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RESUMO GERAL

O descarte de residuos gerados pela industria de processamento de
alimentos traz impactos negativos ao ambiente. Em vista disso tem-se observado
cada vez mais o conhecimento do potencial destes residuos. Este trabalho
buscou caracterizar e avaliar a viabilidade da extragdo de substancias bioativas
nas sementes de tamarindo (Tamarindus indica Linn.), manga (Mangifera indica
Linn.) e pitanga (Eugenia uniflora Linn.). As sementes foram analisadas quanto
a composicao centesimal, teores de minerais, amido, pectina, fendlicos totais,
antocianinas, carotendides e atividade antioxidante por DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Os carboidratos constituem a fracdo majoritaria nas sementes,
sendo 72,06%, 80,32% e 86,02% para tamarindo, manga e pitanga,
respectivamente. O valor energético observado na semente de tamarindo foi
423,42 kcal/100g, manga 430,93 kcal/100g e pitanga 378,86 kcal/100g. As
sementes sdo ricas em compostos fendlicos (122,29 mg de EAG/g para
tamarindo, 167,51 mg de EAG/g para manga e 268,29 mg de EAG/g para
pitanga), magnésio e cobre. Devido ao elevado teor de antocianinas, foi
escolhida a semente de tamarindo para o processo de extracdo, utilizando o
planejamento de misturas tipo simplex-centrdide, empregando solventes
considerados menos agressivos ao meio ambiente e a salde humana (agua,
etanol e isopropanol) em trés temperaturas 25°C, 35°C e 55°C, com tempo (4
horas) e razdo semente: solvente (1:5) previamente fixados. Através desse
planejamento observou-se um aumento na extragdo de fendlicos totais de 20
mg/100g quando se utilizou isopropanol como solvente puro a 35°C até 1100
mg/100g empregando-se a mistura &gua: isopropanol a 55°C. O teor de
antocianinas de 1,11 mg/100g no extrato obtido a partir da agua como solvente
puro a 35°C chegou a 6,89 mg/100g quando foram empregados agua e etanol a
25°C. A porcentagem de sequestro de radical DPPH dos extratos variou de 0,4%
com isopropanol a 25°C, a 91,3% no extrato obtido a 55°C da mistura de agua e
isopropanol. O planejamento de misturas simplex-centrdide mostrou-se uma
eficiente forma de otimizar os processos de extracdo de fendlicos totais,
antocianinas e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Residuos industriais. Compostos bioativos. Superficie de
mistura. Solventes alternativos.



GENERAL ABSTRACT

The disposal of waste generated by the food processing industry brings
negative impacts to the environment. Therefore, the knowledge of the potential
of this waste has been increasingly observed. This study aimed to characterize
and evaluate the viability of extracting bioactive substances in tamarind
(Tamarindus indica Linn.), mango (Mangifera indica Linn.) and pitanga
(Eugenia uniflora Linn.) seeds. The seeds were analyzed for percent
composition, mineral content, starch, pectin, total phenolics, anthocyanins,
carotenoids and antioxidant activity by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).
Carbohydrates are the majority fraction in the seeds, with 72.06%, 80.32% and
86.02% for tamarind, mango and pitanga, respectively. The energy values
observed were 423.42 kcal/100g for tamarind seeds, 430,93 kcal/100g for
mango and 378,86 kcal/100g for pitanga. Seeds are rich in phenolic compounds
(122.29 mg EAG/g for tamarind, 167.51 mg EAG/g for mango and 268.29 mg
EAG/g for pitanga), magnesium and copper. Due to the high anthocyanin
content, the tamarind seed was chosen for the extraction process, using simplex-
centroid design, with solvents considered to be less aggressive to the
environment and to human health (water, ethanol and isopropanol) at three
temperatures (25 °C, 35 °C and 55 °C); time (4 hours) and seed:solvent (1:5)
ratio were previously fixed. Through this design, an increase in the total
phenolic extraction of 20 m g/100 g was observed when isopropanol was used as
a pure solvent at 35 °C to 1100 mg/100 g using the water:isopropanol mixture at
55 °C. The anthocyanin content of 1.11 mg/100 g in the extract obtained from
water as a pure solvent at 35 °C, reached 6.89 mg/100 g when water and ethanol
were used at 25 °C. The percentage of DPPH radical sequestration of the
extracts ranged from 0.4% with isopropanol at 25 °C, to 91.3% in the extract
obtained at 55 °C from the water/isopropanol mixture. The simplex-centroid
design proved to be an efficient way to optimize the extraction process of total
phenolics, anthocyanins and antioxidant activity.

Keywords: Industrial waste. Bioactive compounds. Mixing surface. Alternative
solvents.
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1 INTRODUCAO

No processamento de frutas € comum a remocao e descarte das sementes
e cascas (AYALA-ZAVALA et al., 2011; FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004;
SILVA et al., 2014); por consequéncia, uma quantidade expressiva de residuos
solidos € rejeitada (CHOPPA; SELVARAJ; ZACHARIAH, 2015; TOURNOUR
et al., 2015). Contudo, estudos tém demonstrado que tais residuos podem conter
significativas quantidades de nutrientes e compostos bioativos, por vezes em
teores mais elevados que a polpa (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006; SILVA et al., 2014; SOONG; BARLOW, 2004). Os compostos bioativos
estdo associados a reducdo da incidéncia de diversas patologias e, com isso, ha
um grande interesse da comunidade cientifica em descobrir fontes acessiveis,
(ALMEIDA et al., 2011; PURAVANKARA; BOGHRA; SHARMA, 2000;
SILVA et al., 2014; TORRES-LEON et al., 2016; LARRAURI et al., 2016).

O tamarindo, (Tamarindus indica Linn.), Leguminosa, subfamilia
Caesalpiniaceae (KOMUTARIN et al., 2004; MAITI et al., 2004), é nativo da
Africa e cultivado em varios paises, incluindo Brasil (TSUDA et al., 1994). Suas
sementes, conhecidas por conter fenolicos (6,54 g/kg) (TSUDA et al., 1994).

De origem indiana, a manga (Mangifera indica Linn.) é a sétima cultura
frutifera mais plantada no mundo (EMBRAPA, 2000), e estd entre as mais
importantes  frutas tropicais por ser nutritiva e ter boa aceitacdo
(CHAKRAVERTY et al, 2003; KUGANESAN et al., 2017;
THARANATHAN; YASHODA; PRABHA, 2006; TORRES-LEON et al.,
2016; VEGA et al., 2013). A améndoa presente na semente da manga apresenta
compostos bioativos com elevada atividade antioxidante (TORRES-LEON et al.,
2016).

A pitanga (Eugenia uniflora L.), familia Myrteceae ,é nativa da América

do Sul; seu fruto é composto por cerca 80% de polpa e 20% de semente,
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variando de acordo com a espécie (DIAS et al., 2011). Nas sementes, o total de
fendlicos extraidos é maior que as quantidades encontradas no bagaco de uva em
p6 provindo das industrias de vinho (Y1 et al., 2009). Na indUstria as sementes
da pitanga ndo possuem valor comercial e sdo descartadas (LIRA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2014).

O conhecimento da composicdo quimica de todas as partes das frutas
(casca, polpa e semente) possibilitaria a utilizacdo integral do alimento,
aumentando seu valor agregado (ARAUJO, 2016; EMBRAPA, 2003; VIEIRA
etal., 2009).

A escolha do método de extracdo dos compostos, através de processos
mecanicos ou por diferentes solventes, € um fator determinante nas
caracteristicas do produto (RODRIGUES; OLIVEIRA, 2010). Neste processo de
escolha, diversas areas de pesquisa tém buscado empregar os principios da
quimica verde, através da substituicdo de solventes derivados de petréleo pelos
provenientes de fontes renovaveis, como etanol, agua, isopropanol (CHEMAT;
VIAN; CRAVOTTO, 2012).

Misturas de solventes tém potencial para alterar a solubilidade e
seletividade de componentes do extrato. A elaboracdo de misturas que
favorecam a extracdo de componentes especificos, conforme sua finalidade de
uso, € uma alternativa bastante proveitosa (DAGOSTIN; CARPINE;
CORAZZA, 2015).

Neste trabalho caracterizou-se as sementes de Pitanga (Eugenia
uniflora), Manga Uba (Mangifera indica Linn.) e Tamarindo (Tamarindus
indica Linn.), identificando alguns compostos bioativos. A semente de
Tamarindo (Tamarindus indica Linn.), caracterizada por maiores teores de
antocianinas e atividade antioxidante, foi selecionada para o estudo do efeito do
solvente e respectivas misturas na extracdo de compostos bioativos e

determinacéo de atividade antioxidante utilizando a regra de mistura.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Pitanga

A pitanga (Eugenia uniflora L.), compreendida na familia Myrteceae, é
nativa da América do Sul e pode ser encontrada na Argentina, Uruguai e Brasil
(ANTUNES; RASEIRA; PEREIRA, 2007; BEZERRA et al., 2004). O nome da
fruta, de origem tupi, significa vermelho (LIRA et al., 2007), conhecida ainda
por surinam cherry ou brazilian cherry fruit (DUKE; BOGENSCHUTZ-
GODWIN; OTTESEN, 1929). No passado, a fruta era cultivada apenas em
ambiente doméstico. Atualmente passou a ser produzida e processada
comercialmente (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Apesar da pitangueira (Figura 1) ter boa adaptacdo e crescimento em
diversas condicOes de clima e altitude, tem desenvolvimento 6timo em clima
tropical quente e imido e, nessas condicdes, a colheita ocorre duas vezes ao ano
(LIRA et al., 2007).

Figura 1 — Pitangueira.

B S B L T R NS s = % & (P B
Fonte: http://bybassan.blogspot.com.br/2012/10/pitangueira-em-flor.html.
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As folhas sdo utilizadas pela medicina popular no tratamento de diversas
enfermidades como doencas respiratdrias, verminoses e reumatismo
(AURICCHIO et al., 2007). Foi observado que o extrato hidro alco6lico destas
folhas tem acdo antioxidante e vasorrelaxante, pode reduzir os niveis séricos de
triglicerideos e glicose, e também possui propriedades antibacterianas
(OGUNWANDE et al., 2005).

O extrato da polpa apresentou efeitos semelhantes ao das folhas devido a
presenca de monoterpenos (75,3% dos compostos volateis) (OLIVEIRA et al.,
2006). Na polpa foram encontrados célcio, fésforo, compostos fendlicos
(carotenoides e antocianinas) e vitamina C. Dentre os carotendides, o licopeno
apresenta maior concentragdo, 32% do contetdo total; observa-se também [-
caroteno, 3-criptoxantina, rubixantina entre outros (FILHO et al., 2008).

Em geral, o fruto (Figura 2) é composto por 80% de polpa e 20% de
semente, mas esta proporcao varia de acordo com a espécie (DIAS et al., 2011).

Figura 2 - Pitanga.

Fonte: http://produto.mercadolivre.com.br/MLB-701014095-mudas-de-pitanga-
an-bh-mudas-_JM.
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O extrato da semente apresenta alta atividade antioxidante (BAGETTI et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014), diversos compostos bioativos e atividade
antimicrobiana (ANDRADE et al., 2009; SANTOS et al., 2015a). Seus
compostos fendlicos possuem efeito protetor contra a doenca Leishmaniose,
atraves da inibi¢do da enzima arginase, necessaria no processo de proliferacdo
do parasita (SANTOS et al., 2015a).

Na inddstria as sementes ndo possuem valor comercial e sdo descartadas
(LIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014), no entanto, estes residuos tém
potencial para serem utilizados como fonte natural de antioxidantes, substancias
bioativas e nutrientes (BAGETTI et al., 2009; SANTOS et al., 2015a).

2.2 Tamarindo

O tamarindo, (Tamarindus indica Linn.), pertence a familia das
Leguminosas, subfamilia Caesalpiniaceae (KOMUTARIN et al., 2004; MAITI
et al., 2004), nativo da Africa, naturalizado no Brasil e cultivado em varios
paises (TSUDA et al., 1994).

Arvore robusta com aproximadamente 25 metros de altura e tronco que
pode chegar a 1 metro de didmetro, a planta do tamarindo (Figura 3) possui
folhas verde claro e flores hermafroditas (CACERES, 2003) que s&o

normalmente consumidas como vegetais.
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Figura 3 - Tamarindeiro

Photo by Adavanne Shivaprakash

Fonte: http://www.naturezabela.com.br/2013/03/

A producéo de frutos de tamarindo ocorre a partir dos quatro a seis anos
de idade da planta, e pode ocorrer ao longo de 200 anos, a producao anual, por
arvore, varia entre 100 a 200 kg (CACERES, 2003). Estes frutos (Figura 4) tém
forma de vagem, indeiscente e alongada, sdo recobertos por uma casca lenhosa
que se guebra facilmente quando ocorre o amadurecimento (CAVALCANTE,
1988).

Figura 4 - Tamarindo (casca, fruto e sementes).

Fonte: http://www.purapolpa.com.br/v4/produtos.php.
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A polpa demonstrou propriedades digestiva e laxativa (KOMUTARIN et
al., 2004). Em hamsters com hipercolesterolemia, o extrato etandlico da polpa
pareceu reduzir em 50% os niveis de colesterol total, 73% do colesterol nédo
HDL e 60% de triglicerideos e, em contrapartida, houve um aumento de 61%
nos niveis de HDL colesterol nesses animais (MARTINELLO et al., 2006).

Suas sementes possuem tegumento acastanhado e nudcleo branco
(MAITI et al., 2004), e contém polissacarideos que, quando associados ao
cloridrato de metformina, controlam a liberagdo do medicamento
proporcionando efeito hipoglicemiante (NAYAK; PAL; SANTRA, 2014).

Nas sementes foi observada a presenca de compostos fenolicos (LUZIA,;
JORGE, 2011; TSUDA et al., 1994), como flavonoides e taninos, (GUPTA;
GUPTA, 2016). Em animais esse extrato reduziu os niveis de radicais livres,
inflamacdo e os efeitos da artrite provocada por desgaste 6sseo (SUNDARAM
et al., 2015). Além disso, este extrato apresentou efeito imunomodulatério com
possivel atividade antitumoral (ARAVIND et al., 2012).

