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RESUMO - A extracdo com liquidos pressurizados (PLE) foi usada para obter
compostos fendlicos do bagaco da amora-preta nas seguintes condi¢des: pressao (7,5
MPa), razdo S/F (18,0 Kg solvente/ Kg residuo fresco), tempo (30 min), temperatura
(60, 80 e 100 °C) e solventes (agua, agua acidificada a pH 2,5, etanol e mistura de
etanol+agua 50 % v/v). Foram avaliados o rendimento glofagl fendlicos totais

(FT), antocianinas monoméricas (AM) e atividade antioxidante (AA). Para FT, AM e
AA houve interacédo entre solvente e temperatura. O aumento da temperatura resultou
em melhores respostas, com excecao da AM, onde houve uma leve diminuicdo. O
extrato da mistura etanol+agua em 100 °C obteve bons resultados (FT = 7,36 mg
EAG/g residuo fresco (RF), AM = 1,02 mg EC3G/g RF, AA = 76,03 umol ET/g RF e
Xo = 6,33 %), sendo considerada a melhor condi¢cdo PLE. Estes valores foram maiores
gue os obtidos pela técnica convencional (Soxhlet). Quatro antocianinas foram
identificadas por UPLC-QToF-MS.

1. INTRODUCAO

O processamento de alimentos de origem vegetal, além de produzir o produto principal,

gue é comercializado, gera grandes quantidades de subprodutos que ndo sdo aproveitados pel
industria. Pesquisas ao longo dos ultimos 20 anos revelaram que muitos destes subprodutos pode
servir como uma fonte potencialmente valiosa de compostos bioativos (Wijreyahr,d2012).
Além disso, tem sido observado nos ultimos anos um crescente interesse por produtos naturais
como resultado da conscientizagdo dos consumidores na busca por uma melhor qualidade de vid
e a preocupacado destes com a seguranca dos produtos utilizados ou ingeridos, incluindo a ingesté
de produtos contendo naturais que oferecam beneficios para o corpo. Tal preocupacdo est
impulsionando as industrias alimenticias, de cosmeéticos, farmacéuticas e quimicas na obtencdo
utilizacdo de extratos vegetais que apresentem caracteristicas funcionais (bioldgicas), corantes o
aromatizantes, com alto grau de pureza, uma vez que substancias sintéticas, muitas vezes, s:
suspeitas de causar efeitos maléficos a salde. O isolamento desses compostos naturais possibil
o aproveitamento dos subprodutos gerados na agroindustria e podem resultar em novas
alternativas empresariais, além de minimizar o impacto ambiental causado pelo acumulo desse:
residuos (Balasundram et a2006).

A amora-pretaRubus spp.) tem chamado a atencédo de produtores e consumidores nos
altimos anos, por ser uma boa fonte de compostos bioativos que oferece beneficios para a saud
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Os residuos agroindustriais do processamento de amora geralmente sdo uma boa fonte d
flavonoides, em destague as antocianinas, que sdo compostos fendlicos amplamente conhecidc
pela sua atividade antioxidante (Kaume et 2011).

A recuperacdo de compostos fitoquimicos a partir dos residuos solidos tem sido relatada
utilizando tecnologias convencionais e alternativas. Os métodos convencionais geralmente
consomem muito tempo, podendo degradar compostos de interesse durante o processo extrativo,
requerem grande quantidade de solventes organicos (como metanol, acetona e cloroférmio), qu
em alguns casos sao prejudiciais a saude e causam danos ambientais, havendo a necessidade
separa-los do extrato posteriormente e descarta-los de forma adequada. Assim, a técnica d
extracdo com liquido pressurizado (PLE) ou liquido subcritico surgiu como alternativa para a
extracdo e fracionamento de produtos naturais, através de uma tecnologia limpa e com &
possibilidade de ajustar parametros visando a seletividade do processo para um grupo de
compostos a serem extraidos. Esta técnica permite uma extracdo mais rapida dos analitos em u
ambiente fechado em altas pressfes e temperaturas. Estas condicbes melhoram a solubilidade d
analitos no solvente e a cinética de dessorcdo a partir de matrizes, melhorando dessa forma
eficiéncia/rendimento de extracao (Mustafa e Turner, 2011; Wijngaard 20aP).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo principal obter extratos ricos em
compostos fenolicos a partir do bagaco da amora-preta empregando a extracdo com liquidos
pressurizados (PLE).

