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RESUMO

O umbu (Spondias tuberosa Arruda), fruto endémico do semiarido
nordestino, adaptado a sobreviver e a produzir sob condigdes de estresse
hidrico, ¢ uma espécie frutifera de grande importancia econémica, social
e ecoldgica para esta regido. Explorado normalmente de forma
extrativista, os frutos sdo comercializados para consumo in natura ou
industrializacdo e como consequéncia deste processamento, surgem 0s
residuos agroindustriais e a necessidade de seu aproveitamento, uma vez
que quantidade consideravel de biocompostos pode estar presente nesses
residuos. Portanto, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar a
composi¢do e atividade antioxidante de extratos de cascas de umbu
desidratadas, obtidos por extracdes a baixa pressdo sem uso de enzimas,
extragdo supercritica e extragdo assistida por enzimas. Os umbus foram
adquiridos nos municipios de Petrolina-PE, Moreilandia-PE e Jaguarari-
BA em estadio de maturacdo variando de meio-maduro a maduro.
Depois de selecionados foram despolpados e as cascas provenientes
deste procedimento foram separadas das sementes para serem
submetidas a secagem e moagem. A farinha obtida foi caracterizada
fisico-quimicamente, separada e classificada granulometricamente.
Submetida aos processos de extragdo a baixa pressdo sem uso de
enzimas, por meio dos métodos Soxhlet, assistida por ultrassom e
maceracdo utilizando os solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila, etanol e d4gua destilada e também por meio do método
hidrodestilagdo. Submetida a extragdo supercritica em diferentes
condi¢des de pressdo (200, 300 e 400 bar) e temperatura (35, 45 e 55
°C) empregando o solvente dioxido de carbono e também a extragdo
assistida por enzimas utilizando o preparado enzimatico Endozym®
Pectofruit PR em diferentes concentracdes (2, 4, 6 mL.100 kg') e
tempos de incubagdo (30, 60 e 90 minutos). A qualidade dos extratos foi
avaliada em termos de teor de fendlicos totais e atividade antioxidante.
Os maiores rendimentos foram obtidos por meio da extracdo assistida
por enzimas, a extracdo assistida por ultrassom com hexano
proporcionou extratos com maior teor de fendlicos totais e maior
atividade antioxidante medida pelos métodos de captura radical DPPH e
de inibi¢do do radical ABTS. A maior atividade antioxidante medida
pelo método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico foi
obtida com a extracdo supercritica (400 bar/55 °C). A analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a identificacdo, pela



primeira vez nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos & baixa
pressdo sem uso de enzimas de 17 compostos fendlicos, de 8 compostos
fendlicos nos extratos obtidos em extragdo supercritica e 8 compostos
fendlicos nos extratos obtidos em extracdo assistida por enzimas.

Palavras-chave: extracdes a baixa pressdo, extragdo supercritica, extracao
assistida por enzimas, biocompostos.



ABSTRACT

The umbu (Spondias tuberosa Arruda), endemic fruit of the semi-arid
northeast, adapted to survive and produce under conditions of water
stress, is a fruit species of great economic, social and ecological
importance in this region. Usually explored in an extractive way, the
fruits are marketed for fresh consumption or industrialization and as a
result of this processing, agro-industrial waste and the need for its use
arise, since considerable amount of biocompounds may be present.
Therefore, the aim of this study was to assess the composition and
antioxidant activity of extracts of barks of dried umbus obtained by the
low-pressure extraction without the use of enzymes, supercritical
extraction and assisted by enzymes extraction. The umbus were
purchased in the cities of Petrolina-PE, Moreilandia-PE and Jaguarari-
BA in maturation stage ranging from half-ripe to ripe. After selected
were pulped and peels from this procedure were separated from seeds to
be submitted to drying and grinding. The flour obtained was
characterized physico-chemically separate and granulometrically
classified. Subjected to extraction processes at low pressure through the
Soxhlet method, using ultrasound and macerating the solvents hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, ethanol and distilled water, and
hydrodistillation method. Was subjected to supercritical extraction under
different conditions of pressure (200, 300 and 400 bar) and temperature
(35, 45 and 55 °C) using the solvent carbon dioxide and also to assisted
by enzymes extraction using enzymatic preparation Endozym®
Pectofruit PR in different doses (2, 4, 6 mL.100 kg) and incubation
times (30, 60 and 90 minutes). The quality of the extracts was evaluated
in terms of total phenolic content and antioxidant capacity. The highest
yields and efficiency ratios were obtained by assisted by enzymes
extraction, assisted by ultrasound extraction with hexane gave extracts
with higher total phenolic content and antioxidant activity measured by
the methods of capturing radical DPPH and ABTS radical inhibition.
The highest antioxidant activity as measured by the method of
discoloration [-carotene/linoleic acid system was obtained by
supercritical fluid extraction (400 bar/55 °C). Analysis by high
performance liquid chromatography allowed the identification, for the
first time in umbus extracts the low pressure without the use of enzymes
of 17 phenolic compounds, phenolic compounds 8 in extracts obtained
from supercritical extraction and 8 phenolic compounds in the extracts



obtained from assisted by enzymes extraction.

Keywords: low-pressure extraction, supercritical extraction, assisted by
enzymes extraction, biocompounds.
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1. INTRODUCAO

O umbuzeiro ¢ uma arvore xerdfita endémica do semidrido
brasileiro, segundo Miller e Schaal (2005), é uma Anacardiacea, do
género Spondias, que ¢ formado por aproximadamente 17 espécies, das
quais sete distribuidas na América Tropical e dez na Asia Tropical.

Planta tipica do sertdo e do agreste tem sua origem no Brasil,
precisamente na regido semiarida nordestina, espécie nativa das
caatingas do Nordeste brasileiro adaptada a sobreviver e produzir sob
condi¢do de estresse hidrico. Apesar de ter sua distribui¢ao dispersa, é
uma espécie frutifera de grande importdncia econdmica, social e
ecologica para o semiarido nordestino (ARAUJO; SANTOS, 2004).

De acordo com dados do IBGE (2014), foram extraidas 7.561
toneladas de umbu (Spondias tuberosa Arruda) no pais em 2013,
gerando uma renda de R$ 8.078.000,00. Essa atividade extrativista
acontece em ordem de importancia nos estados da Bahia, Pernambuco,
Rio Grande do Norte, Piaui, Paraiba, Minas Gerais, Alagoas, Ceara e
Amazonas. Os frutos colhidos sdo explorados comercialmente, para o
consumo in natura ou industrializagdo, como elaboragdo de suco, polpa
congelada, sorvete, geleia e/ou doces.

Como consequéncia deste processamento, cerca de 40 % de
residuos agroindustriais sdo gerados, compostos de restos de polpa,
cascas, carogos e sementes. Considerando isso, surge a necessidade de
estudos visando o aproveitamento das cascas e sementes de umbus
descartadas sem nenhuma aplicacdo tecnoldgica pelas pequenas
indUstrias da regido, uma vez que as maiores quantidades de vitaminas e
sais minerais concentram-se nos residuos de processamento de frutas
(PELIZER; PONTIRRI; MORAES, 2007).

Compostos antioxidantes naturais estio presentes em sementes,
frutas, folhas e raizes. Ajila, Bhat e Prasada Rao (2007) apresentaram
que as cascas e as sementes de certos frutos exibem teor relevante de
fitoquimicos bioativos cuja atividade antioxidante é mais elevada do que
a polpa.

Pesquisas tém proposto o isolamento de compostos fenolicos de
subprodutos agroindustriais visando seu reaproveitamento como
antioxidante e, consequentemente, a diminui¢do do impacto ambiental
resultante  do  processamento  industrial (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; ALMEIDA et al., 2011; CONTRERAS-
CALDERON et al., 2011; OMENA et al., 2012).
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Segundo Broinizi et al. (2007), as frutas e outros vegetais contém
substancias antioxidantes distintas, cujas atividades tém sido bem
comprovadas nos ultimos anos. A presenca de compostos fenoélicos, tais
como flavondides, acidos fenolicos, antocianinas, além dos ja
conhecidos como das vitaminas C, E e A, contribuem para os efeitos
benéficos destes alimentos.

O umbuzeiro ¢ uma das espécies frutiferas com potencial
antioxidante. Mattietto, Lopes ¢ Menezes (2007) e Ushikubo, Watanabe
e Viotto (2006) relataram que os frutos do umbuzeiro possuem de 5,4
mg.100g " a 23,83 mg.100g " de vitamina C, além de carotendides e
compostos fenodlicos. Estes fitoquimicos, com reconhecida propriedade
antioxidante, atuam retardando a velocidade da reacdo de oxidagdo, por
meio de um ou mais mecanismos, tais como inibi¢do de radicais livres e
complexacdo de metais, e estdo relacionadas a prevencdo de doengas
cronicas nao transmissiveis (SHUI; LEONG, 2005).

Popularmente tém sido adicionada farinha de cascas de umbu
como provavel fonte de antioxidante natural em formulacdes de
alimentos como linguicas, hambirgueres e espetinhos com intuito de
substituir ou reduzir o uso dos antioxidantes sintéticos.

Melo e Andrade (2010) pesquisaram compostos bioativos € 0
potencial antioxidante de frutos do umbuzeiro e concluiram que as
cascas desidratadas (farinha) do fruto, especialmente no estadio de
matura¢do maduro, podem ser vistas como um material promissor para a
extragdo destes compostos, com possibilidade de aplicagdo em
alimentos como antioxidante natural.

Métodos tradicionais de extracdo, incluindo a extragdo com
solventes organicos e a hidrodestilacdo sdo bastante utilizados para a
obtencdo de extratos de diversas matrizes vegetais. Essas técnicas
geralmente envolvem altas temperaturas de processo, 0 que pode
ocasionar a destruicdo de compostos termossensiveis e, além disso, 0s
residuos dos solventes organicos utilizados podem ser prejudiciais a
salde (BE-JEN; YEN-HUI; ZER-RAN, 2004).

A extragdo supercritica (ESC), uma técnica de extracdo que vem
se desenvolvendo continuamente nas Ultimas décadas, emprega gases
pressurizados como solventes e diferencia-se das outras técnicas pela
producdo de extratos isentos de solvente e sem degradacdo térmica,
além de permitir o facil controle da seletividade do processo, minimiza
danos ao meio ambiente e prima pela qualidade do produto (KHAJEH et
al., 2004).



31

Outra técnica alternativa consistente aos processos convencionais
¢ a aplicacdo de enzimas nas extragdes, por tratar-se de um processo que
consome menor energia, melhora a qualidade de varios produtos e causa
impacto ambiental minimo. Para realizar a extragdo de compostos que se
encontram nos vacuolos intracelulares, ha a necessidade do rompimento
das paredes e membranas celulares. Os tratamentos mecénico e térmico
causam a ruptura das estruturas celulares, porém, ndo sio suficientes, ja
que partes dos compostos permanecem na célula, sem serem extraidos.
Diversos estudos destacam a extracdo assistida por enzimas, visando
uma maior extracdo de materiais corantes e compostos quimicos em
geral (ALMEIDA et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2005; UENOJO;
PASTORE, 2007).

A literatura relata bastante informacdo sobre a atividade
antioxidante das espécies frutiferas de clima temperado e tropical
cultivadas de forma regular, porém é necessdrio que sejam
desenvolvidas pesquisas com as espécies frutiferas nativas e exoticas do
Brasil, exploradas normalmente de forma extrativista como o
umbuzeiro.

As extracbes e identificaces dos compostos presentes nos
extratos das cascas de umbu sdo uma inovagdo na rea da pesquisa no
Brasil, além da importancia da redugdo de residuos orgénicos e do
estudo de técnicas alternativas com baixo impacto ambiental, como a
extracdo supercritica e a extracdo assistida por enzimas motivaram o
desenvolvimento deste trabalho.

A identificagdo dos compostos presentes nos extratos das cascas
de umbu ¢é inédita e servira de embasamento para futuros investimentos
nesta matéria-prima tdo comum e adaptada ao sertdo nordestino,
gerando conhecimento sobre este residuo, uma vez que € escasso ou
mesmo ausente dados na literatura.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar a composi¢do e atividade antioxidante de extratos de

cascas de umbu (Spondias tuberosa Arruda) desidratadas, obtidos por
diferentes métodos de extragao.

1.1.2. Objetivos especificos

a)
b)
c)
d)

€)
f)
9)
h)

)

Caracterizar a matéria-prima quanto ao teor de solidos soluveis
totais;

Estudar o processo de secagem de cascas de umbu por meio do uso
de secador e estufa de secagem;

Obter e caracterizar fisica e quimicamente a farinha das cascas de
umbu desidratadas;

Obter extratos e avaliar sistema extrativo a baixa pressdo sem uso
de enzimas por meio das técnicas Soxhlet, extragdo assistida por
ultrassom e maceragdo com uso dos solventes hexano, acetato de
etila, diclorometano, etanol e dgua;

Obter extratos e avaliar sistema extrativo por tecnologia supercritica
com diferentes pressdes e temperaturas;

Obter extratos e avaliar sistema extrativo por uso de enzimas com
diferentes concentragdes e tempos de reacao;

Determinar o rendimento em extrato em funcdo dos métodos
empregados;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante dos extratos obtidos pelas técnicas de captura do
radical DPPH, inibicdo do radical ABTS e descoloracdo do sistema
B-caroteno/acido linoleico;

Identificar e quantificar os principais compostos fenolicos nos
extratos, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Aplicar a técnica de andlise de varidncia univariada (ANOVA), a
analise multivariada denominada Analise de Componentes
Principais (ACP) e a analise de correlagio de Pearson aos
tratamentos de extragdes e as variaveis.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O umbuzeiro

Dentre iniimeras xerdfilas existentes no semiarido nordestino, o
umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) (Figura 1) reveste-se de grande
importancia tanto socioecondmica, como ecoldgica. E naturalmente
encontrado nas caatingas elevadas da Serra da Borborema, Serras do
Serid6 Norte-Rio-Grandense, na regido Agreste do Piaui, nas caatingas
de Pernambuco, Alagoas e Bahia e no norte de Minas Gerais
(CARVALHO, 2006).

Figura 1: Umbuzeiro adulto enfolhado. Fonte: Proprio autor.

O género Spondias, conforme Lira Junior et al. (2005), pertence a
familia Anacardiaceae e no Nordeste brasileiro, destacam-se as
espécies: Spondias mombin L. (cajazeira), Spondias purpurea L.
(cirigueleira), Spondias cytherea Sonn. (cajaraneira), Spondias tuberosa
Arruda (umbuzeiro) e Spondias spp. (umbu-cajazeira e umbugueleira),
todas arvores frutiferas tropicais nativas e exoOticas, largamente
exploradas por meio do extrativismo.

Entre as Spondias, 0 umbuzeiro destaca-se por possuir diversos
mecanismos contra a escassez de agua, como a formacao de estruturas
nas raizes denominadas de xilopédios (batatas) que acumulam agua, e a
queda de suas folhas adaptando-se perfeitamente a periodos prolongados
de seca (DUQUE, 2004).
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E uma arvore de pequeno porte, copa em forma de guarda-chuva,
esparramada, tronco curto, galhos retorcidos e muito ramificados,
frondosa para as condi¢des do sertdo, alcancando quando adulta, a uma
altura média em torno de seis metros, com ramos laterais em
semicirculo, ¢ uma circunferéncia de até trinta metros de didmetro
(ARAUJO; SANTOS, 2004).

De acordo Lima Filho (2011), o umbuzeiro possui apenas um
periodo de floracdo e frutificacdo por ano. A frutificagdo é abundante,
iniciando-se aproximadamente 25 dias ap6és a floragdo e a maturacao
dos frutos, em torno de 120 dias. De uma unica planta pode-se extrair
aproximadamente 300 kg de umbu por safra e o periodo de frutificacao
¢ sazonal curto. Dependendo dos fatores climaticos e ambientais, a
obtencdo de frutos pode ocorrer em periodos diferentes.

2.2. O umbu

O umbu, considerado um produto de extragdo vegetal ndo
cultivado, coletado em arvores que crescem espontaneamente, ¢ uma
fruta do tipo drupa elipsoidal, tém forma arredondada a ovalada, liso ou
levemente piloso, com quatro a cinco pequenas protuberancias na
porcdo distal, com didmetro variando de dois a quatro centimetros,
massa entre 10 e 20 g, sendo constituido por epicarpo (casca) 22 %,
muito ou pouco espesso, de cor amarelo-esverdeado; mesocarpo (polpa)
68 %, branco-esverdeado variando de fino a grosso, mole e suculento,
guase aquoso quando maduro e sabor agridoce; e semente (caroco) 10 %
(FOLEGATTI et al., 2003).

O umbu (Figura 2) tem ganhado espago no mercado nacional e
internacional, pois, além de apresentar sabor agradavel e aroma peculiar,
¢ uma boa fonte de minerais e seu consumo pode contribuir
substancialmente na dieta, de acordo com a Tabela Brasileira de
Alimentos do NEPA (2011). O fruto cru apresenta 89,3 % de umidade,
0,8 9.100g™" de proteina, 9,4 g.100g™ de carboidrato, 2,0 g.100g™ de
fibra alimentar e 0,5 g.100g™ de cinzas.

Almeida et al. (2009) avaliaram umbu (polpa e casca) quanto aos
macro e microminerais e encontraram: 2,07 mg.100g™ de sédio (Na),
205,17 mg.lOOg'1 de potassio (K), 30,06 mg.100g™ de calcio (Ca), 10,77
mg.100g™ de magnésio (Mg), 29,36 mg.100g™ de fésforo (P), 0,41
mg.100g™ de ferro (Fe), 0,07 mg.100g™ de cobre (Cu), 0,14 mg.100g™
de zinco (Zn), 0,11 mg.100g™* de selénio (Se), 8,54 mg.100g™ de cobalto
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(Co) e 12,07 mg.100g™ de niquel (Ni), e portanto, pode ser considerada
fonte valiosa de minerais.

Figura 2: Umbu (Spondias tuberosa Arruda). Fonte: Proprio autor.

2.3. Geracio e aproveitamento de residuos

No Brasil s@o encontradas varias formas de processamento
industrial de frutas, tais como o umbu, sendo as principais, a polpa ou
puré, os doces em pasta e as compotas. Destacam-se, em franco
crescimento os néctares e sucos prontos para beber (PALLET et al.,
2005; MONTEIRO, 2006).

Conforme Leal, Souza e Gomes (2006), as possibilidades de
exploracdo, de forma sustentavel, dos recursos naturais como producéo
de polpa, doces cristalizados, compotas, massas, sucos, licores, e outras
iguarias sdo vidveis. Dantas Janior et al. (2008) relatou que os frutos de
umbu colhidos sdo consumidos in natura ou processados para a
producdo de sucos, polpas, geleias ou sorvetes, ja que sdo de elevada
perecibilidade.

Com estas possibilidades, pequenas agroindustrias vém sendo
instaladas por toda a regido do Vale do Sdo Francisco, gerando ao
mesmo tempo um incremento na producdo de residuos agroindustriais.
Apesar da preocupagdo com o meio ambiente, desenvolvida pela
sociedade moderna, o destino para o residuo de muitas frutas de acordo
com Vieira et al. (2009) ¢ ainda inadequado, devido a grande quantidade
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de residuos (cascas e carogos) produzidos por tonelada de produto
processado. Dessa forma, ressaltaram a importancia do desenvolvimento
de pesquisas com vistas ao aproveitamento dos mesmos.

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola produz
residuos agroindustriais que geram impactos ambientais €, com isso, a
busca de alternativas para a utilizagdo da matéria orgénica gerada cresce
em varios centros de pesquisa. Produtores e industrias enfrentam o
problema de descarte da biomassa residual que, embora seja
biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser mineralizada,
constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais. De acordo com
Cataneo et al. (2008), esses residuos agroindustriais contém vérias
substancias biologicamente ativas que sdo desperdicadas, sendo a
maioria ricos em compostos polifendlicos. Assim, a utilizacdo eficiente
desses residuos ¢ importante, uma vez que pode agregar valor aos
subprodutos agroindustriais, prevenir problemas de poluicdo ambiental e
gerar empregos (MALACRIDA et al., 2007).

Os residuos de umbus (Figura 3) ainda ndo apresentam
aplicabilidade em alimentos e ndo estdo devidamente caracterizados, no
que se refere aos pardmetros quimicos e, em especial, ao seu potencial
antioxidante, sendo importante o seu estudo por ser uma fruta tipica da
regido nordeste do Brasil, onde o setor agroindustrial tem crescido nos
ultimos anos (BRAINER et al., 2008).

Figura 3: Residuos de umbu (cascas e sementes). Fonte: Proprio autor.
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2.4. Potencial antioxidante

Segundo Lima et al. (2004), as evidéncias quanto & importancia
dos subprodutos de frutas e vegetais como fonte de fitoquimicos com
atividade biologica sugerem a exploragao de tal potencial como fonte de
bioativos para a dieta humana.

A principal forma de obten¢do pelo organismo de antioxidantes
consiste na ingestdo de compostos com esta atividade por meio da dieta.
Os principais antioxidantes dietéticos sdo algumas vitaminas, compostos
fendlicos e carotenoides. Os antioxidantes agem interagindo com o0s
radicais livres antes que estes possam reagir com as moléculas
bioldgicas, evitando que ocorram as reacdes em cadeia ou prevenindo a
ativacdo do oxigénio a produtos altamente reativos (RATNAM et al.,
2006).

De maneira geral, antioxidante é qualquer substincia que,
presente em baixas concentragdes quando comparada a do substrato
oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz
(SHAMI; MOREIRA, 2004). Segundo Andreo e Jorge (2006), a origem
das substancias antioxidantes pode ser sintética ou natural.

Conforme Luzia e Jorge (2009) o emprego de antioxidantes
sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de questionamentos
guanto a sua inocuidade. Devido a isso, pesquisas estdo voltadas para a
busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional,
como alternativa para prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e
diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: com
atividade enzimatica e ndo enzimaticos. No primeiro grupo estdo os
compostos capazes de inibir a iniciacdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas
gue removem as espécies reativas ao oxigénio. No segundo grupo estdo
as moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo
consumidas durante a reacdo. Neste grupo incluem-se 0s compostos
fendlicos (MOREIRA; MANCINI FILHO, 2003; MARIOD et al.,
2009).

Os antioxidantes podem ser classificados ainda, de acordo com
seu mecanismo de acdo como primarios ou secundarios. Os
antioxidantes primarios sdo, por exemplo, compostos fendlicos, que
atuam interrompendo a cadeia da reagdo por meio da doacdo de elétrons
ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis ou reagem com radicais livres, formando
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o complexo lipidio-antioxidante que, por sua vez, pode reagir com outro
radical livre (RAMALHO; JORGE, 2006).

Ja os antioxidantes secundarios retardam a reacéo de autoxidacédo
por diferentes mecanismos, que incluem complexacdo com metais,
sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos para formar
espécie nao radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativagdo de
oxigénio singlete (LUZIA; JORGE, 2009).

De acordo com Dubost, Ou e Beelman (2007) os antioxidantes
mais pesquisados sdo a vitamina E, vitamina C, carotenoides, e 0s
compostos fenolicos.

Os antioxidantes dos frutos, entre os quais se incluem o &cido
ascarbico, tocoferdis, carotenoides e compostos fendlicos, variam
amplamente em seus contetidos e perfis entre os diversos frutos e suas
partes. Como resultado, a atividade antioxidante de um fruto difere
consideravelmente de outro em funcdo de fatores intrinsecos (cultivar,
variedade, estadio de maturacgdo) e extrinsecos (condi¢bes climaticas e
edaficas) (MELO et al., 2008).

De acordo com Oliveira et al. (2009), a eficiéncia antioxidante de
compostos bioativos em alimentos de origem vegetal depende tanto de
sua estrutura quanto da sua concentragdo no alimento. Por sua vez, a
concentracdo destas substancias em vegetais ¢ amplamente influenciada
por fatores genéticos e condi¢des ambientais, além do grau de
maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos. Os valores
analiticos para a atividade antioxidante ainda sdo influenciados pelo
substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de extragdo
utilizada, bem como pelo bindmio tempo-temperatura.

