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RESUMO

Considerando a producdo excessiva de residuos agroindustriais, materiais que ainda
detém compostos bioativos com propriedade antioxidante, este trabalho teve como
objetivo avaliar o teor de fendlicos e o potencial antioxidante da mistura de farinhas dos
residuos de abacaxi, acerola e goiaba. Os residuos, cedidos por uma industria de polpa
congelada de frutas, foram secos em estufa com circulacdo de ar a 40°C. Apds a
desidratacdo foram triturados e peneirados (16 mesh) para a obtencdo de farinhas de
granulometria uniforme que foram submetidas a determinacdo analitica para a
quantificacdo do teor de umidade, proteina, lipideos, residuo mineral fixo (cinzas), e
carboidratos totais. Em seguida, aplicando o planejamento experimental para misturas
(simplex-centroide), os residuos combinados em diferentes proporcdes foram
adicionados ao etanol 60% e agua e submetidos a agitacdo (400rpm), em temperatura de
60°C, por 30 min para a obtencdo dos extratos hidroetandlico e aquoso,
respectivamente, tendo como resposta a concentracdo de fendlicos e a capacidade de
sequestro do radical DPPH dos extratos obtidos. Definidas as proporcdes dos residuos
que propiciaram a maior extracdo de fendlicos totais, os residuos foram, também,
submetidos a extracdo com metanol (60%) e com acetona (60%), nas mesmas
condicBes. Nesses extratos foram quantificados os fendlicos totais e a capacidade de
sequestrar o radical DPPH e radical ABTS. As farinhas dos residuos apresentaram teor
de umidade < 10 g 100g™, teores de cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos totais que
variaram de 1,71 a 2,47 g 100g™*; 0,78 a 0,95 g 100g; 1,61 a 8,66 g 100g™ e 83,69 a
89,19 g 1009, respectivamente. O planejamento de mistura demonstrou que,
independente do solvente extrator, a maior quantidade de fenolicos pode ser extraida ao
empregar 100% do residuo de acerola; 50% de residuo de acerola + 50% do residuo de
goiaba; 50% de residuo de acerola + 50% do residuo de abacaxi, e a mistura dos trés
residuos em proporcdes iguais. Os extratos hidroetandlico apresentaram capacidade de
sequestro do radical DPPH superior a 80% enquanto que 0s respectivos extratos
aquosos alcancaram valor inferior a 65%. Maiores quantidades de fendlicos foram
extraidas destas misturas empregando acetona 60%, entretanto, frente a necessidade da
retirada do solvente, na perspectiva de emprega-lo em alimentos, observou-se que o
processo de evaporacdo do solvente promoveu reducdo significativa no teor dos
fendlicos extraidos. A capacidade antioxidante dos extratos destas misturas frente ao
radical ABTS foi maior para o extrato hidroacetdnico do residuo de acerola (67,75 uM
Trolox/g de farinha). Os extratos aquosos das misturas de farinhas dos residuos de
acerola e goiaba bem como o das misturas de acerola e abacaxi apresentaram uma
correlagéo forte e positiva (r=0,9666 e r=0,9632, respectivamente) entre a concentragdo
de fendlicos e a capacidade antioxidante dos extratos. Os resultados demonstraram a
viabilidade de empregar misturas de residuos e etanol 60% para extracdo de fendlicos
com perspectivas de aplica-los em alimentos.

Palavras chave: residuos agroindustrias, compostos fendlicos, capacidade antioxidante,
simplex-centroide, DPPH, ABTS.



ABSTRACT

Considering the excessive production of agro-industrial waste materials that still holds
bioactive compounds with antioxidant properties, this study aimed to evaluate the
phenolic content and the antioxidant potential of the mixture of flour of pineapple
waste, acerola and guava. Waste, whom a frozen fruit pulp industry, were dried in an
oven with air circulation at 40°C. After dehydration were crushed and sieved (16 mesh)
to obtain uniform particle size of meals were submitted to analytical determination to
quantify the moisture content, protein, lipids, fixed mineral residue (ash), and total
carbohydrates. Then, by applying to the experimental design mixtures (simplex
centroid), residues combined in different proportions were added to 60% ethanol and
water and subjected to shaking (400rpm) at a temperature of 60°C for 30 min to obtain
extracts of hydroethanol and watery, respectively, and in response to concentration of
phenolic and the scavenging capacity of DPPH radical of the extracts. Defined the
proportions of the waste that results in the highest extraction of phenolic compounds,
the residues were also subjected to extraction with methanol (60%) and acetone (60%)
under the same conditions. In these extracts were quantified total phenolics and the
ability to kidnap the DPPH and ABTS radicals. Flours waste presented moisture content
<10 g 100g™, ash content, proteins, lipids and total carbohydrates ranging from 1,71 to
2,47 g 100g™*; 0,78 t0 0,95 g 100g™*; From 1,61 to 8,66 g 100g™* and 100g 83,69 to 89,19
g™, respectively. The mixture of planning has shown that, regardless of the solvent
extractor, the highest amount of phenolic can be extracted to use 100% of acerola
residue; 50% acerola residue + 50% of guava residue; 50% acerola residue + 50%
pineapple residue, and the mixture of the three residues in equal proportions. The
hydroethanol extracts showed DPPH radical scavenging capacity greater than 80%
while their aqueous extracts value reached less than 65%. Larger quantities of phenolic
these mixtures were extracted using 60% acetone, however, due to the necessity of
removal of the solvent, with a view to use it in food, it was observed that the solvent
evaporation process caused a significant reduction in the content of the extracted
phenolic. The antioxidant capacity of the extracts of these mixtures against the ABTS
radical was higher for acetone extract with waste acerola (67,75 puM Trolox/g flour).
The aqueous extracts of mixtures of flour waste acerola and guava as well as mixtures
of acerola and pineapple showed a strong positive correlation (r=0,9666 and r=0,9632,
respectively) between the concentration of phenolic and the ability antioxidant extracts.
The results demonstrated the feasibility of using mixtures of waste and 60% ethanol for
extraction of phenolic with prospects to apply them in food.

Keywords: agroindustrial waste, phenolic compounds, antioxidant capacity, simplex-
centroid, DPPH, ABTS.
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1.0 INTRODUCAO

O Brasil possui um grande numero de espécies frutiferas nativas e exdticas
subexploradas e de potencial interesse para a agroindustria (ALVES, BRITO, RUFINO;
SAMPAIO, 2008). No ranking mundial é o terceiro produtor de frutas frescas e
processadas, ficando atras apenas da China e india (FAO, 2009). Como produtor de
frutas tropicais é considerado o maior do mundo, com 47 % de sua producdo destinada
ao mercado de fruta fresca e 53% ao de processamento para a elaboragcdo de produtos
como sucos, geléias, néctares, compotas, etc (IBRAF, 2009). As cascas e as sementes,
resultantes desse processamento, constituem o residuo solido que é descartado. No
entanto, este material ainda detém quantidades expressivas de fitoquimicos bioativos,
pois de acordo com alguns autores, o contetdo de compostos fendlicos, bem como a
capacidade antioxidante é particularmente mais elevado na casca de algumas frutas, do
que na fruta inteira (AJILA et al., 2007; KUNRADI VIEIRA et al., 2009).

A massa dos residuos sélidos resultantes do processamento de frutas tropicais
pode se aproximar ou até mesmo ultrapassar a do produto correspondente, afetando o
crescimento da economia das cultivares de frutos tropicais (MILJKOVIC; BIGNAMI,
2002). Portanto, grandes quantidades de residuos agroindustriais sdo geradas. Esse
material, na maioria das vezes, é depositado no solo de areas adjacente aos locais de
producdo, utilizados como matéria-prima na alimentacdo animal ou incinerados
(MARTIN et al., 2010). Uma alternativa para melhorar a gestio destes residuos ¢ a
implementacdo de novos processos, a exemplo, da producdo de fertilizantes organicos,
de pectina, de bio-6leos, de dleos essenciais e de compostos antioxidantes, minimizando
a poluicdo ambiental causada pelo seu descarte na natureza, além de agregar valor a
esse material (ABECITRUS, 2008).

Atualmente, h4 um interesse crescente em encontrar fontes naturais de
fitoquimicos com propriedade antioxidante que possam ser utilizados em alimentos, em
substituicdo aos antioxidantes sintéticos, visando a protecdo destes alimentos contra a
degradacéo oxidativa, uma vez que 0s sintéticos estdo relacionados a efeitos toxicos e
cancerigenos (BOUAYED; BOHN, 2010; MOO-HUCHIN et al., 2014). Dentro deste
contexto, encontram-se 0s compostos fendlicos, fitoquimicos presentes nos residuos
agroindustriais que apresentam propriedade antioxidante (DJILAS et al., 2009). Estes
antioxidantes naturais tém se destacado devido a sua inocuidade e a potenciais efeitos
nutricionais e terapéuticos associados, apresentando uma imagem muito positiva e uma

grande aceitagdo por parte dos consumidores, além de possuir grande impacto
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industrial, econdmica e ambiental (RUFINO et al., 2011; SUN-WATERHOUSE, 2011,
AYALA-ZAVALA etal., 2011).

Entretanto, para a utilizacdo dos compostos antioxidantes dos residuos
agroindustriais, torna-se necessario a sua extracdo da matriz que pode ser realizada por
diversas técnicas, haja vista que ndo existe um procedimento padronizado. A maioria
das técnicas convencionais basea-se no poder extrator do solvente, aliado a aplicacéo de
calor e a agitagdo. No entanto, a eficiéncia da extracdo de qualquer método
convencional depende, principalmente, da selecdo do solvente (COWAN, 1999). A
polaridade do composto alvo é o fator mais importante para a escolha do solvente.
Porém, além da relevancia da afinidade molecular entre o solvente escolhido e o soluto
a ser extraido, deve-se, também, considerar a transferéncia de massa, o uso de co-
solvente, a seguranca ambiental, a toxicidade humana e a viabilidade financeira
(AZMIR et al., 2013).

Os residuos agroindustriais de abacaxi, acerola e goiaba e apresentam em sua
constituicdo compostos fendlicos em quantidades expressivas e forte potencial
antioxidante. Caetano et al. (2009) e Nascimento et al. (2010) relataram que o0 extrato
hidroetandlico do residuo de acerola e de goiaba apresentaram, respectivamente, 1654 a
1780 pg/mL e 514 pg/mL de fendlicos totais, enquanto que no extrato aquoso o teor
deste fitoquimico foi de 922 a 952 pug/mL e de 498 pg/mL, respectivamente. No extrato
hidrometanolico do residuo de abacaxi, Silva (2012) encontrou um teor de fendlicos
totais de 500 a 600 pg/mL. A utilizacdo da mistura destes residuos agroindustriais pode
vir a ampliar o teor de fendlicos extraidos bem como o potencial antioxidante quando
comparados ao dos residuos isolados.

Assim, este trabalho tem como intuito empregar o planejamento experimental de
mistura simplex-centréide de modo a definir a melhor composi¢ao do “mix” de farinhas
desses residuos que possibilite obter extratos com elevado teor de fendlicos e de elevada
capacidade antioxidante.

14



2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Estabelecer a proporcdo das farinhas dos residuos agroindustriais de acerola,

goiaba e abacaxi para compor uma mistura que propicie a obtencdo de extratos com
propriedade antioxidante e elevado teor de fendlicos.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar quimicamente as farinhas dos trés residuos agroindustriais;

o Definir as propor¢des das farinhas dos residuos para obtencdo dos extratos;

e Avaliar os extratos obtidos a partir do mix das farinhas dos residuos quanto ao

teor de fendlicos e o potencial antioxidante;

e Investigar a existéncia de correlacdo entre a concentracdo de fendlicos e a

capacidade antioxidante dos extratos.
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3.0 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Frutas tropicais e residuos agroindustriais

A produgdo de frutas exdticas tropicais, seu comércio e consumo tém aumentado
significativamente no mercado doméstico e internacional, devido as suas propriedades
sensoriais atraentes e um crescente reconhecimento de seu valor nutritivo e terapéutico
(GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010; RUFINO et al, 2010; BICAS et al, 2011; YANG
et al., 2011). Neste contexto, o Brasil se destaca devido a sua elevada producdo de
diferentes arvores frutiferas nativas e exdticas, como resultado de sua vasta extensao
territorial e sua insercdo, principalmente nas zonas de clima tropical e temperado
(PEREIRA et al., 2013). As frutas tropicais, a exemplo do abacaxi (Ananas comosus),
acerola (Malpighia punicifolia L.) e goiaba (Psidium guajava L.), séo ricas fontes de
vitaminas hidrossolGveis, pro-vitamina A e de outros fitoquimicos (MULLER et al.,
2010; ROSSO, 2013; SILVA et al., 2014).

O abacaxi (Ananas comosus) originario da América do Sul, apresenta uma
producdo mundial entre 16 e 19 milhGes de toneladas, sendo o Brasil o segundo maior
produtor do mundo (FAO, 2010), com um enorme mercado interno. Este fruto é
comumente consumido em forma de doce e de outros produtos processados, como suco
de abacaxi (RATTANATHANALERK et al., 2005). Os residuos do processamento
variam entre 45% e 65% do fruto, refletindo um grande desafio para a eliminagédo destas
fontes de compostos organicos, provocando a poluicdo ambiental se ndo forem
utilizados e/ou descartados com sucesso (SILVA, et al. 2013).

