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RESUMO

No processamento de diversos frutos para obtencdo do suco, ocorre a formacdo de uma grande quantidade de residuos, sendo
estes, cascas e sementes, no qual sdo encontradas diversas substancias com propriedade antioxidante, dentre estes, as
antocianinas, o acido ascorbico e os compostos fenodlicos. Este estudo tem como objetivo avaliar a capacidade antioxidante a partir
da determinagdo das antocianinas extraidas de residuos da maga cv. Gala. Estatisticamente, um planejamento fatorial do tipo 23
foi realizado aleatoriamente compreendendo 8 experimentos para otimizagdo da metodologia de extracdo das antocianinas. As
variaveis independentes serdo: (X1) Tempo de extracdo, (X2) Proporcdo de agua: etanol, e, (X3) temperatura, os quais variarao
de1a2h; 25a75%, e, de 20 a 60 °C, respectivamente. A varidvel-resposta para teor de antocianinas totais obtido dos extratos
aquosos da variedade de maga. Da extracdo das antocianinas via planejamento fatorial, obteve-se um teor de 438,55 mg/100g
guando combinamos os fatores 2h de extracdo, 75% de solvente organico e 60°C de temperatura. Da ANOVA os fatores tempo de
extracdo e proporgdo de solvente (X1X2) formam os mais significantes do processo. Dos dados obtidos experimentalmente, a
partir do método do pH diferencial foi possivel verificar boa atividade antioxidante. Os resultados obtidos indicaram a possibilidade
da utilizagdo dos residuos de maca cv. Gala como fonte de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: residuo orgéanico; planejamento fatorial; capacidade antioxidante.
ABSTRACT

In the processing of several fruits to obtain the juice, there is the formation of a large number of residues, these being barks and
seeds, in which several substances with antioxidant property are found, among them, anthocyanins, ascorbic acid and phenolic
compounds. This study aims to evaluate the antioxidant capacity from the determination of anthocyanins extracted from apple
waste. Statistically, a factorial planning of type 23 was carried out randomly comprising 8 experiments to optimize the methodology
of extraction of anthocyanins. The independent variables will be: (X1) Extraction time, (X2) Water ratio: ethanol, and, (X3)
temperature, which will vary from 1 to 2 h; 25 to 75%, and from 20 to 60 °C, respectively. The response variable for total
anthocyanin content obtained from the aqueous extracts of the apple variety. From the extraction of anthocyanins through factorial
planning, a content of 438.55 mg/100g was obtained when we combined the factors 2h of extraction, 75% of organic solvent and
60°C of temperature. From ANOVA the factors extraction time and solvent proportion (X1X2) form the most significant of the
process. From the data obtained experimentally, from the differential pH method it was possible to verify good antioxidant activity
and an acceptable ascorbic acid content. The results indicated the possibility of using apple cv residues. Gala as a source of natural
antioxidants.

Keywords:organic waste; factorial planning; antioxidant capacity.
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INTRODUCAO

Macas sdo frutos que contém  Vvarios
micronutrientes essenciais como minerais, vitaminas e
fibras, como também, elementos ndo nutritivos como os
polifendis. Antocianinas sdo antioxidantes naturais, e,
como pigmento, podem retardar ou prevenir a oxidacao.
Sao constituidos por antocianinas e glicosideos, que se
diferenciam pela cor, capacidade antioxidante,
estabilidade e solubilidade (Castaneda-Ovando et al.,
2009).

A maca é um fruto apreciado mundialmente, onde
seu maior consumo é na forma in natura, apresentando
altos valores de vitaminas do complexo B, vitaminas C e
E, minerais como potassio, além de possuir fibras,
fornecendo, principalmente, 10% da ingestdo diaria
recomendada desses nutrientes (Ali et al., 2016).