O extrato da semente foi testado sobre os efeitos induzidos pelo veneno
da vibora-de-russell, apresentando inibicdo da atividade de enzimas responsaveis
pelos primeiros efeitos do envenenamento, como lesdo do tecido, inflamagéo e
queda de pressdo arterial, em quantidade proporcional a dose. Além do mais, o
extrato neutralizou a degradacdo do fibrinogénio humano e a hemolise causada
pelos efeitos indiretos do veneno. Também foi observada influéncia no tempo de
coagulacdo, edema, hemorragia e efeitos miotoxicos incluindo letalidade
induzidos pelo veneno, que foram neutralizados significativamente quando o
extrato foi incubado com o veneno antes dos testes. Por outro lado, animais que
receberam o extrato 10 minutos ap6s a aplicagdo do veneno foram protegidos
dos efeitos toxicos. Pelo fato de inibir o efeito hidrolitico das enzimas, ele pode
ser utilizado como tratamento alternativo & soroterapia e, além disso, como fonte

rica de potenciais inibidores da PLAZ2, metaloproteinases, serino-proteases,
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hialuronidases e 5'-nucleotidases, enzimas envolvidas em diversas doencas
fisiopatoldgicas humanas e animais (USHANANDINI et al., 2009). Waqas et al.
(2017) pesquisaram o potencial antienvelhecimento dos antioxidantes presentes
no extrato etanodlico de sementes de Tamarindus. A formulagdo apresentou
declinio significativo nos parametros de escamacéo e rugosidade da pele apos a

aplicacdo.

2.3 Manga Uba

A manga, Mangifera indica Linn., é de origem indiana e, possivelmente,
conquistou o territério mundial através das viagens realizadas por colonizadores
europeus (EMBRAPA, 2000). Dentre as mais importantes frutas tropicais, €
nutritiva e bem aceita (CHAKRAVERTY et al., 2003; KUGANESAN et al.,
2017; THARANATHAN; YASHODA; PRABHA, 2006; TORRES-LEON et
al., 2016; VEGA et al., 2013), sendo que no mundo é a sétima cultura mais
plantada. Estima-se que esteja presente em 94 paises (EMBRAPA, 2000).

No Brasil a cultura da manga ocupa uma area de 64 mil hectares
plantados. O pais chega a produzir 1 milhdo de toneladas ao ano e Minas Gerais
¢ 0 quarto maior produtor da fruta (EMBRAPA, 2016). No mercado
internacional, das 154.211 toneladas de manga exportadas pelo Brasil, 45% véo
para os Paises Baixos, seguido por EUA (18,3%) e Espanha (12,7%)
(EMBRAPA, 2016).

Cada variedade de manga apresenta caracteristicas aromaticas
decorrentes de seus compostos volateis (BENJAKUL; PALIYATH, 2012).
Além disto, a coloracdo da casca, sabor, valor nutritivo e composi¢do quimica,
variam de acordo com a regido de cultivo (THARANATHAN; YASHODA;
PRABHA, 2006).



A variedade Uba (Figura 5), encontrada na regido da Zona da Mata
Mineira (BENEVIDES et al., 2008; EMBRAPA, 2000; VIEIRA et al., 2009)
apresenta caracteristicas fisicas e quimicas que facilitam sua aceitabilidade. E
rica em vitaminas A e C, 14° Brix em sdlidos sollveis e possui fibras macias e
curtas. Por possuir alto rendimento industrial, a variedade é uma das favoritas
para a producéo de polpa (BENEVIDES et al., 2008). Com rendimento médio de
63 % de polpa, € boa alternativa a ser utilizada pela inddstria de processamento

de frutos.

Figura 5 - Manga (Mangifera indica L. Var. Uba).

Fonte: https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-851234468-mudas-de-manga-
uba-enxertadas-excelente-para-sucos-_JM

O consumo in natura da manga é bastante popularizado, ainda assim
grande quantidade é processada e comercializada na forma de polpas
congeladas, bebidas prontas, geleias e sorvetes, (NELSON et al., 2006).

Cascas e sementes (Figura 6), principais residuos do processamento da
manga, sdo descartadas podendo provocar impactos negativos ao ambiente
(CHAKRAVERTY et al., 2003; KUGANESAN et al., 2017; TORRES-LEON et
al., 2016; VIEIRA et al., 2009). Conforme a variedade da fruta, os subprodutos
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gerados podem significar 35 a 55% de seu peso total (CHAKRAVERTY et al.,
2003).

Figura 6 - Semente de manga (Concha e améndoa).

Fonte: https://www.youtube.com/watch?v=Knl6HGdw6zs.

A améndoa presente na semente da manga apresentou compostos
bioativos com elevada atividade antioxidante. O uso deste ingrediente traria
grandes vantagens econdmicas a industria, contribuindo para a diminuigdo das
caréncias nutricionais, e reduzindo a quantidade de residuos depositados no
ambiente (TORRES-LEON et al., 2016)

Embora sejam necessarios estudos mais aprofundados, o que se sabe até
0 momento sobre os residuos industriais da variedade Ub& os caracteriza como

potenciais ingredientes da alimentacdo humana e animal (VIEIRA et al., 2009).

2.4 Compostos Bioativos

Pesquisas apontam que dietas ricas em produtos vegetais tendem a

proteger o organismo contra diversas patologias (BIESALSKI et al., 2009; LIU,



2013; PATIL et al., 2009). Os compostos bioativos estdo presentes naturalmente
em vegetais (BIESALSKI et al., 2009) e séo sintetizados como metabdlitos
secundarios (CARRATU; SANZINI, 2005) e, geralmente, encontram-se em
pequenas quantidades (KRIS-ETHERTON et al., 2002). Estas substancias tém
demonstrado beneficios a salde que vao além do valor nutricional em si, como
atividade antioxidante, antimicrobiana (ASIF et al., 2016; MELGAR et al.,
2017; MOUHOUBI-TAFININE; OUCHEMOUKH; TAMENDJARI, 2016;
YAO et al., 2016), anti-hiperglicémica (SALEEM et al., 2017), protecdo contra
doencas cardiovasculares e cancer (BIESALSKI et al., 2009; KRIS-
ETHERTON et al., 2002; LIU, 2013; PATIL et al., 2009).

Os compostos bioativos sdo heterogéneos, mas em geral sdo organicos,
ttm baixo peso molecular se comparados a macronutrientes e ndo séo
sintetizados pelo homem. Devido a grande quantidade dessas substancias na
natureza, sdo agrupadas em classes contendo milhares de compostos diferentes.

A Figura 7 mostra um diagrama esquematico com 0S COmMpOstos
considerados mais significativos, baseado na literatura (CARRATU; SANZINI,
2005).

Figura 7 - Subdivisdo das substancias biologicamente ativas presentes nos
vegetais.

Flavonois

Flavonoides

Acidos Fendlicos

Estilbenos

Glicosinolatos
Carotendides

Composto Bioativo

Fonte: CARRATU; SANZINI, (2005).
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Polifendis, ou compostos fendlicos, abrangem diversos compostos com
uma caracteristica quimica em comum: sdo derivados do benzeno com um ou
mais grupos hidroxila associados ao anel, suas estruturas podem variar de uma
Gnica molécula a um polimero mais complexo (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; BRAVO, 1998) e ainda podem ser polares ou
ndo polares (ALONSO-CARRILLO et al., 2017). Possuem anéis fendlicos,
divididos em classes de acordo com o numero de anéis e os elementos que 0s
ligam (MATTHAUS, 2002).

Os compostos fenolicos participam de diversas atividades da planta e
sdo eles que determinam as caracteristicas sensoriais dos vegetais
(HADINEZHAD; ROWLAND; HOSSEINIAN, 2015). Sdo fundamentais na
fisiologia das plantas atuando na prote¢do contra microganismos e insetos
(CARRATU; SANZINI, 2005); est&o entre os metabolitos vegetais mais comuns
das dietas humana e animal. A atividade antioxidante (CONTRERAS-
CALDERON et al., 2011) e o potencial de reducio do estresse oxidativo tém
forte relagdo com o conteudo de fenolicos, por isso eles estdo entre as
substancias bioativas mais desejadas nos alimentos (CORREIA et al., 2012).

Antocianinas sdo glicosideos de natureza polar, portanto misciveis em
solventes como metanol, etanol e adgua. Pertencentes ao grupo dos flavonoides
(Figura 8) apresentam coloracédo que varia do laranja ao azul; esses pigmentos
tém sido vastamente aplicados como corantes naturais, pois ndo apresentam
toxidez (MAT NOR; AROF, 2016).
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Figura 8 - Estrutura quimica dos principais flavonoides.

Flavanéis Antocianinas Flavanonas

Fonte: CARRATU; SANZINI, 2005.

Carotendides sdo 0s compostos bioativos lipossolUveis mais abundantes
na natureza (KAULMANN; BOHN, 2014); apresentam colora¢do que varia de
amarelo ao vermelho. Tém funcéo de precursor de vitamina A, demonstraram ter
propriedades protetivas de doengas degenerativas, antioxidantes, antiapoptoticas
e anti-inflamatérias (KAULMANN; BOHN, 2014; NAGAO, 2011), foram
associados a menores incidéncias de cancer e doencas oftalmoldgicas. No
entanto, em elevadas concentraces de carotenodides e oxigénio, betacaroteno
comportou-se como pré-oxidante (JOMOVA; VALKO, 2013)

A utilizacdo de alimentos de facil acesso a populacdo seria uma forma
de garantir o consumo de compostos bioativos. A indUstria de processamento de
frutos gera meio bilhdo de toneladas de residuos no mundo. Considerando que
cascas e sementes mostraram maior contetdo de compostos bioativos que o
tecido comestivel, isto é, a polpa (ASIF et al., 2016; KIM et al., 2010;
KUGANESAN et al., 2017), elas poderiam ser uma boa fonte para extragdo
desses compostos (BANERJEE et al., 2017).
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2.5 Extragéo por solvente

A transferéncia de massa no processo de extracdo é influenciada pelo
tamanho da particula, temperatura, pressdo, agitacdo, umidade da semente,
proporcdo entre semente e solvente, entre outros fatores (MEZIANE; KADI,
2008; OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013).

Temperaturas maiores favorecem o processo de extracdo através do
aumento da solubilidade da mistura (AMARANTE et al., 2014). O tamanho das
particulas deve ser mantido em uma faixa que permita que seja pequeno o
suficiente para aumentar a superficie de contato, mas ndo deve ser reduzido ao
ponto de ficar em suspensdo e prejudicar a separacdo (PATRICELLI et al.,
1980)

Segundo Johnson e Lusas (1983), é provavel que nenhum solvente seja
totalmente adequado, mas sdo consideradas caracteristicas como ndo apresentar
toxicidade, seletividade, baixa inflamabilidade, estabilidade, pureza e preco
acessivel.

A medida da polaridade de um solvente é baseada na constante
dielétrica. E através deste parAmetro que se determina a interacio entre soluto e
solvente. Os solventes que se pretende usar neste trabalho apresentam as
seguintes constantes dielétricas: 18,6 para isopropanol e 25,7 para etanol (TIR;
DUTTA; BADJAH-HADJ-AHMED, 2012) e 4gua 48 (BERBEJILLO, 2004).

A escolha do solvente deve se basear na fracdo de compostos que se
deseja extrair. Considerando as diferentes capacidades dos solventes, 0s niveis
de acidos graxos, esterGis e tocoferdis extraidos com o éleo vdo apresentar
variagdo demonstrando diferencas na qualidade do produto extraido (TIR;
DUTTA; BADJAH-HADJ-AHMED, 2012).

O emprego do etanol e isopropanol sdo boas alternativas, pois expde a

salde humana e o ambiente a riscos menores de problemas operacionais
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(OLIVEIRA et al., 2012). S&o polares, obtendo-se maior rendimento de
compostos fenolicos em relagdo ao hexano (KRISHNAN et al., 2013).

O etanol ndo produz residuos toxicos, apresenta menor inflamabilidade
e, por ser produzido abundantemente no Brasil, é economicamente viavel
(RODRIGUES, 2011). A temperatura de extracdo e teor de agua no solvente
influenciam na solubilidade do 6leo neste solvente (JOHNSON; LUSAS, 1983).
De forma que o quanto maior o teor de 4gua no solvente ou na matéria-prima,
menor a extracdo de solidos soluveis, mas o aumento da temperatura dessa
mesma mistura potencializa os niveis de extragdo (RODRIGUES, 2011).
Aumento na temperatura, no tempo de extracdo e na relagdo solvente/solidos de
uma forma geral parece aumentar o rendimento de éleo (MEZIANE; KADI,
2008).

O isopropanol apresenta maior rendimento na extracdo de 6leos que o
etanol e mais estabilidade que o hexano. Essa maior estabilidade se deve a
grande capacidade que o isopropanol tem de extrair compostos que combatem a
oxidacgdo lipidica, como vitamina E (TIR; DUTTA; BADJAH-HADJ-AHMED,
2012). Em altas temperaturas o isopropanol demonstrou extrair mais éleo que o
hexano e, em concentracdo solvente/solido de 3 partes de solvente para uma de
solido, obteve maior eficiéncia de extracdo de vitamina E que o hexano
(ZIGONEANU et al., 2008).

Tanto etanol quanto isopropanol sdo mais eficientes quando utilizados
em temperaturas proximas ao ponto de ebulicdo. O processo de separagdo pode
ser realizado por abaixamento de temperatura, situacdo em que o0s Oleos
apresentam baixa solubilidade no solvente. Essa caracteristica facilita o processo
de separagdo, gastando 25-30% menos energia que a destilagdo por hexano
(ABRAHAM; HRON; KOLTUN, 1988; FRANCO; SINEIRO; NUNEZ, 2009;
JOHNSON; LUSAS, 1983).
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Por serem de natureza polar, etanol e isopropanol, tém baixa capacidade
de solubilizar 6leo, no entanto extraem facilmente componentes polares da
matriz. AlteracBes na pressdo e/ou temperatura do processo, ou adi¢do de
cossolvente podem apresentar efeitos desejaveis no aumento da solubilidade dos
lipideos nestes componentes (DAGOSTIN; CARPINE; CORAZZA, 2015).