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente vérios
ensaios tém sido desenvolvidos para avaliagdo da atividade antioxidante
de amostras. Estes ensaios diferem em relacdo ao mecanismo de reagao,
as espécies-alvo, as condigdes reacionais € na forma com os resultados
sdo expressos. Contudo a diversidade de métodos para avaliar a
atividade antioxidante, ndo existe um procedimento metodoldgico
universal. Este fato impde a necessidade de avaliar a atividade
antioxidante por diferentes técnicas, com fundamentos e mecanismos de
acdo diferentes (OLIVEIRA et al., 2009).

Dentre os métodos utilizados para se estimar a atividade
antioxidante estdo o teste de reducdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazil), que ¢ baseado na capacidade do DPPHe reagir com
doadores de hidrogénio (JAYAPRAKASHA et al., 2007); ABTSe+
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(2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), que consiste
em se monitorar o decaimento do cation-radical ABTS produzido pela
oxidagdo do ABTSe+, quando amostra contendo antioxidantes &
adicionada (RE et al., 1999) e a autoxidacdo do sistema [-
caroteno/acido linoleico, que atua como gerador de radicais livres, 0s
quais interagirdo com 0 B-caroteno ocasionando o decaimento da sua
absorbancia (MELO et al., 2006).

2.5. Compostos fenolicos

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de
ocorréncia natural, os compostos fenolicos tém recebido muita atengdo
nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidagdo lipidica, a
lipoxigenase in vitro (SOUSA et al., 2007) e processos aterogénicos.
Estes compostos exibem grande quantidade de propriedades fisiolégicas
(como anti-alergénica, anti-arteriogénica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antitrombdética, cardioprotetiva e vasodilatadora), mas o
principal efeito tem sido atribuido & sua acéo antioxidante em alimentos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

D’Archivio et al. (2007) sugerem que estes compostos possam
atuar por meio de outros mecanismos além do mecanismo antioxidante,
como a modulacdo da atividade de diferentes enzimas como telomerase,
lipoxigenase e cicloxigenase, interacbes com receptores e vias de
transdugdo de sinais, regulacdo do ciclo celular, entre outras, essenciais
para a manutencdo da homeostase dos organismos vivos.

Os compostos fenolicos sdo um grupo muito diversificado de
fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina, originados do
metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para 0 seu
crescimento e reproducdo. S&o sintetizados em condi¢cdes de estresse
como, doencas, cortes, radiagdes UV, dentre outros (NACZK;
SHAHIDI, 2004; GIADA; MANCINI FILHO, 2006).

Segundo Angelo e Jorge (2007) os compostos fendlicos sdo
substancias amplamente distribuidas no reino vegetal, em particular nos
frutos e em outras partes dos vegetais.

Segundo Kuskoski et al. (2005) e Santos et al. (2008), os
compostos fendlicos presentes nos vegetais sdo 0s principais
responsdveis pela atividade antioxidante. A prote¢do atribuida aos
antioxidantes é decorrente da sua agdo redutora frente a espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, que sdo moléculas formadas continuamente
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durante os processos metabdlicos ou sdo provenientes de fontes
exogenas.

Os grupos de compostos fendlicos mais abundantes nos alimentos
sdo os flavonoides, os acidos fenodlicos e as lignanas e, sdo considerados
os antioxidantes fenolicos mais comuns de fontes naturais. Estas
substincias apresentam-se amplamente distribuidas no reino vegetal;
sendo, desta maneira, encontradas em todas as frutas e outros vegetais
(KARAKAYA, 2004; SPENCER et al., 2008).

Sua estrutura quimica contém pelo menos um anel aromatico, o
qual estd unido a uma (ou mais) hidroxila(s) e, dependendo do numero e
da posicdo dessas hidroxilas na cadeia, esses compostos apresentam
distintas propriedades de se complexar com os radicais livres,
neutralizando-os, podendo ser divididos de acordo com o nimero de
anéis fendlicos e com as estruturas as quais estdo ligados (KARAKAYA,
2004; D’ARCHIVIO et al., 2007).

Essas substancias agem como antioxidantes ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também por causa de
seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacgao de varios
ingredientes do alimento, particularmente de acidos graxos e de 6leos
(ALl et al., 2008).

O mais importante grupo dos compostos fendlicos sdo os
flavonoides, sendo que a maioria destes possui 15 atomos de carbono
em sua estrutura quimica, chamada de nucleo flavanico, ou 2-fenil-
benzopirano formado por dois anéis benzénicos (A e B), ligados por um
anel pirano heterociclico (C) (Figura 4) (SIMOES et al., 2010).

Figura 4: Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: Simdes et al. (2010).
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Um estudo de Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) concluiu que os
alimentos comumente ingeridos pelos brasileiros que sdo as principais
fontes de flavonoides s&o a laranja (70 %), a alface (9 %) e o tomate (2,5
%), e os principais flavonoides consumidos sdo suas formas glicosidicas
e a quercetina.

2.6. Secagem das cascas

A secagem (desidratagdo) consiste na retirada de parte da agua
livre presente no alimento permitindo até ser armazenado a temperatura
ambiente. Essa tecnologia permite que ndo haja perdas expressivas de
suas propriedades sensoriais e nutricionais e, de acordo com Costa
(2008), pode ser feita tanto por secagem natural ao ar livre, na qual o
produto é exposto ao sol; como também por meio de secagem artificial
em secadores mecanicos ou estufas com circulacéo de ar forgada.

Na secagem por ar quente empregam-se secadores de bandejas
gue consistem basicamente de uma camara com isolamento térmico,
com sistemas de aquecimento e ventilagdo do ar circulante sobre e
através das bandejas, que ficam em uma base fixa. O ar aquecido circula
por meio de ventiladores e o sistema permite uma circulagdo de ar para
conservagio do calor (ARAGAO; ASINA; GUEDES, 2007).

Também sdo utilizadas estufas com circulagdo for¢ada de ar
equipadas com um termostato, o que garante a manutengdo de uma
temperatura constante durante o tempo desejado. A circulacdo forcada
provoca a renovagdo constante do ar, removendo o ar saturado de
umidade, permitindo que a secagem se processe mais facilmente.
(SIMOES et al., 2010).

Os parametros de controle podem variar de acordo com o
processo, mas em geral a temperatura, tempo de secagem e a dimensdo
do alimento sdo influentes em qualquer processo de secagem. Esses
pardmetros exercem efeitos sobre a taxa de secagem, teor de umidade
final e encolhimento do produto, caracteristicas estas relacionadas com a
preservagdo e qualidade do alimento, conforme descrito por Lewicki e
Pawlak (2003).

Abud e Narain (2009) realizaram desidratacdo de residuos de
umbu em secador de bandejas com circulacdo de ar forcada a 55 °C,
temperatura caracterizada como ideal para a manutencdo da atividade
enzimatica, enquanto Melo e Andrade (2010) efetuaram esse
procedimento com residuos (cascas) de umbus em estufa com circulacéo
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De acordo com Gava, Silva e Frias (2010) as vantagens do
processo de secagem sdo varias, entre as quais uma melhor conservagao
do produto, redugdo de custos com embalagens e do peso, facilitando
desta forma o armazenamento e o transporte.

Independente de como ¢ realizado, o processo de secagem
promove a diminui¢do de volume e de peso e favorece a trituragdo dos
materiais. Neste sentido, a transformacdo das cascas de umbu em
farinha pode ser um processo viavel e propulsor, devido a praticidade de
uso, reducdo da perecibilidade e do volume a ser transportado.

2.7. Métodos de extraciao

O termo extragdo, segundo Simdes et al. (2010), significa retirar,
da forma mais seletiva e completa possivel, as substancias ou fracdes
ativas contidas no vegetal, utilizando para isso, um liquido ou mistura de
liquidos tecnologicamente apropriados e toxicologicamente seguros. O
produto resultante dessa extra¢do solido-liquido é denominado solugdo
extrativa.

A extracdo de acordo com Schinor et al. (2004) é o primeiro
passo para a obtencdo e purificacdo de constituintes quimicos de
espécies vegetais.

Existem varios procedimentos para a extracdo dos compostos
antioxidantes em vegetais, conhecidos também como substancias
bioativas. Dentre esses, podem ser citados os tradicionais métodos de
extracdo utilizando solventes organicos (como agua, etanol, éter e
metanol); a extragdo supercritica, que mediante mudancas na pressdo e
na temperatura. transforma o diéxido de carbono (CO,) em fluido
supercritico para a extracdo; e a extracdo assistida por enzimas em meio
aquoso por maceragdo (LEAL et al., 2003; LANDBO; MEYER, 2004;
REHMAN; HABIB; SHAH, 2004).

Sob o ponto de vista quimico, a selecdo da metodologia mais
eficiente é bastante complexa para a extragdo desses compostos que, de
acordo com Huber e Rodriguez-Amaya (2008), podem sofrer a
influéncia de fatores intrinsecos, determinado por um sistema genético
do vegetal, e mais fortemente pelos fatores extrinsecos, como estacédo do
ano, incidéncia de radiacdo UV, clima, composicdo do solo, preparo e
processamento do alimento, o solvente empregado na extracdo, o
tamanho das particulas, o tempo e a temperatura de extracéo.
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Etapas preliminares devem ser realizadas para facilitar a técnica
de extracdo e conservar 0s compostos antioxidantes, que sdo sensiveis a
acdo da luz, oxigénio e calor. Conforme Juntachote e Berghofer (2005),
0s vegetais normalmente sdo desidratados, liofilizados ou congelados, e
ainda peneirados ou moidos antes do processo de extracdo. Assim, 0s
substratos atingem maior superficie de contato com o solvente de
extracdo e as enzimas lipoxigenase tornam-se inativas. Tais enzimas,
naturalmente presentes em vegetais, sdo responsaveis pela rancidez
oxidativa enzimatica.

A extragdo com solventes organicos é comumente empregada
para a separacdo dos compostos bioativos. O rendimento da extracdo e a
determinacdo da atividade antioxidante dos extratos decorrem do tipo de
solvente, em razdo das diferengas nos potenciais antioxidantes e das
polaridades dos compostos (AMENSOUR et al., 2010; TRABELSI et
al., 2010).

N&o existe sistema de extragcdo com solventes que seja
satisfatorio para o isolamento de todos ou de classe especifica de
antioxidantes naturais, devido a diversos fatores. A natureza quimica
desses compostos nos alimentos varia do simples ao altamente
polarizado, ha grande variedade de compostos bioativos nos vegetais
(como os é&cidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes
guantidades presentes, além da possibilidade de interacdo dos
compostos antioxidantes com carboidratos, proteinas e outros
componentes dos alimentos. Alguns desses complexos, assim como
alguns fendlicos com alta massa molar, sdo altamente insollveis em
agua. Entretanto, os extratos sempre contém mistura de substancias
fenolicas de diferentes classes que sdo solubilizadas no solvente do
sistema escolhido. Estagios adicionais podem ser necessarios para
purificar o isolado e remover substancias fendlicas e ndo fendlicas
indesejaveis (ANDREO; JORGE, 2006; SOUSA et al., 2011).

Segundo Li, Pordesimo e Weiss (2004), a solubilidade das
substancias se da em funcdo da afinidade existente entre as espécies do
sistema. A escolha por um solvente adequado em combinagdo com uma
agitacdo mecanica suficiente influencia o processo de transferéncia de
massa e, consequentemente, a extracao.

As tecnologias classicas de extracdo de forma geral podem ser
realizadas por meio de técnicas como a enfloragem (enfleurage), a
prensagem a frio, a maceracdo, extracdo assistida por ultrassom e a
extracdo em Soxhlet, a destilacdo direta e a destilagdo por arraste a
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vapor de 4gua. Os principais solventes utilizados para a extragdo de
0leos sdo 0 hexano, o benzeno, os alcodis metilico, etilico e propilico, a
acetona, o pentano e diversos solventes clorados. Ap6s a extracdo, o
solvente é removido por evaporacdo ou destilacdo a pressdo reduzida,
obtendo-se um extrato denso e resinoso (BISCAIA; FERREIRA, 2009).
Estas metodologias classicas, conforme Herrero et al. (2010) e
Mardstica Janior, Leite e Dragano (2010), possuem desvantagens como
tempos de operagdo longos, operagdes laboratoriais intensas, manuseio
de grandes volumes de solventes perigosos e etapa seguinte de
concentracdo do extrato, o que pode resultar em degradacéo térmica do
composto alvo. Além disso, o solvente pode promover alteragdes
guimicas nas moléculas e ocasionar efeitos toxicos nos consumidores.

2.7.1. Extracao Soxhlet

A extragdo Soxhlet ¢ um método simples e conveniente de um
numero infinito de repeticdes do ciclo de extragdo com solvente até a
exaustdo completa do soluto na matéria-prima. O extrator Soxhlet ¢
constituido por um corpo de vidro, em que é colocado no seu interior
um cartucho contendo o so6lido a ser extraido e na parte inferior ha um
tubo de sifdo e um tubo de destilagdo. O material do cartucho ¢ de papel
de filtro celulose com espessura penetravel ao solvente (PENCHEV,
2010).

A montagem do sistema Soxhlet consiste de um aparelho extrator
que ¢ conectado na extremidade inferior a um baldo contendo o solvente
de extragdo, e este é aquecido a fim de promover a ebulicdo de seu
contetido. Na extremidade superior, ¢ acoplado um condensador
arrefecido por um banho que liquefaz o vapor do solvente. No baldo o
solvente liquido é aquecido entrando em ebulicdo. A passagem de
vapores segue pelo tubo de destilacdo e sobe em direcdo ao condensador
de destilagdo. Em seguida, no condensador o solvente ¢ liquefeito e
acumulado até atingir o apice do tubo de sifao e retornando o solvente
para o baldo, juntamente com as substancias extraidas. O solvente no
frasco torna-se progressivamente enriquecido em componentes soliveis
e a extragdo continua até um tempo determinado. Os extratos brutos
obtidos no Soxhlet ficam misturados com o solvente no baldo até a etapa
do processo de recuperagdo deste solvente.

De acordo com Luque-Garcia e Castro (2003) as vantagens da
extracdo com Soxhlet sdo: a renovacgdo do solvente durante o processo,
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0 que aumenta o coeficiente de parti¢do e a eficiéncia da extracdo; nao
ha necessidade de filtracdo, o que simplifica o tempo de manuseio do
extrato apds a extragdo e os riscos de perda e/ou contaminagdo do
extrato; além de apresentar maior reprodutibilidade.

2.7.2. Extracdo assistida por ultrassom

De acordo com Luque-Garcia e Castro (2003) e Melecchi et al.
(2006) o ultrassom ¢ um equipamento que utiliza a energia das ondas
sonoras que sdo transmitidas em frequéncia superior a da capacidade
auditiva humana. As ondas sonoras propagam-se na matéria, em
frequéncias de 20,0 - 100,0 kHz, criando no meio que se propagam
ciclos de dilatacdo e constri¢do. Em um liquido, estes ciclos produzem
uma pressdo negativa, podendo originar bolhas ou cavitagdo, causando
modificagdes fisicas e quimicas permanentes, como ruptura dos solidos
e instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gas.

Os principais efeitos do ultrassom na extracdo de matrizes
vegetais sdo o aumento do estresse mecanico das células, aumento da
permeabilidade das paredes celulares, o que facilita a dilatacdo e
hidratacdo do material por meio do aumento do tamanho dos poros da
parede celular, melhorando o processo de difusdo e de transferéncia de
massa. O aumento no tecido celular pode, em alguns casos, quebrar a
parede celular, causando a saida dos compostos aromaticos da célula,
além de aumentar a eficiéncia da extragcdo e/ou reducdo do tempo de
extragdo, ¢ aumentar a area de contato entre o sélido e a fase liquida.
Contudo, o efeito do ultrassom no processo de extracdo depende da
frequéncia e da poténcia do aparelho (JACQUES et al., 2006; YANG;
ZHANG, 2008).

Segundo Jacques et al. (2006), o ultrassom é utilizado na extracéo
de compostos volateis de plantas com solventes organicos, em
temperatura ambiente. Nesta técnica, a amostra triturada é misturada ao
solvente e colocada em um recipiente, que é imerso em um banho de
ultrassom, por um tempo determinado e a uma frequéncia prépria do
banho.

O tempo, a temperatura e o poder do ultrassom em diferentes
tratamentos da casca de frutos citricos foram avaliados por Ma et al.
(2008) e provocaram efeito significativo no teor de compostos fendlicos
totais com aumento de 41,45 % quando o tempo de extracdo foi
ampliado de 10 para 60 minutos, a temperatura de 40 °C.



2.7.3. Extracéo por maceracao

A maceragdo ¢ a técnica na qual a extragdo a frio da matéria
prima vegetal € realizada em recipiente fechado, em temperatura
ambiente, durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitagéo
ocasional e sem renovacdo do liquido extrator (processo estatico), para
extrair os compostos de interesse. Pela sua natureza, ndo conduz ao
esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido & saturacdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre
0 meio extrator e o interior da célula (SIMOES et al., 2010).

2.7.4. Hidrodestilagéo

A hidrodestilacdo ¢ um método antigo e versatil, sendo o mais
usado comercialmente no Brasil para o isolamento de materiais volateis.
E o tipo de destilagio utilizada para isolar substancias que se
decompdem nas proximidades de seus pontos de ebuli¢do e que sdo
insoluveis em agua ou nos seus vapores de arraste (WATANABE et al.,
2006).

De acordo com Leal et al. (2008) neste método, a matéria-prima é
completamente imersa em agua e entdo destilada, com a temperatura de
operacdo ndo extrapolando os 100 °C. E adequada para a extracio de
6leo essencial de varios tipos de matrizes vegetais: flores, frutos, folhas,
rizomas, raizes, sementes, casca de caule, castanhas, galhos ou pé.

Conforme Martinez et al. (2004) e Rosa e Meireles (2005) a
extracdo por hidrodestilacdo é realizada por meio do método Clevenger,
onde a matriz é imersa em agua destilada e o processo é realizado a
temperatura de ebulicdo da mistura. O aquecimento até 100 °C provoca
formacé&o de vapor que arrasta 0s compostos mais volateis. A mistura de
vapor e soluto passa por um condensador e, apés a condensagdo, 0S
compostos sollveis separam-se da dgua por decantagao.

Nos processos de destilagdo, dois produtos sdo obtidos: o 6leo
volatil e o hidrolato, separados um do outro por decantagdo. Pequenas
guantidades de compostos aromatizantes estdo presentes no hidrolato,
conferindo a ele agradavel odor. Alguns hidrolatos possuem grande
potencial de uso como fragrancia nas industrias de cosméticos,
alimentos e farmacéuticas (LEAL et al., 2008).
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2.7.5. Extracao supercritica

As técnicas mencionadas nos itens 2.7.1 a 2.7.4, utilizando
solventes e a baixa pressdo, podem produzir extratos de qualidade, mas
0s usos de temperatura elevada e de solventes liquidos podem fazé-los
divergir da qualidade original. Associado com as elevadas temperaturas
empregadas no processo estdo os danos causados aos componentes,
altamente sensiveis, de aromas, fragrancias e principios ativos
farmacéuticos e a perda de componentes altamente volateis, de baixa
massa molar, que segundo Kitzberger et al. (2007) ndo podem ser
recuperados e reincorporados ao extrato.

Nos Ultimos anos surgiram novas técnicas de extracdo, como a
extracdo com fluido supercritico. O emprego desta técnica em processos
industriais vem ganhando espago, principalmente devido aos fatores
ambientais e de qualidade envolvidos: trata-se de um processo livre de
residuos toxicos; nao necessita de pds-processamento dos extratos para a
recuperacdo do solvente, desde que ndo se empregue cossolvente;
diminui a degradacdo térmica dos extratos, por permitir o emprego de
baixas temperaturas e previne reacdes de oxidagdo, pela auséncia de luz
e oxigénio (MARTINEZ et al., 2004; ROSA; MEIRELES, 2005;
MICHIELIN et al., 2005).

Este tipo de extracdo possui vantagens sobre as técnicas de
extracdo a baixa pressdo por ser um processo flexivel devido a
possibilidade de ajuste continuo do poder de solvatacdo e seletividade
do solvente bem como da temperatura e pressdéo (REVERCHON; DE
MARCO, 2006; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Um extrato obtido com CO, supercritico conforme Diaz-Reinoso
et al. (2006) pode ser aplicado na industria alimenticia ou farmacéutica
por possuir status de substancia geralmente reconhecida como segura
(GRAS - Generally recognized as safe). O elevado gradiente de presséo
pode produzir extratos livres de microrganismos e seus esporos, com
uma maior vida Util que extratos obtidos com solventes organicos.

O fluido submetido & presséo e temperatura acima de seu ponto
critico torna-se supercritico. Varias propriedades dos fluidos sdo
alteradas sob essas condicGes, tornando-se parecidas com as de alguns
gases e liquidos. A densidade do fluido supercritico é similar a dos
liquidos, sua viscosidade assemelha-se a dos gases e sua capacidade de
difusdo é intermediaria entre os dois estados. Portanto, o estado
supercritico de fluidos pode ser definido como o estado no qual liquido
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e gas sdo indistinguiveis entre si (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ,
2006).

Andreo e Jorge (2006) relataram que, devido a sua baixa
viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Podem
se difundir facilmente através de materiais solidos, resultando em
melhores rendimentos nas extra¢fes. O dioxido de carbono (CO,), o
fluido mais utilizado devido a sua moderada temperatura (31,1 °C) e
pressao critica (73,8 bar), é gasoso em temperatura ambiente.

A habilidade dos fluidos supercriticos em remover componentes
de uma matriz depende do modo de extracdo (estdtico, dindmico,
estatico-dindmico), das condicdes de extracdo (temperatura, pressao,
tempo, massa) e das relagbes matriz-componente-fluido extrator, tais
como a solubilidade do componente no fluido extrator, a interacdo
componente-matriz, a localizagdo do componente dentro da matriz e da
porosidade da matriz (AGHEL et al., 2004).

Segundo Canuto, Souza Neto e Garruti (2009) fluido supercritico
€ uma alternativa para obtencdo de compostos menos volateis ou
fortemente ligada a matriz, todavia ndo é eficiente para substancias
polares. A extragdo supercritica € uma operagao unitaria por contato que
se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos
fluidos supercriticos. Esta técnica é particularmente efetiva no
isolamento de substancias de massa molar média e polaridade
relativamente baixa (PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008).

2.7.6. Extracdo assistida por enzimas

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), todas as partes da
planta sdo recobertas por uma camada externa, cuja estrutura é
essencialmente composta por material lipidico depositado em camadas.
As células individuais sdo circundadas por uma estrutura relativamente
rigida designada parede celular, cuja composicdo, forma, espessura e
tamanho dependem da funcdo das células que comp&em o tecido e é
composta por varias camadas. A lamela média é a camada mais externa
gue é composta principalmente de pectinas. A parede celular primaria
localiza-se ap6s a lamela média e a secundaéria liga-se imediatamente do
lado de dentro da parede primaria, ambas consistem de microfibrilas de
celulose trangadas em conjunto num padréo irregular, embebidas huma
matriz amorfa composta de hemiceluloses, pectinas e proteinas.
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A parede celular é uma estrutura muito complexa que possui
diversas fungdes. Proporciona as células rigidez mecéanica, mantém a
sua morfologia, controla a expanséo celular e transporte intercelular e
protege a célula contra uma grande quantidade de organismos
potencialmente patogénicos. Como muitas destas fungdes sdo exigidas
ao mesmo tempo em varios estadios de desenvolvimento do vegetal, a
parede celular possui simultaneamente, grande flexibilidade com um
maximo de resisténcia, devido a um sofisticado controle metabdlico,
com regides de extrema complexidade, com altos conteldos de
polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos (NASCIMENTO et al.,
2012).

Segundo Coelho, Salgado e Ribeiro (2008), enzimas sdo
catalisadores bioldgicos que participam de varias reagdes bioquimicas,
tendo como papel fundamental o controle metabdlico. Estas moléculas
aceleram reacgoes termodinamicamente favorecidas, sendo extremamente
versateis, estereoespecificas, e de elevada importancia nos processos
biotecnologicos.

A maceracao enzimatica € uma tecnologia largamente aplicada no
processamento de frutas com a finalidade de clivar as cadeias
polissacaridicas da parede celular, utilizando-se enzimas hidroliticas,
dessa forma, aumentando o rendimento da extragdo do suco e
aumentando a liberacdo de compostos funcionais presentes nos frutos,
como antocianinas, vitaminas, polifenois e compostos de aroma
(SCHOUDHARI; ANANTHANARAYAN, 2007; RODRIGUES;
FERNANDES, 2012).

