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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi extrair compostos fendlicos de
sementes de maracuja e verificar a capacidade antioxidante dos extratos.
Técnicas de extracao utilizando liquidos pressurizados, como agua e etanol,
sdo consideradas ambientalmente corretas, pois estes solventes néo
oferecem riscos ambientais e ao produto. Os experimentos de extragéo
seguiram um planejamento experimental composto central com os fatores
temperatura (30-80 °C) e percentual de etanol em &agua (0-100%). As
variaveis vazao de solvente, pressédo e tempo de extracdo foram mantidas
constantes. Apés a extragdo, os extratos foram armazenados a -18 °C e
analisados quanto ao rendimento, fendlicos totais e capacidade antioxidante.
As analises de fendlicos totais foram realizadas segundo o método Folin-
Ciocalteu e a capacidade antioxidante por ensaios DPPH. Os resultados
indicaram que maiores temperaturas e concentragfes de etanol em &gua
favorecem a obtencdo de maiores percentuais de rendimento, fenodlicos
totais e capacidade antioxidante. A melhor condi¢ao obtida por este trabalho
foi 55 °C e 100 % etanol, em que se obteve 6,285 % de rendimento,
fendlicos totais igual a 322,166 mgAGE/100g e atividade antioxidante de
317,261 mgTE/100g.

1. INTRODUCAO

A producéo, o comércio e o consumo de frutos tropicais exoticos tém aumentado
nosultimos anos devido as suas propriedades sensoriais atrativas e ao reconhecimento
de seu valor nutricional e terapéutico. Em muitos casos estes frutos ndo sao somente
consumidos na forma natura. O maracuja-azed®dssiflora eduli} utilizado pela
industria de alimentos em grande quantidade na fabricagdo de suco e polpa, € um
exemplo.

Os processos de separacao da polpa de maracuja produzem volumes consideraveis
de residuos devido a separagdo da casca, fibras da polpa e sementes. Estima-se que este
material corresponde entre 60 e 70 % da massa do fruto (Zeraik et al., 2010;eGerola
al., 2013). O desenvolvimento de técnicas que visam ao uso eficiente dos subprodutos
agroindustriais pode agregar valor a estes materiais e reduzir impactos ambientais
resultantes de seu descarte.

A valorizacdo dos subprodutos agroindustriais esta recebendo especial atencéo
nos ultimos anos. Algumas pesquisas tém avaliado a conversdo de subprodutos em
ingredientes para alimentos e componentes para farmacos (Santana-Méralas
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2012). Outras indicam que partes do fruto e da planta de espécies doRg&sfiora

sao boas fontes de polifenois (Olivestaal., 2009; Martineet al., 2012), acidos graxos

(Liu et al., 2009) e carotenoides (Ferreea al., 2013), compostos de alto valor
nutricional, aos quais se atribui diversos beneficios a saude. A obtencdo destes
compostos pode originar uma gama de produtos comerciais, seja matéria-prima para
processos secundarios, substitutos para ingredientes ou ingredientes de novos produtos
(Martinez et al., 2012). Entretanto, para explorar estes recursos, estratégias
comercialmente viaveis para a extracdo e disponibilizacdo desses compostos precisam
ser desenvolvidas.

A extracdo com liquidos pressurizad®sgssurized liquid extraction — PLE) tem
recebido especial atencdo nos ultimos anos, pois permite a extracao rapida, com menor
consumo de solventes e alta seletividade dos solutos (Herrero et al., 2004). Além disso,
h& possibilidade de operar com solventes como agua e etanol, o que torna a técnica
ambientalmente correta e economicamente viavel em relacdo aos métodos
convencionais de extragdao, em que grandes quantidades de solventes, longos tempos de
extracao e altas temperaturas sao requeridas (Ju e Howard, 2003gSahi@013).

