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RESUMO

Atividade antioxidante de extratos vegetais: estudo das condi¢cdes de extracao
e aplicacdo em sistema lipidico

A oxidacdo lipidica é uma das principais reacdes de deterioracdo em
alimentos, provocando perdas em qualidade e valor nutricional. Para evitar este
problema a industria utiliza antioxidantes, substancias capazes de retardar essas
reacoes. Os compostos fendlicos constituem-se na principal substancia antioxidante
utilizada e encontrada em alimentos, sendo que estes podem estar presentes em
varias matérias primas vegetais e em residuos agroindustriais, desprezados pela
industria. O objetivo do presente trabalho foi estudar as condicfes de extracdo de
compostos fendlicos de frutos de acerola (Malpighia emarginata), borra de café
(Coffea arabica) e casca de lichia (Litchi chinensis), bem como avaliar sua atividade
antioxidante in vitro e sua aplicacdo em emulsdes. Para extragdo dos compostos
fendlicos foi aplicada a metodologia de superficies resposta, visando a definicdo da
melhor combinacdo de variaveis (concentracdo de etanol, temperatura e tempo)
para a maxima recuperacdo de compostos fenodlicos. A avaliacdo da atividade
antioxidante se deu pela estabilizacdo do radical DPPH e estudo da cinética da
reacdo em comparacao ao antioxidante sintético TBHQ. Além disso, foi avaliada a
atividade antioxidante dos extratos adicionados a emulsdes em diferentes
concentracdes (50 a 200 mg.kg™), submetidas a teste acelerado de oxidac&o. O
estudo das condicdes de extracdo evidenciou que os compostos fendlicos de cada
matriz devem ser extraidos em condi¢cfes distintas. Extratos de frutos de acerola
apresentaram o maior teor de compostos fendlicos totais quando foi utilizada apenas
agua como solvente (175,87 mg GAE.g™Y), seguido pelos extratos de borra de café e
de casca de lichia extraidos com solucBes etandlicas (26,37 e 25,87 mg GAE.g™
respectivamente). O estudo da cinética de estabilizacdo do radical DPPH
demonstrou que o extrato de acerola foi 0 mais eficiente, seguido pelos extratos de
casca de lichia e de borra de café (650,53; 43,09 e 38,74 de TEAC,
respectivamente). O estudo de aplicacdo dos extratos em sistema modelo, com
acompanhamento da oxidacdo por meio da determinacdo de hidroperéxidos
formados (mmol.kg?), indicou que somente o extrato de acerola, em todas as
concentracdes utilizadas, apresentou efeito comparavel ao TBHQ. Os extratos de
casca de lichia e de borra de café, em qualquer concentracdo utilizada, nao
apresentaram a mesma protecdo a oxidacao lipidica. Com os resultados obtidos
pode-se concluir que cada matriz se comporta de uma forma na extracdo de
compostos fendlicos, e dai vem a necessidade de se realizar estudo das condi¢gbes
de preparo dos extratos para cada amostra. O extrato de acerola se mostrou 0 mais
eficiente, tanto na cinética de estabilizacdo do radical DPPH quanto na inibicdo da
oxidacdo no sistema lipidico estudado. No entanto mais trabalhos sdo necessarios
para avaliar diferentes sistemas de oxidacdo, bem como estudos toxicoldgicos para
garantir niveis seguros de consumo.

Palavras-chave: Antioxidantes sintéticos e naturais; Acerola; Borra de café; Casca
de lichia; Superficie de resposta; Oxidacéo lipidica



14



15

ABSTRACT

Antioxidant activity of vegetable extracts: study of extraction conditions and
evaluation in lipid system

The oxidation is one of major deterioration in food lipids, causing losses in
quality and nutritional value. To avoid this, antioxidants are used and the phenolic
compounds are the main component of antioxidant applied and presented in foods,
and also may be present in agroindustrial residues, usually discarded by the industry.
The objective of this study was to identify ideal conditions to extract phenolic
compounds from acerola fruits (Malpighia emarginata), coffee grounds (Coffea
arabica) and lychee skins (Litchi chinensis) by means of surface response
methodology (RSM), evaluation of antioxidant activity of extracts in in vitro essays,
application of selected extracts in emulsions systems during accelerated test. The
response surface methodology was applied to each material in order to identify the
effects of temperature, ethanol concentration and time in extraction processes.
Antioxidant activity by DPPH stabilization and its kinectis evaluation were performed
and compared to TBHQ. Furthermore, selected extracts (50 to 200 mg.kg™) were
added in emulsion system and subject to accelerated oxidation test. RSM have
shown that phenolic compounds of each material are extractable in different
conditions. Acerola fruits agueous extracts present maximum phenolic content
(175.87 mg GAE.g") and the higher DPPH antioxidant activity, followed by coffee
grounds and lychee skins extracts (26.37 and 25.87 mg GAE.g™). Acerola extracts
also presented the best stabilization of DPPH in kinetic study, with results
comparable to the TBHQ effect (650.53 TEAC). Acerola extract added to the
emulsion showed a good antioxidant effect in all concentrations during accelerated
test, resulting in final oxidation levels (mmol hydroperoxides kg-1) comparable to
TBHQ in the same concentration. Coffee grounds and lychee skins extracts were not
efficient in avoid hydroperoxides increasing. Results showed the importance of
studying extractions conditions for each material. Acerola extract showed the most
efficient antioxidant activity both in DPPH kinetics DPPH stabilization and inhibition of
lipid oxidation in the system studied. However, further work is needed to evaluate
different oxidation systems, as well as toxicological studies to ensure safe levels of
consumption.

Keywords: Synthetic and natural antioxidants; Acerola fruits; Coffee grounds; Lychee
skins; Response surface methodology; Oxidation
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1 INTRODUCAO

A rancificacdo de lipidios € uma das principais reacdes de deterioracdo dos
alimentos, levando ao surgimento de sabores e odores que muitas vezes
descaracterizam o produto. Essa reacdo de deterioracdo causa perda de qualidade
e reducdo no valor nutritivo do alimento. Devido a isso a industria utiliza-se de
antioxidantes, substancias capazes de impedir e/ou retardar as reacfes de
oxidagdo. Uma série de antioxidantes esta disponivel no mercado, classificados em
sintéticos ou naturais. Os sintéticos sdo muitos utilizados ha anos pelas inddstrias do
setor, e em geral mostram-se eficientes no controle das reacdes de oxidacdo. No
entanto nos Ultimos anos tém-se questionado a inocuidade destes a saude do
consumidor, o que leva a uma tendéncia em substitui-los por antioxidantes naturais,
mesmo ndo havendo trabalhos suficientes que também atestem concentracfes
seguras de consumo destes.

A industria de alimentos gera residuos com potencial de uso como
antioxidante, por apresentarem compostos fendlicos em sua composi¢ao, tais como
cascas, tortas, bagaco entre outros. A reutilizacédo destes produtos para recuperacao
dessas substancias desperta o interesse da comunidade cientifica a fim de dar fins
alternativos a estes residuos, que muitas vezes sdo descartados e que poderiam
ser fontes alternativas de antioxidantes naturais, que possam vir a ser utilizados
pelas industrias.

A borra de café e a casca de lichia sdo matrizes oriundas de industrias
alimenticias e sdo tratadas como residuos, sendo que podem apresentar
guantidades apreciaveis de compostos fendlicos. A acerola € uma matéria prima que
se destaca pelo seu alto teor de compostos bioativos, como o &acido ascorbico e
compostos fendlicos. No entanto sdo escassos na literatura trabalhos que visem
estudos da extracdo de compostos fendlicos e avaliem a atividade antioxidante
destes comparado a antioxidantes sintéticos e em emulsdes lipidicas.

Neste contexto, o presente trabalho foi conduzido visando avaliar o efeito de
alguns parametros na extragdo de compostos fendlicos em de frutos de acerola e de
residuos agroindustriais (borra de café e casca de lichia), por meio da metodologia
de superficie resposta, bem como avaliar a atividade antioxidante dos extratos
obtidos nas condi¢cdes selecionadas frente a radicais estaveis e em sistema de

emulsdo submetido a oxidacdo, comparando a eficiéncia com o TBHQ. Dentre os
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varios solventes utilizados para extracdo de compostos fendlicos de matrizes
vegetais, o etanol e agua apresentam a vantagem de seguranca, sob o ponto de
vista toxicolégico e ambiental, quando comparado a acetona, metanol e outros
solventes organicos. Por isso foram selecionados para os estudos desenvolvidos
nesse trabalho.

O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliografica sobre antioxidantes
naturais e sintéticos.

Nos Capitulos 3, 4 e 5 sédo discutidos os resultados do estudo da extracao
de compostos fendlicos de dois residuos agroindustriais (borra de café e casca de
lichia) e de frutos de acerola, e € apresentado estudo sobre atividade antioxidante
dos extratos obtidos em ensaios in vitro.

E por fim, o Capitulo 6 apresenta os resultados da aplicacdo dos extratos

produzidos em condi¢des otimizadas em um sistema modelo de base lipidica.
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2 ANTIOXIDANTES SINTETICOS E NATURAIS E RELACAO COM A SAUDE

Resumo

Os antioxidantes sintéticos sdo substancias extremamente importantes na
industria, uma vez que estdo diretamente relacionados com o aumento da vida util
de muitos produtos. No entanto, varios estudos estdo sendo realizados com o
objetivo de substitui-los por antioxidantes naturais, uma vez que 0s sintéticos podem
prejudicar a saude dos consumidores. Este trabalho apresenta uma revisdo das
pesquisas realizadas com antioxidantes sintéticos e naturais, que avaliaram o efeito
de ambos, ndo s6 na oxidacao de lipidios, mas também nos organismos. Resultados
conflitantes foram encontrados, o que leva a conclusdo de que € necessario um
maior numero de estudos, tanto para determinar a atividade antioxidante quanto
para definir a agdo toxicoldgica dos sintéticos e naturais.

Palavras-chave: Antioxidante; Fendlicos; Toxicologia

Abstract

Synthetic antioxidants are extremely important substances in the industry
since they are directly related to the increase of shelf life of food products. However
several studies are being conducted with the aim to replace synthetic antioxidants by
natural ones, since the synthetic apparently can damage the health of consumers.
This paper presents a review of researches conducted on synthetic and natural
antioxidants that evaluated the effects not only in the lipid oxidation but also in
organisms. Conflicting results were found, leading to the conclusion that antioxidant
mechanism and toxicological studies on both synthetic and natural antioxidants, are
needed.

Keywords: Antioxidant; Phenolics; Toxicology

2.1 Antioxidantes

Antioxidantes podem ser definidos como compostos capazes de retardar ou
inibir a oxidacdo ocorrida em lipidios ou em outras moléculas, evitando o inicio ou
bloqueando a propagacao das reacfes de oxidacdo em cadeia de diferentes modos,
como ilustrado na Figura 1. Os compostos fenolicos, em geral, apresentam elevada
atividade antioxidante devido as suas propriedades de oxido-reducéao, quelando o
oxigénio triplete e singlete e/ou decompondo peroxidos atravées da doacdo de
prétons, comportando-se como &cido de Lewis (MUKAI et al., 1993; BRENNA,;
PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG, 2001; RAMALHO; GORGE, 2006).



20

5

i

2 4
1 3
i l ROOH +H,0
i RH J/ !
37 Kcal moll | s Cu™, Fe™ RH
30, e 10, ROOH — "~ 5 RO*+*0H R* ROO"

Luz + sensores

1: Armarenamento em atmosfera inerte, antioxidante tipo vit. C

RH

2: Armazenamento ao frio/escuro
3: Decomposicdo de peroxido para produtos estaveis (vit. E.)
4: Remocao de catalisadores (ac. citrico, lecitina)

5: Remocéo deradicais (tocoferol, antioxidantes sintéticos)

Figura 1 - Formac&o de radicais livres e possibilidades de controle com antioxidantes
Fonte: Araujo (2008)

Duas classificacdes basicas sdo conferidas aos antioxidantes: sintéticos ou
naturais. De modo geral os sintéticos sdo compostos fendlicos contendo varios
graus de substitutos de alquila, enquanto que os naturais podem ser compostos
fendlicos, quinona, lactona entre outros. Os antioxidantes sintéticos sdo largamente
utilizados na industria de alimentos devido a sua alta capacidade antioxidante e
notavel atuacdo no retardo das reacdes de oxidacao, devido a isso eles sao alvos de
estudos relacionados com sua eficiéncia e toxicologia (MUKAI et al., 1993; ZHENG;
WANG, 2001; ARAUJO, 2008).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos sdo os
polifendis, sendo os principais o butil hidroxianisol (BHA) (IUPAC: 2-terc-butil-4-
metoxifenol), butil hidroxitolueno (BHT) (IUPAC: 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), terc
butil hidroquinona (TBHQ) a (IUPAC: 2-terc-butilbenzeno-1,4-diol) e propil galato
(PG) (IUPAC: propil 3,4,5-trihidroxibenzoato). A estrutura destes compostos permite
a doacdo de um proton a um radical livre gerado no processo de oxidacao,
interrompendo assim 0 mecanismo pelo qual a reacdo ocorre e a geracao de
compostos indesejaveis as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos.
Desse modo, os derivados fendlicos transformam-se em radicais livres que possuem

Y

baixa reatividade gracas a estabilizacdo que a ressonancia do anel aroméatico
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proporciona, nao propagando ou promovendo as reacdes de oxidacdo (OMURA,
1995).

Os antioxidantes naturais compreendem uma vasta classe de compostos
quimicos, que atuam de diferentes meios na oxidacao de lipidios, doando prétons
(antioxidante priméario), como os compostos fendlicos, e/ou quelando com
catalisadores da reacdo de oxidagdo (sinergisticos), como o0s &cidos citrico e
ascorbico. Dentre os antioxidantes naturais mais utilizados destacam-se os acidos
fendlicos, tocoferbis e extratos de plantas, como salvia e alecrim (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Para que um antioxidante seja considerado in6cuo, a dose letal mediana
(LDso) ndo pode ser menor que 1.000 mg kg™ de peso vivo, além de ndo apresentar
efeitos significativos adversos em animais experimentais em testes a longo prazo,
em niveis de 100 vezes o proposto para o consumo humano (ARAUJO, 2008).

Mesmo com a alta eficiéncia dos antioxidantes sintéticos cientificamente
comprovada, a partir do inicio da década de 80, o interesse em encontrar
antioxidantes naturais para a utilizacdo na industria de alimentos, aumentou
consideravelmente, com o intuito de substituir os sintéticos, os quais tém sido
restringidos devido ao seu potencial de toxicidade (DEGASPARI; WASZCYNSKYJ,
2004).

Diversos trabalhos avaliaram os antioxidantes sintéticos a fim de determinar
os efeitos adversos que estes podem causar em animais experimentais. Alguns
destes trabalhos relacionam-nos o potencial de carcinogénese, além de aumento do
peso do figado e significativa proliferacdo do reticulo endoplasmatico (SIMIAO,
1985; YILDIRIM et al., 2001; MELO; GUERRA, 2002). No entanto, S0 escassos 0S
trabalhos que avaliam o efeito que esses antioxidantes causam diretamente a
humanos, ou que avaliem também possiveis efeitos que os antioxidantes naturais
isolados apresentam no organismo.