De acordo com Gomes et al. (2007), nos preparados enzimaticos
comerciais utilizados no processamento de sucos predominam as
pectinases. Estas sdo um importante grupo de enzimas capazes de
hidrolisar a pectina presente na lamela média e parede primaria das
células vegetais.

O uso de enzimas na maceragdo aumenta o rendimento da
extracdo e melhora o processamento, melhorando a extracdo dos
componentes da matriz analisada, dependendo das enzimas e das
condi¢des enziméticas adotadas (MELLOU et al., 2005; SALEM et al.,
2010; SILVA et al., 2012).

Varios estudos ressaltam o uso de enzimas, tendo em vista uma
maior extragdo de materiais corantes e compostos quimicos em geral.
Segundo Almeida et al. (2005), as enzimas desempenham papel
fundamental no processo de elaboracdo de sucos, atuando na
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clarificaco, filtracdo, extracdo e estabilidade do suco. Os pesquisadores
Olivier et al. (2008) salientaram que a extragdo do suco envolve
maceracao seguida por processamento e decantacdo, para separar 0 suco
das partes sélidas e que a maceracdo enzimatica pode resultar na
extracdo de 95% ou mais de solidos soluveis das frutas.

Mariano, Couri e Freitas (2009) utilizando tecnologia enzimatica
para melhorar a extracdo do Oleo da polpa de Caryocar brasiliense
(pequi) constataram que o processo combinado, no qual se aplicou o
tratamento aquoso enzimatico seguido da prensagem, promoveu a
hidrélise da parede celular e a redugdo da viscosidade da polpa,
contribuindo com pelo menos 20% de aumento na produtividade da
etapa de extracdo do 6leo por prensagem.

Ribeiro, Coelho e Barreto (2012) concluiram que o
processamento enzimatico para producdo de extrato de guarand, seguido
do pos-processamento do extrato com éxido de magnésio, representa
uma alternativa interessante para a industria alimenticia, pois permitiu a
extracdo seletiva de cafeina e taninos das sementes de guarand sem o
emprego de condi¢Bes severas de operacdo e sem o uso de solventes
organicos inflamaveis, tdxicos e perigosos.

Santos e Pietro (2012) analisando falsa caléndula (Melampodium
divaricatum) e horteld (Mentha spicata) observaram o aumento de
alguns compostos nas analises cromatograficas, sugerindo que foi
resultado do processo de extracdo mais eficiente na presenca de
enzimas, fato este que pode ter sido ocasionado pelo rompimento total
da parede celular, permitindo a saida de moléculas grandes e em maior
quantidade.

Bagger-Jorgensen e Meyer (2004) testaram preparagoes
enzimaticas sobre a liberagdo de fendis em suco de groselha e
constataram que os niveis obtidos foram 14-15 % maiores do que os
extraidos sem enzimas.

De acordo com Landbo e Meyer (2004), o rendimento, o nivel de
antocianina, o nivel de concentracdo de fenois, assim como a limpidez
do suco de groselha preta foi melhorado usando preparagdes de enzimas
pectinoliticas de pré-prensagem em maceragao.

Arnous e Meyer (2010) estudando a liberagdo em vinho tinto de
substancias fenolicas da pele de uva (Vitis vinifera L.) por meio de
tratamento com enzimas, afirmaram ser esta a opgdo para liberagdo de
fendis durante degradacdo da parede celular vegetal.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Etapas e locais de execucdo do experimento

As etapas de aquisicao e selecdo dos frutos, secagem e moagem
das cascas, caracterizacdo fisico-quimica da farinha foram realizadas em
Petrolina-PE no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Sertdo Pernambucano (IF SERTAO-PE) nos laboratérios de
Processamento de Vegetais da AgroindUstria, de Andlises Fisico-
Quimicas da Escola do Vinho e de Controle de Qualidade de Alimentos
localizados no Campus Petrolina Zona Rural; e a caracterizacdo dos
compostos fenolicos nos extratos foi realizada no Laboratorio de
Cromatografia da EMBRAPA Semiarido.

A granulometria da farinha, as extragOes a baixa pressao sem uso
de enzimas, supercritica e assistida por enzimas, a determinagdo de
rendimento e caracterizacdo dos extratos quanto ao teor de fendlicos
totais e atividade antioxidante foram realizadas em Florian6polis-SC na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) no Laboratério de
Termodinamica e Extragdo Supercritica (LATESC) e no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos; e no Laboratério de Reologia e
Biopolimeros do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

3.2. Aquisicao e selecdo dos frutos

Os umbus (Spondias tuberosa Arruda) foram adquiridos entre o0s
meses de janeiro e fevereiro de 2013 e provenientes dos municipios de
Petrolina-PE, Moreilandia-PE e Jaguarari-BA em estadio de maturagio
variando de meio-maduro a maduro.

Os frutos foram visualmente selecionados pela coloragéo da casca
e posteriormente por meio do teor de solidos sollveis totais (SST),
considerando aqueles com no minimo 10 °Brix, determinado em
refratdbmetro analdgico portéatil (107, Biobrix, Sdo Paulo/SP) (Figura 5a),
pois conforme Costa et al. (2004) durante a maturagdo o teor de SST
aumenta para este valor nos frutos maduros.

Os frutos foram lavados em &gua corrente para remocgdo das
sujidades grosseiras, higienizados com detergente neutro e sanitizados
em solucdo clorada (10 mg/L de cloro livre) por trinta minutos seguido
de enxague para remocdo do cloro residual.



Apos a selecdo, os frutos foram levados a despolpadeira (Bonina
0.25df, Itametal, Itabuna/BA) a fim de separar a polpa das cascas e
sementes (Figura 5b).

Figura 5: Refratdmetro analdgico portatil (a); despolpadeira (b). Fonte:
Proprio autor.

As cascas provenientes deste procedimento foram separadas das
sementes manualmente para serem submetidas a secagem.

3.3. Preparo da matéria-prima

As cascas de umbu foram submetidas a dois equipamentos para o
processo de secagem artificial: um secador de bandejas (PE30 Classic,
Limp Gold Pardal Industria e Comércio de Equipamentos
Eletromecanicos Ltda., Petropolis/RJ) (Figura 6a) e uma estufa de
esterilizacdo e secagem (400/8D, Nova Etica Produtos e Equipamentos
Cientificos Ltda., Vargem Grande Paulista/SP) (Figura 6b), ambos com
circulagdo forcada e renovacdo de ar, em uma temperatura constante de
50 °C, indicada para manter a qualidade e quantidade dos principios
ativos.

A média de perda de umidade das cascas em funcdo do tempo de
secagem dos dois equipamentos foi avaliada em intervalos regulares de
tempo, as bandejas eram retiradas, pesadas rapidamente e recolocadas
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nos respectivos equipamentos, este procedimento foi repetido até
obtencdo de peso constante.

Figura 6: Secagem em secador de bandejas (a); secagem em estufa (b), ambos
com circulagdo de ar for¢ada e a 50 °C. Fonte: Proprio autor.

@ (b)

As cascas secas do secador ¢ da estufa foram moidas em um
micro moinho de facas tipo Willey (SP30, SP Labor Equipamentos para
Laboratorios, Presidente Prudente/SP) (Figura 7), obtendo-se as
farinhas, que foram identificadas como farinha de cascas de umbu do
secador (FCUS) e farinha de cascas de umbu da estufa (FCUE) para
realizagdo das analises fisico-quimicas preliminares.

Figura 7: Cascas secas de umbus para serem moidas no micro moinho (a);
cascas moidas no micro moinho (farinha obtida) (b). Fonte: Proprio autor.

@ (b)
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3.4. Caracterizacao fisico-quimica das farinhas

As andlises fisico-quimicas para caracterizacdo das farinhas
FCUS e FCUE consistiram em: umidade, pH, lipidios, cinzas, fibra
insolUveis e proteina, realizadas de acordo com os métodos fisico-
quimicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008). A
atividade de agua (Aw) foi realizada por meio de medidor portatil
(Aw43, Etec Coml e Técnica Ltda, Sdo Paulo/SP).

A determinacdo da umidade foi realizada por meio do método da
estufa, que considera a perda de dgua e substancias volateis a 105 °C até
peso constante. O pH por potenciometria e os valores foram medidos
utilizando-se aparelho medidor de pH digital ( B474, Micronal S/A, Séo
Paulo/SP). A determinacdo de lipidios foi realizada em extrator do tipo
Soxhlet. O valor de cinzas foi fundamentado na perda de peso quando o
produto foi incinerado em mufla a 550 °C durante 3 horas, com
destruicdo da matéria orgénica. O teor de fibras insoluveis por meio de
método enzimatico-gravimétrico. E o teor de proteina foi feito por meio
do método de micro Kjedahl, o qual consiste nas etapas de digestdo,
destilagdo e titulagdo.

Todas as analises foram realizadas em triplicata e 0 resultado
expresso como média + desvio padréao.

Posteriormente foram unificadas e embaladas a 100 % de vacuo
em sacos de polietileno, envolvidas em papel aluminio e armazenadas
em temperatura de refrigeragdo em refrigerador doméstico até o
transporte a cidade de Floriandpolis-SC.

3.5. Granulometria da farinha

Uma por¢do da farinha unificada foi submetida a separagdo e
classificacdo granulométrica em agitador de peneiras (Bertel Industria
Metalurgica Ltda., Caieiras/SP), com a finalidade de fracionar a matéria-
prima em diferentes tamanhos de particula e determinar o didmetro
médio das particulas. Pesaram-se cerca de 100 g de amostra em balancga
(BG 2000, Gehaka Ind. e Com. de Eletroeletronicos Ltda., Sao
Paulo/SP), com precisdo de duas casas decimais de grama, utilizando as
peneiras da série Tyler de 6, 14, 20, 24, 32, 48, 65, 80 mesh ¢ fundo. O
conjunto foi agitado por 30 minutos. Para a realizagdo dos
experimentos, utilizou-se a fracdo da matéria-prima compreendida entre
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as peneiras de tamanho 20 a 32 mesh por ser o grupo de peneiras com
maior quantidade de amostra retida.

3.6. Técnicas de extracao

Os processos de extragdo da farinha de casca de umbu a baixa
pressao sem uso de enzimas foram realizados por meio da extragdo com
solventes organicos e hidrodestilacdo. Estas técnicas foram empregadas
para avaliar o rendimento do processo de extragdo, composicdo e
caracteristica dos extratos. As extragdes a baixa pressdo sem uso de
enzimas foram realizadas em triplicata e 0 resultado expresso como
média * desvio padréo.

A extragdo com solventes organicos foi realizada por meio dos
métodos Soxhlet, assistida por ultrassom e maceragdo. Os solventes
utilizados, escolhidos pela diferenca de polaridade entre si e trabalhando
os extremos foram: hexano P.A. (Hex), por apresentar polaridade nula;
diclorometano P.A. (Dic), por apresentar polaridade intermediéria;
acetato de etila P.A. (Ace), por proporcionar bons resultados na extragao
de compostos fenolicos; etanol P.A. (Eta), por oferecer baixa toxicidade;
4gua destilada (Agua), por ser extremamente polar e fluido universal.

A Tabela 1 apresenta o indice de polaridade para estes solventes.

Tabela 1: Indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de
extragdes a baixa pressdo sem uso de enzimas

Solvente indice de polaridade
Hexano 0,0
Diclorometano 3,1
Acetato de etila 4.4
Etanol 5,2
Agua 9,0

Fonte: Adaptada de Sadek (2002).
3.6.1. Soxhlet
A extracdo direta em aparato Soxhlet foi realizada num sistema

gue consiste de um extrator que é acoplado na extremidade inferior a um
baldo de 250 mL e na extremidade superior a um condensador



arrefecido por um banho (MQBMP-01, Microquimica Ind. Com. Repr.
Ltda., Palhoca/SC) (Figura 8).

Figura 8: Sistema de extragdo direta em Soxhlet. Fonte: Proprio autor.

De acordo com o método 920.39C da AOAC (2005) para cada
extragdo 5 g de amostra foram pesadas em balanca (AY220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., S&o Paulo/SP) com precisdo ao décimo de
miligrama, envolvidos em um cartucho de papel de filtro celulose (filtro
qualitativo, J.Prolab 80g com didmetro de 12,5 cm, abertura dos poros
de 14 pum e espessura de 205 um) o qual foi inserido no extrator. Foram
utilizados 150 mL dos solventes selecionados, os quais foram
acondicionados em baldo de 250 mL e aquecidos por meio de uma
manta de aquecimento (52 - Classe 300, Fisatom, S&o Paulo/SP) na
temperatura de ebuli¢do do solvente utilizado.

Em todas as extracfes com Soxhlet manteve-se a propor¢do
amostra:solvente igual a 1:30. Com a evaporacdo do solvente, este
entrava no condensador e voltava & forma liquida, entrando em contato
com a amostra e ocorrendo a extracdo dos compostos sollveis. Quando
a mistura soluto/solvente preenchia o sifdo, estes eram succionados,
retornando ao baldo onde o solvente era novamente aquecido. O
processo de refluxo foi repetido até o final das 6 horas de extragéo.

As extragdes foram realizadas em triplicata e os extratos brutos
obtidos foram mantidos em refrigerador doméstico (Freezer Vertical
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Eletronico Flex 228L, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a 3 °C até o processo de
recuperagdo do solvente.

3.6.2. Extracéo assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom foi realizada em triplicata e
adaptada de Gu et al. (2008).

O método consistiu de adicionar 7 g da amostra a 210 mL dos
mesmos solventes utilizados na extragao Soxhlet em um baldo de 250
mL. O baldo foi conectado em sua parte superior a um condensador de
bolas interligado a um banho refrigerado (MQBMP-01, Microquimica
Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoc¢a/SC), e na parte inferior do baldo a
solucdo foi submetida ao tratamento em banho indireto em ultrassom
com o uso de uma lavadora ultrassénica (USC-700/55 kHz, Unique Ind.
e Com. de Produtos Eletronicos Ltda., Indaiatuba/SP) pelo tempo de
extracdo de 60 minutos (Figura 9).

Figura 9: Sistema de extragdo ultrassonica. Fonte: Proprio autor.

Apo0s a extragdo, a solucdo de extrato foi separada da matriz a
temperatura ambiente por meio da filtragdo com auxilio de bomba de
vacuo (NT 613, Novatécnica, Piracicaba/SP) em funil de Blichner com
papel de filtro celulose (filtro qualitativo, J.Prolab 80g com didmetro de
12,5 cm, abertura dos poros de 14 pm e espessura de 205 pm).

Os extratos obtidos foram mantidos em refrigerador doméstico
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(Freezer Vertical Eletronico Flex 228L, Brastemp, S&o Paulo/SP) a 3 °C
até ser realizado o processo de recuperagdo dos solventes.

3.6.3. Maceracio

O método de maceracdo consistiu em uma extra¢do a frio da
amostra. O procedimento foi realizado em triplicata e de acordo com
Sachindra, Bhaskar ¢ Mahendrakar (2006). Foram acondicionadas 25 g
da amostra em um baldo de fundo chato e adicionados 100 mL de
solvente. A mistura de amostra e solvente foi mantida ao abrigo da luz
por um periodo de cinco dias a temperatura ambiente e com agitacdo
manual uma vez ao dia.

A separagdo da amostra e extrato foi realizada a temperatura
ambiente por meio da filtragdo com auxilio de bomba de vacuo (NT
613, Novatécnica, Piracicaba/SP) em funil de Blichner com papel de
filtro celulose (filtro qualitativo, J.Prolab 80g com didmetro de 12,5 cm,
abertura dos poros de 14 um e espessura de 205 um).

Os extratos brutos obtidos foram mantidos em refrigerador
doméstico (Freezer Vertical Eletronico Flex 228L, Brastemp, Séao
Paulo/SP) a 3 °C até ser realizado o processo de recuperacdo dos
solventes.

3.6.4. Hidrodestilagdo

A hidrodestilacdo foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Santos et al. (2004), utilizando-se 50 g de farinha de casca
de umbus, pesados em balanga (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda.,
Sao Paulo/SP), com precisdo ao décimo de miligrama.

A amostra foi colocada em um baldo de destilacdo de 2 L, imersa
em 700 mL de &gua destilada. No setor de recuperagdo foram
adicionados 2 mL de hexano (Merck S.A., Brasil) para dissolver o
extrato e facilitar a sua separacdo da agua condensada.

O baldo de destilacdo foi aquecido em manta elétrica (102,
Fisatom, S&o Paulo/SP) e mantido em ebulicdo por 6 horas,
apresentando também um sistema de arrefecimento (MQBTZ99-20,
Microguimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoca/SC) para condensar o
soluto extraido e os vapores de agua (Figura 10).

As extracdes foram realizadas em triplicata e os extratos obtidos
passaram pela etapa posterior de recuperacdo do hexano.
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Figura 10: Sistema de Clevenger na hidrodestilagdo. Fonte: Proprio
autor.

3.6.5. Tratamento dos extratos e recuperacio dos solventes

Os extratos obtidos das amostras por meio do Soxhlet, da
extracdo assistida por ultrassom, maceracdo e hidrodestilagdo foram
concentrados em rota-evaporador (801, Fisatom, Sdo Paulo/SP)
funcionando com rotagdo de 60 rpm, sob controle de vacuo (NT 613,
Nova Técnica Piracicaba/SP) com valor médio — 650 mmHg e
arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda.,
Palhoga/SC) (Figura 11).

Figura 11: Sistema de tratamento de extratos e recuperagdo de
solventes. Fonte: Proprio autor.
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As temperaturas de evaporacdo foram ajustadas para valores
inferiores aos pontos de ebulicdo dos solventes utilizados, para reduzir
alteragdes do extrato devido a aplicacdo de calor.

Os extratos concentrados foram acondicionados em frascos
ambar, preenchidos com nitrogénio gasoso a fim de substituir atmosfera
local por outra inerte, promovendo a diminuigdo de contaminagdo e
degradacdo.

Em seguida foram armazenados em freezer doméstico (Freezer
260, Brastemp, Sao Paulo/SP) a -18 °C até a realizacdo das analises de
caracterizacdo.

3.6.6. Extracéo Supercritica

Os experimentos de extracdo supercritica (ESC) realizados
visaram determinar as condi¢Ges de temperatura e pressdo nas quais o
maior rendimento global e os melhores parametros de qualidade
pudessem ser obtidos. As condigdes operacionais utilizadas na ESC do
extrato de farinha de cascas de umbu foram selecionadas de forma que
abrangessem uma ampla faixa de condicGes de massa especifica de
solvente supercritico, buscando diminuir a degradacdo de compostos
termossensiveis, como ocorre na extragdo com solventes organicos e na
hidrodestilacdo, levando em consideracdo os limites de operagdo do
equipamento utilizado.

Os testes iniciais, de cinética de extracdo supercritica, foram
realizados com o objetivo de definir o tempo de extragcdo mais adequado
a ser utilizado nas extragdes com fluido CO, supercritico. A vazdo de
solvente foi de 1,0 + 0,1 kg/h e a massa de amostra foi de 30 g, medidos
em balanca com precisdo ao décimo de miligrama. Foi utilizada a
condicdo de pressdo de 200 bar e temperatura intermediaria de 45 °C
para os ensaios da curva de extragdo, realizando os testes durante 7
horas.

O experimento de cinética (curva de extracdo) foi realizado no
LATESC do Departamento de Engenharia Quimica ¢ Engenharia de
Alimentos por meio do método dindmico de extracdo na unidade de
extracdo supercritica descrita por Zetzl, Lozano e Brunner (2007)
desenvolvida e  construida pelo  Laboratério  Thermische
Verfahrenstechnik da Technische Universitdt Hamburg-Harburg
(TUHH) na Alemanha, que opera até uma pressdo maxima de 300 bar e
vazOes de solvente de 1,67 a 36,67 g/min (Figura 12).
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Figura 12: Equipamento de extragdo supercritica do LATESC. Fonte:
Proprio autor.

As massas dos frascos de coleta também foram previamente
medidas em balanca com precisdo ao décimo de miligrama, e a coleta
dos extratos foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados.

Apos a coleta dos extratos, as massas dos frascos foram medidas
novamente, determinando a massa de extrato obtida em fungdo do
tempo de extragdo. A curva cinética de extracdo foi construida por meio
da massa de extrato acumulado em fung¢@o do tempo de extragao.

Ja os experimentos de determinacdo do rendimento global de
extracdo foram realizados por meio do método de extracdo estético-
dindmico em extrator (SFT-100, Supercritical Fluid Technologies, Inc,
Newark, Delaware, EUA) que opera até uma pressdo maxima de 700 bar
e vazdes de solvente de 0,08 a 18 g/min no Laboratério de Reologia e
Biopolimeros do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(Figura 13).



Figura 13: Equipamento de extragdo supercritica do Laboratério de
Reologia e Biopolimeros. Fonte: Proprio autor.

A duracdo das extracBes foi de trés horas e utilizou o modo
combinado de extragdo, por uma hora no modo estdtico, no qual a
coluna de extracéo foi lacrada, apds a introdugdo da amostra cheia com
0 solvente extrator, e a extracdo procedeu somente com o solvente ja
existente na coluna; seguido de duas horas no modo dindmico, no qual
um fluxo continuo de solvente passou sobre a coluna contendo a
amostra, buscando melhorar, assim, o rendimento do processo.

As temperaturas utilizadas foram de 35, 45 e 55 °C e as pressdes
de trabalho foram de 200, 300 e 400 bar, nestas diferentes condic6es de
pressdo e temperatura o fluido apresenta diferentes densidades, o que
permite aperfeicoar a seletividade e possibilita a extracdo de diferentes
classes de compostos.

Por meio deste método foi determinado o rendimento global de
extracdo, definido como a quantidade percentual de soluto extraivel do
material sélido para determinadas condi¢fes de processo como
temperatura, presséo, vazdo do solvente, tempo e quantidade de matéria-
prima utilizada na extragéo.

As extragdes foram realizadas em triplicata e os extratos brutos
obtidos foram acondicionados em frascos ambar, preenchidos com
nitrogénio gasoso a fim de substituir atmosfera local por outra inerte,
promovendo a diminuicdo de contaminacdo e degradacdo. Em seguida
foram armazenados em freezer doméstico (Freezer 260, Brastemp, Sao
Paulo/SP) a -18 °C até a realizag@o das analises de caracterizacdo.
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3.6.7. Extracdo assistida por enzimas

Os experimentos de extracéo assistida por enzimas realizados em
triplicata visaram determinar as condi¢bes de tempo de reacdo e
concentracdo nas quais o maior rendimento global e os melhores
parametros de qualidade pudessem ser obtidos.

O preparado enzimatico utilizado neste estudo foi o Endozym®
Pectofruit PR foi obtido da Spindal — Pascal Biotech (Gretz-
Armainvilliers, Fran¢a) que ¢ composto em sua maioria por pectinases,
mas também ha a presenca de poligalacturonase, pectinametilesterase e
celulase, obtidas a partir de Aspergillus niger, sendo recomendadas
concentragdes entre 2,0 e 4,0 mL.100 kg' de matéria-prima e
temperatura 6tima de reagdo entre 50 e 60 °C, segundo informagdes do
fabricante.

Foram pesadas 20 g de farinha de cascas de umbu e adicionaram-
se 100 mL de agua destilada em erlenmeyers de 250 mL. Foi realizada
homogeneizagdo manual e aquecimento em banho-maria até a
temperatura de 55 °C, condi¢do intermediaria, dentre os valores
definidos pelo fabricante. Em seguida foram adicionadas as
concentragdes a serem testadas: 2, 4, 6 mL.100 kg". Foi realizado
também o controle no qual ndo se adicionou o complexo enzimatico.
Todas as amostras foram levadas ao shaker orbital (Figura 14) com
temperatura controlada de 55 °C pelos tempos de incubagdo de 30, 60 e
90 minutos.

