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RESUMO

Antocianinas tém se destacado como corante natural na inddstria alimenticia por serem
poderosos antioxidantes in vivo, responsaveis pela coloracdo de azul a vermelho de flores,
frutas e folhas. Além disso, 0 consumo regular deste corante esta associado a possiveis
beneficios a saide humana despertando interesse na industria de alimentos. As técnicas
utilizadas para obtengdo deste corante implicam na co-extragdo de substancias
indesejadas que podem comprometer a sua qualidade, por isso, é essencial uma etapa de
purificacdo destes compostos antes da sua aplicacdo. A acerola (Malpighia emarginata
D.C) é uma fruta com potencial de obtencdo de compostos fendlicos dentre eles as
antocianinas. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do tempo, temperatura e
diluicdo da solucéo extratora etanol/dgua do processo de extracdo por agitacdo magnética.
Foi estudado a particdo das antocianinas em sistemas aquosos bifasicos (SABS)
Etanol+(NH4)2SO4+agua a 25°C e 35°C, verificado a capacidade antioxidante do extrato
particionado, identificado a presenca de antocianinas (Cianidina-3-ramnosideo,
Pelargonidina-3-ramnosideo e Pelargonidina) na casca da acerola por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrdometro de massas. Ambas as
fases superiores de ambos 0s sistemas apresentaram um maior indice de saturacdo de cor
em relacdo a fases inferiores. No entanto o SAB etanol+(NH.)2SOs+agua a 25°C, mostrou
melhor eficiéncia de extracdo de 56% e obteve maiores concentracdes de antocianinas
totais de 73,08 0,55 (mg/100g) e o sistema a 35°C apresento maior AAT de
6122,45+0,07 (UM Trolox/g de amostra).

Palavras-chaves: antioxidantes, antocianinas, sistemas aquosos biféasicos-SAB, acerola

(Malpighia emarginata D.C.) , parti¢do



ABSTRACT

Anthocyanins have emerged as a natural food in the food industry by powerful
antioxidants in vivo, responsible for the coloration of blue to flowers, fruits and leaves.
In addition, regular consumption of this dye is associated with food orders waiting for
interest in the food industry. The techniques used for the removal of this type of
processing are a co-extraction of undesirable substances which may compromise the
quality, therefore a purification step of the compounds prior to their application is
essential. An acerola (Malpighia emarginata D.C) is a fruit with potential to obtain
phenolic compounds such as anthocyanins. The objective of this work was to evaluate the
effects of temperature, dilution and extraction solution of ethanol / water extraction
process by magnetic stirring. The studied is one of the aqueous biphasic systems (SABS)
Ethanol + (NH4)2SO4 + H20 at 25°C and 35°C, presents an antioxidant capacity of the
particulate extract, identifies the presence of anthocyanins (Cyanidin-3-ramnoside,
Pelargonidin-3 ramnoside and Pelargonidin) in the acerola bark by means of the high
voltage liquid chromatography to the mass spectrometer. Both upper controllers of all
systems with higher class saturation index in relation to the later classes were SAB
ethanol + (NH4)2SOs + H2O at 25°C, better extraction efficiency of 56% and higher
anthocyanin results of 73.08 £ 0.55 (mg / 100g) and the system at 35 ° C showed higher
total antioxidant activity (AAT) of 6122.45 + 0.07 (uM Trolox / g sample).
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, aumentou o interesse em explorar os beneficios para a satde
humana ocasionados pelas capacidades de eliminacdo de radicais livres e antioxidantes

das antocianinas naturalmente disponiveis em frutas e vegetais.

A fruticultura é um dos setores de maior destaque do agronegdcio brasileiro, por
meio de uma grande variedade de culturas produzidas em todo o pais e em diversos
climas, que conquista resultados expressivos e gera oportunidades para 0s pequenos
negocios brasileiros. O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando
atras apenas de China e india, o que mostra a relevancia do setor para a economia
brasileira (SEBRAE, 2015).

