PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO — PPGAN
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE - CCBS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO — UNIRIO

Renata Linhares Ferreira

AVALIACAO DOS PROCESSOS DE SECAGEM E DE EXTRACAO DE
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM FARINHA DE RESIDUOS DE FRUTAS E
HORTALICAS

Rio de Janeiro
2015



Renata Linhares Ferreira

AVALIACAO DOS PROCESSOS DE SECAGEM E DE EXTRACAO DE
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM FARINHA DE RESIDUOS DE FRUTAS E
HORTALICAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Alimentos e Nutricdo, da
Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro como requisito para obtencdo do titulo
de Mestre em Alimentos e Nutri¢éo.

Orientadora: Profa. Dra. Mariana Simdes Larraz Ferreira
Co-orientadora: Profa. Dra. Edira Castello Branco de Andrade Gongalves

Rio de Janeiro
2015



Renata Linhares Ferreira

AVALIACAO DOS PROCESSOS DE SECAGEM E DE EXTRACAO DE
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM FARINHA DE RESIDUOS DE FRUTAS E
HORTALICAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Alimentos e Nutricdo, da
Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro como requisito para obtencédo do titulo
de Mestre em Alimentos e Nutrigao.

Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Gabriela Belo Koblitz
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO

Profa. Dra. Juliana Furtado Dias
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO

Profa. Dra. Mariana Simdes Larraz Ferreira (orientadora)
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO



Dedico este trabalho aos meus pais, Ménica e
Paulo, e ao meu noivo Rafael, por todo apoio,
motivacdo, e principalmente amor e carinho

dedicados a mim.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre iluminando meu caminho e me dando forgas nos momentos dificeis.

A minha amada familia pelo incentivo, paciéncia, motivacédo, e principalmente amor e carinho

que foram fundamentais para que eu pudesse alcar mais esta etapa profissional.

Ao meu noivo Rafael, por todo amor, companheirismo, compreensao e paciéncia.

A mina orientadora Prof®. Dr2. Mariana Larraz, pela paciéncia, amizade, ensinamentos, e por

toda a atencdo dedicada a mim durante todo o curso.

A Prof®. Dr?. Edira Andrade, por todo o apoio e atencdo ao meu trabalho, e pelos ensinamentos

proporcionados.

A Prof®. Dr?. Maria Gabriela Bello Koblitz pela ateng&o, ensinamentos e colaborag&o.

Aos professores do Programa de PoOs-Graduacdo em Alimentos e Nutricdo (PPGAN) da

UNIRIO, pelas aulas ministradas e pelo suporte quando necessario.

Aos técnicos Cristiane, Henrique e Janaina pela atencdo, colaboracdo, e atencdo dedicadas a

mim.

Aos membros da banca, Prof?. Dr2. Maria Gabriela Bello Koblitz e Profé. Dr?. Juliana Furtado

Dias, pelo aceite na participacdo da mesma.

Aos amigos do mestrado por toda a ajuda, companheirismo, motivacdo, e pelos momentos

alegres de descontragéo.

Aos amigos do laboratério (Cristiane, Monica e Joel) e da UNIRIO.

A FAPERJ pelo apoio financeiro no inicio do curso.



Resumo
A adicdo de compostos bioativos de origem natural tem sido uma estratégia da
indastria para conferir maior funcionalidade aos alimentos. Residuos de frutas e
hortalicas representam uma fonte sustentavel destes compostos antioxidantes,
possibilitando aplicacfes eficientes como ingredientes funcionais. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o impacto de diferentes condicbes de extracdo de compostos
antioxidantes em farinha de frutas e hortalicas (FFH) obtida por diferentes processos
de secagem. O residuo do processamento integral de frutas e hortalicas foi
transformado em farinha ap6s secagem por liofilizacdo (LIO) ou em estufa ventilada
(SEE). As FFH foram trituradas, tamisadas e caracterizadas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e colorimetria. Para o estudo das condi¢cdes de
extracdo de compostos antioxidantes (DPPH, Fendlicos Totais, FRAP, Flavonoides),
aplicou-se planejamento fatorial reduzido, sendo as variaveis independentes: tempo
de agitacdo (0,5; 12,25 e 24h), pH (3, 7,5 e 12) e proporcdo dos solventes
(Acetona:H20 e EtOH:H:20), totalizando 12 ensaios para cada FFH (SEE e LIO).
Foram analisados trés lotes de cada FFH e os resultados expressos em base seca.
Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA, Tukey, Bonferroni, p<0,05 e
regressdo linear). As FFH ndo apresentaram diferencas nas propriedades
colorimétricas. A FFH LIO apresentou matriz porosa e expandida com particulas de
maior diametro meédio (~850 pm), enquanto a SEE apresentou carater granular, com
regides cristalinas e particulas de menor diametro médio (~300 ym). Em relacéo as
condicBes de extracdo, todas as variaveis foram significativas. A mistura dos solventes
Act:H20, EtOH:H20 e EtOH:Act:H20 apresentaram melhores rendimentos na extragéo
dos compostos bioativos. Quando se aplicou pH alcalino, tempos mais curtos foram
suficientes, enquanto que pH acido promoveu bons resultados mas necessitou de
maiores tempos de extracdo. Ambas as FFH apresentaram elevada atividade
antioxidante. A FFH LIO demonstrou maior correlacdo positiva entre os meétodos
analisados e menor impacto microestrutural. No entanto a FFH SEE, por ser mais
acessivel e menos dispendiosa, pode ser utilizada como método preferencial de
secagem de residuos de frutas e hortalicas, por apresentar elevada capacidade

antioxidante e uma maior disponibilizacdo de compostos para extragao.

Palavras-chave: capacidade antioxidante, compostos bioativos, frutas e hortalicas,

microscopia, residuos, secagem.



Abstract

The addition of bioactive compounds of natural origin has been a strategy of industry
to provide greater functionality to the foodstuff. Fruit and vegetable residues represent
a sustainable source of these antioxidant compounds, enabling efficient applications
as functional ingredients. The aim of this study was to evaluate the impact of different
extraction conditions of antioxidant compounds in fruit and vegetable residue flour
(FFH) obtained by different drying processes. The residue of the full processing of fruits
and vegetables was transformed into flour after freeze-drying (LIO) or air drying oven
(SEE). The FFH were ground, sieved and characterized by scanning electron
microscopy (SEM) and colorimeter. For the study of the extraction conditions of
antioxidant compounds (DPPH, FRAP, total phenolics, Flavonoids), a reduced factorial
design was applied with independent variables: stirring time (0.5; 12.25 and 24h), pH
(3, 7.5 and 12) and solvents proportion (Acetone:H20 and EtOH: H20), resulting 12
tests for each FFH (SEE and LIO). Three batches of each FFH was analyzed and the
results expressed in dry basis. The data were statistically analyzed (ANOVA, Tukey,
Bonferroni, p<0.05 and linear regression). The FFH showed no differences in
colorimetric properties. The FFH LIO presented a porous and expanded matrix with
larger particles (~850 pm), while FFH SEE showed a granular character, with
crystalline regions and smaller particles (~300 um). Concerning the extraction
conditions, all variables were significant. The mixture of solvents Act:H20, EtOH:H20
and EtOH:Act:H20 presented the best yield extraction of bioactive compounds. When
applied alkaline pH, short times were enough, while acidic pH promoted good results
but needed prolonged time of extraction. Both FFH presented high antioxidant activity.
The FFH LIO demonstrated higher positive correlation between the methods analyzed
and minor microstructural impact. However, FFH SEE is more accessible and less
expensive, and thus can be used as a preferred method for drying fruits and
vegetables, since presented high antioxidant capacity and a more readily availability

of compounds for the extraction.

Keywords: antioxidant capacity, bioactive compounds, drying, fruit and vegetable,

microscopy, residues.
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1. INTRODUCAO

A industria de processamento de frutas e hortalicas produz ao longo de sua
cadeia produtiva uma grande quantidade de subprodutos, que na maioria dos casos
sdo descartados e considerados como custo operacional ou como fonte de
contaminacgdo, por ndo possuirem aplicacdo em novos processos (JUNIOR et al.,
2005; SENA; NUNES, 2006; ABRAHAO et al., 2010). De um modo geral, do total de
frutas e hortalicas industrialmente processadas s&o gerados entre 30% a 40% de
residuos, e estes valores podem chegar a faixa de toneladas (SCHIEBER,;
STINTZING; CARLE, 2001).

Nota-se portanto, uma necessidade premente ndo s6 de impulsionar o uso
integral das frutas e vegetais, minimizando assim os residuos gerados, bem como de
agregar valor a estes subprodutos possibilitando a criacdo de novas fontes de
alimento (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003; AYALA-ZAVALA et al., 2010;
AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011; SUN-WATERHOUSE et al., 2011).
Deste modo, é de extrema relevancia a investigacao cientifica e tecnologica que

possibilite aplicacdes eficientes e seguras destes residuos.

Os principais residuos gerados no processamento de frutas e hortalicas sédo
cascas, talos, bagacos, carogos e sementes. Apesar de frequentemente descartados,
estes residuos representam uma matéria-prima barata, sustentavel e nutritiva.
Nutricionalmente, esses residuos tém chamado a atenc¢éo principalmente por serem
considerados uma boa fonte de fibras alimentares e de compostos bioativos. Os
principais compostos com potencial antioxidante presentes em residuos de frutas e
hortalicas sédo as vitaminas C e E, carotenoides e compostos fendlicos, em especial

os flavonoides.

Diversos estudos recentes tém demonstrado que 0s compostos bioativos com
potencial antioxidante, presentes em frutas e hortalicas se concentram
majoritariamente nestas partes ndo comestiveis, consideradas como residuos do
processamento (COSTA et al., 2000; GORINSTEIN et al., 2001; DE ALMEIDA MELO
et al., 2008; ABRAHAO et al., 2010; AYALA-ZAVALA et al., 2010).

Compostos fenolicos, como as antocianinas sao preferencialmente
encontrados na casca, enquanto as proantocianidinas, sao também frequentemente

encontradas nas sementes; ja 0os acidos clorogénicos e seus precursores, 0s acidos
14



transcindmicos, também conhecidos como hidroxicinamatos sdo encontrados na
polpa. Cascas de frutas citricas, tais como limdes, laranjas e toranjas apresentaram
um conteudo total de compostos fendlicos 15% superior aos das respectivas polpas,
como também cascas de macas, péssegos e peras apresentaram o dobro do total de
compostos fendlicos quando comparadas as suas partes comestiveis (GORINSTEIN
et al., 2001; 2002). Carotenoides sdo preferencialmente encontrados nos tecidos
externos, na superficie dos frutos, como por exemplo, o licopeno encontrado
majoritariamente na pele e pericarpo externo de tomates (AYALA-ZAVALA et al.,
2010).

O consumo destes compostos bioativos é de grande importancia para o
organismo humano, por serem capazes de neutralizar os radicais livres, como
espécies reativas de oxigénio (EROSs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS). Estas
espécies radicalares podem ser produzidas de maneira exacerbada devido a fatores
enddgenos como metabolismo celular e principalmente devido a exposicao a fatores
exdégenos como poluicdo, tabagismo, alcoolismo, radiagcdo e também através da
alimentacao (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
BARBOSA et al., 2010).

Sendo assim, os radicais livres podem ser formados pela existéncia de alguns
processos patoldégicos como o envelhecimento, obesidade, inflamacdes, dentre
outros. Quando acumulados no organismo, muitas vezes pela ineficiéncia do sistema
de defesa enddgeno, aliada a auséncia de compostos antioxidantes, os radicais livres
em excesso podem desencadear uma condi¢cdo denominada estresse oxidativo. Essa
condicdo tem sido relatada na literatura como um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de doencas crbénicas nado transmissiveis, como por exemplo, 0s mais
diversos tipos de cancer (SMALL et al., 2012; TESTA et al.,, 2012; LAGOUGE;
LARSSON, 2013; SERVIDDIO; BELLANTI; VENDEMIALE, 2013).

O consumo regular destas substancias bioativas tem sido associado a efeitos
benéficos a satde do homem, no que diz respeito a prevencao das doengas crbnicas,
em especial doencas cardiovasculares (DCV) e alguns tipos de cancer, e retardo do
processo de envelhecimento precoce (KIM, Y.-N.; GIRAUD; DRISKELL, 2007; PIENIZ
et al., 2009; SAEIDNIA; ABDOLLAHI, 2013; VAITHIYANATHAN; MIRUNALINI, 2013;
KONTEK; JAKUBCZAK; MATLAWSKA-WASOWSKA, 2014).
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Dentro desse contexto, visando minimizar o potencial depreciativo em sistemas
biolégicos dos radicais livres, compostos antioxidantes obtidos a partir de fontes
naturais tém sido recentemente empregados para formulacdo de nutracéuticos,
incorporados a produtos prontos com o objetivo de agregar valor funcional (SHARMA,
ZHOU, 2011; BANERJEE et al., 2012). Além disso, estes antioxidantes naturais
também tém sido utilizados com a proposta de aumentar a estabilidade dos alimentos
frente a oxidacao lipidica (ARMENTEROS et al.,, 2013; KIM, S.-J. et al.,, 2013),
reduzindo perdas nutricionais e minimizando o uso de antioxidantes sintéticos (EL-
SHOURBAGY; EL-ZAHAR, 2014).

A acdo dos compostos antioxidantes acontece por meio de diferentes
mecanismos, como por exemplo, a complexacdo de ions metélicos, captura de
radicais livres, decomposicdo de peroxidos, inibicdo direta ou indireta de espécies
reativas (EROs e ERNSs), além da modulacdo de vias sinalizadoras celulares. A
eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem vegetal
depende de sua estrutura e da sua concentragéo no alimento (OLIVEIRA et al., 2009).
Em termos experimentais, o processo de extracao é uma etapa chave na obtencéo de

antioxidantes em rendimento aceitavel.

No entanto, os processos de extracdo de compostos antioxidantes séo
altamente dependentes das caracteristicas da matriz vegetal, que de um modo geral
apresenta grande complexidade, da seletividade e do composto alvo de interesse para
identificacdo e quantificacdo. Os maiores desafios devem-se a complexidade das
matrizes alimenticias, o preparo da amostra e as técnicas de extracdo que serao

aplicadas.

Deste modo, para o maior rendimento possivel na extragdo de compostos
antioxidantes em matrizes vegetais, € importante um estudo prévio de diferentes
métodos de extracdo que comtemplem diferentes extratores e condicdes
diferenciadas de extracao (pH, temperatura, agitacdo, presséo, dentre outros), afim
de ajusta-los as particularidades das matrizes vegetais e dos compostos alvo de
extracdo (BORGES, 2013; DELGADO et al., 2013; SANTANA et al., 2013).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto de diferentes condi¢cdes de extracao

e secagem no teor de compostos antioxidantes em farinha de frutas e hortalicas (FFH).
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencédo de farinhas de frutas e hortalicas por diferentes métodos de secagem;

e Caracterizacao fisico-quimica das farinhas de frutas e hortalicas por Microscopia

Eletronica de Varredura e Colorimetria;

e Avaliacdo de diferentes condicbes de extracdo de compostos bioativos nas

farinhas de frutas e hortalicas;

e Determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos obtidos por diferentes
métodos de dosagem;

e Avaliacdo da preservagdo de compostos bioativos nos diferentes processos de

secagem.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. COMPOSTOS BIOATIVOS DE FRUTAS E HORTALICAS

Frutas e hortalicas contém diversos compostos antioxidantes, tais como acido
ascorbico, a-tocoferol, acidos organicos, carotenoides e compostos fendlicos,
principalmente flavonoides, que constituem o maior grupo de compostos fendlicos
presentes em plantas, sendo responsaveis por mais da metade dos oito mil compostos
fendlicos que ocorrem naturalmente (ISMAIL; MARJAN; FOONG, 2004,
PATTHAMAKANOKPORN et al., 2008; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008).

Globalmente, o destaque conferido aos compostos bioativos é devido a sua
capacidade de absorver radicais livres e inibir a cadeia de iniciacdo ou ainda
interromper a cadeia de propagacdao das reacdes oxidativas promovidas pelos radicais
livres como os EROs e espécies reativas de hidrogénio (ERHs) (PODSEDEK, 2007).

Deste modo, contribuem para a prote¢cdo contra os possiveis danos oxidativos
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causados por estas espécies pré-oxidativas (MERKEN; BEECHER, 2000;
MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004; SKERGET et al., 2005). Na tabela
1 estdo apresentadas algumas das principais classes de compostos fendlicos

presentes em frutas e hortalicas.

Estudos epidemiolégicos indicam que o consumo de frutas e hortalicas ricas em
compostos antioxidantes, como os compostos fendlicos, podem reduzir o risco de
doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral, como também atuar na
prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis como arteriosclerose, artrite,
inflamacoes, disfuncéo cerebral, alguns tipos de cancer e aceleracdo do processo de
envelhecimento (FESKANICH et al.,, 2000; ARDESTANI; YAZDANPARAST, 2007;
SOERJOMATARAM et al., 2010; HOFE et al., 2014). Além da ingestdo de frutas e
vegetais, acredita-se que a suplementacdo da dieta com extratos, contendo altas
concentracbes de compostos capazes de desativar radicais livres, tenha também
efeitos benéficos (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005).

Devido ao seu potencial, extratos de vegetais ricos em compostos antioxidantes
tém se tornado cada vez mais atrativos. No ambito industrial, estes compostos tém
sido testados como substituintes de antioxidantes sintéticos em alimentos, tais como
o BHT, devido ao seu apelo natural e sua maior seguranca (AYALA-ZAVALA et al.,
2010; KANATT; CHANDER; SHARMA, 2010; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-
AGUILAR, 2011). Extratos vegetais podem ser incorporados em produtos de consumo
habitual como iogurtes, margarinas e biscoitos, elevando o seu teor nutricional, bem
como aplicados como aditivos alimentares com a proposta de agirem como
antimicrobianos, corantes, aromatizantes, agentes espessantes (POKORNY;
YANISHLIEVA; GORDON, 2001; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
AYALA-ZAVALA et al., 2010; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011).