2. METODOS
2.1. Extracéo PLE

As extracOes pela técnica PLE foram realizadas em uma unidade composta pelas seguinte:
partes: uma célula de extracéo aco inoxidavel de 100 ml com filtro de metal na saida; uma camise
de aquecimento elétrica usada para manter a temperatura de extracdo no valor definido; um:
bomba de HPLC; valvulas de bloqueio e micrométrica; termopar e um medidor de pressao.

Os experimentos de PLE foram realizados em trés temperaturas (60, 80 e 100 ° C) e com
quatro diferentes solventes (agua, etanol, agua+etanol 50% v/v e agua acidificada a pH 2,5). Toda
as outras condicdes do processo foram mantidas constantes (pressao = 7,5 MPa, tempo de extrac
de 30 minutos, a razdo massica de solvente por residuo = 18), totalizando 12 condic¢des diferente
que foram realizadas em duplicata.

2.2. Extracdoes Convencionais

As extracdes convencionais pelos métodos Soxhlet e maceracdo foram realizadas a parti
do residuo da amora-preta com intuito de comparar os resultados obtidos por estas técnicas con
aqueles obtidos na melhor condigéo PLE.

Extracdo SoxhletFoi feita utilizando o metanol e o etanol como solventes de extracdo a
temperatura em torno de 40 °C com tempo de extracdo de 5 horas.

MaceracéoFoi realizada a temperatura ambiente empregando o metanol acidificado (0,01
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% v/v HCI) como solvente extrator com tempo de extracéo de 24 horas.

2.3. Andlises dos Extratos

Os extratos obtidos por ambas as técnicas foram avaliados em termos de rendimento globa
de «tracdo (X) e da sua composicdo quimica (teor de fendlicos totais (FT), antocianinas
monoméicas (AM), e atividade antioxidante (AA) medida pelos métodos de DPPH e ABTS).
Além disso, apenas para os extratos subcriticos foram feitas a identificacdo e quantificacdo das
antocianinas majoritarias e minoritarias presentes nos mesmos empregando a Cromatografic
Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLCUItra Performance Liquid Chromatography).

Rendimento global de extraca foi obtido pela razdo entre massa total extraitia,f.) €
a masa de alimentac&do da matéria-prifap (le acordo com a Equacéao (1):

M.
X, = —“;’"“m x 100

(1)

Teor de fendlicos totaisO FT dos extratos foi determinado segundo o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton e Rossi (1965), com algumas
adaptacOes para extratos vegetais sugerido por Singletdn(1999). Todos os ensaios foram
realizados em duplicata e os resultados foram expressos em mg equivalente acido galico (EAG)/c
de residuo fresco (RF).

Teor de antocianinas monoméricasM foram quantificadas através do método do pH
diferencial descrito por Giust e Wrolstad (2001). Os resultados foram expressos em mg
equivalente de cianidina 3-O-glicosideo (EC3G)/g RF. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata.

Atividade antioxidanteas AAs dos extratos foram determinadas pelos métodos de DPPH e
ABTS. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas, e os resultados foram expressos er
umol equivalente de Trolox (ET)/g RF. No método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) a
capacidade dos compostos antioxidantes em sequestrar o radical DPPHe foi determinada de acord
com o descrito por Brand-Williamat al. (1995). Para o método de ABTS (&cido 2,2'-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), a capacidade antioxidante dos extratos contra os radicais
ABTS+e foi determinada como relatado por Re et(2D99).