A aparéncia de um produto é um fator importante na hora de se tomar a decisdo
para sua compra, mas estudos revelam que nao basta apenas uma boa imagem, 0s
consumidores estdo cada vez mais conscientes sobre salde e bem estar. Além disso, ha
uma busca crescente, por parte dos consumidores, por uma alimentacdo mais saudavel, o
que impulsiona a inovacao para uso de ingredientes naturais que atendam as exigéncias
do mercado. Corantes naturais sdo pigmentos extraidos de fontes naturais e tém a
finalidade de conferir, intensificar ou padronizar a coloragdo de produtos alimenticios. Os
principais corantes naturais utilizados no Brasil sdo: urucum, curcuma, luteina, clorofila,
paprica, caroteno natural, antocianinas, beterraba, carvao vegetal, entre outros (FOOD
INGREDIENTS BRASIL N° 18, 2011).

A Acerola (Malpighia emarginata DC.), originaria das Antilhas, foi introduzida
no Brasil ha 50 anos, hoje é o principal produtor, consumidor e exportador mundial, a
acerola é uma fruta tropical bastante utilizada no desenvolvimento de novos produtos.
Possibilitando, dessa forma, absorver grande parte da colheita, favorecendo o consumo
de frutas durante o ano todo e a reducédo do desperdicio de alimentos (CAETANO et al.,
2012). Devido ao elevado teor de &cido ascorbico, a acerola possui boa aceitacdo no
mercado; assim como suas caracteristicas nutricionais, agregadas ao sabor e a textura,
que agrada ao paladar do consumidor. Possui destaque por conter carotendides e

fotoquimicos, como as antocianinas.

Os beneficios das antocianinas na salde humana estéo relacionados ao seu efeito

antioxidante, tornando-se importante na prevencdo de doencas cronicas néo
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transmissiveis e prevencao de diversos tipos de neoplasias. A literatura evidencia que o
consumo de alimentos fontes de antocianinas tem relagdo protetoras contra o estresse
oxidativo, fato este importante na reducdo de danos ao DNA e outras estruturas células
que poderiam desencadear processos inflamatorios e doengas como o cancer, porém tal

mecanismo no cancer ainda nao esta totalmente esclarecido (SANTOS et al., 2014).

As substancias antioxidantes sdo formadas por vitaminas, minerais, pigmentos
naturais e outros compostos vegetais (antioxidantes ndo enzimaticos) e, ainda, por
enzimas (antioxidantes enzimaticos) que combatem o efeito nocivo dos radicais livres.
Tal como o0 nome indica, 0s antioxidantes impedem a oxidagdo de outras substancias
quimicas (YAHIA, 2010).

As antocianinas séo responsaveis pela cor vermelha da acerola. A determinacgéo
da composi¢cdo antocianica nos alimentos € uma questdo importante para fins de
identificar suas estruturas quimicas. Os perfis das antocianinas presentes em frutas e
vegetais podem ser usados como impressdes digitais através dos quais a autenticidade de
matérias-primas, produtos e extratos podem ser avaliadas. Uma série de metodologias
estdo disponiveis para a analise de antocianinas, dentre elas esta a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ao espectrometro de massas (MS). Neste tipo de
cromatografia os componentes sdo separados pelo enchimento da coluna que envolve
varias interacdes fisicas ou quimicas entre as moléculas e as particulas de enchimento.

Estes componentes sdo detectados a saida da coluna por um detector.

A extracdo convencional normalmente é realizada empregando solventes
organicos e geralmente é combinada com agitacdo/e ou aquecimento. O solvente utilizado
na extracdo pode influenciar significativamente no nivel de componentes recuperados,
agua, metanol, etanol, acetona, solugdes aquosas destes solventes e acetato de etila sdo
comumente usados como solventes de extracdo. (GONZALEZ- MONTELONGO et al.,
2010).