Estes extratos também tém sido utilizados na indUstria farmacéutica, seja
incorporados a diversos tipos de produtos cosméticos, como também encapsulados
para a formulacdo de suplementos alimentares (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; PESCHEL et al., 2006). Os compostos antioxidantes em frutas e
hortalicas, mais explorados na literatura para extracdo, quantificacéo e identificacao
sao carotenoides, acidos organicos com énfase para o acido ascorbico, e na grande

maioria as classes de compostos fendlicos.
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Tabela 1 — Principais classes de compostos fendélicos presentes em frutas e hortalicas.

Fendlico simples Benzo%uinona Acido hidroxibenzoico
OH COOH
© |
d OH
Acetofenona Acidos fenilacéticos Acidos hidroxicinamicos (acido
0 cinamico)
/O 0
Naftoquinonas Xantonas Antraquinonas

Q 0
) O

Biflavonoides

Flavonoides OH

IO 0K
"
O © OH &

OH
OCH;
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Tabela 1 (Continuacéo) — Principais classes de compostos fendélicos presentes em frutas e hortalicas.

Lignanas

Ligninas

H
L n
O~ !/CI/OH

H
0~ f~n

H H_ ]

OCH; HO~(—C /

7N

OCH,

Proantocianidinas

OH

OH
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3.1.2. Compostos fendlicos

Compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios derivados do fosfato de
pentose, e de vias fenilpropandides em plantas (GORINSTEIN et al., 2002; RANDHIR,;
LIN; SHETTY, 2004), constituem os pigmentos vegetais além de estarem envolvidos
no crescimento e reproducdo das plantas, bem como na resisténcia das plantas as
pragas e patdogenos (ALASALVAR et al.,, 2001). Estruturalmente, os compostos
fendlicos compreendem um anel benzénico apresentando um ou mais grupamentos
hidroxila. Sua estrutura pode variar desde uma molécula fendlica mohidroxilada

simples a um polimero complexo de peso molecular elevado (BRAVO, 1998).

Apesar desta diversidade estrutural, o grupo de compostos fendlicos vegetais
sao frequentemente referidos como "fendis”. Existem aproximadamente 8000
compostos naturais pertencentes a categoria de "fendis" (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000) e englobam fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides,

estilbenos, taninos , lignanas e ligninas.

Os "acidos fendlicos”, em geral, designam fendis que possuem um grupamento
funcional de acido carboxilico que apresentam duas estruturas distintas, os acidos
hidroxicindmicos e hidroxibenzéicos. Dentre a classe dos polifendlicos, destacam-se
os flavonoides (STALIKAS, 2007), que possuem uma estrutura quimica C6-C3-C6,
gue serve como base para a formacdo de mais da metade, dos oito mil diferentes
compostos fendlicos. . A estrutura geral de uma molécula de flavonoide e mostrada
na Tabela 1. Varia¢cdes no padréao de substuicdo do anel C resultam na formacéao das
principais classes de flavonoides como é mostrado na figura 1.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua estrutura,
em particular do nimero e das posi¢cées dos grupos hidroxilas e da natureza das
substituicGes nos anéis aromaticos. Compostos fendlicos que ocorrem naturalmente
estdo presentes majoritariamente como conjugados com outras moléculas, como por
exemplo carboidratos que podem estar na forma de mono e polissacarideos, como
também podem ocorrer como derivados funcionais, tais como ésteres metilicos
(BAXTER; HARBORNE; MOSS, 1998), e estao presentes majoritariamente em frutas
e hortalicas Os compostos fendlicos exibem uma vasta gama de propriedades
fisiol6gicas, tais como agentes anti-alérgicos, anti-arterogenicos, anti-inflamatorios,

anti-microbianos, antioxidantes, anti-trombotico, cardioprotetor e  efeitos
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vasodilatadores (Benavente-Garcia et al., 1997, Manach, Mazur et ai., 2005, Middleton

et al., 2000).
o} O i | "
L, S
OH o
o)

Flavanone

Flavone Flavonol

o

Flavanol Anthocyanidin

Figura 1. Estruturas gerais das maiores classes de flavonoides.

3.1.3. Acido ascérbico

7

O &cido ascorbico, também denominado vitamina C ou ascorbato, € uma
lactona (CeH1206) cujo peso molecular é de 176,13 Da. Foi isolado pela primeira vez
em 1928, pelo bioquimico e Prémio Nobel Szent-GyorGyi. No seu estado natural, a
vitamina C aparece na forma de cristal ou po, e pode apresentar uma tonalidade desde
0 branco ao amarelo. O acido ascoérbico é uma vitamina hidrossoltvel, com elevada

instabilidade e facilmente oxidavel podendo degradar-se prontamente.

A degradacédo do acido ascorbico envolve primeiramente a oxidacdo a acido
dehidroascorbico, seguido por hidrélise para o acido 2,3-dicetoguldnico e desidratacdo
e polimerizagdo, e por fim a formagcdo de uma grande variedade de produtos
nutricionalmente inativos. A oxidacdo nao catalisada é essencialmente insignificante,
no entanto a oxidagao catalizada por metais trago, é responsavel por grande parte da
perda de acido ascorbico por oxidacdo em alimentos. Os subprodutos formados a
partir da oxidacao do acido ascorbico, o radical ascorbila e o acido dehidroascorbico

Sao menos reativos, quando comparados aos radicais livres supracitados.

Tanto o acido ascérbico quanto o dehidroascorbico tém a atividade de vitamina
C. A perda desta atividade ocorre quando o acido desidroascérbico € hidrolisado com

abertura do anel, formando &cido 2,3-dicetoguldnico. Esta hidrélise é favorecida por
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condigBes alcalinas. O &cido dehidroascorbico € mais estavel em pH 2,5-5,5; e sua
estabilidade diminui com o aumento de pH.

Uma das fungbes basicas e conhecidas do acido ascoérbico € a efetividade na
doacao elétrons, onde se destaca na aceleracéo de reagdes de hidroxilacdo (como na
formacéo do colageno), na regulacéo do sistema nervoso humano através da acao no
metabolismo da tirosina, do acido folico e do triptofano. Em muitas destas reacoes, 0
acido ascérbico fornece elétrons a enzimas que necessitam de ions metalicos

prostéticos para atingirem atividade enzimatica maxima.

Assim, o 4cido ascorbico também tem um papel de elevada relevancia no
crescimento de tecidos e processos de cicatrizacdo de feridas, na formacao de
neurotransmissores e no aumento da absorcéo de ferro ao nivel dos intestinos, onde
atua reduzindo os ions férricos (Fe3*) a ferrosos (Fe?*). Sua principal funcéo é como
antioxidante, agindo como sequestrante de espécies reativas de oxigénio como:
hidroxil, peroxil, peroxinitrito, superoxido e oxigénio singlete, formando compostos
menos reativos, e deste modo protegendo as células de danos ocasionados pelos
radicais livres (BENDICH et al., 1986; CARR; FREI, 1999; KALT et al., 1999;
PADAYATTY et al., 2004; WILSON, 2005).

O &cido ascorbico € majoritariamente encontrado em frutas, principalmente as
pertencentes a familia dos citrinos, tais como laranjas, limées, limas e tangerinas,
sendo, todavia, também abundante nos vegetais verdes folhosos (KLEIN; PERRY,
1982; MILLER; RICE-EVANS, 1997; FAVELL, 1998; SZETO; TOMLINSON; BENZIE,
2002), e seu consumo tem sido associado a prevencdo de um vasto niumero de
doencas tais como diabetes, catarata, glaucoma, degeneracdo macular,
arteriosclerose, derrame cerebral, doencas cardiacas e céancer (BLOCK, 1991,
SNODDERLY, 1995; GOKCE et al., 1999; JACOB; SOTOUDEH, 2002; MULLAN et
al., 2002).

3.1.4. Carotenoides

Carotenoides séo pigmentos amarelos, laranjas e vermelhos, encontrados na
natureza e estdo presentes em plantas e micro-organismos. Em plantas estéo
localizados em organelas sub-celulares (cloroplastos e cromoplastos). De maneira
geral em vegetais atuam como pigmentos foto-protetores na fotossintese e como

estabilizadores de membranas (SILVA, M. L. C. et al., 2010). Existem mais de 750
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tipos diferentes de carotenoides na natureza, mas apenas 24 foram detectados em
tecidos humanos (KHACHIK; BEECHER; SMITH, 1995), eles sao classificados em
grupos como carotenos, licopeno e xantofilas (ARMSTRONG; HEARST, 1996;
BRITTON; LIAAEN-JENSEN; PFANDER, 2004).

Existe uma ampla variedade de carotenoides em tecidos de plantas
comestiveis, onde temos como exemplos mais comuns o tomate (licopeno), cenoura
(a e B-caroteno), batata doce (B-caroteno), milho (luteina e zeaxantina), pimentas
vermelhas (capsantina) e urucum (bixina) (SILVA, M. L. C. et al., 2010). No entanto, o
conteudo de carotenoides nas frutas e vegetais ird depender de varios fatores como:
variedade genética, estadio de maturacdo, armazenamento pos-colheita,
processamento e preparo (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005). Os carotenoides
sdo moléculas hidrofébicas com baixa solubilidade em &agua, e seu melhor
desempenho se da em areas da célula com carater mais hidrofébico, como ilustrado

na figura 2.

A atividade antioxidante dos carotenoides esta relacionada com a presenca de
inimeras ligacdes duplas em sua estrutura, capazes de se ligar a elétrons
desemparelhados. Sendo essa a principal caracteristica que confere aos carotenoides
a capacidade de reduzir e neutralizar as espécies reativas de oxigénio, com destaque
para o oxigénio singlete (BRITTON, 1995; LEATHERMAN et al., 1999).

Vitamin C

Hydrophylic

X"\A"
-~ .

Astaxanthin, [
;g =~ Hydrophobic

Figura 2 — Distribuicdo de moléculas de carotenoides na membrana fosfo-lipidica celular (JOMOVA,;
VALKO, 2013).

Os carotenoides podem existir em diferentes configuragdes, devido a isomeria
em torno das ligagbes C=C (BRITTON, 1995), as configuracées em torno destas
ligacdes duplas séo denominados E ou Z, que geralmente correspondem a trans e cis,

no entanto, existem algumas excecdes. Alguns carotenoides também apresentam a
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estrutura ciclica 3-ionona em suas moléculas sendo, portanto, precursores de vitamina
A onde, como exemplo, podemos citar os a, B e y-caroteno e [-criptoxantina
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

As ligagBes duplas também tornam os carotenoides mais susceptiveis a
processos oxidativos, que desencadeiam uma perda de coloracdo nos pigmentos
presentes nos alimentos, porém esta facilidade de oxidacdo confere aos carotenoides
um efeito positivo que possibilita a rpida reducdo e neutralizacdo das espécies
reativas de oxigénio. A figura 3 mostra a estrutura molecular de alguns dos principais
carotenoides (MCNULTY et al., 2007).

| Licopeno

Figura 3 - Estrutura molecular de alguns dos principais carotenoides.

Os carotenoides, juntamente com as vitaminas, sao as substancias mais
investigadas como agentes quimiopreventivos, funcionando como antioxidantes em
sistemas bioldgicos (TANG, 2012; BOLHASSANI; KHAVARI; BATHAIE, 2014;
GAREWAL; MEYSKENS JR, 2014). Frutas e vegetais sdo boas fontes de
carotenoides, principalmente cenouras, abdboras (a e [p-caroteno), tomates e
produtos derivados, como extrato, polpa e molhos (licopeno), e espinafre (luteina)
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(SCARMO et al., 2012; SILVA, N. A. D. et al., 2014). O licopeno aparece atualmente
como um dos mais potentes antioxidantes, sendo sugerido na prevencédo da
carcinogénese e aterogénese por proteger moléculas como lipidios, lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), proteinas e DNA (ELIASSEN et al., 2014). Estudos mostram
a relacdo entre o aumento no consumo de alimentos ricos em carotenoides e a
diminuig&o no risco de varias doencas (RICCIONI et al., 2012; RODRIGUEZ-ROQUE
et al., 2013; FIEDOR; BURDA, 2014). Segundo Rao & Rao (2007), os carotenoides
sequestram 0 oxigénio singlete, removem os radicais peroxidos, modulam o
metabolismo carcinogénico, inibem a proliferacao celular, estimulam a comunicagao
entre células (juncbes gap) e elevam a resposta imune. Testes in vitro e in
Vivo sugerem que os carotenoides tem potencial atividade antioxidante, no sequestro
e inativacao de radicais livres (ERDMAN, 1999).

3.1.5. Compostos bioativos em residuos de frutas e hortalicas

Frutas e hortalicas sdo ricas em compostos bioativos, os residuos oriundos do
processamento destes vegetais, que muitas das vezes sdo descartados, se mostram
potenciais matérias-primas, uma vez que em muitos casos o conteldo de compostos
bioativos nos residuos, é igual ou superior quando comparado ao das respectivas
partes comestiveis. Estudo realizado por Gorinstein et al., (2001; 2002) demonstrou
qgue cascas de lim@es, laranjas e toranjas demonstraram um conteddo total de
compostos fendlicos 15% superior aos das respectivas polpas. Cascas de macas,
péssegos e peras também apresentaram o dobro do total de compostos fendlicos

guando comparadas as suas partes comestiveis.

Como estes residuos sdo gerados em grande quantidade pela industria de
processamentos de frutos e vegetais, se tornam uma boa alternativa para a obtencao
de extratos ricos em compostos bioativos, como exemplo desta afirmacdo temos
estudo que analisou extratos de subprodutos de couve-flor, onde foram identificados
flavonoides e &cidos hidroxicindmicos (acido caféico e acido sinapico), e concluiram
que combinacgfes de flavonois como kaempferol e quercetina com &cido sinapico e

glicose foram os principais compostos fendlicos presentes (LLORACH et al., 2003).

Subprodutos gerados do processamento de uvas para producdo de suco de
uva e vinho, que sdo em grande maioria cascas e sementes, também se mostraram
fontes de diversos compostos fendlicos, principalmente mono, oligo e
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proantocianidinas poliméricas (SHRIKHANDE, 2000; TORRES; BOBET, 2001). Em
estudo semelhante, Pechel et al., (2006) avaliaram o teor de fendlicos totais e
atividade antioxidante de onze residuos de frutas e vegetais derivados do
processamento industrial, mostrou como resultados que o0s extratos com maior
conteudo fendlico foram em ordem crescente os extratos de maca (48,6 + 0,9 mg de
equivalentes de acido galico por g de extrato seco (mg EAG/g), pera (60,7 £ 0,9 mg
EAG/g), tomate (61,0 + 3,0 mg EAG/g) e alcachofra (514,2 + 14,9 mg EAG/qg),
concluindo que o teor de compostos fendlicos destes produtos e sua elevada
capacidade antioxidante justifica aplicacdo de seus extratos para incorporagdo em

produtos alimenticios e cosméticos.

Do mesmo modo, estudo envolvendo os subprodutos derivados de alface
revelaram a ocorréncia de ambos os &cidos hidroxicinAmicos e flavonoides. O pefrfil
de flavonoides de subprodutos de alface foi composto por flavonas (derivados de
luteolina) e flavondis (derivados de quercetina), enquanto os subprodutos de chicoria
eram compostos apenas de derivados kaempferol (LLORACH; TOMAS-BARBERAN;
FERRERES, 2004).

Diante dos resultados apresentados pela literatura, podemos notar que
compostos fendlicos, com énfase para os flavonoides, destacam-se quantitativamente
em residuos de frutas e hortalicas. Isto pode ser devido a maior estabilidade destes
compostos, frente as interferéncias causadas pelo processamento da matéria-prima
bruta como, por exemplo, processo de lixiviagdo, oxidacdo pela exposicdo a luz,
temperaturas elevadas e oxigénio atmosférico, que causam perdas de nutrientes,
sendo as maiores perdas relacionadas aos compostos de carater hidrossolavel, como

por exemplo, a vitamina C.

O conhecimento do teor de compostos fendlicos nos residuos de frutas e
hortalicas, tem incentivado estudos mais aprofundados objetivando um maior
conhecimento destes compostos em termos qualitativos e quantitativos. Nas tabelas
a seguir sdo mostrados alguns exemplos dos principais compostos fendlicos
identificados (Tabela 2) e quantificados (Tabela 3) em subprodutos de frutas e

hortalicas, através de métodos cromatogréaficos e espectrofotométricos.
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Tabela 2. Compostos fendlicos identificados em residuos de frutas e hortaligas.

Subprodutos Compostos fendlicos Quantidade Referéncia
Cascas de Flavonoides 2299 mg/100 g WOLFE:; LIU
maca Antocianinas 169 mg/100 g (2003)
Cascade coco Acido fertlico (DEY et al.,
. . . 13,0 mg/g

seco 4-hidroxibenzoico 2003)
Cascade Naringina 5,1+ 0,4 mg/g
laranja amarga Neo-esperidina 7,9 £ 0,8 mg/g (SAWALHA et
Casca de Narirutin 26,9 + 2,1 mg/g al., 2009)
laranja doce Hesperidina 35,2 + 3,6 mg/g

Acido feralico 2,37 £ 0,03 mg/g

Acido galico 229,49 + 0,72 mg/g
Cascade maca Acido elagico 121,8 + 1,2 mg/g
estrela roxa Miricetina 9,88 + 0,15 mg/g

Acido cafeico n/s*

Acido sinaptico n/s*

Acido ferdlico 56,80 + 0,27 mg/g

Acido galico 39,84 + 0,21 mg/g
Casca de Acido elagico 48,68 + 0,45 mg/g (MOO-HUCHIN
amarelo Miricetina 125,72 + 0,38 mg/g et al., 2015)

Acido cafeico
Acido sinaptico

2,18 £ 0,01 mg/g
15,90 £ 0,13 mg/g

Casca de caju
vermelho

Acido ferulico
Acido galico
Acido elagico
Miricetina
Acido cafeico
Acido sinaptico

107,28 + 0,02 mg/g
33,64 + 0,50 mg/g
95,64 + 0,50 mg/g
29,51 + 0,6 mg/g
2,19 £ 0,01 mg/g
3,69 £ 0,43 mg/g
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Tabela 2. Continuacao

Acido ferulico

60,4 £ 19,2 ug/g

Fibra do Aplgeqlna-6,8-dl-C- 506 + 321 pglg
bagaco de glucosideo
laranja Apigenina-7-O- .
rutenosideo¢ 45,4+ 14,3 pg/g
. Acido ferulico 90,4 ug/g
Fibra da casca o di 238 ua/
de laranja Aplgehlna-6,8- I-C- Ha/g
glucosideo
| ACI-dO f.erullco | 30,2 uglg
Fibra do Aplgeqlna-6,8-d|-C- 208 pglg
bagaco de glucosideo
tangerina Apigenina-7-O-
rutenosideo¢ 47,3 ugly
Acido ferulico 158 pglg (DELPINO-
igenina-6.8-di-C- 961 ug/g RIUS et al.,
Fibra da casca Aplgeqlna 6,8-di-C 2015)
: glucosideo
de tangerina
Apigenina-7-O- 279 polg
rutenosideo
Apigenina-6,8-di-C-
glucosideo 44,4+ 5.8 pgl g
Apigenina-7-0O-
rutenosideo
Fibra do _ 121 +10 g/ g
bagaco de Luteolin-7-O-
Iimgéog rutenoside /
+
Diosmetin-8-C- 78,186 uglg
glucoside 64,3 + 2 uglg
Diosmetin-6-C- 41,1 £5.6 ugfg
glucoside
Acido quinico 0,63 + 0,03 mg/g
Casca de Acido clorogénico 1,26 + 0,06 mg/g (WU et al.,
batata Acido cafeico 0,72 +0,0026 mg/lg  2012)

Metil-cafeato

0,033 + 0,004 mg/g

n/s*ndo foram encontrados valores significativos.
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Tabela 3. Conteudo fendlico total de residuos de frutas e hortaligas.