2.4. Cinética de Extracao PLE
Para os estudos da cinética de extracdo foram construidas curvas globais de extracac

expressando o rendimento global de extracdo acumulgd®Xem funcdo do tempo de extracdo
(min). O estudo foi feito na melhor condicdo PLE, nas vazbes de 1,67; 3,35 e 6,70 mL/min.
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3. RESULTADOS

3.1. Extracdo com Liquidos Pressurizados

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para as diferentes condi¢cdes utilizando PLE.
Como pode ser observado, os extratos subcriticos sdo ricos em componentes com carétel
antioxidante. Pode-se observar que a concentracdo das antocianinas foi reduzida para cad
solvente quando se aumentou a temperatura, indicando que elevadas temperaturas degradam pa
das mesmas. Em relacdo aos demais resultXgpoBT e AA), 0 aumento de temperatura leva a
mehores rendimentos. Além disso, o tipo de solvente na PLE também afetou a extragdo de
compostos fendlicos e antocianicos. Para FT, AM e AA houve interacao significativa (p < 0,05)
entre o solvente e a temperatura. Na Tabela 1, uma correlagéo clara entre o FT e AA pode se
notada. Desta forma, pode-se presumir que residuos da amora-preta contém um elevado teor c
compostos fendlicos com capacidade antioxidante, e que a AA dos extratos é devida aos fendlico
nao antocianicos, ja que as antocianinas aparecem em concentracoes baixas mesmo em extrat
com elevada AA. A partir de uma visao geral dos resultados observados na Tabela 1 a condicdo d
extracdo PLE considerada a melhor foi aquela em que se utilizou mistura de etanol+agua 50 % v/
como solvente extrator a temperatura de 100 °C. Nessa condicdo as variaveis resposta foram &
seguintesXy = 6,33 %, FT = 7,36 mg EAG/g RF, AM = 1,02 mg EC3G/g RF, DPPH = 76,03
nmol ET/g RF e ABTS = 68,28 umol ET/g RF. Esta condicao foi adotada para os experimentos de
cinética de PLE.

Tabela 1 — Condic¢des de extracdo PLE. Resultados para o rendimento global, fendlicos
totais, antocianinas monomeéricas e atividade antioxidante

AAd
T (°C) Solvente X2 FT® AM® DPPH ABTS
60 Agua 356+0.71 2,39+021 088+0.01 14,25+0.74 21,26+0.74
60 AguapH25 1210:+049 1,93+021 0,95+008 12,25+0.21 31,14+6.35
60 Etanol 323+0.08 3,18+062 125+003 2433+440 32,04+6.75
60 Etanol (50%) 385+037 523+083 1,40+0.02 37,04+2.80 4924+3.32
80 Agua 416+1.47 3,78+0.03 0,79+0.08 33,22+0.08 36,46+ 0.72
80 AguapH25 1427+037 446025 099+0.05 36,30+0.78 43,97 +0.79
80 Etanol 423+028 3,72+0.60 1,39+002 31,40+4.38 31,48+5.18
80 Etanol (50%) 519+0.08 551+0.80 108+021 4638+1.28 5210+3.32
100 Agua 6,39+0.36 497+051 065+0.10 4285+545 42,79+6.70
100 AguapH25 1499:005 534046 0,38+004 40,40+3.34 51,29+ 1.94
100 Etanol 446+024 4,12+023 093+003 3661+0.24 31,07+4.60
100 Etanol (50%) 633+0.04 7,36+0.18 1,02+0.11 76,03+1.05 68,28+ 2.68

* Resultados expressos pela média + desvio padréao.
#Rendimento global de extracio expresso em porcentagem (100*g extrato/g RF).
Teor de compostos fendlicos totais expresso em mg EAG/g RF.