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisao
bibliografica para pontuar os reais efeitos que os principais antioxidantes sintéticos
apresentam no organismo, e também levantar alguns estudos ja feitos com os

antioxidantes naturais, para elucidar sua inocuidade.
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2.1.1 Butil hidroxianisol (BHA)

O BHA comercial é uma mistura de dois isbmeros, 2-BHA e 3-BHA (Figura
2), antioxidante sintético que apresenta maior eficiéncia em gordura animal do que
Oleo vegetal, € insoluvel em agua e geralmente é utilizado em sinergia com BHT e
PG pela industria de alimentos. Segundo alguns autores, possui estabilidade térmica
guando submetido a altas temperaturas e seu limite de uso maximo permitido é de
100 mg kg™ (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

OH OH
C(CH,),
C(CH,),
OCH, OCH,

3-BHA 2-BHA
Figura 2 - Estrutura fendlica dos isdmeros de BHA

Diversos trabalhos comparam a eficiéncia da atividade antioxidante do BHA
com extratos de vegetais, principalmente de frutas e especiarias, como o alecrim,
sendo que na maioria, 0s autores encontram uma atividade antioxidante igual ou
superior ao BHA atribuida principalmente aos fendlicos (acido -clorogénico,
quercetina e &cido cafeico), o que leva a indicacdo de uso de extratos como fontes
alternativas ao BHA, devido aos seus possiveis efeitos toxicos (ANTONIASSI, 2001,
MURICIA et al., 2001; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006; BANDYOPADHYAY et al., 2007).

Seal et al. (1969) avaliaram a aplicacao de trés isdmeros do BHA (2-BHA, 3-
BHA e 4-BHA) em cobaias e seus efeitos em alteragdes morfoldgicas causadas na
pele dos animais. Os autores evidenciaram uma invasao de células basais na derme
das cobaias que receberam o 4-BHA, sugerindo um possivel efeito carcinogénico.
Os tecidos dos animais que receberam 3-BHA também apresentaram este efeito, no
entanto com uma acao menor, ja o 2-BHA ndo apresentou efeitos. No trabalho
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realizado por Gaunt et al. (1965), os autores avaliaram a resposta do figado de ratos
que ingeriram BHA. Foi relatado um aumento no peso no figado e na excrecao
urinaria de vitamina C dos animais que receberam o antioxidante sintético, no
entanto tais alteracdes ndo foram evidente ap0s 4 semanas, sendo que 0s ratos
receberam uma dose de 500 mg.Kg', 6 vezes ao dia. Ndo houve evidéncias
histopatolégicas de dano no figado.

Em geral, o BHA nédo apresenta efeitos significativos na reproducdo de
animais experimentais, e, além disso, foi relatado como produtor de pouco ou
nenhum efeito sobre a atividade de enzimas microssomais (BRANEN, 1974). No
entanto, Sporn e Dina (1968) elucidaram que os figados de ratos alimentados com
0,01-0,1% BHA apresentou consumo de oxigénio reduzido com succinato como
substrato, enquanto os figados de ratos alimentados com 0,1-1,0% BHA tinha o
consumo de oxigénio aumentado e a fosforilacdo oxidativa alterada.

Woods e Smith (1961) aplicaram uma emulsao contendo BHA na bochecha
de hamsters dourados, e avaliaram alteragdes ocorridas em diferentes tecidos. Foi
evidenciado um eritema inicial progressivamente aumentado e com 40 dias,
hiperplasia epitelial e hiperqueratose foram evidentes, acompanhada pela formacao
de pequenas bolhas. Além disso, a juncdo epitélio-tecido conjuntivo foi
histologicamente perturbada e células basais formaram pseudopodia que se
estendia através da lamina densa. Degeneracdo muscular também foi observada.

Outros trabalhos também fazem uma associacdo do consumo de BHA e o
surgimento de cancer. No trabalho de Masui et al. (1986) os autores administraram
doses de até 2% de BHA para ratos e hamsters por até 104 semanas. Papilomas e
carcinomas foram encontrados em ambos os animais, em diferentes tempos do
experimento.

No entanto, desde que o BHA foi listado no Sixth Annual Report on
Carcinogens, apenas um estudo em animais experimentais foi realizado.
Administracdo dietética de BHA para peixes (hermafrodita Rivulus marmoratus) em
concentracdes de 0,01 a 0,8% por 12 dias levou ao desenvolvimento de tumores de
figado em todas as concentragdes testadas, classificando assim, o BHA como
hepatocarcinogénico (PARK et al., 1990).

Os dados disponiveis de estudos epidemiolégicos para avaliar a relacéo
entre o cancer humano devido a exposi¢cdo ao BHA s&o insuficientes, sendo que

apenas um trabalho foi encontrado. Botterweck et al. (2000), avaliaram 2035
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individuos, constituidos por homens e mulheres de 55 a 69 anos na Holanda,
durante 6,3 anos, procurando estabelecer uma relacdo entre o consumo de BHA e o
cancer de estbmago. No entanto ndo foi encontrada uma associacao significativa
(p>0,05) entre o consumo do antioxidante e a doenca, levantando a hipétese de que
o baixo consumo de BHA néo é cancerigeno a humanos.

Williams et al. (1999) concluiram que o BHA n&o é reativo com o DNA e em
doses altas ele pode ser carcinogénico para roedores, mas que no entanto é
irrelevante para seres humanos uma vez que estdo expostos a baixas doses do BHA
e possuem mais resisténcia ao desenvolvimento do cancer de estdbmago que 0s
animais estudados. Alguns trabalhos que administraram concentracbes de 3000
mg.kg™ a animais experimentais mostraram atividade anticancerigena, considerando
assim, o BHA como um aditivo que ndo representa risco ao desenvolvimento de

cancer aos humanos.

2.1.2 Butil hidroxitolueno (BHT)

O BHT (Figura 3) € um antioxidante sintético muito utilizado pela industria de
alimentos, possui propriedades similares a do BHA, entretanto € menos efetivo
devido a presenca de dois grupos butil, que atribuem maior impedimento estérico
qgue o BHA. Além disso, o BHT é facilmente vaporizado a altas temperaturas como
as utilizadas na de fritura. E insolGvel em agua, pode ser utilizado em sinergia com o
BHA, possui maior eficiéncia em gordura animal que Oleos vegetais e seu limite
maximo de uso permitido é de 100 mg.kg (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

OH
(CH,),C C(CHj),

CH,

BHT

Figura 3 - Estrutura fendélica do BHT
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Muitos trabalhos também comparam a eficiéncia de antioxidantes naturais
de diversas fontes como chas, 6leos essenciais, frutas tropicais como mamao,
acerola e caju e até mesmo com pelicula de amendoim ao BHT. Os resultados, em
geral, evidenciam uma atividade antioxidante menor do BHT frente aos antioxidantes
naturais como quercetina, 4cido cafeico, catequina, epicatequina entre outros. Na
maioria dos trabalhos os autores indicam o uso dos naturais em substituicdo ao BHT
devido a sua possivel toxigenicidade (VON-GADOW et al.,, 1997; MORAIS et al.,
2006; GALVAO et al., 2008; MELO et al., 2008; CAMARGO et al., 2012).

Clapp et al. (1974) administraram o BHT para camundongos durante 16
meses e avaliaram a presenca de carcinomas. Os autores evidenciaram que na
concentracdo de 7.500 mg kg™t ocorreu um aumento no nimero de tumores
pulmonares nos camundongos que receberam o BHT com relacdo ao controle. No
entanto 0s mesmos autores, mais tarde realizaram um experimento com um numero
maior de animais induzindo o cancer com dietilnitrosamina e fizeram novamente a
administracdo de BHT. Além de ndo encontrarem 0s mesmos resultados, foi
observado que os animais que ingeriram BHT juntamente com a dietilnitrosamina
apresentaram maior tempo de vida e reducéo na incidéncia de carcinoma em células
escamosas, sugerindo o BHT como um anticancerigeno (CLAPP et al., 1978).

Em outro estudo, foi constatada a presenca de carcinomas nos alvéolos e
nos bronquios em ratos que receberam uma concentracéo de 3000 mg.kg™ de BHT,
porém os mesmos tumores nao foram encontrados nos animais que receberam uma
dose de 6000 mg kg de BHT, levando a conclusdo de que o BHT néo foi
carcinogénico nas condi¢Bes estudadas (NCI, 1979). Shirai et al. (1982), também
n&o evidenciaram o BHT como carcinogénico em concentracdes de até 5000 mg kg™
administradas a camundongos machos e fémeas por 96 semanas.

Outros trabalhos realizados com animais experimentais também nao
observaram a inducdo de carcinomas com doses de até 10000 mg.kg™, sendo que
alguns classificaram o BHT como substancia anticancerigena, uma vez que inibiu ou
retardou o surgimento de tumores nos animais estudados (DEICHMANN et al., 1955;
ULAND, 1973; HIROSE, 1981).

No trabalho realizado por Olsen et al. (1986) os autores observaram
aumentos relacionados com a dose de BHT no numero de adenomas e carcinomas
hepatocelulares em ratos machos e um aumento da adenomas para ratos fémeas

sendo que todos os tumores hepatocelulares foram detectados quando os ratos



26

apresentavam mais de 2 anos de idade. No entanto os autores observaram que o
tempo de vida dos ratos de ambos 0s sexos que receberam o BHT foi
significativamente maior quando comparado ao controle, levando os autores a
concluir que estudos adicionais sobre o papel do BHT no desenvolvimento de
tumores devem ser realizados.

Ao analisarem amostras oriundas de sedimentos litoraneas Kinae et al.
(1981) identificaram 28 substancias, entre elas o BHT, e ao avaliarem o efeito
causado no DNA de Bacillus subtilis os autores ndo observaram danos, o que
sugere ser uma substancia ndo genotoxica nas condi¢cdes estudadas. Outros
autores também n&o encontraram associacdo entre o BHT e mutacdo em
Salmonella typhimurium (BEM-HUR et al., 1981; BRUSICK, 1993).

No estudo realizado por Botterweck et al. (2000) na Holanda, também néo foi
encontrada correlagdo entre o consumo do BHT e a indug&o do cancer de estdbmago
entre pessoas de 55 a 69 anos. Williams et al. (1999) evidenciaram que assim como
o BHA, o BHT nao apresenta riscos ao desenvolvimento de cancer em humanos em
doses controladas, sendo que em concentracdes de 100 mg.kg™ este pode atuar

como anticancerigeno.

2.1.3 Terc butil hidroquinona (TBHQ)

O TBHQ (Figura 4) € um antioxidante muito efetivo na estabilizagédo de 6leos
e gorduras, principalmente em 6leos vegetais polinsaturados. As hidroxilas
posicionadas na posicdo para sao responsaveis pela estabilizacao do radical oriundo
das reacdes de oxidacdo. E estavel quando submetido a altas temperaturas, sendo
considerado o melhor antioxidante de dleos para fritura e para produtos fritos. E
ligeiramente solUvel em agua, e sua combinacdo com acido citrico aumenta sua
eficiéncia em 0leos vegetais. Seu limite maximo permitido em alimentos € de 100
mg.kg™® (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).
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OH
C(CH,),
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Figura 4 - Estrutura fenélica do TBHQ

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos visando a substituicdo do TBHQ
por antioxidantes naturais provenientes de frutas, hortalicas e especiarias como
mamao, cogumelo, alho, chas entre outros, sendo que a maior justificativa a sua
substituicdo € sua possivel acdo toxicologica. No entanto todos os trabalhos
encontrados evidenciaram uma atividade antioxidante menor para 0s extratos
naturais do que para o TBHQ, confirmando o fato da sua alta estabilidade quando
submetido a altas temperaturas, e grande eficiéncia no controle das reacdes de
oxidacdo (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998; LIANG et al., 2006; JORGE;
MALARIDA, 2008; COIMBRA; RE, 2009; SILVA et al., 2009; CAMARGO et al.,
2012).

Os estudos sobre genotoxicidade do TBHQ séo contraditdrios, uma vez que
alguns deles ndo observaram mutacdo génica induzida por TBHQ em
microrganismos como Salmonella e Saccharomyces cerevisiae ou em figado de
ratos, indicando-o como substancia ndo carcinogénica (ABE; SASAKI, 1977;
ROGERS et al., 1992; ZEIGER et al., 1992). No entanto outros trabalhos sugerem
gue o TBHQ pode ocasionar aberracdes cromossdmicas e em diferentes tecidos de
animais experimentais como hamsters e ratos, considerando-o como agente
mutagénico (PHILLIPS et al., 1989; MATSUOKA et al., 1990; NATIONAL
TOXICOLOGY PROGRAM - NTP, 1995). Outros trabalhos sugerem o TBHQ como
substancia anticancerigena, como o estudo de Hirose at al. (1993a), em que 0s
autores avaliaram o efeito da ingestdo deste antioxidante sintético na concentragcao
de 1% por ratos que foram tratados com a substancia carcinogénica 1,2 dimetil

hidrazina, foi observado que a ingestdo do TBHQ dietético diminuiu
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significativamente a multiplicidade de adenocarcinomas do co6lon com relagédo ao
grupo que ingeriu somente a 1,2 dimetil hidrazina.

Fukushima et al. (1991) avaliaram o desenvolvimento de carcinoma em ratos
utilizando substancias cancerigenas e a inibicdo com a administracdo de
antioxidantes. Foi observado que o0s ratos que receberam uma mistura de
antioxidantes que continha o TBHQ administrado juntamente com o0s agentes
cancerigenos e/ou compostos nitrosos apresentaram uma menor incidéncia de
hiperplasia no figado além da reducdo de nodulos e carcinoma hepatocelular,
sugerindo-o como substéncia anticancerigena.

No estudo de Imhoff e Hanser (2010), os autores concluiram que o TBHQ
parece gerar espécies reativas de oxigénio mitocondrial, que desempenham um
papel fundamental na via de sinalizacdo Nrf2 e que esta diretamente relacionada
com a protecao das células contra agentes carcinogénicos.

N&o foram encontrados trabalhos realizados com humanos, para avaliar o
real efeito toxigénico do TBHQ. Apesar de alguns trabalhos evidenciarem os efeitos
guimioprotetores do TBHQ, outros estudos sugerem que altas doses podem levar a
indugéo de céancer. Entre todos os estudos com animais considerando resultados
positivos e negativos, apenas um ensaio de micronucleos na medula 6ssea de ratos,
com a avaliacao negativa foi considerado conclusivo pelo Expert Committee on Food
Additives (JECFA). O que levou o JECFA a considerar que € improvavel que o
TBHQ seja genotoxico in vivo em condigbes de uso como um antioxidante. No
entanto, devido aos resultados negativos quanto ao consumo de TBHQ, mais
trabalhos toxicoldgicos in vivo e/ou in vitro sdo necessarios para elucidar tal
afirmacdo (GHAVARI et al., 2010).

2.1.4 Propil galato (PG)

O PG (Figura 5) é um antioxidante extremamente efetivo na estabilizacao de
6leos e gorduras e atua sinergisticamente com TBHQ e BHA. E menos soltvel em
6leo que o BHA e BHT e apresenta uma consideravel solubilidade em agua, ndo é
muito resistente ao aquecimento e, além disso, forma complexos de coloracdo

violeta com o ion ferro resultando na descoloracao do produto, devido a isso sempre
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€ utilizado com agentes complexantes como &cido citrico. Seu limite maximo
permitido é de 100 mg.kg™ (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

OH

HO OH
COOC,H,
PG

Figura 5 - Estrutura fendlica do PG

Alguns estudos comparam a atividade antioxidante do PG com extratos
provenientes de frutas, chas, com outros antioxidantes sintéticos como BHA, BHT e
outros ésteres de acido gélico, ou mesmo com antioxidantes naturais purificados
como acido ascorbico, resveratrol e tocoferdis. No entanto os resultados variam
entre os trabalhos, sendo que em normalmente o PG apresenta uma atividade
antioxidante intermediaria quando comparado com o0s antioxidantes naturais ou
mesmo com os sintéticos (ARUOMA et al.,, 1993; HUANG; FRANKEL, 1997;
JAYAPRAKASHA et al., 1997; MURCIA et al., 2001; SOARES et al., 2003).