De acordo com Tsau et al. (2005), a maca
apresenta elevados teores de fitonutrientes, sendo
flavonoides, polifendis e acidos fendlicos, encontrados na
polpa e em maior quantidade na casca, fornecendo como
beneficios os antioxidantes. Os compostos fendlicos
podem, também, contribuir para as caracteristicas
sensoriais do fruto como a cor, sabor e produgdo de
aromas. (Queiji et al., 2010; Sikora & Swieca, 2018).

O processamento de alimentos é essencial para as
operagdes industriais através das quais os alimentos crus
sdo transformados para consumo ou armazenamento. Os
consumidores exigem fruta e produtos da horticultura de
alta qualidade, mas mudancas drasticas nas propriedades
nutricionais e sensoriais podem ocorrer durante o
processamento (Nayak et al., 2015).

As antocianinas ndo sdo apenas pigmentos
vegetais sollveis em agua, responsaveis pelas cores
brilhantes de muitas frutas e vegetais, mas podem também
desempenham um papel significativo como ingrediente
alimentar promotor da salde. Pesquisas atuais sobre
estudos epidemiolégicos, como também, de estudos
especificos de ensaios clinicos em humanos, tém
demonstrando o envolvimento de compostos de
antocianina (mono e diglicosideos) em vias metabdlicas e
atividades enzimaticas responsaveis por doencas
cardiovasculares, processos inflamatdrios, diabetes tipo 2
e obesidade. Além disso, os seus efeitos potenciais em
atrasar ou atenuar o declinio cognitivo relacionado com a
idade é outra area de investigacdo intensiva (Ingram, 2019;
Tomas-Barberan e Andres-Lacueva., 2012).

A complexa interagdo entre as antocianinas
alimentares e o microbioma intestinal vem ganhando
atencdo da comunidade cientifica, uma vez que o papel
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central do microbioma intestinal na manutencao da satde
e do bem-estar é aceito. Desenvolvimentos significativos
na quimica analitica e, subsequentemente, na analise de
antocianina, por exemplo, por extracdo em fase solida, a
ionizacao por electrospray, bem como a espectrometria de
ressonancia magnética de massa e nuclear tornaram estes
avancos possiveis (Wright et al., 2020).

As antocianinas sdo encontradas amplamente nos
alimentos de origem vegetal, sendo pigmentos
hidrossoluveis responséveis pela coloracéo vermelha, azul
e roxa dos frutos e vegetais. Este corante natural é bioativo
por possuir a capacidade antioxidante e também propiciar
a fotoprotecdo e a estabilidade das membranas celulares.
Elas podem ser utilizadas em alimentos como aditivos ao
substituir corantes sintéticos (GOUVEA, et al., 2013).

As antocianinas, que sdo abundantes em frutos
silvestres, sdo susceptiveis & degradacdo em muitas
condigdes de processamento e armazenamento. Alteracdes
no pH, temperatura, luz e disponibilidade de oxigénio
afetam negativamente a estrutura deste composto (Yousuf
et al., 2016; SILVA et al., 2012; CUNHA, 2014). E
importante minimizar a perda de antocianinas durante o
processamento, pois, sdo diretamente relevantes diversas
propriedades organolépticas, nutricionais e fitoterapicas.

MATERIAIS E METODOS
Obtencao da Matéria-prima

O experimento foi realizado com frutas de maca
da cultivar Gala e adquirida em comércio local. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em freezer
domeéstico, a -15°C, até serem analisadas. Realizou-se um
pré-tratamento em estufa a temperatura de 80°C por 10
minutos, a fim de inativar as enzimas peroxidase e
polifenoxidacao, segundo metodologia descrita por
Valderrama, Maranfoni e Clemente (2001). Em seguida,
as amostras foram secas a 45°C por 4 horas e trituradas em
moinho.

Extracdo das antocianinas

2 g de material vegetal seco foram pesados
e colocados em um Erlenmeyer com volume de 250 mL.
Um volume de 100 mL de solvente (agua: etanol) foi
adicionado em conformidade com planejamento
experimental da Tabela 1, para as extragfes. Os extratos
foram recolhidos e filtrados com auxilio de papel filtro
qualitativo. O filtrado foi utilizado para a determinacéo do
conteudo de antocianinas totais. Todas as extragdes foram
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realizadas em triplicata. O rendimento da extracdo foi
calculado e seu resultado (%) expresso em peso Seco.