Figura 14: Shaker orbital com amostras em reacéo a 55 °C. Fonte:
Proprio autor.
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Ao término do tempo de reacéo, separaram-se as fases solidas das
fases liquidas e estas foram evaporadas em rota-evaporador (801,
Fisatom, Sao Paulo/SP) com rotacdo de 60 rpm, sob controle de vacuo
(NT 613, Nova Técnica Piracicaba/SP) com valor médio — 650 mmHg e
arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda.,
Palhoga/SC).

Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar,
preenchidos com nitrogénio gasoso a fim de substituir atmosfera local
por outra inerte, promovendo a diminuicdo de contaminacdo e
degradacdo. Em seguida foram armazenados em freezer doméstico
(Freezer 260, Brastemp, Sao Paulo/SP) a -18 °C até a realizacdo das
analises de caracterizagao.

3.6.8. Rendimento em extrato

Todos os experimentos de extracdo dos sistemas a baixa pressdo
sem uso de enzimas, supercritica e assistida por enzimas foram
realizados em triplicata e os rendimentos determinados pela razdo entre
a massa do extrato obtido e a massa de matéria-prima utilizada (base
seca), e apresentados por média + desvio padrdo. As medidas de massas
das amostras, dos baldes e dos frascos ambar realizaram-se em balanga
com precisdo ao décimo de miligrama (AY220, SHIMADZU do Brasil
Ltda., Sdo Paulo/SP).

3.7. Caracterizacio dos extratos obtidos

Os extratos obtidos nas extracGes & baixa pressdo sem uso de
enzimas, supercritica e assistida por enzimas de cascas de umbu
desidratadas foram avaliados quanto ao teor de fendlicos totais (TFT),
atividade antioxidante utilizando os métodos que empregam o radical
DPPH, o radical ABTS e sistema [-caroteno/acido linoleico e
identificag¢@o e quantificagdo de compostos fenodlicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

3.7.1. Teor de fendlicos totais dos extratos

A determinagdo do teor de compostos fenodlicos totais presentes
nos extratos de farinha de cascas de umbu foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, de acordo com Singleton e
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Rossi (1965) e Peschel et al. (2006).

Cada um dos extratos testados foi diluido em etanol P.A., com
excecdo dos extratos da extragao assistida por enzimas que foi diluido
em agua destilada, todos na concentracdo final de 1.667,0 mg/L. A
reacdo de oxidacdo foi realizada em baldes volumétricos de 10 mL,
sendo transferido para estes 10 pL de amostra, aos quais foram
adicionados 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, EUA).

Apos 30 segundos e antes de 8 minutos apds a adigdo do reativo,
foi adicionado 1,5 mL de solu¢do aquosa de carbonato de sddio
(Nuclear, CAQ Ind. e Com. Ltda., Brasil) a 20 % (m/v). O branco foi
preparado com todos os reagentes, substituindo-se a amostra por agua
destilada. Os baldes foram completados com agua destilada até a marca
de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e
temperatura ambiente por 2 horas para que a reagcdo ocorresse.

A absorbancia de cada uma das solugdes foi medida a 765 nm em
espectrofotdmetro (Femto, 800XI, Brasil).

Os valores de absorbancia obtidos para cada um dos extratos
foram correlacionados com uma curva analitica de acido galico
apresentada por meio do grafico de absorbancia (ABS) versus
concentracdo de &cido galico (mg/L) no Apéndice B e o teor de
compostos fendlicos total foi determinado por meio da Equagéo 1.

Teor de Fenolicos Totais (mg GAE/g ext) = {M}

Dext

(M

Onde GAE ¢ o equivalente em 4cido gélico obtido da curva (mg
GAE/L), D: diluigdo das amostras (g ext/L).

A andlise foi realizada em triplicata e o resultado expresso em mg
GAE/g de extrato, como média + desvio padrdo.

3.7.2. Determinacao da atividade antioxidante dos extratos

Neste trabalho foram selecionados trés métodos para
determinacdo da atividade antioxidante: captura do radical DPPH,
inibicdo do radical ABTS e descoloracdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico. Em todos os testes os solventes de diluigdo possuiam pureza
analitica (99,5 %) e os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
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3.7.2.1. Método de captura do radical DPPH

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Mensor et al. (2001), que consiste de uma reagdo de 30 minutos do
radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) com o extrato em solugdo
etanolica.

Inicialmente 0,01 g de extrato de farinha de cascas de umbu
foram diluidos em 10 mL de etanol, com excecdo dos extratos da
extragdo assistida por enzimas, os quais foram diluidos em 10 mL de
agua destilada. A solugdo do extrato foi dividida em tubos de ensaio em
concentracdes pré-determinadas entre 10 e 500 pg/mL. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de solugdo DPPH (0,003 g/ 25 mL). Apds 30 min de
reacdo a absorbancia foi medida a 517 nm em espectrofotometro
(Femto, 800X, Brasil).

Foi construida uma curva da atividade antioxidante em fun¢do da
concentracdo de extrato, e os resultados foram expressos como a
atividade antioxidante maxima, correspondente a 500 pg/mL e ECs, o
qual se refere & concentracdo necessaria para obter 50 % de atividade
antioxidante. A atividade antioxidante foi determinada de acordo com a
Equagdo 2.

AA% = 100 — (Absamostra - Absbranco)X100 (2)
Abscontrole

Onde: AbS,osra € @ absorbancia da amostra, Abs,,,,., a absorbancia do
branco da amostra e Abs o € @ absorbancia do controle.

As medidas foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos como média + desvio padrao.

3.7.2.2. Método de inibicao do radical ABTS

Por meio da metodologia descrita por Re et al. (1999) verificou-
se a capacidade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
em sequestrar o radical cation 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS), comparado a um antioxidante de referéncia, o
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) um
analogo soluvel da vitamina E, utilizado na construgcdo da curva
analitica.
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O radical ABTS foi dissolvido em agua até a concentragdo de 7,0
mmol/L, e submetido a reagdo com 2,45 mmol/L de persulfato de
potassio. A mistura ficou armazenada em refrigerador, protegida da luz,
16 horas antes do uso. A solu¢do do radical ABTS foi diluida em etanol
até uma absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm.

Prepararam-se solugdes etanolicas de 20 puL de extrato nas
concentragdes de 100, 250, 500 e 1000 pg/mL em tubos de ensaio em
triplicata. Adicionou-se 980 pL de solugdo de ABTS nos tubos de ensaio
e apos 6 minutos as absorbancias foram lidas. As leituras foram feitas
em espectrofotometro (Femto, 800XI, Brasil), e a partir delas calculou-
se a porcentagem de inibi¢ao do radical, conforme Equacdo 3:

Absf
AbsO

% Inibigio = 1 — [ ].100 3)

Onde: Absf é a absorbancia apos a adicdo da solug@o do radical ABTS
na solucdo de extrato para o tempo de 6 minutos ¢ AbsO ¢ a absorbancia do
radical.

Uma curva analitica foi plotada em fungfo da percentagem de
inibicdo do radical ABTS pelas diferentes concentragdes de Trolox
(umol/mL). Apds a obtencdo do percentual de inibigdo do respectivo
extrato a atividade antioxidante foi calculada por meio da Equagdo 4
com base na curva analitica de Trolox.

Ca
AA(%) = — “)
Ce

Onde: Ca ¢é a concentracdo (uM) referente ao percentual de inibicdo
obtido por meio das leituras espectrofotométricas do extrato e Ce ¢ a
concentragdo do extrato utilizada na técnica.

A concentracdo de extrato tomada foi a de 500 pg/mL, para
permitir a comparagdo com a técnica do radical DPPH. Desta forma,
como a analise foi realizada em triplicata, os resultados foram expressos
em umol TEAC/g (atividade antioxidante equivalente ao Trolox) por g
de extrato, como média + desvio padrdo. A curva analitica de Trolox ¢
apresentada no Apéndice C.
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3.7.2.3. Método de descoloracio do sistema fB-caroteno/acido
linoleico

A atividade antioxidante a partir do sistema [-caroteno/acido
linoleico foi realizada de acordo com o método descrito por Matthdus
(2002).

Sucintamente, 40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween 20,
foram transferidos para um frasco com 1 mL de uma solugdo de fB-
caroteno-cloroformio (3,34 mg/mL). O cloroféormio foi removido por
evaporacdo a 40° C. Em seguida, 100 mL de agua destilada foram
adicionados lentamente e agitado vigorosamente para formar uma
emulsdo estavel de B-caroteno. Uma segunda emulsdo foi elaborada com
0s mesmos reagentes da primeira, mas sem o P-caroteno, formando a
emulsdo de Branco.

Uma aliquota de 5 mL da emulsdo de B-caroteno foi adicionada a
0,2 mL de solucdo de extrato etandlico (1.667,0 mg/mL) em tubos de
ensaio, em ftriplicata, e a absorbancia foi medida imediatamente a 470
nm em espectrofotdmetro (Femto, 800XI, Brasil). Procedeu-se da
mesma maneira para a leitura da emulso de branco.

Os tubos foram colocados num banho de agua a 50 °C e a
absorbancia foi medida novamente apds 120 minutos. Os valores de
absorbancia foram convertidos em percentagem de atividade
antioxidante calculada pela Equacéo 5.

AA% = 100 —
{[(Abst=o amostra Abst:o branco) - (Abstzlzo amostra Abst:lzo branco)]}

(Abst=o controle — Abst=120 controle)
+100 )

Onde: Abs (t=0) absorbancia da amostra, controle ou branco no tempo
zero e Abs (t=120) absorbancia da amostra, controle ou branco apos 120
minutos.

As medidas foram realizadas em triplicata os resultados foram
expressos em porcentagem de atividade antioxidante, como média =+
desvio padrao.
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3.7.3. Caracterizacdo de compostos fendlicos dos extratos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os compostos fendlicos dos extratos de farinha de cascas de
umbu foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em cromatografo Waters modelo Aliance €2695,
equipado com bomba de solvente quaternario e injetor automatico,
acoplado a detector de arranjos de diodos (DAD) e detector de
fluorescéncia (DF), conforme metodologia descrita por Corréa et al.
(2012).

Para 0 detector de arranjos de diodos foram utilizados os
comprimentos de onda de 280 nm para o acido gélico, (-) —epicatequina
galato, (-) —epigalocatequina galato e acido siringico; 320 nm para o t-
resveratrol, &cido cinamico, acido o-cumarico e acido p-cumarico; e 360
nm para os flavonéis: kaempferol 3-O-glicosideo, miricetina, quercetina,
guercetina piranosideo, rutina e isoramnetina. Para o detector de
fluorescéncia, a excitacdo se deu em 280 nm e a emissdo em 320 nm
para (+) —catequina, (-) —epicatequina, procianidina A2, procianidina
B1, procianidina B2 e &cido benzéico.

A coluna utilizada foi a Gemini-NX C18, 150 x 4,60 mm, com
particulas internas de 3 pum, e pré-coluna Gemini-NX C18, 4,0 x 3,0
mm, ambas da Phenomenex®. A temperatura do forno foi mantida em
40 °C e o volume de injecdo de 10 uL de extrato, previamente filtrado
em membrana de 0,45um (Allcrom-Phenomenex, USA), com fluxo de
0,6 mL.min™. O gradiente utilizado na separago se deu a: 0 min: 100%
A; 10 min: 93% A e 7% B; 20 min: 90% A e 10% B; 30 min: 88% A e
12% B; 40 min: 77% A e 33% B; 45 min: 65% A e 35% B e 55 min:
100% B. Fase A (fosfato de potassio diacido) e Fase B (acetronitrila e
metanol).

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a detector
de arranjos de diodos (DAD) e detector de fluorescéncia (DF) foram
estimados como 3 e 10 desvios padrdo da média, respectivamente, dos
resultados obtidos e estes foram considerados aceitaveis para os fins
propostos.

A obtencdo e processamento dos dados foram realizados
utilizando o Software Empower™ 2 (Milford, EUA).
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3.8. Analise estatistica

O rendimento das extracdes, o teor de fendlicos totais e a
atividade antioxidante foram avaliados estatisticamente por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por teste de comparagdo multipla de Tukey,
ambos com nivel de confianca de 95%, a fim de verificar se existiu
diferenca significativa entre as médias dos tratamentos e se os fatores de
origem quantitativa exerceram influéncia em alguma varidvel
dependente.

Também foi realizada andlise de componentes principais (ACP)
do tipo “Biplot” sendo plotados os tratamentos de extracdo e as
variaveis analiticas, de modo que reduziu o numero de varidveis inter-
relacionadas e transformou o conjunto de varidveis originais em um
novo conjunto de varidveis mantendo, a0 maximo, a variabilidade do
conjunto e permitiu o agrupamento de individuos similares mediante
exames visuais, em dispersdes graficas no espaco bidimensional, de
facil interpretacdo geométrica.

Foram aplicadas andlises de correlagdo de Pearson a 5% e 1% de
probabilidade para avaliar a for¢ca de correlacdo entre compostos
fenolicos quantificados e atividade antioxidante, que mediu 0 grau de
relacionamento entre as variaveis e demonstrou com precisdo, 0 quanto
uma varidvel interferiu no resultado de outra.

Todos os testes estatisticos foram realizados com auxilio do
programa SPSS Version 17.0 statistical package for Windows (SPSS,
Chicago, USA).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Determinacao do teor de solidos solUveis dos frutos de umbu

Os frutos de umbu divididos em dois grupos, um para utilizacdo
no processo de desidratacdo em secador e outro para desidratacdo em
estufa, foram avaliados quanto ao teor de solidos sollveis totais (SST)
para determinacdo do estadio de maturacdo dos frutos empregados na
elaboracéo das farinhas de cascas de umbu.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), a mudanga na
coloragdo da cor da casca das frutas ¢ um dos primeiros sinais
perceptiveis do inicio da maturacdo. Outro indicador do estadio de
maturacdo € o teor de sélidos soltiveis totais (SST), pois a medida que
avanga a maturacao ocorre um aumento destes constituintes nos frutos.

O percentual de solidos solGveis totais dos frutos que foram
submetidos a desidratacdo em secador foi de 12,97+0,00%, enquanto dos
frutos submetidos & desidratacio em estufa foi de 12,27+0,10".

Em relagdo aos teores de SST foram encontrados valores com
diferenca significativa (p < 0,05), provavelmente pelo carater bioldgico
dos frutos e pelas condi¢cdes edafoclimaticas dos locais onde foram
obtidos.

Os valores sdo superiores ao encontrado por Costa et al. (2004),
que analisaram os frutos do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) em
diferentes estadios de maturacdo encontraram o valor de 10,0 % para os
frutos azedos e doces em estadio de maturagdo avangada. Os resultados
desse trabalho foram préximos ao de Campos (2007), que avaliou frutos
de umbuzeiro em cinco estadios de desenvolvimento e observou teor de
solidos solveis maior a medida que os frutos avangavam a maturagao, o
maior contetdo foi de 12,3 % no fruto considerado maduro.

Os resultados também estdo condizentes com as pesquisas de
Sales et al. (2004) quando afirmou que durante o amadurecimento do
fruto, ocorre aumento no teor de solidos soluveis devido a hidrélise do
amido e da pectina. Resultados semelhantes também foram constatados
por Lima et al. (2002), quando estudaram umbu-cajazeira (Spondias
spp).

Assim, os valores encontrados evidenciam que os frutos de
umbus utilizados neste experimento encontravam-se no estadio maduro,
ratificando a relagdo direta entre o teor de SST e o seu estadio de
maturac¢do, assim como ocorre com a maioria dos frutos de outras
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fruteiras tropicais.

4.2. Secagem das cascas do umbu e avaliagdo dos equipamentos
utilizados

As médias de perda de umidade das cascas de umbu em fungéo
do tempo de secagem em condi¢@o de temperatura constante de 50 °C,
obtidas no secador de bandejas e na estufa de esterilizagdo e secagem
estdo expressas na Figura 15.

Figura 15: Média de perda de umidade das cascas de umbu em fungéo do
tempo de secagem entre os equipamentos utilizados.
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De acordo com a Figura 15, observa-se que a perda de umidade
nas primeiras 24 horas foi maior no secador de bandejas. Quanto ao
comportamento da secagem, o secador de bandejas foi mais eficiente do
que a estufa de esterilizagdo e secagem no que se refere ao tempo, uma
vez que a perda de peso das cascas de umbu manteve-se constante com
48 horas de secagem, contra 50 horas observadas em estufa, o que
também pode implicar em um menor custo energético da utilizacdo de
calor, quando emprega-se o secador de bandejas.

Na secagem por estufa de esterilizagdo a umidade inicial média,
de 85,35 % foi reduzida a 5,88 %, enquanto no secador de bandejas a
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umidade inicial média, de 84,24 % foi reduzida a 5,35 %. Nos dois
equipamentos a variacdo da perda de massa das cascas de umbu foi
maior no comego da secagem correspondendo a retirada da agua que,
mais superficial, possui pressdo de vapor maior e, portanto, é retirada
com maior facilidade, posto que necessite de menor energia.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica das farinhas

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica das farinhas de
cascas de umbu obtidas no secador e na estufa encontram-se descritos na
Tabela 2.

Tabela 2: Caracterizagdo fisico-quimica das farinhas de cascas de umbu obtidas
por meio das secagens em secador ¢ em estufa.

Variaveis FCUS' FCUE’
Umidade (g.100 g™) 8,7+0,12 8,6 +0,2°
Aw’ 0,35 +0,012 0,34 +£0,01°
pH 1,82 +0,012 1,76 +0,01°
Proteinas (g.100 ) 4,69 +0,06" 4,79 +0,08"
Lipidios (3.100 g™ 1,20 0,032 1,03 +0,02°
Cinzas (g.100 g™) 3,00 0,042 2,93 0,05
Fibras InsolGveis (g.100 g™*) 12,5 +0,32 12,3+0,3?

' Farinha de Cascas de Umbu do Secador; %, Farinha de Cascas de Umbu da
Estufa; *: Atividade de 4gua. Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha
diferenca significativa (p < 0,05).

Os valores de umidade encontrados para FCUS (8,65 %) e FCUE
(8,64 %) revelaram que as farinhas estdo de acordo com os requisitos
estabelecidos pela Resolugdo RDC n°® 263, de 22 de setembro de 2005,
que estabelece um percentual maximo de 15,0 % de umidade para
farinhas vegetais (BRASIL, 2005).

Os percentuais de umidade foram préximos ao valor encontrado
por Abud e Narain (2009), que avaliaram a composi¢@o dos residuos de
umbu compostos de casca com polpa aderida, restos de polpa prensada,
fibras e sementes (desidratados a 55 °C) e encontraram o valor de 8,88
% para umidade. Os valores encontrados no presente estudo corroboram
também com o valor de umidade (8,54 %) encontrado por Silva (2012)
que analisou residuo de umbu (p6 das sementes desidratadas a 60 °C).
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Os valores de atividade de agua (FCUS=0,35; FCUE=0,34)
demonstraram que as farinhas sdo microbiologicamente estaveis, pois
apresentaram a atividade de agua abaixo de 0,6 que é considerada
limitante para o desenvolvimento dos microrganismos (leveduras,
fungos e bactérias termofilas). Deste modo, 0os microrganismos nédo
encontram condi¢des favoraveis para a sua multiplicacdo nas farinhas de
cascas de umbu, apresentando durabilidade semelhante a das farinhas
comerciais, uma vez que tem atividade de agua equivalente (GAVA,;
SILVA; FRIAS, 2010).

Azevedo et al. (2008) caracterizaram farinha de cascas de manga
cv. Tommy atkins e encontraram valor de Aw igual a 0,4, bem préximo
aos valores encontrados no presente trabalho.

Os valores de pH encontrados para FCUS e FCUE apresentaram
diferenca significativa entre eles provavelmente devido ao carater
bioldgico dos frutos, as condicbes edafoclimaticas dos locais onde
foram obtidos e ao método e tempo de secagem empregado.

Embora o umbu seja um fruto de pH naturalmente &cido, ainda
pode ocorrer reducdo durante o processo de secagem e os valores
revelaram que as farinhas podem ser consideradas alimentos muito
acidos, pois apresentaram pH inferior a 4,0, 0 que propicia uma maior
estabilidade, dificultando, assim, o desenvolvimento de microrganismos.

O valor de pH encontrado por Abud e Narain (2009) de 3,12,
diferiu do presente trabalho, provavelmente porque a farinha analisada
por eles foi elaborada com as cascas, restos de polpa prensada, fibras e
sementes de umbu. Costa et al. (2004) avaliaram umbu (Spondias
tuberosa Arruda) em diferentes estadios de maturacéo e relataram valor
de pH de 2,26 nos frutos maduros “azedos”.

Para Philippi (2008), as frutas, legumes e verduras fornecem
pequenas quantidades de proteina, entretanto esse macronutriente
encontra-se predominantemente nas cascas e sementes.

Os resultados do teor de proteina das farinhas do presente
trabalho elaboradas exclusivamente com as cascas de umbu estdo em
desacordo do encontrado por Abud e Narain (2009), que avaliaram a
composi¢do dos residuos de umbu compostos de cascas com polpa
aderida, restos de polpa prensada, fibras e sementes, e encontraram o
valor de 0,43 % e de Silva (2012), que analisou residuo de umbu (pé das
sementes) e encontrou 16,38 % de proteina. Essas discrepancias
decorrem possivelmente pelas distintas partes de frutas utilizadas como
residuo, além de fatores relacionados ao clima, solo, estadio de
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maturagdo dos frutos, dentre outros.

Os valores de lipidios encontrados para FCUS (1,20 %) e FCUE
(1,03 %) apresentaram diferenga significativa entre eles provavelmente
relacionada ao método ¢ tempo de secagem empregado. Os lipidios
podem ser perdidos proporcionalmente ao calor e os valores encontrados
demonstraram que as farinhas possuem baixos teores de gordura. Os
valores de lipidios do presente trabalho diferem dos encontrados por
Abud e Narain (2009) (10,75 %) e Silva (2012) (16,63 %). Esta
discrepancia justifica-se pelo fato de os primeiros pesquisadores terem
utilizado na elaboragdo de suas farinhas além das cascas, as sementes de
umbu e, no ultimo apenas as sementes, sendo estas as partes mais ricas
neste componente.

O contedo mineral encontrado para FCUS (2,93 %) e FCUE
(3,00 %) apresentou diferenga significativa provavelmente pelo carater
biolégico dos frutos, pelas condi¢des edafoclimaticas dos locais onde
foram obtidos e pelo método e tempo de secagem empregado. De
acordo com Ordoénez (2005) esta diferenca pode ser explicada por
diversos fatores, entre eles a composi¢do do solo, que pode interferir na
presenca de minerais nos alimentos.

Os valores de cinzas podem estar relacionados a uma elevada
concentracdo de minerais presentes nas cascas ap0s 0 processo de
secagem e estdo de acordo com o teor maximo de 4 % permitido para a
farinha de vegetais pela legislacdo brasileira (SANTOS et al., 2011),
revelando que as farinhas possuem fonte de nutrientes que podem ser
aproveitados na dieta humana. O contetdo de cinzas do presente estudo
corresponde ao valor de Silva (2012), que analisando os residuos
(sementes) desidratados de umbu encontrou 3,19 % de cinzas.

Os valores de fibras encontrados para FCUS (12,54 %) e FCUE
(12,31 %) demonstraram que as farinhas possuem altos teores destes
constituintes, pois conforme RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012 da
ANVISA, sdo considerados alimentos com alto contetido de fibras os
gue apresentam no minimo 6 % de fibras (BRASIL, 2012).

O teor de fibras insoluveis das cascas de umbu possivelmente
também foi afetado pela desidratacdo, uma vez que a redugdo do teor de
agua implica na concentracdo dos demais componentes da fruta, dentre
eles as fibras. Os valores encontrados foram inferiores aos de Abud e
Narain (2009) (13,52 %) e superiores ao de Silva (2012) (8,82 %).
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4.4. Andlise granulométrica

A distribuicdo granulométrica da farinha de cascas de umbu é
apresentada na Tabela 3 e ilustrada na Figural6.

Tabela 3: Analise granulométrica da farinha de cascas de umbu.

Peneira Farinha
ASTM Mesh mm % de Retencgdo

6 6 3,35 0,20
16 14 1,18 11,20
20 20 0,85 25,23
25 24 0,71 18,44
35 32 0,50 32,08
50 48 0,30 8,84
70 65 0,21 1,70
80 80 0,18 0,81

Fundo 1,49

Figura 16: Distribui¢do do tamanho de particulas da farinha de cascas de umbu.
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Observa-se que a farinha de cascas de umbu apresentou
distribuicdo com maior volume de particulas em 0,50 mm. Os resultados
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da granulometria efetuada demostraram que 75,76 % das particulas da
farinha apresentaram tamanho entre 0,50 e 0,85 mm, evidenciando que a
matéria-prima apresentava particulas com dimensGes relativamente
homogéneas.

