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RESUMO -0 presente trabalho objetivou, através do método da extracao assistida
por ultrassom, analisar as variaveis: concentracdo do solvente, temperatura, razao
solvente/amostra e tempo de extracdo, e, determinar a melhor condicdo para a
extracdo de compostos fendlicos, além de determinar a atividade antioxidante do
material. Por meio de uma analise de desejabilidade encontrou-se as melhores
condi¢cBes para cada uma das varidveis e foram realizados testes para fins de
comparacao com o método de extragao convencional. Os resultados da analise dos
compostos bioativos, em condi¢cBes Otimas, mostraram-se superiores,
comprovando a eficiéncia do metodo estudado. Além disso, utilizando-se o
método do HPLC-UV, identificou-se e quantificou-se quatro compostos fenolicos.

1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores agricolas do mundo, ocupando a
terceira posi¢do no ranking mundial de producédo de frutas, cultivando, s6 em 2008, mais de
43 milhdes de toneladas segundo o Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF). Diante de tamanha
producdo, o processamento gera elevadas quantidades de residuos, representando cerca de
40% do volume processado. Devido a estes fatores, estudos que destaquem o valor nutricional
desses residuos e a conscientizacdo de empresarios para esta possibilidade de
reaproveitamento.

Entre as frutas processadas, destaca-se a acerola (Malpighia emarginata D. C.) ou
Cereja das Antilhas, que possui elevada concentracdo de vitamina C, além de vitamina A,
ferro, calcio, vitaminas do complexo B, sdo ricas em antioxidantes, tocoferois, carotenoides,
compostos fenolicos e tem demonstrado eficaz atividade em sistemas modelos. Além disso,
estudos comprovam que os residuos dessa fruta, possuem elevado teor de antioxidantes e
compostos bioativos (Oliveira et al., 2017).

Para o estudo da presenca de fendlicos, existem alguns métodos de andlise e
quantificacdo. O método de extracdo utilizando-se solventes organicos € comumente utilizado
(Trinquier et al., 2014; Sousa et al., 2011) mas possui a desvantagem do longo tempo da
extracdo e grande quantidade de solventes necessaria. Com isso, 0 método da extragdo
assistida por ultrassom vem sendo incorporada a fim de melhorar os métodos de extracdo com
solventes. O método utilizando-se o ultrassom vem sendo utilizada para anélise de fendlicos
em ervas medicinais (Wei et al, 2013), frutas (Goula et al., 2016), plantas (Xu et al, 2017,
Baghdikian et al, 2016) e residuos agroindustriais (Melo, 2010).

Durante o processo de extracdo, varios fatores podem influenciar no resultado, tais
como temperatura, a concentragdo do solvente extrator, o tempo de extracdo e a razdo
solvente/amostra. Considerando isso, este trabalho objetivou encontrar a condigcdo desejavel
para obtencdo de resultados melhores das variaveis influenciadoras frente aos compostos
bioativos presentes na acerola, tais como os fendlicos totais, flavonoides totais e a atividade



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
/) 2017 em Iniciagao Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA UFSCar - Séo Carlos - SP
QUIMICA EM INICIAGAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

antioxidante do material. Além disso, objetivou-se também, utilizando-se o método de HPLC-
UV, a identificacdo e quantificacdo de sete compostos fenolicos: acido galico, acido caféico,
acido p-cumarico, acido ferdlico, rutina, quercetina e kaempferol.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material

O residuo de acerola foi previamente seco em leito fixo, a poténcia da lampada
infravermelha de 1050 W/mz2, a temperatura de 80° C e a velocidade do ar de 0,6 m/s. Apds a
secagem, o material foi triturado, peneirado e armazenado a -18°C até o momento das
analises. O residuo de acerola utilizado nos experimentos apresentava umidade de 7.1+0.5
g/100g de amostra seca, atividade de &gua de 0,134, Ph igual a 3,88 e teor de acido ascérbico
de 3558,718+131,0194 mg/100 g.
2.2. Analise dos compostos bioativos

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteau,
utilizando acido galico como padréo (Singleton & Rossi, 1965), com leitura de absorbancia a
622 nm. Os resultados foram expressos em mL de acido galico/100 g de amostra em base
seca.