“Teor de antocianinas monoméricas expressas em mg EC3G/g RF.
4 Atividade antioxidante expressa em pmoL ET/g RF.
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3.2. Extracdo PLEversus Extracbes Convencionais

Os resultados experimentais presentes na Tabela 2 demonstram que o procedimento d
PLE é muito mais eficaz na extracdo de fitoquimicos (maior valdp)Xde de compostos fendlicos
(FT) do residuo da amora-preta que os realizados por procedimentos convencionais. Além disso,
extrato de PLE apresentou maior atividade antioxidante que a dos outros métodos. Estes
resultados podem ser atribuidos a utilizagdo combinada de alta pressdo e temperatura durante
processo de extracdo por PLE. Entretanto, como pode se observar na Tabela 2, o menor teor ¢
antocianinas foi encontrado também na técnica PLE. Esta contradicdo pode estar relacionada cor
o procedimento operacional de extragdo em conjunto com o efeito deletério da temperatura sobre
as antocianinas, uma vez que a maceracao foi realizada em temperatura ambiente, a extracé
Soxhlet em temperatura em torno de 40 °C e a PLE a 100 °C.

Tabela 2 — Resultados obtidos das extracdes convencionais e da melhor condigéo da extrag&o cor
liquido pressurizado a partir do bagaco da amora-preta

Atividade Antioxidante®
Métodos FT® AMP DPPH ABTS X"
Maceracdo  3,66+0,05 1,21+0,02 29,04+2,18 46,09+1,15 5,02 +0,07
Soxhlet Metanol 4,64 +0,01 1,33+0,0%® 39,55+287 60,19+3,30 525+0,17
Soxhld Etanol  4,10+0,71 1,68+0,28 42,79+1,19 63,10+4,58 551+0,27
PLE 7,36+0,09 1,02+005 76,03+0,52 6828+1,3% 6,23+0,02

* Resultados expressos pela sua média + desvio padrao (DP).

** | etras mailsculas iguais indicam que néo existe diferenca entre os métodos de extracdo, ao nivel de 5 % de
significAncia pelo teste Tukey.

2 Teor de compostos fendlicos totais expresso em mg EAG/g RF.

® Teor de antocianinas monoméricas expressas em mg EC3G/g RF.

¢ Atividade antioxidante expresso em umoL ET/g RF.

4 Rendimento global de extragéo expresso em porcentagem (100*g extrato/g RF).

3.3. Identificacao e Quantificacdo de Antocianinas por UPLC

Quatro antocianinas foram simultaneamente e tentativamente identificadas nos extratos do
resduo da amora-preta obtidos por PLE. Foram identificadas como antocianinas majoritarias a
cianidina 3-O-glicosideo (C3G) e a cianidina 3-O-rutinosideo (C3R) e como minoritarias a
cianidina 3-O-malonil-glicosideo (C3MG) e a cianidina 3-O-dioxalil-glicosideo (C3DG).

A Tabela 3 mostra a concentragdo das respectivas antocianinas (C3G, C3R, C3MG e
C3DG) presentes em cada condicdo realizada na PLE. Foi observado que o teor de antocianing
obtidas via UPLC foi inferior quando comparado com os teores obtidos através das andlises
espectrofotométricas. A hipétese para este comportamento é que a escolha dos padrées avaliad
nas andlises de UPLC-QToF-MS baseou-se na composicdo de antocianinas previamente
reportadas na amora-preta. Assim, compostos distintos as composi¢cdes ja reportadas, devido
processos de copigmentacdo com acucares, acidos organicos ou metais presentes na amostra, f
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podem ser detectados no UPLC devido a falta desses padrbes especificos; contudo, é possivel q

tais compostos estejam sendo detectados colorimetricamente no espectrofotdmetro UV-vis.

Tabela 3 — Concentracdo de antocianinas obtidos nos diferentes ensaios PLE

T (°C) Solente C3G C3R’ C3MG* C3DG" Total®
60 Agua 042+015 0,05+0,01 001+001 0,02+001  050%+0,19
60 AguapH25 0,76+025  0,07+0,03 002+001 003+001  0,88+0,28
60 Etanol 0,31+0,08 0,02+0,01  001+001  0,02+001  0,36%0,09
60 Etanol (50%) 0,41+0,02  002+001  001+001 002001 0,47 £0,03
80 Agua 049+025 0,05+0,01 002+001 0,02+001  057+0,28
80 AguapH25 1,05+038  0,09+0,03  002+001 003+001  1,21+0,45
80 Etanol 025+0,01  0,02+001 001+001 002+001  0,28%0,01
80 Etanol (50%) 0,37 +0,03  003+0,01  0,02+001 002+001  043+0,04
100 Agua 0,34+022  0,04+0,01 001+000 0,01+0,00  0,41+0,.25
100 AguapH25 027+001  004+001 001+000 001+000 032+0,01
100 Etanol 0,18+0,01  0,02+0,01  0,01%0,00 0,01+0,0 0,21 +0,01
100 Etanol (50%) 0,32+0,04  0.03+0,00  0,01+000  001+000 0,37 £0,04

