferior e significativamente diferente (p>0,05) a
metodologia assistida por ultrassom no mesmo tempo. A mesma comparacdo, realizada aos
120 min, mostra que a extragao convencional apresenta maior teor de AT (121,85 Eq. mg de
cianidina-3-glicosideo/100g de casca), enquanto que a extracao assistida por ultrassom resulta

em um teor de 105,89 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de casca.
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Figura 19 — Comparagdo das cinéticas de extragdo através das metodologias convencional e

assistida por ultrassom.
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Condi¢des de extragdo: concentragdo de etanol (90%), relagdo massa de amostra/solvente (1g/10mL),
temperatura (40°C), frequéncia (somente para ultrassom — 50KHz).

Adjé et al. (2010) verificou que o ultrassom tornou a extragao trés vezes mais rapida
do que a metodologia convencional por maceracdo para as antocianinas de flores Delonix
regia, mas também ndo houve aumento significativo do teor maximo de AT extraido em
comparacao ao método convencional (mas com maior tempo de processo). Chen et al (2007)
também concluiu que a utilizagdo de ultrassom diminui o tempo de extragdo de antocianinas
de framboesas, quando comparado com a extracdo convencional.

A partir dos resultados obtidos através das cinéticas de extracdo das duas
metodologias, ¢ possivel observar que a extracdo assistida por ultrassom ¢ mais eficiente que
a extragdo convencional, pois apresenta o0 mesmo teor de AT (p<0,05) para um tempo 30
minutos inferior ao convencional. Entretanto, a diferenca significativa entre as metodologias
fica proxima a 6%. Entdo, € necessario verificar o custo operacional do processo de extracao
assistida por ultrassom, visto que o equipamento ¢ de alto valor, podendo ndo ser vantajoso
frente a extragcdo convencional. Ressalta-se também que a metodologia assistida por ultrassom
promove degradacdo das AT apds 90 min de extragdo, fato que nao ¢ observado na extracao
convencional em nenhum ponto da avaliagao (0-150min). A partir desta informacao, estudos
futuros podem ser realizados para verificar a estabilidade das AT apds as extragdes através

dos dois métodos analisados.
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5.7.2 Compostos boativos

A Tabela 12 exibe os resultados referentes aos teores de AT, fenodlicos totais,
flavonoides, carotenodides e a atividade antioxidante para os extratos obtidos a partir dos
métodos de extra¢do convencional e assistido por ultrassom da casca do araga-vermelho. As
extragdes foram realizadas com etanol 90%, pH 1,5, temperatura de 40 °C e relagdo massa de
amostra/volume de solvente de 1 g/10mL, frequéncia de 50 KHz (apenas para o método
assistido por ultrassom) e o tempo de extragdo foi de 120 e 90 min para as metodologias
convencional e assistida por ultrassom, respectivamente.

O teor maximo da extracdo de AT nestas condigdes experimentais ndo foi
significativamente diferente para as duas metodologias. Entretanto, sdo teores superiores a
100 Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100 de casca, elevados para antocianinas, o que pode
caracterizar a casca do araca-vermelho como uma boa fonte deste composto. Fetter et al.
(2010) obteve 36,12 mg de antocianinas utilizando o fruto inteiro, aproximadamente 4 vezes
menos do que a andlise deste trabalho somente na casca, o que sugere que a casca ¢ o local

onde estdo distribuidas as antocianinas do araga-vermelho.

Tabela 12 — Comparativo do teor de antocianinas totais entre o método convencional de

extragdo por maceragao e assistida por ultrassom.

Método de extracao
Compostos Bioativos

Convencional Ultrassom
Antocianinas . a
(Eq. mg de cianidina-3-glicosideo/100g de 116,81%+ 1,12 121,85+ 0,91
casca)
Fenolicos Totais 477,53+ 3,09 589,49°+2,15
(Eq.mg de acido galico/100g de casca)
Flavonoides 351,80% + 2,25 374,05° + 1,33
(mg de catequina/100g de casca)
Carotenoides 4,45+ 0,02 4,47 + 0,04
(pg de P-caroteno/mL de extrato)
Atividade antioxidante 85,57+ 0,16 86,318+ 0,25

(% inibigdo DPPH)

Condig¢des de extracdo: concentragdo de etanol (90%) em pH 1,5, relagdo massa de amostra/solvente (1g/10mL),
temperatura (40°C), tempo (120 min extracdo convencional ¢ 90 min extragdo assistida por ultrassom),
frequéncia (somente para ultrassom — S0KHz).