Planejamento experimental

Neste estudo, um planejamento fatorial do tipo 23

foi realizado aleatoriamente  compreendendo 8
experimentos. As variaveis independentes foram: (Xi)
Tempo de extracdo, (Xz) Proporcdo de etanol, e, (Xs)
temperatura, os quais variaram de 1 a 2 h; 25 a 75%, e, de
20 a 60 °C, respectivamente (Tabela 1). A varidvel-
resposta foi o teor de teor de antocianinas totais.

Tabela 1. Planejamento fatorial: Niveis reais e codificados dos fatores.

(X1) Tempo de extragdo (h)

(X2) Proporgao de etanol (%)
porg

(X3) Temperatura (°C)

2(1) 75 (1) 60 (1)
1(-1) 25(-1) 20(-1)
2(1) 25 (-1) 60 (1)
1(-1) 75 (1) 60 (1)
2(1) 25 (-1) 20(-1)
2(1) 75 (1) 20(-1)
1(-1) 75 (1) 20(-1)
1(-1) 25 (-1) 60 (1)

Determinacdo das Antocianinas Monoméricas
Totais (AMT)

O contetdo total de antocianina dos extratos foi
determinado pelo método de pH diferencial. Dilui¢cdes do
mesmo extrato foram preparadas em solug¢Ges tampéo de
pH 1 e pH 45. A absorbancia foi medida nos
comprimentos de onda 540 e 700 nm usando um
espectrofotbmetro de absor¢cdo molecular (Merck
Spectroquant Prove 600, Darmstadt, Germany). O
conteudo de antocianina foi calculado utilizando-se as
férmulas:

Abs = [(Akmax - A7oo) pH1,0 - (AXmax - A7oo) pH 4,5] (1)
AMT = Abs x 562,5 x fd x 100/29,500 (2)

onde, Abs, foi a absorbancia dos extratos medidos
nas duas solucdes tampdo. AMT, o teor de antocianinas
monoméricas totais em mg/100g. O coeficiente de
extingdo molar da malvidina 3-glicosidio (29,500) e o
peso molecular de 562,5 g.mol?* foram utilizados nos
calculos do teor de antocianinas monoméricas totais. Os
resultados serdo expressos em mg de equivalentes de
malvidina 3-glicosidio por 100 g de extrato.

Analises dos dados

Todas as andlises foram feitas em triplicata e os
valores apresentados como médias das réplicas. A
significancia estatistica dos dados foi avaliada por meio
da Analise de Variancia (ANOVA) e do Teste de Tukey
(p < 0,05). O software Origin Pro 8.5 (versdo SR1-B161)
foi utilizado para determinar a significancia dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinagdo das Antocianinas Monoméricas Totais
(AMT)

Os teores de antocianinas totais foram obtidos
através do método do pH diferencial avaliando-se a
eficiéncia da extracdo via técnica espectrofotométrica.
Neste estudo (resultados apresentados na Tabela 2)
verificou-se um forte efeito combinado entre todas as
variaveis, bem como uma eficiéncia na extracdo nas
condicBes experimentais representadas por: tempo de
extragdo: 2 h; proporcédo de etanol: 75 %; temperatura de
extracdo: 60 °C. Nestas condigdes, a maior proporcdo de
solvente organico na mistura (etanol + 4gua), combinado
a alta temperatura e a um maior tempo de extracdo foi
suficiente para promover o melhor rendimento na
extracdo de antocianinas.
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Tabela 2. Planejamento fatorial: Niveis reais e codificados dos fatores.