As operacdes de extracdo liquido-liquido que usam sistemas de duas fases aquosas
como meio extrator surgem como um metodo alternativo para a extragéo e purificagéo de
biomoléeculas, nesse sentido os sistemas aquosos bifasicos (SAB) sdo formados por
espéecies quimicas que, quando misturadas em determinadas faixas de composicéo e
temperatura, dividem-se em duas fases com composi¢des diferentes, em equilibrio

termodinamico, cujas fases sdo constituidas majoritariamente por agua. Os solutos se
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distribuem entre as duas fases, dependendo da sua afinidade relativa por cada uma das
fases individuais (ALBERTSSON, 1986).

Os sistemas usando polimeros/sal sdo 0s mais utilizados, no entanto o seu uso é
mais caro, com isso alternativas vem sendo estudadas como os SAB compostos por alcool
de cadeia curta/ sal. O uso do alcool permite um custo menor e uma fécil recuperagéo do
solvente por evaporacao (YAU et al., 2015).

Espera-se que durante a formacdo do SAB a fase superior tenha maior
concentracdo da molécula alvo, enquanto que a fase inferior seja enriquecida com
componentes indesejaveis (contaminantes). Particularmente, no SAB formado por
polimeros termossensivel ou alcool, a fase topo pode ainda sofrer transformacdes de
modo a recuperar unicamente o produto desejado via elevacdo de temperatura ou
evaporacédo do solvente (WU, Y etal., 2014; YAU et al., 2015).

A escolha do método de extracdo de antocianinas depende da proposta de
aplicacdo, é importante que seja um método simples, rapido, de baixo custo e que utilize
solventes extratores de baixa toxicidade. Em geral, SAB é usado como um passo de

separacao para obter as moléculas a partir de uma solu¢cdo aquosa previamente preparada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

» Avaliar a capacidade de extragdo de antocianinas da casca de acerola utilizando a
extracdo por agitacdo magnética estudando a parti¢do das antocianinas no sistema aquoso
bifasico (SAB) PEG+(NH4)2S04+H20; Etanol+(NH4)2S04+ H20 e Etanol+Li2SO4+ H,0
a 25°C e 35°C.

2.2 Objetivos especificos:

* Avaliar os efeitos do tempo, temperatura e dilui¢do da solugdo extratora etanol/agua
sobre a extracdo de antocianinas da casca de acerola utilizando processo de extragéo, por

agitacdo magnética.

* Determinar o coeficiente de particdo das antocianinas da casca de acerola nos sistemas
aquosos bifésicos (SAB) PEG+(NH4)2SO4+ H20; Etanol+(NH4)2SO4+ H20 e Etanol+ Li
2S04+ H20 a 25°C e 35°C.

* Verificar a atividade antioxidante do material particionado no sistema
Etanol+(NH4)2SOs+ H20 a 25°C e 35°C.

17



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Acerola

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), é um fruto de grande valor nutricional
por apresentar altas concentracdes de acido ascorbico (AA), agregando um alto potencial
nutricional para o consumo do fruto fresco ou industrializado (MENDONCA,;
MEDEIROS, 2011; SEGTOWICK et al., 2013). O fruto nasce na aceroleira que € um
arbusto de até 3 metros de altura, seu tronco se ramifica desde a base, e sua copa é bastante
densa com pequenas folhas verde-escura e brilhantes. Suas flores de cor rosea
esbranquicada, sdo disposta em cachos, tém floragcdo durante o ano todo, e ap0s trés a
quatro semanas se dé a frutificagdo. A formacdo do fruto se processa rapidamente entre
22 e 25 dias (NEVES, 2007).

Os frutos séo drupas tricarpeladas, com epicarpo fino, mesocarpo carnoso e
suculento, podem ser constituidos de trés carocos triangulares, alongados, a superficie do
fruto pode ser lisa ou apresentar, entre os carpelos, sulcos rasos ou profundos, dependendo
de sua forma de cultura podem apresentar formatos diferenciados, através do clima, solo,
irrigacéo e tempos de colheita (RITZINGER e RINTZINGER, 2011).

O estagio de desenvolvimento (abertura da flor até o amadurecimento) da acerola
compreendeu um periodo de 25 dias. A acerola no estagio maduro destaca-se por
apresentar teores significativos destes compostos bioativos, dentre eles a antocianina e o
acido ascorbico que fazem desta fruta uma fonte promissora de compostos antioxidantes.
(MARANHAO, 2010).