Dacre (1974) analisou o efeito toxicoloégico da ingestdo do PG em longo
prazo em ratos. Doses de 0 a 1% foram administradas a animais machos e fémeas e
diversos tecidos, como do figado e rins, foram analisados. Nao foi encontrado
nenhum efeito significativo em todas as concentracdes testadas com relacdo ao
controle, o que levou o autor a concluir que na dieta dos animais 1% de PG, o que
equivale a uma ingestdo de 1,5g/Kg.dia™ para humanos, foi uma concentracéo sem
efeito e segura. No entanto outros trabalhos relatam um possivel efeito citotoxico do
PG, como constataram Nakagawa et al. (1995) e Nakagawa e Tayama (1995), sendo
gue os autores evidenciaram uma diminui¢cado do ATP intracelular acompanhado com
0 aumento da concentracdo de PG, o que ocasionou a morte celular. Os mesmos
autores, em trabalho posterior, relataram que em concentragdes menores ou iguais
de 0,5 mM de PG n&o houve morte celular, e que mesmo provocando fragmentacao
do DNA nessas concentra¢des o PG nao foi uma substancia citotoxica (NAKAGAWA
et al., 1997).
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Também é relatado que o PG possui um efeito significativo sobre agentes
carcinogénicos como nitrosaminas, além de reduzir o efeito mutagénico de aflatoxina
B1, mas que, no entanto em concentracbfes equimolares do PG com estas
substancias, o efeito toxigénico pode ser aumentado (ROSIN; STICH, 1980)

Hirose et al. (1993b) estudaram o efeito anticancerigeno de diferentes
antioxidantes sintéticos em ratos machos que ingeriram nitrosaminas. Os autores
observaram que o PG foi eficiente apenas na reducédo da multiplicidade dos tubulos
renais atipicos, levando os autores a concluir que este composto ndo demonstrou
exercer influéncia positiva ou negativa no desenvolvimento de cancer.

Nenhum estudo para elucidar os efeitos toxicos do PG em humanos foi
encontrado, sendo que trabalhos realizados com animais experimentais a longo
prazo também sdo escassos. Van-Der-Heijden et al. (1986) concluiram que estudos
mais detalhados e a longo prazo para analisar os efeitos crénicos dos galatos sao
necessarios, e que com as provas toxicologicas disponiveis até o momento do

trabalho os PG poderia ser usado com seguran¢a como antioxidante em alimentos.

2.2 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de diferentes matrizes
alimentares ou organicas, sendo muito comum a utilizagdo de vegetais e plantas.
Estes abrangem uma série de substancias quimicas com diferentes funcbes
organicas e mecanismos de atuacdo. Uma grande quantidade de frutas, ervas e
especiarias sdo fontes de compostos fendlicos. Estas substancias frequentemente
tém demonstrado uma alta atividade antioxidante em sistemas in vitro, o que sugere
sua utilizacdo como conservante natural em alimentos propensos a oxidacgao lipidica
(RICE-EVANS et al., 1996; ZHENG; WANG, 2001).

Os compostos fendlicos, além da atividade antioxidante, podem exibir de
propriedades fisioldgicas desejaveis como atividade antialergénica, antiarteriogénica,
antiinflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica, cardioprotetiva e vasodilatadora,
mas o principal efeito dos compostos fendlicos tem sido atribuido a sua acéo
antioxidante em alimentos, com potencial de controle das reacdes de oxidacéo
(BALASUNDRAM et al., 2006).
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Devido a isso, uma série de trabalhos visaram estudar o potencial de
extratos de diversas fontes naturais a fim de substituir os antioxidantes sintéticos,
que sao largamente utilizados para aumentar a vida util de alimentos lipidicos
(DURAN; PADILLA, 1983). Além disso, o crescente aumento da medicina alternativa
e a atragao pelo apelo de natural faz com que a populacdo consuma cada vez mais
produtos e/ou preparados contendo altas doses de antioxidantes naturais, sendo
alegadas a eles propriedades terapéuticas. No entanto eles ainda necessitam passar
por ensaios clinicos controlados para comprovar sua eficacia, e também seu
potencial de toxicidade em condi¢des especificas uma vez que esse € um campo
pouco estudado na pesquisa (GALATI; O’'BRIEN, 2004).

Embora algumas evidéncias epidemiolégicas mostrem uma correlagédo
positiva entre o consumo de antioxidantes naturais e a saude dos consumidores,
estudos observacionais e de caso-controle, comumente apresentam resultados
conflitantes, como o aumento de risco de doencas cardiovasculares, e aumento do
risco de cancer em concentracdes subdtimas. Algumas explicacfes para estes
resultados sdo a falta de conhecimento dose/resposta em seres humanos,
conhecimento limitado da biodisponibilidade de antioxidantes na dieta, isoladamente
e em conjunto, resposta fisiolégica individuais, pesquisas realizadas com
antioxidantes isolados desconsiderando-se o0 sinergismo entre eles, entre outras
(COSTA; ROSA, 2010)

Em uma pesquisa recente realizada por Mubarak et al. (2013) os autores
evidenciaram que o acido clorogénico, que é um antioxidante natural e no trabalho
em questdo foi proveniente do café, foi responsavel por aumentar a resisténcia a
insulina em camundongos, além de aumentar a deposicdo de gordura no figado, o
gue pode estar relacionado com doencas crbnicas como diabetes e obesidade.
Contradizendo o que outros trabalhos mais antigos indicam a respeito do mesmo.

Tal constatacdo da suporte a ideia de que mais trabalhos sdo necessarios
para avaliar o efeito de antioxidantes naturais in vivo e/ou in vitro para se determinar

sua real atividade e concentracdes seguras de consumo.
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2.3 Consideracdes Finais

E notdrio que novos estudos sdo necessarios para determinar o real efeito
no organismo dos antioxidantes sintéticos, uma vez que a maioria dos trabalhos
realizados sdo estudos antigos e que muitas vezes possuem conclusdes
conflitantes. Além disso, estudos de coorte, e em longo prazo também sé&o
necessarios para elucidar se estes antioxidantes realmente representam um risco a
saude para humanos na ingestédo real em que sdo consumidos. No mesmo sentido,
mais trabalhos também sédo fundamentais para verificar o efeito dos antioxidantes
naturais no organismo e nos alimentos, uma vez que estes podem possuir efeitos
indesejaveis quando consumidos em doses que fogem do natural. E importante
ressaltar, que tais estudos sao de extrema importancia, devido a relevancia que os
antioxidantes apresentam ndo sO em aspectos tecnolégicos, mas também
fisioldgicos, logo determinar concentracfes seguras de consumo e evidenciar os

efeitos destes tornam-se questdes essenciais.
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3 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE BORRA DE CAFE SOLUVEL

Resumo

O aproveitamento de residuos da industria de alimentos para obtencédo de
compostos de valor agregado é crescente. A borra de café é produzida em grande
escala pela industria do setor e alguns trabalhos a indicam como fonte de compostos
fendlicos, no entanto ndo ha um estudo das condi¢des 6timas dessa extracdo. Neste
contexto o objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo da extragdo de
compostos fenodlicos, bem como avaliar sua atividade antioxidante. Foi utilizada a
metodologia de superficie resposta para otimizar a extracdo de fendlicos, tendo
como variaveis exploratérias a concentracdo de etanol, temperatura e tempo, e
como resposta concentracdo de fendlicos totais nos extratos. A atividade
antioxidante dos extratos obtidos na condicédo otimizada foi medida em equivalente
de trolox e pela cinética de estabilizacdo do radical DPPH, comparada ao TBHQ.
Com o primeiro delineamento obtiveram-se regifes O6timas para obtencdo de
extratos com o maximo teor de compostos fendlicos, no entanto o experimento nao
foi preditivo e foi realizado um segundo delineamento, com ajuste dos niveis das
duas variaveis exploratérias. O modelo matematico ajustado foi preditivo e a
ANOVA ndo indicou falta de ajuste significativa. As melhores condi¢cdes para
obtencdo de extrato com maximo teor de compostos fendlicos totais foi com uso de
solucédo etandlica 49,5% (v/v), tempo e temperatura superior a 2 horas e 60°C,
respectivamente. A atividade antioxidante se mostrou superior a de algumas frutas
consideradas fonte de compostos fendlicos, no entanto a cinética de estabilizacéo
comparada com o antioxidante sintético TBHQ néao foi eficiente em concentracdes
iguais, uma vez que 0 extrato da borra de café demandou maior tempo para
estabilizar o radical.

Palavras-chave: Antioxidante; Compostos fendlicos; DPPH

Abstract

The use of waste from the food industry to obtain value-added compounds is
increasing. The spend coffee is produced on a large scale by industry, and some
studies indicate it as a source of phenolic compounds. However s optimal conditions
for such extraction were not determined. In this context, the objective of this work
was to study the extraction of phenolic compounds and assess their antioxidant
activity. Response surface methodology was used to optimize the extraction of
phenolic, with three explanatory variables (ethanol concentration, temperature, and
time) and concentration of phenolics as response. Antioxidant activity of obtained
extract was measured in equivalent trolox and the kinetic stabilization of the radical
DPPH were compared to TBHQ. With the first experimental design optimum
extraction regions were identified; however the adjusted model was not predictive. A
sequential experimental design, with adjust in explanatory variables levels, was
applied and a predictive mathematical model was adjusted, while ANOVA indicates
that lack of fit was not significant. The best conditions suggest higher phenolic
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concentration in extract can be obtained with 49.5% (v/v) ethanol solution, during
over 2 hours at 60°C. The antioxidant activity of coffee extract was superior to some
fruits considered a source of phenolic compounds, however the kinetics of DPPH
stabilization compared to the synthetic antioxidant TBHQ was not effective at same
concentrations, due to spent coffee grounds extracts need more time to stabilize
radical.

Keywords: Antioxidant; Phenolic compounds; DPPH

3.1 Introducéao

A reutilizacdo de residuos da industria de alimentos para obtencdo de
compostos com valor agregado tem crescido de forma significativa nos ultimos anos
influenciando também de maneira positiva aspectos de sustentabilidade. Dentre
estes compostos, destacam-se o0s compostos fendlicos que sdo comumente
encontrados em residuos da industria de alimentos como cascas, bagaco e tortas e
gue podem apresentar elevada capacidade antioxidante e serem utilizados para
diversos fins em véarios segmentos da industria (LAUFENBERG et al., 2003).

Os compostos fendlicos abrangem desde moléculas simples, até outras com
alto grau de polimerizacdo. A atividade antioxidante destas substancias se deve
principalmente a suas caracteristicas redutoras e estrutura quimica sendo que, tais
propriedades apresentam um papel importante agindo na inibicdo da oxidacéo
através do sequestro de radicais livres e quelacdo com metais de transicdo nas
etapas de iniciagdo e propagacao do processo oxidativo. O radical formado pelos
compostos fendlicos em geral possuem baixa reatividade gracas a estabilizacdo que
a ressonancia do anel aroméatico proporciona (HASLAM, 1996; CHUN et al., 2005)

O café soluvel ou extrato de café desidratado é definido como o produto
resultante da desidratacdo do extrato aquoso de café (Coffea arabica) e outras
espécies do género Coffea, e deve ser preparado com café recentemente torrado e
moido e agua potavel, sem a adicdo de conservantes e aditivos. Deve apresentar
composicao tal que quando reconstituido, segundo as indicagbes contidas no rotulo,
reproduza exatamente o café bebida comum (BRASIL, 1978)

As etapas de producao do café solavel, descritas por Viotto (1991), incluem:
i) Limpeza dos graos; ii) Moagem; iii) Extragcdo e Secagem; iv) Clarificagdo em
centrifuga continua; v) Concentracdo e vi) Secagem (por Spray Drying ou Freeze
Drying), a borra € o residuo sélido obtido apds a etapa de extracdo. Em alguns
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processos industriais, a borra é prensada para reduzir a umidade e posteriormente
pode ser seca ou ndo, para finalmente ser usada como fonte de energia em
caldeiras adaptadas. No processo industrial para a obtencdo do café solavel é
gerada uma quantidade de aproximadamente 480 kg de borra para cada tonelada de
café verde sendo, portanto uma quantidade significativa (ADANS, 1985). Alternativas
para o aproveitamento da borra tém sido pesquisadas como 0 seu uso em ragao
animal, fertilizante e até como fonte de fibra alimentar em biscoitos, com o intuito de
propor um fim mais sustentavel a este coproduto que é tratado como residuo pela
industria (VIOTTO, 1991).

Alguns estudos encontraram quantidades apreciaveis de compostos
fendlicos na borra de café, com destaque para o acido clorogénico, trigonelina e a
cafeina, sendo que os extratos hidro alcodlicos obtidos apresentaram elevada
atividade antioxidante e se apresentaram como uma fonte de compostos bioativos
(YEN et al., 2005; RAMALAKSHMI et al., 2009; ACEVEDO et al., 2013). No entanto,
nao foi encontrada na literatura uma metodologia otimizada padrdo, ou seja, que
extraia a maior quantidade de compostos fenélicos da borra de café, sendo que as
variaveis que mais se diferem ente os estudos sao, o tempo de extracdo, o grau de
hidratacéo do etanol e a temperatura utilizada na preparacao dos extratos.

Neste contexto os objetivos do presente trabalho foram otimizar o processo
de extracdo de compostos fendlicos da borra de café através da metodologia de
superficie resposta, utilizando como variaveis exploratorias, tempo, concentracéo de
etanol e temperatura, e avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos, a fim de
valorizar este residuo produzido em grandes quantidades pelas industrias do setor.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Preparo dos extratos, quantificacdo de fendlicos e avaliacdo da atividade

antioxidante

As amostras de borra de café arabica foram doadas ja secas por uma
industria do setor de café solavel. As amostras foram trituradas em processador em
poténcia maxima por aproximadamente 5 minutos para obtencdo de um pé de
menor granulometria. Em seguida a borra foi acondicionada em sacos escuros de
polietileno de baixa densidade e armazenada em freezer comercial a -18° C até o

momento das analises.
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Para obtencdo dos extratos as amostras trituradas foram colocadas
juntamente com o solvente em uma proporgcédo de 1:30 (m/v) em banho-maria com
agitacdo sob condicbes de baixa luminosidade, sendo que variou-se o tempo, a
temperatura e a concentracdo de etanol (solvente) de acordo com o delineamento
experimental. Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 5000 g por 20
minutos, filtrados em papel de filtro Whatman n° 2 e armazenados em frascos ambar
a -26°C até o momento da realizacdo das analises.

O conteudo de compostos fendlicos no extrato foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al. (1999),
utilizando &cido galico como padrdo. Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes ao acido géalico (GAE) por grama de amostra seca.

A atividade antioxidante do extrato produzido nas condi¢cdes otimizadas foi
determinada in vitro, em termos de porcentagem de inibicdo e atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) frente ao radical livre estavel 2,2-di(4-t-octilfenil)-1-
picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILIANS et al., 1995). A porcentagem de inibicdo do
extrato da borra de café foi comparada ao o antioxidante sintético terc-butil-hidroxi-
quinona (TBHQ), mantendo-se as mesmas concentragdes em fendlicos. O estudo
comparativo foi realizado por meio da medigc&o da inibicdo do radical DPPH a cada
minuto, até completar o tempo proposto pelo método para encerrar a reagdo (45

minutos).