Fruta Residuo Con,t(.eudo Referéncias
fendlico total
Uva Semente 439+0,32
Maca verde Bagaco 345+0,12
Maca Bagaco 116+0,1° (KABIR et al.,
Pera verde Bagaco 345+0,32 2015)
Brécolis Talo 10,7+0,12
Alface Talo 18,8+0.22
'r\giia estrela Casca 695,1 + 47.3" (MOO-HUCHIN et
Caju amarelo Casca 633,2+22.2°b al., 2015)
Caju vermelho Casca 1316,8 +45.7 "
Bagaco 836+5P
Maca Polpa 467 £5°b
Casca 1144 + 14 °
o Casca 820+ 25°P
Kiwi (WIINGAARD;
Polpa 550 +17° ROGLE:
. Casca 2335+ 97° ’
Toranja Polpa 2005 £ 45 b BRUNTON, 2009)
Folhas
Alface externas 189 £13°
Bagaco 257 +23°
Cherimoya Casca 18,5+0,10°
Funchal Sementes 3,61+0,02°
Polpa 3,06 +0,03°
Cheri Casca 19,6 £0,15°
Matta:urzoya Sementes 4,16:+0,02 b
Polpa 4,31+0.02° (ALBUQUERQUE
Cherimoya Casca 19,5+0,13° et al., 2014)
Madeira Sementes 3,61+0,02°
Polpa 12,0 £ 0,04 °
Cherimoya Casca 17,0+ 0,12°
Perry vidal Sementes 3,35 +0,01°
Polpa 3,43+0,03°
(MACHADO et al.,
Amora preta Bagaco 7,36 £0,18°¢ 2015)
Jabuticaba Cascas 18,7+0,4°¢ (SANTOS; VEGGI;

MEIRELES, 2012)

aValores expressos em mg de equivalente de &cido clorogénico hemidratado/g de amostra seca.
bValores expressos em mg de equivalente de acido galico/100 g de amostra seca. cValores expressos
em mg de equivalente de 4cido gélico/g de amostra seca.
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3.2. EFEITO DO PROCESSAMENTO APLICADOS AOS RESIDUOS DE
FRUTAS E HORTALICAS

Recentemente, métodos de secagem foram aplicados em vegetais e frutas para
estudar mudancas no conteddo quimico e nutritivo. Compostos bioativos, como
compostos fendlicos e carotenoides, sdo susceptiveis as reac¢des oxidativas. Sabe-se
que os carotenoides sdo extremamente sensiveis a estas rea¢des devido ao alto grau
de instauracdo de suas ligacbes (PENICAUD et al.,, 2011), embora compostos
fendlicos também pareceu ser significativamente alterada pelos métodos de

processamento, tais como a secagem (TEWOLDE-BERHAN et al., 2015).

Os processos de secagem sao métodos frequentemente aplicados a residuos
vegetais com o objetivo de aumentar sua estabilidade, isto se deve a diminuicdo da
atividade de agua, que reduz a probabilidade de crescimento microbiano e atividade
enzimatica, que atuariam no processo de degradacao da matriz vegetal. Quando séo
aplicadas altas temperaturas, estes processos também possibilitam a desnaturacao,
e consequentemente a inativacdo destas enzimas, garantindo a integridade a longo

prazo dos nutrientes e compostos bioativos presentes.

Deste modo, processos de secagem possibilitam futuras aplicacbes dos
residuos, ndo so6 por aumentarem a vida de prateleira, mas também pela possibilidade
de transformacgfes estruturais. ModificagBes estruturais de residuos de frutas e
hortalicas podem ser obtidos apds desidratacdo e moagem ou maceracao, para
obtencéo dos mais diversos tipos de farinhas (WOLFE; LIU, 2003; CAPARINO et al.,
2012; DORTA; LOBO; GONZALEZ, 2012).

No entanto essas modificacBes estruturais, podem favorecer perdas de
compostos antioxidantes nos residuos. Em frutas e hortalicas in natura, a estrutura
celular de alguns compostos antioxidantes, como compostos fendlicos, estdo
presentes em formas complexadas com proteinas, o que lhes conferem certa
estabilidade (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). Todavia,
durante as varias etapas de secagem, a estrutura celular e os complexos formados
podem ser quebrados, expondo os compostos bioativos a fatores adversos. A
estabilidade destes compostos varia de acordo com a exposicao a altas temperaturas,
oxigénio atmosférico circulante através da ventilacdo, exposi¢cdo a luz (raios UV),

umidade relativa, acidez, presenca de agentes catalisadores como metais e da prépria
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conformacao estrutural da matriz vegetal (KIM, S.; PARK; HWANG, 2004; REGIER et
al., 2005).

E notdrio que o processamento de alimentos reduz a qualidade de frutas e
legumes. Neste sentido, para garantir a maior qualidade do produto final, € importante
0 emprego de técnicas adequadas de desidratacao, levando em conta principalmente
as caracteristicas especificas de cada matriz e as classes de nutrientes que se deseja
preservar. As formas mais comumente usadas para desidratacdo de residuos de

frutas e hortalicas s&o: a secagem convencional e a secagem por liofilizagéo.

O processo de secagem convencional baseia-se na aplicagéo de corrente de
ar seco em temperaturas médias a altas (entre 55 °C e 120 °C), propiciando a
evaporacao gradativa da agua. O objetivo principal deste processo de desidratacao &
0 aumento da estabilidade e da vida atil do produto, mas algumas vantagens como
concentracéo de nutrientes, facilidade no armazenamento, transporte e conservagao
sdo também atribuidas a secagem. Por outro lado, a secagem convencional pode
acarretar a perda de determinadas propriedades dos alimentos, afetando

principalmente nutrientes labeis como as vitaminas e pigmentos.

Dependendo da intensidade do tratamento térmico aplicado, a secagem por ar
guente pode promover modificacdes nas caracteristicas organolépticas e antioxidante
das frutas e hortalicas, devido a volatilizagcdo de compostos aromaticos, como por
exemplo acidos organicos, oxidacdo de vitaminas e pela geracdo de derivados
guimicos com atividade antioxidante inferior, inalterada ou ainda superior, como por
exemplo, produtos oriundos da reacéo de Maillard, que podem aumentar a atividade
antioxidante (YILMAZ; TOLEDO, 2005).

Liofilizacdo é um processo de desidratacdo por sublimacdo, isto é, a
transformacao direta da agua em estado sdélido em vapor d’agua, sem passar pelo
estado liquido, em condicdes de pressao e temperatura inferiores a do ponto triplo.
Por trabalhar com baixas temperaturas e, geralmente sob condi¢cdes de vacuo, a
liofiizagdo minimiza a probabilidade de perdas de nutrientes e modificagbes
organolépticas, por isso e recomendada para materiais termo-sensiveis, como
materiais biolégicos, farmacéuticos, alimentos e produtos quimicos, gerando produtos
de qualidade superior quando comparados com outras técnicas de secagem (RATTI,
2001).
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Atribui-se a liofilizag&do caracteristicas favoraveis a extracdo de compostos
bioativos, tais como pequena densidade aparente, alta porosidade, retencédo de
aromas e excelente capacidade de reidratacdo (KROKIDA; KARATHANOS;
MAROULIS, 1998). Contudo, a liofilizacdo provoca mudancas estruturais,
principalmente nos agucares, como o alto grau de amorfismo, tornando o produto
altamente higroscopico e sensivel as mudancas fisico-quimicas que podem prejudicar
a vida de prateleira e estabilidade do produto (DE OLIVEIRA ALVES et al., 2008).
Além disso, durante o congelamento, que compreende a primeira etapa do processo,
grandes cristais de gelo podem ser formados e romper a estrutura celular, colocando
em contato enzimas e substratos, antes compartimentalizados e permitindo reagbes
enzimaticas que podem modificar o sabor, a cor, 0 aroma e a textura dos alimentos
(VICENTE et al., 2005).

De um modo comparativo quanto aos efeitos destes processos de secagem na
preservacao do teor de compostos antioxidantes, Larrauri, Rupérez, e Saura-Calixto
(1997) avaliaram o efeito de processos de secagem por circulacao de ar quente (60°C,
100°C e 140°C) e liofilizacdo no teor de polifendis totais extraiveis, taninos
condensados e atividade antioxidante total de cascas de uva vermelha. Os autores
mostraram que as amostras secas convencionalmente a 60°C nao diferiram
significativamente das amostras liofilizadas. No entanto, a aplicacdo de temperaturas
elevadas de 100°C e 140°C, reduziram significativamente em ambos 0s casos, 0s
teores de polifendis totais extraiveis (18,6 e 32,6%), taninos condensados (11,1 e

16,6%), bem como a atividade antioxidante (28 e 50%) das amostras.

Os mesmos autores avaliaram as propriedades colorimétricas das amostras e
mostraram que as amostras secas a 60°C ndo diferiram significativamente das
liofilizadas. Enquanto que a 140°C as amostras secas apresentaram diferenca de cor
total e perda de cor vermelha significativamente maiores, alteragdes relacionadas com
a degradacédo de antocianinas. Os autores concluiram que compostos antioxidantes
em cascas de uva vermelha, enfatizando taninos condensados, podem ser bastante
estaveis ao calor, e que para preservacdo das propriedades funcionais devem ser

aplicadas temperaturas de até 60°C.

Do mesmo modo, a atividade de eliminacdo de radicais livres e os niveis de
compostos fendlicos em folhas de amoreira, ndo demonstraram diferengca nos

processos de secagem por ar quente com emprego de temperaturas de 60°C ou
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inferiores, quando comparados ao processo por liofilizagdo. No entanto, quando
aplicadas temperaturas acima de 70 °C, a capacidade antioxidante diminuiu
drasticamente (KATSUBE et al., 2009).

Em analise de retencdo de compostos volateis aromaticos de macés (acetato
de etila, butirato de etila e antranilato de metila), utilizando-se parametros cinéticos
para avaliar a perda gradativa destes compostos volateis no processo de secagem
por ar quente a 30°C, 50°C e 70°C. Os autores observaram que a maior perda de
compostos volateis ocorreu nas primeiras etapas em todas as temperaturas testadas
e a perda de compostos volateis foi diretamente proporcional ao aumento da
temperatura. Os autores evidenciaram que métodos de secagem com baixas
temperaturas e liofilizagdo sdo sugeridos para a maxima retencdo de aromas em
produtos secos (KROKIDA; PHILIPPOPOULOQOS, 2006).

Corroborando os resultados dos estudos anteriores, Dorta, Lobo e Gonzélez
(2012), observaram que a aplicacao de temperaturas de secagem acima de 60-70°C,
prejudicou a preservacao da capacidade antioxidante de cascas e carocos de manga,
nos testes de capacidade de eliminacéo de radicais livres e inibicdo da peroxidacao
lipidica. Os autores observaram que o processo de liofilizacéo possibilitou que carogos
e cascas de manga mantivessem a mesma capacidade antioxidante quando

comparadas a seu estado in natura.

De maneira geral, segundo resultados apresentados pela literatura, os
processos de secagem por circulacdo de ar quente com temperaturas superiores a 60
°C podem reduzir o teor de compostos bioativos, devido a transformacdo quimica
destes compostos em compostos similares com atividade antioxidante inferior ou pro-
oxidante, e favorecer a oxidacdo dos compostos em residuos de frutas e hortalicas,
guando comparados ao processo de liofilizagdo. Alguns estudos apontaram ainda que
0 processo de secagem por ar quente mesmo com aplicagdo de temperaturas
inferiores a 60 °C, mostrou-se menos eficiente que a liofilizagdo na conservacao de
compostos antioxidantes em cascas de maca. O processo de liofilizagdo possibilitou
maior conservagdo do contetdo de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas,

sendo semelhantes ao das cascas de macas frescas (Wolfe e Liu (2003).

No entanto, levando-se em consideracgéo i) que a liofilizacdo é um processo
dispendioso, em termos de custo energético do equipamento e de tempo, ii) bem como

a potencial preservacdo de compostos antioxidantes em baixas temperaturas (<60
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°C), iii) além das modificagbes estruturais induzidas por ambos os processos, que
podem afetar a extractabilidade dos compostos antioxidantes; observa-se a
necessidade de mais estudos envolvendo estes processos de secagem, ndo somente
no que diz respeito a caracteriza¢cdes relacionadas a capacidade antioxidante, como
também relacionadas as modificagfes estruturais e favorecimento da extractabilidade
dos compostos bioativos.

3.3. PROCESSOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS APLICADOS A
RESIDUOS DE FRUTAS E HORTALICAS

O grande numero de publicacbes sobre andlise de compostos antioxidantes,
ao longo das duas Ultimas décadas atesta a importancia e atualidade do tema. No
entanto, ndo h& consenso acerca dos métodos analiticos a serem empregados, uma
vez gque estes se mostram altamente dependentes das caracteristicas da matriz, da
disponibilidade das técnicas, da seletividade e do interesse na identificacdo e
quantificacdo destes compostos. Um dos maiores desafios deve-se a complexidade
das matrizes alimenticias, o preparo da amostra e as técnicas de extracdo que serao

aplicadas.

Uma alternativa viavel para obtencao e conservacdo dos compostos bioativos
presentes em residuos de frutas e hortalicas seria submeter estes residuos a
processos de extracdo solido-liquido por meio da utilizacdo de solventes quimicos.
Antes do processo de extracdo os residuos vegetais geralmente sdo congelados,
desidratados através de métodos convencionais como secagem em estufa ventilada
onde se utiliza temperaturas de brandas a elevadas ou liofilizados onde ndo ha
aplicacado de calor, como também sdo moidos e peneirados. Estes processos de
desidratacdo e maceracdo da matéria-prima vegetal permitem um aumento da
superficie de contato com o solvente de extracdo e ocasionam a inativacao de
enzimas naturalmente presente em vegetais, como por exemplo lipoxigenase e
polifenoloxidase. Estas enzimas sao responsaveis pelo processo de rancidez
oxidativa e escurecimento enzimatico, que causam modificagdes fisico-quimicas na
matéria-prima vegetal, podendo ocasionar ndo sO a oxidagdo como também a
inatividade de seus compostos bioativos (JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005).

De um modo geral, ndo existe um método de extracdo bem estabelecido,

caracteristicas e rendimento satisfatérios para o isolamento de todos ou de classe
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especifica de antioxidantes naturais, devido a diversos fatores, como por exemplo a
natureza quimica e polaridade desses compostos que podem variar dos mais

apolares, aos altamente polarizados (SHAHIDI, 1997).

Em frutas e vegetais pode ser encontrada uma vasta gama de compostos
bioativos, com caracteristicas distintas e em teores diferenciados. Na matriz vegetal,
estes compostos geralmente estdo interagindo com carboidratos, proteinas e outros
componentes presentes. Alguns desses complexos formados, assim como alguns
compostos fendlicos com alto peso molecular, sdo altamente insollveis em &gua, no
entanto, os extratos sempre contém mistura de substancias fendlicas de diferentes
classes e polaridades que sao solubilizadas no solvente do sistema escolhido
(ANDREO; JORGE, 2006; GRUZ et al., 2013; SOUSA; TREVISAN; BASTOS, 2013).

Em grande parte de frutas e hortalicas, os pigmentos estdo localizados nas
células préximas a superficie, permitindo que atuem como filtros as radiacdes
ultravioleta, melhorem e regulem a taxa de fotossintese (MAZZA e MINIATI, 1993).
Estes pigmentos sdo facilmente extraidos de materiais vegetais por solventes
organicos. Tradicionalmente, solucdes acidificadas de metanol, etanol, acetona, agua
e misturas de acetona/metanol/agua tém sido usadas para a extra¢do de antocianinas
(JU e HOWARD, 2003).

Os solventes mais utilizados para a extracdo destes pigmentos e compostos
bioativos de materiais vegetais s&o 0s solventes organicos metanol, etanol, acetona,
agua, e tradicionalmente estas solucfes sao acidificadas a 1% de acido cloridrico
(HCI) para facilitar a retirada destes compostos da matriz vegetal. Sao utilizados
também outros solventes como acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinacdes, cada um destes solventes é selecionado de acordo com a polaridade e
solubilidade dos compostos selecionados como alvo principal de extracdo (SHAHIDI,
1997; DE SOUZA-SARTORI et al., 2012).

Além dos solventes empregados nos processos de extracdo de compostos
bioativos e pigmentos de matrizes vegetais, os métodos utilizados também afetam
significativamente o perfil quimico dos extratos obtidos, em termos do numero e das
moléculas alvo de extracdo, a escolha do método de extracéo dependera do objetivo
da aplicacao final do produto.