A acerola apresenta grande potencial econdémico, podendo ser utilizadas em
diversos segmentos como nas industrias farmacéutica, de cosmético, mas principalmente
na alimenticia (LIMA et al., 2013).

3.2 Antocianinas

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides que compdem a maior classe

de compostos fendlicos e compreendem um grande nimero de substancias coloridas e
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estdo amplamente distribuidas na natureza. Este subgrupo dos flavonoides se caracteriza
por ser o principal componente dos pigmentos vermelho, azul e roxo (RAMOS
ESCUDERO; GONZALEZ-MIRET; GARCIA-ASUERO, 2012) nas pétalas de flores,

nas frutas, nos gréos e vegetais em geral.

Suas caracteristicas e beneficios na saide humana por meio dos alimentos j& foram
descritas por pesquisadores (LEYDENS, 2011; PEREIRA, 2012; FERREIRA, 2013;
BRITO, 2016).

As antocianinas sdo0 os membros mais reconhecidos e visiveis dentre 0s
fitogquimicos bioflavondides devido sua propriedade de coibir a atuacdo de radicais livres
e por atuarem como antioxidante, os pigmentos de antocianinas sdo os mais divulgados
como alternativa para o tratamento de certas doengas. A antocianina isolada e misturas
de bioflavondides ricos em antocianinas pode promover protecdo contra a clivagem do
DNA, atividade estrogénica, inibicao de enzimas, entre outras (LILA, 2004, GONG,; LI,
YANG, 2014).

E bem sabido que as antocianinas sdo soltiveis em solventes polares e comumente
extraidas por misturas aquosas de solventes organicos tais como etanol, metanol ou
acetona (KANO et al.,2005).

Geralmente, a medicdo de antocianinas € feita por analise espectrofotométrica.
Esta técnica ndo reflete a cor quando mede a absorbancia de um extrato num particular
comprimento de onda. Por outro lado, a cor visivel, que € um indicativo da concentracédo
do pigmento, pode ser medida instantaneamente usando colorimetros Hunter para
controle de qualidade (KARA e ERCELEBI, 2013).

Vendramini e Trugo (2004) determinaram a composicdo qualitativa dos
compostos fendlicos em acerola proveniente do Rio de Janeiro-Brasil, através de CLAE
UV/Vis, sendo que os compostos separados foram divididos em dois grupos: 1)
compostos fendlicos antocianicos identificados como malvidina-3,5-diglicosilada,
cianidina-3-monoglicosilada e pelargonidina; 2) compostos fenolicos ndo antocianicos
identificados como acidos fendlicos (acido clorogénico, acido cafeico, acido cumarico e
acido ferulico) e como flavonoides (quercetina e kaempferol).
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3.2.1 Estabilidades das antocianinas

Todos os produtos apresentam um tempo de vida Gtil que é caracterizado pela sua
estabilidade nutricional, sensorial, quimica, fisica e microbiolégica. Entende-se por
estabilidade de um produto o periodo no qual ele pode ser consumido de forma que as
suas caracteristicas nutricionais e microbioldgicas estejam conservadas (YUYAMA et al.,
2008). Geralmente as vitaminas, acidos, carboidratos, proteinas, pigmentos entre outros
constituintes, sdo sensiveis a fatores externos e internos como a luz, temperatura,
umidade, tempo de processamento, pH, degradando facilmente devido a reacOes
enzimaticas de 6xido-reducao (FREITAS et al., 2006; YUYAMA et al., 2008).

A estabilidade das antocianinas é maior sob condic¢Bes &cidas, mas pode ocorrer
degradacdo por varios mecanismos, iniciando com perda da cor, seguida do surgimento
de coloracdo amarelada e formacdo de produtos insolUveis. A estabilidade da cor de
antocianinas é dependente da estrutura e da concentracdo dos pigmentos, além de fatores

como o pH, temperatura e a presenca de oxigénio (LOPES et al., 2007).