O teor de compostos fenolicos totais da extragdo convencional foi de 477,53 Eq. mg

de acido galico/100g de casca, enquanto que na extragdo assistida por US o teor chegou a
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589,49 mg. Denardin et al. (2015), McCook-Russel (2012) e Medina et al. (2011) também
encontraram valores superiores a 450 mg em seus estudos com o fruto inteiro do araga-
vermelho através da extragdo convencional. O presente estudo corrobora os resultados obtidos
pelos demais autores, confirmando que o fruto ¢ rico em compostos fendlicos e pode ser
utilizado para a prevencao de doencas.

O teor de flavonoides encontrados para as extragdes convencional e assistida por
ultrassom foi de 351,80 e 374,05 mg de catequina/100g de casca, respectivamente.
Biegelmeyer et al. (2011) e Cunha (2014) obtiveram valores proximos a 100 mg de
catequina/100g de fruto inteiro utilizando a metodologia convencional de extragdo. Tais
resultados demonstram que a casca concentra maior teor de flavonoides em relagdo ao fruto
inteiro.

Na comparagado entre os compostos fenolicos totais e flavonoides obtidos através dos
dois métodos, nota-se que a extracdo assistida por ultrassom ¢ mais eficiente, sendo 23,45%
maior do que o encontrado na metodologia convencional para fendlicos totais e 12% para
flavonoides. Isso pode ser explicado através do processo de cavitagdo provocado pela US, que
leva a ruptura da parede celular e liberagdo de compostos ricos em polifenois através da
transferéncia de massa (ABID et al., 2013).

Com relagdo ao teor de carotenoides, ndo houve diferenga significativa ao nivel de 5%
entre as amostras submetidas aos dois métodos de extragdo. O teor médio obtido ficou entre
4,45 e 4,47 ng de B-caroteno/mL de extrato. Os valores sdo superiores aos achados de Fetter
et al. (2010) com 1,07 ug de B-caroteno/mL de extrato, e semelhantes aos encontrados por
Denardin (2015) e Medina et al. (2011). A diferenca de valores se dd em virtude do clima do
local de cultivo e do grau de maturacdo, que pode influenciar na composicao quimica dos
frutos. Em comparag¢do com o araga-amarelo estudado por Pereira et al. (2012), a casca do
araca-vermelho apresenta maior teor de carotenoides, pois os resultados obtidos por este autor
foram de 2,95 pg de B-caroteno/mL de extrato.

A eficiéncia da atividade antioxidante, avaliada em funcdo do percentual de inibigdo
de DPPH dos dois extratos, apresentou 85,57% e 86,31% de inibicdo para as metodologias
convencional e assistida por ultrassom, respectivamente, utilizando extrato na concentragcdo
de 50mg/mL. Esta eficiéncia pode ser correlacionada com o alto teor de AT da casca do
araga-vermelho, pois estas de uma forma geral sdo mais reativas do que os demais compostos
fenolicos, devido basicamente a sua forma de cation, que pode ser facilmente oxidada e
reativa. Mais investigagdes sdo necessarias em situagdes in vivo para comprovar esta

superioridade da eficiéncia das antocianinas frente a outros compostos fendlicos.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho, de acordo com os objetivos propostos, estao

listadas abaixo:

1. A casca do araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine) foi caracterizada,
fornecendo subsidios sobre esta parte do fruto que ndo foram encontrados na literatura;

2. As AT sdo degradadas quando a matriz vegetal ¢ submetida a processo de secagem em
estufa de circulacdo de ar, mesmo em temperaturas proximas a 38 °C. A combinagdo entre a
temperatura e a presenca de oxigénio pode ter ocasionado a degradagdo. A partir deste
resultado, as amostras foram apenas descongeladas para as analises seguintes;

3. O solvente etanol ndo apresentou diferenga significativa (p < 0,05) com o metanol
quanto a extracdo de AT da casca do aragé-vermelho. Assim sendo, o etanol foi escolhido
como solvente de trabalho;

4. A concentragdo de etanol ideal encontrada para a extracdo de AT da casca do araca-
vermelho foi de 90%, pois ndo apresentou diferenca significativa a nivel de 5% com o etanol
puro, que foi ligeiramente mais eficaz;