Experimentos (X1) Tempo de extragdo (h)

(Xz) Proporgdo de etanol (%)

Teord tociani
(Xs) Temperatura (°C) eor de antocianinas

(mg/100g)*
1 2(1) 75 (1) 60 (1) 438,55
2 1(-1) 25(-1) 20 (-1) 50,72
3 2(1) 25 (-1) 60 (1) 43,58
4 1(-1) 75 (1) 60 (1) 19,06
5 2(1) 25 (-1) 20 (-1) 38,13
6 2(1) 75 (1) 20 (-1) 278,40
7 1(-1) 75 (1) 20 (-1) 57,20
8 1(-1) 25 (-1) 60 (1) 60,23

*(n=3)
Estimativa do modelo estatistico

O ajuste do modelo estatistico do planejamento
fatorial é verificado pelo coeficiente de determinagdo

(R2). Dos dados da Tabela 3, o coeficiente encontrado foi:
R2 =0,9992 (R2adj = 0,9987) indicando que o modelo foi
adequado. Da ANOVA (Tabela 3) sdo apresentados os
valores de F e p que mostram a significancia dos fatores
no processo de extracdo de antocianinas estudado.

Tabela 3. Anélise de variancia (ANOVA) dos resultados experimentais.

Soma dos

Parametros quadrados Graus de liberdade Média dos quadrados Teste F Valor de p
Modelo 443687,79405 3 147895,93135 72,4E-11 6,4484E-11
X1 140268,931 1 140268,931 8,96371 0,00669
X2 135193,56934 1 135193,56934 8,51386 0,00797
X3 29445,89972 2 14722,94986 0,67938 0,51773
X1X2 168225,2937 1 168225,2937 82,36426 1,57522E-8
X1X3 51521,15908 2 25760,57954 2,25268 0,13393
XoX3 19385,95647 2 9692,97824 0,5424 0,59056
Erro 40849,09875 20 2042,45494
Cor. Total 484536,8928 23
R2=0,9992 R25.=0,9987

X1 = tempo de extracdo, X2 = proporgao de etanol e Xs = temperatura. Cor. Total (Correlagdo Total). Os nimeros em negrito indicam os fatores
significativos, identificados pela andlise de variancia ao nivel de confianca de 95%.

Pelo resultado da analise de variancia do ajuste
linear do modelo, temos que valores mais altos de F
associados a valores baixos de p (<0,05) demonstram que
o modelo gerado € estatisticamente significativo
(Karabegovic et al., 2013).

Valores de p sdo usados para confirmar a
significancia de cada coeficiente, ou seja, 0 menor valor
de p esta no maior efeito (Zhao et al., 2011). De acordo
com os valores de F e p (Tabela 3), o fator com o maior
efeito estd na concentracdo de ferro (X3, p= 9,88.10-8);
entretanto esta analise indica que apenas a interacao
tempo de irradiacdo x concentracgdo de ferro (X1X3) foi
significativa (p = 0,0439).
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Analise das superficies de resposta

Graficos de superficie de resposta sao muito Gteis
guando se quer visualizar os efeitos de dois fatores sobre
a resposta, assim como a identificacdo dos valores 6timos,
para obtencdo da resposta maxima (Silva, Azevedo e
Rezende, 2016).

Metodologia da superficie de resposta (RSM) é
um método estatistico que utiliza dados quantitativos de
um planejamento fatorial para determinar equacdes
multivariadas. Diferente dos métodos empiricos
convencionais, a RSM gera um modelo matematico,
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levando em conta as possiveis inter-relacbes entre as
varigveis de teste, minimizando o0 numero de
experimentos (SONG et al.,, 2011). Os efeitos das
variaveis independentes (fatores) e suas intera¢fes sobre
a resposta podem ser observados em trés dimensGes por
meio da analise da superficie de resposta (Silva, Landgraf
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e Rezende, 2017). As Figuras 1, 2 e 3 mostram as
principais interagcdes do processo: tempo de extragdo x
proporcdo de etanol; tempo de extracdo x temperatura e
proporcdo de etanol x temperatura. Os gréaficos foram
plotados usando o eixo z (teor de antocianina em mg/100
g) contra duas varidveis independentes.