4.5. Determinacdo do rendimento global de extrato (Xo)
4.5.1. Extratos obtidos a baixa presséo

As médias, desvios padrdes e resultados do teste de Tukey dos
rendimentos dos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos por meio
das técnicas de extracdo a baixa pressdo sem uso de enzimas, como
Soxhlet, assistida por ultrassom e maceracdo (com diferentes solventes);
e hidrodestilagéo, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Rendimento global de extratos de farinha de cascas de umbu obtidos
em extracBes a baixa pressdo sem uso de enzimas com diferentes solventes.

Técnica de extra¢do Solvente IP do solvente Xo (%)
Hexano 0,0 0,51°+ 0,04
Diclorometano 3,1 0,8°+0,2
Soxhlet Acetato de etila 4,4 2,5°+0,3
Etanol 5,2 39°+2
Agua 9,0 25°+3
Hexano 0,0 1,53°+ 0,06
Assistida por Diclorometano 3,1 1,02°+ 0,07
ultrassom Acetato de etila 4,4 1,3°£0,9
Etanol 5,2 184+3
Agua 9,0 62"+ 4
Hexano 0,0 1,3°+0,1
Diclorometano 3,1 1,5°+ 0,4
Maceragio Acetato de etila 4.4 1,3+ 0,3
Etanol 52 23°+1
Agua 9,0 36°+2
Hidrodestilagdo Agua 9,0 0,5°+0,2

IP: Indices de polaridades; X,: Rendimento global. Letras iguais na mesma
coluna indicam que nao ha diferenca significativa (p < 0,05).
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Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que o maior
rendimento foi obtido por meio da extracdo assistida por ultrassom com
agua apresentando diferenca significativa de todos os demais,
alcangando valor de 62 % (m/m).

O alto rendimento das extracBes Soxhlet, assistida por ultrassom
e maceragao utilizando 4gua como solvente pode estar relacionado com
a possivel solubilizagdo de carboidratos hidrossollveis (pectinas,
mucilagens, gomas e hemiceluloses) e indicar uma alta polaridade dos
compostos presentes nas cascas dos umbus.

De acordo com Michielin et al. (2009), na hidrodestilagéo, a
ebulicdo da &gua provoca a formagdo de vapor e consequente arraste dos
compostos volateis presentes na amostra. O extrato obtido nestas
condicbes é caracterizado como 6leo essencial, enquanto que nos
demais processos de extracdo sdo obtidos misturas de compostos de
diferentes classes. Justifica-se assim, o menor rendimento para extra¢do
em hidrodestilagdo no presente trabalho.

Ao se comparar 0s métodos de extragdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceragdo aqui empregados para um mesmo solvente, nota-
se que acetato de etila, diclorometano e hexano ndo diferiram
significativamente entre si e apresentaram os menores rendimentos.
Enquanto, etanol e agua apresentaram diferenga significativa em relagao
aos métodos empregados e proporcionaram os maiores rendimentos,
podendo tal fato ser justificado pelas interagdes solventes-componentes
que podem ter contribuido para maiores dissolugdes e taxas de extragdo,
indicando que as cascas de umbu provavelmente possuem grande
quantidade de compostos com polaridade alta.

O resultado encontrado com etanol (18 %) na extracdo assistida
por ultrassom do presente trabalho foi proximo do registrado no extrato
etanodlico de polpas de umbu por Omena et al. (2012) que foi de 17,5 %.

4.5.2. Extratos obtidos em extragdo supercritica

A avaliagdo de rendimento para o extrato de farinha de cascas de
umbu obtido por meio de ESC foi realizada levando em conta as
condi¢des de temperaturas e pressdes propostas na metodologia e o
tempo de extragdo, fixado e definido com base nas etapas de taxa
constante de extragdo CER (comstant extraction rate period), de taxa
decrescente de extracdo FER (falling extraction rate period) e na etapa
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controlada pela difusdo DC (diffusion-controlled rate period) da curva
de extracdo realizada previamente (Figura 17).

Figura 17: Curva de extracdo com fluido supercritico de farinha de cascas de
umbu a 200 bar, 45° C e 1,0 £ 0,1 kg/h de CO,.
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De acordo com Mezzomo, Martinez e Ferreira (2009), o tempo
foi definido de forma que a etapa difusiva fosse alcancada e garantisse
gue a maior parte de soluto fosse extraida. Observando o
comportamento da curva de extragdo padronizou-se o tempo de extra¢do
em 180 minutos.

As médias, desvios padrdes e resultados do teste de Tukey do
rendimento da ESC em fun¢do das diferentes condi¢des de pressdo e
temperatura empregadas estdo apresentados na Tabela 5.

De acordo com a Tabela 5 o maior rendimento de ESC obtido
para a farinha de cascas de umbu foi de 0,3 % (m/m) para as condigdes
de 200 bar e 55 °C, diferindo estatisticamente apenas do resultado obtido
de 200 bar na temperatura de 35 °C (p <0,05), que foi o menor
rendimento com valor de 0,04 % (m/m). Todas as demais condigdes ndo
diferiram estatisticamente entre si.

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extracdo a uma
pressdo constante demonstraram que o rendimento da extracdo
aumentou com o aumento da temperatura nas pressdes constantes de
200, 300 e 400 bar.
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Tabela 5: Rendimento global de extratos de farinha de cascas de umbu obtidos
em extracdo supercritica nas condicdes testadas.

Temperatura (°C) Pressdo (bar) pCO, (g/cm®)* Xo (%)
200 0,866 0,04°+ 0
35 300 0,930 0,16™ + 0,08
400 0,973 0,19 + 0,03
200 0,813 0,20 + 0,04
45 300 0,891 0,28"+ 0,06
400 0,940 0,3*+0,1
200 0,755 0,3*+0,1
55 300 0,851 0,28+ 0,06
400 0,907 0,27" + 0,09

p: massa especifica; X,: Rendimento global; ': Angus, Armstrong ¢ Reuck
(1976). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05).

Conforme Carvalho Junior et al. (2003), o efeito da temperatura
na taxa de extragdo, a uma pressdo constante, pode ocorrer, de forma
inversa, por dois mecanismos: um aumento na temperatura do processo
aumenta a solubilidade devido ao aumento da pressdo de vapor do
soluto e também reduz a solubilidade devido a diminui¢do da densidade
do solvente.

Este aumento no rendimento com a temperatura deve-se ao
aumento da pressdo de vapor do soluto que supera o efeito da
diminuicdo da densidade do solvente, e promove uma maior
solubilizacdo do soluto no solvente supercritico. Este comportamento
representa a influéncia da pressao de vapor do soluto e da densidade do
solvente na solubilidade do fluido supercritico e no rendimento global
da ESC (MICHIELIN et al., 2005; ALMEIDA; FERREIRA, 2007).

4.5.3. Extratos obtidos em extragao assistida por enzimas

A avaliagdo de rendimento para o extrato de farinha de cascas de
umbu obtido por meio de extracdo assistida por enzimas foi realizada
levando em conta as condi¢des experimentais propostas ha metodologia.

As médias, desvios padrdes e resultados do teste de Tukey do
rendimento da extragdo com e sem o uso de enzimas em funcdo das
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diferentes concentracbes e tempos de reacdo empregados estdo
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Rendimento global de extratos de farinha de cascas de umbu obtidos
em extracdo assistida por enzimas nas condicdes testadas.

Concentragio (mL.100 kg')  Tempo (min) Xo (%)
30 46°+ 4

0 60 57+ 11
90 50 +5
30 40,8+ 0,8

2 60 62+ 10
90 56+ 6
30 55+ 8

4 60 80°+ 8
90 68% + 8
30 46°+ 5

6 60 78"+ 8
90 47+ 8

Xo: Rendimento global. Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha
diferenca significativa (p < 0,05).

De acordo com a Tabela 6 as varidveis, tempo de reacdo e
concentracdo, empregadas na extracdo assistida por enzimas
influenciaram no rendimento do extrato da farinha de cascas de umbu.

Os melhores resultados foram obtidos no tempo de reacdo de 60
minutos com o uso de enzimas em todas as concentragfes testadas, e a
condi¢do mais vantajosa do ponto de vista econémico foi a de 4 mL.100
kg™ em reagdo por 60 minutos por ter atingido o maior rendimento, 80
% (m/m).

Os resultados do efeito do tempo na taxa de extracdo a uma
concentragdo constante demonstraram que o rendimento da extragdo tem
diferencas significativas apenas nas concentracdes de 4 e 6 mL.100 kg™
e tem um acréscimo quando aumenta de 30 para 60 minutos em reagao.

Os resultados do efeito das concentracBes na taxa de extragdo por
tempo de reacdo constante demonstraram que o rendimento da extragao
tem diferencas significativas apenas no tempo em reacao por 60 minutos
entre o tratamento controle sem adicdo de enzimas e o que utilizou a
concentragdo 4 mL.100 kg™



De acordo com os resultados da Tabela 6, a concentracdo ideal de
acdo das enzimas na farinha de cascas de umbu é de 4 mL.100 kg™ por
um tempo em reacdo de 60 minutos, visto que devido ao aumento da
curva caracteristica de atividade das enzimas, atingiu seu ponto maximo
de extracdo, representado pelo maior rendimento.

Conforme Uenojo e Pastore (2007) o uso de enzimas de reacdo
aumenta o rendimento da extragcdo e melhora o processamento. Santos e
Pietro (2012) constataram em seus experimentos o aumento do
rendimento de Oleos essenciais realizados com falsa caléndula
(Melampodium divaricatum) e horteld (Mentha spicata) demonstrando a
eficacia da utiliza¢do das enzimas, com um aumento médio de 60 % da
produgdo de dleo por M. divaricatum e 55 % para a M. spicata, em
relacdo a extragdo sem a aplicagdo das enzimas.

Considerando todas as técnicas de extragdes empregadas nesta
pesquisa, o rendimento global variou de 0,04 a 80 %. Estas
porcentagens variaram em funcdo dos diferentes solventes utilizados,
dos tempos de contato, tensdo superficial, temperaturas, pressdes e das
diferentes técnicas usadas para extragdo.

A técnica mais eficiente em termos de rendimento global de
extracdo nesta matriz vegetal foi a extragdo assistida por enzimas na
concentragio de 4 mL.100 kg™ por um tempo em reacéo de 60 minutos.

Essencialmente na area de extracdo de compostos bioativos, o
rendimento global tdo somente ndo é decisivo para eleger a melhor
técnica, € preciso relacionar com a composicao dos extratos, caracterizar
e avaliar a qualidade do produto extraido.

4.6. Compostos fendlicos totais

Os valores encontrados de teor de compostos fendlicos totais
(TFT) para os extratos de farinha de cascas de umbu obtidos por meio
das técnicas de extracdo a baixa pressdo sem uso de enzimas, como
Soxhlet, assistida por ultrassom e maceracdo com diferentes solventes; e
hidrodestilacdo, estdo apresentados na Tabela 7.

O extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom com hexano
foi o que apresentou o melhor resultado, fornecendo um valor de 306
mg GAE/g pelo método de Folin-Ciocalteau, diferindo
significativamente de todos 0s demais.
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Tabela 7: Teor de compostos fendlicos totais, expressos em equivalentes de
acido galico (GAE), para os extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em
extragdes a baixa pressdo sem uso de enzimas com diferentes solventes.

Técnica de extra¢do Solvente TFT (mg GAE/g)"
Hexano 129+ 7
Diclorometano 26°+5
Soxhlet Acetato de etila 24+ 6
Etanol ND*
Agua ND*
Hexano 306"+ 6
Assistida por Diclorometano 12°+3
ultrassom Acetato de etila 8+ 3
Etanol ND*
Agua ND?
Hexano 2479+ 5
Diclorometano 175°+2
Maceragéo Acetato de etila 10+2
Etanol 4+ 2
Agua ND*
Hidrodestilagdo Agua ND*

': Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalentes de &cido
galico. % Nio detectado. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p < 0,05).

Observou-se que os extratos que utilizaram os solventes adgua e
etanol nas extracdes Soxhlet, assistida por ultrassom e maceragdo, € que
apresentaram bons rendimentos, ndo foram detectados teores de
compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau para
nenhum método, exceto maceragdo com etanol. Apesar do baixo
rendimento encontrado na extracdo assistida por ultrassom com hexano
(1,53 %), o teor de compostos fendlicos totais foi maior do que a
maceragdo com etanol.

O fendmeno de cavitagdo gerado no processo de extragdo
assistida por ultrassom justifica a liberagéo e solubilizagdo de compostos
presentes nos poros da matriz vegetal, o que ndo ocorre com a extragdo
em Soxhlet e em maceragdo, e associado a polaridade do solvente
empregado, promove uma melhor extragdo de compostos fendlicos (MA



86

et al., 2008). Isto demonstra que os compostos fendlicos nesta matriz
possuem maior afinidade por solventes apolares.

Os resultados de TFT, segundo Dorman et al. (2003), dependem
da natureza quimica e estrutura dos compostos fendlicos presentes no
extrato.

Ao se comparar 0s métodos de extracdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceracao aqui empregados para um mesmo solvente, nota-
se que 0 acetato de etila forneceu os melhores valores de compostos
fenolicos quando extraido por Soxhlet, o diclorometano quando extraido
por maceragdo e o hexano quando extraido com ultrassom.

O valor de compostos fendlicos totais do antioxidante sintético
BHT (268 mg GAE/g), obtido por Benelli et al. (2010) pode ser
utilizado para fins de comparacdo, ressaltando-se que o extrato obtido
com hexano em extrac¢do assistida por ultrassom no presente trabalho,
teve valor superior ao obtido para este antioxidante comercial.

Com relagdo ao TFT, Omena et al. (2012) usaram Folin-
Ciocalteau e registraram nos extratos etandlicos obtidos de cascas,
polpas e sementes secas de umbu, valores de 52,5 , 40,4 e 202,2 mg
GAE/g, respectivamente, diferindo dos resultados encontrados na
presente pesquisa que usando etanol detectou apenas na técnica de
macera¢do e um valor muito inferior.

Os valores encontrados de TFT para os extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos por meio da técnica de extracdo supercritica
estdo apresentados na Tabela 8.

O extrato obtido a uma temperatura de 45 °C com pressdo de 400
bar foi o que apresentou o melhor resultado de TFT, fornecendo um
valor de 30 mg GAE/g pelo método de Folin-Ciocalteau, enquanto o
extrato obtido a uma temperatura de 55 °C com pressdo de 300 bar
forneceu o menor valor, 3 mg GAE/g.

Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extracdo a uma
temperatura constante demonstraram que os melhores valores de
compostos fenolicos foram fornecidos quando empregou-se a maior
pressdo (400 bar) nas temperaturas constantes de 35, 45 e 55 °C, com
diferengas significativas entre eles.

Em geral, um aumento na pressdo a temperatura constante causa
um aumento na densidade do fluido supercritico, elevando assim seu
poder solvente, além disso, o aumento da pressdo pode gerar rupturas na
matriz vegetal facilitando a liberagdo de compostos que ndo estavam
disponiveis anteriormente (CAMPOS et al., 2005).
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Tabela 8: Teor de compostos fendlicos totais, expressos em equivalentes de
acido galico (GAE), para os extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em
extragdo supercritica.

Temperatura (°C) Pressdo (bar) TFT (mg GAE/g)"
200 1099+ 1
35 300 9+ 2
400 24°+ |
200 14°+2
45 300 11+ 1
400 30°+3
200 7% +3
55 300 3°+1
400 11+ 1

' Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalentes de &cido
galico. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05).

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragcdo a uma
pressdo constante demonstraram que os melhores valores de compostos
fenolicos foram fornecidos quando empregou-se a temperatura de 45 °C
nas pressdes constantes de 200, 300 e 400 bar, com diferengas
significativas entre eles.

O contetdo total de fendlicos diminuiu com o aumento da
temperatura para 55 °C nas pressfes constantes de 200, 300 e 400 bar,
possivelmente pela degradacdo térmica de parte destes compostos.

Os valores encontrados de TFT para os extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos por meio da técnica de extracdo assistida por
enzimas estdo apresentados na Tabela 9.

Os resultados do efeito do tempo na taxa de extracdo a uma
concentracdo constante demonstraram que para compostos fenolicos séo
inversamente proporcionais, ou seja, a medida que se aumentou o0 tempo
diminuiram-se os valores. Demonstrando que os melhores valores de
compostos fendlicos foram fornecidos quando se empregou o menor
tempo em todas as concentracOes testadas, inclusive no controle (sem
enzimas).
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Tabela 9: Teor de compostos fendlicos totais, expressos em equivalentes de
acido galico (GAE), para os extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em
extracao assistida por enzimas.

Concentragdo (mL.100 kg”')  Tempo (min)  TFT (mg GAE/g)*

30 15+ 4
0 60 9cd 4 2
90 4,89+0,3
30 15°+2
2 60 6"+ 2
90 4,3+0,9
30 12+ 7
4 60 )
90 0,3°+0,3
30 117+ 3
6 60 7241 4
90 224407

' Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalentes de &cido
galico. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05).

Essa diminui¢do dos compostos fenolicos atribuida ao aumento
do tempo de extracdo pode ser devido as reagdes oxidativas também
liberadas (TOOR; SAVAGE, 2006), a ligacao dos polifendis com outros
compostos, como proteinas, ou a alteragdes na estrutura quimica dos
polifendis (QU; PAN; MA, 2010).

Levando-se em consideracdo a combinacdo do rendimento
(Tabela 6) com o teor de fenodlicos totais, verifica-se que o0 extrato
obtido em 30 minutos de reacdo na concentracio de 4 mL.100 kg™ foi 0
que apresentou a melhor eficiéncia.

Teor de fendlicos totais com valor moderado (44,6 mg de
GAE/100 g) foram determinados por Almeida et al. (2011) em umbu
(polpas ¢ cascas) e Rufino et al. (2010) analisaram polpas e cascas
frescas e secas (liofilizadas) de umbu, encontraram valores de 90,4 e
742 mg de GAE/100 g, respectivamente, classificaram como fruta com
baixo conteudo de polifendis.

Considerando todas as técnicas de extragdo empregadas nesta
pesquisa, o teor de fenodlicos totais variou de 0,3 a 306 mg de GAE/g. A
extragdo assistida por ultrassom com hexano foi a técnica mais eficiente,
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pois proporcionou extratos com maior teor de fendlicos totais nesta
matriz vegetal, possivelmente devido a cavitagdo gerada associada a
polaridade do solvente.

4.7. Determinacéo de atividade antioxidante pelo método de captura
do radical DPPH

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos a baixa pressdo sem uso de enzima avaliada
pelo método do sequestro de radicais livres do DPPH estdo apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10: Atividade antioxidante (% AA) dos extratos de farinha de cascas de
umbu obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas, determinada pelo método

DPPH.
Técnica de % AA ECs
extracio Solvente (500 pg/mL) (ng/mL)
Hex. 41%+1 607"+ 14
Dic. 37%+5 707% £ 111
Soxhlet Ace. 26"+ 1 947% £ 57
Eta. 37%+2 1001% + 67
Agua 118+ 1 3251% + 462
Hex. 77+ 1 248+ 4
Assistida por Dic. 39%°+5 663+ 75
ultrassom Ace. 35°+0,2 702%"+ 6
Eta. 165+ 1 1848° £ 232
Agua 128+ 1 2582° + 233
Hex. 427+ 4 575%"+ 48
Dic. 69" +2 277%+ 14
Maceragio Ace. 36°+1 682%' + 25
Eta. 50+ 1 512+ 6
Agua 138+ 1 2231% + 136
Hidrodestilagao Agua 2"+2 ND'

Hex.: Hexano; Dic.: Diclorometano; Ace.: Acetato de etila; Eta.: Etanol; ECs:
Concentragdo onde o composto apresenta 50 % da sua atividade méaxima. ': Nio
detectado. Letras iguais na mesma coluna indicam que n3o ha diferenca
significativa (p < 0,05).



90

O extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom com hexano
foi 0 que apresentou a maior atividade antioxidante, fornecendo um
valor de 77 % e menor concentracdo efetiva (ECsp) de 248 pg/mL.
Quanto menor o valor de concentracdo efetiva (ECsy), maior a atividade
antioxidante do extrato, ja que este valor representa a quantidade de
extrato necessaria para reduzir em 50% a atividade do radical livre.

O valor de ECs, para o extrato obtido em assistida por ultrassom
com hexano (247,70 pg/mL) no presente trabalho foi melhor que o
antioxidante sintético BHT (261 pg/mL) apresentado por Benelli et al.
(2010).

Segundo Campos et al. (2008), valores de ECs, menores que 250
ug/mL sdo considerados potenciais como composto antioxidante.

Comparando os dados da Tabela 7, que apresenta o teor de
compostos fendlicos totais, e a Tabela 10, que apresenta os dados de
atividade antioxidante pelo DPPH para farinha de cascas de umbu,
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas, é possivel observar que os
extratos com maior valor de atividade antioxidante foram aqueles que
apresentaram também maiores teores de compostos fenolicos totais.

Na avaliagdo da atividade antioxidante pelo DPPH obtida para os
extratos, os solventes de polaridades baixa a intermediaria obtiveram os
melhores resultados.

A desidratagdo dos tecidos vegetais, como o pré-tratamento
aplicado as cascas de umbu neste estudo, segundo Monrad et al. (2010),
pode prejudicar a extracdo de compostos de interesse, pois as pectinas
podem formar liga¢cdes cruzadas e, consequentemente, bolsdes
hidrofébicos capazes de encapsular e complexar alguns desses
compostos.

Nos processos de extragdo em Soxhlet o percentual de atividade
antioxidante dos extratos diminuiu e a ECsy aumentou quando este foi
comparado com a extracdo assistida por ultrassom e maceragdo com 0s
mesmos solventes, exceto para etanol em extracdo assistida por
ultrassom. Possivelmente, a utilizagdo de aquecimento do solvente até a
ebulicdo na extracdo com Soxhlet pode ter degradado compostos
responsaveis pela atividade antioxidante.

Ao se comparar 0os métodos de extracdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceracdo empregados para um mesmo solvente, nota-se
gue o diclorometano e o etanol forneceram as melhores atividades
antioxidantes, bem como os menores valores de ECsy quando extraido
por maceracdo, diferindo estatisticamente dos demais, enquanto o
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hexano forneceu a melhor atividade antioxidante e menor valor de ECs,
quando empregou extragdo assistida por ultrassom.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos em extra¢do supercritica avaliada pelo método
do sequestro de radicais livres do DPPH estdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11: Atividade antioxidante (% AA) dos extratos de farinha de cascas de
umbu obtidos em extracdo supercritica, determinada pelo método DPPH.

Temperatura Pressédo % AA ECs
(°0) (bar) (500 pug/mlL) (ng/mL)
200 307+ 1 803" + 28
35 300 40°+ 1 615°+ 15
400 40° + 1 626" + 14
200 758+ 1 309"+ 4
45 300 49+ 1 496° + 6
400 63"+ 1 378°+ 1
200 51°+ 1 4957+ 16
55 300 454+ 1 568°+ 8
400 46° + 1 550°+ 4

ECs,: Concentracdo onde o composto apresenta 50 % da sua atividade maxima.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p <
0,05).

O extrato obtido a 45 °C em 200 bar foi o que apresentou a maior
atividade antioxidante, fornecendo um valor de 75 % e menor
concentracdo efetiva (ECsp) 309 ug/mL, diferindo significativamente de
todos os demais.