A acerola (Malpighia punicifolia L.) possui as mais extensas plantaces na
América do Sul, com destaque para o Brasil, e india (LORENZI et al., 2006; DE ASSIS
et al., 2009). Apresenta em sua casca, subproduto das indudstrias de polpa desta fruta,
niveis relativamente elevados de antocianinas que podem ser exploradas como uma
fonte potencial de pigmentos (VENDRAMINI; TRUGO, 2004).

A casca e polpa de goiaba (Psidium guajava L.) podem ser efetivamente
utilizado como uma fonte de fibra dietética antioxidante (JIMENEZ-ESCRIG et al.,
2001). Os residuos constituem apenas 10-15% do fruto. As sementes, geralmente
descartadas durante o processamento de suco e polpa, contem 5-13% de Gleo rico em
acidos graxos essenciais (SILVA et al, 2013).

Muitas frutas tropicais sdo transformadas em produtos naturais como sucos,

geléias, polpas e extratos, resultando destes processos, sementes, cascas e outras partes
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rotineiramente descartado como inutéis, integrando os residuos agroindustriais cujo
descarte, pode promover danos ambientais (MAKRIS et al., 2007). Em todo o mundo
sdo gerados anualmente milhGes de toneladas de residuos sélidos provenientes do
processamento de produtos agro-alimentares que estdo susceptiveis de serem
subutilizados ou descartados (TALCOTT et al, 2003; ISCI, DEMIRER, 2007). Estes
residuos apresentam elevada composicao organica, como fdésforo e nitrogénio e o seu
descarte no meio ambiente ocasiona sérios problemas, devido a liberagdo excessiva de
compostos bioativos, podendo causar eutrofizacdo de ambientes aquéticos, com
consequente diminuicdo de oxigénio dissolvido, causando morte de organismos
aerobios e desequilibrio do ecossistema local (PELTZER et al., 2008). Além disso, tem
se demonstrado que os residuos de certos frutos podem apresentar uma atividade
antioxidante mais elevada do que a polpa (GORINSTEIN et al., 2001)

Em meados de 2010 foi aprovada no Brasil a lei que institui a Politica Nacional
de Residuos Solidos, que tem como principios e objetivos, dentre outros, o
reconhecimento do residuo solido reutilizivel e reciclavel como um bem econémico e
de valor social, gerador de trabalho e renda, visando ao desenvolvimento sustentavel. A
lei classifica, quanto a origem, “residuos industriais” como sendo aqueles gerados nos
processos produtivos e instalagdes industriais, podendo ser utilizados como fonte de
matéria-prima para pesquisas de compostos bioativos (BRASIL, 2010).

Tem existido um grande esfor¢o para a valorizacdo de alimentos e residuos
agricolas, com a criacdo de bioprodutos de valor agregado, biocombustiveis ou
ingredientes alimentares (MAKRIS et al., 2007). Nos ultimos anos, os residuos
agricolas e industriais sdo focados como materiais que podem ser usados para se obter
antioxidantes naturais (LAFKA et al., 2007; VATAI et al., 2009; KNEZ, 2009;
SUAREZ et al., 2010). Portanto, a implementacdo de processos para a extracio de
compostos antioxidantes a partir dessa materia prima € uma alternativa de melhor
gestdo dos residuos, minimizando a poluicdo ambiental e agregando valor a este
material (ABECITRUS, 2008; REZZADORI et. al, 2012). Além disso, a plena
utilizacdo dos frutos pode levar a industria a um agroneg6cio com menor desperdicio,
uso eficiente e ecoldgico dos residuos aumentando a rentabilidade industrial (AYALA-
ZAVALA et al., 2011).

Os residuos agroindustriais representam uma fonte incrivel de matérias-primas e
compostos de valor agregado e ha, portanto, a necessidade de se desenvolver novas
tecnologias de recuperacdo e reutilizacdo, junto com o desenvolvimento de ideias
sustentaveis, tecnologias e processos para conter a perda dos compostos antioxidantes
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presentes nestes residuos (REIS, et al. 2012). Assim, estes residuos podem ser usados
como uma fonte de ingredientes para a industria alimentar, uma vez que muitas cascas e
sementes de frutas tém alto teor de fendlicos, compostos com propriedades
antioxidantes (PURAVANKARA et al., 2000).

3.2 Compostos fenolicos e sua capacidade antioxidante

A maioria das propriedades benéficas de frutas e hortalicas tém sido atribuida
aos compostos bioativos, substancias quimicas, nutrientes ou ndo, denominados de
fitoquimicos. Integram este grupo, os compostos fenolicos, metabolitos secundéarios de
plantas, amplamente distribuidos em todo o reino vegetal, os quais sdo responsaveis por
funcBes estruturais e de protecdo nas plantas, contribuindo também para o sabor, cor,
adstringéncia e amargor de frutas e hortalicas (ANTOLOVICH et al., 2000; TOMAS-
BARBERAN, et al., 2000; NACZK; SHAHIDI, 2004; LAPORNIK et al., 2005; SOTO
etal., 2011).

Estas substancias fenolicas ou polifendis incluem muitas classes de compostos
que variam de &cidos fenolicos e flavondides entre outros (Figura 1). Possuem um anel
aromatico tendo um ou mais grupos hidroxila (SPANOS; WROLSTAD, 1992), sendo o
efeito antioxidante destes compostos atribuido ao poder redutor do grupo hidroxila
aromatico, que é capaz de quelar os metais de transicdo, reduzir os radicais livres
reativos e espécies reativas de oxigénio (SHAHIDI et al., 1992; PEREIRA et al., 2013),
além de inibirem enzimas oxidativas (LIAO; YIN, 2000; ANTOLOVICH et al., 2002,
EDENHARDER, GRUNHAGE, 2003).

Os principais antioxidantes fenolicos de plantas pode ser divididos em 4 grupos
gerais: acidos fenolicos (galico, acido protocatecuico, acido caféico e acidos
rosmarinico), diterpenos fendlicos (carnosol e acido carnosico), os flavonoides
(quercetina e catequina) e oleos volatéis (eugenol, carvacrol, timol e mentol) (SHAN et
al., 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais classes de compostos fenolicos. (FONTE:
SHAHIDI; ZHONG, 2010).

Estes fitoquimicos sdo extensivamente estudados devido aos seus diversos
efeitos sobre a saude, como na prevencdo de inflamacGes crénicas, diabetes e reducao
do risco do desenvolvimento do cancer, Alzheimer, catarata e Parkinson. Os efeitos
benéficos tém sido atribuidos, principalmente, a propriedade antioxidante dos
compostos fenolicos (PESCHEL et al., 2006; ACOSTA-ESTRADA et al., 2014). Um
composto antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas

concentragfes, quando comparada com a do substrato oxidavel, retarda ou inibi
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significativamente a oxidacdo do referido substrato (MOREIRA, MANCINI, 2003;
ATOUI et al., 2005).

Além das reacGes de oxidacdo que ocorrem no organismo e que estdo
relacionadas a instalacdo de diversas doencas cronicas nao transmissiveis, varias
operacdes do processamento de alimentos favorecem as reaces de oxidacdo, cuja
intensidade encontra-se diretamente relacionada a uma série de fatores intrinsecos e
extrinsecos, que constituem o potencial redox do sistema (KARPINSKA, et al., 2001;
ROMAN et al., 2010). Esta reacdo que inclui as etapas de iniciacdo, de propagacao e de
terminacdo, inicia-se quando um atomo de hidrogénio instavel é removido a partir da
cadeia de acidos graxos do alimento, com a producdo de radical livre que reage
rapidamente com o oxigénio para formar o radical peroxila. Esse radical, por sua vez,
remove 0 hidrogénio de outra cadeia de hidrocarbonetos produzindo hidroperoxido e
um novo radical livre que pode perpetuar a reacdo em cadeia até que se esgote o
substrato (PEARSON et al, 1977; ENSER, 1987; ROMAN et al., 2010). Os produtos
finais desta reagdo, mesmo presentes em reduzidas concentracdes, levam a alteracdo do
odor e sabor dos alimentos; a destruicdo de éacidos graxos essenciais
(linoléico/linolénico), bem como de carotendides, vitamina A e a-tocoferol, com
consequente reducdo do teor desses nutrientes nos alimentos, alterando o valor nutritivo
do produto alimenticio (HUDSON, 1990; FERREIRA et al., 2007; BIGLARI, et al.,
2008).

Para reduzir a velocidade das reacOes de oxidacdo e prolongar a vida de
prateleira de produtos alimentares, a industria de alimentos tem utilizado antioxidantes
sintéticos, substancias que tiveram seu uso aprovado em alimentos ap6s investigacoes
que comprovaram sua seguranca dentro de um limite de ingestdo diaria. Dessa forma,
estdo sujeitas as legislacOes especificas de cada pais ou normas internacionais
(GUERRA, LAJOLO, 2005; TAKEMOTO, et al., 2009).

3.3 Antioxidantes sintéticos e naturais e a relacdo com a saude

Com a introducdo de alimentos processados no final do século 19, o uso de
varios aditivos alimentares aumentou expressivamente, com mais de 2.500 destes
compostos sendo adicionados intencionalmente aos alimentos a fim de manter certas
propriedades ou para prolongar a vida de prateleira (WEISS 1982; BRANEN et al.,
2001; MCCANN et al., 2007).
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A qualidade dos alimentos é definida em termos de aceitabilidade pelo
consumidor, tais como as caracteristicas: sabor, aroma e aparéncia. Com o aumento da
demanda por alimentos convenientes deu-se um répido crescimento na categoria de
produto para consumo imediato (HOFSTRAND, 2008). Muitos dos ingredientes
alimentares contém &cidos graxos insaturados que sdo bastante sensiveis a deterioracdo
da qualidade, especialmente pela oxidacao lipidica. Por este motivo, os esforcos para
reduzir a oxidagdo tém aumentado, sendo muitas vezes a melhor estratégia a adi¢do de
antioxidantes (BREWER, 2011).

Os antioxidantes sdo um dos subgrupos dos conservantes, essenciais para
prolongar a vida util de muitos alimentos. Estes previnem a oxidagdo de moléculas
doando um atomo de hidrogénio ou um elétron, tornando-se reduzidos na forma de
radicais, mas ao contrario dos outros radicais, os antioxidantes quando na forma de
radicais sdo estaveis e ndo permitem mais que reagdes ocorram, portanto, preservam o
status do sistema no alimento (CAROCHO, FERREIRA, 2013).

Antioxidantes alimentares sdo utilizados para estender a vida de prateleira,
impedindo a deterioracdo dos alimentos, adicdo de sabores ou odores e a modificacdo da
aparéncia (NANDITHA; PRABHASANKAR, 2009). A peroxidacdo lipidica e a
rancificacdo sdo os tipos mais comuns de reaces que ocorrem nos géneros alimenticios
(SANDLER, 1982; BORIS, MANDEL 1994; SASAKI et al.,, 2002). Dentre os
antioxidantes sintéticos, também denominados aditivos alimentares, estdo o BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (galato de propila) e TBHQ (terc-butil
hidroquinona) que tém despertado preocupacdo quanto as doses de seguranca e
toxicidade (MADHAVI; DESPANDE; SALUNKE, 1996; BARREIROS; DAVID,
2006, MOHDALY et al., 2010). Muitos antioxidantes sintéticos foram proibidos ao
longo dos anos, alguns deles em todo 0 mundo e outros s6 em paises especificos pela
adocdo de legislacdes para regulamentar a sua aplicagdo (WEISS 1982; BRANEN et al.,
2001; MCCANN et al., 2007).

Existem varios estudos apontando o potencial carcinogénico e efeito deletério a
salde humana dos antioxidantes BHT e BHA (MCFARLANE et al., 1997; WILLIAMS
et al.,, 1999; BOTTERWECK et al.,, 2000; ENGIN et al.,, 2011; CAROCHO;
FERREIRA 2013). O antioxidante PG ¢é apontado como precursor de dermatite de
contato, indutor mutagénico, e que o seu potencial antioxidante, sob certas condic¢des
pode torna-se pro-oxidante (TAYAMA; NAKAGAWA 2001; ZURITA et al., 2007;
AMADASI et al., 2009; HAN; PARQUE 2009; CHEN et al., 2011; TIAN et al., 2012).
Além disso, BHA e BHT possuem custos de producdo mais elevados e capacidade
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antioxidante mais baixa quando comparados a alguns antioxidantes naturais, como 0s
tocoferdis (SHERWIN, 1990; WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998). Para fins de
segurancga, os Estados Unidos através da Food and Drug Administration (FDA) limita o
uso de BHT a 0,02% ou 200 ppm por teor de lipidios nos alimentos (SHUI; LEONG,
2006).

Como alternativa natural e provavelmente mais segura, antioxidantes extraidos
de frutas e/ou seus residuos tém se tornado cada vez mais atraente (WILLIAMS,
IATROPOULOS, WHYSNER, 1999; BONILLA et al., 1999). Ademais, existe a
constante preocupacdo dos consumidores com a saude, buscando nos ultimos anos o
consumo de produtos mais naturais e livres de aditivos. Desde 1994, os consumidores
tém manifestado preocupacfes com a segurancga dos conservantes e aditivos alimentares
(BREWER; RUSSON 1994; BREWER; PRESTAT 2002; ROJAS; BREWER 2008).
Ha uma tendéncia clara pela preferéncia de rotulagens cada vez mais esclarecedoras
(HILLMANN, 2010), por ingredientes alimentares e aditivos organicos/naturais com
nomes que sao familiares, e que sejam saudavéis (JOPPEN, 2006). Em adi¢do, o apelo
por fontes sustentavéis e producdes ambientalmente amigaveis esta forcando a industria
de alimentos considerar a possibilidade de empregar antioxidantes naturais em uma
gama de produtos (FASSEAS et al. 2007; BERGER, 2009; DEVATKAL, NAVEENA,
2010).