*Resultados expressos pela sua média + desvio padréao (DP).

& Teor de antocianina cianidina 3-O-glicosideo (C3G) expresso em mg de antocianina (C3G) por grama de RF.
® Teor de antocianina cianidina 3-O-rutinosideo (C3R) expresso em mg de antocianina (C3R) por grama de RF.
¢ Teor de antocianina cianidina 3-O-malonil-glicosideo (C3MG) expresso em mg de antocianina (C3MG) por

rama de RF.
gTeor de antocianina cianidina 3-O-dioxalil-glicosideo (C3DG) expresso em mg de antocianina (C3DG) por

grama de RF.
®Teor de antocianinas totais expresso em termos da soma das antocianinas C3G, C3R, C3MG e C3DG por

grama de RF.

3.4. Cinéticas de Extracéo

Verifica-se na Figura 1 que, para as trés vazdes em estudo, até o tempo em torno de 3(
minutos hd um aumento expressivo do acumulo de massa, e depois desse tempo o rendiment
comeca a se estabilizar. Dessa maneira, visualmente € possivel afirmar que este € o tempo qt
caracteriza o periodo em que a extracdo dos solutos ocorre predominantemente através d
transferéncia de massa por conveccao. Aléem disso, também é possivel verificar que entre o temp:
de 30 a 90 minutos h4 um decréscimo da taxa de transferéncia de massa, que € resultado ¢
diminuicdo da area efetiva de contato entre solvente e substrato. Nessa etapa, tanto a transferénc
de massa por convecgdo quanto por difusdo sdo importantes na extragdo. E, aproximadamente
partir de 90 minutos, o rendimento global acumulado (%) tende a se estabilizar, porque nesse
periodo a retirada de solutos é realizada, predominantemente, pelo mecanismo de difusdo. Nest
etapa ndo ha quase nenhum soluto na superficie da amostra. Nota-se ainda que em 120 min
extracao o rendimento € maior do que para o tempo adotado de 30 min. Por exemplo, na vazéo d
1,67 mL/min h4 um aumento de 6% para, aproximadamente, 9%. ISsO € interessante para
processo, podendo o rendimento ser ainda maior se comparado as técnicas convencionais, qt
demandam tempos de extracdo muito mais elevados. E por fim, pode-se verificar na Figura 1 que
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dentre as vazdes trabalhadas a mais interessante seria a de 1,67 mL/min, jA que nesta se gasta u
menor quantidade de solvente no processo de extracdo e, conjuntamente, € nela que se observa
maior rendimento global em todos os tempos avaliados.

10
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2" . .
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E 6 . m "
=3 'Y [ ]
® o Vaz&o 6,70 mL/min
0 *n
£ 41 &n + Vazo 1,67 mL/min
] *
£ o ® Vazdo 3,35 mL/min
2 2.
o <@
o l.

0 T T T T

0 30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 1 — Curvas globais de PLE de residuos de amora-preta usando etanol+agua (50 % v/v) a
100°C em diferentes vazoes.

4. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que o bagaco de amora é uma boa fonte de compostos bioativos
como compostos fendlicos e antocianinas, que pode gerar produtos com alta atividade antioxidante
a ser aplicados como ingredientes alimentares e cosmeéticos. Técnicas ambientalmente limpas
como a PLE, sdo alternativas viaveis frente as extragBes convencionais, para a extragdo di
compostos valiosos de bagaco de amora-preta, assim como a partir de residuos de muitos outrc
processos alimentares.
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