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragdo a uma
pressdo constante demonstraram que em todas as pressdes testadas (200,
300 ¢ 400 bar), as atividades antioxidantes pelo DPPH dos extratos
obtidos por ESC foram maiores e as concentragdes efetivas
consequentemente menores na temperatura de 45 °C, diferindo
estatisticamente das demais. De acordo com Hu, Hu e Xu (2005),
quando ocorre a diminuicdo desta atividade com o aumento da
temperatura, ha indicios de que os compostos responsaveis pela
atividade antioxidante podem ter sofrido degradacdo térmica com o
aumento da temperatura.
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Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extracdo a uma
temperatura constante demonstraram que nas temperaturas de 45 e 55
°C a pressdo de 200 bar, as atividades antioxidantes pelo DPPH dos
extratos obtidos por ESC foram maiores e as concentragdes efetivas
consequentemente menores, diferindo estatisticamente das demais.
Conforme Benelli et al. (2010) este comportamento pode estar
relacionado aos diferentes compostos extraidos em cada uma das
condi¢des experimentais, fazendo com que, também, ocorram variagdes
na atividade antioxidante.

Existe uma grande variacdo entre os diferentes compostos na sua
efetividade como antioxidantes. A atividade antioxidante pelo DPPH
dos extratos testados de farinha de cascas de umbu obtidos em extracao
supercritica ndo esta diretamente associada ao teor de compostos
fendlicos totais dos extratos também obtidos em ESC, uma vez que os
resultados do teor de fenodlicos totais foram mais satisfatorios para os
extratos obtidos a 45 °C em 400 bar, enquanto as melhores atividades
antioxidantes foram verificadas para os extratos obtidos a 45 °C em 200
bar. A atividade antioxidante pode ser atribuida ndo somente a presenca
de compostos fendlicos, mas também de outros compostos como
carotenoides, antocianinas e acidos organicos.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos com a extracdo assistida por enzimas avaliada
pelo método do sequestro de radicais livres do DPPH estdo apresentados
na Tabela 12.

Os resultados do efeito do tempo de reacéo na taxa de extracdo a
uma concentragdo constante, demonstraram que na concentracdo de 2
mL.100 kg' por 30 minutos o valor do percentual de atividade
antioxidante foi o maior, diferindo estatisticamente dos tempos em
reacdo de 60 e 90 minutos. Enquanto na concentracdo de 4 mL.100 kg
por 90 minutos o valor do % AA foi o menor e a concentragio efetiva
consequentemente maior, diferindo estatisticamente dos tempos em
reacdo de 30 e 60 minutos.

Os resultados confirmam, de acordo com Alberti et al. (2014),
gue a medida que se aumentou o tempo em reagdo diminuiram-se 0s
valores (% AA), e consequentemente as concentragdes efetivas
aumentaram. Isso indica que deve-se trabalhar com os menores tempos
de extracdo, diminuindo possiveis alteracdes quimicas durante a
extragdo além do custo do processo.
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Tabela 12: Atividade antioxidante (% AA) dos extratos de farinha de cascas de
umbu obtidos em extrac&o assistida por enzimas, determinada pelo método

DPPH.
Concentragdo Tempo % AA ECx
(mL.100 kg™ (min) (500 pg/mL) (ng/mL)
30 3070 1 5 790" + 90
0 60 29Pcdele 4 874" + 36
90 298 4 895 + 78
30 377+ 6 689+ 97
2 60 21%+7 1387° + 621
90 268+ 3 988" + 113
30 39°+2 658+ 28
4 60 39+ 2 664°+ 34
90 20842 1255%® £ 125
30 367+ 1 688°+26
6 60 27%%8 4 914%™+ 22
90 313y 831%™+ 18

ECsy: Concentracdo onde o composto apresenta 50 % da sua atividade
méxima. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p < 0,05).

A atividade antioxidante pelo DPPH dos extratos de farinha de
cascas de umbu, obtidos em extracdo assistida por enzimas pode nao
estar diretamente associada ao teor de compostos fenodlicos totais dos
extratos também obtidos pela mesma técnica, evidenciando mais uma
vez a grande variagdo entre os diferentes compostos na sua efetividade
como antioxidantes. Demonstrando que a atividade antioxidante, de
acordo com Bastos et al. (2007), ndo depende somente da presenca dos
compostos fendlicos, mas também da natureza destes e da presenga de
outros compostos, que podem contribuir para o efeito antioxidante.

Considerando todas as técnicas de extragdo empregadas neste
estudo, as atividades antioxidantes pelo DPPH variaram de 2 a 77 % na
maior concentracdo de extrato testada (500 ug/mL) e as concentragdes
efetivas (ECsp) variaram de 248 a 3251 pg/mL.

Apesar da variagdo, os valores encontrados no presente trabalho
sdo consistentes com os resultados relatados na literatura. Omena et al.
(2012) analisaram o umbu separando suas partes (cascas, polpas e
sementes) secas e registraram  nos extratos etanolicos obtidos,
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percentuais de atividade sequestradora de radicais DPPH em 30 minutos
de 16,10 + 0,88 % (polpas), 19,71 + 1,47 % (cascas) e 20,78 + 0,34 %
(sementes). Ja o valor de ECsy mais promissor foi determinado para o
extrato das sementes de umbu com 173,37 pg/mlL.

Almeida et al. (2011) estudaram polpas e cascas frescas de umbu
e expressaram valores de atividade antioxidante determinados pelo
DPPH em equivalente ao Trolox de 0,70 = 0,16 uM/g de massa fresca e
em equivalente & Vitamina C de 8,85 + 2,06 mg/100g de massa fresca.

Os valores de ECs do presente trabalho foram melhores do que
os que Rufino et al. (2010) encontraram na pesquisa com umbu polpas e
cascas frescas (7074 + 218 g/g) e secas liofilizadas (933 = 109 g/g).

Na determinacdo de atividade antioxidante pelo método de
captura do radical DPPH a extragao assistida por ultrassom com hexano
foi a técnica mais eficiente, pois proporcionou extratos com maior
percentual de atividade antioxidante e menor concentracéo efetiva nesta
matriz vegetal.

4.8. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de
inibicao do radical ABTS

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos a baixa pressdo sem uso de enzima avaliada
pelo método do sequestro de radicais livres do ABTS estdo apresentados
na Tabela 13.

O extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom com hexano
foi o que apresentou a maior inibicdo (85 %) e maior atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (1147 uM/g extrato), apresentando
diferenga significativa de todos os demais.

Comparando os dados da Tabela 7, que apresenta o teor de
compostos fendlicos totais, e a Tabela 13, que apresenta os dados de
atividade antioxidante pelo ABTS para farinha de cascas de umbu,
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas, é possivel observar que os
extratos com maior valor de atividade antioxidante foram aqueles que
apresentam também maiores teores de compostos fenodlicos totais.

Na avaliagdo da atividade antioxidante obtida nos extratos pelo
ABTS, os solventes de polaridade baixa a intermediaria (hexano,
diclorometano e acetato de etila) obtiveram os melhores resultados nos
métodos de extracdo (Soxhlet, assistida por ultrassom ou maceracao),
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apresentando diferengas significativas quando comparados com os
solventes de maior polaridade (etanol e agua).

Tabela 13: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos & baixa pressdo sem uso de enzimas, determinada pelo método ABTS.

Técnica de TEAC' (uM/g
extragao Solvente % Inibicdo extrato)
Hex. 23" +3 301 +43
Dic. 29°+2 376"+ 21
Soxhlet Ace. 25"+ ] 326"+ 10
Eta. RSS! 708+ 12
Agua 94+ ] 95+ 15
Hex. 85°+5 1147° + 74
Assistida por Dic. 22°4 40,3 28574+ 3
ultrassom Ace. 24%+ 3 308+ 45
Eta. 127+ 3 146 + 45
Agua 11"+ 4 129 + 49
Hex. 20°C + 4 248 + 61
Dic. 20°% + | 256°C + 15
Maceragdo Ace. 15% £ 4 186% £ 55
Eta. g+ ] 84" + 13
Agua 11"%+2 132" + 32
Hidrodestilagio Agua 8%+ 1 84" + 12

": Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox. Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

Ao se comparar 0s métodos de extragdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceragdo aqui empregados para um mesmo solvente,
observou-se que com hexano, o método extracado assistida por ultrassom
interferiu positivamente nos resultados, diferenciando-se
significativamente dos demais.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos em extragdo supercritica, avaliada pelo método
do sequestro de radicais livres do ABTS estdo apresentados na Tabela
14.
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Tabela 14: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos em extracdo supercritica, determinada pelo método ABTS.

Temperatura Pressao TEAC' (uM/g
(°C) (bar) % Inibicdo extrato)
200 24%° + | 3017+ 18
35 300 1541 179+ 8
400 31+ 8 402*+ 116
200 167+ 1 2007+ 16
45 300 25" 13 317" £ 36
400 223 4 281+ 19
200 209+ 1 259%9+ 8
55 300 21"+ 2 271°4+ 29
400 14°+ 1 176+ 10

' Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox. Letras iguais na mesma
coluna indicam que nao ha diferenca significativa (p < 0,05).

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragdo a uma
pressdo constante demonstraram que na pressdo de 300 bar a medida
que a temperatura aumentou de 35 para 45 °C, a atividade antioxidante
pelo ABTS dos extratos obtidos melhorou, com diferenga significativa.

Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extracdo a uma
temperatura constante demonstraram que na temperatura de 35 °C a
medida que a aumentou pressdo de 300 bar para 400 bar, a atividade
antioxidante pelo ABTS dos extratos obtidos melhorou, com diferenca
significativa. Isto sugere que a pressdo de operacdo quando se empregou
a menor temperatura parece ter exercido influéncia nos resultados, visto
que os valores obtidos na maior pressdo foram maiores do que os
valores obtidos nas pressdes menores.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos com extracdo assistida por enzimas, avaliada
pelo método do sequestro de radicais livres do ABTS estdo apresentados
Na Tabela 15.

Os resultados para inibicdo e atividade antioxidante pelo ABTS,
do efeito do tempo na taxa de extracdo a uma concentracdo constante,
demonstraram que no controle & medida que foi aumentado o tempo de
30 para 60 minutos aumentaram-se os valores e na concentragdo de 2 e 4
mL.100 kg™, quando aumentou o tempo de 60 para 90 minutos ocorreu
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0 contrario ou seja diminuiram-se os valores, diferindo
significativamente.

Tabela 15: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos em extracéo assistida por enzimas, determinada pelo método ABTS.

Concentragdo Tempo TEAC' (uM/g
(mL.100 kg™ (min) % Inibicdo extrato)
30 77403 739+ 4
0 60 10%* + 0,4 116 +6
90 10+ 1 117+ 8
30 9% +0,5 105 +7
2 60 9> 11 102% £+ 11
90 7941 68+ 8
30 10* + 1 113+ 8
4 60 11°+1 132°+ 10
90 6°+0,2 66" + 3
30 10*+2 119°°+ 24
6 60 10*°+0,4 120"+ 5
90 9%+ 1 107+ 10

' Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox. Letras iguais na mesma
coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

Os resultados do efeito das concentra¢Bes na taxa de extracdo em
um tempo constante demonstraram que no tempo de 30 minutos a
inibicdo e atividade antioxidante aumentaram & medida que se
aumentaram as concentragdes, apresentando diferenga significativa do
tratamento sem enzimas para os com adi¢do de enzimas. No tempo de
60 minutos & medida que aumentou a concentragio de 2 e 4 mL.100 kg’
aumentaram-se os valores, diferindo significativamente.

Considerando todas as técnicas de extragdo empregadas nesta
pesquisa, as inibigdes do radical ABTS variaram de 6 a 85 % e as
atividades antioxidantes equivalentes ao trolox variaram de 66 a 1147
uM/g extrato.

Apesar da variacdo, os valores encontrados no presente trabalho
sdo consistentes com os resultados relatados na literatura. Omena et al.
(2012) registraram as atividades antioxidantes equivalentes ao trolox de
0,22 + 0,05 mM/g extrato (polpas), 0,53 + 0,01 mM/g extrato (cascas) e
2,71 £ 0,35 mM/g extrato (sementes) de umbu.
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Almeida et al. (2011) expressaram  valores de atividade
antioxidante determinados pelo ABTS em equivalente ao Trolox de
1,07 uM/g e em equivalente a Vitamina C de 18,49 + 3,53 mg/100g,
porém foram em massa fresca de umbu (polpas e cascas).

Os valores de atividade antioxidante determinados pelo ABTS em
equivalente ao Trolox do presente trabalho foram melhores do que os
que Rufino et al. (2010) encontraram em umbu polpas e cascas frescas
(6,3 £ 0,2 uM/g) e secas liofilizadas (77,0 + 15,4 uM/g). Satpathy, Tyagi
e Gupta (2011) relataram valores de atividade antioxidante determinados
pelo ABTS em equivalente ao Trolox de 0,68 a 0,83 em 100 mg do
extrato de Spondias pinnata Kurz.

Na determinacdo de atividade antioxidante pelo método de
inibicdo do radical ABTS a técnica mais eficiente nesta matriz vegetal
foi também a extragdo assistida por ultrassom com hexano, pois
proporcionou extratos com maior percentual de inibi¢do e atividade
antioxidante.

4.9. Determinacdo da atividade antioxidante por meio do método de
descoloracao do sistema p—caroteno/acido linoleico

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos a baixa pressdo sem uso de enzima avaliada
pelo método de descoloragdo do PB-caroteno/acido linoleico estdo
apresentados na Tabela 16.

O extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom com hexano
mais uma vez foi 0 que apresentou o maior percentual (84 %),
apresentando diferenca significativa de todos os demais com relagdo as
técnicas de extracdo e os solventes utilizados para atividade antioxidante
ap6s 120 minutos de reacdo do sistema p—caroteno/acido linoleico,

Comparando os dados da Tabela 7, que apresenta o teor de
compostos fenolicos totais, e a Tabela 16, que apresenta o potencial
antioxidante por meio de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico dos extratos de farinha de cascas de umbu, obtidos a baixa
pressdo sem uso de enzimas, ¢ possivel observar que os extratos com
maior valor de atividade antioxidante foram aqueles que apresentam
também maiores teores de compostos fenolicos totais.
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Tabela 16: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos a baixa presséo sem uso de enzimas, determinada pelo método de
descoloragédo do B—caroteno/acido linoleico.

Técnica de extragao Solvente % AA'

Hexano 81°+ 1
Diclorometano 78°+0,2

Soxhlet Acetato de etila 77+ 1
Etanol 17'+£ 0,4
Agua 515+0,2
Hexano 84"+ 0,4

Assistida por Diclorometano 56"+ 1
ultrassom Acetato de etila 538+ 0,2
Etanol 16'+ 0,4

Agua 518+ 1
Hexano 64°+0,1

Diclorometano 69°+2

Maceragio Acetato de etila 68+ 1
Etanol 42"+ 0,3

Agua 528+ 1
Hidrodestilagdo Agua 100+0,4

" Porcentagens de atividade antioxidante ap6s 120 minutos de reagdo. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

Ao se comparar 0s métodos de extragdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceracao aqui empregados para um mesmo solvente, nota-
se gque o0 acetato de etila e o diclorometano forneceram as melhores
atividades antioxidantes, quando extraidos por Soxhlet; o hexano
quando extraido por extragdo assistida por ultrassom e o etanol quando
extraidos por maceragdo, diferindo significativamente dos demais,
indicando que cada solvente e cada técnica extrai tipos e quantidades de
compostos diferentes.

Na avaliagdo da atividade antioxidante pela descoloragdo do
sistema B—caroteno/acido linoleico obtida nos extratos pelas técnicas de
extragdo (Soxhlet, assistida por ultrassom e maceragdo), os melhores
resultados foram obtidos com os solventes de baixa polaridade,
apresentando diferenca significativa de todos os demais.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos em extracdo supercritica, avaliada pelo método
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de descoloragdo do PB—caroteno/acido linoleico estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos em extracdo supercritica, determinada pelo método de descoloragédo do
B—caroteno/acido linoleico.

Temperatura (°C) Pressdo (bar) % AA*
200 170"+ 6
35 300 240 + 7
400 224% 1 27
200 196+ 15
45 300 272% £ 2
400 2454 1 4
200 266™° £ 2
55 300 2424 1 7
400 278+ 0

": Porcentagens de atividade antioxidante ap6s 120 minutos de reac&o. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

Todos os valores de atividade antioxidante foram superiores ao
determinado por Benelli et al. (2010), também na atividade antioxidante
apo6s 120 minutos de reacdo do sistema p—caroteno/acido linoleico para
o antioxidante sintético BHT, que foi de 113 £ 7 %, demonstrando
grande capacidade em neutralizar ou retardar o efeito dos radicais
liberados a 50 °C, como o linoleato que é produzido pela esterificacdo
do &cido linoleico.

De acordo com Hassimoto, Genovese e Lajolo (2005), que
estabeleceu niveis de atividade antioxidante, pode-se classificar os
resultados encontrados em ESC no presente trabalho como de nivel alto
(>70 %) de inibicao da oxidagao.

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragdo a uma
pressdo constante demonstraram que nas pressoes testadas de 200 e 400
bar a medida que aumentaram as temperaturas de 45 para 55 °C também
aumentaram-se 0os valores das atividades antioxidantes pela
descoloragdo do sistema B—caroteno/acido linoleico dos extratos obtidos
por ESC, diferindo significativamente dos demais. Ao passo que na
pressdo testada de 300 bar observou-se um aumento dos valores com
diferenca significativa apenas quando a temperatura passou de 35 para
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45 °C.

De acordo com Kang et al. (2006) este resultado é bastante Gtil no
processamento de alimentos, pois sugere que o aquecimento da solucéo,
durante a realizacdo do ensaio de atividade antioxidante ou a elevagéao
da temperatura até 55 °C durante o processo de extracdo, ndo causa a
reducdo da atividade antioxidante.

Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extracdo a uma
temperatura constante demonstraram que nas temperaturas de 35 e 45
°C observou-se um aumento dos valores das atividades antioxidantes
com diferenca significativa, quando a pressdo passou de 200 para 300
bar. Quando aumentou a pressdo para 400 bar ndo houve diferencas
significativas, assim como na temperatura de 55 °C em nenhuma das
pressdes testadas.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos com extracdo assistida por enzimas, avaliada
pelo método de descoloragdo do P-caroteno/acido linoleico estdo
apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos com extracdo assistida por enzimas, determinada pelo método de
descoloragédo do B—caroteno/acido linoleico.

Concentragio (mL.100 kg')  Tempo (min) % AA
30 g'+2

0 60 199+ 1
90 31°+2
30 5711

2 60 22+ 1
90 34"+ 0.4
30 13°+ 1

4 60 25°+0,2
90 41+ 2
30 15°+1

6 60 31°+ 0,4
90 40°+ 1

' Porcentagens de atividade antioxidante apds 120 minutos de reagdo. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).
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Os resultados para atividade antioxidante, ap6s 120 minutos de
reacdo do sistema p—caroteno/4cido linoleico, do efeito do tempo de
reacdo na taxa de extracdo a uma concentracdo constante, demonstraram
gue em todas as concentrac@es, inclusive no controle, a medida que se
aumentou o tempo também se aumentaram os valores, apresentando
diferengas significativas entre eles, compreendendo, de acordo com
Fonséca (2005), que quanto maior for o tempo de contato maior sera o
fluxo de difusdo do solvente através da parede celular e a concentracao
de ativos aumentara.

Os resultados do efeito das concentra¢fes na taxa de extragdo em
um tempo constante demonstraram que nos tempos de 30 e 90 minutos
observaram-se aumento dos valores com diferenca significativa, quando
a concentracdo passou de 2 para 4 mL.100 kg''. Quando aumentou a
concentragdo para 6 mL.100 kg ndo houve diferencas significativas.

Ao passo que no tempo de reagdo testado por 60 minutos
observou-se um aumento dos valores ndo significativos diferindo dos
demais, apenas quando a concentragdo testada foi de 6 mL.100 kg

Considerando todas as técnicas de extragdo empregadas neste
estudo, as atividades antioxidantes apds 120 minutos de reacdo do
sistema p—caroteno/acido linoleico variaram de 5 a 278 %.

Apesar da variacdo, os valores encontrados no presente trabalho
sdo consistentes com os resultados relatados na literatura. Rufino et al.
(2010) encontraram valores pelo B—caroteno/acido linoleico de 63,4 +
8,4 e 79,3 £ 14,6 % de matéria fresca e seca (liofilizadas) de umbu
(polpas e cascas), respectivamente.

Silva et al. (2012) relataram valores pelo p—caroteno/acido
linoleico de 76,65 a 97,42 % do extrato de caja (Spondias mombin L.),
semelhante aos resultados relatados também por Rufino et al. (2010) em
estudos com polpa de caja (92,7%). Por outro lado, Silva et al (2011),
em estudos com frutos de diferentes genotipos do hibrido umbu-caja,
relatou valores de 60,93% de inibi¢ao da oxidagao.

A extragdo supercritica quando empregou a temperatura de 55 °C
em uma pressdo de 400 bar foi a técnica mais eficiente em termos de
atividade antioxidante ap6s 120 minutos de reacdo do sistema p—
caroteno/acido linoleico nesta matriz vegetal.

4.10. Analise de componentes principais (ACP) do tipo “Biplot”

A analise de componentes principais dos extratos de farinha de
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cascas de umbu obtidos & baixa pressdo sem uso de enzima foi aplicada
nos rendimentos, compostos fenolicos e atividade antioxidante
analisados, em fung¢do dos tratamentos (variavel suplementar),
resultando em 5 componentes principais. As componentes 1 ¢ 2 (PC1 e
PC2, respectivamente) explicaram 87,47 % da varidncia obtida no
experimento, a PC1 explicou 70,14 % e a PC2 17,33 %.

Os fatores de analises estdo apresentados na Tabela 19, e
revelaram que as varidveis com maior contribui¢do para a separagdo dos
tratamentos das extragdes a baixa pressdo sem uso de enzima (com
loading > 0,70) estdo na PC1 e foram: rendimento (loading negativo),
teor de fenodlicos totais (TFT), atividade antioxidante pelo DPPH
(DPPH), atividade antioxidante pelo ABTS (ABTS) e atividade
antioxidante apos 120 minutos de reag¢do do sistema B—caroteno/acido
linoleico (BETA).

Tabela 19: Correlagdes (loadings) dos rendimentos, fendlicos e atividades
antioxidantes das extragdes a baixa pressdo sem uso de enzimas nas
componentes principais 1 e 2.

- Componente
Variaveis
PC1 PC2

Rendimentos -0,719 0,607
TFT 0,908 0,319
DPPH* 0,775 0,558
ABTS® 0,922 -0,046
BETA® 0,844 -0,288
Tratamentos de extracdes* -0,081 0,467
Eigenvalue 3,507 0,866
% Variancia 70,14 17,33
% Variancia acumulada 70,14 87,47

'teor de fendlicos totais; “atividade antioxidante pelo DPPH;
‘atividade antioxidante pelo ABTS; ‘atividade antioxidante
ap0s 120 minutos de reagdo do sistema P-caroteno/acido
linoleico; *Varidvel suplementar.

A componente PC1 com um maior peso de varidncia explicada
(70,14 %) separou os tratamentos das extra¢des a baixa pressdo sem uso
de enzimas em dois grupos distintos (Figura 18).
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Figura 18: “Biplot” da separacgdo dos tratamentos de extra¢des a baixa pressao
sem uso de enzimas em fung¢do das variveis de rendimento, compostos
fenodlicos e atividades antioxidantes, nas componentes principais.
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Um grupo, as extragdes realizadas com o solvente hexano por
meio da técnica extragdo assistida por ultrassom (HU) e com o solvente
diclorometano por meio da técnica maceracdo (DM), influenciado
principalmente pelas correlagdes positivas entre estas extragdes € o teor
de fenolicos totais (TFT), e as atividades antioxidantes medidas pelos
métodos DPPH, ABTS e B-caroteno (DPPH, ABTS e BETA) e pela
correlagdo negativa com o rendimento.

E o outro grupo, as extragdes realizadas com os solventes agua
e etanol por meio das técnicas Soxhlet, assistida por ultrassom e
maceragdo (AgS, AgU, AgM, ES, EU, EM, respectivamente),
influenciado principalmente pela correlagdo negativa com o rendimento.

Com base nas separagdes obtidas fica evidenciado que os
solventes hexano em ultrassom ¢ diclorometano em maceragdo
contribuiram para uma maior extragdo de compostos fendlicos ¢ maiores
atividades antioxidantes dos extratos de farinha de cascas de umbu,
enquanto os solventes dgua e etanol independente da técnica empregada
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foram os fatores que menos contribuiram, apesar do bom rendimento.