Dentre os métodos comumente utilizados para extracdo de compostos

bioativos em residuos de frutas e hortalicas, podemos citar o método de extracdo com
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CO2 supercritico (PAES et al., 2014; VIGANO; DA FONSECA MACHADO:;
MARTINEZ, 2015), extracdo com aplicacdo de ultrassom (REATEGUI et al., 2014),
processo de extracdo com reducao controlada de presséo (REZZOUG; LOUKA, 2009;
PAES et al., 2014), extragdo com H20 subcritica (MONRAD et al., 2014; DUBA et al.,
2015), extracdo com fluido supercritico (DE MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014;
VIGANO; DA FONSECA MACHADO; MARTINEZ, 2015) e extracdo assistida por
micro-ondas (SAHRAOUI et al., 2011; BAIANO et al., 2014; HO et al., 2015), que
podem ser aplicados separadamente ou conjuntamente, e como exemplo de uma
associagdo muito adotada na literatura, podemos citar a utilizagdo de extragdo com
CO:2 supercritico com a aplicagéo de ultra-som (VIGANO; DA FONSECA MACHADO;
MARTINEZ, 2015).

Estes métodos de extracdo sdo considerados rapidos, eficientes e com alto
rendimento de compostos biologicamente ativos, ou seja, que nao sofreram processo
de oxidacdo ocasionada pela exposicao a fatores externos no decorrer do processo
de extracdo, como por exemplo, exposicdo a luz, Oz, entre outros. No entanto até o
momento, nenhum método foi estabelecido como padrdo para extracdo de compostos

bioativos em residuos de frutas e hortalicas.

Considerando estes aspectos, para a selecdo de um processo de extracao
adequado de compostos bioativos em matrizes vegetais, ndo é aconselhavel
generalizar os métodos e solventes que serdo empregados, deve-se seleciona-los
levando em consideragéo a especificidade de cada matriz e a natureza diversificada

dos antioxidantes naturais.

3.4. PRINCIPAIS METODOS DE DETERMINACAO DA CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

A caracterizacdo de residuos de frutas e hortalicas através de processos de
identificacdo e quantificacdo de seu conteudo de compostos bioativos, € um passo
importante para aprofundar o conhecimento sobre a natureza destes compostos,
como também possibilitar o isolamento e possiveis aplicacdes praticas. Estas
aplicagbes séo possiveis em suplementos, alimentos, nutracéuticos, dentre outros,
agregando atividade antioxidante a estes produtos, que podem atuar como auxiliares
na prevencao de doencas (DASARI; WUDAYAGIRI; VALLURU, 2013).

Os primeiros e bem estabelecidos métodos utilizados séo os de quantificacao,

e como principais exemplos, devido a sua simplicidade e baixo custo, estdo o0s
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colorimétricos e espectrofotométricos. Estes métodos séo parte de metodologias que
tem por objetivo determinar os diferentes grupos estruturais presentes em compostos
antioxidantes, através de variacfes de cor, que possuem caracteristicas espectrais

préprias e sao detectadas por equipamentos UV-vis.

Estes métodos sdo dependentes da aplicacdo prévia de metodologias como os
métodos de Folin e Ciocauteu’s (TSAO; YANG, 2003; LAPORNIK; PROSEK;
WONDRA, 2005), Proantocianidinas totais (NACZK; SHAHIDI, 2006), Antocianidinas
totais baseado em diferencial de pH (LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005), teor
total de flavonoides baseado em método colorimétrico de complexacdo de compostos
fendlicos com Al (lll) (HUANG, W. et al., 2009), que sao amplamente utilizados para
determinacdo de compostos fendlicos, e reducdo do radical DPPH (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), voltada para determinacdo de compostos

mais apolares como, por exemplo, carotenoides.

Estes métodos, com énfase para o0s espectrofotométricos, fornecem
informacdes qualitativas e quantitativas muito Uteis, mas possuem a desvantagem de
possibilitarem apenas uma estimativa do conteido de compostos antioxidantes totais,

nao separam nem quantificam individualmente.

3.4.1. Teste de eliminacéo do radical 2,2-difenil-1- picrilidrazil (DPPH)

O ensaio DPPH tornou-se bastante popular nos estudos de antioxidantes
naturais, sendo uma das razfes por se apresentar como um método simples e
altamente sensivel. Foi incialmente descrito por Brand-Willians (1995) e baseia-se na
teoria de que um doador de hidrogénio € um antioxidante. O principio do ensaio
baseia-se na reducdo do radical livre estavel organico de nitrogénio (DPPH), que
apresenta 0 maximo de absor¢édo a 515-520 nm. Ao abstrair um radical hidrogénio do
antioxidante em estudo, observa-se uma diminui¢cdo da absorbancia e da coloracao

passando da cor violeta para o amarelo (Figura 4).

O ensaio do DPPH é um teste rapido, simples, preciso e com boa
reprodutibilidade dos resultados, que ndo envolve condi¢cfes drasticas de temperatura
e oxigenacdo. Entretanto, algumas precaucdes devem ser tomadas quanto a
utilizacado do método e interpretacao dos resultados, dentre eles, o tipo e concentracao
do compostos analisado, cinética de reacdo do antioxidante, caracteristicas do meio
reacional (pH, tipo de solvente), presenca de interferentes, sinergismo, afinidade
solvente:substrato, e apresentagcao dos resultados.
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Figura 4. Estrutura quimica do radical DPPH e reacao de estabilizacdo com um antioxidante.

3.4.2. Fendlicos Totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais (FT) é realizada por meio de uma
variedade de métodos; todavia o ensaio de Folin-Ciocalteau é o procedimento de
reacao rapida mais amplamente usado para a quantificacdo de FT em plantas. O teste
de FT consiste na mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual o
molibdénio se encontra no estado de oxidacéo (VI) (cor amarela no complexo
Na:Mo04.2H20); porém, em presenca de certos agentes redutores, como 0S
compostos fendlicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio
azuis [(PMoW1104)*], nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre
5 (V) e 6 (VI) e cuja coloragdo permite a determinagdo da concentracdo das

substancias redutoras que, ndo necessariamente, precisam ter natureza fendlica.

Os compostos fendlicos sédo geralmente determinados utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu; no entanto, ele interage com outras substancias redutoras nao
fendlicas e, assim, sobrestima o teor de polifendis (George et al., 2011), tais como o
acido ascorbico, que se comportam como agentes de reducdo. A figura 5 mostra a
desprotonacao dos compostos fendélicos (no exemplo, o padrdo acido géalico) em meio
basico, gerando os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacéao de oxirreducao
entre o anion fenolato e o reagente de Folin-Ciocalteau, na qual, segundo Singleton
et al, (1965) o molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteau sofre reducéo

e 0 meio reacional muda de coloragéo amarela para azul.
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Figura 5. Reacéo do acido galico com o molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteau.

3.4.3. Capacidade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

O ensaio FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power ou poder
antioxidante de reducdo do Ferro) foi desenvolvido inicialmente para quantificar o
acido ascorbico em soro de plasma (BENZIE; STRAIN, 1996). Este método esta
baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe3* em Fe?*, quando esta
reacao ocorre na presenca de 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ). Em condi¢gbes
acidas, a reducéo é acompanhada por uma complexacdo com o Fe3* dando origem a
cromoforos de cor azul intenso, com absor¢do maxima a 593 nm (Figura 6). Este
ensaio oferece resultados rapidos e reprodutiveis, mas apresenta como desvantagens
o fato da curva padréo ser realizada com um antioxidante que seja soluvel em agua
como o acido ascérbico ou o Trolox, o que inviabiliza a determinac&o dos antioxidantes
presentes em uma matriz complexa. No entanto, muitos estudos sobre plantas e

alimentos utilizam esse método em conjunto com outros ensaios.
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Figura 6. Redugao do Fe3* e formacéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina).
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3.4.4. Flavonoides

O ensaio espectrofotométrico é baseado na formacdo de um complexo de
aluminio, apos a adicao de Al (lll), formando cromdéforos que tornam a solucdo
amarela (Figura 7). Este ensaio é um dos procedimentos mais comumente utilizados
para a chamada determinacéo de flavonoides totais, considerado como um parametro
importante para avaliar amostras de alimentos ou plantas medicinais. Este método,
proposto inicialmente por Cristo e Muller (1960) foi idealizado para a analise de
materiais a base de plantas, tendo sofrido algumas modificacdes ao longo dos anos.
O método, que envolve a medi¢do a 410-430 nm apos a adigdo de AICIls é seletivo
apenas para flavonas (por exemplo, crisina, apigenina, luteolina) e flavonois
(quercetina, miricetina, rutina), deste modo, a expressao teor “total de flavonoides”
ndo é adequada, uma vez que sdo dependentes da estrutura dos flavonoides
individuais presentes e ndo determinam flavanonas e flavanondis. Deste modo, os
diferentes tipos de flavonois, principalmente a quercetina sdo utilizados como

compostos-padréo para a expressao dos resultados.

O o — Al

AL+
Figura 7. Complexacéo dos flavonoides com Cloreto de aluminio (AICIs).

3.4.5. Determinacéo do acido ascorbico

O método de Tillmans (BENASSI; ANTUNES, 1988) trata-se de uma titulacao
utilizando o indicador 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI). Neste método, o &cido
ascorbico reduz o DCFI a uma solugao incolor e no ponto final da titulacdo, o excesso
do indicador nédo reduzido confere a solucéo acida uma coloracao rosa. O método é
muito simples e difundido, ndo entanto o principal problema estd mais relacionado
com o fato de que o acido ascérbico pode ser oxidado para acido dehidroascérbico,
que é fisiologicamente ativo, mas nao reage com o reagente de titulacdo, enquanto a
oxidacdo do acido ascorbico é reversivel, acido dehidroascorbico é instavel e sofre
uma nova decomposicao irreversivel.
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4. METODOLOGIA
4.1. RESIDUOS DE FRUTAS E HORTALICAS
4.1.1. Amostras vegetais utilizadas

As amostras vegetais utilizadas foram frutas e hortalicas, onde as hortalicas
selecionadas foram: abobrinha (Cucurbita pepo), alface (Lactuca sativa), cenoura
(Daucus carota), espinafre (Spinacea oleracea), hortela (Mentha s.p.), inhame
(Colocasia esculenta), pepino (Cucumis sativus) e rucula (Eruca sativa). As frutas
selecionadas foram: laranja seleta (Citrus sinensis), maracuja (Passiflora edulis) e
melancia (Citrullus lanatus). Todas as amostras foram adquiridas frescas em mercado
local na cidade do Rio de Janeiro e transportadas ao laboratoério para uso imediato.
As frutas e hortalicas foram lavadas em agua corrente, e posteriormente, sanitizadas
com hipoclorito de sédio a 200 ppm por 15 minutos. Em seguida, foram enxaguadas

com agua deionizada.

As frutas e hortalicas foram utilizadas de forma integral (incluindo talos,
sementes, bagacos, cascas etc.). Apés sanitizacdo, foram fracionadas, pesadas em
balanca convencional e processadas em uma centrifuga, tipo juicer (Vicini, VCC 7000,

Brasil), segundo Martins et al. (2011).

4.1.2. Obtencédo da farinha de frutas hortalicas (FFH)

Os residuos de frutas e hortalicas obtidos apds processamento, foram
imediatamente submetidos a dois diferentes processos de secagem i) secagem em
estufa ventilada (SEE) e ii) liofilizacdo (LIO). Para cada tipo de secagem, foram
preparados trés lotes diferentes, caracterizados pela data de compra das matérias

primas em dias diferentes.

4.1.2.1. Secagem em estufa

Os residuos foram secos em estufa ventilada (Marconi, MA035, Brasil) a 65 °C
por 5 horas. Apds secagem, os residuos foram triturados em processador de
alimentos (RI 2035, Philips Wallita, Brasil) e secos novamente em estufa ventilada a
90 °C por 1 hora, de acordo com o descrito por Ferreira et al. (2015).
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4.1.2.2. Liofilizacéo

Os residuos foram dispostos uniformemente em formas de aluminio, formando
uma fina camada de aproximadamente 1,5 cm e congelados em ultrafreezer vertical
a -80 °C (IULT 335 D, Indrel, Brasil) por pelo menos 48h. Os residuos congelados
foram transportados em nitrogénio liquido e submetidos a liofilizacao (Liotop, L101,

Brasil), por aproximadamente 20 horas.

4.1.2.3. Trituragdo por moinho de rotor do tipo ciclone

ApoGs secagem, as FFH (SEE e LIO) foram trituradas em moinho de rotor do
tipo ciclone (Tecnal, 651/2, Brasil) e tamisadas manualmente em peneira com abertura
de malha de 45 “mesh Tyler” (350 ym). As FFH foram pesadas em balanca analitica
(Edutec, 02001002, Brasil), e armazenadas em embalagens de aluminio assépticas e

seladas a quente (Imap, FM 3060, Brasil).

4.2. CARACTERIZAC}AO FiSICO-QUIMICA DAS FFH E DOS EXTRATOS
4.1.1. Andlise estrutural por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise estrutural por MEV, foram utilizados trés lotes de cada FFH (SEE
e LIO), antes e pés-extracdo (conforme item 4.5.1). Nos ensaios pos-extracao, foram
contemplados todos os residuos obtidos a partir da aplicacdo dos 12 tratamentos
independentes, determinados pelo planejamento fatorial reduzido (conforme item
4.5.1), a partir de um Unico lote (Lote 1) totalizando 24 amostras. Apés o processo de
extracao, os residuos foram secos em estufa ventilada a 55 °C por 1 hora, macerados
manualmente em gral de porcelana, armazenados em embalagens de aluminio
assépticas, seladas a quente (Imap, FM 3060, Brasil) e mantidas em temperatura
ambiente (24 °C) até o momento das analises.

As analises por MEV foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica
de Varredura da Pontificia Universidade Catdélica (PUC) do Rio de Janeiro. As
amostras foram fixadas com fita de carbono de dupla face sobre um suporte de
aluminio (stubs), recobertas com pelicula de ouro (40-50 nm) por 100 segundos em
um evaporador (Bal-tec-SCDa50, Leica, Alemanha) e visualizadas em um microscopio
eletrbnico de varredura (JEOL, ZSN-6510 LV, Inglaterra), em uma tensdo de
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aceleracdo de 20kV. As imagens foram registradas nas seguintes magnificacdes de
30, 100, 200, 500, 1000 e 1500x, e diametro de feixe de 40 ss (spot size).

4.1.2. Andlise colorimétrica

A coloracgéao dos trés lotes de cada farinha (SEE e LIO) foi avaliada em triplicata
a partir de um colorimetro (Konica Minolta, CM 5, Japé&o). A placa de cor branca foi
utilizada como padréo para a calibragédo (100%) e as medi¢des foram feitas contra o
padréo preto (0%). Os valores das coordenadas L*, a*, b* de cada amostra de FFH
foram avaliados por refletancia (Rao et al., 2010). A analise colorimétrica dos extratos
liquidos obtidos a partir das FFH (conforme item 5.3.1 do planejamento fatorial) foi
determinada em triplicata por transmitancia. A coordenada L* representa luminosidade
e varia de 0 a 100, onde valores elevados representam cores claras e a coordenada
de cromaticidade a* refere-se as cores de verde (-60) a vermelho (+60) e b* refere-se

as cores de azul (-60) a amarelo (+60) (Figura 8).

(Amarelo)
+b*

T T

+a*
(Verde) (Vermelho)

-60
(Azul)

Figura 8 - Coordenadas de cromaticidade.

4.3. ESTUDO PRELIMINAR DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS
OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE AGITACAO

4.3.1. Obtencao dos extratos por diferentes métodos de agitacao

Foram pesados aproximadamente 100 mg de FFH SEE em balanca analitica e
adicionados 10 mL de extrator, obtendo-se a concentracdo final de 10 mg/mL. Os
extratores utilizados foram: H20, Metanol p.a. (Met), Metanol 50% (Met50) e Metanol
50%: Acetona 70% (MetAc) na proporcéo de 1:1. Todos os solventes utilizados foram
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da marca B’'Herzog (Brasil) e todas as diluigbes foram realizadas com H20 Milli-Q
(PureLab Classic, Elga Veolia, Inglaterra). Apdés o preparo, as amostras foram
submetidas a quatro processos de agitacdo, conforme apresentado abaixo:
i) homogeneizacdo em agitador de alto desempenho (Ultra-Turrax T25, IKA,
Alemanha) durante 10 minutos a 2.500 rpm e 4°C (UT);
i) homogeneizacdo em mini agitador de alto desempenho (Ultra-Turrax tube
disperser, IKA, Alemanha) durante 2 minutos a 22.000 rpm e * 24°C (MT);
iil) homogeneizacdo em shaker (Tecnal, TE 420, Brasil) durante 60 minutos a 140
rpm e + 24°C (SK);
Iv) homogeneizacdo em mini agitador de alto desempenho durante 2 minutos a
22.000 rpm, seguido de shaker durante 60 minutos a 140 rpm, e £ 24°C (SK+MT).

Todos os processos de extracdo foram realizados ao abrigo da luz. Os extratos
obtidos foram centrifugados (MegaFuge, Thermo Scientific, EUA) a 3.000 x g por 20
minutos, filtrados com filtro de papel analitico, e transferidos para tubos Falcon (50

mL). Os extratos foram armazenados a -4 °C até o momento das analises.

4.3.2. Determinacdo da capacidade de eliminacédo do radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH)

Para avaliacdo da eficiéncia dos métodos de agitacdo, os extratos obtidos a
partir da FFH SEE foram analisados pelo método de DPPH (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995), modificado por Miliauskas et al. (2004). O método
escolhido, trata-se de uma metodologia simples, rapida e sensitiva, conveniente para
realizacdo de varredura (screening) de compostos de diferentes polaridades. Para
realizacdo das analises, preparou-se no mesmo dia da analise uma solucdo estoque
de DPPH (60uM) em meio metandlico, e a partir desta foram preparadas diluicdes nas
concentracdes de 8, 16, 24, 32 e 40 uM. As absorbéancias foram lidas a 515 nm contra
um branco com metanol puro. Somente foram consideradas, solu¢cdes de DPPH que
demonstraram coeficientes de determinacgdo (R?) acima de 0,9999 (anexo 1)

Para realizacdo das analises, foram adicionadas aliquotas de 2,0 mL da
solucdo de DPPH (60 uM) e aliquotas dos extratos (50, 100, 500, 750 e 1.000 pL)
completando-se o volume para 3 mL, com suas respectivas solugdes extratoras. Os
brancos foram preparados, adicionando-se as soluc¢des extratoras de cada extrato no

lugar da solucdo de DPPH. As misturas foram agitadas vigorosamente em vortex e
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mantidas ao abrigo da luz por 60 min a +24 °C. Todas as andlises foram realizadas
em quadruplicada e os resultados expressos em base seca. O decaimento da
coloracdo do radical DPPH foi determinado medindo-se a absorbéancia a 515nm em
espectrofotometro UV-Vis (2700, Shimadzu, Japao). A capacidade de eliminacdo de

radicais DPPH foi calculada de acordo com a seguinte equagéo:

Capacidade de eliminacao do radical DPPH= (((A1-Bo)-Ao)/A0)x100

Sendo Ao a absorbéancia do controle (solugéao estoque de DPPH), A1 a absorbancia do
DPPH na presenca do extrato, e Bo a absorbancia do branco. Os resultados foram

expressos como a capacidade de eliminacéo de 50% do radical DPPH (ECso).