As pesquisas na area de antioxidantes naturais vém sendo impulsionadas com
vistas a buscar compostos naturais que possam atuar sozinhos ou sinergicamente com
outros aditivos naturais ou quimicos, como alternativa para prevenir a deterioracdo
oxidativa e minimizar o uso dos antioxidantes sintéticos. Neste sentido, surgem o0s
residuos solidos da agroindustria de frutos, constituidos principalmente por cascas e
sementes, que ainda apresentam teores significantes de compostos biologicamente
ativos que exibem atividade antioxidante (SPIGNO; DE FAVERI, 2007; BABBAR et
al., 2014).

Estudos tém demonstrado a presenca de compostos antioxidantes em diferentes
tipos de residuos agroindustriais, representando valioso potencial de aplicacdo na
industria de alimentos (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Shui e Leong (2006) relataram que os antioxidantes
obtidos de residuos de carambola puderam retardar o processo de ranco de 6leo em uma
extensdo maior quando comparado com o BHT. Riya et al. (2013), evidenciaram em

residuo de abacaxi um ICs, de 26,36 + 0,62ug mL™ em extratos de acetato de etila,
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exibindo um promissor potencial antioxidante quando comparado com o padrdo Trolox
(ICs0= 5+0.98 pgmL™).

Ademais, 0s compostos antioxidantes de residuos agroindustriais podem néo s6
aumentar a estabilidade dos alimentos, através da prevencdo da peroxidacédo lipidica,
como também proteger biomoléculas e estruturas supramoleculares, como membranas e
ribossomos dos danos oxidativos (OLIVEIRA et al., 2009), atuando como compostos
bioativos e nutracéuticos (FERREIRA et al.,, 2009; SHAHIDI; ZHONG 2010;
BREWER 2011; CAROCHO; FERREIRA 2013).

Os polifendis tém sido utilizados como antioxidantes nas industrias de carnes e
peixes por imersdo de carcacas em extratos polifenolicos, permitindo que a oxidagdo e
contaminacéo bacteriana sejam retardadas (FAN et al., 2008; KUMUDAVALLY et al.,
2008; MAQSOOD et al., 2013). Outras abordagens tambeém foram testadas com
sucesso, através da incorporacdo de extratos naturais ricos em polifenois, que foram
capazes de evitar a oxidagdo lipidica, deterioracdo, e a formacdo de colbnias de
bactérias durante um longo periodo de tempo quando comparado com 0s controles,
demonstrando uma poderosa acdo antimicrobiana e antioxidante (YAO et al., 2004;
RASOOLI 2007; SERRA et al., 2008; DAY et al., 2009; TIWARI et al., 2009;
BREWER 2011; PILLAI; RAMASWAMY 2012; BANSAL et al., 2013).

Antioxidantes de plantas naturais podem proteger os componentes dos alimentos
contra a oxidacdo sob o efetivo da temperatura e condicdes de armazenamento. No
entanto, as caracteristicas inerentes (forca iénica e pH) dos alimentos, a matriz alimentar
(emulsdo, esponjosa, aquosa, e proteica) e ingredientes podem influenciar na eficacia do
antioxidante. Além disso, o efeito do composto antioxidante numa matriz alimentar
pode ser significativamente diferente da atividade de um extrato purificado (BREWER,
2011), porém estes antioxidantes naturais tem a vantagem além das implicagdes para a
salde o fato deles serem soluvéis em agua e Oleo, de interesse para emulsdes, em
sistemas alimentares (CRUZ et al., 2007; MOURE et al., 2001).

Alguns polifendis apresentam boa atividade antioxidante como compostos puros
incorporados aos géneros alimenticios, enquanto outros dependem de sinergismo para
realizar os efeitos protetores. Isto € uma desvantagem e, a0 mesmo tempo uma
oportunidade para a industria. Por um lado, ha um imponente demanda para chegar ao
composto que exerce o efeito, mas a0 mesmo tempo 0s sinergismos podem ser
oportunidades de pesquisa, 0 que poderia ser benéfica para a industria alimentar
(CAROCHO; FERREIRA 2013; CAROCHO; FERREIRA 2013b).
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Evidencia-se, portanto, que os residuos agroindustriais de frutas, facilmente
disponiveis e baratos, apresentam teor significante de fitoquimicos antioxidantes. E
possivel que a combinacdo de varios residuos de frutas tropicais pode favorecer a
obtencdo de extratos com elevado teor de fendlicos e uma capacidade antioxidante
consideravel, tornando vantajoso avaliar o seu potencial antioxidante. Porém,
considerando que o tipo de solvente e a técnica de extragdo empregados, entre outros
fatores, influenciam na eficiéncia do processo de extracdo dos compostos fendlicos se
faz necessario estabelecer um procedimento que melhor se adeque ao material usado

como fonte desses fitoquimicos.

3.4 Extracdo de compostos fendlicos

A extracdo é uma etapa importante para a eficiéncia do processo, que consiste na
liberacdo dos fendlicos das estruturas vacuolares onde eles se encontram, quer pela
ruptura do tecido da planta ou por um processo de difusdo (ESCRIBANO-BAILON;
SANTOS-BUELGA, 2003; IGNAT; VOLF; POPA, 2011). A eficicia do processo de
extracdo € influenciada independentemente e/ou de forma interativa por muitos fatores,
tais como método de extracdo empregado, tipo de solvente, concentracdo de solvente
utilizada, temperatura de extracdo, pH do meio, tempo de extracdo, tamanho das
particulas, assim como a presenca de substancias interferentes (NACZK; SHAHIDI,
2004; PINELO et al., 2005; SILVA et al, 2007).

Varios sdao os métodos utilizados para o processo de extracdo de compostos
fenolicos, ndo existindo um procedimento padrdo. Pode-se destacar a extracdo com
fluido supercritico e extracdo de agua subcritica que sdo usadas para isolar produtos
naturais de diferentes matérias-primas, tais como plantas, subprodutos de alimentos,
algas e microalgas (ARVANITOYANNIS; VARZAKAS, 2008). Quando um fluido é
forcado a uma presséo e temperatura acima do seu ponto critico este se torna um fluido
supercritico. O estado de um fluido supercritico tem sido definido como um estado no
qual o liquido e gas séo indistinguiveis um do outro, ou como um estado em que o
fluido é compressivel (isto é, possui um comportamento semelhante ao de um gas),
apesar de possuir uma densidade semelhante a de um liquido e, por conseguinte, poder
solvente semelhante. Devido a sua baixa viscosidade e alta difusividade relativa, fluidos
supercriticos tém melhores propriedades de transporte de liquidos, podendo difundir
facilmente através de materiais solidos e, portanto, podendo dar rendimentos mais
répidos de extracdo (HERRERO et al., 2006). Enquanto que a extragdo subcritica com

agua, ou seja, a extrac¢do com &gua quente sob pressdo, tem surgido recentemente como
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uma ferramenta util para substituir os métodos tradicionais, além de ser uma técnica
ecologicamente correta (ARVANITOYANNIS; VARZAKAS, 2008).

A hidrodestilacdo ou extracdo por solvente é o método tradicional para a
extracdo de compostos fenolicos a partir de subprodutos vegetais (CASAZZA et al.,
2012). Diferentes solventes, como metanol, etanol, acetona ou combinagdes destes com
agua, acetato de etila e também através da destilacdo a vapor tém sido geralmente
utilizados (PEREZ-ILZARBE et al, 1991; FERNANDEZ DE SIMON et al., 1992;
SHAHIDI, 2000). A solubilidade de compostos fenolicos € governada pela polaridade
do solvente utilizado, pelo grau de polimerizacdo de compostos fendlicos, bem como
pela interacdo destes compostos com outros constituintes alimentares e a formacao de
complexos insolUveis. Portanto, ndo ha um procedimento completamente satisfatorio ou
que seja adequado para a extracdo de todos os compostos fendlicos ou uma classe
especifica de substancias fenolicas em plantas (NACZK; SHAHIDI, 2004). A
polaridade do solvente afeta a eficiéncia da extracdo dos diferentes compostos
antioxidantes e a atividade dos extratos obtidos (PINELO et al., 2005; SHUI &
LEONG, 2006; LAFKA et al., 2007).

O uso da agua é uma boa escolha para a extracdo de compostos fendlicos
devido a sua seguranca, acessibilidade e baixo custo. Atualmente, tem-se avaliado a
extracdo de fendlicos com agua a 100°C (CAM; AABY, 2010), embora se deve notar
que o uso de altas temperaturas acrescenta um custo significativo para a industria (REIS
et al., 2012). O pH da &gua pode determinar o grau de solubilidade dos compostos
hidrossoltveis e também influenciar a solubilizacdo da fracdo hidrolisavel (LAFKA et
al., 2007).

As condicbes Otimas de extracdo variam em fungdo dos compostos ativos
presentes, bem como do tipo de planta. Com relacdo ao tempo, periodos de extragdo
variam geralmente de 1 minuto a 24 horas e sabe-se que tempos de extracdo mais
longos aumentam a chance da ocorréncia de oxidagdo dos compostos fendlicos, a menos
que haja a adicdo de agentes redutores ao sistema (KHANNA et al., 1968; BURNS,
1971; MAXSON, ROONEY, 1972; PRICE; BUTLER, 1977, KROCKENBERGER,
CORK, 1991). E importante considerar a estabilidade dos compostos fenélicos frente as
condicBes de extracdo a que sdo submetidos, de modo a evitar sua degradacdo. Ha a
recomendacéo de que a temperatura de extracdo deve ser suficientemente elevada, a fim
de minimizar a duracdo do processo. Os métodos convencionais sdo geralmente
realizados a temperatura de refluxo de 90° C durante vérias horas ou por maceragdo com
solvente por dias em temperatura ambiente. Neste ultimo caso, enzimas presentes nas
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amostras, principalmente as oxidativas, sdo liberadas durante a extracdo e podem
promover a reacgdo de degradacédo (BIESAGA, 2011).

Assim, considerando a especificidade de cada matéria prima e dos compostos
fenolicos presentes bem como as diversas varidveis que interferem na eficiéncia do
processo de extracdo, torna-se importante a aplicagdo do planejamento fatorial. Esta
ferramenta vem sendo muito usada para definir as condi¢des de processo tendo em vista
que permite observar, ao mesmo tempo, a influéncia de variaveis sobre uma resposta
desejada, reduzindo o tempo e 0 nimero de experimentos, com uma boa confiabilidade
nos resultados (RODRIGUES; LEMMA, 2009). Porém, para a extracdo de fendlicos a
partir da combinacdo de residuos agroindustriais seria indicado empregar planejamento
experimental para misturas. Este planejamento é aplicado em experimentos em que dois
ou mais componentes sdo misturados, e que a resposta dependerd somente das
proporcdes dos componentes que irdo formar a mistura e ndo da quantidade absoluta da
mesma. Ao contrério dos experimentos fatoriais, em que as variaveis sao independentes,
nos experimentos com misturas 0s componentes representam proporcgdes e, neste caso,
ndo sdo independentes (REIS; ANDRADE, 1996).

Todas essas consideracbes apontam para a importdncia da utilizacdo de
compostos fendlicos dos residuos de frutas como antioxidante natural, e que a mistura
de residuos pode ser interessante para se obter extratos com teor mais elevado de
fenolicos. Assim, torna-se relevante definir as combinacGes de misturas que propicie a
eficacia do processo bem como avaliar o potencial antioxidante dos extratos obtidos

com misturas de residuos agroindustriais, na perspectiva de emprega-los em alimentos.
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ARTIGO

PLANEJAMENTO DE MISTURA SIMPLEX-CENTROIDE APLICADO AO
PROCESSO DE EXTRACAO DE FENOLICOS A PARTIR DE FARINHAS DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

RESUMO

Considerando a producdo excessiva de residuos agroindustriais, materiais que ainda
detém compostos bioativos com propriedade antioxidante, este trabalho teve como
objetivo avaliar o teor de fendlicos e o potencial antioxidante da mistura de farinhas dos
residuos de abacaxi, acerola e goiaba. Os residuos, cedidos por uma industria de polpa
congelada de frutas, foram secos em estufa com circulacdo de ar a 40°C. Apos a
desidratacdo foram triturados e peneirados (16 mesh) para a obtencdo de farinhas de
granulometria uniforme que foram submetidas a determinacdo analitica para a
quantificacdo do teor de umidade, proteina, lipideos, residuo mineral fixo (cinzas), e
carboidratos totais. Em seguida, aplicando o planejamento experimental para misturas
(simplex-centroide), os residuos combinados em diferentes proporgdes foram
adicionados ao etanol 60% e agua e submetidos a agitacdo (400rpm), em temperatura de
60°C, por 30 min para a obtencdo dos extratos hidroetandlico e aquoso,
respectivamente, tendo como resposta a concentracdo de fendlicos e a capacidade de
sequestro do radical DPPH dos extratos obtidos. Definidas as propor¢fes dos residuos
que propiciaram a maior extracdo de fendlicos totais, os residuos foram, também,
submetidos a extracdo com metanol (60%) e com acetona (60%), nas mesmas
condicdes. Nesses extratos foram quantificados os fenolicos totais e a capacidade de
sequestrar o radical DPPH e radical ABTS. As farinhas dos residuos apresentaram teor
de umidade < 10 g 100g™, teores de cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos totais que
variaram de 1,71 a 2,47 g 100g™*; 0,78 a 0,95 g 100g™; 1,61 a 8,66 g 100g™ e 83,69 a
89,19 g 100g™’, respectivamente. O planejamento de mistura demonstrou que,
independente do solvente extrator, a maior quantidade de fendlicos pode ser extraida ao
empregar 100% do residuo de acerola; 50% de residuo de acerola + 50% do residuo de
goiaba; 50% de residuo de acerola + 50% do residuo de abacaxi, € a mistura dos trés
residuos em proporcdes iguais. Os extratos hidroetandlico apresentaram capacidade de
sequestro do radical DPPH superior a 80% enquanto que 0s respectivos extratos
aquosos alcancaram valor inferior a 65%. Maiores quantidades de fendlicos foram
extraidas destas misturas empregando acetona 60%, entretanto, frente a necessidade da
retirada do solvente, na perspectiva de emprega-lo em alimentos, observou-se que 0
processo de evaporacdo do solvente promoveu reducdo significativa no teor dos
fenolicos extraidos. A capacidade antioxidante dos extratos destas misturas frente ao
radical ABTS foi maior para o extrato hidroacetonico do residuo de acerola (67,75 uM
Trolox/g de farinha). Os extratos aquosos das misturas de farinhas dos residuos de
acerola e goiaba bem como o das misturas de acerola e abacaxi apresentaram uma
correlagéo forte e positiva (r=0,9666 e r=0,9632, respectivamente) entre a concentragdo
de fendlicos e a capacidade antioxidante dos extratos. Os resultados demonstraram a
viabilidade de empregar misturas de residuos e etanol 60% para extracdo de fendlicos
com perspectivas de aplica-los em alimentos.