Figura 1. Grafico de superficie de resposta mostrando os efeitos das varidveis proporcao de etanol (%) x temperatura (°C) sobre a
resposta, teor de antocianinas (mg/100g).

450
Antocianinas (mg/100g) 300

150

80

Proporgao de etanol (%)

A Figura 1 mostra a interacdo entre a proporgédo
de etanol e a temperatura sobre a extracdo de
antocianinas. Combinando-se a maior proporcdo de
etanol na mistura de solvente e a extragdo a uma
temperatura maior, o rendimento na extragdo de
antocianinas € satisfatorio.

As antocianinas sdo moléculas polares, portanto

40

60

Temperatura (°C)

20
20

0s solventes mais comuns usados nas extracdes sao
misturas aquosas de etanol, metanol ou acetona
(Kahkonen et al., 2001; Dai et al., 2009). A polaridade da
solugdo extratora exerce um importante papel na extracao
seletiva das diferentes familias de flavonoides (Shahidi &
Naczk, 1995), bem como no rendimento da extragdo de
antocianinas.

Figura 2. Gréfico de superficie de resposta mostrando os efeitos das variaveis temperatura (°C) x tempo de extracdo (h) sobre a
resposta, teor de antocianinas (mg/100g).
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A Figura 2 mostra a interagao entre a temperatura
e 0 tempo de extracdo sobre a extracdo de antocianinas. A
combinacdo da temperatura mais alta (segundo
planejamento) com o maior tempo de extracdo, promoveu
o melhor rendimento.

De acordo com Silva et al. (2012) em um estudo
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com extratos vegetais concluiram que todos os extratos
etandlicos acidificados extraidos em alta temperatura
apresentaram elevados teores de compostos fenolicos e
concluiram que o0 aumento da temperatura promoveria um
aumento da reatividade do etano, facilitando o processo
extrativo das fibras vegetais.

Figura 3. Grafico de superficie de resposta mostrando os efeitos das varidveis proporcao de etanol (%) x tempo de extracdo (h)
sobre a resposta, teor de antocianinas (mg/100g).
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A Figura 3 mostra a interacdo entre a proporgéo
de etanol e o tempo de extracdo. O tempo de extracdo e
fatores relacionados também influenciam a extragdo de
compostos fendlicos de materiais vegetais. Prolongados
tempos de extracdo aumentam a chance de oxidacao dos
fendlicos, a menos que agentes redutores sejam
adicionados ao sistema solvente. Além disso, a razdo
amostra/solvente também influencia diretamente a
recuperacao de compostos fendlicos de plantas (NACZK
e SHAHIDI, 2004).

De um modo geral, as plantas estdo muito
presentes na indlstria de cosméticos, uma vez que €
possivel extrair compostos bioativos com acdo benéfica
para a saude, tais como, funcdo despigmentante,
hidratante, antimicrobiana, antienvelhecimento, foto-
protetora contra a radiagdo UV, entre outras (Krigas et al.,
2015; Mwinga et al., 2019).

Relativamente ao mercado dos cosmecéuticos na
Europa e na Asia, é possivel notar um enorme
crescimento devido ao elevado interesse dos
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2,0

Tempo de extracao (h)

consumidores,
bioativos utilizados nas formulagdes séo os polifendis, os
carotenoides, a vitamina C e o colagénio (Hernandez et
al., 2020).

sendo que o0s principais compostos

CONCLUSAO

Os resultados obtidos via planejamento
experimental nos permitiram inferir que: a maior
proporcéo de solvente associado a uma maior temperatura
de extragdo, ndo afetaram significativamente o contetdo
de antocianinas totais das cascas de maca (cv. Gala),
confirmando, assim boa atividade antioxidante pelo
método do pH diferencial. De forma qualitativa, o
conteldo de antocianinas extraidas, confirmam a
capacidade antioxidantes dos residuos de maga neste
estudo. Os resultados obtidos indicam a possibilidade da
utilizagdo de residuos de maca cv. Gala como fonte de
antioxidantes naturais.
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