4.3.3. Obtencao dos extratos a partir do método de agitacdo selecionado

Esta segunda etapa do estudo preliminar, consistiu na avaliacdo da
preservacdo de compostos bioativos em FFH obtida por dois diferentes métodos de
secagem (SEE e LIO). A partir deste ponto, foi utilizado o método de agitacao
previamente selecionado na primeira etapa deste estudo preliminar, conforme descrito

acima.

4.3.4. Determinacéo da capacidade de eliminacéo do radical DPPH

Para avaliacdo da capacidade de eliminacao dos radicais DPPH, nos extratos

obtidos a partir de FFH SEE e LIO foi utilizada a mesma metodologia descrita no item

4.3.5. Determinacéo de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais (FT) nos extratos de FFH SEE e LIO foi determinado
pelo método de Folin & Ciocalteu’s (SINGLETON; ROSSI, 1965) com algumas
modificacdes. Foram adicionadas aliquotas de 2,5 mL de solu¢cdo de Folin &
Ciocalteu’s a 10% (Sigma-Aldrich), 2,0 mL de carbonato de sédio anidro (Sigma
Aldrich) a 4 %, e aliquotas dos extratos (250, 500, 750, 1.000 uL) completando-se o
volume final para 5,5 mL com suas respectivas solu¢des extratoras. As concentracoes
finais foram de 0,45; 0,90; 1,36; 1,82 mg FFH/mL. As misturas foram agitadas
vigorosamente em vortex, incubadas por 120 minutos a +24°C, ao abrigo da luz. A
curva de calibracéo foi preparada com acido galico (Sigma Aldrich) nas concentracdes
de 0,12 a 30 pg/mL. As absorbéncias foram determinadas a 750 nm. Todas as
analises foram realizadas em quadruplicada e os resultados expressos como mg de

equivalentes de acido gélico/g de amostra seca.
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4.4. EXTRACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES
4.4.1. PLANEJAMENTO FATORIAL REDUZIDO

Os experimentos foram conduzidos seguindo um planejamento fatorial
reduzido com 4 fatores e 4 pontos centrais (Statistica 7.0) (Tabela 4). A combinacgao
dos fatores resultou em 12 ensaios, sendo os 4 ultimos (9 ao 12) repeti¢des do ponto
central, utilizadas pelo software para estimar o erro padrdo. Foram avaliados os trés
lotes de cada FFH (SEE e LIO), totalizando 72 ensaios. As variaveis estudadas foram:
pH (3, 7,5 e 12); solventes (acetona p.a. (Act), alcool etilico p.a. (EtOH) e H20),
proporcao de solventes (Act:H20 (1:1), EtOH:H20 (1:1), H20, Act:EtOH:H20 (1:1:2));
e tempo (0,5, 12,25 e 24h).Todos os reagentes utilizados foram da marca da B’'Herzog.
Todos extratos foram preparados pelo método previamente estabelecido, agitacdo em

shaker a 140 rpm por 60 minutos a = 24°C.

Tabela 4. Ensaios do planejamento fatorial reduzido.

Ensaio Extrator Proporcgéo pH Tempo (h)
1 H20 p.a. 3,0 0,5
2 EtOH:H20 1:1 12,0 0,5
3 Act:H20 1:1 12,0 0,5
4 EtOH: Act 1:1 3,0 0,5
5 H20 p.a. 12,0 24
6 EtOH:H20 1:1 3,0 24
7 Act:H20 1:1 3,0 24
8 EtOH:Act 1:1 12,0 24
9 EtOH:Act:H20 1:1:2 7,5 12,25
10 EtOH:Act:H20 1:1:2 7,5 12,25
11 EtOH:Act:H20 1:1:2 7,5 12,25
12 EtOH:Act:H20 1:1:2 7,5 12,25
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4.4.2. AVALIAQAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
4.4.2.1- Determinacao da capacidade de eliminacéo do radical DPPH

Foram utilizados os extratos obtidos a partir dos ensaios de diferentes
condicbes de extracado para SEE e LIO, conforme metodologia descrita em 4.3.2. As
aliquotas utilizadas dos extratos foram de 10, 25, 50 e 100 uL e as concentragfes
finais de 0,03; 0,08; 0,17 e 0,33 mg/mL. A curva de calibracéo foi preparada a partir
de aliqguotas de uma solucdo estoque de 400 puM de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico) (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 0,7 a 9,3
UM. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos

como pmol de equivalentes Trolox por grama de amostra seca.

4.4.2.2. Determinacgdo da atividade antioxidante pelo método de FRAP

Foi utilizada a metodologia descrita por Benzie & Strain (1996) com algumas
modificagdes. O reagente FRAP foi preparado no momento da andlise contendo 25
mL de tampao acetato (0,3 M, pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10 mM em 40 mM HCI) e 2,5
mL de FeCls (20mM). Para realizagdo do ensaio, foram preparados extratos nas
concentracdes de 0,25, 0,5, 0,75, 0,9 mg/mL. A curva de calibracédo foi preparada a
partir de sulfato ferroso nas concentra¢des de 100, 250, 500, 750, 1.000, 1.250 pM.
Aliquotas de 90 pL de cada diluicdo do padréo e da amostra foram adicionadas a 270
pL de agua Milli-Q e 2,7 mL do reagente FRAP em tubos de ensaio. Os tubos foram
homogeneizados em vortex e incubados em banho-maria (Alb 250C, lab 1000, Brasil)
a 37 °C por 30 minutos. As leituras foram realizadas a 595 nm utilizando-se o reagente
FRAP como branco. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados

foram expressos em mmol Fe?* por grama de amostra seca.

4.4.3. Determinagdo de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado como descrito em 4.3.3. As aliquotas
utilizadas dos extratos foram de 10, 25, 50 e 100 pL, nas concentragdes finais de 0,03;
0,08; 0,17 e 0,33 mg/mL. Todas as analises foram realizadas em triplicata, resultados

expressos em mg de EAG/g de amostra seca.
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4.4.4. Determinacgao do teor de flavonoides

Para determinagéo do teor de flavonoides, foi utilizada a metodologia descrita
por Woisky e Salatino (1998). Para realizacao do ensaio, foram utilizadas aliquotas de
0,5 mL dos diversos extratos das FFH SEE e LIO (10 mg/mL) e 0,5 mL do padréo de
qguercetina (Sigma Aldrich), nas concentracdes de 2, 4, 8, 20 e 50 pg/mL. A estas
aliquotas foram acrescidas 0,5 mL de solug&o de AICIs a 2% em tubos de ensaio. Os
tubos foram homogeneizados em vortex e incubados ao abrigo da luz a £24 °C por 60
minutos. Os brancos dos extratos foram preparados a partir de 0,5 mL das amostras,
completando-se o volume para 1 mL com a respectiva solugdo extratora. As
absorbancias foram medidas a 420 nm. As andlises foram realizadas em triplicata e
0s resultados expressos como mg de equivalentes de quercetina por grama de

amostra seca.

4.4.5. Determinacao do teor de acido ascorbico

O teor de acido ascérbico foi determinado pelo método de Tillmans, modificado
por Benassi e Antunes (1988). Para a realizacdo do ensaio, 5 mL dos extratos (10
mg/mL) foram adicionados de 25 mL de solucdo de &cido oxdalico a 4%, na
concentragdo final de 1,66 mg/mL. Apos diluicdo, as amostras foram tituladas com
2,6-diclorofenol indofenol (DCFI) (0,25 mg/mL) até a viragem do ponto final para
coloracdo rosea persistente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, onde
cada replicata equivale a um lote diferente de FFH. O teor de acido ascorbico foi
calculado levando-se em conta o fator de corregdo do DCFI, o volume gasto na
titulacdo e a massa da amostra. Os resultados foram expressos em mg de acido

ascorbico por 100 gramas de amostra seca.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA com dois
fatores) e as médias comparadas através dos testes de Tukey e Bonferroni (nivel de
confianga de 95%, p<0,05), utilizando-se os programas GraphPad Prism 5.0 e
XLSTAT 2015, respectivamente. O programa Statistica 7.0 foi utilizado para
elaboracdo e andlise de significancia, das variaveis que compdem o planejamento

fatorial reduzido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Residuos de frutas e hortalicas sdo matérias-primas ricas em compostos
bioativos. O processamento adequado destas matrizes deve viabilizar uma melhor
preservacdao e disponibilizacdo dos compostos antioxidantes. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar residuos de frutas e hortalicas, frente as modificacoes
estruturais e de acessibilidade de compostos bioativos, ocasionadas por diferentes

condi¢cbes de secagem e de extragao.

Os residuos utilizados neste estudo para producdo das FFH SEE e LIO, sé&o
oriundos da producdo de uma bebida isotdnica a base de frutas e hortalicas integrais
(MARTINS et al., 2011), ou seja, utilzou-se cascas, talos, bagacos, sementes etc. O
peso seco da FFH SEE corresponde a aproximadamente 10% do peso total de residuo
umido. A composicdo centesimal, compreende umidade (5,9%), cinzas (4,9%),
proteinas (9,5%), lipideos (5,0%), fibras alimentares totais (48,4%), onde as fibras
insolUveis representaram 80% e os carboidratos livres 26,5% (Ferreira et al, 2015;
Roberta et al, 2014). Além disso, estudos prévios realizados mostraram que o
consumo diario de FFH melhorou os sintomas da constipacdo em 87,5% dos
voluntarios avaliados, quando comparados ao grupo controle (Andrade et al., 2014).
Os autores propuseram que o alto teor de fibras alimentares, juntamente com o

potencial antioxidante da FFH, pode superar a constipacao e agregar valor nutricional.

As concentracdes de micronutrientes e substancias bioativas em alimentos de
origem vegetal podem variar de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos, tais
como a variedade da espécie, estadio de maturidade, efeitos climaticos ou
geograficos, praticas agricolas e composi¢cdo do solo (OLIVEIRA et al., 2009) . Para
levar em conta estas variacfes, neste trabalho foram elaborados trés lotes distintos
de FFH SEE e LIO, preparados a partir de matérias-primas adquiridas em dias

diferentes.

5.1. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR DIFERENTES METODOS
DE AGITACAO

A extracdo e avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos bioativos

extraidos de matrizes vegetais vem sendo extensamente investigada, especialmente
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pela aplicacdo de tecnologias envolvendo a extracéo sélido-liquido associada a outras
tecnologias ou ndo (ANDREO; JORGE, 2006; NASCIMENTO; ARAUJO; MELO,
2010). A adicdo de extratos de origem natural ricos em compostos bioativos tem sido

uma estratégia da industria para conferir maior funcionalidade aos alimentos.

Residuos de frutas e hortalicas representam uma fonte sustentavel de
compostos antioxidantes, possibilitando aplicacdes eficientes como ingredientes
funcionais. No entanto, devido a composicéo rica em biopolimeros, tais como fibras
alimentares e a diversidade quimica de alguns compostos antioxidantes, tais como 0s
fendlicos, faz-se necessario estudar a influéncia das variaveis que envolvem a

extracdo destes compostos.

Neste trabalho, foram realizados dois estudos preliminares, onde 0 processo
de extracdo escolhido foi o soélido-liquido por agitacdo. Na primeira etapa, foram
avaliadas quatros condicdes de extracdo aplicando-se tempos e intensidades de
dispersdo ou homogeneizacao diferentes. Para cada condicdo de extracdo, foram
utilizadas quatro diferentes solucdes extratoras, e a avaliacdo da efetividade foi

avaliada pelo teste de eliminagéo dos radical DPPH (ECso).

Todos os extratos obtidos a partir da FFH SEE, apresentaram elevada atividade
antioxidante, entretanto a acéo foi diferenciada entre os extratores e métodos de
agitacdo. O desempenho dos métodos de agitacao, esta relacionado com uma maior
efetividade na extracdo dos compostos antioxidantes, traduzida por baixas
concentragoes inibitorias (ECso) do radical DPPH. Dos extratos obtidos a partir da FFH
SEE, o método MT+SK, com excecdo do extrator aquoso, apresentaram
significativamente menores concentracdes inibitorias (ECso) do DPPH, mostrando
uma maior efetividade na extracdo dos compostos antioxidantes (Tabela 5). Quando
comparados em relacéo a porcentagem de inibicdo do radical de DPPH, o método de
agitagdo em MT mostrou-se menos eficiente (89,8%) (p<0,05) (Tabela 5) que os
métodos de agitacdo SK e MT+SK (média 95,6%).
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Tabela 5. Concentracao de extrato (mg/mL) capaz de reduzir 50 % do DPPH (ECso).

Metodos de extracao
MT SK MT+SK uTt

Met  0,37+0,0021™ 0,17+0,0031™ 0,16+ 0,0046" 0,17 + 0,0009 "
Met50 0,16+ 0,0064 % 0,19 +0,0022 % 0,16+ 0,0045"®* 0,17+ 0,0008 *°
MetAc 0,16+ 0,0020% 0,18+ 0,0016 ™ 0,15+ 0,0024 % 0,18 + 0,0005 ®

H20 0,19 +0,0022 © 0,33+ 0,0038 <° 0,20 + 0,0025 “° 0,17 +0,0004 *

Os resultados sao expressos como média + desvio-padréo (n=5). Letras mailsculas iguais na mesma
coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si (p<0,05).

Extratores

Os resultados mostram que o tempo parece ser mais significativo do que a
velocidade de agitacao. Isto pode ser explicado pelo favorecimento da acgéo fisica, que
provoca agitacdo das moléculas do solvente, aumentando a energia do meio, e
consequentemente a producéo de calor. O conjunto destes fatores, associados a um
tempo prolongado, podem favorecer a liberacdo de compostos bioativos aderidos a
matriz vegetal, como também a quebra de ligacdes moleculares, disponibilizando
alguns compostos bioativos como, por exemplo, compostos fendlicos que podem estar
na forma livre ou ligados a acucares (glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998). Além
disso, suaves variacdes de temperatura, induzidas pela agitacdo prolongada, séo
fatores importantes na extracdo de compostos sensiveis ao calor, como é o caso de
alguns compostos antioxidantes, como por exemplo, as antocianinas. Também pode
haver um aumento na taxa de difusdo do solvente, intensificando a transferéncia de
massa e auxiliando a extracdo, como também pode aumentar a cinética de
transferéncia de massa, otimizando a extragdo e diminuindo assim o tempo
necessario, para que se atinja o equilibrio entre a amostra e a fase extratora
(MARTENDAL, 2007).

Diante dos resultados obtidos, todos os métodos de agitacdo mesmo que,
estaticamente, ndo foi o mais efetivo na reducdo do radical DPPH (ECso), 0 método
de agitacdo em SK (60 minutos), foi selecionado para aplicacdo nas proximas etapas
do estudo, sendo considerados 0s seguintes parametros: obtencdo de baixos valores
de ECso proximos aos do método SK+MT; menores perdas de amostras no processo

de extracdo, pela menor manipulacéo; protecdo da luz durante todo o processo;
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estabilidade térmica conferida pelo controle da temperatura (x 24°C) e maior
capacidade de processar amostras simultaneamente, até 18 amostras por processo.

Sendo assim, o método SK foi aplicado na segunda etapa deste estudo
preliminar, para avaliar a preservagao de compostos bioativos em FFH SEE e LIO,
por meio dos testes do teor de FT e atividade antioxidante pelo método de reducéo
DPPH.

Para o teste de DPPH, todos os extratos obtidos tanto da FFH SEE quanto da
LIO, mostraram elevada capacidade antioxidante, por apresentarem baixas
concentracdes do extrato capazes de reduzir 50% do radical DPPH (ECso) (Figura 9).
Os extratores Met50 e MetAc foram significativamente (p<0,001) mais efetivos na
extracdo de compostos bioativos da FFH SEE, seguido dos extratores Met e H:20.
Enquanto que para os extratos da FFH LIO, o extrator Met foi significativamente mais
efetivo (p<0,001), seguido dos extratores Met50 e H20. A mistura de solventes de
diferentes polaridades como nos extratores Met50 e MetAc parece ter favorecido a
extracdo dos compostos antioxidantes. Enquanto que o0s extratos aguosos,

demonstraram menor eficiéncia de extracao.

Com relacdo aos diferentes métodos de secagem, a FFH LIO quando
comparada a FFH SEE apresentou média significativamente inferior em relacdo a
capacidade antioxidante (16%z=0,08) (Figura 9). Os extratos Met50, MetAc e H20
obtidos a partir da FFH SEE mostraram-se significativamente (p<0,001) superiores
quando comparados a FFH LIO, com excecdo do extrator Met, onde néo foi

encontrada diferenca significativa (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo da capacidade antioxidante de FFH SEE e LIO (ECso). Os resultados séo expressos
como média + desvio-padrao (n=5). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os extratores
para cada FFH (SEE e LIO) (Tukey, p<0,5), enquanto que * indica diferenca estatistica entre os

diferentes tipos de secagem (Bonferroni, p<0,001).