Com base no exposto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar extragbes de sementes
de maracuja-azedo utilizando fluidos pressurizados e avaliar os extratos quanto a
conteudo de fendlicos totais e capacidade antioxidante in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Pré-tratamento da matéria-prima

Maracujas da espécieassflora edulis foram adquiridos no comércio local de
Campinas-SP. As sementes foram separadas da polpa com o auxilio de liquidificador e
peneira, cuidando para separa-las completamente da fibra da polpa, sem rompé-las.
Posteriormente, foram levadas a estufa com circulacdo de ar a 60 °C, onde
permaneceram por 24 horas. Apds 0 processo de secagem, as sementes apresentaram
teor de umidade igual a 0,025 * 0,00%gkgk0amostra Para finalizar o pré-tratamento, as
sanentes foram trituradas.

2.2. Extracdo com liquido pressurizado (PLE)

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Alta Pressdo em Engenharia de
Alimentos (LAPEA-DEA-FEA-UNICAMP). As extracbes foram realizadas no
equipamento representado no fluxograma da Figura 1. Diferentes composicdes de
solvente foram bombeadas a partir do reservatorio até a célula de extragdo. Para cada
ensaio, um leito de particulas foi empacotado, utilizando-se aproximadamente 5 gramas
de sementes e completando o restante do volume da célula (100 mL) com esferas de
vidro. A célula de extracdo possui uma camisa acoplada a um banho termostatico para
controle da temperatura. A pressao foi controlada pelo ajuste da valvula micrométrica.
Os extratos foram coletados em frascos com protecdo da luz no final da linha. Ao
término da extracdo, os extratos foram pesados. Apos a determinacdo de rendimento
global, os extratos foram rota-evaporados durante uma hora a 38 °C, liofilizados e
armazenados a -24 °C.
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Figura 1 — Fluxograma da unidade de extracdo. R: reservatério de solvente; BP: bomba
HPLC; I-1: indicador de pressao; CE: célula de extragcdo; V-1 e V-2: valvulas de
bloqueio; E-1: banho termostatico; I-2: indicador de temperatura; V-M: valvula

micrométrica.

Os experimentos de extracdo seguiram um planejamento experimental composto
central (Tabela 1), cujas variaveis foram temperatura e percentual de etanol em agua. Os
parametros e X, representam as variaveis codificadas (temperatura e percentual de
etanol respectivamente). A presséo, o tempo de extracdo e a vazao de solvente foram
mantidos constantes, 10 MPa, 60 min. e 3 mL/min., respectivamente. A ordem de
realizagdo dos experimentos foi aleatoria.

Tabela 1 — Planejamento experimental composto central

Ensaio Temperatura Etanol ¥ %
§®) (%)

1 37 15 -1 -1
2 73 15 +1 -1
3 37 85 -1 +1
4 73 85 +1 +1
5 30 50 -1,42 0
6 80 50 +1,42 0
7 55 0 0 -1,42
8 55 100 0 +1,42
9 55 50 0 0
10 55 50 0 0
11 55 50 0 0

2.3. Rendimento global

Uma aliquota de massa conhecida de cada extrato foi submetida a andlise de
sélidos secos em estufa a vacuo a 60 °C, segundo metodologia da AOAC (1997). O
percentual de sdélidos secos foi relacionado com a massa de extrato para obter a massa
total de soluto recuperado. Com essa informacéao foi calculado o rendimento global da
extracdo, como mostra a Equagao 1.

Xo(%) = 100 x =2t ()
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Onde: Xy € o rendimento globamsue € a massa total de soluto recuperadb; éea
massa de amostra usada para empacotar o leito.

2.4. Analise de fendlicos totais (FT)

A determinacdo de teor de compostos fendlicos foi realizada pelo método de
Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton et 4[1999). A partir do extrato seco,
prepararam-se diluicbes aquosas dos extratos em duas concentracdes 0,4 e 0,2 mg/mL.
Aliquotas de 0,5 mL de amostra dissolvida ou 4gua destilada (branco de calibragdo)
foram misturadas com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu, efeituando-se agitacéo
manual por 15 s. ApO6s 3 minutos, adicionou-se 0,5 mL de solucdo saturada de
carbonato de sddio e a solugéo foi diluida com agua destilada para completar 5 mL. A
mistura foi mantida no escuro por 150 minutos para reagir, logo a absorbancia foi
medida a 760 nm em espectrofotometro UV-vis. A concentracdo de compostos
fendlicos foi estimada usando uma curva de calibracéo realizada com acido galico (15,
20, 30, 40, 50, 60 e 7@{mL).