Palavras chave: residuos agroindustrias, compostos fendlicos, capacidade antioxidante,
simplex-centroide, DPPH, ABTS.
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ARTIGO

PLANNING SIMPLEX-CENTROID MIXING APPLIED TO PROCESS
PHENOLICS EXTRACTION OF WASTE FLOUR FROM AGRO-INDUSTRIAL
WASTE

ABSTRACT

Considering the excessive production of agro-industrial waste materials that still holds
bioactive compounds with antioxidant properties, this study aimed to evaluate the
phenolic content and the antioxidant potential of the mixture of flour of pineapple
waste, acerola and guava. Waste, whom a frozen fruit pulp industry, were dried in an
oven with air circulation at 40°C. After dehydration were crushed and sieved (16 mesh)
to obtain uniform particle size of meals were submitted to analytical determination to
quantify the moisture content, protein, lipids, fixed mineral residue (ash), and total
carbohydrates. Then, by applying to the experimental design mixtures (simplex
centroid), residues combined in different proportions were added to 60% ethanol and
water and subjected to shaking (400rpm) at a temperature of 60°C for 30 min to obtain
extracts of hydroethanol and watery, respectively, and in response to concentration of
phenolic and the scavenging capacity of DPPH radical of the extracts. Defined the
proportions of the waste that results in the highest extraction of phenolic compounds,
the residues were also subjected to extraction with methanol (60%) and acetone (60%)
under the same conditions. In these extracts were quantified total phenolics and the
ability to kidnap the DPPH and ABTS radicals. Flours waste presented moisture content
<10 g 100g™, ash content, proteins, lipids and total carbohydrates ranging from 1,71 to
2,47 g 100g™; 0,78 t0 0,95 g 100g™; From 1,61 to 8,66 g 100g™ and 100g 83,69 to 89,19
g™, respectively. The mixture of planning has shown that, regardless of the solvent
extractor, the highest amount of phenolic can be extracted to use 100% of acerola
residue; 50% acerola residue + 50% of guava residue; 50% acerola residue + 50%
pineapple residue, and the mixture of the three residues in equal proportions. The
hydroethanol extracts showed DPPH radical scavenging capacity greater than 80%
while their aqueous extracts value reached less than 65%. Larger quantities of phenolic
these mixtures were extracted using 60% acetone, however, due to the necessity of
removal of the solvent, with a view to use it in food, it was observed that the solvent
evaporation process caused a significant reduction in the content of the extracted
phenolic. The antioxidant capacity of the extracts of these mixtures against the ABTS
radical was higher for acetone extract with waste acerola (67,75 uM Trolox/g flour).
The aqueous extracts of mixtures of flour waste acerola and guava as well as mixtures
of acerola and pineapple showed a strong positive correlation (r=0,9666 and r=0,9632,
respectively) between the concentration of phenolic and the ability antioxidant extracts.
The results demonstrated the feasibility of using mixtures of waste and 60% ethanol for
extraction of phenolic with prospects to apply them in food.

Keywords: agroindustrial waste, phenolic compounds, antioxidant capacity, simplex-
centroid, DPPH, ABTS.
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INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais de frutas (sementes, cascas e bagacos) que estdo
prontamente disponivel ao final do processamento, podem ser utilizados ndo sé nos
paises industrializados, mas também em paises subdesenvolvidos para a reutilizacdo da
fracdo organica dos residuos em diversas formas rentavéis para fins energéticos e
extracdo de antioxidantes, por exemplo, com uma série de processos estudados e
implementados para este fim (CHANAKYA et al., 2009; KHOO, 2009). Na maioria das
vezes, a pratica mais comum € a queima a céu aberto, em especial para residuos
agricolas, que sdo gerados em grandes volumes de sazonalidade. Além da perda do
potencial de recuperacdo de um recurso local, resulta também em um enorme impacto
sobre 0 meio ambiente, gerando emissdes ndo controladas (VITALI et al., 2013).

A valorizacdo dos subprodutos e residuos agricolas para fins alimenticios é um
campo desafiador de pesquisa de grande importancia para a economia local e
internacional (GALANAKIS, 2012). Neste sentido, a implementacdo de processos para
a extracdo de compostos antioxidantes a partir desse subproduto da agroindustria é uma
alternativa de gestdo dos residuos agroindustriais, minimizando a poluicdo ambiental e
agregando valor a este material (ABECITRUS, 2008; REZZADORI, et. al, 2012), uma
vez que muitas cascas e sementes de frutas tém alto teor de fendlicos, compostos estes
com propriedades antioxidantes (PURAVANKARA et al., 2000).

A extracdo de compostos bioativos € uma etapa importante que consiste na
liberacdo dos fendlicos das estruturas vacuolares onde eles se encontram, quer pela
ruptura do tecido da planta ou por um processo de difusdo (ESCRIBANO-BAILON;
SANTOS-BUELGA, 2003; IGNAT; VOLF; POPA, 2011). A hidrodestilagdo ou
extracdo por solvente é o método tradicional para a extracdo de compostos fendlicos a
partir de subprodutos vegetais (CASAZZA et al., 2012). Diferentes solventes, como
metanol, etanol, acetona ou combinacgdes destes com agua, acetato de etila e também
por meio da destilacio a vapor tém sido geralmente utilizados (PEREZ-ILZARBE et al,
1991; SIMON DE SIMON et al., 1992; SHAHIDI, 2000). E importante considerar a
estabilidade dos compostos fendlicos frente as condicbes de extracdo a que séo
submetidos, de modo a evitar sua degradagdo (BIESAGA, 2011).

Os residuos de diferentes frutas apresentam em sua constituicdo tipos e teores
variados de compostos fendlicos, que muitas vezes influenciam na acéo antioxidante do
extrato obtido, portanto, a combinacéo de residuos de varias frutas pode ser interessante

para se obter extratos ricos nestes fitoquimicos. Neste sentido, torna-se adequado
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empregar o planejamento experimental para misturas de modo a definir as proporcdes
dos residuos que devem conter na mistura a ser submetida ao processo de extracdo. Este
planejamento é aplicado em experimentos em que dois ou mais componentes sdo
misturados, e que a resposta dependera somente das propor¢fes dos componentes que
irdo formar a mistura e ndo da quantidade absoluta da mesma. Ao contrario dos
experimentos fatoriais, em que as varidveis sdo independentes, nos experimentos com
misturas, 0s componentes representam proporcdes e, neste caso, ndo sdo independentes
(REIS; ANDRADE, 1996).

Os residuos agroindustriais apresentam-se, portanto, como uma alternativa, cada
vez mais atraente, para a extragdo de antioxidante natural, provavelmente mais seguro
do que os sintéticos cuja inocuidade vem sendo questionada (WILLIAMS;
IATROPOULOS; WHYSNER, 1999; BONILLA et al., 1999). Ademais, nos ultimos
anos, 0s consumidores, cada vez mais preocupados com a saude, buscam por produtos
mais naturais e livres de aditivos (DEVATKAL, NAVEENA, 2010; FASSEAS et al.
2007). Dentro deste contexto, os residuos agroindustriais, como fonte de antioxidante
natural, representam valioso potencial de aplicacdo na industria de alimentos
(PUUPPONEN-PIMIA et al.,, 2001; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006), por conterem teores significantes de compostos biologicamente ativos que
exibem propriedade antioxidante (SPIGNO; DE FAVERI, 2007; BABBAR et al.,
2014).

Assim, frente a estas constatacdes, este trabalho teve como objetivos avaliar o
potencial antioxidante da mistura de farinhas elaboradas a partir dos residuos de
abacaxi, acerola e goiaba em propor¢cdes a serem definidas pelo planejamento

experimental de mistura simplex-centroide.
MATERIAIS E METODOS
Obtencdo das farinhas dos residuos

Os residuos de abacaxi (Ananas comosus), acerola (Malpighia punicifolia L.) e goiaba
(Psidium guajava L.) foram coletados diretamente na linha de producdo de uma
agroindustria processadora de polpa congelada de frutas, localizada na cidade de Recife-
PE. Estes residuos foram secos em estufa com circulacao de ar (MA035- MARCONI) a
40°C até atingir umidade inferior a 10%. Em seguida, foram triturados em moinho

multi-uso (TE-631/2 - TECNAL) e peneirados (16 mesh) para obtencédo de farinhas com
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granulometria uniforme. As farinhas obtidas foram acondicionadas separadamente em

sacos de polietileno e armazenadas em temperatura de -22°C (Figura 1).

Aquisicgao dos residuos
Y
Transporte em refrigeracéo
v
Secagem a 40°C (até umidade < 10%)
¥y
Moagem
¥y
Tamizagdo (16 mesh)
¥y
Farinha dos residuos
v
Armazenamento a -22°C

Figura 1. Fluxograma da obtencédo das farinhas dos residuos agroindustriais de acerola,
abacaxi e goiaba.

O processamento dos residuos para obtencdo das farinhas, bem como as
determinacg6es analiticas foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos do

Departamento de Ciéncias Domésticas da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Caracterizacéo quimica das farinhas

As farinhas dos residuos de abacaxi, acerola e goiaba foram submetidas as
determinacfes de umidade, cinzas, proteinas, lipideos segundo o método da AOAC
(2005). Carboidratos totais foram calculados por diferenca e os resultados expressos em
g 100g™* (ASCAR, 1985). Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

Delineamento experimental de misturas e obtengéo dos extratos

Para selecionar as propor¢des das farinhas dos residuos que devem compor as
misturas a serem submetidas a extracdo dos fenolicos, em agua e em etanol a 60%,

tornou-se necessaria a aplicacdo do planejamento experimental de mistura simplex-
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centroide. Experimentos com misturas sdo aqueles em que as propriedades estudadas
dependem da proporcdo dos componentes, mas ndo da quantidade de cada componente
da mistura (SHEFFE, 1958). Para uma mistura com 3 componentes recomenda-se
utilizar o delineamento simplex-centroide (HARE, 1974), cuja configuracdo espacial
determinada por um ndmero de pontos, com um ponto a mais do que o numero de
dimensdes do espago (CROSIER, 1984). Assim, em uma mistura com 3 componentes
(g=3), como é o caso em estudo, o espaco simplex é um tridngulo equilatero, onde os
vertices da regido viavel representam misturas puras (um sé componente), as arestas sdo
misturas binarias, e o interior da regido sdao misturas completas (contendo todos os
ingredientes). Desta forma, o planejamento simplex-centroide das misturas dos residuos
de abacaxi, acerola e goiaba pode ser representado na Figura 2.

ABACAXI

oﬂvAvAvAvlo
/N \/\/ \)=
JAVAVA' ©TAVAVA
AVAVAVAVAVAVAVAN
o‘VAVAvAvI‘o'\vAVAvAvle

ACEROLA GOIABA

Figura 2. Distribuicdo dos pontos experimentais (misturas) em um simplex para 3

componentes (residuo de abacaxi, acerola e goiaba).
Onde, 1=acerola, 2= goiaba, 3= abacaxi, 4= acerola+goiaba, 5= abacaxi+goiaba, 6= Acerola+abacaxi e
7= acerola+abacaxi+goiaba.