No processo de extracdo, a quantidade de solucdo aderida a matriz é
conhecida como indice de retencéo; este fator influencia no custo do processo
(RODRIGUES; OLIVEIRA, 2010). Esse indice é influenciado pela viscosidade
da mistura, tamanho da particula e afinidade fisico-quimica entre solucéo e
matriz s6lida. Ja foi observado que etanol e isopropanol apresentam maior indice
de retencdo que hexano (WISNIAK; HILLEL; KATZ, 1987).

2.6 Misturas

Um experimento de misturas se diferencia de um fatorial simples porque
depende de uma propor¢do dentro do conjunto, sendo que no experimento
fatorial os componentes sdo independentes (WANG; FANG, 2010). Os
experimentos que utilizam misturas de componentes de forma proporcional
foram definidos por Scheffe (1963) da seguinte maneira: suponha que uma
mistura é composta de g componentes e 0 i-ésimo componente contém x; dele.
Cada proporgdo do componente ndo pode ser negativa e a soma de todas as

proporcdes tem que ser igual 1.
Xi>0, i=1,2...,0 eXfx;=Xg+ X2+ .. +Xqg=1 (1)

O espaco fatorial de qualquer experimento de mistura é reduzido em
uma dimenséo devido a restricdo da equacao (1); seu propdsito é estudar o efeito

de cada componente nas caracteristicas de interesse, e busca encontrar as



proporcdes ideais de cada componente, de modo que os valores da resposta
sejam 6timos.

Para realizar um experimento de analise de mistura é necessario
selecionar os pontos de design do experimento, em seguida deve-se escolher o
modelo apropriado através de analise de variancia e executa-lo para confirmar
seu ajuste. Por fim, encontrar as proporcfes ideais dos componentes para
obtencdo do melhor resultado de respostas (SCHEFFE, 1963).

Simplex-centroide design é o delineamento onde os solventes usados na
mistura podem se apresentar em quatro concentracdes diferentes (0, 1/2, 1/3 e
1), a Figura 9 mostra os pontos do experimento delineado. Os Vvértices do
tridangulo correspondem ao solvente puro, os pontos médios nas laterais as
combinagdes binarias, e 0 ponto central (centrdide) é composto por combinagoes
ternarias Scheffe 1963 (OUEDRHIRI et al., 2016).
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Figura 4 - Planejamentos experimentais para o estudo de trés componentes em

rede simplex centroide design (SCD).

12 1 2 12
(x1, %2, 23) = (1,0,0); (0,1,0); (0,0,1); (55 0): (505)(055)
(El 0). (E 01).(05 1). (1 1 1)
3'3'9) \3'%3)i{03:3) 37373
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Fonte: COELHO, (2014).

A transferéncia de massa no processo de extracdo € influenciada pelo

tamanho da particula, temperatura, pressdo, agitacdo, umidade da semente,

proporcdo entre semente e solvente, entre outros fatores (MEZIANE; KADI,

2008; OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013).

Temperaturas maiores favorecem o processo de extracdo através do
aumento da solubilidade da mistura (AMARANTE et al., 2014), e a presenca de

agua nas sementes altera as propriedades do solvente (SANTOS et al., 2015b).

Coeficientes positivos para uma mistura indicam que dois componentes

agem sinergicamente ou sdo complementares, 0 que

significa que a soma dos

parametros juntos € maior que a de cada um separadamente. Coeficientes



negativos indicam que os componentes sdo antagonistas, ou seja, 0s parametros
da mistura s@o inferiores aos de cada componente separadamente (CASTRO;
SATO, 2013).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

As sementes dos frutos Tamarindo, Manga Ubéa e Pitanga sao fontes de
nutrientes, compostos bioativos e fibras. Em vista disso, elas sdo fontes
potenciais para a utilizacdo no desenvolvimento de produtos alimenticios e
farmacéuticos. Dessa forma, reduz-se os impactos ambientais de seu descarte e,

consequentemente, aumenta o valor agregado a fruta.
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ARTIGO 1

CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS
BIOATIVOS DE SEMENTES DE PITANGA (Eugenia uniflora Linn.),
MANGA (Mangifera indica Linn.) VARIEDADE UBA E TAMARINDO

(Tamarindus indica Linn.).
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RESUMO

Para uma exploragdo sustentavel do residuo do processamento de frutos,
tais como as sementes que podem ser fontes de macronutrientes e compostos
bioativos, a fase de caracterizacdo é fundamental. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a composicdo quimica das sementes de pitanga (Eugenia uniflora Linn.),
manga (Mangifera indica Linn.) variedade Uba e tamarindo (Tamarindus indica
Linn.) e quantificar potenciais compostos bioativos e atividade antioxidante.
Todas as sementes apresentaram altos valores de carboidratos (tamarindo: 72,06
0/100 g; manga: 80,32 g/100 g; pitanga: 86,02 g/100 g), energia (tamarindo:
423,42 kcal/100 g; manga: 446,07 kcal/100 g; pitanga: 403,91 kcal/100 g) e
atividade antioxidante pelo método DPPH expresso em % de sequestro de
radicais livres (tamarindo: 96,85%; manga: 97,95%; pitanga: 87,90%). Das
sementes analisadas, as de tamarindo se destacaram pelas elevadas
concentragdes de proteinas (14,4 ¢/100 g), antocianinas (57,92 mg/100 g),
elevados niveis de minerais e baixa atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase. A semente com maiores rendimentos de lipideos (9,21 g/100
g) e do composto fendlico &cido gélico foi a de manga. As sementes de pitanga,
com 268,29 mg EAG/ g, foram as mais ricas em compostos fendlicos totais. As
sementes das frutas analisadas, residuos do processamento destes, tém potencial
para extracdo de micro e macronutrientes bem como de compostos bioativos.

Palavras-chave: Composi¢do centesimal. Antocianinas. Fendlicos totais.
DPPH. Subprodutos.
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ABSTRACT

For a sustainable exploitation of fruit processing waste, such as seeds,
which may be sources of macronutrients and bioactive compounds, the
characterization phase is critical. The objective of this study was to evaluate the
chemical composition of pitanga (Eugenia uniflora Linn.), ‘Uba’ mango
(Mangifera indica Linn.) and tamarind (Tamarindus indica Linn.) seeds and to
quantify potential bioactive compounds and antioxidant activity. All seeds
showed high values of carbohydrates (tamarind: 72.06 ¢g/100 g; mango: 80.32
0/100 g; pitanga: 86.02 g/100 g), energy (tamarind: 423.42 kcal/100 g; mango:
446.07 kcal/100 g; pitanga: 403.91 kcal/100 g) and antioxidant activity by the
DPPH method, expressed as the % of free radical sequestration (tamarind:
96.85%; mango: 97.95%; pitanga: 87.90%). From the seeds analyzed, tamarind
seeds stood out, showing high concentrations of proteins (14.4 ¢/100 g),
anthocyanins (57.92 mg/100 g), high levels of minerals and low activity of
peroxidase and polyphenol oxidase. The seed with the highest yields of lipids
(9.21 g/100 g) and the phenolic compound gallic acid was mango. Pitanga seeds,
with 268.29 mg EAG/g, were the richest in total phenolic compounds. The seeds
of the analyzed fruits, waste from their processing, have potential for extraction
of micro- and macronutrients, as well as bioactive compounds.

Keywords: Proximate composition. Anthocyanin. Total phenolic. DPPH. By-
products.
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1 INTRODUCAO

No processamento de frutas ha, em geral, a remo¢do de cascas e
sementes (AYALA-ZAVALA et al.,, 2011), gerando toneladas de residuos
solidos. Entretanto, o aproveitamento integral das frutas é de fundamental
importancia para o desenvolvimento econémico e reducdo dos impactos
ambientais na geracdo de renda (DAMIANI et al., 2012, DAMIANI et al., 2013;
KUSKOSKI et al.,, 2006; SANTOS; SILVA, 2012; SILVA et al.,, 2014g;
SOUZA et al., 2013). Além do mais, a associacdo do consumo de compostos
bioativos e reducdo na incidéncia de patologias tém despertado, na comunidade
cientifica, o interesse pela investigagdo de novas e acessiveis fontes destas
substancias (ALMEIDA et al., 2011; PURAVANKARA; BOGHRA; SHARMA,
2000; RUFINO et al., 2010; SILVA et al., 2014b; TORRES-LEON et al., 2016).

Tamarindo (Tamarindus indica Linn.) €é uma Leguminosa,
(KOMUTARIN et al., 2004; MAITI et al., 2004) nativa da Africa (TSUDA et
al., 1994). Apresenta polpa com propriedades digestiva, laxativa (KOMUTARIN
et al.,, 2004), antioxidante (TSUDA et al., 1994), hipocolesterolemiante
(MARTINELLO et al., 2006) e antidiabética (MAITI et al., 2004). Suas
sementes, residuos da industria da polpa, sdo ricas em fitoquimicos (TSUDA et
al., 1994), in vitro seu extrato reduziu a peroxidacao lipidica (TSUDA et al.,
1993, TSUDA et al.,1994).

A manga (Mangifera indica Linn.), originaria da india (EMBRAPA,
2000), é uma das mais importantes frutas tropicais devido ao sabor agradavel e
elevador teor nutricional (CHAKRAVERTY et al., 2003; KUGANESAN et al.,
2017; THARANATHAN; YASHODA; PRABHA, 2006; TORRES-LEON et
al., 2016; VEGA et al.,, 2013). A quantidade de residuos gerados pelo seu
processamento industrial esta relacionada & variedade do fruto (35 a 55 % do
peso total) (CHAKRAVERTY et al., 2003). A améndoa contida na semente
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apresentou compostos bioativos com elevada atividade antioxidante (TORRES-
LEON et al., 2016). A variedade Ub4, abundante na regido da Zona da Mata
Mineira, tem polpa rica em vitaminas, solidos sollveis, e apresenta fibras macias
e curtas. Devido ao alto rendimento industrial, é bastante utilizada pela indudstria
(BENEVIDES et al., 2008).

Fruto pertencente a familia Myrteceae, a pitanga (Eugenia uniflora L.) é
nativa da América do Sul, composta por cerca 80% de polpa e 20% de semente,
sendo que essa proporgdo apresenta variagdes de acordo com a espécie (DIAS et
al., 2011). Das sementes é possivel extrair fitoquimicos (YI et al., 2009) com
atividade antioxidante, (SANTOS et al., 2015b) e antibacteriana (SANTOS et
al., 2015a); contudo, elas ainda ndo possuem valor comercial e, na maioria das
vezes, sdo descartadas (LIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014).

Ha& nesses residuos um potencial para exploragdo, pois em muitos
aspectos eles apresentam maiores teores de nutrientes e compostos bioativos que
as respectivas polpas (ANDRADE et al., 2012; BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; KIM et al., 2010; KUGANESAN et al., 2017;
SILVA et al.,, 2014b; SOONG; BARLOW, 2004). Também parecem ndo
demonstrar a toxicidade e os efeitos colaterais observados pelos antioxidantes
sintéticos  adicionados aos  alimentos, cosméticos e  farmacos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; KUGANESAN et al.,
2017). Diante destas consideracOes, pretendeu-se com este trabalho caracterizar
as sementes de Pitanga (Eugenia uniflora), Manga Uba (Mangifera indica Linn.)
e Tamarindo (Tamarindus indica Linn.) e identificar seus compostos bioativos
como perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante através de ensaios

bioquimicos in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sementes dos frutos

Os frutos de pitanga, produzidos na zona rural do municipio de Guapé —
MG, foram colhidos em dezembro de 2016; procedeu-se a remocdo da polpa,
higienizacdo e congelamento das sementes (-18°C) no dia da colheita,
posteriormente foram transportadas congeladas para a Universidade Federal de
Lavras.

As sementes de tamarindo, residuo da producdo de polpa de fruta no
Instituto Federal do Triangulo Mineiro — Uberaba, foram coletadas entre os
meses de outubro e novembro de 2016. Ap6s a separacdo pela despolpadeira, as
sementes foram congeladas a -18°C, e encaminhadas & Universidade Federal de
Lavras em caixas com isolamento térmico.

Os frutos de manga Ub& foram colhidos municipio de Lavras-MG, entre
dezembro de 2016 e janeiro de 2017. As sementes (concha e améndoa) foram
congeladas no momento em que foram separadas da polpa e transportadas para a
Universidade Federal de Lavras. A retirada da améndoa do interior da concha
ocorreu no momento em que foi procedida a secagem em estufa a vacuo.

Todas as sementes foram obtidas por meio de doacdo. Apds o
recebimento na Universidade Federal de Lavras, foram higienizadas e
acondicionadas em congelador a -45°C. O preparo, para uso nas analises, se
procedeu com secagem em estufa a vacuo sob temperatura de 45°C até peso
constante (pressdo absoluta = 16 kPa; Tecnal, modelo TE-395, Piracicaba, SP,
Brasil). Exceto para as sementes que foram utilizadas para as analises de
composicdo centesimal (secas a 105° C até peso constante) e atividade das

enzimas peroxidase e polifenoloxidase (ndo foram submetidas ao processo de
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secagem). Apés a secagem, as sementes foram trituradas em moinho com cuba
refrigerada (Tecnal, modelo TE-631-3).

2.2 Analises Quimicas

As andlises para caracterizacdo das sementes foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos em média + desvio padréo. As determinagdes
analiticas do teor de umidade, lipideos, proteinas, cinzas e fibras foram
realizadas de acordo com a metodologia oficial da AOAC (2005), e os
carboidratos quantificados por diferenca. O célculo do valor caldrico estimado
das sementes utilizou o fator de conversdo de 4 kcal g* para proteina e
carboidrato e 9 kcal g™ para lipideos (ATWATER; ROSA, 1899).