A determinacdo do &cido ascorbico foi realizada por titulometria , método que se
baseia na reducdo do 2,6-dicloroindofenol pelo &cido ascérbico.

O contetdo de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico segundo
Zhishen et al. (1999), com leitura de absorbancia a 450 nm. Os resultados foram expressos em
mL equivalente de rutina/100 g de amostra em base seca.

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH (Brand-Willians et al.,
1995) que se baseia na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por
antioxidantes, com leitura da absorbancia a 515 nm. Os resultados foram expressos em ICsg
(g/L) que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do
radical DPPH.

2.2.1. HPLC-UV

Foi utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia HPLC Shimadzu ( modelo LC-
20A Prominence), equipado com coluna de fase reversa C18 (4,6 mm x 150 mm). Para as
analises realizadas utilizou-se uma vazdo da fase movel igual a 0,7 ml/ min, volume de
injecdo de 10 pl e temperatura da coluna de 40°C.

Para a andlise de compostos fendlicos utilizou-se um comprimento de onda de 280 nm,
sendo a fase movel constituida por acido acético (2,0% v/v) (A) e solucdo de acético em agua
(0,5% v/v) e acetonitrila (50:50 v/v) (B). Os gradientes utilizados foram: de 10 a 24% por 20
min; de 30 a 55% por 20 min; de 55 a 100% por 15 min; de 100% isocratico por 8 min e de
100 a 10% por 2 min.

Para a andlise de compostos flavonoides utilizou-se um comprimento de onda de 320
nm, fase movel constituida por acido fosforico em agua 1% (v/v) (fase A) e acetonitrila (fase
B). Os gradientes utilizados foram: de 0 a 15 % em 2 min; de 15 a 25% em 5 min; de 25 a
30% em 10 min; de 30 a 35% em 15 min; de 35 a 50% em 25 min; de 50 a 60% em 30 min;
de 60 a 80% em 35 min; de 80 a 100% em 45 min e de 100 a 5% em 60 min.

2.2.2. Extragédo convencional com metanol

A extracdo convencional foi feita utilizando 28 mL de metanol e 0,4 g do residuo de
acerola triturado e seco - valores determinados em experimentos prévios. A massa € 0
metanol foram colocados em um tubo e agitados por 3 min e deixada em repouso por 1h.
Apos esse periodo, filtrou-se e armazenou-se o extrato em frascos ambar até 0 momento das
analises.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Definiram-se previamente as condi¢fes do banho ultrassdnico, como tempo e
temperatura, assim com a massa a ser utilizada. Em um béquer de 200 mL foi adicionado a
massa juntamente com 40 mL de solucdo hidroalcodlica e adicionado no banho ultrassénico
cujo modelo é o LS-55DA-2/X, possui frequéncia de 33kHz e poténcia de 1050W. O extrato
hidroetandlico foi obtido filtrando-se a mistura solido-liquido.
3.1. Planejamento Experimental

As variaveis temperatura do banho ultrassénico, tempo de extragdo, razdo
solvente/amostra e concentracao de alcool etilico utilizadas, tiveram seus efeitos avaliados em
um planejamento composto central, com 3 réplicas no ponto central, o qual esta representado
na Tabela 3. Posteriormente foram realizadas anélises estatisticas dos resultados no software
STATISTICA®.

Tabela 1. 1 - Planejamento Composto Central (a=1,547)

Independent Factor levels

variable o 1 0 +1 +o

C (%) 63,5 70,0 81,8 93,6 100,0
t (min) 13,6 30,0 60,0 90,0 106,4
T (°C) 19,1 30,0 50,0 70,0 80,9
R(mL/g) 4,2 14,0 32,0 50,0 59,8

4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1. Quantificacdo dos compostos bioativos

Neste trabalho foram realizados 24 experimentos com mais trés réplicas no ponto
central. O teor de fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e ICsy obtidos para cada
condigéo avaliada.