As proporcdes dos diversos componentes de uma mistura qualquer ndo séo

independentes, obdecem a seguinte equacéo:

X =q +q+q:=100%

q
i
i=1

Onde g é o numero de componentes, variaveis ou fatores na mistura. Onde X;
representa a proporcao do i-ésimo componente (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
Assim, quando a propor¢do de um componente € alterada, ocorre alteragdo também com
0S outros componentes, uma vez que a soma das proporcdes dos diversos componentes
de uma mistura é sempre 100%. Por este motivo, delineamentos experimentais
convencionais ndo podem ser aplicados a misturas, pois nestes as variaveis sdo
independentes umas das outras (MONTGOMERY; VOTH, 1994; BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 1995).
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O experimento foi constituido por 9 ensaios com duas repeticdes do ponto
central, referente ao planejamento simplex-centroide com 3 componentes (farinha dos
residuos de acerola, abacaxi e goiaba) cujas propor¢des das farinhas empregadas nos
ensaios encontram-se na Tabela 1. As variaveis respostas referem-se a concentracéo de

fenolicos totais e a capacidade antioxidante dos extratos.

Tabela 1. Matriz da Composicdo das misturas de farinhas de residuos agroindustriais
definida no planejamento experimental de mistura simplex-centroide.

Proporcdes das farinhas dos residuos agroindustriais

Ensaios Valores codificados Valores decodificados (%)
Acerola Goiaba Abacaxi | Acerola Goiaba Abacaxi

1 1 0 0 100 0 0
2 0 1 0 0 100 0
3 0 0 1 0 0 100
4 1/2 1/2 0 50 50 0
5 0 1/2 112 0 50 50
6 1/2 0 12 50 0 50
7 1/3 1/3 1/3 33,33 33,33 33,33
8 1/3 1/3 1/3 33,33 33,33 33,33
9 1/3 1/3 1/3 33,33 33,33 33,33

Cada ensaio foi submetido a dois processos de extracdo, um utilizando etanol a
60% e o outro dgua como solventes extratores, ambos aquecidos até 60°C, de modo a
obter extratos hidroetandlicos e extratos aquosos, respectivamente. A velocidade de
agitacdo e o tempo de extracdo do processo foram fixados em 400 rpm e 30 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 4000rpm, por 10 minutos, e no sobrenadante
obtido foi determinado o teor de fendlicos totais e a capacidade de sequestrar o radical

DPPH, como segue:

a) Os fenolicos totais dos extratos foram mensurados por método
espectrofotométrico com espectro de absorgéo registrado no comprimento de
onda de 725nm, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo
metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padrdo de
4cido gélico (10 a 120pg/mL, com R’= 0,9997). Os resultados foram
expressos em mg de fendlicos totais em equivalente de acido galico (EAG)
por 100 g de farinha.

b) A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) foi
determinada segundo o método descrito por Brand-Williams et al. (1995),
modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Os

resultados foram expressos em percentual de sequestro.
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Com a ferramenta de planejamento experimental de mistura simplex-centroide,
onde 0s componentes aparecem em iguais propor¢oes, € possivel obter modelos linear,
quadrético e cubico para explicar as propriedades do sistema de misturas (REIS;
ANDRADE, 1996).

Os ensaios que obtiveram as melhores respostas foram repetidos, nas mesmas
condigdes, empregando metanol (60%) e acetona (60%) como solventes e extratos
obtidos submetidos & determinacdo do teor de fendlicos totais e da capacidade de

sequestrar o radical DPPH.

Ensaios antioxidantes

Os extratos dos ensaios que apresentaram as melhores respostas foram

submetidos aos seguintes ensaios antioxidantes:

Capacidade de Sequestrar o radical 1,1-difenil-2 picrilhidrazina (DPPH): segundo
0 método descrito por Brand-Williams et al. (1995), modificado por S&nchez-Moreno,
Larrauri e Saura-Calixto (1998), e os resultados expressos em percentual de sequestro.
Para verificar a existéncia de correlacdo entre o teor de fenolicos e o percentual de
sequestro, extratos com diferentes concentracGes de fendlicos totais foram adicionados a
solucdo de DPPHe em metanol (0,1M), atingindo a concentragdo final de fendlicos
totais de 20, 40 e 60 pg/mL e a absorbancia a 515 nm foi registrada, em
espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1650PC) segundo Brand-Williams et al (1995),

modificado por Sdnchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998).

Capacidade de sequestrar o radical ABTS (2,2’-azino-bis- (3 etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico): Determinada segundo o método descrito por RE et al. (1999). O
radical ABTS"" foi gerado a partir da reacdo da solugdo aquosa de ABTS (7 mM) com
2,45 mM de persulfato de potéssio. Esta solugdo foi mantida ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente por 16h. Em seguida, a solugdo do radical foi diluida em etanol
até obter uma medida de absorbancia de 0,7 + 0,05, em comprimento de onda de 734
nm. Os extratos com diferentes concentracdes de fendlicos totais (0,5; 1,0 e 1,5
ug/mL), em triplicata, foram adicionadas a solucdo do ABTS®" e a absorbancia medida,
apos 6 minutos, em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1650PC) a 734 nm. A capacidade
antioxidante da amostra foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas condices,

utilizando uma curva de calibragdo de Trolox (100-1300uM, com R=0,9953), e os
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resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (uMol
TEAC.g™ de residuo seco).

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 6.0. Valores
foram expressos em média + desvio padrdo. O teste t de Student e teste de Duncan
foram aplicados para comparacdo das meédias, diferencas foram consideradas
significativas para p< 0,05. A correlacdo entre a concentracdo de fendlicos e a
capacidade antioxidante foi determinada utilizando a correlagcdo de Pearson. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
RESULTADOS E DISCUSSOES
Caracterizacdo quimica das farinhas

Os residuos de acerola, abacaxi e goiaba (Figura 2A, 2B e 2C, respectivamente) ap6s
processamento deram origem a farinhas de granulometria uniforme e de aparéncia
agradavel (Figura 3). A desidratacdo foi aplicada aos residuos com o fim de propiciar
maior estabilidade ao produto, uma vez que baixo teor de umidade favorece a
conservacao do material tendo em vista que as rea¢cBes quimicas, microbiolégicas e
bioguimicas sdo interrompidas ou tém sua velocidade reduzida. Além disso, na
perspectiva industrial, o processo de secagem é econdmico, pois ndo necessita de
equipamentos sofisticados nem de méao de obra especializada, e o produto desidratado
tem baixo custo de armazenamento, aliado ao fato de ser de facil transporte e
comercializacdo. Técnicas de secagem de alimentos tém sido muito utilizadas para
estender a vida de prateleira e para a formulagdo de novos produtos (CORREIA et al.,
2011). Além do que, a indastria de alimentos desidratados alcancou um lugar
importante entre as industrias de alimentos em geral (VEGA-GALVEZ et al., 2012),
devido a praticidade no uso destes alimentos.

Figura 3. Aspecto visual dos residuos agroindustriais in natura de acerola (A), abacaxi
(B) e goiaba (C) antes de serem submetidos a secagem.
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Figura 4. Farinhas dos residuos de acerola (A), abacaxi (B) e goiaba (C) com
granulometria de 16 mesh.

Independente do fruto, as farinhas dos residuos apresentaram colora¢do marrom.
A cor observada pode ser decorrente de escurecimento enzimatico, tendo em vista que
os residuos ndo foram brangueados nem pasteurizados, e a temperatura utilizada na
secagem (40°C), possivelmente, ndo foi suficiente para inativar enzimas uma vez que a
polifenoloxidase € inativada em 70 a 90°C. Por outro lado, considerando que em frutas é
usual a presenca de glicose e frutose em sua composicao, a ocorréncia de escurecimento
ndo enzimatico que também explicaria a coloracdo das farinhas dos residuos, ndo pode
ser descartada.

As farinhas dos residuos apresentaram baixo teor de umidade, de residuo
mineral fixo (cinzas), proteina e lipideos e elevado teor de carboidratos totais (Tabela
2). Com relacdo a umidade, o teor atingido atendeu ao parametro estabelecido neste
estudo (<10%), embora, observa-se diferenca estatistica entre as farinhas dos residuos.
O teor de umidade das farinhas de abacaxi e de goiaba foi menor do que a da farinha de
acerola (p< 0,05). Martinez et al., (2012) secaram residuos de abacaxi (cascas e centros)
e goiaba (casca, polpa e semente) a 60°C por 12 horas os quais atingiram valores de

umidade de 9,3 + 0,06 e 9,3 + 0,03 g/100g, respectivamente.

Tabela 2. Composi¢do quimica das farinhas dos residuos agroindustriais.

Constituintes Abacaxi Acerola Goiaba
Umidade e Substancias Volateis (g 100g?)  6,72+#0,34°  7,84+0,13* 6,75+ 0,08°
Residuo mineral fixo (g 100g™) 1,71+0,04° 2,32+0,01" 2,47+0,01°
Proteinas (g 100g™) 0,78+0,10° 0,97 +0,02* 0,90 + 0,01°
Lipideos (g 100g™) 1,61+0,36° 6,78 +0,68° 8,66 + 0,42°
Carboidratos totais (g 100g™) 89,18+3,24* 82,09+ 0,55 81,22 + 0,50

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p< 0,05).
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Segundo Gondim et al. (2005), os frutos sdo considerados as principais fontes de
minerais da dieta humana, componente que se encontra em maior quantidade nas cascas
e sementes do que nas polpas. Os residuos minerais fixos correspondem a fragao
inorganica ou mineral dos alimentos (SHILS et al., 1994). O teor destes constituintes na
farinha do residuo de abacaxi foi menos expressivo (1,71+0,04 g 100g™) do que os da
farinha de acerola e de goiaba (2,31+0,01 e 2,47+0,01 g 100g™ respectivamente). Em
frutos de acerola, em diferentes estagios de maturacdo, o teor dos residuos minerais
fixos detectados por Vendramini e Trugo (2000) foi de 0,4 g/100g, bem inferior ao
encontrado neste estudo para o residuo de acerola.

Nos frutos as proteinas se encontram em baixa concentraco, entretanto, a casca
é a fracdo com maior teor, em geral em torno de 1% de proteina (GONDIM et al.,
2005). Nas farinhas dos residuos em estudo os valores foram proximos a este. A farinha
do residuo de abacaxi (0,78+0,10 g 100g™) apresentou teor de proteina estatisticamente
inferior ao da acerola (0,95+0,00 g 100g™") e ao da goiaba (0,89+0,00 g 100g™). No
entanto, diferentes valores foram reportados por Martinez et al. (2012) para o residuo de
abacaxi (4,0+0.17 g/100g) e de goiaba (4,8+0.109/100g). Vendramini e Trugo (2000)
encontraram valores de proteina de 0,9 g/100g em frutos de acerola em estagio maduro,
teor bastante superior ao encontrado no residuo desidratado, se for considerado o teor de
umidade do fruto fresco.

O extrato etéreo inclui, além das gorduras, substancias sollveis no solvente
extrator empregado na determinacdo (éter etilico), como os &cidos graxos livres, 0s
mono, di e triacilglicerideos, alguns pigmentos lipossollveis, ceras, resinas,
glicolipideos e algumas vitaminas. Nos frutos, os maiores teores de lipideos sdo
encontrados nas cascas e sementes (CECCHI, 2001). No que concerne aos lipideos dos
residuos deste estudo, os da farinha de goiaba (8,66 + 0,41 g 100g™) foram superiores
aos da acerola (6,78 + 0,67 g 100g™) e do abacaxi (1,61+0,36 g 100g™), (p< 0,05).

Assim como acontece com 0s demais componentes quimicos, variagdes nas
concentragfes de carboidratos de fruta e também de seus residuos agroindustriais
podem ser atribuidas a diferencas de cultivar, colheita/fatores de pos-colheita e fatores
de crescimento ligados ao ambiente como temperatura, umidade, uso de fertilizantes, etc
(SAFFI et al., 2008; ALI et al., 2009; BORCHANI et al., 2010; HASNAOUI et al.,
2011). Do mesmo modo que as frutas secas, 0s residuos ao serem submetidos ao
processo de secagem apresentam maior densidade total de energia, de nutrientes e de
fibra alimentar, entre outros constituintes (BENNETT et al., 2011). Fato este que pode
explicar as diferencas de valores de carboidratos totais encontrados nos trés residuos.
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Na Tabela 3 encontram-se os teores de compostos fendlicos totais que foram
extraidos com etanol a 60% e agua, e a respectiva capacidade antioxidante dos extratos.
Os ensaios contendo 100% do residuo de acerola, bem como aqueles contendo misturas
desse residuo (50%) com o residuo de abacaxi (50%) ou com o de goiaba (50%), bem
como com as misturas dos trés residuos em proporc¢des iguais, propiciaram uma maior
extracdo de fenolicos. Observa-se, ainda, que o solvente etanol 60% extraiu maior
quantidade de compostos fendlicos do que a &gua. Provavelmente, a reduzida eficiencia
da agua pura como solvente extrator decorre do fato dos compostos fenolicos serem
geralmente mais soluvéis em solventes organicos menos polares do que a agua (KIM,
LEE, 2002). Outro fator que poderia estar influenciando na menor extracdo dos
compostos fendlicos pela agua, é a possivel oxidacdo de compostos fenolicos pela
enzima polifenol oxidase, tendo em vista que essa enzima ndo é inativada em extratos
aquosos aquecidos a 60°C, ao contrario do que acontece em solventes organicos, como
metanol, etanol e acetona (GONZALEZ-MONTELONGO, et al. 2010). Kumar et al.
(2008) relatam que a polifenol oxidase presente em acerolas perde a estabilidade em
temperaturas superiores a 75° C. Mercali et al. (2012) afirmam que o tratamento térmico
a 85 °C, durante 3 minutos, reduz a atividade da enzima a valores proximos de 10%. No
entanto, apesar da dgua ndo ter sido melhor solvente extrator do que o etanol 60%, a sua
utilizacdo é uma boa escolha para a extracdo de compostos fendlicos devido a sua
seguranca, acessibilidade, baixo custo e por ser ambientalmente amigavel, tornando-se
um solvente ideal para a extracdo destes fitoquimicos (REIS; RAI; ABU-GHANNAM,
2012).