2.2.1 Minerais

Foram realizadas andlises de Nitrogénio, Potassio, Fdsforo, Calcio,
Magnésio, Enxofre, Cobre, Zinco, Manganés e Ferro. Para determinagcdo dos
niveis de minerais, as amostras foram preparadas por digestdo organica e um
tratamento com uma mistura de &cido nitrico e acido perclérico (2:1, v/v)
adicionado as amostras homogeneizadas em triturador de amostras (Turratec
TE-102 Tecnal), 21.500 rpm por 5 minutos (SALINAS; GARCIA, 1985). Para
determinar a concentracdo de calcio, ferro, zinco, magnésio, cobre e manganés
foi utilizado um espectrofotdbmetro de absorcao atdbmica, um fotdmetro de chama
usado para determinacdo de potéssio (768 nm) e um espectrofotdmetro de luz

visivel foi utilizado para determinagdo de fosforo (420 nm).
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2.2.2 Amido

O amido presente nas sementes foi determinado por espectrofotometria,
segundo método de Somogy adaptado por Nelson (1944). Para a extracdo foram
pesadas 5 gramas de amostra em Erlenmeyer, adicionado 0,5 gramas de
carbonato de célcio e 80 mL de solugdo agua-etanol (30:70, v:v). Levou-se ao
banho fervente, foi colocado um bastdo de vidro em cada Erlenmeyer e realizou-
se o refluxo por 1 hora. Apos este periodo de 1 hora, as amostras permaneceram
em repouso por 15 horas e, em seguida, filtradas em papel filtro, sendo que todo
o residuo foi lavado com 30 mL de Alcool etilico 95%. Em seguida, o residuo
que ficou no papel filtro foi transferido para Erlenmeyer de 250 mL com 80 mL
de agua destilada e 3 gotas de NaOH 10%. Os Erlenmeyers foram tampados com
gazes e levados a autoclave na temperatura de 120°C por 1 hora. Apo6s a retirada
das amostras da autoclave, foram adicionados 2,5 mL de HCI concentrado e as
amostras foram novamente para a autoclave a 120°C por 30 minutos. Apds
resfriados, os extratos foram neutralizados para pH 7,0 e os volumes
completados para 100 mL com agua destilada (NELSON, 1944).

A leitura foi realizada em espectrofotémetro, comprimento de onda de
620 nm e os resultados expressos em gramas de amido por 100 g de semente em

base seca (% de amido presente).

2.2.3 Extrato para determinacdo de pectina total, solGvel e agUcares totais

Pesou-se 5,000 gramas de amostra em potes de polietileno com tampa e
adicionando 80 mL de solugdo aquosa de etanol (95:5, v:v), homogeneizou-se
em triturador de amostras (Turratec TE-102 Tecnal), 21.500 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, os potes foram fechados e levados para mesa agitadora orbital
(SL 180/A, Solab) a 200 rpm, durante 1 hora. Aguardou-se 15 horas em
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temperatura ambiente e procedeu-se a filtragem em papel filtro (Whatman 185
mm), transferindo o liquido para Erlenmeyer de 500 mL, utilizando-se solugéo
aquosa de etanol (95:5, v:v) para remocdo de todo o residuo presente no

recipiente.

2.2.3.1 Pectina total e sol(vel

Foi realizada a extracdo da pectina total e soluvel segundo a técnica
descrita por McCready e McComb (1952), determinadas colorimetricamente,
segundo Bitter e Muir (1962), e os resultados expressos em mg de &cido

galacturdnico por 100 g de semente seca.

2.2.3.2 Agucares totais

Os aculcares totais presentes nas sementes secas foram determinados
pelo método de Antrona (9,10-dihidro-9-oxoanthracena) (DISCHE, 1962), que
se baseia na acdo hidrolitica e desidratante do acido sulfdrico concentrado sobre
os carboidratos, resultando em um produto de coloracdo verde. Primeiramente,
foi construida a curva-padrao de glicose anidro. Em seguida foram preparados 0s
tubos contendo 1 mL de amostra (extrato preparado conforme item 2.2.3) e 2
mL de reagente Antrona que permaneceram em banho-maria fervente por 10
minutos e, posteriormente, foram resfriados. Foi feita a quantificacdo por
espectrofotometria a um comprimento de onda 620 nm, e o0s resultados

expressos em (g de glicose.100g ™ de semente seca).
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2.2.4 Determinagéo de lignina, celulose e hemicelulose por Van Soest

A determinacdo de teores de lignina, celulose e hemicelulose foram
feitas de acordo com as metodologias propostas por Van Soest (1963). FDN
isola celulose, hemicelulose e lignina, enquanto FDA isola celulose e lignina.
Assim, hemicelulose é estimada através da diferenca entre FDN e FDA, lignina
e celulose sdo quantificadas sequencialmente pela diferenca nos pesos dos

cadinhos antes e apos incineragao na determinagdo de FDA.

2.2.5 Preparo do extrato da semente para determinacao de fendlicos totais e

capacidade antioxidante

Os extratos das sementes de pitanga, manga e tamarindo foram obtidos
baseando-se na metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), com adaptaces. Amostras de 1 g das sementes secas e trituradas foram
extraidas com 20 mL de solucdo aquosa de metanol 50% (1:1, v:v) e deixada em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, a mistura foi
centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi recuperado e
adicionado 20 mL de solucdo acetona/agua (70%, v/v) ao residuo, foi
homogeneizado e deixado em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e, em
seguida, centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante coletado foi
adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume completado para 50 mL com
agua destilada (RUFINO et al., 2007).
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2.2.5.1 Determinacdo de fendlicos totais

O conteudo fenolico total foi determinado de acordo com o método
adaptado de Folin-Ciocalteu (SAUCIER; WATERHOUSE, 1999). Os extratos
das sementes (0,5 mL) foram misturados com 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu (10%) e 2 mL de solucdo de carbonato de sédio (4%). A mistura foi
agitada a 200 rpm e mantida a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos 2
horas, foi medida a absorbancia, a 750 nm, usando espectrofotdmetro. Solucdes
aquosas de acido galico foram usadas para construcdo da curva de calibragdo. Os
resultados foram expressos em gramas de acido galico equivalentes (EAG) por

100 g de semente seca.

2.2.5.2 Atividade antioxidante total pelo método de DPPH

Na determinacéo da atividade antioxidante foi empregada a metodologia
baseada na extingdo da absorcdo do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH
60 uM), proposta por Rufino et al. (2007) com adaptagdes em relagdo ao
calculo, estimando-se o percentual de sequestro do radical livre DPPH com
relagéo ao controle.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante foram adicionados 0,1
mL do extrato das amostras das sementes dos frutos a 3,9 mL de solucdo de
DPPH. Para o controle foram adicionados 0,1 mL de metanol juntamente ao
DPPH, no lugar do extrato. As leituras foram realizadas, a cada 30 minutos até a
estabilizacdo, em espectrofotdbmetro a 515 nm e os resultados expressos em

percentual de sequestro de radicais livres.
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2.2.6 Carotenoides

Os carotendides foram extraidos das sementes dos frutos e quantificados
de acordo com o método proposto por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004). Para
a extracdo, a cada 1,000 grama de amostra de semente foi adicionada acetona, e
a mistura resultante submetida 4 agitacdo durante 1 h a 200 rpm. Posteriormente,
as amostras foram lavadas trés vezes com acetona e filtradas a vacuo. Um
volume de 45 mL de éter de petroleo foi vertido em um funil de separagdo. A
solucdo de pigmentos em éter de petroleo foi transferida para um frasco
volumétrico e completada a um volume final de 100 mL com éter de petréleo. A
analise das amostras foi feita em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
450 nm para B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Os resultados foram

expressos em mg de B-caroteno ou licopeno por 100g de semente seca.

2.2.7 Antocianina monomérica

A determinagdo de antocianinas nas sementes foi de acordo com
metodologia descrita por Francis (1972). Em balanga analitica, pesou-se 1,0000
grama da amostra integral, homogeneizada em triturador de amostras (Turratec
TE-102 Tecnal), 21.500 rpm por 5 minutos, na qual foram adicionados 25 mL de
solucdo aquosa de HCI 1,5 M (85:15, v:v), encubando por 1 hora em
temperatura ambiente. Filtrou a mistura e completou o volume, em baldo
volumétrico, para 50 mL com a solucdo de etanol:HCI 1,5M, e apds esse
procedimento foi efetuada a leitura, a 535 nm, em espectrofotdmetro (Varian,
Cary 50 Scan). A quantificacdo de antocianinas totais baseou-se no coeficiente
de absorcdo molar da cianidina-3-glicosidio por 100 gramas de amostra

(equacdo 1), a qual representa a principal antocianina presente em frutos.
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__ Abs

€= el @
Onde:
Abs = Absorbancia
e= Coeficiente de absor¢do molar (L.mol™*.cm™) = 982

C = Concentracdo em mol/L

1 = Caminho 6tico em cm

2.2.8 Perfil de Fenolicos

Os compostos fendlicos presentes foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Anteriormente a andlise os extratos foram
preparados com 2,5 gramas das sementes secas, acrescidos de 20 mL de solucéo
de &gua: metanol (30:70, v:v), a mistura foi homogeneizada em triturador de
amostras (Turratec TE-102 Tecnal), 21.500 rpm por 5 minutos, posteriormente,
permaneceu por 60 min em banho ultrassénico a temperatura ambiente. Depois,
as amostras passaram por processo de centrifugacdo a 1400 g por 15 minutos a
4°C e filtradas em papel de filtro Whatman n° 2 (RAMAYA et al., 2013).

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia por deteccdo de diodo (HPLC
DAD/UV-Vis), coluna C18, 5 um (250 mm por 4,6 mm) foi utilizado para a
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos do extrato. Utilizaram-se
as seguintes fases moveis: 2 % de &cido acético em agua (Fase mdvel A) e
70:28:2 de metanol/agua/acido acético, respectivamente (Fase mével B). A
vazdo volumétrica foi de 1,0 mL/min e o tempo de corrida de 65 minutos, o
volume injetado da amostra foi 20 pL e as analises conduzidas a temperatura 15
°C. Utilizou-se, para a detec¢do, o comprimento de onda 280 nm e os padres:
acido galico, acido clorogénico, catequina, acido cafeico, vanilina, acido p-
cumaérico, &cido ferulico e transcindmico. As solugdes padrdes foram preparadas

em metanol grau HPLC e as curvas de calibracdo obtidas com injecfes em
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duplicatas de cinco concentracdes. Na analise em HPLC, os compostos fendlicos
foram identificados comparando o tempo de retencdo com os dos padrdes puros.

Os resultados foram expressos em mg do composto fen6lico/100g de semente.

2.2.9 Peroxidase e polifenoloxidase

As sementes destinadas a esta analise ndo passaram por secagem, para
que a atividade das enzimas nado fosse reduzida. As amostras de sementes foram
trituradas em processador utilizando nitrogénio liquido.

As enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) foram extraidas
seguindo a metodologia descrita por Matsuno e Uritani (1972). Tomou-se 10
gramas de semente e completou-se o volume com 50 mL de tampé&o fosfato, na
concentracdo de 0,05 M, pH 7,0, para manter o pH favoravel a atividade
enzimatica. Homogeneizou-se a mistura em Politron durante 3 minutos e
posterior filtragdo num funil em papel Whatman n°1. O homogeneizado foi
centrifugado por 10 min a 10.000 rpm e o sobrenadante resultante utilizado para
a determinacéo da atividade enzimatica.

De acordo com o0 método sugerido por Teisson (1979) para a
determinacgdo da PPO foi acrescida uma aliquota de 1 mL do extrato enzimatico
obtido a 3,6 mL de tampao fosfato pH 7,0 (0,1 M) e 0,1 mL de catecol 10 mM.
A solucdo obtida foi incubada por 30 min a 30 °C e a reag&o interrompida pela
adicdo de 1,6 mL de &cido perclérico 2 N. A atividade da PPO foi expressa em
unidade (atividade enzimatica capaz de alterar 0,001 de absorbancia a 395nm)
por grama de semente fresca por minuto (U.g™.min™).

A determinacdo da atividade da POD realizou-se de acordo com o
método descrito por Matsuno e Uritani (1972). Foi pipetada uma aliquota de 3
mL de extrato enzimatico obtido sobre uma solucgdo, contendo 5 mL de tampéo
fosfato citrato pH 5 (0,02 M), 0,5 mL de peroxido de hidrogénio 3% e 0,5 mL de
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guaiacol. A solucéo, incubada a 30 °C por 5 min, foi interrompida pela adigéo de
1 mL de bissulfito de sodio 30%. A atividade da POD é expressa em unidade
(atividade capaz de alterar 0,001 de absorbancia a 470 nm) por grama de

semente fresca por minuto (U.g™". min™).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises Quimicas

Na Tabela 1 estdo os valores médios da composicdo centesimal, com

base na matéria seca das sementes de tamarindo, manga e pitanga.

Tabela 1 - Composicdo centesimal das sementes de tamarindo, manga e pitanga,
resultados expressos em base seca.

Composicao Centesimal (%6)*

Tamarindo Manga Pitanga
Extrato Etéreo 4,68+0,02 9,21+0,04  0,78+0,04
Proteina 14,40+0,31 6,27£0,64  6,68+0,36
Cinza 1,75+0,04 1,92+0,02  2,31+0,07
Fibra 7,11+0,59 2,27+0,34  4,21+0,81
Fracdo Nao Nitrogenada 72,11+0,25 80,74+0,79 86,28+0,8
Umidade 40,99+0,25  46,65+0,57 49,01+0,07

TValores da média + desvio padréo de trés replicatas.

Fonte: Da autora.

Numa revisdo da literatura sobre a composicao das sementes das frutas,
foram relatados diferentes valores que podem ser influenciados por diversos
fatores, como método analitico, 0 momento da colheita, maturidade, variedade,
condicdes de clima e solo, exposicdo ao sol, localizacdo dos frutos na planta e
manuseio pos-colheita (AMIRA et al., 2011).

O percentual de proteina bruta contido nas sementes de tamarindo,
segundo Marangoni, Alli e Kermasha (1988), foi de 15,5%. O feijédo, conhecida

fonte de proteina vegetal apresenta valores a partir de 19% deste macronutriente
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(REZENDE et al., 2017). Os teores de proteina das sementes de tamarindo
sugerem que estas podem ser utilizadas na alimentacdo humana ou animal.