4.1.1. Teor de compostos fendlicos Totais (TPC)

O melhor resultado para a avaliacdo de compostos fenolicos foi 0 experimento que
apresentou 910,5 mg GAE/100 g de amostra seca. As condic¢des utilizadas neste experimento
foram: tempo de extracdo igual a 90 minutos, temperatura de 30°C, concentracdo de etanol
igual a 70%, e razdo solvente/amostra de 50 mL/g.

Vieira & Lima (2011) analisaram a capacidade antioxidante e o teor de fendlicos totais
de residuos de polpas de frutas tropicais, dentre eles o da acerola. Os resultados demonstraram
que a extragdo hidroetandlica (279,99 + 3,5 mg. 100 g ') foi mais eficiente que a aquosa
(247,62 + 2,08 mg. 100 g ). Os autores destacam ainda que o residuo de acerola possui alto
teor de fendlicos totais se comparado aos residuos de goiaba, abacaxi, graviola, bacuri e
cupuagu.

Pereira et al.(2013) analisou a extragdo de compostos antioxidantes da farinha de
residuo de acerola. Os experimentos foram realizados com extracdes com etanol (98%), agua
e solucdo hidro alcodlica (78,4%), sendo que os autores concluiram que a solucdo
hidroalcoolica apresentou melhor poder extrator para compostos fendlicos do residuo.

A utilizacdo do ultrassom as extracdes podem ser realizadas em tempos até 100 vezes
menores do que quando se utiliza métodos convencionais Goula et al. (2016). Esse fato ocorre
por conta das cavitacfes que rompem a estrutura do material tornando mais facil o contato
com o solvente.
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4.1.2. Teor de Flavonoides Totais

O melhor resultado para a avaliacdo do teor de flavonoides totais foi de 4,7 mg de
rutina/ 100 g de amostra, sendo o tempo de extracdo de 30 minutos, temperatura igual a 70°C,
a concentracao de etanol igual a 93,6% e a razdo solvente/amostra iguais 50 mL/g.

Huang (2009) avaliou a aplicabilidade do ultrassom na extragdo de flavonoides de uma
erva que tem relevada importancia na medicina chinesa: Folium eucommiae. O autor
comparou a extragdo utilizando enzimas em diferentes condicfes experimentais e métodos
utilizando um micro-ondas. Com isso, 0s autores concluiram que a extracdo utilizando
ultrassom é mais eficiente se comparado aos outros dois métodos. Além disso, a condicdo
Otima encontrada para a extracéo de flavonoides presentes nesta planta foi etanol 42%, tempo
de extracdo de 70 minutos, etanol 42%, razéo de 60/1 mL/g.

4.1.3. Atividade Antioxidante Total (I1Cs)

A atividade antioxidante total é verificada atraves da analise do DPPH. Esta analise
exibe cor purpura em solugdo, e cor amarelo quando reduzida. Desta forma, quanto maior a
reducdo de DPPH, maior a capacidade de eliminacéo de radicais livres, e menores valores de
absorbancia obtidos, devido & diminuig¢do na intensidade da cor. Portanto, deve-se considerar
0 menor valor do 1Cso (Jimenéz et al. 2014).

Diante das condigOes analisadas neste estudo, o melhor valor encontrado foi de 6,3
ug/mL, sendo que a concentracdo de etanol utilizada foi de 70%, tempo de extracdo de 30
min, temperatura de 70 °C e razdo solvente/amostra de 50 mL/g.

Caetano et al. (2009) realizou uma extracdo sequencial empregando trés solugdes
extratoras (hidroacetonica 80%, hidrometandlica 80% e hidroalcodlica 80%). Diante dos
resultados, concluiu-se que o extrato etanolico apresentou maior capacidade antioxidante,
independente da concentracdo e temperatura, evidenciando sua eficacia na obtencao de 1Cso.