Tabela 3. Teor de fendlicos e capacidade de sequestro do radical DPPH de extratos
hidroetandlicos e aquosos obtidos a partir de misturas de farinhas de residuos
agroindustriais definidas no planejamento experimental de mistura simplex-centroide.

Valores codificados e reais Fendlicos totais* Capacidade

Ensaios (mg/100g de farinha) Antioxidante (%)
Acerola Goiaba Abacaxi Extrato Extrato Extrato Extrato
hidroetandlico aquoso hidroetanolico aquoso

1 1(100%**) 0 (0%) 0(0%) 3184,55 2233,60 91,75 63,89
2 0 (0%) 1(100%) 0(0%) 964,40 357,30 81,38 30,23
3 0 (0%) 0 (0%) 1(100%) 577,60 648,12 23,89 27,28
4 1/2(50%) 1/2(50%) 0(0%) 2070,15 1531,17 80,60 59,70
5 0 (0%) 1/2(50%) 1/2(50%) 784,77 481,0 54,43 24,86
6 1/2(50%) 0(0%) 1/2(50%) 2425,10 1686,07 90,00 48,93
7 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1788,90 1238,63 82,73 43,19
8 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 2082,73 1040,04 87,88 37,80
9 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 2252,14 1032,27 85,83 56,89

Ensaios: 1=acerola, 2= goiaba, 3= abacaxi, 4= acerola+goiaba, 5= abacaxi+goiaba, 6= acerola+abacaxi e

7= acerola+abacaxi+goiaba.

*Fendlicos expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG)/100g de farinha
**Onde: 100% correspon a 4 g de farinha. Todos os ensaios foram realizados com 100 ml de solvente.
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Compostos polifenolicos (&cidos fenolicos e flavondides) sdo os principais
fitoquimicos responsaveis pela capacidade antioxidante de vegetais (MARTINEZ et al.,
2012), neutralizando a reatividade dos radicais livres pela doacdo de um atomo de
hidrogénio (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). Neste estudo, observa-se que 0
maior percentual de sequestro do radical DPPH foi alcancado com o extrato
hidroetandlico da farinha do residuo de acerola (91,75%), entretanto, as misturas das
farinhas de acerola e abacaxi e a misturas das trés farinhas dos residuos, apresentaram
valores bastante expressivos (90,00 e 82,73-87,88%, respectivamente). Com relacdo a
capacidade antioxidante dos extratos aquosos, observa-se que 0s maiores percentuais de
sequestro foram obtidos com o extrato aquoso da farinha de acerola (63,89%), seguida
do extrato da mistura de acerola e goiaba (59,70%), acerola e abacaxi (48,93%) e da
mistura das trés farinhas dos residuos (37,80-56,89%).

Alothman et al. (2009) ao avaliarem a capacidade antioxidante de extratos
etandlicos das frutas abacaxi e goiaba, obtidos empregando no processo de extracéo
solventes nas concentracOes de 50, 70 e 90%, agitacdo a 1100 rpm, durante 3 horas, em
temperatura ambiente, evidenciaram que 0s extratos de abacaxi apresentaram,
respectivamente, 90,8+0,56%; 87,5+0,74%; e 78,9+1,01% de sequestro do radical
DPPH, enquanto que os de goiaba a acdo foi de 86,9+4,85%, 84+3,04% e 81,9+1,65%,
respectivamente. Observa-se que os extratos hidroetandlicos do residuo de abacaxi
obtidos tanto com a farinha do residuo puro como em mistura com os de goiaba
exibiram os menores percentuais da capacidade antioxidante (23,89 e 54,43%). No
entanto, ao mistura-lo com o residuo de acerola, o extrato obtido passou a apresentar
90% de capacidade de sequetro do radical DPPH, (Tabela 3). Evidencia-se, com estes
resultados, que a capacidade antioxidante foi fortemente influenciada pelos fendlicos
extraidos do residuo de acerola.

Segundo varios autores, as propriedades quimicas, bem como o perfil dos
fenolicos presentes nos frutos e, consequentemente, a sua propriedade antioxidante sao
influenciadas pela cultivar, regido de cultivo e grau de maturidade dos frutos na
colheita, entre outros fatores (BEN-ARIE et al., 1984; GIL et al., 1995; MELGAREJO
et al., 2000; POYRAZOGLU et al., 2002; AL-MAIMAN; AHMAD, 2002;
MIRDEHGHAN, RAHEMI, 2007). Fawole et al. (2013), ao avaliarem romas em
distintos graus de maturacdo encontraram diferencgas significativas na quantidade de
acucares, acido ascorbico e antocianinas, enquanto houve declinios significativos nos
niveis de &cidos organicos, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
durante o desenvolvimento e maturacdo dos frutos. Hassimotto et al. (2005) sugeriram
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que a atividade antioxidante é resultado de uma combinacdo de diferentes compostos
com possivéis efeitos sinérgicos ou antagénicos. As frutas possuem muitos compostos
que apresentam funcionalidade antioxidante (GUO et al., 2003). As relagdes entre esses
compostos e a atividade antioxidante sdo dificeis de explicar a partir de uma analise
quantitativa, tendo em vista que ndo € apenas a quantidade dos compostos
antioxidantes, mas também as interagdes que ocorrem entre estes e 0S outros
constituintes que podem influenciar na acgdo antioxidante (ZAPOROZHETS et al,
2004). Portanto, as misturas das farinhas dos residuos poderd proporcionar esta
interacdo, tornando importante averiguar a melhor composicdo da mistura de residuo de
modo a se obter extratos com elevada agdo antioxidante.

Para ambos solventes, observa-se que o modelo que mais se ajustou para a
extracdo de compostos fendlicos das amostras e para a capacidade antioxidante do
extrato etanolico foi o modelo cubico (Tabelas 4 e 5), enquanto que para a capacidade
antioxidante do extrato aquoso, o0 modelo que expressou o melhor ajuste foi o
quadratico, com 80% de variacdo explicada pelo modelo (Tabela 5). A anélise dos
dados referentes ao modelo cubico para os fendlicos extraidos com etanol 60% e agua,
revela que os valores das respostas relativos ao teor de fenolicos extraidos nos ensaios
4,5 e 7 do extrato etandlico e no ensaio 5 do extrato aquoso nao foram estatisticamente
significativos (p >0,05) (Tabela 4 e 5).
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Tabela 4. Coeficientes de resposta para fenolicos e DPPH nos modelos linear, quadratico e cubico para a extracdo com etanol 60% aquecido a 60°C.
Etanol 60% a 60°C

Ensaios Fendlicos* Atividade Antioxidante**
Linear P Quadratico p Cubico p Linear p Quadrético p Cubico p
1 348792 <0,05 3193,10 < 0,05 3215,02 < 0,05 91,75 < 0,05 90,90 < 0,05 91,75 < 0,05
2 101455 <0,05 940,62 < 0,05 962,52 < 0,05 81,96 < 0,05 80,53 < 0,05 81,38 < 0,05
3 883,50 < 0,05 571,02 < 0,05 592,92 < 0,05 39,73 < 0,05 23,04 < 0,05 23,89 < 0,05
4 313,65 > 0,05 -124,52 > 0,05 - 6,89 > 0,05 -23,87 < 0,05
5 490,42 > 0,05 52,25 > 0,05 24,15 < 0,05 7,18 > 0,05
6 2699,30 < 0,05 2261,12  <0,05 145,70 < 0,05 128,73 < 0,05
7 5126,92  >0,05 198,61 < 0,05

*R? ajustado dos fenélicos expressos em mg/100g de matéria seca de equivalentes de 4cido galico: 0,89; 0,96 e 0,97 para os ensaios linear, quadratico e clbico,
respectivamente. **R? ajustado para a atividade antioxidante em % de sequestro do radical DPPH (5 minutos): 0,64; 0,97 e 0,99 para os ensaios linear, quadrético e
cubico, respectivamente.

Tabela 5. Coeficientes de resposta para fendlicos e DPPH nos modelos linear, quadratico e clbico para a extragdo com agua aquecida a 60°C.

Agua a 60°C
Ensaios Fendlicos* Atividade Antioxidante**
Linear P Quadrético p Cubico p Linear p Quadrético p Cubico p
1 2383,65 <0,05 2282,65 < 0,05 2262,77 < 0,05 70,23 < 0,05 63,88 < 0,05 63,89 < 0,05
2 365,80 < 0,05 381,85 < 0,05 361,97 < 0,05 33,68 < 0,05 30,22 < 0,05 30,23 < 0,05
3 698,35 < 0,05 684,10 < 0,05 664,22 < 0,05 27,01 < 0,05 27,26 < 0,05 27,28 < 0,05
4 358,22 > 0,05 756,20 < 0,05 50,82 < 0,05 50,56 >0,05
5 -509,32 > 0,05 -111,37 > 0,05 -15,30 > 0,05 -15,57 > 0,05
6 661,15 > 0,05 1059,12 < 0,05 13,65 > 0,05 13,39 > 0,05
7 -4656,10 <0,05 3,13 > 0,05

*R? ajustado dos fendlicos expressos em mg/100g de matéria seca de equivalentes de acido galico: 0,95; 0,96 e 0,97 para os ensaios linear, quadratico e cubico,
respectivamente. **R? ajustado para atividade antioxidante em % de sequestro do radical DPPH (5minutos): 0,73; 0,80 e 0,78 para 0s ensaios linear, quadratico e
cubico, respectivamente.



A analise da superficie de resposta € uma colecdo de técnicas matematicas e
estatisticas (BOX; DRAPER, 1987), tendo como objetivo neste trabalho determinar o
ajuste das condicdes operacionais de composi¢Oes das misturas que otimizam a resposta
do sistema para a extracdo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante
expressivas.

O gréfico é representado por suas curvas de nivel, onde as curvas para as
misturas binarias sdo retas, mostrando como a resposta para elas varia linearmente com
as proporcGes dos dois componentes envolvidos. Para as misturas ternarias, que
correspondem a pontos no interior do triangulo, a resposta passa a ser a soma das
contribuicdes lineares devidas aos componentes puros com as contribuices das
misturas binarias (NETO, 2010). Essas curvas representam a previsdo da variavel de
resposta para as varias combinaces dos componentes da mistura (CALADO, 2005). A
legenda das cores, indica que a regido em vermelho é a regido otimizada para extracdo
de fendlicos e mais expressiva para a capacidade antioxidante de acordo com o gréfico.

As Figuras 5 e 6 apresentam os graficos de superficie de resposta para os trés
modelos com o solvente extrator etanol 60% e Figuras 7 e 8 para o ensaio empregando
agua como solvente extrator. No modelo linear para a extracdo dos fendlicos com os
solventes etanol 60% e agua (Figura 5a e 7a), verifica-se que o extrato do residuo de
acerola apresenta 0 maior teor destes compostos. No modelo quadratico para os dois
solventes, observa-se que as misturas binarias entre os residuos de acerola e goiaba bem
como acerola e abacaxi (Figuras 5b e 7b) ndo apresentam valores acumulativos, o fato
de ocorrer a mistura binarias entre a acerola que apresenta os melhores valores de
fendlicos e os outros residuos diminuiria a expressdo dos compostos fenolicos, fato
observado com os dois solventes extratores.

O modelo cubico foi o que melhor se ajustou a extracdo de fenolicos (R°=0,97) e
a capacidade antioxidante (R?=0,99) empregando etanol 60% como solvente extrator,
porém com a agua como solvente, esse modelo ajustou-se apenas a extracdo de
fendlicos (R?=0,97). No entanto, a capacidade antioxidante do extrato aquoso ajustou-se
ao modelo quadratico (R°=0,80). Observa-se que a regido em que a extracdo dos
fenolicos foi mais expressiva corresponde a mistura da farinha de acerola e abacaxi,
bem como, a mistura das trés farinhas de residuos empregando etanol 60% como
solvente extrator, representada pelo ponto central do grafico de superficie de resposta
(Figura 5¢). Quando se usa a dgua como solvente extrato, evidencia-se que a regido
menos expressiva corresponde aquela da mistura da farinha de acerola com a de
abacaxi, enquanto que a mistura das trés farinhas se revela insatisfatoria (Figura 7c).
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Com a modelagem da superficie de resposta € possivel obter as predi¢cdes para
quaisquer composicdes das misturas (CORNELL, 1990). Assim, para o solvente
extrator etanol 60%, no gréfico de superficie de resposta para 0 modelo clbico (R*=
0,99) (Figura 6c¢), observa-se que existem melhores respostas para a capacidade
antioxidante em misturas binarias entre a acerola e o abacaxi; acerola com a goiaba e
em misturas ternarias envolvendo as trés farinhas dos residuos. Enquanto que com a
4gua como extrator, 0 modelo quadrético foi o que melhor se ajustou (R?*= 0,80),
evidenciando capacidade antioxidante expressivas com as misturas binarias de acerola e
goiaba (Figura 8b)

O residuo de acerola influenciou tanto na extracdo de fendlicos como na
capacidade antioxidante nos dois solventes quando comparado com os outros dois
residuos. Assim, a regido do espaco experimental mais proximo do residuo de acerola é
responsavel por gerar os melhores resultados de resposta (ajuste 6timo), tanto
isoladamente como associando as outras duas farinhas. Desta forma, é possivel
maximizar a extracdo de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante. Sendo assim,
as misturas de residuos podem ser consideradas uma boa alternativa para a obtencéo de
extratos, sem, contudo, haver a necessidade da industria processadora de frutas proceder

a individualizagdo dos residuos produzidos.
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As propocdes das farinhas dos residuos apontadas pelo planejamento
experimental simplex-centroide como as melhores para a obtencdo de extratos com
elevado teor de fendlicos e capacidade antioxidante, foram utilizadas nas mesmas
condi¢des em processo de extragdo utilizando metanol a 60% e acetona a 60%, cujos
teores de fenolicos extraidos encontram-se apresentados na Tabela 6. Estes solventes
sdo referenciados na literatura como bons extratores, raz&o que motivou testa-los com as

misturas de residuos e nas mesmas condi¢des dos ensaios empregando etanol 60%.