Para determinacéo dos teores de FT, os resultados das FFH SEE e LIO foram
calculados de acordo com as curvas de calibracdo do padréo de acido galico (anexo
3.) Em todos os extratores utilizados, a FFH LIO quando comparada a FFH SEE
apresentou média significativamente inferior em relagdo ao teor de compostos
fendlicos (44%+0,06) (Figura 10). Para ambas FFH, a solucdo extratora MetAc
apresentou maior poder extrator (24,9% e 29,2%, respectivamente para SEE e LIO,
p<0,001) (Figura 10).
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Figura 10. Avaliagdo do teor de Fendlicos Totais em FFH SEE e LIO expressos em mg EAG /grama
de amostra seca. Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo (n=4). Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os extratores para cada FFH (SEE e LIO) (Tukey, p<0,5), enquanto

que * indica diferenca estatistica entre os diferentes tipos de secagem (Bonferroni, p<0,001).

Diante dos resultados, observa-se que a polaridade do solvente utilizado,
tempo e temperatura de extracdo sao fatores que influenciam na extracdo dos
compostos antioxidantes (ANDREO & JORGE, 2006). O metanol possui uma
polaridade superior a de outros extratores organicos muito utilizados como o etanol e
acetona. Ainda que apresente polaridade inferior a 4gua, o metanol, devido a sua
menor cadeia hidrocarbénica, é considerado um solvente eficiente para extrair um
namero maior de compostos antioxidantes com polaridade elevada (NACZK;
SHAHIDI, 2004; CHOI; JEONG,; LEE, 2007; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).
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Os resultados significativamente superiores, apresentados pela maior parte dos
extratos metanodlicos estudados, quando comparados aos hidro-metandlicos e
aguosos, no que diz respeito a atividade antioxidante e ao teor de FT, podem ser

relacionados entdo as caracteristicas do solvente.

5.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FFH
5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura tem sido utilizada como ferramenta para
caracterizagdo da morfologia e estudo da superficie de materiais poliméricos
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)). Na Figura 11 sdo apresentadas as
micrografias, em diferentes magnificacdes, das FFH SEE e LIO. Apesar de revelarem
uma distribuicdo heterogénea do tamanho das particulas, ambas FFH possuem
tamanho médio de particula de aproximadamente 350 um. As matrizes vegetais das
FFH apresentam diferengas estruturais marcantes. A FFH LIO apresentou carater
amorfo, com matriz expandida, particulas de superficie lisa, grande porosidade interna
e maior diametro (£ 848 um) (Figura 11A, C e E), caracteristicas estas que conferem
uma maior higroscopicidade, tipica de produtos liofilizados (CAPARINO et al., 2012;
BEZERRA, 2014). J4 a FFH SEE, apresentou uma matriz de carater cristalino com
particulas com aspecto fibroso em forma de haste e de menor diametro (x 307 um),
provavelmente devido ao encolhimento da matriz (colapso) (Figura 11B, D e F).
Observou-se para ambas as FFH (Figura 11E e F), aderéncia de particulas ou
granulos menores, com formato arredondado e hexagonal. Na FFH LIO, notou-se que
as particulas se localizavam no interior dos poros, enquanto que em SEE, as
particulas contornavam toda a superficie das matrizes. E provavel, que estes granulos
sejam moléculas poliméricas aderidas as matrizes vegetais, tais como amido ou
maltodextrina, ou ainda acgucares de baixo peso molecular. No entanto, apesar do
granulo do amido, em sua forma original, ter forma esférica ou eliptica, ndo foi possivel
apontar granulos de amido integros, uma vez que o granulo pode perder o formato em
decorréncia da gelatinizacéo, quando submetido a elevadas temperaturas (ASCHERI
et al., 2006; DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007), como as aplicadas no processo
de fabricacéo da FFH SEE.

No caso da FFH SEE, a presenca de particulas aderidas a superficie, pode ser
associada com o arraste de compostos hidrossolUveis para a superficie da matriz,
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durante a evaporacao da 4gua, como ocorre em processos de secagem por circulacao
de ar quente em temperaturas brandas (<60 °C). J4 na FFH LIO, o congelamento e a
pressdo gerada pelo vacuo durante o processo de liofilizacdo, pode acarretar a
condensacao da superficie da matriz, enquanto o interior adquire uma caracteristica
porosa, fazendo com que a matriz se torne lisa e homogénea, isso faz com que parte

dos compostos presentes na matriz vegetal, figuem retidos em seu interior.
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Figura 11. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura das FFH LIO (A, C e E),
SEE (B, D e F).

As FFH SEE e LIO também foram caracterizadas apés os processos de
extracdo nas diferentes condi¢des estudadas, conforme planejamento fatorial reduzido.
Em termos estruturais, observou-se mudancas importantes apos extracao, em geral em
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ambas as FFH, o carater de porosidade foi acentuado e em alguns casos especificos,
houve uma maior penetracdo do solvente e remocdo de compostos que se
encontravam aderidos a matriz (Figuras 9-17A, B, C, D, E e F).

Para os residuos poés-extracdo da FFH LIO, as condi¢cdes de maior impacto foi
em extratos aquoso, EtOH:H20 e Act:H20, pH extremos (3,0 ou 12,0) e tempos mais
curtos (0,5h) (Figuras 13, 14 e 15). Nestas condi¢cOes, observou-se um desgaste da
superficie da matriz, que pode indicar que houve uma maior extragdo dos compostos
presentes na superficie. Em contrapartida, nos tempos mais prolongados de extracéo,
houve aglomeracéo de particulas (Figura 15A, C e E) e notavel encolhimento dos poros
caracterizando possivel colapso, principalmente pds-extracdo com EtOH:Act (Figura
16A, C e E). No caso da FFH SEE, em algumas condi¢cdes de extracdo, tais como na
presenca do solvente EtOH:H20 (pH 3 e 12) e Act:H20 (pH3) (Figura 17, 13e 19B,D e
F respectivamente), a matriz adquiriu caracteristica porosa e levemente expandida, o
gue caracteriza a adequada penetracao do solvente.

Diante dos resultados obtidos na analise da estrutura das FFH SEE e LIO,
obtidas pds-extracédo nas condi¢des estudadas de diferentes proporgcdes dos solventes,
pH e tempo, observou-se que em algumas condi¢des, 0s processos de extracdo néo
promoveram a solubilizacdo (extracdo) dos compostos presentes na superficie ou nos
poros da matriz, mas sim uma aglomeracao de particulas. Estes resultados podem ser
confrontados com os resultados de avaliacdo da capacidade antioxidante, nestas

mesmas condi¢des de ensaio.
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Figura 12. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) p6s
extracdo com ensaio EtOH:Act, pH 3,0, 0,5h.

Figura 13. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) pos
extragdo com ensaio EtOH:H20, pH 12,0, 0,5h.
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Figura 14. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) p6s Figura 15. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) p6s
extragdo com ensaio H20, pH 3,0, 0,5h. extragdo com ensaio H20:Act, pH 12,0, 0,5h.
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Figura 16. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) pos Figura 17. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) p6s
extracdo com ensaio EtOH:Act, pH 12,0, 24,0 h. extragdo com ensaio EtOH:H20, pH 3, 24h.




Figura 18. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) pds Figura 19. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) pos

extracéo com ensaio H20, pH 12,24h. extragdo com ensaio H20:Act, pH 3, 24h.




Figura 20. Fotomicrografias de FFH LIO (A, C e E) e SEE (B, D e F) p6és extracao
com ensaio EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h.

63



5.2.2. Andalise colorimétrica

A andlise colorimétrica foi realizada para avaliar diferencas na coloragédo
das FFH obtidas por diferentes condicbes de secagem. As medi¢cdes nas
coordenadas L*, a* e b* indicaram que n&o houve diferenca significativa entre as
FFH SEE e LIO (Tabela 6). Em ambas amostras (SEE e LIO), os valores de L*
indicaram alta luminosidade, resultante de amostras claras, os valores positivos
de b* indicaram fortemente a coloracéo predominante da FFH (amarelo) e os

valores positivos de a* mostraram uma leve tendéncia para o vermelho.

Larrauri et al (1997) estudaram o efeito da secagem em temperaturas
elevadas na qualidade de cascas de bagaco de uva vermelha e constataram que
a secagem a 60 °C nao alterou as caracteristicas colorimétricas das amostras
avaliadas. No entanto, quando secas a 140 °C, as propriedades colorimétricas
foram significativamente diferentes do material liofiizado de referéncia,
revelando uma perda da cor vermelha. No mesmo sentido, os resultados do
presente estudo apontam que ndo houve mudanca das caracteristicas de

coloracdo das FFH quando seca em estufa a 60 °C.

Tabela 6. Andlise colorimétrica das FFH SEE e LIO.

Coordenada FFH SEE FFH LIO
L* 63,09+0,30 @ 66,6+0,27 @
a* 4,52+0,08 @ 3,15+0,04 @
b* 32,94+0,23 2 34,13+0,17 2

Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrao (n=3) de cada lote. Letras iguais na

mesma linha ndo diferem significativamente (Tukey, p<0,05).

Com relagdo a analise colorimétrica dos extratos obtidos, todos
apresentaram elevada luminosidade (L*>86), indicando solu¢gBes muito claras
proximas do padréo branco (100), com exce¢do do extrato da FFH SEE que
apresentou valores significativamente inferiores (p<0,05). Todos os valores da
coordenada a* dos extratos obtidos da FFH LIO foram superiores com maior
tendéncia para o verde (valores negativos) que os da FFH SEE, sendo as

amostras 4 e 8 da FFH LIO significativamente diferentes (p<0,05) das demais,
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apresentando tonalidades bem préximas do verde. Os valores de b* foram muito
variaveis (de 7,7 a 34,1 e de 5,5 a 76,8 para FFH SEE e LIO, respectivamente)
e indicaram coloragdo amarelada predominante nos extratos. Os resultados
seguiram o mesmo perfil entre SEE e LIO, sendo em ambos 0s casos 0 extrato
1 que apresentou menor valor de *b e os extratos 4 e 8 que apresentaram valores
mais elevados para *b (amarelo). Estes resultados podem ser associado aos
solventes utilizados, os ensaios 4 e 8 (EtOH:Act) s&o os menos polares, pois n&o
possuem agua em sua composicdo. No entanto, devido ao elevado nimero de
amostras e a complexidade dos resultados estatisticos obtidos, néo foi possivel
estabelecer uma relacao entre as condicoes de extracéo utilizadas e os padroes

colorimétricos obtidos para cada extrato (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise colorimétrica dos extratos de FFH SEE e LIO.

Ensaio

—

© o0 ~N oo o1 A~ DN

FFH SEE FFHLIO
L¥ a* b L* a* b*
96,82+0,69dr  -0,79+0,09cd  7,38+2,25ab 97,71+0,80ds  -1,14%1,08cd  5,54+2,00a
94,11£0,38do  -2,83£0,59bcd  15,11:093abc  94,14£065dp  -3,28+0,73bc  14,17+3,08abc
93,79+0,31dm  -3,2740,97bc  17,36+0,38abcd  9354+0,69dl  -4,14%1,14bc 17,97+3,75abcd
92,25+0,74cdi  -6,6620,83b  27,12¢650cde  86,64+231bc  -17,23+4,05°  76,81+9,39f
7528+2,95a 1444050  30,15+252de  9142+537cdf  -0,55+0,91bc 28,8512 18cde
94,01+0,14dn  -3,32#0,19bc  1525+0,80abc  9532+1,00dq  -3,13x0,61bc  15,18+2,99abc
92,55+0,47cdj  -4,18+1,15bc  19,81+231abcde  92,01+1,54cdf  -5,50+1,08cd  24,46+3,96bc
90,77+1,54cde  -6,74+1,39b  34,15+1042%¢  86,71%168bcd  -16,08£3,79%  76,28+6,67f
94,19+1,63dk  -2,93+1,45cd  1456+580abc  91,31x0,93b  -517+0,59d 21,25+4,07bcde

Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo (n=3) de cada lote. Letras iguais para
um mesmo parametro nao diferem significativamente (Tukey, p<0,05).

5.3. Avaliacao das condi¢Oes de extragcdao de compostos antioxidantes

Para avaliar a capacidade antioxidante de frutas e hortalicas, faz-se
necessario primeiramente extrair o maximo de compostos antioxidantes.

Diversos fatores como tipos de solvente (diferentes polaridades), tempo de
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extracdo, temperatura, pH, proporcdo solido-liquido e tamanho das particulas
influenciam na extragao (MELO, E. D. A. et al., 2008; GRUZ et al., 2013).

Neste trabalho, foi empregado planejamento fatorial 2 com quadruplicata
no ponto central para o estudo da influéncia das condi¢cbes de extracdo de
compostos bioativos nas FFH SEE e LIO. As variaveis independentes avaliadas
foram pH, propor¢éo de Act:H20, EtOH:H20 e tempo de agitagdo. Como critério
de avaliacdo foram empregadas variaveis dependentes que foram determinacéo
da capacidade de reducéo do radical DPPH, capacidade antioxidante total pelo
método de FRAP, teor de FT, teor de flavonoides e teor de 4cido ascorbico.

5.3.1. Determinacao das condicfes de extracao

Os efeitos das variaveis estudadas e também de suas intera¢des podem
ser melhor visualizados através do Diagrama de Pareto, no qual a linha tracejada
(P=0,5) indica a regido acima da qual os efeitos sédo considerados significativos.
Os efeitos significativos podem ser positivos (+1) ou negativos (-1), indicando
que, por exemplo quando se analisa as respostas em niveis -1 para niveis +1 ha

um aumento nos valores das respostas dosadas.

Na analise da extracdo de compostos antioxidantes pelo método de
eliminacao do radical DPPH para FFH SEE e LIO, pode-se comprovar que dentre
as condicfes avaliadas, todas as variaveis foram significativas. Para FFH SEE,
a variavel pH mais alcalino (7,5 e 12), obteve maior efeito positivo na extracao
de compostos bioativos capazes de reduzir o radical DPPH, seguida pelas
variaveis proporcao de Act:H20, com tendéncia para maiores proporcdes de
H20, tempos de extracdo mais curtos (0,5 h e 12,25 h) e proporcao EtOH:H20,
com maiores propor¢gdes de H20, como pode ser observado no diagrama de
pareto (Figura 21A). Para FFH LIO, a variavel Act:H20 com tendéncia para
maiores proporcdes de H20, mostrou maior eficiéncia, seguida das variaveis
tempos mais prolongados (12,25 e 24h), pH mais alcalinos (7,5 e 12) e razéo
EtOH:H20, com maior proporgao de EtOH (Figura 21B).

Para a atividade antioxidante pelo método de FRAP na FFH SEE, apenas
a variavel pH alcalino foi significativa (p<0,5) na extracdo de compostos bioativos
capazes de reduzir o Fe3* (Figura 22A). Na FFH LIO, a variavel EtOH:H20, com
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maior proporcéo de EtOH, obteve o melhor desempenho, seguida das variaveis
pH mais alcalinos (7,5 a 12) e Act:H20, com maiores propor¢gdes de H20, a
variavel tempo nao teve impacto significativo (Figura 22B).

Na avaliagdo do teor de FT, as FFH SEE e LIO demonstraram
comportamentos semelhantes, onde todas as variaveis aplicadas foram
significativas. A variavel Act:H20, com maior proporcdo de H20, obteve
rendimento superior na extracdo de compostos fendlicos, seguida pelas
variaveis EtOH:H20, com maiores propor¢des de H20, pH mais &cidos (3 a 7,5),
e tempos de extragcdo mais curtos (0,5 a 12,25) (figuras 23A e B).
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Pareto Chartof Standardized Effects; Variable DPPH-FFH SEE
A 2**(4-1) design; MS Pure Error=1,294762
DV: DPPH-FFH SEE

(3) pH

(1) Act:H,0

(4) Tempo

(2) EtOH:H,0

P=0,5
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

2**(4-1) design; MS Pure Error=0,0684926

DV: DPPH-FFH LIO

B Pareto Chartof Standardized Effects; Variable DPPH-FFH LIO

(1) Act:H,0

(4) Tempo

(3) pH

(2) EtOH:H,0

-30,772

P=6,S
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 21. Diagrama de Pareto: avaliacao dos efeitos das variaveis independentes investigadas

na atividade antioxidante em FFH SEE (A) e LIO (B).
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A Pareto Chartof Standardized Effects; Variable FRAP-FFH SEE
2**(4-1) design; MS Pure Error=9641,142
DV: FRAP-FFH SEE

P=0,5
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

B Pareto Chartof Standardized Effects; Variable FRAP-FFH LIO
2**(4-1) design; MS Pure Error=193,6094
DV: FRAP-FFH LIO

(4) Tempo

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 22. Diagrama de Pareto: avaliacao dos efeitos das variaveis independentes investigadas

na atividade antioxidante total pelo método de FRAP em FFH SEE (A) e LIO (B).
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Pareto Chartof Standardized Effects; Variable FT-FFH SEE
A 2**(4-1) design; MS Pure Error=0,0980627
DV: FT-FFH SEE
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Figura 23. Diagrama de Pareto: avaliacdo dos efeitos das varidveis independentes no

rendimento da extrag&o de compostos fenolicos em FFH SEE (A) e LIO (B).

Na avaliacao do teor de flavonoides em FFH SEE e LIO, todas as
variaveis aplicadas foram significativas. Para FFH SEE, a variavel com
maior rendimento na extracdo de flavonoides foi EtOH:H20, com

tendéncia para maiores propor¢bes de H20, seguida pelas variaveis
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Act:H20, com tendéncia para maiores propor¢cdes de H20, pH mais
alcalinos e tempos mais curtos (Figura 24A). Para FFH LIO, a variavel de
maior impacto foi Act:H20, com tendéncia para maiores proporcées de
H20, tempos mais prolongados (12,25 a 24h), seguida da variavel
EtOH:H20, com tendéncia para maiores propor¢cées de H20 e pH mais
acidos (figura 24B).