5. A cinética de extracdo para a metodologia convencional apresentou o tempo de 120
minutos como o momento em que a extragcdo de AT ¢ estabilizada;

6. O delineamento experimental foi realizado através de dois planejamentos fatoriais
completos 22, onde demonstrou que as variaveis independentes relacdo da massa de
amostra/volume de solvente e pH exercem efeito significativo negativo, ou seja, ¢ necessario
um pH baixo (entre 1 e 1,5) e relacdo massa de amostra/volume de solvente (entre 0,6 e
1 g/10mL) para o maior teor de AT. A temperatura também exerce efeito significativo, porém
positivo, apresentando a melhor faixa entre 40 e 65°C. A partir da analise dos dados obtidos e
da literatura, ficou estabelecido que o pH 1,5, a relagdo massa de amostra/volume de solvente
de 1 g/10mL e a temperatura de 40°C sdo as variaveis otimizadas para a extracdo de AT da
casca do araga-vermelho;

7. A extragdo assistida por ultrassom foi realizada a partir das condi¢des otimizadas da
extracdo via metodologia convencional. Apos a realizagdo da cinética, o tempo ideal de
extracdo obtido foi de 90 min, 30 min inferior ao tempo necessario para a extracdo através da
metodologia convencional. A partir dos 90 min, a extragdo assistida por ultrassom comega a

degradar as AT, ndo sendo ideal manter o processo além deste tempo;
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8. A casca do aragd-vermelho ¢ rica em todos os compostos bioativos estudados. Varios
autores também concluiram que o fruto do aragé-vermelho contém altos teores de compostos
bioativos, portanto € possivel afirmar que a sua ingestao pode trazer beneficios a saude;

9. A extragdo assistida por ultrassom apresentou maior eficiéncia comparada a
metodologia convencional apenas para compostos fendlicos totais e flavonoides. Para
antocianinas totais, carotendides e atividade antioxidante, ndo ha diferenca significativa entre
os dois métodos;

10.  E necessario avaliar os custos da extragio promovida pelos dois métodos, para

verificar se a diferenca de tempo justifica e compensa a utilizagdo do ultrassom.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a estabilidade dos extratos obtidos pelos métodos convencional e assistido por
ultrassom;

e Otimizar a extracdo de AT da casca do aragd-vermelho através da metodologia
assistida por ultrassom;

e Avaliar a concentracao minima de extrato para atividade antioxidante (ICso)

e Realizar extracdo de AT da casca de araga-vermelho utilizando alta pressao, através de
liquido pressurizado (PLE) e fluido supercritico (SFE);

e Encapsular os extratos, visando melhor estabilidade e conservacao dos compostos;

e (aracterizar os compostos bioativos da casca do aracd através de cromatografia;

e Avaliar os compostos bioativos das demais partes do fruto, principalmente a semente

onde também ndo foram encontrados estudos.
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APENDICE

A - FIGURAS

Figura IA — Curva padrao da cianidina-3-glicosideo comercial e regressdo linear tangente.
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Figura ITA — Curva padrao de acido galico comercial e regressao linear tangente utilizada
para os calculos de fendlicos totais do extrato de casca de araca-vermelho (Psidium

cattleianum Sabine)
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Figura IIIA — Curva padrdo de catequina comercial e regressao linear tangente utilizada para

os calculos de flavonoides do extrato de casca de araga-vermelho (Psidium cattleianum
Sabine)
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B - TABELAS

Tabela TA — Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t(5) do planejamento

fatorial 2% para extragdo de antocianinas totais da casca do araca-vermelho.

Coeficiente de Erro
t(5) P
Regressiao padrao
MEDIA 66,7994 1,67 39,97 0,000000
(2) Relagao massa de amostra/volume
-13,4003 2,05 -6,53871  0,001252

de solvente (L)

Tabela ITA — Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t(5) do planejamento

fatorial 2% para extragdo de antocianinas totais da casca do araca-vermelho.

Coeficiente de

Erro padrao t(5) P
Regressiao
MEDIA 113,0588 4,01 28,19 0,000001
(1) pH (L)* -32,4451 4,9186 -6,59640 0,001203
(2) Temperatura (°C) (L)* 13,2960 4,9186 2,70320 0,042621
pH (Q) -34,5308 35,8691 -5,88340 0,002015
Temperatura (Q) -28,6705 5,8691 -4,88493 0,004533

* Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).