A elevada proporcdo de fracdo ndo nitrogenada na semente de tamarindo
também foi obtida por Marangoni, Alli e Kermasha (1988), que relataram 59,4
%, os autores observaram 8% de fibra bruta.

Das sementes analisadas, as de manga foram significativamente mais
ricas em lipideos. Na matéria seca de diversas variedades de semente de manga,
foram observados por Odunsi (2005) 13,6%, Elegbede e Achoba (1995) 12,8 %,
Nzikou et al. (2010) o valor de 13% e Ashoush e Gadallah (2011) 8,15%. O
acido graxo mais abundante na améndoa desta fruta € o esteérico, 46,3%, e pode
apresentar funcdo comercial na elaboragdo de produtos estaveis em elevadas
temperaturas, tendo potencial para aproveitamento na industria quimica,
alimenticia ou cosmética (ELEGBEDE; ACHOBA; RICHARD, 1995).

Em relacdo aos teores de proteina bruta das sementes de manga, Nzikou
et al. (2010) obtiveram 6,36%, valores similares aos de Odunsi (2005),
Elegbede, Achoba e Richard (1995) de 6,16 % e 6,0 %, respectivamente. Diarra
(2014), analisando a viabilidade de inserir a semente de manga na alimentagao
de aves, verificou que, além de possuir de 6 a 10 % de proteina bruta, tem um
bom perfil de amino&cidos essenciais.

Elegbede e Achoba (1995) observaram em mangas Nigéria, um teor de
2% de cinzas. Odunsi (2005), analisando a mesma variedade de semente de
manga encontrou 2,32% de cinzas.

O valor energético da semente de manga segundo andlise de Elegbede,
Achoba e Richard (1955) foi de 440 kcal/100g, Yatnatti, Vijayalakshmi e
Chandru (2014) constatou em sementes de manga um valor energético de 421
kcal/100 g. A farinha de semente de manga tem sido recomendada para consumo
humano como fonte energética e de antioxidantes (ABDALLA et al., 2007;
ASHOUSH; GADALLAH, 2011).
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Embora os teores de lipideos das sementes de pitanga tenham se
apresentado significativamente inferiores, comparando-se as demais sementes
analisadas neste estudo, Luzia, Bertanha e Jorge (2010) observaram, no extrato
etandlico da semente de pitanga, elevada porcentagem de &cidos graxos
insaturados, caracteristica favordvel ao uso para fins comestiveis e
farmacéuticos.

Autores de trabalhos anteriores obtiveram rendimento de proteina, para
as sementes de pitanga, entre 3,7% (BAGETTI et al., 2009) e 8,81% (LUZIA;
BERTANHA; JORGE, 2010). Em estudo feito com frutos brasileiros néao
convencionais, Luzia e Jorge (2014) obtiveram teores de proteinas para
sementes secas de graviola, jabuticaba, cagaita e pitanga de 12,21%, 6,26%,
7,22% e 8,76%, respectivamente.

As sementes de pitanga apresentaram valor energético de 406,45
kcal/100 g, na matéria seca, com base nas porcentagens de carboidratos,
proteinas e lipideos encontrados por Luzia, Bertanha e Jorge (2010), valor
préximo ao encontrado neste estudo (403,91 kcal/100 g).

Comparando-se as sementes analisadas neste estudo, em relacdo a
composicdo centesimal, observa-se que manga e pitanga apresentaram
quantidades semelhantes de proteinas, enquanto as de tamarindo tiveram
rendimento superior. Nas trés amostras, 0 componente presente em maior
proporcao foi a fragcdo ndo nitrogenada.

Em base seca, as sementes de manga apresentaram o0 maior valor
energético (446,07 kcal/100 g), seguida das sementes de tamarindo (423,42
kcal/100 g) e, por ultimo, a de pitanga (403,91 kcal/100 g).
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3.2 Minerais

As composicBes de minerais, incluindo nitrogénio (N), fésforo (P),
potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu),
manganés (Mn), zinco (Zn) e ferro (Fe) das sementes estdo na Tabela 2. Os
resultados sdo expressos nas mesmas unidades observadas, para a ingestdo diaria
recomendada, DRI (Dietary Reference Intakes), dos respectivos elementos
(OTTEN; HELLWIG; MEYERS, 2006).

Tabela 2 - Teor de minerais das sementes de tamarindo, manga e pitanga, resulta
dos expressos em base seca.

Minerais Tamarindo Manga Pitanga DRI*

N (g/100g) 2,3 0,84 1,00

P (mg/100g) 200 140 130 580 mg/dia
K (g/100 g) 0,65 0,55 1,10 4,7 g/dia
Ca (g/100 g) 0,05 0,06 0 1 g/dia

Mg (mg/100 g) 190 200 110 265 mg/dia
S (g/100 g) 0,15 0,11 0,13

B (mg/100g) 0,41 0,3 0,33 20 mg/dia
Cu (ng/100g) 760 571 547 700 pg/dia
Mn (mg/100 g) 0,83 2,96 0,84 1,8 mg/dia
Zn (mg/100g) 2,98 0,76 1,14 6,8 mg/dia
Fe (mg/100g) 3,02 1,85 1,74 8,1 mg/dia

%% DRI (Dietary Reference Intakes): Ingestdo diaria recomendada para mulher adulta 31
aos 50.
Fonte: Da autora.



67

Ndo existe DRI estipulada para enxofre, este elemento é componente de
aminoacidos como metionina, cistina e cisteina, também como parte das
moléculas antioxidantes da glutationa peroxidase (SYLVIA, 2012).

O teor de cobre em 100 gramas de semente de tamarindo superou a
ingestdo diaria recomendada para esse mineral. Sendo que Glew et al. (2005)
encontraram valores ainda maiores de cobre, sendo 909 pg/100 g.

Okello et al. (2017) observaram gque a composi¢do mineral das sementes
de tamarindo é maior na semente que na polpa; 0 autor sugere que 0 consumo
da semente do tamarindo auxilia no combate de deficiéncias de minerais como
zinco, ferro, calcio e magnésio.

Dentre os minerais verificados na semente de manga, 0 magnésio
apresentou-se em valores proximos a recomenda¢do, enquanto 0 manganés esta
em teores que superam a ingestdo diaria recomendada. Elegbede et al. (1995)
encontraram concentragdes de minerais nas améndoas de manga iguais a 50 mg
de calcio /100 g, 0,36 g de potassio /100 g, e 100 mg de magnésio /100 g e 140
mg de fosforo /100 g.

Ferro, selénio, cobre, zinco e manganés sdo considerados minerais
antioxidantes por garantir a atuagdo de determinadas enzimas que combatem o
estresse oxidativo no organismo humano (RIBEIRO; SCHIEBER, 2010), como
a catalase. O valor de minerais encontrados nas sementes analisadas é
interessante para, junto com outros ingredientes, atingir a ingestdo diaria

recomendada de alguns destes minerais.

3.3 Pectina total, soluvel, amido e agUcares totais
Tabela 3 tem-se o0s teores de compostos das sementes, entre 0S quais

pectina total, pectina soltvel, amido, agucares totais.
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Tabela 3 - Teores de pectina total, pectina soltvel, amido, agUcares totais presen
-tes nas sementes secas de tamarindo, manga e pitanga, resultados ex
pressos em base seca?.

Tamarindo Manga Pitanga
AcUcares Totais (%) 9,41+0,05 0,81+0,02 2,31+0,53
Pectina Total (%) 3,83+0,02 1,82+0,02 2,66%0,25
Pectina Soluvel (%) 0,95+0,01 1,76%0,03 0,73+0,003
Amido (%) 11,68+0,48 14,39+1,00 13,75+0,47

2Valores da média + desvio padréo de trés replicatas.
Fonte: Da autora.

A pectina é naturalmente encontrada na parede celular e nas camadas
intercelulares de plantas, capaz de formar géis na presenca de agUcar, acido ou
fons calcio (FENNEMA, 1996). As fontes mais comumente utilizadas
comercialmente sdo os albedos citricos e 0 bagaco de macad. Por apresentar
caracteristicas diversas, dependentes da fonte que é extraida, sua obtencdo a
partir de residuos industriais tem sido investigada (MUNHOZ; SANJINEZ-
ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2010). Extensamente explorada na
elaboracdo de doces e geleias, a goiaba apresenta teor médio de pectina total de
7,63% (SPILLER, 2012).

O amido é o principal carboidrato digerivel encontrado nos vegetais, e
devido a sua propriedade de gelatinizag&o, sua aplicacdo vai além da inddstria
alimenticia. Alimentos como arroz branco, lentilha e farinha de trigo
apresentam, respectivamente, 85,8, 44,5 e 76,2% de amido (BEDNAR et al.,
2001).
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3.4 Lignina, celulose e hemicelulose

Na Tabela 4, estdo listadas as proporcdes de fibra encontradas nas

sementes.

Tabela 4 - Teores de lignina, celulose, hemicelulose, FDN e FDA nas sementes
de tamarindo, manga e pitanga, resultados expressos em base secas.

Lignina Celulose Hemicelulose
FDN FDA
% % %
Tamarindo  29,3740,75 12,05+0,54 6,26+0,08 5,79+0,60 17,32+0,26
Manga 76,10+0,11  8,36+0,54 1,70+0,55 6,66+0,55 67,74+0,44
Pitanga 54,15+0,93  6,41+0,97 2,97+0,77 3,44+0,72 47,74+1,80

3 Valores da média * desvio padrdo de trés replicatas.
Fonte: Da autora.

A fibra €, em geral, composta pela parede celular dos vegetais na qual se
encontram os polimeros como celulose, hemicelulose lignina, proteina e
compostos minoritarios. (JUNIOR et al., 2007).

Pode-se inferir que as sementes analisadas no presente estudo, no que
diz respeito a porcentagem de fibras, poderiam ser empregadas na alimentacdo
de ruminantes. Pois, as proporcdes de fibras encontradas para as sementes neste
trabalho sdo semelhantes a recomendacdo de ingestdo na alimentacdo de

ruminantes.

3.5 Fenolicos totais, Carotendides, antocianinas e atividade antioxidante

Na Tabela 5 sdo apresentados os teores de fendlicos totais,

carotenoéides, antocianinas e atividade antioxidante avaliada pelo método de
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sequestro de radicais DPPH e expresso em percentual de extin¢do de radicais
livres.

As fontes de compostos fendlicos sdo as frutas, vegetais folhosos, alho,
cebola (FRANCKI, VALESKA MANGINI; GOLLUCKE, 2005), cha verde,
entre outros. O cha-verde, por exemplo, apresenta teores de compostos fenolicos
entre 23,75 e 65,71 mg EAG/g (FIRMINO; MIRANDA, 2015), quantidade
inferior a observada nas sementes de tamarindo, manga e pitanga (Tabela 5).

Os subprodutos gerados do processamento de alimentos tém mostrado
elevado teor de compostos bioativos, bem como alta atividade antioxidante
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Na semente de abacate 0
teor de compostos fenolicos pode chegar a 40 mg EAG/L na matéria integral
(SEGOVIA; CORRAL-PEREZ; ALMAJANO, 2016), e no bagaco de cana foi
reportado 18 mg EAG/100 mg na matéria seca (ZHENG et al., 2017).

Tabela 5 - Compostos fendlicos totais, carotendides e antocianinas e capacidade
antioxidante das sementes de tamarindo, manga e pitanga, resultados
expressos em base seca.

Fendlicos totais*  Carotenéides®  Antocianinas® DPPH?

Tamarindo  122,29+0,70 1,57+0,01 57,92+0,16 96,85+0,01
Manga 167,51+0,68 1,34+0,01 1,81+0,04 97,95+0,00
Pitanga 268,29+0,95 5,52+0,14 2,48+0,18 87,90+0,01

& Fendlicos totais expressos em mg de EAG/g de semente seca.

® Carotendides expressos em g de pp-caroteno/g de semente seca.

‘Antocianinas expressas em equivalentes de cianidina-3-glucdsido/100 g de semente
seca.

9 DPPH expresso em % de extinco de radicais livres.

*Resultados expressos pela média e desvio padrao.

Fonte: Da autora.

Ribeiro et al (2010) encontraram para a mesma variedade de manga

analisada neste estudo a concentracdo de 82,5 mg de EAG/g. O teor de fendlicos
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totais da semente de manga mostrou-se superior ao apresentado pela polpa dessa
mesma fruta (5,45 mg EAG/g) (KUSKOSKI et al.,2006).

Em estudo realizado por Luzia, Bertanha e Jorge (2010), com sementes
de pitanga, o teor de compostos fendlicos foi de 75,64 mg EAG/g de amostra.
Bagetti et al. (2009) obtiveram 25 mg EAG/g de amostra. Silva et al. (2014b)
observaram que os subprodutos (casca, bagaco e sementes) dessa fruta tiveram
rendimento de 126,9 mg EAG/g, enquanto a polpa rendeu 39,6 mg EAG/g.

Analisando polpa e sementes frescas de abacate, jaca, pitomba, manga e
tamarindo, Soong e Barlow (2004) encontraram 0s maiores valores de
compostos fenodlicos para as sementes de manga (117 mg EAG/g), seguido pelas
sementes de tamarindo (94,5 mg EAG/g). Os autores observaram que as
sementes desses frutos apresentaram maior rendimento de compostos fendlicos e
atividade antioxidante que a polpa.

Estudos tém demonstrado correlagdo positiva entre teor de fendlicos e
atividade de sequestro de radicais DPPH nas matérias-primas analisadas
(BAGETTI et al., 2009; KUSKOSKI et al., 2006; Y1 et al., 2009). Porém, a
estrutura, o nimero e posicdo do grupo hidroxila interferem na atividade
antioxidante destes componentes (CARRATU; SANZINI, 2005). Yi et al.
(2009), caracterizando residuos de uva provenientes da produgdo de vinho,
encontraram teores de fendlicos totais entre 2,5 e 4,7 mg EAG/ g de amostra.

A cenoura, fonte conhecida de carotendides, apresenta 79,26 pg/g
(MEDEIROS; KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2011), Bezerra et al. (2000),
analisando a polpa da pitanga, encontraram valores de carotendides de 225,9
Hg/g. Em comparacdo dos dados encontrados com os teores de carotenoides das
sementes analisadas, entende-se que sementes de manga, pitanga e tamarindo
nado sdo fontes ricas desse componente.