3.2.2 Delineamento experimental e analise estatistica

Para a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos da borra de café foi
aplicado um planejamento experimental fatorial completo, do tipo composto
rotacional central, envolvendo 3 variaveis exploratorias e uma variavel dependente
(concentracao de fendlicos). As faixas de estudo sdo apresentadas na Tabela 1 e o

delineamento experimental utilizado é apresentado no Quadro 1.
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Tabela 1 - Faixas de estudo das variaveis exploratérias em analise no processo de extracdo de
fendlicos em borra de café

Nivel de variagdo

Variavel -1,68 -1 0 1 +1,68
exploratéria
Temperatura 25 32,08 42,5 52,92 60
Tempo (h) 0 4,86 12 19,14 24
% etanol 0 20,04 49,5 78,96 99

No total foram realizados 18 ensaios combinando-se as variaveis e incluindo
quatro repeticbes do ponto central. Todos os experimentos foram realizados de
maneira aleatéria e utilizando os mesmos equipamentos. Apds analise dos efeitos
foram analisados pela metodologia de superficie de resposta e andalise de regressao
multipla. O modelo matemético de segunda ordem foi ajustado, incluindo termos
lineares e quadraticos, e interacfes entre variaveis exploratorias. Os modelos foram
avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacéo (R?) e teste de F. A féormula do

modelo esta representada pela equacao:

Y = Bo+ BaX1 + PoXo + PaXz + [311X12 + [322X22 + [333X32 + B12X1X2 + P13X1Xz + P23XoX3

Em que Y é a resposta predita, X1, X2, € X3 representam os niveis codificados
de variaveis independentes, Bo € 0 coeficiente de intercepcdo e os fB’s sdo 0s
coeficientes estimados pelo método dos minimos quadraticos. O coeficiente de
determinacdo € uma medida da proporcdo da variacao total da resposta explicada
pelo modelo. O teste F, que testa a significancia da regresséo e da falta de ajuste do
modelo, foi realizado por meio da analise de variancia com auxilio do aplicativo
“Statistica 12.0” e comparado ao valor da tabela de 95% de probabilidade para uma

distribuicdo de referéncia.
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3.3 Resultados e Discusséao

3.3.1 Otimizacédo do processo de extracdo de compostos fendlicos da borra de

café

Através da ferramenta de planejamento experimental e andlise de superficie

de resposta é possivel avaliar a influéncia das variaveis em um processo e a forma

de interacdo entre as variaveis, além de obter o valor das variaveis que otimizem o
processo em estudo (SANTOS et al., 2012).

concentracdo de fendlicos em cada ensaio realizado no experimento.

No Quadro 1, é possivel observar os resultados experimentais obtidos para

Variaveis exploratérias Variavel
dependente
Ensaios
Tempo (horas) Temperatura (°C) % Etanol Fendlicos
Valor Valor real Valor Valor Valor Valor borra de
codificado codificado real codificado real café
(MgGAE.g™)
1 -1 4,86 -1 32,08 1 20,04 7.05
2 1 19,14 -1 32,08 1 20,04 8.24
3 -1 4,86 1 52,92 1 20,04 1083
4 1 19,14 1 52,92 1 20,04 11.66
5 -1 4,86 -1 32,08 1 78,96 8,51
6 1 19,14 -1 32,08 1 78,96 1047
7 -1 4,86 1 52,92 1 78,96 1171
8 1 19,14 1 52,92 1 78,96 1513
9 -1,68 0 0 425 0 495 8.45
10 1,68 24 0 42,5 0 49,5 16.83
11 0 12 -1,68 25 495
0 11,58
12 0 12 1,68 60 0 49,5 20,88
13 0 12 0 42,5 168 0 1034
14 0 12 0 425 1,68 99 5,62
15 0 12 0 42,5 0 49,5 16,83
16 0 12 0 425 0 495 17.05
17 0 12 0 42,5 0 49,5 1781
18 0 12 0 425 495
0 17,62

Quadro 1 - Compostos fendlicos totais (mg GAE.g ™) obtido nos extratos hidroetandlicos de borra de

café
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A Tabela 2 apresenta a estimativa dos efeitos sobre o teor de compostos
fenodlicos totais. Verificou-se que as variaveis tempo e temperatura apresentaram
efeito linear significativo e que as trés variaveis apresentaram efeitos quadraticos
significativos e negativos (p<0,05), indicando passagem por uma regido de maxima
extracdo de fendlicos. Apesar de significativa, a variavel que apresentou o menor
efeito sobre o0 a extracdo de fendlicos foi o tempo, ou seja, 0 aumento de cerca de 4
horas para 20 horas proporcionou aumento de apenas 3,14 mg GAE.g . Além disso,

a interagdo entre esta variavel e as demais néo foi significativa.

Tabela 2 - Estimativa dos efeitos das variaveis exploratérias sobre o teor de compostos fendlicos

totais de extratos de borra de café

Efeito Desvio padréao Nivel descritivo (P)
Média 17,40338 0,231093 0,000005
Tempo (L) 3,14822 0,250639 0,001088
Tempo (Q) -3,98090 0,260701 0,000610
Temperatura (L) 4,49754 0,250639 0,000377
Temperatura (Q) -1,43697 0,260701 0,011758
Etanol (L) 0,01618 0,250639 0,952583
Etanol (Q) -7,28306 0,260701 0,000101
Tempo X Temperatura (L) 0,27500 0,327331 0,462515
Tempo X Etanol (L) 0,84000 0,327331 0,082766
Tempeatura X Etanol (L) 0,16500 0,327331 0,648898

Termos em negrito: estatisticamente significativos a 95% de confianca (P<0,05). L = linear; Q = quadratico

Os termos néo significativos, com excecdo da interacdo do tempo e o etanol
(uma vez que apresentou um valor préximo ao da significancia) foram ignorados e
com os coeficiente de regressdo um modelo matematico de segunda ordem foi

ajustado:

Foi realizada a analise de variancia e os resultados sdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Andlise de variancia (ANOVA) para resultados obtidos na extragao de fendlicos para borra

de café
Fonte variacao Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Teste F
Regresséao 292,331 6 48,7218 13,91
Residuo 38,536 11 3,503266
Falta de ajuste 37,8930 8 4,7366 22,10
Erro puro 0,6429 3 0,2143
Total 330,8667 17

R’ = 0,88 Fo,05:6:11 = 4,03  Fo,95;8:3= 4,07

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido para o modelo foi de 0,88;
demonstrando que a porcentagem de variacdo explicada pelo modelo foi 88%. Na
analise de variancia de um modelo parte da variacdo total das observacdes em torno
da média é descrita pela equacédo de regressao, enquanto o restante faz parte dos
residuos; assim, quanto maior for a fracdo descrita pela regresséo, ou seja, quanto
mais proximo de 1 for o valor do coeficiente de determinacdo melhor sera o ajuste
do modelo aos dados observados (BARROS NETO et al., 2001).

O teste F encontra-se a razdo entre o F calculado e o F tabelado. Quando
esta relagcdo for maior que 1, significa que a regressao € estatisticamente
significativa, havendo relacdo entre as variaveis independentes e dependentes. No
entanto para que uma regressao nao seja apenas estatisticamente significativa, mas
também possua fins preditivos, o valor da razdo deve ser no minimo maior que 4
(BARROS NETO et al., 1996). No presente trabalho a relacdo entre o F calculado e
tabelado foi de 5,48 para a falta de ajuste sendo portanto significativa (p<0,05) e
para a regressdo de 3,45; portanto, também significativa (p<0,05), porém nao
possuindo fins preditivos.

Apesar da falta de ajuste significativa, a Figura 2 indica que h& distribuicao
aleatéria entre valores previstos e valores observados em toda faixa estudada,
sendo possivel concluir que os dados do modelo matematico podem ser utilizados
para tomada de decisdo no estudo da extracdo. Dessa maneira, as superficies de
resposta que representam o modelo matematico ajustado foram utilizadas para

intepretacao dos resultados (Figuras 3 a 5).
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Valores previstos

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Valores observados

Figura 2 - Valores previstos e baseado no estudo da extracdo de compostos fendlicos de borra de

café

A Figura 3 mostra a superficie resposta obtida pela interagdo da temperatura
e etanol na extracdo de compostos fendlicos da borra de café, mantendo-se o tempo
de 12 horas.
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mg GAE/g

I > 18
I <18
I <16
M <14
<12
C1<10
<8
<6
<4
Temperatura (°C) Etanol (%) Wl <2

Figura 3 - Influéncia da concentragdo de etanol (%) e da temperatura (°C) na extracdo de compostos

fendlicos da borra de café mantendo o tempo de extracéo fixo em 12 horas
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mg GAE/g

Il > 18
I <18
Bl <16
B <14
C1<12
[l<10
B <8
Bl <6
Tempo (horas) HH <4

Temperatura (°C)

Figura 4 - Influéncia da temperatura (°C) e do tempo (horas) na extracdo de compostos fendlicos da
borra de café mantendo a concentracdo de etanol fixa a 49,5%
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mg GAE/g

I > 16
I <15
B <13
B <11
<9
C1<7
=<5
B <3
Etanol (%) Tempo (horas) Ml <1

Figura 5 - Influéncia da concentragcdo de etanol (%) e do tempo (horas) na extracdo de compostos

fendlicos da borra de café mantendo a temperatura fixa a 42,5° C

Como se pode observar nas superficies respostas, todas as variaveis
exerceram influéncia na extracdo dos fendlicos, sendo que todas passaram por uma
regido de 6timo em que a concentracao de etanol, nitidamente comportou-se de uma
forma quadratica, demonstrando que tanto baixas e altas concentracdes de etanol
ndo sao o meétodo mais eficiente para a extracdo de fendlicos. A melhor
concentracdo foi a regido do ponto central, 49,5% (v/v). Ainda através das
superficies é possivel notar que temperaturas superiores a 50°C e um tempo em
torno de 12 horas permitem a obtencédo de extratos com maior concentracdo de
fendlicos.

Na literatura foram encontradas condi¢cdes variaveis de tempo de extracao,
temperatura e concentracdo de etanol, sendo que nenhum trabalho apresentou as
condicbes Otimas encontradas no presente estudo, o que pode indicar valores
subestimados das amostras de borra de café analisadas em outros estudos (YEN et
al., 2005; RAMALAKSHMI et al., 2009; ACEVEDO et al., 2013).

Como o primeiro delineamento ndo se mostrou preditivo e a falta de ajuste

foi significativa, apesar do alto coeficiente de determinagéo de a baixa variabilidade
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no ponto central, foi feito um segundo planejamento mantendo-se fixa a
concentracéo de etanol em 49,5% (v/v), limitando o tempo estudado entre 20 e 120
minutos e a temperatura entre 40 e 60°C. O delineamento experimental é

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Faixas de estudo das variaveis exploratérias do segundo delineamento para extracdo de

fendlicos em borra de café

Nivel de variacao

Variavel -1,41 -1 0 1 +1,41
exploratéria
Tempo (min.) 20 35 70 106 120
Temperatura (°C) 40 43 50 57 60

No Quadro 2 é possivel observar o delineamento realizado e a concentracao
de fendlicos obtida para cada ensaio.
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Variaveis exploratérias Variavel
dependente
Ensaios Tempo (minutos) Temperatura °C Fenodlicos
Valor Valor real Valor Valor real (mgGAE.g'l)
codificado codificado

1 -1 35 -1 43 16,55
2 +1 106 -1 43 21,16
3 -1 35 +1 57 22,22
4 +1 106 +1 57 26,55
5 -1,41 20 0 50 19,37
6 +1,41 120 0 50 26,36
7 0 70 -1,41 40 17,42
8 0 70 +1,41 60 26,17
9 0 70 0 50 21,09
10 0 70 0 50 21,77
11 0 70 0 50 20,71
12 0 70 0 50 20,21

Quadro 2 - Quantidade de compostos fendlicos expressos em mg de &cido galico.g™ de amostra,

A Tabela 5 apresenta a estimativa dos efeitos sobre o teor de compostos
fendlicos totais. Verificou-se que as variaveis tempo e temperatura apresentaram

efeito linear significativo e os efeitos quadraticos ndo foram significativos, bem como

de café

a interacéo entre eles (p<0,05).

obtido no segundo estudo de otimizacdo do processo de extracdo de fendlicos em borra
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Tabela 5 - Estimativa dos efeitos das variaveis exploratorias sobre o teor de compostos fendlicos
totais de extratos de borra de café

Efeito Desvio padrdo  Nivel descritivo (P)
. 20,9471368 0,328770044 0,00000852
Média
4,71299616 0,465648363 0,00205
Tempo (L)
Tempo (Q) 1,56806088 0,522007388 0,05748
Temperatura (L) 5,86682882 0,465648363 0,00107
Temperatura (Q) 0,49165627 0,522007388 0,41574
Tempo X Temperatura (L) -0,14 0,657545943 0,84504

Termos em negrito: estatisticamente significativos a 95% de confianca (P<0,05)
L = linear; Q = quadratico

Os efeitos nado significativos foram ignorados e com os coeficientes de
regressao ajustou-se um modelo matematico de primeira ordem, representado pela

equacao a seguir (modelo codificado):

Compostos Fendlicos Totais (mg GAE.g™) = 20,94714 + 2,35650 (tempo) + 2,93341 (temperatura)

A analise de variancia (ANOVA) é apresentada na Tabela 6. Observa-se
através do teste F que o F calculado para a regressdo a partir dos dados
experimentais foi maior que o F tabelado, indicando que a equacao foi
estatisticamente significativa, além de ser preditiva. A variacdo explicada pelo
coeficiente de determinacéo (R?) demonstrou que 97,7% dos pontos obtidos se
ajustaram ao modelo. Através do teste F verificou-se que a falta de ajuste ao modelo

nao foi estatisticamente significativa (F tabelado foi maior que o F calculado).

Tabela 6 - Andlise de variancia (ANOVA) para os resultados obtidos na extragdo de fendlicos para

borra de café

Fonte variagcao Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Teste F
Regresséo 116,5 2 58,25 170,71
Residuo 3,071 9 0,3412222

Falta de ajuste 1,774 6 0,2956667 0,6839
Erro puro 1,297 3 0,4323333

Total 119,571 11 58,25

RZ = 0,977 Fovgs;z;g = 19,385 F0,95;6;3: 4,757
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mg GAE/g

Il > 30
Il <30
Il <28
Bl <26
<24
C1<22
= <20
Bl <18
Temperatura (°C) Tempo (min) [l <16

Figura 6 - Influéncia da temperatura (°C) e do tempo (min) na extracdo de compostos fendlicos da

borra de café

Pode-se notar que tanto o tempo quanto a temperatura, ndo passaram por
uma regido de 6tima, sendo que de acordo com a superficie vé-se claramente que
um tempo superior a 120 minutos e uma temperatura mais elevada tendem a extrair
mais fendlicos, tal fato este comprovado pelo primeiro delineamento. No entanto,
derivando-se 0 modelo ajustado no segundo delineamento experimental, pode-se
prever a obtencdo de extratos com mais de 27 mg GAE.g”, indicando que a
metodologia aplicada sequencialmente permitiu a identificacdo de condi¢cdes ideais
para extracdo. Como o processo pode ser facilmente adaptado para fins industriais,
talvez um tempo e uma temperatura superior a estes possam representar uma
grande demanda de energia e consequentemente de custos o0 que ndo seria de
interesse. Dessa maneira, optou-se pela producdo de extratos com utilizacdo de
solugcdo etandlica 49% (v/v), sob agitacdo a temperatura de 60°C durante 120

minutos.