A andlise de componentes principais conseguiu separar bem os
extratos obtidos com solventes de baixa polaridade dos de alta,
fornecendo uma visdo geral sobre o efeito da polaridade na extragdo de
compostos bioativos da casca de umbu.

A analise de componentes principais dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos em extragdo supercritica foi aplicada nos
rendimentos, compostos fenolicos e atividade antioxidante analisados,
em funcdo dos tratamentos (varidvel suplementar), resultando em 5
componentes principais. As componentes 1 e 2 (PCl e PC2,
respectivamente) explicaram 86,51 % da varidncia obtida no
experimento, a PC1 explicou 57,81 % e a PC2 28,70 %.

Os fatores de andlises estdo apresentados na Tabela 20, e
revelaram que as varidveis com maior contribui¢do para a separagdo dos
tratamentos das extra¢des supercriticas (com loading > 0,70) na PCI
foram: rendimento, atividade antioxidante pelo DPPH (DPPH) e
atividade antioxidante ap6s 120 minutos de reacdo do sistema p—
caroteno/acido linoleico (BETA). Na PC2 as varidveis que mais
contribuiram na separagdo (loading > 0,70) foram: teor de fenolicos
totais (TFT) e atividade antioxidante pelo ABTS (ABTS).

Tabela 20: Correlagdes (loadings) dos rendimentos, fendlicos e atividades
antioxidantes das extragdes supercriticas nas componentes principais 1 e 2.

. Componente
Variaveis
PC1 PC2

Rendimentos 0,981 0,001
TFT! 0,235 0,851
DPPH? 0,981 -0,034
ABTS® -0,282 0,839
BETA’ 0,911 0,076
Tratamentos de extragOes* 0,939 0,069
Eigenvalue 2,890 1,435
% Variancia 57,81 28,70
% Variancia acumulada 57,81 86,51

'teor de fenolicos totais; atividade antioxidante pelo DPPH;
‘atividade antioxidante pelo ABTS; ‘atividade antioxidante
ap6s 120 minutos de reagdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico; *Varidvel suplementar.
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A componente PC2 separou um grupo distinto dos tratamentos
das extragdes supercriticas (Figura 19).

Figura 19: “Biplot” da separagdo dos tratamentos de extragdes supercriticas em
funcdo das varidveis de rendimento, compostos fenolicos e atividades
antioxidantes, nas componentes principais.
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A componente 2 (PC2) separou um grupo dos tratamentos das
extragdes supercriticas, aquele em que as extragdes realizadas a 35 e 45
°C em 400 bar (T35P400 e T45P400) foram influenciadas
principalmente pelas correlagdes positivas entre estes tratamentos e o
teor de fenolicos totais (TFT) e as atividades antioxidantes medida pelo
método ABTS (ABTS).

Com base na separagdo obtida podemos estabelecer uma relagao
de que a pressdo de 400 bar, nas temperaturas testadas de 35 e 45 °C, foi
o fator que mais contribuiu para uma maior extracdo de compostos
fenolicos e maiores atividades antioxidantes determinadas pelo método
ABTS do extrato de farinha de cascas de umbu.

A analise de componentes principais dos extratos de farinha de
cascas de umbu obtidos com extracdo assistida por enzimas foi aplicada
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nos rendimentos, compostos fenolicos e atividade antioxidante
analisados, em fung¢do dos tratamentos (varidvel suplementar),
resultando em 5 componentes principais. As componentes 1 ¢ 2 (PC1 e
PC2, respectivamente) explicaram 80,70 % da varidncia obtida no
experimento, a PC1 explicou 48,53 % e a PC2 32,17 %.

Os fatores de andlises estdo apresentados na Tabela 21 e
revelaram que as varidveis com maior contribui¢do para a separagdo dos
tratamentos das extracdes assistidas por enzimas (com loading > 0,70)
na PC1 foram: teor de fendlicos totais (TFT), atividade antioxidante
pelo DPPH (DPPH) ¢ atividade antioxidante apés 120 minutos de
reagdo do sistema P-caroteno/acido linoleico (BETA) (loading
negativo). Na PC2 as variaveis que mais contribuiram na separagio
(loading > 0,70) foram: rendimento e atividade antioxidante pelo ABTS
(ABTS).

Tabela 21: Correlagdes (loadings) dos rendimentos, fendlicos e atividades
antioxidantes das extragdes assistidas por enzimas nas componentes principais 1

e2.
Variaveis Componente
PC1 PC2

Rendimentos -0,267 0,785
TFT 0,923 -0,035
DPPH 0,798 0,387
ABTS 0,228 0,869
BETA -0,902 0,294
Tratamentos de extracdes* -0,867 0,358
Eigenvalue 2,429 1,608
% Variancia 48,53 32,17
% Variancia acumulada 48,53 80,70

'teor de fendlicos totais; “atividade antioxidante pelo DPPH;
‘atividade antioxidante pelo ABTS; ‘atividade antioxidante
ap0s 120 minutos de reagdo do sistema P-caroteno/acido
linoleico; *Varidvel suplementar.

As componentes PC1 e PC2 separaram os tratamentos das
extragdes assistidas por enzimas em trés grupos distintos (Figura 20).
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Figura 20: “Biplot” da separacdo dos tratamentos de extragdes assistidas por
enzimas em fung¢@o das variaveis de rendimento, compostos fenolicos e
atividades antioxidantes, nas componentes principais.
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A componente 1 (PC1) com um maior peso de variancia
explicada (48,53 %) separou os tratamentos das extragdes assistidas por
enzimas em dois grupos. O grupo 1, onde as extra¢des realizadas com as
concentracdes 2, 4 e 6 mL.100 kg'1 por 30 minutos (E2T30, E4T30 e
E6T30) foram influenciadas principalmente pelas correlagdes positivas
entre estes tratamentos e o teor de fenolicos totais (TFT) e as atividades
antioxidantes medida pelo método DPPH (DPPH). E o grupo 2, onde as
extragdes realizadas com a concentracdo 4 mL.100 kg™ por 90 minutos
(E4T90) foram influenciadas principalmente pela correlagdo negativa
entre este tratamento e a atividade antioxidante medida pelo método B—
caroteno (BETA).

Ja a componente 2 (PC2) separou o grupo 3, aquele em que as
extragdes realizadas com a concentragdo 4 mL.100 kg por 60 minutos
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(E4T60) foi influenciada principalmente pela correlagdo positiva entre
este tratamento e o rendimento e a atividade antioxidante medida pelo
método ABTS (ABTS).

Com base nas separagdes obtidas na PCl e PC2 podemos
estabelecer uma relagdo de que o tempo de reagdo de 30 minutos nas
concentracdes testadas foi o fator que mais contribuiu para a extracao de
compostos fenolicos e atividade antioxidante pelo método DPPH,
enquanto que o tempo de reagdo de 60 minutos nas concentracoes 4 e 6
mL.100 kg foi o fator que mais contribuiu para o rendimento e
atividade antioxidante pelo método ABTS. A atividade antioxidante
determinada pelo método B-—caroteno foi influenciada pelo tempo de
reacdo de 90 minutos na concentracéo de 4 mL.100 kg™

A analise de componentes principais conseguiu separar o0s
tratamentos de extragdo assistida por enzimas em funcdo dos
rendimentos, compostos e atividades avaliadas, fornecendo uma visdo
geral sobre o efeito do tempo em reacdo e da concentragdo do preparado
enzimatico utilizado na extra¢do de compostos bioativos das cascas de
umbu.

4.11. Compostos fenolicos dos extratos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC)

Apos a avaliacdo do teor de compostos fenolicos totais, das
atividades antioxidantes determinadas pelos métodos DPPH, ABTS e -
caroteno/acido linoleico e da analise de componentes principais para 0S
extratos obtidos por meio das técnicas de extracdo a baixa pressdo sem
uso de enzimas, como Soxhlet, assistida por ultrassom e maceracdo com
diferentes solventes; e hidrodestilacdo, selecionaram-se 0s extratos que
demonstraram melhor desempenho para entdo serem analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, que foram aqueles que
empregaram os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a
identificagdo, de 18 compostos dentre os 20 compostos padrdes
fendlicos analisados, sendo 17 pela primeira vez nos extratos de farinha
de cascas de umbu obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas,
flavandis (5), acidos fenolicos (6), flavonois (5) e o estilbeno frans-
resveratrol.

Os resultados dos flavanois quantificados nos extratos obtidos a
baixa pressdo sem uso de enzimas estdo apresentados na Tabela 22.
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Nao foram detectados os flavanois: epicatequina e procianidina
A2, em nenhum dos extratos obtidos a baixa pressdo sem uso de
enzimas.

Os flavanois epicatequina galato e epigalocatequina galato so
foram detectados nos extratos obtidos em maceracdo com solvente
acetato de etila, apresentaram quantidades maximas de até 84 + 4 ¢ 28 +
8 mgkg", respectivamente. A identificacdo destes compostos nestes
extratos pode ser justificada pelo maior tempo de extracdo aliado ao uso
de solvente apolar.

Para os flavandis catequina e procianidina B1 nos extratos
detectados, ndo houve diferencas significativas entre os extratos obtidos
nas diferentes técnicas de extracdo e solventes avaliados, apresentaram
quantidades maximas de até 4 ¢ 8 mg.kg’', respectivamente.

A procianidina B2 foi detectada nos extratos obtidos em
maceracdo, apresentando diferenca significativa entre o extrato obtido
com hexano e o extrato obtido com acetato de etila e foi, dentre os
flavandis, o composto presente em maior quantidade nestas amostras
(até 598 + 54 mg kg™).

Os resultados dos acidos fenolicos quantificados nos extratos
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas estdo apresentados na
Tabela 23.

Os acidos fenolicos galico e siringico s6 foram detectados nos
extratos obtidos em maceracdo com solvente acetato de etila,
apresentaram quantidades maximas de até 16 e 44 mgkg’,
respectivamente. Suas identificagbes também podem ser justificadas
pelo maior tempo de extracdo aliado ao uso de solvente apolar.

O é4cido benzdico foi detectado apenas no extrato obtido em
Soxhlet com hexano, apresentou quantidade méaxima de até 4 mgkg”, e
nesse processo a presenca deste composto pode ser justificada sua
liberacdo, pelo uso do solvente apolar aliado a maior temperatura de
extracdo utilizada em relagdo ao outros processos de extracao.

O acido cinamico foi detectado nos extratos obtidos em Soxhlet,
extragdo assistida por ultrassom e maceragdo, apresentou quantidade
méxima de até 30 £ 2 mgkg', com diferenca significativa entre o
extrato obtido com hexano e o extrato obtido com acetato de etila em
Soxhlet.

O é4cido o-cumadrico foi, dentre os acidos fendlicos, o composto
presente em maior quantidade (até 36 + 8 mgkg') detectado nos
extratos obtidos em Soxhlet, extracdo assistida por ultrassom e
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maceragdo, apresentando diferenga significativa entre o extrato obtido
com diclorometano e o extrato obtido com acetato de etila em Soxhlet e
extragao assistida por ultrassom.

O acido p-cumarico apresentou quantidade maxima de até 28 + 4
mg kg™ ndo foi detectado nos extratos obtidos com hexano em nenhuma
das técnicas utilizadas, mas com os solventes diclorometano e acetato de
etila, foi detectado em todas, com diferenca significativa entre os
extratos obtidos em maceragao.

Os resultados dos flavondis e o estilbeno trans-resveratrol
quantificados nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos a baixa
pressdo sem uso de enzimas estdo apresentados na Tabela 24.

Os flavondis kaempferol, isoramnetina e miricetina s6 foram
detectados nos extratos obtidos em Soxhlet e em maceragdo
apresentaram quantidades méximas de até 38 + 8, 36 e 12 mgkg’,
respectivamente.

A quercetina foi o tinico flavonol detectado em todos os extratos
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas. As quantidades maximas
de quercetina, quercetina piranosideo e rutina foram de até 104, 16 e
598 + 18 mg.kg", respectivamente. As quantidades detectadas nestes
flavondis apresentaram diferencas significativas entre os extratos
obtidos em extracdo assistida por ultrassom, os melhores resultados
foram fornecidos quando utilizou o solvente acetato de etila.

Rutina foi dentre os flavondis, o composto presente em maior
quantidade nestas amostras. A quantidade de rutina também apresentou
diferenga significativa entre os extratos obtidos em maceragdo, sendo o
extrato obtido com hexano, o que forneceu os melhores resultados.

Ao se comparar 0s métodos de extragdo Soxhlet, assistida por
ultrassom e maceragdo aqui empregados para um mesmo solvente, nota-
se que 0 acetato de etila forneceu as maiores quantidades de quercetina
quando extraido em maceragdo e as maiores quantidades de quercetina
piranosideo e rutina quando extraidos em extracdo assistida por
ultrassom, diferindo significativamente dos demais.

O extrato obtido com hexano em Soxhlet forneceu a maior
quantidade do estilbeno trans-resveratrol (até 6 = 2 mg.kg"), diferindo
significativamente dos demais.

Genovese et al. (2008) caracterizaram polpa comercial congelada
de umbu e detectaram quercetina na quantidade de 9,6 mgkg”,
conteudo bem abaixo dos encontrados na maioria dos extratos obtidos
no presente estudo.
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Gongalves, Lojolo e Genovese (2010) também identificaram
quercetina em polpa comercial congelada de umbu (94 mgkg"),
contetido proximo ao detectado no extrato obtido em maceragdo com
solvente acetato de etila (104 mg.kg™") do presente trabalho.

Omena et al. (2012) revelaram quercetina no extrato etandlico de
cascas de umbu na quantidade de 32,65 mg.kg", conteido bem similar
aos encontrados nos extratos obtidos em maceracdo com os solventes
hexano e diclorometano e no extrato obtido em Soxhlet com o solvente
acetato de etila.

Silva et al. (2011) encontraram além de quercetina, rutina e em
quantidades bem superiores (24460 ¢ 53380 mg.kg", respectivamente)
aos valores encontrados no presente estudo, porém estes autores
utilizaram folhas do umbuzeiro (Spondias tuberosa), podendo ser
justificada esta diferenca.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a
identificacdo, pela primeira vez nos extratos de farinha de cascas de
umbu obtidos em extragdo supercritica de 8 compostos dentre os 20
compostos padrdes fenolicos analisados, flavanodis (3), acidos fendlicos
(4) e o estilbeno trans-resveratrol.

Nao foram detectados em nenhum dos extratos obtidos em
extragdo supercritica, os flavandis epicatequina galato, epigalocatequina
galato, procianidina A2 e procianidina B2; os acidos fendlicos galico e
siringico; e os flavonois: kaempferol, quercetina, quercetina piranosideo,
isoramnetina, rutina e miricetina.

Os resultados dos flavanois quantificados nos extratos de farinha
de cascas de umbu obtidos em extracdo supercritica estdo apresentados
na Tabela 25.

Os flavandis catequina e procianidina B1 s6 foram detectados nos
extratos obtidos na pressdo de 400 bar e temperatura de 55 °C, e
apresentaram quantidades maximas de at¢ 4 e 8 mgkg’,
respectivamente. A identificacdo destes compostos nestes extratos pode
ser justificada pelo uso da condi¢do de maior pressdo de trabalho aliada
a maior temperatura de extracao.

O flavanol epicatequina s6 foi detectado no extrato obtido na
pressdo de 200 bar e temperatura de 35 °C, sendo o composto presente
em maior quantidade (at¢ 32 mgkg') nestas amostras, dentre os
flavandis.
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Os resultados dos acidos fendlicos e o estilbeno trans-resveratrol
quantificados nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em
extragdo supercritica estdo apresentados na Tabela 26.

O acido fendlico benzodico s6 foi detectado nos extratos obtidos
na pressdo de 400 bar e temperatura de 55 °C e apresentou quantidade
méxima de até 8 mg.kg'. Sua identificagio também pode ser justificada
pelo uso da condicdo de maior pressdo de trabalho aliada a maior
temperatura de extracéo.

O 4cido cindmico foi detectado nos extratos obtidos em todas as
condi¢des testadas de extragdo supercritica, porém ndo apresentou
diferenga significativa entre eles, e os valores médios variaram de 12 a
22 mgkg”, sendo dentre os acidos fenolicos, o composto presente em
maior quantidade detectado nos extratos obtidos em extragdo
supercritica.

O 4cido o-cumadrico foi detectado nos extratos obtidos em todas
as condigdes testadas de extragdo supercritica, exceto na condi¢do de
400 bar e 55 °C e apresentou quantidade méxima de até 32 mg.kg™".

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragcdo a uma
pressdo constante demonstraram que na pressdo testada de 300 bar a
medida que a temperatura aumentou de 45 para 55 °C houve uma
reducdo da quantidade de acido o-cumarico detectado, diferindo
significativamente dos demais.

Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extragcdo a uma
temperatura constante demonstraram que na temperatura testada de 45
°C a medida que a pressdo aumentou de 200 para 300 bar houve um
aumento da quantidade de acido o-cumarico detectado, com diferenga
significativa.

O 4cido p-cumadrico foi detectado nos extratos obtidos em todas
as condi¢des testadas de extragdo supercritica ¢ apresentou quantidade
méxima de até 20 mg.kg™".

Os resultados do efeito da temperatura na taxa de extragcdo a uma
pressdo constante demonstraram que na pressdo testada de 200 bar a
medida que aumentou a temperatura de 35 para 45 °C houve uma
redugdo da quantidade de acido p-cumarico detectado, com diferenga
significativa.

Os resultados do efeito da pressdo na taxa de extracdo a uma
temperatura constante demonstraram que na temperatura testada de 35
°C a medida que aumentou a pressdo de 200 para 400 bar houve também
uma reducdo da quantidade de acido p-cumarico detectado, com
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diferenca significativa.

O estilbeno trans-resveratrol so foi detectado no extrato obtido na
condicdo de pressdo 200 bar e temperatura 35 °C e apresentou
quantidade méxima de até 4 mg.kg.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a
identificacdo, pela primeira vez nos extratos de farinha de cascas de
umbu obtidos em extracdo assistida por enzimas de 8 compostos dentre
os 20 compostos padrdes fendlicos analisados, flavanois (3), acidos
fenolicos (4) e o flavonol rutina.

Nao foram detectados em nenhum dos extratos obtidos em
extragdo assistida por enzimas, os flavanois epicatequina, epicatequina
galato, epigalocatequina galato e procianidina A2; os acidos fenolicos o-
cumarico e siringico; os flavondis: kaempferol, quercetina, quercetina
piranosideo, isoramnetina e miricetina.

Os resultados dos flavandis quantificados nos extratos de farinha
de cascas de umbu obtidos em extracdo assistida por enzimas estdo
apresentados na Tabela 27.

O flavanol procianidina B1 s6 foi detectado no extrato obtido no
tempo de reacdo de 90 minutos e concentracio de 6 mL.100 kg, e
apresentou quantidade maxima de até 8 mg.kg"'. A identificagdo deste
composto neste extrato pode ser justificada pelo uso da condicdo de
maior concentragdo aliada ao maior tempo de reacdo de extracao.

Procianidina B2 foi detectada nos extratos obtidos no tempo de
reagio de 30 minutos nas concentragdes de 2 ¢ 6 mL.100 kg’ e
apresentou quantidade maxima de at¢ 4 mgkg', sem diferenca
significativa entre eles.

O flavanol catequina foi detectado nos extratos obtidos em todas
as condigOes testadas de extragdo assistida por enzimas, inclusive no
controle sem diferenca significativa e foi o composto presente em maior
quantidade (até 16 mg.kg ') nestas amostras, dentre os flavanois.

Os resultados dos 4acidos fenodlicos quantificados nos extratos de
farinha de cascas de umbu obtidos em extragdo assistida por enzimas
estdo apresentados na Tabela 28.

O 4cido fenolico cindmico s6 foi detectado no extrato obtido no
tempo de reagio de 90 minutos na concentracio de 6 mL.100 kg e
apresentou quantidade maxima de até 16 mgkg”'. Sua identificacéo
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também pode ser justificada pelo uso da condicdo de maior
concentracao aliada ao maior tempo de reacdo de extracéo.

O acido p-cumarico s6 foi detectado no extrato obtido no tempo
de reagdo de 30 minutos na concentragio de 2 mL.100 kg™ e apresentou
quantidade méxima de até 4 mg kg™

O acido benzdico apresentou quantidade maxima até 6 + 2 mg.kg
"¢ foi detectado nos extratos obtidos no tempo de reagdo de 30 minutos
em todas as concentracdes, inclusive no controle; no tempo de reacdo de
60 minutos no controle e na concentragdo de 4 mL.100 kg''; e no tempo
de reagdo de 90 minutos nas concentracdes de 4 ¢ 6 mL.100 kg'l.

Os resultados do efeito da concentragdo a um tempo de reagdo
constante demonstraram que no tempo de 30 minutos a medida que
utilizou a concentragdo 2 mL.100 kg houve um aumento da quantidade
de acido benzobico detectado, diferindo significativamente das demais.

O 4cido galico foi detectado nos extratos obtidos em todas as
condi¢des testadas de extragdo assistida por enzimas, inclusive no
controle, porém ndo apresentou diferencas significativas entre eles. A
quantidade maxima detectada do acido gélico foi de até 40 + 8 mg.kg™,
sendo dentre os 4cidos fenolicos, o composto presente em maior
quantidade detectado nos extratos obtidos em extracdo assistida por
enzimas.

Os resultados do flavonol rutina quantificado nos extratos de
farinha de cascas de umbu obtidos em extragdo assistida por enzimas
estdo apresentados na Tabela 29.

O flavonol rutina foi detectado nos extratos obtidos em todas as
condi¢des testadas de extragdo assistida por enzimas, inclusive no
controle, porém ndo apresentou diferengas significativas entre eles.

A quantidade méxima detectada do flavonol rutina foi de até 100
+ 44 mg.kg™.

Considerando todas as técnicas de extracdo empregadas no
presente estudo quanto & identificacdo e quantificagdo dos compostos
fendlicos individuais analisados, destaca-se que procianidina A2 foi o
unico composto que nao foi detectado em nenhum dos extratos obtidos.

Catequina, que ¢ considerado um antioxidante poderoso, foi
detectada em todas as técnicas, contudo os extratos obtidos em extragdo
assistida por enzimas na condi¢do de concentragdo de 2 mL.100 kg'1 e
tempo de reagdo de 30 minutos apresentaram maior contetido deste
composto.

De acordo com Golebiowski et al. (2010) os flavandis sdo
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encontrados em muitos tipos de frutos, sendo catequinas maioria
quantitativamente. Estes autores ao avaliarem cascas de diferentes
cultivares de magd encontraram catequina na cultivar sawa, com
concentragio de 10 = 3 mgkg™. O conteudo de catequina determinado
nos extratos obtidos em extracdo assistida por enzimas do presente
trabalho foi superior ao encontrado na casca da cultivar sawa.

Ramalho et al. (2014) determinaram contetidos de catequina em
vinhos elaborados por meio de diferentes sucos de frutas tropicais
exoticas, e o elaborado com umbu apresentou 5,48 = 0,12 mg.L'1 de
catequina ¢ foi considerado como de quantidade apreciavel deste
composto, portanto os extratos de farinha de cascas de umbu também
podem ser considerados como fonte apreciavel de catequina.

Procianidina B1 foi detectada e quantificada na mesma
quantidade em todas as técnicas aplicadas.

Dos compostos identificados por Mezadri et al. (2008) em
acerolas e derivados, a procianidina B1 foi o mais abundante, com
conteudos variando de 1,38 a 3,19 mg.L'1 em polpas e de 1,03 a 8,53
mg.L" em sucos, comprovando que a acerola é uma fruta com alto teor
deste composto. O contetdo de procianidina B1 encontrado nos extratos
obtidos em extrag@o a baixa pressdo sem uso de enzimas, supercritica e
assistida por enzimas do presente trabalho foi superior aos encontrados
nas polpas e semelhantes a0 maximo encontrado nos sucos de acerola, e
comprovou que o umbu também ¢é uma fruta com alto teor deste
composto.

Os acidos cindmico e p-cumarico foram identificados em todas as
técnicas, porém acido cinamico foi predominante nos extratos obtidos
em extragdo Soxhlet com solvente hexano e dacido p-cumaérico
predominante nos obtidos com solvente dicloromentano também em
Soxhlet.