A semente de tamarindo destacou-se no teor de antocianina monomérica

com o valor médio de 57,92 equivalentes de cianidina-3-gluc6sido/100 g. Yi et
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al. (2009) observaram no residuo de uva valores entre 131 mg/100 g e 302
mg/100 g. Kuskoski et al. (2006) encontraram em polpas congeladas de frutas os
teores de 41,8 mg/100 g para amora, 30,9 mg/100 g para uva, 23,7 mg/100 ¢
para o morango, 22,8 mg/100 g para o acai, 16 mg/100 g para a acerola e 2,7
mg/100 g para a goiaba, na matéria fresca. Esses autores relataram forte
correlacdo entre os valores de atividade antioxidante, analisada por DPPH, ao
conteudo total de antocianinas, sendo este um indicativo de que o teor de
antocianina pode ser contribuinte na atividade antioxidante.

A atividade antioxidante pelo método DPPH, apresentada pelas
sementes, foi de 96,24 % para sementes de tamarindo, 97,95 % nas sementes de
manga e 87,89 % para a pitanga. A porcentagem de atividade antioxidante para
semente de pitanga obtida por Luzia, Bertanha e Jorge (2010) foi de 92,15%.
Residuos de uva utilizadas na produc¢do de vinho possuem atividade antioxidante
entre 63,3% (DPPH) e 84,1 Mm TE/100g (atividade antioxidante equivalente a
Trolox) (Yl et al., 2009).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que as sementes de
tamarindo, manga e pitanga sdo ricos em compostos fenolicos, sendo obtidos
valores superiores aos de fontes conhecidas como polpa de uva (1,17 mg
EAG/g) e acai (1,37 mg EAG/g) (KUSKOSKI et al., 2006). Desta forma,
acredita-se que os extratos destas sementes possam ter potencial para utilizagdo

na industria alimenticia e/ou farmacéutica.
3.6 Perfil de Fendlicos
As concentragbes dos compostos fendlicos, determinados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), expressos em mg/100g de

sementes, estdo na Tabela 6.
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Tabela 6 - Compostos fendlicos determinados por CLAE expressos em
mg /100 g de sementes seca.

Compostos Fenolicos Tamarindo  Manga Pitanga
Acido galico 1,68+0,02 98,69+0,75 19,55+0,19
Catequina nd 3,23+,030 nd

Acido clorogénico 1,04+0,07 nd nd

Acido cafeico 0,63+0,02 nd nd
Vanilina nd 7,85+0,06 nd

Acido p-cumarico 0,24+0 nd nd

Acido Ferdlico nd 1,07+0,18 nd
Transcinamico nd 0,65+0,01 nd

Total 3,59 111,48 19,55

*Resultados expressos pela média e desvio padréo.
Fonte: Da autora.

O fendlico identificado em todas as sementes foi o &cido galico, este
composto juntamente com seus derivados apresenta propriedades antioxidantes
(BARBOSA, 2010; GARUD; KULKARNI, 2018; YADAV et al., 2017),
antimicrobiana e antimutagénica (BARBOSA, 2010).

O principal fendlico presente nas sementes de manga, segundo
Puravankara et al. (2000), é acido galico. As sementes de pitanga apresentaram,
em analise conduzida por Oliveira et al. (2014), acido elagico pentosideo, acido
elagico ramnosideo, quercetina e kaempferol pentosideo. Estes compostos nao
foram quantificados no presente estudo por ndo haver padr@es disponiveis.

Os valores de fendlicos totais observados para cada semente através do
método Folin-Ciocalteu (Tabela 5) foram superiores aos obtidos por
cromatografia (Tabela 6). A causa pode estar relacionada ao fato de que o
primeiro método utiliza a espectrofotometria, que ndo é discriminatéria e detecta
todos os grupos fendlicos contidos na amostra. Na analise cromatografica, por
sua vez, ndo foram quantificados os fendlicos que ndo possuam o padréo.

Testando possiveis efeitos positivos da adicdo do extrato metandlico da

semente de manga a produtos alimenticios, Abdalla et al. (2007) observaram
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aumento da estabilidade do 6leo de girassol e de batatas fritas frescas, e a
reducdo das condicBes de crescimento para bactérias contaminantes do leite
pasteurizado. Os autores atribuiram este efeito ao alto conteldo de compostos
fenolicos, e ao perfil de &cidos graxos apresentado pelo extrato. Grande parte
dos efeitos antioxidante das plantas é devido ao seu alto teor de compostos
fenolicos (SOONG; BARLOW, 2004).

3.7 Peroxidase e Polifenoloxidase

As atividades enzimaticas da peroxidases e polifenoloxidases das

sementes frescas dos frutos estdo na Tabela 7.

Tabela 7 - Atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases.

Polifenoloxidase Peroxidase

(U.gt. min™) (U.g™. min™)

Tamarindo 7,88+0,08 13,88+0,35
Manga 30,71+0,04 75,07+1,67
Pitanga 35,51+1,49 148,33+1,80

*Resultados expressos pela média e desvio padrao.
Fonte: Da autora.

A enzima peroxidase usa o perdxido como substrato, enquanto a
polifenoloxidase oxida fendis. A peroxidase, embora seja capaz de degradar
pigmentos, nédo est4 relacionada diretamente a degradacéo dos alimentos, mas é
bastante utilizada como indicador de tratamento térmico adequado em frutas e
vegetais, uma vez que é altamente resistente ao calor. Polifenoloxidase é uma
das enzimas mais abundantes nos vegetais e pode catalisar escurecimento
enzimatico nesses alimentos, com consequente reducdo de lisina e antocianinas
(FENNEMA, 1996).
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A atividade da enzima peroxidase mais elevada foi na semente de
pitanga, com 148,33 (U.g™".min™), seguida pela semente de manga com 75,07
(U.g™.min™) e tamarindo 13,88 (U.g™. min™). Em relacfo a polifenoloxidase,
sementes de manga e pitanga apresentaram valores proximos de 30,71 (U.g™.
min™) e 35,51 (U.g™.min), respectivamente, enquanto para o tamarindo obteve-
se 7,88 (U.gt.min™).

Na soja foi observada atividade de enzima polifenoloxidase de 18 (U.g™.
min™) e peroxidase de 12 (U.g™". min™) (KUMAR et al., 2015). As sementes de
oliva, estudadas por Garcia-Rodriguez et al. (2011), demonstraram 20,8 (U.g™.
min™) de peroxidase e valores despreziveis de polifenoloxidase. Comparando
aos valores obtidos nesse estudo, é possivel afirmar que pitanga e manga
apresentam altas atividades enzimaticas.

O processo de secagem das sementes € importante porque inativa
enzimas capazes de degradar compostos bioativos, e reduz as possibilidades de
crescimento microbiano. Para que ndo haja diminuicdo na capacidade
antioxidante do material, 0 método de secagem precisa ser escolhido
criteriosamente (TORRES-LEON et al., 2016), garantido a inativacio de
enzimas indesejaveis e, por outro lado, evitando a degradacdo dos compostos de
interesse.

Considera-se que a secagem na temperatura de 45°C até peso constante
tenha sido eficiente para a inativacdo enzimatica, pois hd uma relacéo inversa
entre temperatura e tempo de aquecimento necessario a inativagdo da
polifenoloxidase e da peroxidase (LUIZ; HIRATA; CLEMENTE, 2007).

As sementes analisadas mostraram potencial de aplicagdo na obtencédo
de nutrientes, sendo que pesquisas adicionais, acerca dessas sementes como a
presenca de substancias antinutricionais e a biodisponibilidade dos nutrientes
encontrados, devem ser realizadas para que se afirme, com seguranca, qual a

melhor aplicabilidade desses produtos.
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Além da caracterizagdo das propriedades nutricionais e funcionais, é
recomendavel que sejam realizadas analises de mercado. Os residuos podem ser
usados diretamente ou como farinhas ap6s a reducdo de componentes
antinutricionais, caso estejam presentes, ou pela extracdo dos compostos de

interesse, tais como a extracdo dos compostos bioativos e macronutrientes.
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4 CONCLUSAO

As sementes secas apresentaram valores energéticos elevados e
semelhantes entre si, mas os teores de lipideos mais altos foram os da semente
de manga. A semente de tamarindo apresentou 0 maior percentual de proteinas e
a de pitanga o maior percentual de carboidratos (extrato ndo nitrogenado).

As sementes sdo ricas em compostos fenolicos, sendo os maiores valores
encontrados nas sementes de pitanga, e observando-se os valores das sementes
de manga e tamarindo proximos. Dentre os compostos fenélicos quantificados, o
acido galico esteve presente nas trés sementes, com maiores valores na manga.
Esse mesmo fendlico foi o Unico quantificado na semente de pitanga.

As trés amostras apresentaram baixos teores de carotendides. Os valores
de antocianina monomérica também foram baixos, exceto para o tamarindo que
obteve elevado valor deste componente.

Em relacdo a analise de minerais, o tamarindo, apresentou maiores
teores de nitrogénio, fosforo, cobre, zinco e ferro, enquanto a manga se destacou
por maiores concentracdes de manganés, magnésio e célcio, e a pitanga teve

mais potéssio que as demais.
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ARTIGO 2

PLANEJAMENTO DE MISTURA NA EXTRAGAO DE FENOLICOS E
ANTOCIANINAS DA SEMENTE DE TAMARINDO (TAMARINDUS
INDICA LINN.)
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RESUMO

Este trabalho objetivou analisar o0s teores compostos fendlicos,
antocianinas e atividade antioxidante pelo método DPPH ( 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) de extratos obtidos das sementes de tamarindo. Os extratos das
sementes de tamarindo foram obtidos utilizando o planejamento de misturas tipo
simplex-centroidecentréide, empregando solventes considerados menos
agressivos ao meio ambiente e a satide humana (agua, etanol e isopropanol) em
trés temperaturas 25°C, 35°C e 55°C, com tempo (4 horas) e fracdo massica
semente: solvente (1:5) previamente fixados. Através desse planejamento
observou-se um aumento na extragdo de fenolicos totais de 0,02 g/100g quando
se utilizou isopropanol como solvente puro a 35°C até 1,10 g/100g empregando-
se a mistura agua: isopropanol a 55°C. O teor de antocianinas de 1,9 mg/100g,
obtido a partir da agua como solvente puro a 35°C, chegou a 14,63 mg/100g
guando foi empregado o etanol a 25°C. A porcentagem de sequestro de radical
DPPH dos extratos variou de 0,4% com isopropanol a 25°C, a 91,3% no extrato
obtido a 55°C da mistura de &gua e isopropanol. O planejamento de misturas
simplex-centroide mostrou-se uma eficiente e acessivel forma de otimizar os
processos de extracdo de fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Tamarindus indica. DPPH. Simplex-Centroid. Superficie de
Resposta. Sub-produtos. Fitoquimicos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the contents of phenolic
compounds, anthocyanins and antioxidant activity by the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) method in the different extracts obtained from tamarind seeds.
using simplex-centroid design, with solvents considered to be less aggressive to
the environment and to human health (water, ethanol and isopropanol) at three
temperatures (25 °C, 35 °C and 55 °C); time (4 hours) and seed:solvent (1:5)
mass fraction were previously fixed. Through this design, an increase in the total
phenolic extraction of 0.02 g/100 g was observed when isopropanol was used as
a pure solvent at 35 °C to 1.10 g/100 g, using the water:isopropanol mixture at
55 °C. The anthocyanin content of 1.9 mg/100 g obtained from water as a pure
solvent at 35 °C, reached 14.63 mg/100 g when ethanol was used at 25 °C. The
percentage of DPPH radical sequestration of the extracts ranged from 0.4% with
isopropanol at 25 °C, to 91.3% in the extract obtained at 55 °C from the
water/isopropanol mixture. The simplex-centroid design proved to be an
efficient and accessible way to optimize the extraction process of total phenolics,
anthocyanins and antioxidant activity.

Keywords: Tamarindus indica. DPPH. Simplex-Centroid. Response Surface.
By-products. Phytochemicals.
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1 INTRODUCAO

O aumento do interesse do consumidor por alimentos naturais tem
refletido no desenvolvimento da industria de sucos naturais e polpas congeladas.
Isto resulta no descarte de altas quantidades de sementes e cascas de frutas,
(OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013) como é o caso do tamarindo,
(Tamarindus indica Linn.), uma leguminosa (KOMUTARIN et al., 2004;
MAITI et al., 2004), cultivada em diversos paises, incluindo Brasil (TSUDA et
al., 1994). Suas sementes sdo ricas em compostos bioativos (TSUDA et al.,
1994) e, in vitro, seu extrato reduziu a peroxidacdo lipidica (TSUDA et al.,
1993, 1994).

Extensivamente distribuidos na natureza, os compostos bioativos séo
substancias importantes na dieta humana, principalmente por seus efeitos
antioxidantes, que variam de acordo com sua estrutura, nimero e posicao de
grupos hidroxila, (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; PATIL
et al., 2009; SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). A atuacdo destes compostos
é importante na reducédo da oxidacdo de lipideos em tecidos animais ou vegetais,
dado que, além de promover a conservacdo da qualidade nos alimentos,
previnem patologias no consumidor, (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006; PATIL et al., 2009; SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). A
capacidade antioxidante pode ser observada tanto em compostos fenélicos, como
em vitamina C, vitamina E, carotendides, antocianinas e outros, (SOUZA et al.,
2012), cujas atividades podem ser avaliadas por diferentes métodos.

A determinacgdo da capacidade antioxidante pelo método do DPPH, que
mensura a eliminacdo deste radical, tem sido extensivamente usada para triagem
de compostos antioxidantes, por ser uma metodologia simples e sensitiva.
Compostos antioxidantes doam hidrogénio para os radicais livres presentes no

DPPH formando o DPPH reduzido. A cor muda de roxo para amarelo apos a
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reducdo, que pode ser quantificada com base na diminuicdo na absorbancia
(ROESLER et al., 2007).