55

3.3.2 Avaliagao da atividade antioxidante in vitro da borra de café

O extrato obtido com a maior concentracdo de compostos fendlicos (ensaio
4) foi utilizado para determinar a atividade antioxidante. A concentragéo de fenodlicos
foi de 22 mg GAE. g™de amostra seca. Na literatura a concentracéo de fenélicos da
borra de café varia de forma discrepante, sendo que Acevedo et al. (2013)
encontraram 273,34 mg GAE. g™ amostra seca, em quanto que Ramalakchmi et al.
(2009) encontraram 6,32 mg GAE. g' amostra seca. Zuorro e Laveccia (2012)
encontraram 21,56 mg GAE. g* amostra seca, estando portanto, similar ao valor
encontrado no presente trabalho. Estas variagcdes podem ser devidas as condicdes
de producédo do café solavel que diferem entre as empresas, ou do tipo e a origem
do café processado.

O resultado obtido para a atividade antioxidante da borra de café, expresso
em pmol de Trolox. g* de matéria seca foi de 38,74; sendo que este valor foi maior
do que o encontrado para frutas consideradas como fonte de antioxidantes como o
bacuri, cupuacu, graviola, buriti, araca, tamarindo, maracuja doce, granadilla e
carambola no trabalho realizado por Gongalves (2008).

O TBHQ é um antioxidante sintético e € considerado o mais eficiente para
Oleos vegetais devido a sua resisténcia a altas temperaturas e por ser pouco Vvolatil.
No entanto o seu uso é limitado no Brasil, sendo que em alguns paises como
Canada seu uso é proibido. Por esse motivo diversos trabalhos tém estudado a sua
substituicdo por antioxidantes naturais (COPEN, 1994; REISCHE, 1998, 2008).
Neste sentido foi feita uma comparacédo da reducdo do radical DPPH com o extrato
da borra de café e uma solucdo de TBHQ na mesma concentracdo, expressa em
teor de equivalente ao acido galico. Pela andlise da Figura 7 pode-se observar
comportamento cinético obtido para a neutralizacdo do radical DPPH na presenca

de TBHQ e de extrato da obtido da borra de café nas condi¢des otimizadas.
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Figura 7 - Comportamento cinético do extrato da borra de café e do TBHQ frente o DPPH

Pode-se observar que ao fim do tempo de reagcdo ambos os antioxidantes
apresentaram uma quantidade de DPPH remanescente similar, sendo que o extrato
da borra e o TBHQ apresentaram 7,8 e 5,4%, respectivamente. No entanto, é
possivel notar que a cinética da reacdo comportou-se de forma distinta para ambos,
uma vez que com aproximadamente 10 minutos o TBHQ ja estabilizou o radical, em
guanto que o extrato da borra somente estabilizou o radical a partir de
aproximadamente 35 minutos. Isto indica que para aplicacdo pratica em sistemas
lipidicos ou mesmo em estudos in vivo é necessario uma adequacao das curvas
para posterior comparacdo de eficiéncia entre os antioxidantes, uma vez que 0
tempo de estabilizacdo do radical pode determinar a eficiéncia da substancia, ja que
nessas condicdes o radical gerado se nao estabilizado rapidamente pode reagir com
outros compostos como o proprio lipidio levando a formacdo de produtos de
oxidacao por exemplo.

Uma alternativa para se atingir eficiéncia similar ao TBHQ seria o aumento
da concentracdo do antioxidante natural, o que possivelmente diminuiria o tempo de

estabilizacdo do radical. No entanto, o uso de maiores quantidades de extratos pode
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prejudicar aspectos fisicos, visuais e sensoriais dos produtos em que serao
utilizados.

3.4 Concluséo

Foi possivel determinar condicbes Otimas de tempo, temperatura e
concentracdo de etanol para extracdo de compostos fendélicos da borra de café, que
apresentou concentracfes apreciaveis destes compostos bem como uma boa
atividade antioxidante, com potencial para aplicacdo como antioxidante em
alimentos. No entanto o resultado obtido com a estabilizacdo do radical DPPH
mostra que estudos relacionados com a cinética da reacdo do extrato da borra de
café comparados ao TBHQ s&o necessarios para aumentar o potencial antioxidante

do extrato em bases lipidicas e/ou em modelos in vivo.
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4 ESTUDO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZANDO A
METODOLOGIA DE SUPERFICIE RESPOSTA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE ACEROLA

Resumo

O consumo de frutas tropicais é crescente devido o seu alto valor nutritivo e
terapéutico. A acerola, originaria das Antilhas, apresenta caracteristicas desejaveis
para cultivo além de consideraveis concentragcbes de compostos bioativos como
acido ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos. Este trabalho objetivou realizar
um estudo de extragdo de compostos fendlicos através da aplicacdo da metodologia
de superficies resposta, bem como avaliar a sua capacidade antioxidante em
ensaios in vitro. Para a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos de frutos
frescos de acerola foi aplicado um planejamento experimental fatorial completo,
envolvendo 2 variaveis exploratérias (temperatura e concentracéo de etanol) e uma
variavel dependente (concentracao de fendlicos). A atividade antioxidante foi medida
através da reducdo do radical estavel DPPH, com resultados expressos em
atividade antioxidante equivalente ao Trolox e porcentagem de inibicdo, através da
determinacdo da cinética de estabilizacdo comparada ao TBHQ. Foi possivel
observar que a temperatura ndo exerceu influéncia na extracdo dos compostos
fendlicos, e que houve uma relacdo inversa entre o aumento da concentracdo de
etanol e o teor de compostos fendlicos nos extratos. A atividade antioxidante
encontrada foi de 650,53 umol de pM trolox g* de amostra. A cinética de
estabilizacdo do radical DPPH foi quase idéntica a do TBHQ o que pode indicar uma
alta eficiéncia na prevencao da oxidagdo em sistemas lipidicos.

Palavras-chave: Extracdo; DPPH; Cinética

Abstract

The consumption of tropical fruits is growing due to its high nutritional and
therapeutic value. Acerola originating from the Antilles, presents desirable
characteristics for cultivation, in addition of considerable amounts of bioactive
compounds such as ascorbic acid, carotenoids, and phenolic compounds. This study
aimed to optimize the extraction of phenolic compounds by means of response
surface methodology and evaluate its in vitro antioxidant activity. To optimize the
extraction of phenolic compounds from fresh acerola fruits, a full factorial
experimental design involving two independent variables (temperature and ethanol
concentration) and a dependent variable (concentration of phenolics) was applied
Antioxidant activity was measured using the DPPH Radical and results were
expressed in Trolox equivalent antioxidant activity and percentage of inhibition by
kinetic stabilization study, compared to TBHQ. It was observed that the temperature
did not influence the extraction of phenolic compounds, and that there was an
inverse relationship between the concentration of ethanol and phenolic compound in
extracts. The antioxidant activity was 650.53 micromol of trolox. g sample™. Kinetic
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stabilization of DPPH was almost identical to that of TBHQ, which may indicate a
high efficiency in preventing lipid oxidation systems.

Keywords: Extraction; DPPH; Kinetic

4.1 Introducao

O consumo de frutas tropicais é crescente ano apos ano. Tal fato se deve ao
valor nutritivo e terapéutico que estas frutas geralmente apresentam. Estas
apresentam, além de nutrientes essenciais como vitaminas, minerais e fibras,
compostos secundarios como os fendlicos, que auxiliam na prevencédo de doencas
cronico-degenerativas como hipertensdo e Alzheimer, diabetes entre outras
(HARBONE; WILLIAMS, 2000).

A aceroleira é originaria do mar das Antilhas e € cultivada nos Estados
Unidos e Japdo, onde é amplamente consumida. No Brasil seu plantio em larga
escala comecou em 1949, sendo que atualmente praticamente toda produgéo tem
como fim o mercado interno. Ela € conhecida por ser uma planta ristica e resistente,
propagando-se com facilidade em varias regides com diferentes condi¢cdes
climaticas. Embora possua essas caracteristicas, o0 interesse pela acerola e o0s
estudos sobre suas potencialidades econémicas, s6 comecaram a serem explorados
nos anos 40, quando foi descoberto na por¢cdo comestivel da fruta, altos teores de
vitamina C (ARAUJO, 1994).

A acerola atrai o interesse de produtores de diferentes regiées do Brasil, tal
fato se deve pelo seu alto potencial como fonte natural de vitamina C (que pode
chegar a mais de 4.800 mg.100 g*) e sua grande capacidade de aproveitamento
industrial (SANTOS et al.,, 1999; GOMES et al.,, 2000). Devido a isso a acerola
passou a representar grande importancia econdmica em determinadas regides do
Brasil para seu consumo in natura ou como matéria-prima na industria farmacéutica
a alimenticia para a elaboracdo de diversos outros produtos (NOGUEIRA et al.,
2002).

Alguns trabalhos relatam a presenca de quantidades aprecidveis de
substancias fendlicas, como antocianinas, bem como uma elevada atividade

antioxidante da acerola, sendo superior a outras frutas consideradas importantes
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fontes desses compostos, tais como uva, acai, morango, pitanga e manga.
Diferentes metodologias sdo utilizadas para extracdo dos compostos fendlicos, com
uso de diversos sistemas de solvente e temperaturas, o que torna dificil a
comparacao de resultados (KUKOSKI et al., 2006; MELO et al., 2008; CANUTO et
al., 2010).

O objetivo desse trabalho foi realizar um estudo da extracdo de compostos
fendlicos de frutos da acerola utilizando a metodologia de superficie resposta, bem

como avaliar a atividade antioxidante do extrato obtido.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Obtencéao e preparo das amostras

As acerolas maduras produzidas no municipio de Piracicaba, SP foram
lavadas em agua corrente, sanitizadas com agua clorada (100 ppm de hipoclorito de
sédio CRT) por 10 minutos. Apds, foram cortadas em pedacos de aproximadamente
1lcm e colocadas para secar em estufa com circulacdo de ar forcada a 40° C por 48
horas. Em seguida as amostras foram trituradas em processador por
aproximadamente 5 minutos para obtencdo de um pé de menor granulometria. O p6
de acerola foi acondicionado em frasco ambar e armazenado em freezer comercial a

-18° C até o momento das analises.

4.2.2 Preparo dos extratos, quantificacdo de fendlicos e avaliacdo da atividade

antioxidante

Para obtencao dos extratos as amostras foram colocadas juntamente com o
solvente (solucao hidroalcéolica) em uma proporcao de 1:30 (m/v), em banho com
agitacdo a 200 rpm sob condi¢cdes de baixa luminosidade, sendo que variou-se a
temperatura e a concentragdo de etanol de acordo com o delineamento
experimental. Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 5000 g por 20
minutos, filtrados e armazenados em frascos ambar a -26°C até o momento da

realizagdo das andlises.
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O conteudo de compostos fendlicos no extrato foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu de acordo com a metodologia proposta conforme descrito por
Singleton et al. (1999), utilizando acido galico como padrdo. Os resultados foram

expressos em mg de acido galico (GAE) por grama de amostra seca.

A atividade antioxidante foi determinada por ensaio in vitro com utilizacdo do
extrato que apresentou a maior concentragdo de fendlicos. Foi determinada a
atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) no radical livre estavel 2,2-di(4-
t-octilfenil)-1-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A porcentagem
de inibicdo do extrato de acerola foi comparada ao antioxidante sintético terc-butil-
hidroxi-quinona (TBHQ) na mesma concentragao que o extrato da fruta, por meio de
estudo de cinética da inibicdo do radical DPPH a cada minuto até completar o tempo

m gue o método propde para o fim da reacdo (45 minutos).

4.2.3 Delineamento experimental para estudo da extracdo e analise estatistica

dos dados

Foi aplicado um planejamento experimental fatorial completo, do tipo
composto rotacional central, envolvendo 2 variaveis exploratorias (temperatura - °C,
e concentracdo de etanol -% de etanol) e uma variavel dependente (concentracao
de fendlicos). O delineamento experimental aplicado pode ser verificado na Tabela
1, que apresenta os niveis codificados e reais das variaveis, compreendendo 0s

pontos inferior (-1), superior (+1) e axiais (+a e —a).
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Tabela 1 - Faixas de estudo das variaveis exploratérias em analise no processo de extracdo de

fenodlicos da acerola

Nivel de variagdo

Variavel -1,41 -1 0 1 +1,41
exploratéria
Concentracédo de 0 14,4 49,5 84,6 99
etanol
Temperatura (°C) 30 34,4 45 55,6 60

No total foram realizados 12 ensaios (o0 delineamento aplicado é apresentado
no Quadro 1) combinando-se as variaveis e incluindo quatro repeticdes do ponto
central. Todos os experimentos foram realizados de maneira aleatéria e utilizando os
mesmos equipamentos. Os efeitos foram analisados pela metodologia de superficie
de resposta e analise de regressdao multipla. O modelo matematico foi ajustado,
incluindo termos lineares e quadraticos, e interacfes entre variaveis exploratérias.
Os modelos foram avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacéo (R?) e teste
de F. O coeficiente de determinacdo € uma medida da proporcédo da variacao total
da resposta explicada pelo modelo. O teste F, que testa a significancia da regressao
e da falta de ajuste do modelo, foi realizado por meio da analise de variancia com
auxilio do aplicativo “Statistica 12.0” e comparado ao valor da tabela de 95% de

probabilidade para uma distribuicdo de referéncia.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Estudo da extracdo de compostos fendlicos

Por meio da ferramenta de planejamento experimental e andlise de
superficie de resposta € possivel investigar a influéncia de varidveis explanatorias
em um processo, além da forma de interacdo entre estas variaveis, obtendo valores
gue otimize os resultados esperados (SANTOS et al., 2008). No Quadro 1, tém-se
os valores de fendlicos (resposta) obtidos para cada ensaio no experimento

realizado.
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Variaveis exploratérias Variavel
dependente
Ensaios % Etanol Temperatura °C Fenolicos
Valor Valor Valor Valor (MgGAE.g™)
codificado real codificado real
1 -1 14,4 -1 34,4 173,85
2 +1 84,6 -1 34,4 134,12
3 -1 14,4 +1 55,6 166,12
4 +1 84,6 +1 55,6 136,35
5 -1,41 0 0 45 175,86
6 +1,41 99 0 45 86,05
7 0 49,5 -1,41 30 149,98
8 0 49,5 +1,41 60 158,54
9 0 49,5 0 45 152,49
10 0 49,5 0 45 145,46
11 0 49,5 0 45 158,05
12 0 49,5 0 45 155,27

Quadro 1 - Quantidade de compostos fendlicos expressos em mg de acido gé\lico.g'l de amostra,

obtido no estudo de otimiza¢éo do processo de extracdo de fendlicos da acerola

A andlise dos efeitos pelo teste de T-student indicou que apenas o grau de
hidratacdo do etanol (efeito linear e quadratico) foi estatisticamente significativo ao
ao nivel de 5% de probabilidade. Os efeitos foram negativos, indicando que quando
se aumenta a concentracdo de etanol na solucdo, diminui-se o teor de compostos
fendlicos no extrato. O efeito da temperatura ndo foi significativo, assim como
interacdo em as duas variaveis estudadas. A Figura 1 apresenta o diagrama de
pareto para os efeitos do processo em estudo.
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(1) Concentracéo de etanol (L) -49,1793
Concentragao de etanol (Q) [ -16,9015
Temperatura (Q) | 6,542996
1Lby2L | 4,98
(2) Temperatura (L) 1,647301

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Efeito Estimado

Figura 1 - Diagrama de Pareto para a extracdo de compostos fendlicos de frutos da acerola

Os efeitos nao significativos foram ignorados e com os coeficientes de
regressao ajustou-se um modelo matematico de segunda ordem, representado pela

eqguacdao a seguir (modelo codificado):

Compostos Fendlicos Totais (mg GAE.g'l) = 155,3907 — 24,5897 x (% etanol) — 9,0956 x (%

etanol)®

A andlise de variancia (ANOVA) é apresentada na Tabela 2. Observa-se
através do teste F que o F calculado para a regressao a partir dos dados
experimentais foi maior que o F tabelado, indicando que a equacédo foi
estatisticamente significativa, apesar de ndo ser preditiva. A variacdo explicada pelo
coeficiente de determinacdo (R? demonstrou que 86% dos pontos obtidos se
ajustaram ao modelo. Através do teste F verificou-se que a falta de ajuste ao modelo

nao foi estatisticamente significativa (F tabelado foi maior que o F calculado).
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Tabela 2 - Analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos na extragao de fendlicos de frutos de

acerola
Fonte variacédo Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica Teste F
Regressao 5639,127 2 2819,5635 30,08215
Residuo 843,559 9 93,72877778
Falta de ajuste 755,926 5 151,1852 5,175626
Erro puro 87,633 3 29,211
Total 6212,686 11

RZ = 0,864 Fo,gs;z;g = 19,385 Fo,95;5;3: 5,409

Mesmo ndo havendo uma regido de 6timo, o estudo da extracdo dos
compostos fendlicos de frutos de acerola pode fornecer informacfes importantes

para a extracdo destes compostos, como percebe-se pela andlise da Figura 2.

mg GAE/g
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Figura 1 - Influéncia da concentragcéo de etanol (%) e da temperatura (°C) na extracdo de compostos

fendlicos da acerola
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Figura 2 - Influéncia da concentracdo de etanol (%) e da temperatura (°C) na extragdo de compostos

fenodlicos da acerola

Através da superficie é possivel observar que ha uma tendéncia de maior
extracdo de fendlicos quanto menor a concentracdo de etanol sem influéncia da
temperatura na faixa estudada. O maior resultado obtido foi no ensaio de condi¢ao
5 (175,86 mg GAE.g™), em que utilizou-se somente 4gua a uma temperatura de 45°
C. A andlise dos resultados permite concluir que utilizando-se somente agua e
temperaturas mais brandas é possivel obter a mesma eficiéncia da extracdo dos

compostos fendlicos da acerola.