2.5. Andlise da capacidade antioxidante

A determinagdo de capacidade antioxidamtevitro foi realizada segundo a
metodologia de DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil) descrita por Rufino et al. (2007),
com modificacbes. Prepararam-se diluicbes do extrato seco em etanol, nas
concentracdes de 1 e 0,5 mg/mL. Posteriormente foi preparada uma solucédo de reagente
DPPH (60uM), dissolvendo 4,8 mg de reagente DPPH em 200 mLas®leiogo uma
solucéo estoque de Trolox (20QM) foi preparada, dissolvendo 25 mg de reagente
Trolox em 50 mL de etanol, a partir da solugcéo estoque foram preparadas em balbes
volumétricos de 5 mL solu¢cdes com as seguintes concentra¢des: 50, 100, 200, 400, 600,
800, 1000 e 120@M; para realizar a curva de calibracdo de Trolox. Enbiante
escuro, transferiu-se para tubos de ensaio aliquotas de 0,1 mL de solucédo de Trolox,
etanol (controle) ou diluicdo de amostra e logo foi adicionado 3,9 mL de solucao de
reagente DPPH, ap0s agitacdo manual por 30 s os tubos foram mantidos no escuro a
temperatura ambiente durante 40 minutos, para que a reagao ocorresse. Transcorrido
esse tempo se realizou a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 515 nm em
espectrofotdmetro UV-vis, usando o etanol como branco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do rendimento global de cada experimento de extracdo sao
apresentados na Tabela 2. Pode-se observar que os maiores rendimentos foram obtidos
para os niveis altos de porcentagem de etanol com fraca influéncia da temperatura. O
diagrama de Pareto apresentado na Figura 2 (A) mostra que somente a porcentagem de
etanol (linear e quadratica) teve efeito significativo a 95% de confianca. O maior
rendimento (6,285%) foi obtido a 55 °C e 100% de etanol. Isto mostra que para o
rendimento global, etanol como solvente possui melhor desempenho que a agua para
recuperar extratos de sementes de maracuja. Liu et al. (2009) obtiveram 6leo de
sementes de maracuja através de extracao supercritica cor® @ndimento atingido
por esses autores (25,98 %) foi substancialmente superior ao obtido por esse trabalho.
Isso se deve ao fato do g€@r melhor afinidade com 6leo do que o etanol. No entanto,
depaendendo do objetivo, o rendimento global pode ndo medir a eficiéncia do processo.
No caso deste trabalho, cujo objetivo € a extracdo de compostos bioativos, € mais
interessante a obtencdo de extratos com alto teor de compostos fendlicos e elevada
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capacidade antioxidante.

Tabela 2 — Rendimento global, fendlicos totais (FT) e atividade antioxidante (DPPH)
dos extratos obtidos de sementes de maracuja-azedo - valores expressos pela média +
desvio padrao

Ensaio| T (°C) | % Etanol Xo (%) (mgAGF-Iglloog) DPPH (mgTE/100g
1 37 15 0,939 +0,02p 41,456 +0,5 28,704 + 2,3
2 73 15 0,956 + 0,006 68,195 +0,8 12,870 £ 0,7
3 37 85 1,096 £ 0,033 92,941 +0,1 117,672 £ 9,1
4 73 85 1,923 + 0,00 255,885+ 0,3 214,959 + 3,9
5 55 50 1,016 £ 0,00 149,773 +0,9 115,481 + 2,5
6 55 50 0,791 + 0,008 120,327 + 3,6 97,706 + 2,8
7 55 50 1,040 £ 0,006 170,422 + 3,1 118,652+ 7,4
8 55 100 6,285 + 0,001 322,166 + 2,8 317,261 + 7,4
9 80 50 1,239 + 0,006 286,658 + 0,7 194,461 + 13,6
10 55 0 0,696 + 0,000 21,808 0,1 38,478 + 0,95
11 30 50 0,788 + 0,027 94,013+0,9 67,654 + 0,45