Nos processos de extracdo de compostos bioativos deve-se atentar a
finalidade que sera empregado o extrato, pois o rendimento, a qualidade
sensorial e a composicdo final tém estreita relacdo com os parametros do
solvente utilizado (DANISCO, 2001; SANCHEZ-GOMEZ et al., 2017). Ao
mesmo tempo, observa-se que diversos solventes convencionais tém sido
substituidos por outros com menor impacto ambiental e mais seguros como
agua, etanol, isopropanol e acetona que séo aceitos para utilizagdo na inddstria
de alimentos. Isto é resultado do crescimento de uma filosofia que visa impactar
positivamente o ambiente, a quimica verde, (DUARTE et al., 2014; OLIVEIRA;
BARROS; GIMENES, 2013).

O etanol é de origem renovavel e produzido em grandes quantidades,
(OLIVEIRA et al., 2012) ndo gera residuos toxicos, é de facil recuperacdo e, por
ser obtido com alta tecnologia e rendimento no Brasil, pode ser economicamente
viavel como solvente no processo de extracdo de compostos bioativos polares e
apolares, (DAGOSTIN; CARPINE; CORAZZA, 2015), sendo ainda eficiente na
extracdo de compostos fendlicos (KRISHNAN et al., 2013).

O isopropanol provém de fonte renovavel (PERRIER et al., 2017) e, por
ser polar, apresenta bons resultados de extracdo de componentes hidrofilicos,
como acgucares e compostos fendlicos, (KRISHNAN et al., 2013; PERRIER et
al., 2017). Além do mais, este solvente pode ser aplicado pela inddstria
alimenticia por gerar poucos residuos com menor risco a saide (OLIVEIRA et
al., 2012; OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013).

A utilizacdo da agua como solvente em processos de extracdo tem sido
incentivada a fim de promover a sustentabilidade e atender aos principios da
“quimica verde” (SANCHEZ-GOMEZ et al., 2017). Além disso, quando

presente no meio, a agua é capaz de aumentar o rendimento da extracdo por
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promover o intumescimento dos materiais vegetais, expandindo a superficie de
contato entre a matriz e o solvente, (ALONSO-CARRILLO et al., 2017).

Em muitos processos de extracdo os solventes sdo aplicados
isoladamente, no entanto o rendimento pode ndo ser satisfatorio. Nesses casos
sdo empregadas as misturas (KSIBI et al., 2015), pois elas tém potencial para
alterar a composicdo do extrato, favorecendo a extracdo de substdncias
especificas, (DAGOSTIN; CARPINE; CORAZZA, 2015; HANDA et al., 2016)
gue podem ser incorporadas aos alimentos, elevando as taxas de fendlicos totais
e atividade antioxidante (NATUKUNDA; MUYONGA; MUKISA, 2016).

Considerando, portanto, o problema ocasionado pelos residuos de
processamento de vegetais, e o fato de que sdo fontes de compostos bioativos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; KIM et al., 2010;
KUGANESAN et al., 2017; SANTOS et al., 2015), é imprescindivel que a
indlstria desenvolva processos tecnoldgicos capazes de explorar todo o
potencial da matéria-prima, (BARBA et al., 2017).

Neste trabalho foi avaliado o efeito da mistura de solventes envolvendo
agua, etanol e isopropanol na otimizacdo, da concentracdo de compostos
fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante dos extratos de semente de
tamarindo (Tamarindus indica Linn.), utilizando um planejamento de misturas
simplex centrdide, sendo o estudo realizado em trés temperaturas 25 °C, 35 °C e
55 °C.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria-prima

As sementes de tamarindo foram obtidas por meio de doacdo, do
Instituto Federal do Tridngulo Mineiro — Uberaba, onde eram residuo da
producdo de polpa de fruta. A coleta ocorreu entre os meses de outubro e
novembro de 2016. Apos a separacdo pela despolpadeira, as sementes foram
congeladas a -18°C e encaminhadas a Universidade Federal de Lavras em caixas
com isolamento térmico, onde foram higienizadas e acondicionadas em
congelador a -45°C.

O preparo, para uso nas analises, procedeu com secagem em estufa a
vacuo sob temperatura de 45°C até peso constante (pressdo absoluta = 16 kPa;
Tecnal, modelo TE-395, Piracicaba, SP, Brasil). Apds a secagem, as sementes
foram trituradas em moinho com cuba refrigerada (Tecnal, modelo TE-631-3).

As sementes de tamarindo apresentam valores de 14,4 % de proteinas,
4,6 % de lipideos, 1,8 % de cinzas, 7,1 % de fibras e 72,1 % de fracdo ndo
nitrogenada, e valor cal6rico total de 423,42 kcal/100 g. S&o ricas em
antocianinas, com 57,92 mg/100 gramas da semente, com teor de fendlicos totais
de 122,3 mg EAG/ por grama de semente seca e atividade antioxidante 96,85%

de Sequestro de Radicais Livres.
2.2 Extrato bruto das sementes de tamarindo
Para obtencdo dos extratos foram adicionados 1,5 gramas de sementes

secas e trituradas a 7,5 gramas de solvente (preparado de acordo com a Tabela

1), obtendo-se a razdo maéssica semente-solvente de 1:5. As temperaturas
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utilizadas foram 25 °C, 35 °C e 55 °C. Para as extra¢Ges foram utilizados tubos
conicos tipo falcon com capacidade de 15 mL, devidamente tampados para
evitar a perda de solvente.

Apols a mistura de massas, o conjunto foi incubado em banho a
temperatura constante, sob agitacdo de 120 rpm, durante 4 horas, tempo
suficiente para estabelecer equilibrio, conforme testes preliminares. As massas
utilizadas das sementes secas e moidas e dos solventes foram pesadas em
balanca analitica (Shimadzu, AUY220) com capacidade de leitura de 0,0001 g.

Concluido o tempo de extracdo, os tubos foram centrifugados em
centrifuga (Fanem, modelo 206) a 5000 rpm durante 10 minutos, a 4 °C. E.
Apbs a centrifugacdo, os tubos (Figura 1) retornaram para o banho, mantidos a
temperatura constante de acordo com o tratamento, sem agitacdo por 2 horas, até
que se reestabelecesse o equilibrio térmico. Apés esse periodo a fase extrato foi
separada da fase rafinado para que se procedesse as analises da fase extrato. Da
fase extrato foram realizadas as analises de fenolicos totais, antocianinas e

capacidade antioxidante por DPPH.

2.2.1 Preparo do extrato bruto, para determinacao de fendlicos totais e
capacidade antioxidante

Para as determinagdes de fendlicos totais e capacidade antioxidante,
houve preparo do extrato bruto obtido das sementes de tamarindo, conforme
metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com
adaptacbes. Amostras de 1 g de extrato bruto foram homogeneizadas em
triturador de amostras (Turratec TE-102 Tecnal), com 20 mL de solugdo aquosa
de metanol 50% (1:1, v:v) e deixada em repouso por 1 hora a temperatura
ambiente. Apds este periodo, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15

minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e adicionado de 20 mL de



97

solucdo aquosa de acetona 70% (70:30, v/v) ao residuo, foi homogeneizado e
deixado em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida,
centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante coletado foi
adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume completado para 50 mL com
agua destilada (RUFINO et al., 2007).

2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Determinagéo de fendlicos totais

O conteudo fenolico total foi determinado de acordo com o método
adaptado de Folin-Ciocalteu (SAUCIER; WATERHOUSE, 2002). O preparado
do extrato bruto das sementes (0,5 mL) foi misturado com 2,5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de solucao de carbonato de sédio (4%). A mistura
foi agitada e mantida a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Ap6s 2 horas foi
medida a absorbancia, a 750 nm, usando espectrofotdmetro. Solugdes aquosas
de &cido galico foram usadas para construgdo da curva de calibragdo. Os
resultados foram expressos em gramas de &cido gélico equivalentes (EAG) por

100 g de semente seca.

2.3.2 Atividade antioxidante total pelo método de DPPH

Na determinacdo da atividade antioxidante foi empregada a metodologia
baseada na extingdo da absorcdo do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH
60 uM), proposta por Rufino et al. (2007) com adaptacdes, calculando-se o
percentual de sequestro do radical livre DPPH com relag&o ao controle.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante foram adicionados 0,1

mL de cada extrato, preparado a partir do extrato bruto da semente de tamarindo,



98

a 3,9 mL de solucdo de DPPH. Para o controle foram adicionados 0,1 mL de
metanol juntamente ao DPPH, no lugar do extrato. As leituras foram realizadas a
cada 30 minutos até a estabilizacdo, em espectrofotbmetro a 515 nm e 0s

resultados expressos em percentual de sequestro de radicais livres.

2.3.3 Antocianina monomérica

A determinagdo de antocianinas no extrato bruto foi de acordo com
metodologia descrita por Francis (1982). Pesou-se 1 grama de extrato bruto,
homogeneizado em triturador de amostras (Turratec TE-102 Tecnal), no qual
foram adicionados 25 mL de etanol: HCI 1,5 M (85:15, v:v), encubando por 1
hora em temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura e completou-se o volume,
em baldo volumétrico, para 50 mL com etanol: HCI 1,5 M, e ap06s esse
procedimento foi efetuada a leitura, a 535 nm, em espectrofotdmetro (Varian,
Cary 50 Scan). O branco foi determinado por solucdo de etanol: HCI 1,5M. A
quantificagdo de antocianinas totais baseou-se no coeficiente de absor¢cdo molar
da cianidina-3-glicosidio por 100 gramas de amostra.

2.3.4 Planejamento Experimental

Na otimizacdo da mistura de solventes para a extragdo de compostos
bioativos (compostos fendlicos e antocianina) e atividade antioxidante do extrato
das sementes de tamarindo foi usado o planejamento de mistura simplex
centréide, com duplicata no ponto central (CORNELL, 1973), selecionando-se
as condigBes Otimas para as variaveis fendlicos totais, antocianinas e atividade
antioxidante do radical DPPH. Na extragdo foram utilizadas misturas de trés
componentes: agua (X;), etanol (X;) e isopropanol (X3), na qual cada
componente foi estudado em quatro niveis 0 (0%), 1/3 (33%), 1/2 (50%) e 1
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(100%) (Tabela 1), com duas repeti¢cdes no ponto central, totalizando 8 ensaios.
Para o ajuste dos modelos empregou-se o pacote software R, sendo avaliados o0s
modelos de regressdo linear (1), quadratica (2) e cubica (3). Na selecdo do
modelo de regressdo foi avaliado o nivel de significancia (p < 0.05) do modelo e
o coeficientes de determinacio (R*>0,90) (CASTRO; SATO, 2013). As

equacOes 1 a 3 representam os modelos linear, quadratico e cubico utilizados:

Y=B1x1 + f2x; + P33 1)
Y=B1x1 + B2X; + B3xz + B12X1X; + Br3x1X3 + Ba3X; (2
Y=B1%1 + B2X; + B3xz + B12X1X; + Pr13x1X3 + Pa3Xy + Pr23X1X2X3 3)

Os coeficientes ndo significativos ao nivel de 5% foram excluidos do
modelo e foi avaliado através da analise de variancia a significancia e a falta de
ajuste da regressdo sem os fatores nao significativos (Modelo reduzido) através
do teste F com 95% de confianca (p<0,05), e analise do coeficiente de
determinagao.

Onde Y ¢ a resposta predita, i € a regressdo dos coeficientes para cada
termo linear, Bjj e Pij Sdo efeitos das interacOes binarias e ternarias dos termos e
X, Xj e Xy sdo codificagdes das variaveis independentes (fracbes massicas dos
componentes da mistura). O programa R foi empregado para elaborar o

planejamento, analisar os dados e construir o modelo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo os dados experimentais das variaveis respostas
compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante pelo método do
DPPH para o planejamento da regra da mistura simplex-centrdide, nas trés
temperaturas de extracdo. As andlises dos extratos de cada ensaio foram
realizadas em triplicata.

Tabela 1- Valores médios de fendlicos totais, antocianinas e capacidade antioxi
dante por DPPH dos diferentes extratos obtidos por planejamento sim
plex-centrdide, com misturas de agua, etanol e isopropanol.

Temperatura (°C) X, Xy X3 Fendlicos®  Antocianinas® DPPH®

1 1 0 0 0,172 2,664 15,869
2 0 1 0 0,078 14,625 4,230
3 0 0 1 0,042 3,217 0,412
4 25 0,5 0,5 0 0,880 7,078 60,877
5 0,5 0 05 0,562 5,778 36,985
6 0 0,5 0,5 0,078 2,881 2,995
7 033 033 033 0,987 10,122 68,057
8 033 0,33 033 0,984 4,269 65,604
1 1 0 0 0,184 1,901 9,581
2 0 1 0 0,077 2,224 6,833
3 0 0 1 0,024 2,766 1,501
4 35 0,5 0,5 0 0,568 4,834 38,866
5 0,5 0 05 0,692 5,021 45,576
6 0 0,5 0,5 0,089 3,869 8,384
7 0,33 0,33 0,33 0,694 5,324 33,383
8 033 0,33 033 0,719 6,234 26,700
1 1 0 0 0,056 5,237 5,414
2 0 1 0 0,173 3,442 23,974
3 0 0 1 0,237 3,844 7,538
4 55 0,5 0,5 0 0,574 5,257 57,596
5 0,5 0 05 1,103 6,090 91,284
6 0 0,5 0,5 0,211 2,766 13,747
7 0,33 0,33 0,33 0,730 4,765 63,651
8 0,33 0,33 0,33 0,881 5,536 71,954

X, fracdo massica da &gua, X, fracdo massica do etanol, X; fragdo madssica do
isopropanol, ® g de EAG/100g de extrato bruto, ® L.mol™.cm™/100g e ¢ % Sequestro de
radicais livres.

Fonte: Da autora.
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Com base nos modelos completos mais significativos para cada
temperatura e variavel resposta, foram definidos os coeficientes. Na existéncia
de termos ndo significativos foi realizada a analise dos modelos reduzidos,
avaliando-se a significancia dos coeficientes (considerando como significativo,
p<0,05). Foram geradas curvas de nivel para cada modelo selecionado, onde as

linhas preveem os valores das respostas em diferentes proporcdes de solventes.