Freire et al. (2013) encontraram um valor de fendlicos inferior ao do presente
estudo, utilizando uma condicao de 1:80 (m/v) na relagdo amostra solvente, metanol
a 50% e temperatura de 80°C. No estudo a amostra foi utilizada in natura.
Considerando-se o a umidade da acerola pela TACO (UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS, 2011) (90,5%), pode-se depreender que 0s autores encontraram

um valor de equivalente a 156 mg. g* matéria seca, com resultados expressos em



68

acido tanico. Este resultado assemelha-se aos encontrados no presente trabalho
guando utilizou-se uma concentracdo de etanol a 49,5%.

Rufino (2008) também encontrou um valor menor de fendlicos totais em
acerola liofilizada. O autor preparou um extrato utilizando primeiro uma solucdo
extratora de metanol (50%) e depois de acetona (70%), encontrando o resultado de
102,7 mg.g”* de matéria seca expresso em &cido galico. Moura (2010) também
utilizou uma metodologia parecida para extracdo de fendlicos de acerola organica
em po, utilizando as solucdes extratoras de etanol (50%) e acetona (70%). No
entanto a quantidade de fendlicos encontrada foi 60,04 mg.g"' de matéria seca,

também expresso em acido galico.

Estes resultados indicam a importancia em se realizar estudo do método de
extracdo de fendlicos, uma vez que uma série de métodos e solventes podem ser

combinados e muitas vezes resultando em extracfes nao eficazes.

4.3.2 Atividade antioxidante in vitro da acerola

Foi realizado estudo com extrato aquoso de frutos de acerola contendo 175,
86 mg GAE.g™. O resultado obtido foi de 650,53 pmol de trolox. g™ de amostra. Este
valor foi superior ao encontrado por Mezadri et al. (2008), em que os autores
prepararam um extrato utilizando metanol e &gua para avaliar a atividade
antioxidante de acerolas in natura. Le e Le (2012) também encontraram valores bem
inferiores para a atividade antioxidante medida em suco de acerola, sendo que a
preparacdo do extrato ndo se deu com aplicacdo de temperatura, sendo feito
somente o preparo de um suco em proporcéo de agua para acerola de 2:1.

No entanto Freire et al. (2013) encontraram um valor maior para atividade
antioxidante (1336, 42 uM trolox.g* de amostra) pelo método de estabilizacdo do
radical estavel ABTS. Estas diferencas relacionadas a atividade antioxidante podem
estar ligadas ndo s6 aos métodos utilizados para extracdo e analise, mas também
com diversos outros fatores extrinsecos e intrinsecos relacionados aos frutos, como
o periodo de colheita (seca ou das aguas) e genétipos, como constatado por Lima et
al. (2005). Tais variaveis exercem influéncia sobre a quantidade de compostos

bioativos da acerola, e em especial aos carotenoides e compostos fendlicos.
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O TBHQ é um dos antioxidantes sintéticos mais eficientes na estabilizacao
oxidativa de Oleos e gorduras sendo estavel quando submetido a altas temperaturas,
0 que o leva a ser considerado o melhor antioxidante para uso em produtos que
contém alto teor de acidos graxos insaturados. Devido a isso, o comportamento
cinético do extrato de acerola em estabilizar o radical DPPH foi comparado ao
TBHQ, ambos na mesma concentracéo (0,75 mg GAE.mL™). A Figura 3 apresenta a

cinética de estabilizacdo do radical DPPH pelo extrato de acerola e pelo TBHQ.
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Figura 3 - Comportamento cinético do extrato da acerola e do TBHQ frente o DPPH

Pode-se observar que, o tempo que os antioxidantes levam para estabilizar
o radical DPPH é semelhante tanto para a acerola quanto para o DPPH, uma vez
gue ambas as curvas estdo sobrepostas durante a maior parte do tempo, sendo que
no tempo final a acerola apresentou um valor ligeiramente menor de DPPH

remanescente comparado com o TBHQ (3,15 e 4,27%, respectivamente).

Tal resultado pode indicar uma alta eficiéncia na estabilizacdo de radicais
pela acerola, uma vez que a velocidade em que o antioxidante € capaz de estabilizar
o radical formado em sistemas lipidicos, por exemplo, € fundamental no seu

desempenho, dado que enquanto ndo estabilizado, o radical gerado pode formar
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outro radical dando sequéncia as reacdes de oxidacdo em cadeia (FENNEMA,
1996).

Vieira et al. (2011) também encontraram valores parecidos ao do presente
trabalho para extratos hidroalcoolicos e aquosos de acerola, em concentracfes de
200 yg mL™ em que com 20 minutos de leitura a absorbancia chegou a valores
proximos de zero. No entanto, por tratar-se de um extrato aquoso, o potencial de

aplicacado em alimentos de base lipidica sera restrito a emulsdes e cremes.

4.4 Conclusao

Foi possivel realizar um estudo da extragcdo de compostos fendlicos da
acerola, sendo que a concentracado de etanol se mostrou um fator mais relevante do
gue a temperatura durante o processo. O extrato de frutos de acerola demonstrou
uma apreciavel atividade antioxidante, além de uma cinética de estabilizacdo do
radical DPPH comparavel ao antioxidante sintético TBHQ, o que pode indicar uma
alta eficiéncia no controle da oxidacdo em sistemas lipidicos como emulsdes e

cremes, consistindo em potencial alternativa ao uso deste antioxidante sintético.
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5 ESTUDO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZANDO A
METODOLOGIA DE SUPERFICIE RESPOSTA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE CASCA DE LICHIA

Resumo

A lichia é uma fruta bastante apreciada e destaca-se como alimento
funcional. No entanto poucos estudos sao voltados a sua casca, sendo que esta é
tratada como um residuo pelas indastrias do setor. Com isso o objetivo do
presente estudo foi analisar a extracdo de compostos fenélicos da casca da lichia
através da metodologia de superficie resposta, bem como avaliar a sua atividade
antioxidante. Foi determinada a concentracdo de compostos fendlicos na casca,
polpa e semente da fruta. Para a otimizacdo da extracdo foi utlizada a
metodologia de superficie resposta, tendo como variaveis exploratorias a
concentracdo de etanol e a temperatura, e como resposta a concentracao de
fendlicos totais. A atividade antioxidante foi medida por meio do radical DPPH e
expressa em equivalentes de trolox e pela cinética de estabilizacdo do radical
comparada ao antioxidante sintético TBHQ. Foi possivel observar que a melhor
concentracdo de etanol para extracdo dos compostos fendlicos totais com uso de
solucbes etanolicas foi a 50% e a temperatura de cerca de 45°C. A casca
apresentou uma consideravel atividade antioxidante, no entanto ao se comparar a
porcentagem de reducdo do radical DPPH com o TBHQ, o extrato da casca de
lichia se mostrou menos eficiente.

Palavras chave: Frutos de lichia; DPPH; Atividade antioxidante

Abstract

The lychee is a fruit widely appreciated and stands out as a functional food.
However few studies have focused on its residues, such as seeds and skins, that
are usually treated as waste by the industrial sector. Thus the aim of this study was
to evaluate the conditions of extraction of phenolic compounds from the lychee
residues with ethanolic solutions by response surface methodology and evaluate
antioxidant activity of resulting extracts. The concentration of phenolic compounds
in the skin pulp and seeds of the fruit was determined To optimize the extraction
process, independent variables (ethanol concentration and temperature) were
studied The antioxidant activity was measured by DPPH, expressed as trolox
equivalent and the kinetic stabilization of the radical compared to the synthetic
antioxidant TBHQ. It was observed that the optimal concentration of ethanol for the
extraction of phenolic was around ethanol 50 % and the temperature around 45 °C.
The skins showed considerable antioxidant activity, however when comparing the
percentage of reduction of the radical with TBHQ, lychee extract was less efficient.

Keywords: Lychee fruits; DPPH; Antioxidant activity
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5.1 Introducgéao

A Lichia (Litchi chinensis Sonn) é uma fruta de origem chinesa que pertence
a familia sapindaceae, género Litchi e espécie Litchi chinensis. Seu nome é
originario do latim Sapindus e significa a juncéo das palavras sapo (sabdo) e indus
(india) em virtude das saponinas presente em seus frutos e sementes que sao
usadas na elaboracéo de sabonetes (SMARSI et al., 2008; MOTTA, 2009). E um
fruto tropical, de elevado valor comercial, possui casca com coloracdo vermelha,
arilo translicido, e € apreciado por seu sabor doce que apresenta quantidade
significativa de acuUcares, além de minerais como potassio, magnésio, fosforo e
vitaminas como a riboflavina, niacina e tiamina (QUEIROZ, 2012).

Esta fruta chegou ao Brasil no ano de 1810, na cidade do Rio de Janeiro,
onde se adaptou facilmente ao clima Brasileiro nos meados do século XX. Logo,
ela comecou a ser transportada para outras cidades do estado de Sao Paulo,
Parana e Minas Gerais onde passou a ser comercializada e cultivada, por ser uma
fruta exdtica e muito saborosa. No Brasil sdo cultivadas trés variedades: a‘bengal’,
‘brewster’ e ‘americana’, sendo a ‘bengal’ a mais comum (PIRES, 2012).

A Lichia, por ser uma fruta com alto teor de antioxidantes, apresenta
diversos beneficios a saude, sendo considerada um alimento funcional devido os
seus compostos bioativos. Seus polifendis na forma de oligdmeros e mondémeros
de catequinas e proantocianidinas exercem efeito significativo sobre a sindrome
metabolica, prevenindo o diabetes mellitus e reduzindo as reservas de gordura
(IDEAL 2012; CHANG et al., 2013).

A polpa da lichia pode ser comercializada enlatada, como bebidas
fermentadas, licores, processada na forma de sucos, desidratadas, em compotas
e congeladas. Pode ser usada ainda em processamentos de sorvete e iogurtes.
Suas sementes e cascas, que sdo descartadas pelos consumidores e na industria
ou usadas como fertilizante na racdo animal, poderiam ser tratadas como uma
fonte alternativa de nutrientes e compostos bioativos, pois apresentam vitaminas e
minerais, (WANG et al.,, 2011). No entanto sdo escassos os trabalhos que
estudam o potencial de fornecimento destes compostos pelos residuos da Lichia.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a extracdo de compostos fenélicos
da casca da lichia através da metodologia de superficie resposta, bem como

avaliar sua atividade antioxidante in vitro.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Obtencéao e preparo das amostras

Lichias maduras da variedade ‘bengal’ produzidas em S&o Gotardo-MG,
foram lavadas em &gua corrente e sanitizadas com &agua clorada (100 ppm de
hipoclorito de so6dio CRT) por 10 minutos. Apos foram separadas as por¢cbes da
casca, semente e polpa, as quais foram secas em estufa com circulacdo de ar
forcada a 40° C por 48 horas. Em seguida as amostras foram trituradas em
processador por aproximadamente 5 minutos para obtencdo de um p6 de menor
granulometria. O pé das diferentes por¢des da lichia foram acondicionado em frasco

ambar e armazenado em freezer comercial a -18° C até o momento das analises.

5.2.2 Preparo dos extratos, quantificacéo de fendlicos e avaliacdo da atividade

antioxidante

Primeiramente foi feito um extrato das 3 por¢des da fruta (casca, semente e
polpa) nas mesmas condi¢cdes, a fim de estimar qual parte possuia a maior
concentracdo de fendlicos e atividade antioxidante. Para isso as amostras foram
colocadas juntamente com o solvente (etanol 50%) em uma proporcdo de 1:30
(m/v), em banho a 50°C com agitacdo a 200 rpm por 50 minutos sob condi¢cbes de
baixa luminosidade. Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 5000 g por 20
minutos, filtrados e armazenados em frascos ambar a -26°C até o momento da
realizacdo das analises.

Para a amostra que apresentou maior quantidade de fendlicos, foi aplicado
um delineamento experimental variando as concentracdes de etanol, e a
temperatura, visando a otimizacao do processo de extracao.

O conteudo de compostos fendlicos no extrato foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al.
(1999), utilizando acido géalico como padrdo. Os resultados foram expressos em mg
de acido galico (GAE) por grama de amostra seca.

A atividade antioxidante relativa foi determinada em ensaio in vitro, em
termos de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (mg. g de matéria
seca’) no radical livre estavel 2,2-di(4-t-octilfenil)-1-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).
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A porcentagem de inibicdo do extrato de lichia foi comparada ao antioxidante
sintético terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ) na mesma concentracdo que o extrato da
fruta, por meio da medicéo da inibicdo do radical DPPH a cada minuto até completar

0 tempo em que o método propde para o fim da reacdo (45 minutos).

5.2.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

Para a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos da lichia foi aplicado
um planejamento experimental fatorial completo, do tipo composto rotacional central,
envolvendo duas variaveis exploratorias (temperatura - °C, e concentracéo de etanol
-% de etanol) e uma variavel dependente (concentracédo de fendlicos).

As faixas de estudos sdo apresentadas na na Tabela 1, que apresenta os
niveis codificados e reais das varidveis exploratdrias, compreendendo o0s pontos

inferior (-1), superior (+1) e axiais (+a e —q).