Pareto Chartof Standardized Effects; Variable FLAV-FFH SEE
A 2**(4-1) design; MS Pure Error=0,000428
DV: FLAV-FFH SEE
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Figura 24. Diagrama de Pareto: avaliacdo dos efeitos das varidveis independentes no
rendimento da extragéo de flavonoides em FFH SEE (A) e LIO (B).
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De um modo geral, todas as variaveis estudadas foram significativas, com
excecao para extracado de compostos antioxidantes com potencial de reducéo do
Fe3*em FFH SEE, onde a Unica variavel significativa foi valor de pH. Em relagéo
ao nivel de significancia, em ambas FFH (SEE e LIO) as variaveis com maior
impacto positivo na extragédo de compostos capazes de reduzir o Fe3* e o radical
DPPH, foram as que apresentaram valores de pH mais basicos (7,5 e 12). As
variaveis solventes (Act:H20, EtOH:H20) aparecem como os principais fatores
que afetaram a extracdo de compostos bioativos. A variavel Act:H20, com
maiores proporgdes de H20, apresentou um efeito positivo na extracdo de
compostos bioativos pelo teste de DPPH, FRAP, compostos fendlicos e
flavonoides. A variavel tempo teve efeito menos significativo neste processo. Em
suma, pode-se observar que variagdes na proporcdo de solventes hidro-
cetbnicos e pH basicos podem contribuir positivamente na extracdo de
compostos bioativos, em farinha de residuos de frutas e hortalicas seca em
estuda e liofilizada.

5.3.2. AVALIACAO DAS DIFERENTES CONDICOES DE EXTRACAO DE
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

5.3.2.1. Avaliagéo da capacidade de reducéo do radical DPPH

Os resultados do método de reducado do radical DPPH foram calculados
através da equacdo das curvas de calibracdo do padrdo Trolox preparadas a
cada dia de analise (Anexol) e expressos em mmol de Trolox por grama de
amostra seca (TEAC). Para FFH SEE, os extratos dos ensaios 1 (H20, pH 3,
0,5h), 6 (EtOH:H20, pH 3, 24h), 7 (H20:Act, pH 3, 24h), 8 (EtOH:Act, pH 12, 24h)
e 9 (EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h) apresentaram capacidade antioxidante
significativamente superior (p<0,05), sem diferenca significativa entre eles.
Enquanto que para FFH LIO, os extratos dos ensaios 1 (H20, pH 3, 0,5h), 3
(H20:Act, pH pH 12, 0,5 h), 7 (H20:Act, pH 3, 24h) e 9 (EtOH:Act:H20, pH 7,5,
12,25h) foram os mais efetivos (p<0,05), também sem diferenca significativa
entre eles (tabela 8). Considerando a média entre esses ensaios, 0s extratos

obtidos da FFH SEE apresentaram capacidade de reducéo do DPPH 65% mais
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elevada (meédia 26,19+0,76 contra 15,78+1,21 pmol Trolox/ g FFH,

respectivamente para SEE e LIO).

Analisando as duas FFH juntas, observou-se que os extratos dos ensaios
1, 3,6, 7 e 9, foram os mais efetivos, deste modo as condi¢bes favoraveis para
extragdo de compostos antioxidantes seriam extratores hidroetandlicos e
hidrocetbnicos acidificados e tempo de extracdo prolongados (12,25 a 24h). Gruz
et al., (2013) verificaram que para residuos de vinicultura, extratos
hidroetandlicos apresentaram maior capacidade antioxidante (600-2.000 umol
Trolox/100 g de amostra), quando comparados a extratos aquosos, e que 0
aumento gradativo da proporcdo de etanol, foi proporcional ao aumento da
atividade antioxidante dos extratos. Extratores hidroetanolicos e hidrocetonicos
sdo menos polares que os aquosos, mas a modificacdo do pH e o tempo
prolongado de extragdo, podem aumentar o coeficiente de difusdo e a
solubilidade das moléculas no solvente (VIZZOTTO; PEREIRA, 2009).

Tabela 8. Atividade antioxidante pelo método de reducgéo do radical (DPPH).

umol Trolox/ g amostra seca

Ensaio
FFH SEE FFH LIO
1 26,20+1,76 2 14,13+0,62 abc
2 17,70+0,36 ° 9,57+3,93 akc
3 19,69+1,89 ° 16,57+7,71 2
4 9,74+0,45 ¢ 1,37+1,74 ¢
5 18,23+2,14 " 11,34+7,48 abe
6 27,41+1,58 @ 7,85+2,10 abc
7 26,90+2,89 @ 17,01+2,29 @
8 20,85x2,77 2 3,50+1,41 be
9 29,00+3,95 @ 15,32+2,63 @

Os resultados sao expressos como equivalentes em pmol Trolox/g FFH, com média +
desvio-padrdo (n=3). Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo possuem diferenca

estatistica. (Two-way ANOVA, Tukey, p<0,05).

Ambas FFH apresentaram elevada atividade antioxidante (1-29 pmol
Trolox/g de amostra seca). Os resultados séo similares a amostras liofilizadas

de frutas exéticas brasileiras, que vém sendo estudadas pelo elevado potencial
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antioxidante, tais como bacuri tucuma, cupuacu, araca, maracuja doce, graviola,
tamarindo, que apresentaram potencial de capacidade de redugéo do DPPH na
faixa de 15 a 29 pmol Trolox/g de amostra seca (GENOVESE et al., 2008;
GONGALVES, 2008; DE SOUZA SCHMIDT GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010).

No entanto, como citado anteriormente a FFH LIO foi significativamente
(p<0,001) inferior em média 58,22%, em todos 0s ensaios estudados, quando
comparada a FFH SEE (Figura 25). Estes resultados sdo similares aos
encontrados por Ahmad-Qasem et al., (2013), em bagacos de oliva, onde houve
um ligeiro aumento da capacidade antioxidante, com o aumento da temperatura
de secagem, em torno de 5 para 6mg Trolox/g. Alguns autores associaram tal
efeito a possivel formagéo de novos compostos fendlicos em altas temperaturas
(90 a 150°C), e também ao fato da interconversdao ndo-enzimatica, que leva a
disponibilizacdo de moléculas precursoras de compostos fendlicos, que
possuem elevada atividade antioxidante (QUE et al., 2008). Ahmad-Qasem et al.
(2013) também verificaram que os residuos de oliva secos a temperaturas de no
maéaximo 70 °C, demonstraram atividade antioxidante semelhante ao do residuo
uamido.

Do mesmo modo, Garau et al.,, (2007) verificaram que tratamentos
térmicos com temperaturas de 40 a 70°C, ndo favoreceram a diminuicdo da
capacidade antioxidante de subprodutos de laranja, e que, no intuito de preservar
a gqualidade antioxidante do material vegetal, a temperatura de secagem deve
ser controlada, uma vez que compostos bioativos podem ser degradados ou
modificados, se expostos a longos periodos e/ou elevadas temperaturas de

secagem.
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Figura 25. Atividade antioxidante total pelo método de redugéo do radical DPPH. Os resultados
sd0 expressos como equivalentes em pumol Trolox/g FFH, com média + desvio-padrédo (n=3). *
indicam diferenca estatistica enter as FFH (Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05).

5.3.2.2. Determinacéo de fendlicos totais

O teor de FT foi calculado através da equacéo de uma curva de calibracdo
do padrao de acido galico (Anexo 2) e expresso em mg de equivalentes de acido
galico (EAG) por grama de amostra seca. Para as FFH SEE e LIO, o ensaio 1
(H20, pH 3, 0,5h) teve o maior rendimento (p<0,05) na extracdo de compostos
fendlicos, quando comparado aos demais ensaios. Cabe ressaltar que, assim
como para os resultados de DPPH (Tabela 9) para ambas as FFH, os extratos
obtidos a partir do ensaio 4 (EtOH:Act, pH 3, 0,5h) apresentaram o0s piores
resultados para teor de FT. Diante dos resultados, observou-se que extratos
aguosos, em pH acido e curto tempo de agitacdo (0,5h), possuem maior
eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos nas FFH SEE e LIO frente aos
demais extratores testados. Em contrapartida, os ensaios 4 e 8 tiveram o0s
menores rendimentos para as ambas as farinhas. Neste caso a solugéo extratora
com razédo EtOH:Act, mesmo com modificacdes de pH (3 e 12) e tempo (0,5 e

24) nao favoreceu a extracdo de compostos fendlicos (tabela 9).

A maior parte dos compostos fendlicos possuem caracteristicas polares,
sendo, portanto, compativeis com o extrator aquoso. O pH acido pode também
facilitar a extracdo de compostos fendlicos conjugados (SHELEMBE et al.,
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2014), e a formacdao de ligacbes quimicas entre solvente e soluto, aumentando
a cinética de transferéncia de massa, melhorando a eficiéncia da extracao.
Compostos fendlicos sao sensiveis a oxidacdo, sendo assim, a aplicacao de
tempos prolongados de extracdo, poderia favorecer a degradacdo destes
compostos, reduzindo os teores nos extratos. Spigno et al. (2007) verificaram
que em bagacgos de uva, tempos prolongados de extracao (20h), favoreciam
perdas nos rendimentos de FT, e que o aumento da proporgdo de etanol na

razdo EtOH:H20, favoreceu a extracdo de compostos fenolicos néo flavonoides.

Tabela 9. Teor de Fendlicos Totais nos extratos das FFH SEE e LIO.

mg EAG/g amostra seca

Ensaio
FFH SEE FFH LIO

1 37,0£3,92 2 27,11+3,512

2 10,49+0,38 P 7,51+1,63 cde
3 11,53+0,98 ° 10,37+1,02 e
4 3,17+0,28 ¢ 4,56+0,85 ¢©

5 10,33+1,09 P 10,19+1,93 e
6 10,72+1,00° 8,92+0,96 bed
7 11,10+2,16° 11,23+0,70 °

8 7,00+0,96 Pc 6,10+0,15 d

9 10,79+0,82° 10,42+0,62 bc

Os resultados sé@o expressos como equivalentes do padréo 4cido galico (EAG)/g amostra
seca, com média £ desvio-padrdo (n=3). Letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo

possuem diferenca estatistica (Two-way ANOVA, Tukey p<0,05).

Os teores de compostos fendlicos obtidos no ensaio 1 (média de 25,27
mg EAG/g amostra seca) foram similares aos encontrados em cascas de caju
amarelo e vermelho (MOO-HUCHIN et al., 2015), em carocos de jaca
(27,7 £ 3,4mg EAG/g amostra) (SOONG; BARLOW, 2004) e em frutas tropicais
brasileiras como acerola (10,280 + 77.7) e camu-camu (11,615 = 384) (Rufino et

al. (2010)). Estes resultados sugerem que residuos agroindustriais, mesmo apo6s
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processos de secagem, sdo capazes de preservar quantidades significativas

compostos fendlicos.

Nao houve diferenca significativa (p<0,001) entre as duas farinhas (SEE
e LIO) em todos os ensaios estudados, com excec¢ao do ensaio 1, onde FFH LIO
teve resultados inferiores em média 27,02% (Figura 26). Elevados teores de
compostos fendlicos (1,88+0,06 a 20,94+0,46 mg EAG/g) também foram
encontrados em residuos agroindustriais de frutas (MELO, P. S. et al., 2011),
corroborando os resultados do presente estudo. Extratos metandlicos de
farinhas de residuos de acerola, maracuja e abacaxi mostraram elevados teores
de compostos fendlicos variando de 9 a 94 mg EAG/g de extrato seco (DE
OLIVEIRA et al., 2009).

CJ FFH SEE
40- EE3 FFHLIO

mg EAG/ g amostra seca

Figura 26. Teor de Fendlicos Totais nos extratos das FFH SEE e LIO. Os resultados séo
expressos como mg de equivalentes do padrao acido galico (EAG)/g amostra seca, com média

+ desvio-padrao (n=3). * indicam diferenca estatistica (Two-way ANOVA, Bonferroni, p<0,001).

5.3.2.3. Atividade antioxidante total pelo método de FRAP

A atividade antioxidante pelo método de reducdo FRAP foi calculada
através da equacdo de uma curva de calibracdo do padrédo de sulfato ferroso
(Fe?*) (anexo 3) e os resultados expressos em mmol de Fe?* por grama de
amostra seca. Para FFH SEE os extratos do ensaio 6 (EtOH:H20, pH 3, 24h)
apresentaram capacidade antioxidante significativamente superior (p<0,05),
seguidos do ensaio 7 (H20:Act, pH 3, 24h) e 9 (EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h)
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(Tabela 10). Para FFH LIO, os extratos dos ensaios 7 (H20:Act, pH 3, 24h), 9
(EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h) e 3 (H20:Act, pH 12, 0,5 h) apresentaram 0s
melhores resultados. Observou-se para ambas FFH, que a mistura de solventes,
seja Act:H20, EtOH:H20 ou ainda ETOH:Act:H20 em pH &acido (3,0) e tempo
prolongado de extracao (24h), foram os mais efetivos para o método de FRAP.
Em contrapartida, extratores aguosos mesmo com modificacdes de pH (3 a 12)
e tempo de extracdo (0,5 a 24 h), tiveram baixa efetividade.

Tabela 10. Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro (Fe*3)
(FRAP).

mmol Fe*?/g de amostra seca

Ensaio
FFH SEE FFH LIO
1 71,86+8,46 2 79,83+11,08 2
2 105,44+1,43 be 135,72+27,31 ¢
3 109,55+11,58 ¢d 166,62+30,29 bc
4 68,20+1,83 2 99,82+21,67 2
5 75,34+5,32 2 96,39+22,64 2
6 172,72+13,28 ¢ 153,94+31,82 abc
7 136,35+15,86 ¢ 189,19+14 42 ¢
8 104,08+14,91 bc 122,59+12,70 &
9 122,16+1,34 ¢ 183,56+19,58 Pc

Os resultados sdo expressos como mmol de equivalentes de Fe*2/g, com média + desvio-padrdo
(n=3). Letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si (Two-way ANOVA, Tukey,
p<0,05).

As duas FFH apresentaram elevada atividade antioxidante pelo método
FRAP (variando de 68 a 189 mmol de Fe*?/g), no entanto, a FFH LIO foi

significativamente superior (p<0,001) nos extratos dos ensaios 3 (H20:Act, pH
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pH 12, 0,5h), 7 (H20:Act, pH 3, 24h) e 9 (EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h) (Figura
27).

Estudos prévios avaliaram o potencial de residuos de frutas como fontes
de compostos bioativos. As cascas de mirtilo, manga e pinha e sementes de
uvas apresentaram elevados valores de FRAP variando de 96,17 a 181,39 pmol
g de Fe*? por grama de amostra fresca (DENG et al., 2012), ainda residuos de
carambola apresentaram valores médios de 510 ymol g de Fe*? por grama de
amostra seca (SHUI; LEONG, 2006).

A capacidade antioxidante dos extratos determinada pelo método de
FRAP é baseada na habilidade destes compostos de reduzirem o ion férrico a
ferroso, envolvendo mecanismo de transferéncia de elétron, assim como
acontece do método do DPPH e Folin-Ciocalteau. Os antioxidantes detectados
por FRAP limitam-se aos solUveis em agua ou em soluc¢des aquosas de etanol,
compostos hidrofébicos como carotenoides ndo apresentam capacidade

redutora do ion férrico.

Contrariamente ao esperado, extratos aquosos apresentaram menores
valores de reducao do FRAP (p<0,05). No entanto, corroborando o apresentado
acima, os extratos EtOH:Act apresentaram os valores mais baixos para FRAP
(p<0,05), enquanto que extratos aquosos de etanol e acetona foram os mais
eficazes (p<0,05). Do mesmo modo, os melhores resultados para FFH LIO
podem ser explicados pela maior conservagao de compostos solUveis em agua,
enquanto que durante a secagem em estufa, ocorre uma arraste destes
compostos para a superficie, o que pode ter facilitado a perda por volatilizacao
de boa parte destes compostos, como acidos organicos de acdo quelante,

notadamente acido citrico.
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Figura 27. Atividade antioxidante total pelo método de redugdo do ferro (Fe*3) (FRAP). Os
resultados sdo expressos como mmol de equivalentes de Fe*?/g, com média + desvio-padrao
(n=3). * indicam diferenga estatistica (Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05).

5.3.2.4. Determinagéo de flavonoides

O teor de flavonoides, foi calculado através da equacdo de uma curva de
calibracdo de quercetina (anexo 4), e expressos em mg de equivalentes de
quercetina por grama de amostra seca. Para os ensaios 4 e 8, ndo foi possivel
determinar o valor de flavonoides, devido a interferéncias espectrofotométricas,

gue inviabilizaram as leituras.

Em geral, para as duas FFH, os ensaios 7 (H20:Act, pH 3, 24h) e 9
(EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h) tiveram o maior rendimento (p<0,05) na extracédo
de flavonoides, e os extratos aquosos, ensaios 1 (H20, pH 3, 0,5h) e 5 (H20, pH
12, 24h) tiveram os menores (p<0,05) rendimentos (tabela 11). Os resultados
estdo de acordo com os encontrados por Wolfe & Liu, (2003), que verificaram
gue extratos hidroceténicos e hidroetanolicos mostraram elevado rendimento na

extracdo de flavonoides em cascas de macas secas por ar quente e liofilizacao.

Esta caracteristica pode ser relacionada com a menor polaridade dos
flavonoides, quando comparados aos demais compostos fendlicos, o que
possibilita uma maior afinidade com o soluto, aumentando a transferéncia de
massa e rendimento da extracdo. Neste mesmo sentido, 0s extratores aquosos,
mesmo com modificacdes de valores de pH e de tempo n&o favoreceram a

extragcdo de flavonoides.
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Os teores de flavonoides encontrados no presente estudo, aproximam-se
aos teores de flavonoides totais de frutas exdticas brasileiras consideradas
potentes antioxidantes, tais como camu-camu, mana-cubiu e carambola (3,52;
2,39 e 0,59 mg por grama de amostra seca) (GONCALVES, 2008).

Tabela 11. Teor de flavonoides nos extratos de FFH SEE e LIO.

mg de Eq. de quercetina/g de amostra seca

Ensaio
FFH SEE FFH LIO

1 2,01+0,05 2 1,42+0,02 @
2 4,00+0,05 ¢ 6,61+0,09
3 3,52+0,05 ¢ 5,55+0,07 ¢
4 n.d n.d.

5 2,51+0,10 ° 2,58+0,03 P
6 4,87+0,08 3,71+0,05 ¢
7 5,21+0,07 9 5,84+0,08 ©
8 n.d. n.d.

9 4,53+0,02 © 5,42+0,14 ¢

Os resultados sdo expressos como mg de equivalentes do padrdo de quercetina/g com
média = desvio-padrdo (n=3). Letras mindsculas na mesma coluna ndo possuem diferenca
estatistica (Two-way ANOVA, Tukey, p<0,001). n.d., ndo detectado.