3.1 Fenolicos totais

O rendimento de fendlicos totais a partir do extrato bruto das sementes
de tamarindo variaram de 1,103g/100g para extragdo agua:isopropanol a 55°C, a
0,024g de EAG/100g para isopropanol puro a 35°C.

Nas extracdes a 25 °C, os valores da concentracdo de compostos
fendlicos no extrato bruto variaram de 0,987 g de EAG /100g no ponto central, a
0,042 g de EAG /g100g para a extragdo com isopropanol. Com base na analise
de varidncia da regressdo houve ajuste do modelo cubico ao nivel de
significancia 5%. No teste de significancia dos coeficientes do modelo
observou-se que a interacdo X,Xs ndo foi significativa (p=0,09126). O ajuste do
modelo ctbico reduzido foi significativo (p=0,0002) e R?=0,9997. A equacéo do
modelo cubico codificado para temperatura de 25°C com o0s parametros

significativos estd na Tabela 2.

Tabela 2 - Modelos preditos para a concentracdo de compostos fendlicos dos ext
ratos da semente de tamarindo nas diferentes temperaturas.

Temperatura

) Modelo R?

o Y=0,172X; + 0,084X; + 0,048X; + 3,008X,X; + 1,808X,Xs + g0
10,037X; X, X5 ’

35 Y=2,584X;X, + 3,080X, X3 0,945

55 Y =0,2785X5 + 2,3827X, X, + 3,9418X, X; 0,971

Fonte: Da autora.
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As curvas de nivel para o modelo cubico reduzido aplicado ao resultado
da anélise de fendlicos totais extraidos a 25°C pode ser visualizada na Figura 2a.
Dos solventes puros, a dgua foi o que obteve extratos mais concentrados nos
compostos fendlicos totais, e obteve um efeito sinérgico com o etanol (X X,) e
com o isopropanol (X;X3). A interacdo ternaria (X;X,X3) teve efeito sinérgico
grande, de modo que a otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos totais
ocorre na regido que contém os trés solventes, como mostra a Figura 1la.
Considerando o0s solventes puros, a menor concentracdo dos compostos
fendlicos foi obtida com o isopropanol a 25°C.

Na analise de significancia dos coeficientes da extragdo a 35°C houve
ajuste dos modelos quadrético e cubico. Mas, como a interacao tripla do modelo
cubico ndo apresentou significancia, optou-se por fazer a analise de variancia do
modelo quadratico reduzido, o qual incluiu as interacdes &gua: etanol (X;X,),
com valor p=0,00066, e agua: isopropanol (X;X3), com valor de p=0,00025,
R2=0,9584 e DPR=0,1132. Proximo aos valores centrais obteve-se maiores

rendimentos.

Figura 1 - Curva de nivel para extracdes da semente de tamarindo; (a) modelo
cubico reduzido para a concentracdo de compostos fendlicos totais no
extrato obtido a 25°C; (b) modelo quadratico reduzido para a
concentragdo de fendlicos totais no extrato obtido a 35°C; (c) modelo
quadratico reduzido para a concentracdo de fendlicos totais no
extrato obtido a 55°C.

Isopropano

Fonte: Da autora.
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Os dados da determinacdo de fendlicos totais obtidos na extracdo a 55°C
apresentaram ajuste ao nivel 5%, na andlise de variancia, para o modelo
quadratico. Na analise de significancia dos coeficientes do modelo quadratico
completo observou-se bom ajuste aos dados com R2 ajustado elevado (0,9821) e
desvio padrdo relativo (DPR) baixo (0,1035). No entanto, os efeitos lineares da
agua e isopropanol bem como a interacdo binaria entre alcool e isopropanol ndo
foram significativos ao nivel de 5%.

O modelo quadréatico reduzido apresentou R2 ajustado de 0,9821 e DPR
igual a 0,0135, e os coeficientes Xs, XX, e X1 X3 foram significativos ao nivel
de 5%. Com o grafico pode-se observar que a regido do maximo esta proxima ao
eixo oposto ao vértice do componente 2 puro.

Ksibi et al. (2015) observaram teor de fendlicos é maior quando a &gua
estd presente em alguma propor¢cdo. A combinagdo de agua com solventes
organicos favorece a formacdo de um meio polar que possibilita a maior
extracdo de compostos fendlicos (GONG et al., 2012; HANDA et al., 2016;
MUNHOZ et al., 2014; NACZK; SHAHIDI, 2006). O aumento da concentracdo
de fendlicos totais com a presenca de agua também pode ocorrer devido a
expansdo da matéria-prima através da absor¢cdo, o que poderia promover um
aumento da superficie de contato entre a semente estudada e o solvente organico
(XIAO; HAN; SHI, 2008).

De acordo com a andlise de variancia para o modelo completo de
fendlicos nas trés temperaturas, os resultados ndo diferiram o que pode ser

devido a variabilidade dos dados.

3.2 Antocianinas

Os rendimentos de antocianinas, a partir dos extratos brutos, variaram entre

14,63 mg/100g da extracdo empregando etanol como solvente puro (X,) a 25°C
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e 1,90 mg/100g da extracdo com a 4gua como solvente puro (X;) a 35°C.

Na determinagéo da variancia da regressdo para teores de antocianinas a
partir do extrato obtido a temperatura de 25°C, os modelos linear e cubico se
ajustaram aos dados experimentais. No entanto, no modelo linear os coeficientes
X, (p=0,1440) e X3 (p=0,1330) ndo foram significativos. Enquanto no modelo
cubico, apenas a interacdo X,X; ndo apresentou significancia (p=0,5266). Além
do mais, 0 modelo clbico apresentou R? ajustado (0,9992) mais elevado e DPR
inferior (0,1161) ao modelo linear (R2ajustado=0,707; DPR=2,164). Sendo
assim, devido ao seu melhor ajuste, 0 modelo cubico reduzido foi mais indicado
para descrever os dados, como mostra a Figura 3a. O coeficiente do modelo

reduzido foi significativo, com bom ajuste aos dados.

Tabela 3 - Modelos preditos para a concentracdo de antocianinas dos extratos da
semente de tamarindo nas diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)  Modelo R?

Y = 1,8898X, + 1,7692X, + 2,4928X5 + 20,2576X,X, 0,9998
25 +14,1235X, X5 — 52,8322X, X, X5
35 Y=17,561X, X, + 17,728X, X5 + 13,142X,X5 0,9357
55 Y = 5,499X, + 2,948X, + 3,777X; 0,9549

Fonte: Da autora.

O modelo que melhor ajustou aos resultados na extracdo a 35°C foi o
quadrético. Na sele¢do dos coeficientes que melhor representam os resultados
foi incluida a interacdo binaria entre etanol e isopropanol, embora tenham
apresentado dados néo significativos a 5%. A inclusdo foi baseada na simulacdo
prévia, onde se obteve baixo R? ajustado (0,7589) e elevado DPR (1,842).
Portanto, 0 modelo quadratico contendo as interagcbes X;X,, X,Xz € XiX3
obteve-se R? aj=0,9357 e DPR=1,203. Entdo, esses termos foram utilizados na

analise do modelo quadratico reduzido.
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Figura 2 - Curva de nivel para extracdes da semente de tamarindo; (a) modelo
linear reduzido para a concentracgdo de antocianinas no extrato obtido
a 25°C; (b) modelo quadratico reduzido para a concentracdo de
antocianinas no extrato obtido a 35°C; (c) modelo linear completo
para a concentracdo de antocianinas no extrato obtido a 55°C.

X1

08 0.2
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Fonte: Da autora.

Na extracdo a 55°C, com base nos modelos avaliados, pode-se verificar
que os modelos linear e quadratico se ajustaram ao nivel de 5% aos dados de
antocianinas do extrato obtido na temperatura de 55°C. Porém, na analise dos
coeficientes dos modelos, os efeitos quadraticos foram ndo significativos, nao
sendo necessaria sua avaliagdo. Portanto, o0 modelo linear completo descreveu
melhor os resultados e a equagdo do modelo linear para a concentracdo de
antocianinas é dada na Tabela 3.

A 25°C a regido Otima de extragcdo Se encontra no eixo oposto ao
emprego de isopropanol puro, em contrapartida, quando se realizou a extracéo a
55°C, os melhores efeitos foram observados préximos a regido em que se
empregou agua pura.

Pelo resultado da andlise de varidncia, as diferentes temperaturas
empregadas apresentaram diferenca quanto ao rendimento de antocianinas,

sendo que houve maior teor na temperatura de 55°C seguido pela de 25 e 35°C.
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3.3 Atividade antioxidante

Na andlise de varidncia da regressdo para os dados obtidos na
determinacdo de atividade antioxidante, a partir da extracdo a 25°C, houve ajuste
do modelo cubico ao nivel de significancia estabelecido. Avaliando-se a
significancia dos coeficientes do modelo, mostraram significativos a agua (X,),
as interagbes binarias agua: etanol (X;X,) e agua: isopropanol (XiX3) e a
interacdo ternaria (X, X,X3). Devido a alguns coeficientes ndo terem apresentado
significancia foi realizada a analise do modelo reduzido considerando apenas 0s
coeficientes significativos mencionados acima. A equagdo do modelo pode ser
visualizada na Tabela 4. Conforme a Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada.a pode-se observar pode-se que a maior capacidade antioxidante dos
extratos esteve nos valores centrais, regido proxima onde se verificou os maiores
valores das concentragdes de compostos fendlicos no extrato.

Entre os modelos avaliados, para os resultados de atividades
antioxidantes obtidos a 35°C, houve ajuste do quadratico (p=0,0464), sendo que
apenas o coeficiente dgua:isopropanol (X;Xs, p=0,0397) esteve dentro do nivel
de significancia, o resultado da interacdo binéria agua:etanol (X;X,), por estar
préximo ao nivel de significancia (p=0,0694), também foi considerado na
analise do modelo reduzido. No modelo reduzido ambos os coeficientes de
interacdo XX, (p=0,0011) e X;X; (p=0,0004) foram significativos. A equacao
do modelo linear que descreve a atividade antioxidante do extrato é dada na
Tabela 5. A interacdo da 4gua com o isopropanol é maior, fazendo com que a
regido Otima esteja mais proxima do eixo onde a concentracdo de etanol na

mistura é menor (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.b).
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Tabela 4 - Modelos preditos para atividade antioxidante nas diferentes

temperaturas.
Temperatura Modelo R?
(°C)
- Y = 15,869X, + 4,582X, + 202,606X, X, 0.9993
+116,202X, X5 + 705,776 X, X,
35 Y =142,111X, + 168,95X, X5 0.9324
55 Y = 24,696X, + 181,347X, X, + 365,492X, X, 0.9909

Fonte: Da autora.

Houve ajuste dos dados da atividade antioxidante do extrato obtido a
55°C ao modelo quadratico, na analise de variancia da regressdo. Os coeficientes
etanol (X,), agua: etanol (X;X,) e agua: isopropanol (X;X3) foram significativos
para 0 modelo e o R2? foi de 0,9935. No entanto, DPR foi alto (4,19) e
coeficientes como a agua (X;), isopropanol (X3) e a mistura ternaria (X, Xy, Xa)
ndo foram significativos para 0 modelo. Assim como para a temperatura de
35°C, a regido com maior atividade antioxidante corresponde a misturas com
menores concentragdes de etanol e proporgdes similares de agua e isopropanol.

As curvas de nivel apresentadas na determinacdo de atividade
antioxidante (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) se assemelham as
curvas de determinacdo de fendlicos totais (Figura 1), ou seja, 0 comportamento
dos extratos na avaliacdo da atividade antioxidante foi semelhante ao observado
no resultado de fendlicos totais. Handa et al. (2016) observaram correlagcdo
positiva entre os teores de fendlicos totais e a atividade antioxidante determinada
pelo método DPPH.

Em geral, os extratos obtidos de misturas de solventes contendo &gua
apresentaram maior capacidade redutora do radical DPPH, resultado semelhante
foi observado por Kaisoon et al. (2012) e por Munhoz (2014).

Conforme analise de variancia dos dados nas diferentes temperaturas
tem-se que houve maior teor de DPPH & temperatura de 55°C, seguida pelas

temperaturas de 25 e 35°C, respectivamente.
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Figura 3 - Curva de nivel para extracdes da semente de tamarindo; (a) modelo
cubico reduzido para a atividade antioxidante no extrato obtido a
25°C; (b) modelo quadrético reduzido para a atividade antioxidante
no extrato obtido a 35°C; (c) modelo quadratico reduzido para a
atividade antioxidante no extrato obtido a 55°C.

Isopropano

Fonte: Da autora.

O planejamento de misturas simplex-centréide mostrou-se uma eficiente
e acessivel forma de otimizar, os processos de extracdo de fenolicos totais,
antocianinas e atividade antioxidante. A utilizacdo de solventes menos
agressivos ao ambiente e a salde humana deve ser encorajada, pois, se usados
dentro de um bom planejamento, podem ser muito eficientes na extracdo de

componentes de interesse para industria alimenticia e farmacéutica.



109

4 CONCLUSAO

Considerando as anédlises realizadas, pode-se concluir que ha efeito
significativo na utilizagdo dos diferentes solventes e misturas, bem como
influéncia da temperatura empregada na extracao.

Na extracdo de fendlicos a extragdo a 25°C mostrou maior rendimento
préximo ao ponto central, com 0 emprego de temperaturas mais alta, a 55°C, a
extragdo foi maior quando agua e isopropanol estavam presentes em proporgdes
iguais.

Os maiores teores de antocianinas, foram obtidos na extracdo a 25°C
quando agua e etanol foram empregados em proporcdes iguais. A temperatura
influenciou no aumento do rendimento.

Em relacéo & atividade antioxidante dos extratos, a 25°C obteve-se maior
rendimento na regido do ponto central. Observou-se ainda, que a 55°C na
presenca de &gua e isopropanol em proporcGes iguais o rendimento foi maior
comparando-se as trés temperaturas.

De maneira geral, este trabalho demonstrou o grande potencial que o uso
da mistura de solventes possui na extracdo de componentes presentes na matriz

vegetal.
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