Tabela 1 - Faixas de estudo das varidveis exploratérias em andlise no processo de extracao de

fendlicos da lichia

Nivel de variacao

Variavel -1,41 -1 0 1 +1,41
exploratéria
Concentragéo de 0 14,4 49,5 84,6 99
etanol
Temperatura (°C) 30 34,4 45 55,6 60

O delineamento do tipo fatorial rotacional completo com ponto central
consiste em 12 ensaios, incluindo quatro repeticbes do ponto central. Todos os
experimentos foram realizados de maneira aleatéria e utilizando 0os mesmos
equipamentos. Os efeitos foram analisados pela metodologia de superficie de
resposta e analise de regressdo multipla. O modelo matematico foi ajustado,
incluindo termos lineares e quadraticos, e interacdes entre variaveis exploratérias.
Os modelos foram avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacédo (R?) e teste
de F. O coeficiente de determinacdo € uma medida da proporcdo da variagéo total
da resposta explicada pelo modelo. O teste F, que testa a significancia da regressao

e da falta de ajuste do modelo, foi realizado por meio da analise de variancia com
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auxilio do aplicativo “Statistica 12.0” e comparado ao valor da tabela de 95% de

probabilidade para uma distribuicdo de referéncia.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Estudo da extracdo de compostos fendlicos

Os resultados obtidos para a concentracdo de fendlicos bem como para a

atividade antioxidante das diferentes partes da lichia sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Fendlicos totais e atividade antioxidante para as diferentes porg6es da lichia

Conteldo total de fendlicos (mg GAE. g matéria Atividade antioxidante
seca)* (TEAC)*
Casca 24,40 42,84
Semente 12,40 20,46
Polpa 20,02 12,20

* 0s valores representam a média de 3 determinagdes

Como se pode observar, a casca da lichia foi a fracdo da fruta que
apresentou a maior concentracdo de compostos fendlicos e a maior atividade
antioxidante, sendo selecionada para o estudo sequencial. Wang et al. (2011)
encontraram valores maiores, entre 50 e 103 mg GAE . g matéria seca™, no entanto
os autores avaliaram a presenca de fendlicos no pericarpo de diferentes cultivares
chinesas. Somando-se uma estimativa da proporcédo de casca, polpa e semente e
relacionando-a aos teores de compostos fendlicos apresentados na Tabela 2, tem-
se 56,8 mg GAE.g™, com base em matéria seca, valor comparavel ao que os autores
encontraram entre 10 variedades diferentes.

Através da ferramenta de planejamento experimental e de superficie de
resposta é possivel investigar a influéncia de variaveis em um determinado
processo, além da forma de interacdo entre elas, obtendo valores que permitam a
obtencao dos melhores resultados (SANTOS et al., 2008).

No Quadro 1, tém-se os valores de compostos fendlicos totais obtidos para
cada ensaio do delineamento experimental aplicado.
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Variaveis exploratérias Variavel
dependente
Ensaios % Etanol Temperatura °C Fenodlicos
Valor Valor Valor Valor (mgGAE.g'l)
codificado real codificado real

1 -1 14,4 -1 34,4 11,13
2 +1 84,6 -1 34,4 20,04
3 -1 14,4 +1 55,6 14,84
4 +1 84,6 +1 55,6 23,13
5 -1,41 0 0 45 7,75
6 +1,41 99 0 45 13,10
7 0 49,5 -1,41 30 19,87
8 0 49,5 +1,41 60 25,87
9 0 49,5 0 45 22,70
10 0 49,5 0 45 22,88
11 0 49,5 0 45 22,32
12 0 49,5 0 45 22,20

Quadro 1 - Teores de compostos fendlicos totais obtidos no estudo de otimizagdo do processo de

extracdo de casca de lichia

A andlise dos efeitos pelo teste de T-student indicou que os efeitos lineares
do grau de hidratacdo do etanol e da temperatura foram estatisticamente
significativos. Os efeitos, positivos, indicam que o aumento da temperatura e da
concentracdo do etanol do nivel inferior para o superior (de 34,4 para 55,6°C e 14,4
para 84,6%, respectivamente) promoveram aumentos no teor de compostos
fendlicos nos extratos, em média de 3,8 e 6,2 mg GAE.g™ de amostra. A interacéo
entre concentragédo de etanol e temperatura nao foi significativa. No entanto, o efeito
guadratico da concentracéo de etanol foi estatisticamente significativo e representa
um valor consideravel, apresentando sinal negativo, 0 que indica passagem pela

regido de maxima extracao (Tabela 3).




79

Tabela 3 - Estimativa dos efeitos das variaveis exploratorias sobre o teor de compostos fendlicos
totais de extratos de casca de lichia

Efeito Desvio padrédo Nivel descritivo (P)
Média 22,5230 0,159242 0,000001
Etanol (L) 6,2043 0,225539 0,000105
Etanol (Q) -11,8321 0,252837 0,000021
Temperatura (L) 3,8264 0,225539 0,000446
Temperatura (Q) 0,6874 0,252837 0,072621
Etanol X Temperatura (L) -0,3100 0,318486 0,402167

Termos em negrito: estatisticamente significativos a 95% de confianga (P<0,05)
L = linear; Q = quadratico

O efeito quadratico da temperatura, apesar de nao ser estatisticamente
significativo, foi mantido por estar proximo ao nivel de significancia. Dessa forma,
apenas o efeito da interagdo foi ignorado para a obtencédo dos coeficientes de

regressao e realizacdo da ANOVA (Tabela 4).

Tabela 4 - Andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos na extragéo de fendlicos da casca de

lichia
Fonte variacdo Soma Quadréatica Graus de Liberdade Média Quadréatica Teste F
Regresséo 343,321 4 85,83025 45,59549
Residuo 13,177 7 1,882428571
Falta de ajuste 12,873 4 3,21825 31,75905
Erro puro 0,304 3 0,101333333
Total 356,321 11

R7=0,963 Foos47=6,09 Foosaa= 6,591

Observa-se através do teste F que o F calculado para a regresséo a partir
dos dados experimentais foi maior que o F tabelado, indicando que a equagao foi
estatisticamente significativa. A variacdo explicada pelo coeficiente de determinacgéo
(R? demonstrou que 96% dos pontos obtidos se ajustaram ao modelo. Através do
teste F verificou-se que a falta de ajuste ao modelo foi estatisticamente significativa,

0 gque pode ser explicado pelo baixo valor do erro puro.

A Figura 1 apresenta a relagcdo entre resultados preditos e observados, o
que justifica o0 emprego da superficie de resposta para selecdo da melhor condicao
de obtencdo de extratos de casca de lichia mesmo com a significancia da falta de

ajuste. Devido ao alto R? e ajuste na regido de maior teor de compostos fendlicos
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extraidos. A Figura 2 apresenta a superficie de resposta, em que se pode identificar
a melhor regido para extracdo dos fendlicos.

Valores previstos

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Valores observados

Figura 1 - Relacéo entre valores previstos e observados pelo modelo matemético ajustado ao estudo

de extracdo de compostos fendlicos de casca de lichia
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mg GAE/g

I > 26
Il <25
<21
<17
[1<13
B <9

Temperatura (°C) Bl <5

Etanol (%)

Figura 2 - Influéncia da concentragdo de etanol (%) e da temperatura (°C) na extracdo de compostos

fenodlicos da casca de lichia

E possivel observar um efeito quadratico exercido pela concentracio de
etanol, indicando um étimo em uma concentracdo de 50%, sendo que a temperatura
acima de 45° C também se mostrou mais eficiente na extracdo de compostos
fenolicos.

Os trabalhos que avaliaram a quantidade de fendlicos na casca de lichia sao
escassos, 0 que torna dificil a comparacédo de resultados, no entanto Queiroz (2012)
avaliou a quantidade de fendlicos na casca com o preparo da amostra em condicdes
semelhantes a do presente do estudo, mas com extracao de fendlicos por diferentes
meios, ja que a proporcao utilizada de amostra solvente foi 1:20 e o autor utilizou
uma solucédo extratora contendo 3 diferentes solventes (acetona 70%, etanol 50% e
metanol 50%) e os resultados foram expressos em equivalente de acido tanico. Por
fim o autor encontrou uma quantidade de 0,72 mg.g™* de matéria seca, sendo este
resultado bastante inferior ao encontrado no presente trabalho, em que em uma

condicdo préxima a regido do 6timo (ensaio 8) foi encontrado 25,87 mg GAE . g de
matéria seca.
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Isto indica a importancia de se estudar as variaveis na extracdo de
compostos fendlicos da lichia, fim de se obter condi¢cbes que fornecam uma maior
guantidade dos compostos de interesse. Uma vez que mesmo para a extracdo de
fendlicos da fruta como um todo os trabalhos divergem muito entre si quanto as
condi¢Bes utilizadas, com o uso de diferentes solventes como acetona, metanol e
etanol e em concentracdes e proporcdes de amostra/solvente variadas (DUAN et al.,
2007; WANG et al., 2010).

5.3.2 Atividade antioxidante in vitro da casca de lichia

O resultado obtido com uso do extrato produzido com etanol 49,5% a 60°C
foi de 43,09 umol de trolox g* de amostra. Este se mostra um bom resultado, uma
vez que é superior ao encontrado por Silva et al. (2011) ao analisarem a capacidade
antioxidante no suco de 15 frutas diferentes produzidas na regido sul do Brasil,
consideradas fontes de antioxidantes, como mirtilo, amora preta e morango.

O valor encontrado também foi muito superior ao observado por Liu et al.
(2009). Ao analisarem a capacidade antioxidante de flores de lichia em diferentes
extratos produzidos com variados tipos de solvente, os autores observaram na
melhor condicdo estudada uma atividade antioxidante expressa em 12,6 09 umol de
trolox g* de amostra seca, o que reforca a ideia de que a casca da lichia pode ser
usada como uma fonte destes compostos.

O comportamento cinético do extrato de lichia ao estabilizar o radical DPPH
foi comparado com o TBHQ, sendo ambos na mesma concentragéo (0,75 mg GAE
mL™).Na Figura 3 é possivel observar a cinética de estabilizacdo do radical DPPH

pelo extrato da casca de lichia e pelo TBHQ.
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Figura 3 - Comportamento cinético do extrato de lichia e do TBHQ frente o DPPH

E possivel observar que apesar do tempo de estabilizacdo do radical para o
extrato da casca de lichia ser semelhante ao TBHQ, a porcentagem de radical
remanescente no fim da reacao foi maior para o extrato que o TBHQ sendo 11,26 e
4,27% respectivamente. Isto indica uma menor eficiéncia antioxidante do extrato,
quando comparado ao TBHQ na mesma concentracdo. Uma possivel explicacdo
seria que no extrato ha uma mistura de compostos fendlicos, em condi¢cbes nao
totalmente conhecidas, ja o TBHQ foi utilizado na forma purificada, logo interac6es

entre as diferentes moléculas podem explicar essa menor atividade antioxidante.

5.4 Concluséo

Foi possivel obter um estudo das condi¢cdes 6timas para a extracdo de
compostos fenolicos da casca de lichia, sendo que esta foi a fracdo da fruta (entre
casca e semente) que apresentou maior concentracdo de fendlicos e atividade
antioxidante. A casca da lichia apresentou uma boa atividade antioxidante, no
entanto sua cinética de estabilizacdo do radical DPPH mostrou-se menos eficiente
guando comparada ao TBHQ, indicando que mais estudos sobre as condi¢cdes e as

moléculas presentes na casca Sao necessarios.



84

Referéncias

BRAND-WILIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical method
to evaluate antioxidant activity. Food Science and Technology, London, v. 28, n. 2,
p. 25-30, 1995.

CHANG, Y.; YANG, D.; CHIU, C.; LIN, Y.; CHEN, J.; CHEN, Y. Antioxidative and
anti-inflammatory effects of polyphenol-rich litchi (Litchi chinensis Sonn.) - flower-
water-extract on livers of high-fat-diet fed hamsters. Journal of Functional Foods,
v.5,n. 1, p. 44-52, 2013.

DUAN, X.; WU, G.; JIANG, Y. Evaluation of the antioxidant properties of litchi fruit
phenolics in relation to pericarp browning prevention. Molecules, Washington, v. 12,
n. 4, p. 759-771, 2007.

IDEAL. Lichial. 2012 Disponivel em: <http://www.farmabin.com.br/files/Lichial.pdf>.
Acesso em: 21 abr. 2014.

LIU, S.; LIN, J.; WANG, C.; CHEN, H.; YANG, D. Antioxidant properties of various
solvent extracts from lychee (Litchi chinenesis Sonn.) flowers. Food Chemistry,
Barking, v. 114, n. 2, p. 577-581, 20009.

MOTTA, E.L. Avaliacdo da composicao nutricional e atividade antioxidante de
Litchi chinensis Sonn. (“Lichia”) cultivada no Brasil. 2009. 80 p. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2009.

QUEIROZ, E.R. Fracbes de lichia: caracterizacdo quimica e avaliacdo de
compostos bioativos. 2012. 123 p. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2012.

PIRES, M.C. Efeito do anelamento e do paclobutrazol no florescimento e
frutificagcéo, sobrenxertia e analise sazonal de macro e micronutrientes em
(Litchi chinensis Sonn). 2012. 115 p. Tese (Doutorado em Agronomia) - Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2012.

SANTOS, S.F.M.; SOUZA, R.L.A.; ALCANTARA, S.R.; PINTO, G.A.S.; SILVA,
F.L.H.; MACEDO, G.R. Aplicacdo de metodologia de superficie resposta no estudo
da producédo de pectinase por fermentacdo em estado sélido do pedunculo de caju.
Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v. 10, n. 2,

p. 101-109, 2008.

SILVA, R.; VENDRUSCOLO, S.L.; TORALLES, R.P. Avaliacédo da capacidade
antioxidante em frutas produzidas na regido Sul do RS. Revista Brasileira de
Agrociéncia, Pelotas, v. 17, n. 3/4, p. 398-400, 2011.

SINGLETON, V.L.; ORTHOFER, R.; LAMUELA, R.M. Analysis of total phenols and
other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteau reagent.
Methods in Enzimology, Bethesda, v. 299, n. 1, p. 152-178, 1999.



85

SMARSI, R.C.; CHAGAS, E.A.; REIS, L.L.; OLIVEIRA, G.F.; MENDONCA, V.;
TROPALDI, PIO, R.; SCARPARE FILHO, A.S.F. Concentracdes de acido
indolbutirico e tipos de substrato na propagacéo vegetativa de lichia. Revista
Brasileira de Fruticultura, Cruz das Almas, v. 30, n. 1, p. 7-11, mar. 2008.

WANG, C.Y.; CHEN, H.; JIN, P.; GAO, H. Maintaining quality of litchi fruit with
acidified calcium sulfate. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Easton,
v. 58, n. 1, p. 8658-8666, 2010.

WANG, H.; HU, Z.; WANG, Y.; CHEN, H.; HUANG, X. Phenolic compounds and the
antioxidant activities in litchi pericarp: difference among cultivars. Scientia
Horticulturae, Amsterdam, v. 129, n. 4, p. 784-789, 2011.