Tabela 6. Teor de compostos fenolicos equivalentes ao &cido galico (EAG) em extratos
obtidos a partir de residuos agroindustriais utilizando diferentes solventes.

Fendlicos (mg EAG/100g)

Residuos
Metanolico (60%)  Acetbnico (60%0) Etandlico (60%)
Ac 4386,0%¢ 5807,2°* 5213,5°°
Ac+Go 2788,2"° 4210,2°4 2857,7°8
Ac+Ab 2597,5"° 3177,7°4 2844, 7°AB
Act+Go+Ab 1815,5°¢ 2956,0°4 2588,0°®

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna e letras maidsculas iguais na linha néo difere
entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05). Ac: acerola (100%); Ac+Go: acerola (50%) + goiaba (50%);
Ac+Ab: acerola (50%) + Abacaxi (50%); Ac+Go+Ab: acerola (33%) + goiaba (33%) + abacaxi (33%).

A quantidade de compostos fendlicos extraida com os trés solventes foi
diferenciada entre si. A acetona apresentou maior eficAcia na extracdo destes
fitoquimicos, quando comparada com os demais solventes extratores (p <0,05). A
farinha do residuo de acerola propiciou a obtencdo de extratos hidroaceténico com
maior teor de fenolicos. No que se refere aos solventes extratores, em termos
quantitativos dos fendlicos extraidos a partir da farinha do residuo de acerola e da
mistura das farinhas dos trés residuos, observa-se que a extracdo obedeceu a seguinte
ordem: acetona>etanol>metanol.

A quantidade de fendlicos extraida a partir das misturas dos residuos de acerola
e goiaba bem como acerola e abacaxi foi maior no solvente acetona (p<0,05), porém
ndo houve diferencas significativas (p>0,05) entre os outros dois solventes extratores.
Independente da mistura dos residuos, o solvente metanol extraiu a menor quantidade
de fendlicos quando comparada com a quantidade extraida pelos outros solventes,
contudo, ndo houve diferenca estatistica ao comparar com os teores de fendlicos que
foram extraidos com etanol (p>0,05).

Os maiores teores de fendlicos extraidos com metanol foram a partir da farinha

do residuo de acerola (4386,0 mg EAG/100g), valor mais expressivo do que o obtido
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por Oliveira et al. (2009) (681+53,5 mg EAG/100g) para extratos do residuo de acerola
com metanol sem a adicdo de 4gua e empregando a temperatura de 60°C. Estes autores,
também observaram que o teor de fendlicos desse extrato metandlico foi
aproximadamente duas e dez vezes mais elevados do que o dos extratos metanolicos de
residuos de maracuja e abacaxi, respectivamente.

Moo-Huchin et al. (2015) ao avaliarem o teor de fenolicos totais de cascas de
caju amarelo e vermelho extraidos com metanol 80% por 30 minutos a 40°C
encontraram valores de 633,2 + 22,2 mg EAG/100 g e de 1316,8 + 45,7 mg de
EAG/100 g, respectivamente. A extracdo de compostos fenolicos efetuada com metanol
60% acidificado, sob agitacdo por 2 horas, a temperatura ambiente, a partir de 14 frutas
frescas comumente consumidas na india, foi de 0 374 + 20.9 mg EAG/100g para o
fruto da goiaba e de 48 + 7,1 mg EAG/100g para o abacaxi (REDDY et al., 2009).
Residuos de abacaxi e de goiaba, secos a temperatura de 60 °C por 12 horas, e
submetidos a extracdo de fenodlicos totais, respectivamente, por extragdo sequencial
com metanol 50% em temperatura ambiente sob agitacdo por 60 min, seguida pela
extracdo com acetona 70% e agitacdo por 60 minutos em temperatura ambiente, bem
como por maceragdo com etanol a temperatura ambiente por 24 horas apresentaram,
respectivamente, 129 e 39 mg EAG/100g (MARTINEZ et al., 2012). Frutas de goiaba
submetidas a extracdo sequencial com metanol 50% acidificado e acetona 70%,
exibiram valores de fendlicos de 192 mg EAG/100g de peso fresco quando analisadas
por Contreras-Calderon et al. (2011).

Valores de fendlicos totais diferente dos encontrados neste estudo, foram
reportados por Silva et al (2014) ao extrairem estes fitoquimicos dos residuos de
acerola, abacaxi e goiaba, tanto por processo de extragdo com solventes isolados como
sequencial, em temperatura ambiente, com etanol 50% e acetona 70%. Os extratos
hidroetandlicos e hidroacetonicos combinados apresentaram teor de fenolicos de
7265,29 + 16,78 mg EAG/100g para o residuo de acerola; 2787,09 + 225,38 mg
EAG/100g para o residuo de abacaxi e 1987,19 + 8,06 mg EAG/100g de para o residuo
de goiaba. Constata-se que os teores de fendlicos extraidos do residuo de acerola por
estes autores foram mais expressivos do gque 0s encontrados neste estudo.

Em bagacos secos de uvas Merlot e Cabernet empregando acetona 50% a 60°C
foi obtidos teores de fendlicos totais de 2020 mg de EAG/100g para ambos solventes
(LU, FOO, 1999; LUXIMON-RAMMA et al., 2003; SUN et al., 2002). Estes valores
foram inferiores aos extraidos da mistura dos trés residuos com com acetona 60%.
Vatai et al. (2009), observaram que houve um aumento na extracdo de fendlicos a
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temperatura de 60°C, quando comparado com as temperaturas de extracdo de 20 e 40°C,
independente do solvente utilizado. Este fato, também, foi constatado por outros autores
(PINELO et al., 2005; TURKER; ERDOGDU, 2006; SPIGNO; DE FAVERI, 2007).
Em geral, a eficiéncia da extracdo, empregando temperaturas mais elevadas se deve a
maior capacidade dos solvente para solubilizar os fitoquimicos de material vegetal, em
decorréncia da reducdo da tensdo e da viscosidade do solvente, levando a melhor
dissolucdo e penetracdo na matriz da amostra (MANDAL; MOHAN; HEMALATHA,
2007). Outro fator que contribui para a extracdo dos fendlicos em frutas e residuos
agroindustriais refere-se a concentracdo e tipo de substancias fenolicas presente no
material, bem como, a polaridade do solvente extrator (NACZK; SHAHIDI, 2006).

As discordancias encontradas entre os teores de fendlicos totais deste estudo
com os dados da literatura podem ser justificadas, também, pelos fatores que podem
influenciar nos niveis de compostos bioativos em frutas e, consequentemente, nos seus
residuos agroindustriais, tais como fatores ambientais, origem geogréfica, tipo de
cultivo, clima, solo, colheita e tempo de armazenamento, diferencas de variedades,
fatores genéticos, maturacdo e estacdo do ano (IMEH; KHOKHAR 2002;
MALLAVADHANI et al., 2006; DENG, et al., 2010). Por outro lado, ndo se pode
excluir a possivel presencga de outros componentes antioxidantes naturalmente presentes
nos residuos possam interferir na quantificacdo dos fenodlicos, a exemplo do &cido
ascorbico que reduz os hidratos de carbono, como também pode reduzir o reagente de
Folin usado na determinacdo dos fendlicos totais (STRATIL et al. 2007),
superestimando os teores destes fitoquimicos.

As misturas de solventes e agua sdo mais eficientes para a extrac¢do de fendlicos
do que o sistema de solvente Gnico (SPIGNO et al., 2007b). Este fato é suportado pelo
aparecimento de derivados de glicosideos de alguns compostos fendlicos que ocorrem
naturalmente em materiais de plantas, sendo estes mais soluveis em agua (SHAHIDI et
al., 2004). De acordo com alguns autores, a adicdo de agua a solventes organicos tais
como metanol, etanol e acetona, cria um meio mais polar que facilita a extracdo de
compostos fendlicos (SPIGNO et al., 2007; MARTINS et al., 2012). Em geral, as
formas agliconas altamente hidroxiladas dos compostos fenolicos sdo soluveis em
alcoois, como etanol e metanol (ARTS; HOLLMAN, 1998). Solventes menos polares,
como acetato de etila, acetona e cloroférmio sdo utilizados para os compostos menos
polares e as formas de agliconas altamente metoxiladas que sdo mais comuns em cascas
de frutas (LAFKA et al., 2007).
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os relatos de alguns autores,
em que a mistura 4gua e acetona é considerada um solvente eficaz para a extracdo de
compostos fendlicos de subprodutos de frutas (SHUI; LEONG, 2006; WOLFE, et al.
2003). No entanto, para os extratos hidroacetdnicos, assim como os hidrometanolicos
serem empregados em alimentos se faz necessario remover estes solventes dos extratos
em decorréncia de sua tocixidade.

Considerando as possiveis toxicidades, inviabiliza-se a aplicacdo dos extratos
hidrometanolico e hidroaceténico no alimento, tornando essencial remover os solventes
antes da aplicacdo do extrato. Portanto, torna-se relevante averiguar a ocorréncia de
perdas significativas no teor dos compostos fendlicos extraidos com estes solventes,
uma vez que os extratos sao submetidos a evaporagao a vacuo a 60°C, com o intuito de
remover estes solventes. Na Tabela 7, observa-se que todos os extratos hidroaceténicos
como os hidrometanolicos, com excecdo do obtido com as misturas acerola e goiaba
bem como acerola, goiaba e abacaxi, com este ultimo solvente, o processo de
evaporacgdo reduziu de forma significativa o teor de fendlicos extraidos. No extrato
hidroetandlico, constata-se que também houve reducéo para os extratos da acerola e da
mistura acerola e abacaxi. Possivelmente, estes extratos aportavam compostos mais
sensiveis as condi¢cdes empregadas no processo de evaporacao. Desta forma, o etanol
por ser um solvente de baixa toxicidade, é possivel adicionar o extrato etanélico aos
alimentos sem haver necessidade de remover o solvente do extrato, apresenta-se,

juntamente com a agua, como solventes mais apropriados para a extracdo de fendlicos.

Tabela 7. Teor de compostos fendlicos equivalentes ao &cido galico (EAG) de extratos
de residuos agroindustriais.

Fenolicos (mg EAG /100g)

Metandlico (60%0) Acetdnico (60%0) Etanolico (60%6)
Resid
esIcUos N&o *Evaporado N&o *Evaporado N&o *Evaporado
evaporado evaporado evaporado
Ac 4386,0°  3776,7°  5807,2°  4768,7°  52135° 4265,

Ac+Go 2788,2° 2721,2°  4210,2° 2593,5° 2857,7° 2904, 72
Ac+AD 2597,5% 2322,7° 3177, 7 2338,2° 2844, 7° 2244 2°
Ac+Go+Ab  18155° 1720,5° 2956,0° 2385,5" 2588,0° 251522

*Evaporado: extratos cujo solvente extrator foi retirado por evaporacdo sob pressao reduzida. Médias dos
extratos (ndo evaporado e evaporado), obtidos com o mesmo solvente, seguidas por letras iguais na linha
ndo difere entre si pelo teste t (p< 0,05). Ac: acerola (100%); Ac+Go: acerola (50%) + goiaba (50%);
Ac+Ab: acerola (50%) + Abacaxi (50%); Ac+Go+Ab: acerola (33%) + goiaba (33%) + abacaxi (33%).

Shirahigue et al. (2010) ao utilizarem residuos de uva Isabel e Niagara extraidos

com etanol 80%, evaporados e reconstituidos em agua, obtiveram valores de fenolicos
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de 430,55 e 522,22 mg de EAG/100g de residuo seco, respectivamente. Estes valores
estdo muito inferiores aos encontrados dos residuos deste estudo, tendo em vista que o
extrato hidroetandlico de todos os residuos foi superior a 2000 mg de EAG/100g, com
destaque para o valor de fendlicos totais do extrato hidroetanolico do residuo de acerola
(4265,0 mg de EAG/100g).

Considerando a classificacdo estabelecida por Silva et al. (2014) para frutas com
teor de fenolicos baixo (<500 mg EAG/100 g de residuo seco), médio (500-2.500 mg
EAG/100 g de residuo seco) e elevado (> 2500 mg EAG/100 g de residuo seco),
constata-se que os extratos obtidos com misturas de farinhas do residuo de acerola e
abacaxi, independente do solvente extrator, apés serem submetidos a evaporacao,
enquadram-se na classificacdo de médio teor de compostos fendlicos. O extrato
hidroacetdnico da mistura dos trés residuos, ap6s evaporacdo, também pode ser
considerado de teor médio de fendlicos, enquanto que os demais extratos podem ser
classificados como de alto teor de fendlicos (> 2.500 mg EAG/100 g).