*AGE: Acido galico equivalente
**TE: Trolox equivalente

Na Tabela 2 sdo apresentados também os resultados das analises de fendlicos
totais e atividade antioxidante obtida pelo método DPPH. Pode-se observar que 0s
maiores valores de fendlicos totais e capacidade antioxidante foram obtidos com o
aumento da porcentagem de etanol e temperatura. Para fendlicos totais somente o0s
fatores porcentagem de etanol e temperatura (linear) tiveram efeitos significativos a
95% de confianca. Para DPPH, porcentagem de etanol (linear), temperatura (linear) e
interacdo entre ambos tiveram efeitos significativos a 95% de confianca (Figura 2 (A) e

(B)).

O Ensaio 8 mostrou melhor desempenho nas avaliacdes de compostos fendlicos
totais e capacidade antioxidante, 322,166 mgAGE/100g e 317,261 mgTE/100g,
respectivamente. Outras pesquisas realizaram estas mesmas determinacdes para
residuos e polpa de maracuja. Martiretzal. (2012) trabalharam com residuos do
maracuja (casca, sementes e restos de polpa, secos e triturados) e os submeteram a
extragdo com dois solventes (metanol/acetona e etanol) a pressao e temperatura
ambiente por 24 h. O resultado de compostos fendlicos totais obtido por esses autores
na extracdo com metanol/acetona € proximo ao deste trabalho (246 mgAGE/100g). Por
outro lado, a atividade antioxidante foi inferior (127,5 mgTE/100g). Oliveiral.

(2009) trabalharam com o mesmo tipo de residuos de Mantihet. (2012) e os
submeteram a extracdo em Soxhlet por 4 h edr@xano e posteriormente por mais 4 h

com metanol, sempre a 60 °C e pressao atmosférica. Os extratos obtidos por metanol
apresentaram conteudo de compostos fendlicos totais igual a 103 mgAGE/100g e
capacidade antioxidante n&o foi reportada em termos de mgTE/100g. Os extratos
obtidos porn-hexano ndo exibiram capacidade antioxidante e consequentemente nao
foram analisados quanto a compostos fendlicos. Valores proximos ao alcancados neste
trabalho foram obtidos por Souetal. (2012) quando da extracéo de polpa de maracuja
doce. Estes autores reportaram teor de compostos fendlicos de 245,36 mgAGE/100g e
atividade antioxidante de 271 mgTE/100g. Com base nestes resultados pode-se inferir
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gue o extrato das sementes de maracuja, obtido por fluidos pressurizados, pode ser uma
fonte de igual ou maior quantidade de compostos bioativos do que a polpa.

25.2:

Estimativa dos efeitos Estimativa dos efeitos

(A) (B)

(2)Etan.(L)

(DTemp.(L)

1Lby 2L

Etan.(Q)

Temp.(Q)

Estimativa dos efeitos

(©)

Figura 2 — Diagrama de Pareto para estimativa dos efeitos, Rendimento (A), Fendlicos
totais (B) e DPPH (C)

4. CONCLUSOES

A técnica de extracdo com fluidos pressurizados demonstrou ser apropriada para a
extracdo de compostos bioativos em sementes de maracuja. O ensaio com maior
rendimento global coincidiu com os melhores resultados de compostos fendlicos totais e
capacidade antioxidante, ou seja, 55 °C e 100 % de etanol, em que se obteve 6,285%,
322,166 mgAGE/100g e 317,261 mgTE/100g. A melhor condigdo deste trabalho
resultou em valores comparaveis com os resultados disponiveis na bibliografia para a
fruta inteira e somente polpa.
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