86



87

6 ESTUDO DO CONTROLE DA OXIDACAO DE EMULSOES COM EXTRATOS DE
ACEROLA, BORRA DE CAFE E CASCA DE LICHIA E EM COMPARAGCAO AO
TBHQ

Resumo

A utilizacdo de residuos e matérias primas agroalimentares para obtencéo
de compostos de interesse como os fendlicos é de crescente interesse. O TBHQ é
um antioxidante sintético muito utilizado, mas que pode apresentar efeitos adversos
ao seres humanos. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de extratos ricos
em compostos fendlicos, obtidos a partir de frutos de acerola, borra de café e casca
de lichia, no controle da oxidacdo de emulsdes. Os extratos foram preparados em
condi¢cdes otimizadas utilizando-se solucdes hidroalcéolicas e aquecimento. As
emulsdes foram preparadas utilizando o6leo de soja refinado, tween 20 e agua
destilada, com adicdo de concentracfes de extratos em substituicdo a agua. As
emulsdes foram submetidas a teste acelerado de oxidacdo em estufa por 9 dias e
determinou-se o teor de hidroperdoxidos formados. Observou-se que o extrato de
acerola foi o Unico que apresentou a mesma eficiéncia que o TBHQ, enquanto os
extratos de casca de lichia e de borra de café apresentaram baixa ou nenhuma
protecdo a oxidacdo. Tal fato pode ser explicado pelo melhor desempenho da
cinética de estabilizagédo do radical DPPH obtida nos ensaios anteriores, e pelo fato
de que, além de compostos fendlicos o extrato de acerola também pode conter acido
ascorbico, que atua como um antioxidante sinérgico. Além disso, notou-se que em
concentracdes de 100 e 200 mg.kg™, tanto para o extrato e acerola quanto para o
TBHQ, a concentracdo de hidroperdxido formada foi similar, indicando que 100
mg.kg? de fendlicos em sistema de emulsdo pode ser uma concentracdo ideal.
Pdde-se concluir que o extrato de acerola foi 0 mais eficiente no retardamento da
oxidacdo lipidica nas condi¢des estudadas, sendo que mais estudos com diferentes
condi¢cdes além de estudos toxicologicos sdo necessarios para determinar doses
seguras de consumo.

Palavras chave: Teste acelerado; Oxidacao lipidica; Peroxido

Abstract

The utilization of agroindustrial residues for obtaining active compounds such
as phenolic is increasing. The synthetic antioxidant TBHQ is widely used; however it
may present adverse effects to human beings. This study aimed to evaluate the
effect of ethanolic extracts obtained from acerola fruits, coffee grounds and lychee
skins in preventing oxidation process in emulsions during accelerated test. The
extracts rich in phenolic compounds were prepared following optimized conditions,
with ethanolic solutions and heating The emulsions were prepared using RBD
soybean oil, Tween 20, and distilled water, with required amounts os extracts
replacing water. The emulsions were subjected to an accelerated oxidation test (oven
test) for 9 days. Hydroperoxides were determined during the test. It was observed
that the extract of acerola was the only one with the same efficiency of TBHQ); coffee
and lychee extract showed lower or none effect in avoid oxidation. This fact can be
explained by the better performance of acerola extracts in previous Kkinetic
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stabilization of DPPH, and by possible presence of ascorbic acid which acts as a
synergistic antioxidant. Moreover also noted that at concentrations of 100 and 200
mg.kg™? for both TBHQ and acerola extract leaded to same hydroperoxide rates,
indicating that 100 mg.kg™” can be an ideal concentration. It was concluded that the
acerola extract was the most effective in delaying lipid oxidation under the conditions
studied. More studies with different conditions, as well as toxicological studies are
needed to determine safe levels of consumption.

Keywords: Oven test; Oxidation; Peroxide

6.1 Introducéao

A utilizacdo de residuos e matérias primas agroindustriais para obtencédo de
compostos com valor agregado tem despertado o interesse da comunidade
cientifica. Entre estes compostos destacam-se os fendlicos, que sao frequentemente
encontrados em residuos da industria de alimentos oriundos de frutas, graos,
hortalicas entre outras, que podem apresentar elevada capacidade antioxidante para
uso potencial em alimentos, bebidas e produtos contendo lipideos em sua
composicdo (LAUFENBERG et al., 2003).

As reacdes de oxidacdo em lipideos estdo entre as mais frequentes em
alimentos e sdo causadas pelo oxigénio, esporadicamente pelo 0zoénio, perdxido ou
metais. Sabe-se que esta reacdo pode afetar a qualidade do alimento de diversas
maneiras, incluindo a cor, flavor, teor de vitaminas e minerais. Varios meios podem
ser utilizados para retardar a oxidacao lipidica, mas os antioxidantes frequentemente
sdo utilizados para inibir ou retardar essas reacdes, atuando por diferentes meios,
seja no bloqueio da acdo dos radicais (antioxidantes primarios) ou removendo
oxigénio e/ou complexando com metais (antioxidantes sinérgicos) (FRANKEL, 1998;
ARAUJO, 2008).

Os compostos fendlicos, em especial os naturais, e seus derivados sdo uma
familia de antioxidantes extensamente estudadas devido a sua atividade
antioxidante em matrizes de alimentos e também devido a sua acdo biolégica
geralmente associada a efeitos benéficos ao organismo, como a prevencdo de
doencas crbnico-degenerativas e aumento da atividade imunologica (HALLIWELL,
2007). No entanto, h& poucos estudos sobre sua acao toxicologica.

O TBHQ € um antioxidante sintético considerado eficiente na inibicdo das

reacdes de oxidacdo em lipideos, por ser resistente a altas temperaturas e seu bom
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poder carry through especialmente em produtos assados e em frituras. Porém,
devido a seus possiveis efeitos deletérios a salude seu uso é restrito em alguns
paises (COPPEN, 1994; VALENZUELA; NIETO, 1996; REISCHE, 1998). No Brasil a
concentracdo maxima permitida do TBHQ em o6leos e gorduras é de 200mg kg™
(sobre o teor lipidico) (BRASIL, 2005), sendo que em alguns paises, como Canada e
em alguns da Unido Europeia, seu uso é proibido, (REISCHE et al., 2008). Tal fato
instiga a busca de substitutos a este antioxidante sintético, que apresente a mesma
eficiéncia em sistemas lipidicos.

Neste sentido o presente trabalho objetivou estudar o efeito de extratos ricos
em compostos fendlicos, proveniente de diferentes residuos e matéria prima

agroalimentar, no controle da oxidacdo em emulsdo comparado ao TBHQ.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Preparo e analise dos extratos

Os extratos de acerola, borra de café e casca de lichia foram preparados
seguindo condicdes definidas em anteriormente. Com excecdo do extrato de
acerola, que foi produzido somente com agua, os demais que foram preparados com
solucdes hidroalcdolicas e aquecimento, conforme descrito nos capitulos anteriores.

Antes da incorporacdo a emulsédo, os extratos foram rotaevaporados a 40°C
para retirada de todo o etanol presente, para que este nao interferisse na
estabilidade da emulséo. Foi determinado o conteido de compostos fendlicos nos
extratos através do método de Folin-Ciocalteu de acordo com a metodologia
proposta por Singleton et al. (1999), utilizando &acido galico como padrdo. Os
resultados foram expressos em mg de &cido galico (GAE) por mL de extrato.

6.2.2 Preparo e analise das emulsdes

As emulsdes foram preparadas de acordo com metodologia descrita por
Huang et al. (1996). Para isso, foram misturados 200 g de 6leo de soja refinado, sem
adicdo de antioxidantes sintéticos ou naturais (fornecido pela Cargill, Mairinque, SP),
com 180 g de agua destilada e 20 g de Tween 20 em béquer e a mistura foi

realizada em homogeneizador de amostras do tipo Turrax, durante 1 minuto a 18000
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rpm. Os extratos foram aplicados na emulsdo em trés concentragbes, com base no
teor de compostos fendlicos totais, de 50, 100 e 200 mg.kg’. O teor de agua
adicionado foi reduzido do volume de extrato adicionado em cada concentracao,
para que se mantivesse a proporcdo de agua e 0leo da emulsdo. O TBHQ também

foi adicionado a emulsdo, em concentracdes de 50, 100 e 200 mg.kg™.

Para avaliar a atividade antioxidante, as emulsdes contendo os extratos e o
TBHQ (4 mL) foram acondicionadas em tubos 7cm de altura com 1cm de diametro e
submetidas a aquecimento em estufa a 40° C + 1°C, por nove dias, segundo o

procedimento apresentado por Branco e Castro (2011).

Apébs 0, 3, 6 e 9 dias determinaram-se as concentracdes de hidroperéxidos
pelo método espectrofotométrico com tiocianato férrico. Os hidroperoxidos foram
guantificados a partir da construcdo de uma curva padrdo com concentracées
conhecidas de hidroperoxido de cumeno, e os resultados foram expressos em mmol
de hidroperéxido.Kg™, segundo a metodologia proposta por Shanta e Decker (1994),
com modificacbes de Branco e Castro (2011). O experimento foi conduzido em

triplicata.

6.3 Resultados e Discussodes

O teor de compostos de fendlicos totais nos extratos de frutos de acerola,

borra de café e casca de lichia esta presente na Tabela 1.

Tabela 1 - Compostos fendlicos totais em extratos vegetais produzidos em condigdes otimizadas os

extratos de acerola, borra de café e casca de lichia

Conteldo total de fenélicos (mg GAE. mL de extrato™)

Acerola 6,93

Borra de café 1,21

Cascade lichia 1,17
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De acordo com a concentracdo de fendlicos dos extratos, determinou-se o
volume a ser adicionado a emulsdo em substituicAo a 4gua para se atingir as
concentracdes desejadas de 50 a 200 mg.kg'. Apés a homogeneizacdo dos
componentes para obtencdo das emulsdes, determinou-se a concentracdo de
hidroperoxidos formados ao longo do tempo de oxidacdo induzida em estufa. As
figuras a seguir apresentam o resultado das diferentes concentragbes de extratos

sobre a estabilidade oxidativa da emulsao.
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Figura 1 - Efeito dos extratos e do TBHQ na concentracdo de 50 mg.kg"l sobre a estabilidade

oxidativa de emulsdo durante teste acelerado (40°C)
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Figura 2 - Efeito dos extratos e do TBHQ na concentracdo de 100 mg.kg'1 sobre a estabilidade
oxidativa de emulsdo durante teste acelerado (40°C)
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Figura 3 - Efeito dos extratos e do TBHQ na concentracdo de 200 mg.kg'1 sobre a estabilidade
oxidativa de emulsdo durante teste acelerado (40°C)

E possivel observar que em todas as concentracdes o extrato de frutos de
acerola foi o que apresentou o melhor desempenho, apresentando eficiéncia similar
a do TBHQ, em todas as concentracfes utilizadas. Quando se analisou o efeito da
adicdo de extratos de borra de café e de casca de lichia, no entanto, notam-se
resultados bastante distintos para adicdes nas mesmas concentragdes, sendo que

em concentracdo de 50 mg.Kg® os resultados foram similares ao do controle,
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indicando nenhuma e/ou baixa atividade antioxidante. Ambos apresentaram um
efeito mais pronunciado com relacdo ao controle em concentracdes de 100 e 200
mg.Kg™?, no entanto ainda sim, inferior ao TBHQ e o extrato de acerola na menor
concentracdo utilizada (50 mg.Kg™).

A eficiéncia de antioxidantes em sistemas de emulsdo é mais complexa do
que a avaliacdo do efeito de antioxidantes em 6leos, pois fatores como pH, presenca
de emulsificantes, sistema tampao e caracteristicas fisico-quimica das moléculas
dos antioxidantes, podem interagir (BARCLAY; VINQVIST, 1994).

Frankel et al. (1994) observaram isso, ao avaliar antioxidantes de diferentes
polaridades na inibicdo da oxidacdo de emulsdo e o6leo, em que antioxidantes
lipofilicos (y-tocoferol e palmitato de ascorbila) se mostraram mais eficientes em
emulsdo do que em O6leo, ao passo que o oposto foi encontrado para os
antioxidantes hidrofilicos (trolox e acido ascorbico). Tal evidéncia, segundo o0s
autores, esta relacionada com a maior interagdo na interface ar-6leo dos
antioxidantes polares e na interface 6leo-agua dos antioxidantes apolares.

Outra possivel explicacdo para a maior eficiéncia do extrato de frutos de
acerola € o seu teor de 4cido ascorbico, que pode apresentar efeito sinérgico com os
compostos fendlicos. Segundo Araudjo (2008), o acido ascérbico € considerado um
antioxidante sinergista por conseguir reagir com o0 oxigénio, impedindo-o de dar
inicio as reacdes de oxidacdo, aumentando a eficiéncia de compostos fendlicos.
Logo o extrato de acerola possui antioxidantes primarios (fendlicos) e sinérgicos
(acido ascérbico) atuando no retardamento das rea¢fes de oxidacao.

Estes resultados obtidos no teste em estufa também podem ser relacionados
a cinética de estabilizacdo do radical DPPH observada nos capitulos anteriores, em
gue a acerola foi 0 Unico extrato que possuiu uma curva praticamente idéntica a do
TBHQ. Tal observacédo indica a importancia do estudo da cinética de estabilizacdo
do radical em ensaios de selecdo de antioxidantes, uma vez que correlagdes
positivas podem ser feitas com o estudo da cinética in vitro do antioxidante e seu
desempenho em sistemas lipidicos.

Outro importante resultado observado foi de que 100 e a 200 mg.Kg'de
extratos de frutos de acerola e de TBHQ adicionados a emulsdo apresentaram
resultados entre 0,2 e 0,4 mmol de hidroperéxido Kg-1 de amostra durante o teste
acelerado, indicando que concentracdes mais baixas jA podem atuar de forma

satisfatoria na inibicdo da reacdo de oxidacdo. Um resultado similar foi observado
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por Huang et al. (1994), em que os autores nao observaram diferenca na atividade
antioxidante de y-tocoferol em concentracées entre 200 e 1000 mg.kg™, sendo que
em concentracdes superiores a 500 mg.kg” os antioxidantes apresentaram um

ligeiro efeito pré-oxidante nas emulsdes.

6.4 Concluséo

Observou-se que o extrato de frutos de acerola foi o Gnico que apresentou
uma eficiéncia comparavel a do TBHQ nas condi¢des de oxidagdo do experimento,
indicando um uso potencial como substituto do TBHQ. No entanto é importante
ressaltar que além de um maior numero de estudos com diferentes condi¢bes de
oxidacdo, estudos toxicolégicos também sdo necessarios para estipular
concentragdes indcuas ao consumo humano. Os extratos de casca de lichia e de

borra de café ndo se mostraram com a mesma eficiéncia.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da formacdo dos produtos de oxidacdo em alimentos e 0s
mecanismos que podem ser utilizados para evita-los é de grande importancia, nao
somente para identificagdo de compostos alternativos aos antioxidantes sintéticos,
para uso em adicdo ou substituicAo aos mesmos, como para identificacdo de
aplicacao para residuos agroindutriais e produtos de baixo valor agregado. Por meio
do estudo das variaveis que afetam a extragcdo de compostos fendlicos, como o
solvente e a temperatura, o processo de extracdo de borra de café, casca de lichia e
frutos de acerola foi otimizado, sendo obtidas condi¢cdes especificas para a maxima
recuperacdo de compostos fendlicos de cada matriz, possibilitando a obtencdo de
extratos com a maxima concentracdo de compostos fenélicos com uso de etanol e
agua como solventes.

Os extratos obtidos em condi¢cbes otimizadas apresentaram concentracfes
apreciaveis de compostos fendlicos, bem como uma consideravel atividade
antioxidante na estabilizacdo do radical DPPH. Quanto a protecdo antioxidante
oferecida em sistema de emulsdo com 6leo de soja refinado, apenas o extrato de
frutos de acerola apresentou acdo protetora comparavel ao TBHQ nas condicdes
estudas no trabalho, e apresenta potencial de aplicacdo em emulsdes alimenticias
Ou cosméticas.

O estudo permitiu comprovar que é possivel obter extratos ricos em
compostos fenodlicos através de diferentes condi¢cdes de extragcdo com diferentes
matrizes alimentares, e que estes podem apresentar uma atividade antioxidante

compravel a antioxidantes sintéticos em sistemas lipidicos.