4.1.4. Analise da Desejabilidade

Diante do planejamento experimental, observou-se que em determinadas condigdes 0s
compostos fenolicos totais, flavonoides totais e I1Csy apresentaram os melhores resultados.
Assim, fez-se necessario a andlise da desejabilidade, a qual determina condi¢des apropriadas
para obtencdo de maiores valores dos compostos fendlicos e flavonoides, e menores valores
de I1Cxp.

Utilizando-se o software STATISTICA®, obteve-se que a melhor condi¢do conforme
0 método da desejabilidade foi empregando tempo de 13,6 min, concentracdo de etanol
67,5%, temperatura de 80,9°C e razdo de 59,8 mL/g. O tempo proposto foi 0 menor estudado
neste trabalho, visto que os trés compostos independem do tempo de extragcdo em ultrassom.

Para fins de comparacdo, fez-se uma extracdo pelo método convencional e outra em
condicBes Otimas (analise da desejabilidade). Além disso, estes valores foram comparados
com os valores obtidos utilizando-se 0 modelo previsto e 0 modelo reduzido.Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 4.1.4.

Tabela 1.1.1 - Resultados obtidos para 0 método estudado e 0 método convencional

Extracdo Condicéo Previsto modelo  Previsto modelo
convencional Otimas completo reduzido
TPC (mg/100g ) 538,5+ 13,8 931,2+40,1 923,2 912,14
TFC (mg/100g9) 32%+0,3 48+0,3 5,8 5,26

ICso(ng/mL) 9,3+0,1 56+0,3 4,9 5,95
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A eficiéncia da extracdo assistida por ultrassom esta relacionada ao processo de
cavitacdo que ocorre no ultrassom e também a polaridade do solvente utilizado. O processo de
cavitagdo ocasiona o0 rompimento das estruturas do material, beneficiando o contato do
solvente. Além disso, a polaridade média do solvente e sua afinidade com os polifendis
facilitam a extracdo dos compostos.

Portanto, 0 método da extracdo assistida por ultrassom utilizando como solvente
extrator uma solucdo hidroalcodlica é eficiente para a extracdo simultdnea de compostos
fenolicos, flavonoides e para analisar a atividade antioxidante presente no residuo de acerola.

4.1.5. Analise de compostos fenolicos em HPLC

Neste estudo, avaliaram-se sete padrdes diferentes de compostos fendlicos, trés tipos
de flavonoides e quatro tipos de acidos fendlicos. Determinou-se, para cada substancia, o
tempo de retencdo.

Identificaram-se os compostos fendlicos através da comparacdo entre os tempos de
retencdo padrdo e os tempos analisados, com as curvas de calibragdo obtidas para cada um
dos compostos, pode-se fazer a quantificacdo. Para o acido galico foi encontrado 111,7
mg/100g b.s. (desvio padrdo de 16,0); o valor para o &cido caféico foi de 1,4 mg/100g
b.s.(desvio padrédo de 0,2); 4,9 mg/100g b.s. para o acido p-cumarico (0,2 de desvio padréo) e
para a rutina o valor foi de 1,2 mg/100g b.s.(desvio padrédo de 0,2)

Analisando os dados acima, verifica-se que os flavonoides quercetina e kaempferol e o
acido ferulico ndao foram detectados, e o acido galico é o composto mais abundante na
amostra.

5. CONCLUSAO

Neste trabalho foram feitos estudos para analisar a viabilidade da utilizacdo do método
da extracdo assistida por ultrassom juntamente com o método de extracdo utilizando-se
solventes organicos e, concluiu-se que o método se mostra eficiente para a extracdo de
compostos fendlicos presentes na amostra e para analisar a atividade antioxidante presente no
residuo de acerola. Verificou-se também, que foi possivel conseguir as melhores condicGes
experimentais para a obtencéo dos melhores resultados para as varidveis estudadas.

Portanto, um estudo mais aprofundado sobre a aplicabilidade destes extratos se torna
viavel devido a atividade antioxidante e ao alto valor de compostos fendélicos presentes no
residuo de acerola.
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