Ehala, Vaher e Kaljurand (2005) caracterizaram frutas vermelhas
do norte europeu e encontraram uma quantidade substancial de acido
cindmico em morango (10,81 mgkg') e em groselha (1,03 mgkg"). O
teor de acido cinamico encontrado nos extratos obtidos em extragdo a
baixa pressdo sem uso de enzimas, supercritica e assistida por enzimas
do presente trabalho foram superiores aos encontrados em morango e
groselha por estes autores.

Burin et al. (2014) avaliaram diferentes métodos de extragdo de
compostos bioativos e atividade antioxidante de uvas para produgdo de
vinhos (Vitis vinifera) e para produgdo de sucos (Vitis labrusca) e
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encontraram 4cido p-cumarico variando de 2,76 a 3,67 mgkg' ¢ 2,69 a
2,88 mgkg’, respectivamente. O contetido encontrado nos extratos
obtidos em extragdo a baixa pressao sem uso de enzimas, supercritica e
assistida por enzimas de acido p-cumarico do presente trabalho foram
superiores aos encontrados por Burin et al. (2014) e também ao
encontrado por Gomes et al. (2013) que determinaram em polpa de
umbu uma concentragio de 1,8 mg.kg”" deste composto.

O acido benzoico foi identificado em todas as técnicas utilizadas,
entretanto este composto predominou nos extratos obtidos em extracao
supercritica na condi¢do de 400 bar e 55 °C.

A concentracdo de 4cido benzoico quantificada por Zuo, Wang e
Zhan (2002) em mirtilo vermelho (481 mg.kg™") foi especialmente alta,
contrapondo com as concentragdes encontradas nos extratos da presente
pesquisa que foram especialmente baixas.

Epicatequina galato, epigalocatequina galato, &cido siringico,
kaempferol, quercetina, quercetina piranosideo e miricetina foram
detectados apenas nos extratos obtidos a baixa pressdo sem uso de
enzimas.

Epicatequina galato, epigalocatequina galato, acido siringico e
quercetina predominaram nos extratos obtidos em maceragdo com
solvente acetato de etila. Nos extratos obtidos em extragdo Soxhlet com
solvente hexano predominaram kaempferol, miricetina e quercetina
piranosideo, sendo que para este Gltimo composto ndo houve diferenga
significativa com os extratos obtidos em extracdo assistida por ultrassom
com solvente acetato de etila.

Epicatequina galato e epigalocatequina galato sdo dois
antioxidantes importantes em chd, Petisca et al. (2008) analisaram
bebidas que continham cha verde e encontraram o conteudo maximo de
epicatequina galato de 85,17 + 0,23 mg.L™' e de epigalocatequina galato
de 387,55 + 10,17 mgL’'. O conteido de epicatequina galato
encontrado por estes autores foi semelhante ao encontrado no presente
trabalho e comprovam que o umbu ¢ uma fruta com quantidade
consideravel deste composto.

Russell et al. (2009) quantificaram 4cidos fendlicos em frutas
comumente consumidas e produzidas localmente na Escocia e
encontraram acido siringico em banana, mac¢a e laranja, com conteudos
de 0,21 + 0,10, 1,10 + 0,64 ¢ 2,53 + 0,76 mg.kg", respectivamente. O
conteudo de acido siringico encontrado na presente pesquisa foi superior
aos conteudos encontrados por estes autores nestas frutas.
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Altos teores de kaempferol e quercetina foram quantificados no
presente trabalho, sendo maiores que em todas as frutas investigadas por
Ribani, Huber e Rodriguez-Amaya (2009) inclusive maiores que os
teores encontrados em macd, fruta reconhecida internacionalmente
como uma rica fonte destes compostos. O teor de miricetina foi
semelhante ao encontrado por estas autoras em caju.

O 4cido o-cumarico e estilbeno trans-resveratrol foram
detectados nas técnicas a baixa pressdo sem uso de enzimas e em
extragdo supercritica, todavia o acido o-cumarico predominou nos
extratos obtidos em extracdo assistida por ultrassom com acetato de etila
e o trans-resveratrol nos obtidos em Soxhlet com hexano.

Marshall, Stringer e Spiers (2012) analisaram cascas de 21
cultivares de uvas muscadineas e em 20 encontraram o estilbeno frans-
resveratrol, 9 com teores entre 1,27 ¢ 9,55 mg.kg'l, 4 com teores entre
12,02 e 19,08 mg.kg'l, 6 com teores entre 20,65 e 34,34 rng.kg'1 e
apenas uma cultivar com teor de 66,38 mgkg'. O teor de trans-
resveratrol encontrado nos extratos do presente estudo foi superior ao
teor uma cultivar e semelhante aos teores de 5 cultivares quantificados
por estes autores em cascas de uvas. A presenga de frans-resveratrol nas
cascas de umbu abre possibilidades de criagdo de beneficios
nutracéuticos a saude e bem estar dos consumidores.

Procianidina B2, acido galico e rutina foram identificados nas
técnicas a baixa pressdo sem uso de enzimas e em extragdo assistida por
enzimas, todavia a procianidina B2 e a rutina predominaram nos
extratos obtidos em maceragdo com hexano, enquanto o acido galico
predominou nos extratos obtidos em extragdo assistida por enzimas.

Alonso-Salces et al. (2005) pesquisaram cascas de macas
maduras e encontraram contetidos de procianidina B2 variando de 8 a 56
mgkg”, o conteudo encontrado no extrato obtido em macera¢do com
hexano da presente pesquisa foi notadamente mais elevado.

Altos teores de acido galico foram quantificados no presente
trabalho, sendo maiores que em todas as frutas investigadas por Russell
et al. (2009) inclusive maiores que os teores encontrados em groselha,
fruta reconhecida internacionalmente como uma rica fonte deste
composto.

Peres et al. (2013) pesquisaram atividade fitotoxica e antioxidante
em sete frutas nativas do Brasil e encontraram rutina em quatro delas,
com teores variando de 100 a 1710 mg.kg' nos extratos de cascas de
jabuticaba, de 931 a 4393 mg.kg" nos extratos de aragas inteiros, de
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2989 a 5686 mg kg nos extratos de cascas de tamarindo e 2802 mg.kg'
no extrato de cascas de jatoba. Os contetidos de rutina encontrados nos
extratos obtidos na presente pesquisa foram inferiores aos detectados
nas frutas investigadas por estes autores.

Epicatequina foi detectada apenas nos extratos obtidos em
extragdo supercritica na pressdo de 200 bar e temperatura de 45 °C.

Ramalho et al. (2014) determinaram conteudos de epicatequina
em vinhos elaborados por meio de diferentes sucos de frutas tropicais
exoticas, e o elaborado com umbu apresentou 2,19 + 0,21 mg.L'l de
epicatequina. O extrato de farinha de cascas de umbu do presente estudo
apresentou teor de epicatequina superior a todos os vinhos elaborados,
inclusive aos vinhos comerciais que também foram analisados, portanto
pode ser considerado como fonte apreciavel de epicatequina.

Com uma procura cada vez maior por alimentos mais saudaveis,
a presenga de todos estes compostos nos extratos de cascas de umbu
mostra que esta fruta ¢ um "tesouro escondido” e que tem muito ainda o
que se pesquisar.

4.12. Correlagdo de Pearson entre compostos identificados e
atividade antioxidante

Foi realizada a relacdo entre os compostos identificados na
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a atividade antioxidante
utilizando os coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre
compostos fendlicos e as atividades antioxidantes determinadas por
meio dos métodos DPPH, ABTS e B-caroteno/acido linoleico.

Para fins de discussdo utilizamos os coeficientes positivos de
correlagdo, significativos a 1 % de probabilidade de erro, entre os
compostos analisados e as atividades antioxidantes obtidas.

Os coeficientes de correlacao de Pearson obtidos entre compostos
fenodlicos e as atividades antioxidantes com DPPH, ABTS e -
caroteno/acido linoleico nos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas estdo apresentados na
Tabela 30.

Para o0 método DPPH os compostos fendlicos individuais
analisados que apresentaram valores de r positivos (p < 0,01) foram os
flavanois catequina (r = 0,41) e procianidina B1 (r = 0,41), os flavondis
quercetina piranosideo (r = 0,41) e rutina (r = 0,50).
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Tabela 30: Correlagdo de Pearson entre os compostos fenolicos
quantificados e a atividade antioxidante nas extragdes a baixa pressao
sem uso de enzimas.

) DPPH ABTS p-caroteno

FENOLICOS Pearson  Prob. Pearson  Prob. Pearson  Prob.
valor r valor r valor r

FLAVANOIS
Catequina 0,417 0,00 0517 000 045 0,00
Epicat. Galato 0,03 0,86  -0,08 0,60 0,16 0,29
Epigalocatequina 0,02 087  -0,07 0,65 0,15 0,31
Procianidina B1 0,417 0,00 0,517 0,00 045" 0,00
Procianidina B2 0,11 0,46  -0,14 0,93 0,11 0,46
FLAVONOIS
Kaempferol 0,07 0,65 0,03 082 040" 0,00
Quercetina 0,22 013 0,06 068 0,36 0,01
Quer. piranosideo 0,417 0,00 0,19 019 0487 0,00
[soramnetina 0,11 044 0,03 086 043" 0,00
Rutina 0,50 0,00 0,20 016 040”7 0,00
Miricetina 0,20 0,18 0,03 084 050" 0,00
ESTILBENO
-Resveratrol 0,34 0,02 0,05 0,71 051" 0,00
AC.FENOLICOS
Acido galico 0,03 0,86  -0,08 0,60 0,16 0,29
Acido cindmico 0,25 0,08 0,05 0,71 048" 0,00
Acido o-cumarico 0,25 0,08 0,05 0,74 0,35 0,01
Acido p-cumarico 0,15 0,30 0,10 0,49 047" 0,00
Acido benzoico 0,09 0,55 0,04 0,78 0,30 0,04
Acido siringico 0,03 0,86 -0,08 0,60 0,16 0,29
TFT 0,76~ 0,00 084" 0,00 055" 0,00

Prob.= probabilidade; Epicat. = epicatequina; Quer. = quercetina; TFT = teor de
fendlicos totais. * Correlagdes significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,05).
**Correlagdes significativas a 1% de probabilidade de erro (p < 0,01).

Para 0 método ABTS os compostos fendlicos individuais
analisados que apresentaram valores de r positivos (p < 0,01) foram os
flavandis catequina (r = 0,51) e procianidina B1 (r = 0,51).

Para 0 método B-caroteno/cido linoleico os compostos fendlicos
individuais analisados que apresentaram valores de r positivos (p <
0,01) foram os flavanois catequina (r = 0,45) e procianidina Bl (r =
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0,45), os flavondis kaempferol (r = 0,40), quercetina piranosideo (r =
0,48), isoramnetina (r = 0,43), rutina (r = 0,40) e miricetina (r = 0,50), o
estilbeno trans-resveratrol (r = 0,51) e os acidos fendlicos cindmico (r =
0,48) e p-cumarico (r = 0,47).

As correlagdes obtidas entre os métodos de medicdo de atividade
antioxidante DPPH, ABTS e B-caroteno/acido linoleico e o teor de
fendlicos totais também foram positivas e significativas a 1 %, e
apresentaram valores de 0,76, 0,84 e 0,55, respectivamente.

Os flavandis catequina e procianidina B1 também apresentaram
valores de r positivo (p < 0,01) de 0,48 para o teor de fenolicos totais.

Houve correlacdo positiva e significativa entre a atividade
antioxidante e a concentragdo de catequina e procianidina B1 nos trés
métodos empregados, indicando que, nos extratos avaliados & baixa
pressdo sem uso de enzimas, essa atividade foi influenciada por estes
compostos bioativos determinados.

Outros autores verificaram, assim como foi verificado no
presente estudo, uma correlacéo direta entre a atividade antioxidante e o
teor de compostos fenodlicos totais, sendo estes considerados os mais
representativos entre as substancias bioativas com atividade antioxidante
(RUFINO et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011; OMENA et al., 2012).

A atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico
teve correlagcdo com mais compostos fenolicos individuais do que pelo
DPPH e ABTS, indicando que, de acordo com Kiokias et al. (2008), a
maior eficacia protetora € proveniente de antioxidantes lipofilicos
presentes nestes extratos.

Os coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre compostos
fenodlicos e as atividades antioxidantes com DPPH, ABTS e -
caroteno/4cido linoleico nos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos em extracdo supercritica estdo apresentados na Tabela 31.

Nota-se que os compostos fenolicos individuais analisados nao
apresentaram correlagdes significativas a 1% de probabilidade com as
atividades antioxidantes determinadas pelos métodos DPPH, ABTS e j3-
caroteno/écido linoleico.

Os métodos de medicdo de atividades antioxidantes aqui
empregados também ndo apresentaram correlagdes significativas a 1%
com o teor de fenolicos totais.



130

Tabela 31: Correlagdo de Pearson entre os compostos fenolicos
quantificados e a atividade antioxidante nas extragdes supercriticas.

DPPH ABTS p-caroteno

FENOLICOS Pearson  Prob. Pearson  Prob. Pearson  Prob.

valor r valor r valor r
FLAVANOIS
Catequina -0,09 0,65 -0,41" 003 042 0,03
Epicatequina -0,52° 0,00 0,16 041  -0,68" 0,00
Procianidina Bl -0,09 0,65 -041° 003 042 0,03
ESTILBENO
-Resveratrol -0,527 0,00 0,16 041  -0,687 0,00
AC.FENOLICOS

Acido cindmico -0,32 0,11 0,02 0,93 -0,29 0,15
Acido o-cumarico 0,07 0,74 0,15 0,46  -0,03 0,86
Acido p-cumarico -0,42" 0,03 0,15 0,47 -0,34 0,08
Acido benzoico -0,09 0,65 -041° 003 -042° 0,03

Acido siringico 0,03 0,86 -0,08 0,60 0,16 0,29

TFT 0,31 0,12 0,37 0,06 -0,11 0,59

Prob.= probabilidade; TFT = teor de fendlicos totais. * Correlagdes significativas a
5% de probabilidade de erro (p < 0,05). **Correlagdes significativas a 1% de
probabilidade de erro (p < 0,01).

Quando consideramos os coeficientes positivos de correlagdo
significativos a 5 % de probabilidade de erro, apenas os flavanois
catequina e procianidina B1 apresentaram valores de r positivo (p <
0,05) de 0,42 para 0 método B-caroteno/acido linoleico.

Considerando a agdo dos compostos fenodlicos individuais
analisados e a fraca correlacdo verificada com a atividade antioxidante
nos extratos obtidos em extragdo supercritica sugere-se que outros
compostos quimicos ndo identificados neste trabalho podem ter
contribuido para a atividade antioxidante destes extratos.

Os coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre compostos
fenolicos e as atividades antioxidantes com DPPH, ABTS e -
caroteno/acido linoleico nos extratos de farinha de cascas de umbu
obtidos em extragdo assistida por enzimas estdo apresentados na Tabela
32.

Para 0 método DPPH os compostos fendlicos individuais
analisados que apresentaram valores de r positivos (p < 0,01) foram o
flavanol rutina (r = 0,45) e o &cido fendlico benzéico (r = 0,50).
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Tabela 32: Correlagdo de Pearson entre os compostos fenolicos
quantificados e a atividade antioxidante nas extragdes assistidas por

enzimas.
DPPH ABTS p-caroteno
FENOLICOS Pearson  Prob. Pearson  Prob. Pearson Prob.
valor r valor r valor r
FLAVANOIS
Catequina 0,38 0,02 0,27 0,11  -022 0,19
Procianidina B2 0,41 0,01 0,17 031  -0,52" 0,00
FLAVONOIS
Rutina 045" 001 017 031 -042° 0,01
AC.FENOLICOS
Acido galico 0,03 0,86 0,02 0,93 0,09 0,61
Acido cindmico 0,04 0,80 0,06 0,74 043" 0,01
Acido p-cumarico 0,29 0,09 0,02 0,89  -0,49" 0,00
Acido benzoico 0,50 0,00 0,06 0,73  -045" 0,00
TET 0,537 0,00 024 0,16 -0.86 0,00

Prob.= probabilidade; TFT = teor de fendlicos totais. * Correlagdes significativas a
5% de probabilidade de erro (p < 0,05). **Correlagdes significativas a 1% de
probabilidade de erro (p < 0,01).

Observa-se que 0s compostos fendlicos individuais analisados
ndo apresentaram correlagdes significativas a 1% de probabilidade com
as atividades antioxidantes determinadas pelo método ABTS.

Apenas o0 acido fendlico cinamico apresentou valor de r positivo
(p < 0,01) de 0,43 para 0 método B-caroteno/acido linoleico.

Os métodos ABTS e B-caroteno/acido linoleico ndo apresentaram
correlacdes significativas a 1% com o teor de fendlicos totais.

A correlacdo obtida entre o método de medi¢do de atividade
antioxidante DPPH e o teor de fenolicos totais foi positiva e
significativa a 1 %, e apresentou valor de 0,53.

Essas correlacBes indicam que o grupo dos acidos fendlicos,
especialmente acido benzoico e cindmico, possui importante fungdo na
atividade antioxidante para os extratos obtidos em extracao assistida por
enzimas.

O flavanol procianidina B2 apresentou valor de r positivo (p <
0,01) de 0,44 para o teor de fendlicos totais.






5. CONSIDERACOES FINAIS

O residuo agroindustrial do umbu com destaque para a sua casca
¢ considerada uma matéria-prima viavel para a obtencdo de extratos
utilizando diferentes métodos de extracdo devido a qualidade dos
compostos que permanecem presentes neste descarte industrial.

Na secagem das cascas, o secador de bandejas foi mais eficiente
do que a estufa porque permitiu reduzir a umidade da matéria-prima em
menor tempo.

Os extratos de farinha de cascas de umbu mostraram que, em
termos de rendimento os obtidos por meio de extragdo assistida por
enzimas apresentaram valores superiores aos das extracdes a baixa
pressdo sem uso de enzimas e extra¢do supercritica.

A extracdo assistida por ultrassom com hexano proporcionou
extratos com maior teor de fenolicos totais e maior atividade
antioxidante medida pelos métodos de captura radical DPPH e de
inibi¢do do radical ABTS.

Na determinagdo da atividade antioxidante pelo método de
descoloragdo do sistema P-caroteno/acido linoleico a maior atividade
antioxidante foi obtida com a extracéo supercritica (400 bar/55 °C).

A analise de componentes principais conseguiu separar bem os
extratos obtidos com solventes de baixas polaridades dos de altas,
evidenciou que a pressdo de 400 bar nas temperaturas testadas de 35 e
45 °C, contribuiu para uma maior extragdo de compostos fendlicos e
maiores atividades antioxidantes pelo método ABTS e ainda separou
bem os tratamentos de extra¢do assistida por enzimas em fun¢do dos
rendimentos, compostos e atividades avaliadas, fornecendo uma visdo
geral sobre o efeito do tempo em reacdo e da concentragdo do preparado
enzimatico utilizado na extragdo de compostos bioativos das cascas de
umbu.

A anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia identificou
pela primeira vez nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos a
baixa presséo sem uso de enzimas, os flavanois catequina, epicatequina
galato, epigalocatequina galato, procianidina Ble procianidina B2; os
acidos fenolicos galico, cindmico, o-cumadrico, p-cumarico, benzdico e
siringico; os flavonodis kaempferol, quercetina piranosideo, isoramnetina,
rutina e miricetina e o estilbeno trans-resveratrol.

Nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em extracdo
supercritica identificou pela primeira vez, os flavanois catequina,
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epicatequina e procianidina B1; os &cidos fendlicos cindmico, o-
cumarico, p-cumarico e benzdico e o estilbeno trans-resveratrol.

Nos extratos de farinha de cascas de umbu obtidos em extragédo
assistida por enzimas identificou pela primeira vez os flavanois
catequina, procianidina Bl e procianidina B2; os acidos fenolicos
galico, cinamico, p-cumarico e benzoico e os flavonol rutina.

Os compostos fenodlicos individuais analisados apresentaram
correlacdes significativas a 1% e a 5% de probabilidade com as
atividades antioxidantes determinadas pelos trés métodos empregados
(DPPH, ABTS e B-caroteno/acido linoleico).



6. CONCLUSOES

As cascas de umbu séo ricas em compostos bioativos, dentre os
guais compostos fenolicos, como puderam ser confirmados pela andlise
de cromatografia liquida de alta eficiéncia que identificou varios deles,
com destaque para procianidina B2, acido para-cumarico, quercetina e
trans-resveratrol. Os compostos fendlicos foram diretamente
responsaveis pelas atividades antioxidantes dos extratos. Os extratos
obtidos a baixa pressdo sem uso de enzimas apresentaram a maioria dos
compostos identificados, mas epicatequina sé foi constatada na extracéo
supercritica e a extracdo assistida por enzimas evidenciou &cido galico.
Em vista do que foram encontrados neste estudo, as cascas de umbu sdo
potenciais fontes naturais de substancias bioativas que podem ser
explorados pela indistria de alimentos e farmacéutica.






7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A continuidade deste trabalho é de suma importancia, para que se
possam compreender melhor os fendmenos envolvidos neste trabalho.

Considerando a parte inicial do trabalho poderiam ser avaliados
diferentes pré-tratamentos para as cascas de umbu buscando maior
facilidade de extragdo dos compostos de interesse. Além de poder
trabalhar com as demais partes do fruto (polpa e sementes).

Estudo de extracdes a baixa pressdo sem uso de enzimas
utilizando misturas de solventes, a extragdo assistida por ultrassom com
diferentes frequéncias, temperaturas e razdo de solventes, e também
seria interessante considerar o estudo da extragdo por micro-ondas, que
esta se difundido nas pesquisas.

Estudar outras condi¢des de cinética, investigando a influéncia de
parametros operacionais, como vazao de solvente, pressdo e didmetro de
particula.

Os dados de extragdo supercritica com mais alguns experimentos
possibilitam a criacdo de modelos matematicos que representem o0s
fendmenos envolvidos na extragdo, além da possibilidade de ajuste das
curvas a modelos ja existentes na literatura.

Uso de co-solventes na extragdo supercritica.

Avaliacdo da composicdo dos extratos através de outras técnicas
cromatograficas.

Uso da analise HPLC para a determinacdo de outros compostos
citados na literatura como antioxidantes, como os carotenoides € 0s
acidos orgénicos.

Avaliacdo de custos de processo para extracdo a baixa pressdao
sem o0 uso de enzimas versus supercritica versus assistida por enzimas.

Realizagdo de testes para avaliar o sinergismo entre extratos de
cascas de umbu obtidos por diferentes tipos de extracdo e outros
antioxidantes, como BHA, por exemplo.

Desenvolvimento de um produto alimenticio com a aplicagdo dos
extratos de cascas de umbu obtidos e posterior analise sensorial.
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APENDIC}E A: DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE
EXTRACAO SUPERCRITICA

Tabela 33: Tempos de extracdo, massas de extrato, massas de extrato
acumuladas e rendimentos (X,) do experimento cinético a 200 bar, 45°C e 1,0 £
0,1 kg CO,/h.

Tempo (Min) Massa (g) Massa Acumulada (g) X, (%)

0 0,0000 0,0000 0,0000

5 0,0010 0,0010 0,6435

10 0,0010 0,0020 1,2870

15 0,0012 0,0032 2,0592

20 0,0007 0,0039 2,5097

25 0,0007 0,0046 2,9601

30 0,0005 0,0051 3,2819

40 0,0020 0,0071 4,5689

50 0,0019 0,0090 5,7915

60 0,0010 0,0100 6,4350
90 0,0013 0,0113 7,2716
120 0,0014 0,0127 8,1725
150 0,0018 0,0145 9,3308
180 0,0009 0,0154 9,9099
210 0,0011 0,0165 10,6178
240 0,0014 0,0179 11,5187
300 0,0021 0,0200 12,8700
360 0,0014 0,0214 13,7709

420 0,0003 0,0217 13,9640
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APENDICE B: CURVA ANALITICA DE ACIDO GALICO

Figura 21: Curva analitica de acido galico utilizada na determinagéo do

teor de fendlicos totais, a 765 nm.
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APENDICE C: CURVA ANALITICA DE TROLOX

Figura 22: Curva analitica de trolox utilizada na determinagdo de

atividade antioxidante dos extratos de farinha de cascas de umbu.
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