Em relacdo ao teor de flavonoides entre as duas FFH, ndo houve

diferenca nos extratos do ensaio 5. No entanto, a FFH LIO nos ensaios 2, 3 e 9

teve rendimento significativamente (p<0,001) superior em média 31,41%, e nos

extratos dos ensaios 1 e 6 o maior rendimento foi atribuido a FFH SEE (Figura

28). Corroborando os resultados, Wolfe & Liu, (2003) verificaram que nao houve

diferenca significativa no teor de flavonoides em cascas de maca secas por ar

quente e liofilizagdo. Os autores também verificaram que ambos 0s processos

de secagem nao favoreceram perdas de flavonoides, visto que os teores de

flavonoides nas amostras secas eram semelhantes ao das amostras frescas.
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Figura 28. Teor de flavonoides nos extratos de FFH SEE e LIO. Os resultados sdo expressos
como mg de equivalentes do padrdo quercetina/g com média + desvio-padrdo (n=3). * indicam

diferenca estatistica (Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p<0,001).

5.3.2.5. Determinacéo de acido ascorbico

Alguns métodos classicos de determinacdo de compostos antioxidantes,
notadamente o método de Folin-Ciocalteau podem sofrer interferéncias de
outros compostos nédo fendlicos de acao redutora, tais como alguns acgucares,
carotenoides e principalmente do &cido ascoérbico, o que pode levar a resultados
superestimados de FT (GEORGE, STEPHANE et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2009). Alguns autores sugerem um passo adicional na analise de FT, por meio
da quantificacdo de &cido ascérbico ou sua destruicdo por calor ou condi¢cdes
acidas (VINSON et al., 2001). Neste sentido, determinou-se o teor de &cido
ascorbico para avaliar possiveis interferéncias nas condicbes de extracao

estudadas.

Todos 0s ensaios apresentaram baixo teor de acido ascérbico (entre
0,029+0,003 a 0,099+0,004 mg/100 g de FFH). Apesar dos baixos valores
encontrados, observou-se uma melhor conservacdo de acido ascoérbico em
média 35,12% (ensaios 3, 4 e 7) (p<0,05). (Tabela 12 e figura 29).

Contreras-Calder6én et al (2011) investigaram o conteudo de acido
ascorbico em polpa, cascas e sementes de 24 frutas exéticas colombianas e
encontraram elevados teores nas polpas, enquanto que nas cascas e sementes
os teores foram reduzidos em torno de 80%. Este fenébmeno pode ser atribuido
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a elevada solubilidade do acido ascorbico, que se perde por lixiviagdo no

processo de retirada das polpas. Os menores teores de acido ascorbico em FFH

SEE, podem estar relacionados a extrema sensibilidade deste composto a

processos oxidativos, que podem ser iniciados durante o processo de secagem,

pela exposicéo a temperaturas elevadas.

Tabela 12. Teor de &cido ascérbico nos ensaios de FHH SEE e LIO.

Ensaio

mg de &cido asco6rbico/100g amostra seca

FFH SEE

FFH LIO

0,044+0,004 ab

0,029+0,003 @b

0,041+0,003 @

0,039+0,001 2

0,040+0,000 @

0,059+0,024 2

0,053+0,003 2

0,089+0,003 P

0,048+0,004 2

0,042+0,002 2

0,041+0,002 @

0,055+0,005 2

0,045+0,002 ab

0,064+0,001 @b

0 N o O | W N -

0,080+0,003 °©

0,099+0,004 ©

9

0,041+0,005 @

0,050+0,002 2

Os resultados sdo expressos como mg de acido ascoérbico/100 g, com média + desvio-

padrdo (n=3). Letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo possuem diferenga estatistica
(Two-way ANOVA, Tukey, p<0,05).
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Figura 29. Teor de acido ascorbico nos extratos de FFH SEE e LIO. Os resultados sdo expressos
como mg de acido ascorbico/100 g, com média + desvio-padrdo (n=3). * indicam diferenga
estatistica (Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p<0,001, *p<0,05).

Assume-se que o processo de liofilizacdo ndo afeta a composicdo do
material vegetal, no entanto, poucos dados experimentais estdo disponiveis para
confirmar esta hipotese (GEORGE, STEPHANE et al., 2011). Hossain et al.
(2010) mostraram que o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante
avaliada por FRAP aumentaram quando amostras frescas de alecrim, manjerona
e manjericao foram secas (a vacuo ou por circulacédo de ar). Os autores sugerem
gue a secagem torna os tecidos vegetais mais quebradicos, causando uma
ruptura das paredes celulares durante as etapas de trituracdo e
homogeneizac¢éo, por conseguinte, haverad uma maior liberacdo de compostos
antioxidantes para a solucao de extracdo. Além disso, amostras frescas podem
sofrer uma degradacdo de compostos antioxidantes devido a acdo enzimatica,

uma vez que as enzimas ainda se encontram ativas.

5.3.3.6. Correlacéo entre as variaveis dependentes

Estudos prévios apontam correlacdes lineares entre os resultados de
testes baseados em transferéncia de elétron tais como FRAP, DPPH e FT
(HUANG, D.; OU; PRIOR, 2005). No entanto, ndo ha um consenso na literatura
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da existéncia de correlacOes lineares entre os meétodos de determinacdo da
capacidade antioxidante. Os potenciais redox e a dependéncia das condi¢des
utilizadas como solventes e pH podem ser bastante diferentes entre um teste e
outro, resultando em diferentes valores de compostos antioxidantes em
alimentos, portanto, é recomendado a avaliacdo de correlacbes para melhor
compreender o potencial de capacidade antioxidante de amostras complexas
(APAK et al., 2007).

Para os testes de correlagdo linear entre as variaveis estudadas neste
trabalho, n&do foram considerados os valores dos ensaios 1 e 5, que
compreendem extratores aquosos com valores de pH e tempos diferenciados.
Em avaliacéo prévia, notou-se que ao considerar estes extratos os valores dos
coeficientes de correlacdo eram reduzidos drasticamente em todos o0s testes. A
excecdo deu-se somente para o teste de flavonoides, onde como houve
auséncia dos resultados para os ensaios 4 e 8 que compreendem extratores

etandlico-cetdnicos.

Analises de regressao linear ndo demonstraram correlacéo positiva entre
teores de FT e &acido ascérbico para FFH SEE (R?=0,3380, p=0,17) e LIO
(R?=0,4278, p=0,11) (figuras 30A e B), indicando que néo houve interferéncia do
acido ascorbico. Para os teores de FT e flavonoides, os resultados mostraram
uma leve correlacdo positiva, mas néo significativa nos extratos de FFH SEE
(R?=0,6202, p=0,11) e LIO (R?=0,4958, p=0,11) (figura 31A e B). Nesse caso,
pode-se dizer que o conteudo fendlico determinado, em grande parte é composto
por compostos fendlicos nao flavonoides, que possuem caracteristicas mais

polares.
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Figura 30. Coeficiente de correlacéo por teste paramétrico de regressao linear, entre teor de
fendlicos totais (expresso em mg EAG/g amostra seca) e teor acido ascoérbico (expresso em mg
acido ascérbico/100g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores séo
expressos como média de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de
95% (p<0,05).

A RI=0 G202 E RZ=0 4958
10+

Flavanoides

Flavonoldes
T
1
lm
1'
H
h
]
F
I

10 20 ™., 30
0 5 10 15 Fendlicos totais s
Fendlicos totais i

Figura 31. Coeficiente de correlacdo por teste paramétrico de regressao linear, entre teor de
fendlicos totais (expresso em mg EAG/g amostra seca) e teor de flavonoides (expresso em mg
Eqg. quercetina /g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores s@o expressos
como média de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de 95%
(p<0,05).

O teste de reducéo do radical DPPH, ndo demonstrou correlacéo positiva
com teores de &cido ascoérbico para FFH SEE (R2=0,0635, p=0,58) e LIO
(R°=0,4164, p=0,11) (Figura 33 A e B). Para os teores de FT em FFH SEE houve
uma correlagdo positiva mas néo significativa (R>=0,5637, p=0,05) (figura 32 A),
no entanto em FFH LIO houve forte correlacédo positiva (R?=0,9171, p=0,0007)
(Figura 32 B). Estes resultados sdo compativeis com diversos artigos
apresentados na literatura, onde o acido ascérbico apresenta menor influéncia
no potencial antioxidante no método do DPPH, que os teores de compostos
fendlicos (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1999; PULIDO;
BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000; SANCHEZ-MORENO; JIMENEZ-ESCRIG;
SAURA-CALIXTO, 2000; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001; MELO, P. S. et al.,
2011). O coeficiente de correlacao relatado entre DPPH e acido ascorbico para

residuos e polpas de frutas tropicais diversas como carambola, goiaba, papaia e
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manga foi de R?=0,20, enquanto o coeficiente de correlacdo para DPPH e FT de
frutas tropicais brasileiras foram de R?=0,97 (INFANTE et al., 2013).

Devido a nao aplicacdo de calor na FFH LIO, houve uma maior
preservacdo de compostos fendlicos, j& que estes compostos sao suscetiveis a
oxidacdo em altas temperaturas (GOMES; CAPONIO, 2001). Em FFH SEE, que
no teste de DPPH teve atividade antioxidante superior a de FFH LIO, para todos
0S ensaios testados, pode estar relacionada a outros compostos antioxidantes
nao fendlicos, como carotenoides, polimeros bioativos e produtos da reacao de
Maillard (KROKIDA; TSAMI; MAROULIS, 1998; YILMAZ; TOLEDO, 2005).

A B

R%=0,5637 R?=0,9171

104

Fendlicos totais

Fendlicos totais

DPPH 0 5 10 15 20
DPPH

Figura 32. Coeficiente de correlacdo por teste paramétrico de regresséao linear, entre atividade
antioxidante (DPPH, expresso em pmol Trolox/g amostra seca) e teor de fendlicos totais
(expresso em mg EAG/g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores sdo
expressos como média de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de
95% (p<0,05).

87



R2=0,0635 R2=0,4164
0.10+ 0.15+
] e =
.g 0.08 \\ L] 'g -,“\
Q2 .. e 2 0.104 o=
-G 0.064 we— 5 e
o o
@ ‘\T b
© ©
o 0.044 L Y e -8
T I e CNY L2
2 0.02- v"' e 2
0.w T T T 1 om 1 1 1 1
0 10 20 30 40 0 5 10 15 20
DPPH DPPH

Figura 33. Coeficiente de correlagdo por teste paramétrico de regresséao linear, entre atividade
antioxidante (DPPH, expresso em upmol Trolox/g amostra seca) e teor de fendlicos totais
(expresso em mg EAG/g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores sdo
expressos como meédia de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confian¢a de
95% (p<0,05).

No teste FRAP, a reducdo dos ions férricos pode ser influenciada por
acidos organicos, como ascorbico, citrico, latico e malico, componentes
presentes principalmente em frutas e hortalicas, como também sofre
interferéncia de compostos fendlicos, flavonoides e ndo flavonoides. O teste de
FRAP nao apresentou correlacdo positiva com os teores de acido ascorbico em
FFH SEE (R2=0,1267, p=0,4332) e FFH LIO (R2=0,3809, p=0,1398) (figura 34A
e B). Houve uma leve correlagdo positiva com os teores de FT em FFH SEE
(R?=0,4992, p=0,07), enquanto que para FFH LIO houve forte correlacédo positiva
(R?=0,9866, p=0,0001) (Figura 35A e B). O teste FRAP também demonstrou
correlacdo positiva quanto aos teores de flavonoides para FFH SEE (R?=0,7946,
p=0,03) e FFH LIO (R?=0,6298, p=0,03) (Figura 36A e B). Este resultado sugere
que os compostos fendlicos, principalmente os flavonoides possuem acgéo
redutora do ion férrico. De fato, estes ultimos possuem também acdo quelante
devido a sua estrutura ortodihidroxifenolica (GONZALO; ALONSO, 2002).

Os resultados estdo de acordo com os encontrados por Santos et al.
(2014), que verificaram uma correlacéo positiva entre teor de FT (R%=0,8901) e
flavonoides (R?=0,9809) com o teste FRAP, em cascas de maracuja liofilizadas.

Residuos de um modo geral possuem baixo teor de acidos organicos, deste
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modo as classes de compostos fendlicos apresentam uma contribuicdo

importante para atividade antioxidante por FRAP (Santos et. al., 2014).
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Figura 34. Coeficiente de correlacdo por teste paramétrico de regressao linear, entre atividade
antioxidante (FRAP, expresso em mmol de Fe*?) e teor de Acido ascorbico (expresso em mg
acido ascoérbico/100g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores séo
expressos como média de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de
95% (p<0,05).
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Figura 35. Coeficiente de correlagdo por teste paramétrico de regressao linear, entre atividade
antioxidante (FRAP, expresso em mmol de Fe*?) e teor de fendlicos totais (expresso em mg EAG
/g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores sao expressos como média de

4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
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Figura 36. Coeficiente de correlacdo por teste paramétrico de regressao linear, entre atividade
antioxidante (FRAP, expresso em mmol de Fe*?2) e teor de flavonoides (expresso em mg Eq.
quercetina /g de amostra seca) em FFH SEE (A) e FFH LIO (B). Os valores sdo expressos como

média de 4 valores em triplicatas, para cada ensaio. Intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, farinha de frutas e hortalicas (FFH) obtidas por secagem
em estufa (SEE) e liofilizacdo (LIO) foram caracterizadas fisico-quimicamente
por MEV, colorimetria e capacidade antioxidante. A capacidade antioxidante dos
extratos obtidos a partir de diferentes condigcbes de extracdo (proporcao de
solvente, pH e tempo de agitacdo) das FFH SEE e LIO foi analisada por
diferentes métodos (DPPH, Fendlicos Totais, FRAP, Flavonoides e Acido
Ascorbico).

Todas as variaveis estudadas nas condicdes de extracdo de compostos
antioxidantes foram significativas. Pode-se concluir que, dentre as 9 condi¢des
de extracao testadas, sendo que quatro delas foram repeticbes do ponto central,
guatro ensaios destacaram-se por apresentar extratos com elevada capacidade
antioxidante com base nos resultados dos diversos métodos testados (DPPH,
FRAP, Fendlicos Totais e Flavonoides). Assim, destacaram-se as condicdes de
extracdo obtidas nos ensaios 3 (H20:Act, pH pH 12, 0,5h), 6 (EtOH:H20, pH 3,
24h), 7 (H20:Act, pH 3, 24h) e 9 (EtOH:Act:H20, pH 7,5, 12,25h).

De um modo geral, a mistura de solventes Act:H20 e EtOH:H20 e

EtOH:Act:H20 apresentaram melhores rendimentos na extragdo dos compostos
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bioativos quando comparadas com as variagcbes EtOH:Act, que em todas as
condicdes testadas demonstraram os menores rendimentos, independente de
variagdo no pH e tempos de extracdo. Isto se deve ao fato da mistura de
solventes ter promovido uma maior eficiéncia na extracdo de compostos

antioxidantes de diferentes polaridades.

Globalmente, quando se aplicou pH alcalino, tempos mais curtos foram
suficientes (ensaio 3), minimizando a possibilidade de reacfes de degradacéo
dos compostos bioativos. Enquanto que o pH &cido promoveu bons resultados
mas necessitou de maiores tempos de extracao (ensaios 6 e 7). Neste contexto,
as condicfes estudadas no ponto central foram muito eficientes, na medida em
qgue contemplaram todos os requisitos considerados significativos (positivos) na
extracdo de compostos antioxidantes de FFH: mistura de solventes, pH e tempo
de agitacdo intermediérios.

Em relacdo aos métodos de secagem estudados, pode-se concluir que a
FFH LIO demonstrou maior correlagéo positiva entre métodos analisados, como
também demonstrou uma menor modificagdo da matriz com maior preservacao
de diferentes estruturas de compostos bioativos. No entanto, a FFH SEE por ser
mais acessivel e menos dispendiosa, pode ser utilizada como método
preferencial de secagem de residuos de frutas e hortalicas, uma vez que também
demonstrou elevada capacidade antioxidante, e uma conformacdao estrutural que

favoreceu a disponibilizacdo de compostos bioativos para extracao.

Como perspectivas do presente trabalho, analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC- QTOF
MS) estdo em andamento para identificar e quantificar os compostos bioativos

presentes nos extratos que obtiveram os melhores resultados.
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Exemplos de curvas de calibracdo do radical DPPH utilizadas para analise das
concentracdes de ECso (mg/mL) dos extratos de MT (A), SK (B), MT +Sk (C) e UT (D).

1.0 - MT
© ' -+ SK
é 0.6+ - MT+SK
o
S 0.44 y =0,0118x +0,0478
o 0. .
o) Re =0,9999
=0,0203x +0,0448
< 0.24 g Re =0,9999
y =0,01g;9x: ; 00323
0.0+ T T T T \ E y =0,0174x +0,0521
0 10 20 30 40 50 Rz =0,9999
concentragdo de DPPH (uM)
1.0+
y = 0,0204x + 0,0418
0.8+ R2 = 0,9999
8
(&)
c
«C
2
(@]
(%2}
o]
<
0.0 T T T T L] 1
0 10 20 30 40 50

concentracéo de DPPH (uM)

109



Anexo 2. Curvas de calibracdo do padrdo 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid (Trolox). As equacdes das curvas, foram usadas para calcular dos valores de equivalentes
em pmol de Trolox/g FFH SEE (A) e LIO (B).
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Anexo 3. Curva de calibragdo do padrédo de acido gdlico. As equagfes foram utilizadas para

calcular o teor de mg EAG/g amostra seca, dos extratos das FFH LIO (A) e SEE (B).
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Anexo 4. Curvas de calibracdo do padrao de Fe*2. As equacdes das curvas, foram usadas
para célculo dos valores em equivalentes mM Fe*2/g de amostra seca, dos extratos das FFH
SEE (A) e LIO (B).
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Anexo 5. Curva de calibragdo do padrdo de quercetina. A equacdo da curva, foi usada para

célculo dos valores em mg de equivalentes de quercetina/g de amostra seca das FFH SEE e

LIO.

= g N
(63} o ol
1 1 ]

Absorbancia
=
o
1

y = 0,0373x + 0,0493
R2=1

20 40 60
Lg quercetina

113



114



115