Como foi constatada a reducdo nos teores de fendlicos totais dos extratos
submetidos ao processo de evaporacao dos solventes, a capacidade de sequestro destes
extratos (antes e apds a evaporacdo) frente ao radical DPPH foi mensurada, e 0s
resultados apresentados na Tabela 8. Evidencia-se que 0 processo de evaporagdo dos
extratos reduziu de forma significativa a capacidade antioxidante nos extratos do
residuo de acerola, mantendo-se inalterada nos extratos oriundos das trés misturas dos
residuos. Outros extratos, dependente do solvente, também tiveram sua acdo alterada,
apresentando reducdo sigificativa, ou mantendo-se inalterada, conforme demonstrado na
Tabela 8.

Tabela 8. Capacidade de sequestro do radical DPPH de extratos da farinha de residuos
agroindustriais

Sequestro do radical DPPH (%)

Metanélico (60%o) Acetdnico (60%0) Etandlico (60%)
Residuos _ _ _
Nao Evaporado Nao Evaporado Nao Evaporado
evaporado evaporado evaporado
AC 87,58°  75,06° 91,62° 80,13° 86,14° 79,85"
A+G 78,13*  73,56° 89,48° 74,88" 73,29° 74,99°

A+AB 67,96° 78,52° 66,10° 69,422 72,778 58,93°
A+G+AB 62,307 54,232 82,332 85,832 66,90° 68,342

*Evaporado: extratos cujo solvente extrator foi retirado por evaporacao sob pressdo reduzida. Médias dos
extratos (ndo evaporado e evaporado), obtidos com o mesmo solvente, seguidas por letras iguais na linha
ndo difere entre si pelo teste t (p< 0,05). Ac: acerola (100%); Ac+Go: acerola (50%) + goiaba (50%);
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Ac+Ab: acerola (50%) + Abacaxi (50%); Ac+Go+Ab: acerola (33%) + goiaba (33%) + abacaxi (33%).
Sequestro do radical DPPH (%) aos 5 min da reacao.

Possivelmente, as alteracfes na capacidade antioxidante dos extratos podem ser
justificadas, ndo so pela reducéo no teor de fendlicos dos extratos, mas, também, pela
interacdo entre os polifendis presentes no meio. E bem conhecida a tendéncia destas
moléculas de combinar-se por reacBes de polimerizacdo, promovendo uma
complexidade molecular, e diminuindo, assim, a disponibilidade dos grupos hidroxila.
Estas reacOes ocorrem, provalvelmente em maior extensdo, em sistemas onde existe
maior concentragdo de moléculas com poder antioxidante, tendo em vista que favorece
a possibilidade de colisGes efetivas entre moléculas individuais, com consequente
reducdo de interacdo entre estas moleculas e o radical DPPH (PINELO et al., 2004).

Shirahigue et al. (2010) relataram que a capacidade de sequestro do radical
DPPH dos extratos etandlicos dos residuo de uva Niagara e Isabel foi de 44,47 + 9,19 e
47,29 + 5,79%, respectivamente, considerando-a baixa. Assim, levando em conta que a
capacidade de sequestro do radical DPPH de todos os extratos foi superior a 60%, com
excecdo do extrato metandlico da mistura dos trés residuos (54,23%) e do extrato
etandlico da mistura acerola e abacaxi (58,93%), pode-se afirmar que os extratos das
misturas exibem uma capacidade antioxidante de média a forte.

Os dados obtidos revelam que a acetona, embora tenha apresentado eficacia na
extracdo de compostos fendlicos a partir das misturas de residuos agroindustriais, ndo
parece viavel emprega-la como solvente extrator. Pois, para aplicar o0 extrato
hidroacetbnico em alimento se faz necessario submeté-lo a processos para retirada do
solvente, o0 que demanda tempo, energia e reducdo no teor de fenolicos extraidos, além
de comprometer a capacidade antioxidante do extrato. Sendo assim, o0 uso tanto do
etanol como da dgua como solventes extratores sdo mais recomendados tendo em vista
que a etapa para remocao do solvente é dispensavel.

Além dos extratos hidrometandlicos, hidroacetonico e o hidroetanolico, ndo
evaporados, 0s extratos aquosos das misturas dos residuos foram submetidos aos
ensaios de sequestro do radical ABTS, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 9.
Observa-se que todos os extratos exibiram acdo antioxidante frente a este radical,
entretanto em intensidade diferenciada. Os extratos hidrometanolico, hidroacetonico e
hidroetandlico do residuo de acerola exibiram os maiores valores de TEAC, 0s quais

foram superiores aos dos extratos das demais misturas de farinha dos residuos (p<0,05).
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Tabela 9. Capacidade antioxidante de extratos da farinha do residuo agroindustriais
através do radical ABTS.

Farinha TEAC (UM Trolox/g de farinha)
Metanol 60 % Acetona 60 % Etanol 60% Agua
A 33,70 ¢ 67,7572 46,7982 14,84PP
A+G 22.364° 24,75AP 28,57 AP 24,3842
A+AB 15,66 ¢ ¢ 32,33AP 18,23¢¢ 23,8982
A+G+AB 15,97°¢¢ 25,57 AP 20,458¢ 14,70¢P

TEAC= atividade antioxidante em equivalente Trolox (6 minutos). Os valores referem-se a média de trés
determinagdes. Médias seguidas por letras mailsculas iguais na linha e por letras mindsculas iguais na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (>0,05).

Extratos hidroetandlico a 40% e 75% de residuos de uvas (Vitis vinifera L.) das
variedades branca e vermelhas exibiram, respectivamente, 48,10 e 169,86 uM Trolox/g
de residuo seco e 36,56 e 175,10 uM Trolox/g de residuo seco (DOMINGUEZ-
PERLES et al., 2014). Em extratos hidroetandlico de residuo de manga, maracuja,
abacaxi e goiaba, Martinez et al. (2012) relatam que a capacidade de sequestro do
radical ABTS foi de 15,3 + 1,45; 2,1 +0,25; 1,7+ 0,20e 1,9 £ 0,05 uM Trolox/g de
amostra seca, respectivamente. Nora et al. (2014) ao avaliarem extrato combinado
(metandlico 50% e acetdnico 70%) de goiaba vermelha obteve valores de capacidade
antioxidante de 248,6 UM Trolox/g de fruta seca. Residuos agroindustriais de acerola
foram submetidos a extracdo com metanol 80%, acetona 80% e etanol 80%
separadamente, sendo a extracdo sequencial a temperatura ambiente com 3 ciclos de 20
minutos cada, resultando em extratos metandlicos, acetonicos e etandlicos com valores
respectivos de capacidade antioxidante de 114550+45,81, 291,71+20,90 e
1445,10+73,07 uM Trolox/g de farinha (CAETANO et al. 2011).

Os resultados da capacidade de sequestro do radical ABTS, diferentemente da
capacidade de sequestro do DPPH, pode sofrer influéncia dos carotenoides, uma vez
que sdo capazes de reagir com o radical ABTS (RE et al., 1999; MULLER et al., 2011).
Outro fator que, também pode influénciar na agdo antioxidante, é o processo de
secagem da matéria prima. Pesquisas recentes sugerem que o aumento significativo da
capacidade antioxidante de frutas e de residuos agroindustriais, apds a secagem, pode
ser devido & ocorréncia de uma parcial oxidacdo dos polifendis, promovendo maior
capacidade antioxidante do que a dos fenélicos ndo oxidados (LOPEZ-NICOLAS;
GARCIA-CARMONA, 2010). Isso pode ser explicado pelo fato da secagem propiciar a
ocorréncia da reagdo de Maillard, que leva a formagéo de novos compostos com elevada
capacidade antioxidante (QUE et al, 2008; MIRANDA et al, 2009). Esses compostos

apresentam uma atividade antioxidante consideravel e estdo geralmente associados com
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a formacdo de melanoidinas, responsaveis pela cor castanha dos produtos
(MANZOCCO et al., 2001).

Vaérios estudos tém mostraram uma correlagdo positiva entre o teor total de
compostos fenolicos e a atividade antioxidante em plantas (BENZIE; SZETO, 1999;
LUGASI; HOVARI, 2003). Considerando que a correlacdo € dita perfeita quando r=1
pode-se classifica-la em forte (0,8< r <1), moderada (0,5 <r<0,8), fraca (0,1 <r<0,5)
e infima (0 < r < 0,1) de acordo com Santos, Carla (2007), evidencia-se na Tabela 10
que os extratos aquosos das misturas de farinhas dos residuos de acerola e goiaba, da
mistura das farinhas dos residuos de acerola e abacaxi, bem como, o extrato metandlico
da mistura das farinhas dos trés residuos apresentaram uma correlagéo forte e positiva
(r=0,9666; r=0,9632 e r=0,9731, respectivamente). Este dado demonstra que ao
aumentar a concentracdo de fenolicos do extrato, aumenta-se a capacidade antioxidante
dos extratos.

Tabela 10. Capacidade de sequestro do radical DPPH em funcdo da concentracdo de
fendlicos nos extratos dos residuos agroindustriais.

% sequestro Coef(ijc(:aiente
EXTRATOS Concentragcao de fendlicos dos ~ correlagdo
extratos de Pearson
40pg/mL 60pg/mL  100pg/mL (r
Acerola (100%) 81,35  88,01° 87,81° 0,7384
Acerola (50%)+Goiaba (50%) 88,65° 90,50° 90,06° 0,5863
Metandlico | Acerola (509%)+Abacaxi (50%) 85,77° 88,772 85,28" -0,3139
Acerola (33%) + Goiaba (33%) + a a a
Abacaxi (33%) 89,16 90,02 90,76 0,9731
Acerola (100%) 80,68" 87,52° 84,06° 0,3209
Acerola (50%)+Goiaba (50%) 92,23% 93,23% 91,30° -0,6356
Acetonico | Acerola (50%)+Abacaxi (50%) 83,46° 87,25 86,35° 0,5874
Acerola (33%) + Goiaba (33%) + a a b
Abacaxi (33%) 89,21 89,05 85,32 -0,9562
Acerola (100%) 88,56 89,18 86,50" -0,8492
Acerola (50%)+Goiaba (50%) 89,08° 89,09° 86,09° -0,9440
Etanolico | Acerola (50%)+Abacaxi (50%) 87,93° 89,782 86,12° -0,6499
Acerola (33%) + Goiaba (33%) + a a b
Abacaxi (33%) 89,10 89,34 86,03 -0,9216
Acerola (100%) 69,42°  85,45° 84,33 0,7135
Acerola (50%)+Goiaba (50%) 69,19¢ 79,02° 86,75 0,9666
AQuoso | Acerola (50%)+Abacaxi (50%) 71,72° 79,49° 85,32° 0,9632
Acerola (33%) + Goiaba (33%) + b a a
Abacaxi (33%) 72,24 84,37 82,93 0,6803

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo difere entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05). Sequestro do
radical DPPH (%) aos 5 min da reacéo.
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Observa-se, ainda, que os extratos acetdnicos e etanolicos da mistura das
farinhas dos trés residuos a correlacdo foi forte e negativa (r=-0,9562; r=-0,9216,
respectivamente), demostrando que aumentando a concentracdo de fendlicos dos
extratos ocorre reducdo significativa da acdo antioxidante. Nos demais extratos esta
correlacdo foi de fraca a moderada. A correlagéo direta entre teor de fendlicos e a acédo
antioxidante, ainda ndo estd bem estabelecida. A acdo antioxidante, em alguns casos
depende da estrutura quimica do composto bioativo, da presenca no meio de reacao de
outros compostos que possam interagir com 0s compostos bioativos, bem como de
sinergismos entre os fendlicos, entre outros fatores (CHAIYASIT et al., 2007;
SHIRAHIGUE et. al., 2010; Ll et al., 2011; ZHONG; SHAHIDI 2011).

CONCLUSOES

Os residuos agroindustriais de abacaxi, acerola e goiaba descartados pelas
indUstrias de polpa congelada, apresentam em sua composi¢do, além de compostos
fenolicos, minerais, lipideos e proteinas e quantidades expressivas de carboidratos
totais.

A participacdo da farinha do residuo de acerola nas misturas bindrias e ternarias
foi relevante para a obtencdo de extratos com elevada concentracdo de compostos
fenolicos e forte capacidade antioxidante.

A quantidade de compostos fenolicos extraidos das misturas binarias e ternarias
foi maior ao empregar a acetona a 60% como solvente extrator. No entanto, para
aplicacdo de extratos hidroacetonico em alimentos, em face da toxicidade deste
solvente, se faz necessério a adogdo de procedimento operacional para a sua remocao.
Este procedimento reduz a concentracdo de fenodlicos e a capacidade antioxidante dos
extratos. Assim, 0 uso tanto do etanol como da agua como solventes extratores sao mais
recomendados tendo em vista que a etapa para remogéo do solvente é dispensavel.

Os resultados obtidos indicam que as misturas de farinhas dos residuos
agroindustriais podem ser consideradas como uma boa alternativa para a obtencdo de
extratos com elevado teor de fendlicos, com perspectiva de aplicagdo em alimentos.
Estas misturas, também, se apresentam promissoras para serem usadas como
ingredientes no desenvolvimento de novos produtos, frente a concentracdo de

compostos bioativos, com propriedade antioxidante.
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