3.2.2 Estrutura quimica

O principal emprego bioldgico atribuido as antocianinas é a atividade antioxidante
(SUN et al., 2002; MEYERS et al., 2003), essa atividade se deve a sua estrutura quimica.
As antocianinas sdo as principais responsaveis por inimeras tonalidades de cores
encontradas em flores, frutas e folhas, e responsaveis pela maioria das coloracdes azuis,

violeta e vermelho.

Em produtos naturais, a maioria das substancias responsaveis pela coloracéo
pertence a classe dos flavonoides. Os flavonoides possuem estrutura marcada pela
presenca de um esqueleto com 15 atomos de carbono na forma CsCsCs, € séo divididos
em classes dependendo do estado de oxidacdo do anel central de pirano (MARCO et al.,
2008).

Suas moléculas possuem estruturas elaboradas, e sdo baseadas em um esqueleto
policiclico de quinze carbonos, onde os diferentes grupos ligados, “R”, caracterizam cada

composto de antocianinas (BRILHANTE et al., 2012) como mostra a figura 1.
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Figura 1- Estrutura quimica basica das antocianinas

Fonte: Arquivo pessoal

Das 23 antocianidinas, apenas 6 sdo as mais comuns nas plantas: Cianidina Delfinidina,

Pelargonidina, Peonidina, Petunidina, Malvidina., dentre outras mostradas na tabela 1.

Tabela 1- Nomes e grupos substituintes de antocianidinas mais frequentes na natureza.

Aglicona R1 R2 R3 R4 Massa Molecular (daltons)
Cianidina OH H OH H 287
Tricetidinina OH OH H H 287
Aurantidina H H OH OH 287
Delfinidina OH OH OH H 303
6-Hidroxicianidina | OH H OH OH 303
Malvidina OCHs OCHjs OH H 331
Pelargonidina H H OH H 271
Luteolidina OH H H H 271
Peonidina OCHzs H OH H 301
Petunidina OCHjs OH OH H 317

3.2.3 Influenciadores da cor das antocianinas (pH e Temperatura)

A importancia das cores na percepcao pelos sentidos é marcante, sendo um dos critérios
utilizados na identificagdo, aceitacdo ou rejei¢do de produtos alimenticios (SILVA et al.,

2006). A coloracao das antocianinas depende do seu pH, variando de vermelho em meio
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acido a azul em meio basico, sendo elas mais estaveis em meio acido (ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006; TSAO, 2010). A variacdo se deve também & instabilidade das
antocianinas frente a fatores que podem ocorrer durante o processo de despolpamento e
congelamento da polpa, tais como incorporacdo de oxigénio, incidéncia de luz e

temperatura, conforme citado por Ribeiro e Seravalli (2004).

I. Potencial hidrogenionico (pH)

O pH é o fator que mais influéncia na coloragdo das antocianinas, visto que, em funcédo
de sua acidez ou alcalinidade, estas podem apresentar diferentes estruturas. (LEE et al.,
2005; ANDERSEN; JORDHEIM, 2006). Em valores de pH baixo (pH ~2,0), as
antocianinas se apresentam na forma de cation flavilium, exibindo cor vermelha. Quando
acontece o equilibrio acido-base ocorre uma reacdo de hidratacdo do cétion ou a
protonacdo desse ion. A primeira reagdo gera um produto de coloracdo incolor, uma
pseudobase, chamada carbinol (B) que em meio neutro (pH ~ 6,0) se transforma em
chalcona (C), que também é um produto incolor. J& a segunda reacdo produz uma base
quinoidal (A), de coloracdo azul, que se apresenta em co-equilibrio com o cation flavilium
(AH*). (COUTO; RAMOS; CAVALHEIRO, 1998; CANUTO, 2011).

Estruturas moleculares encontradas em solucdo aquosa com diferentes valores de pH.
Cation flavilium (AH™), A) base quinoidal; B) carbinol ou pseudobase e C) chalcona
(adaptado de LEVI et al., 2004) podem ser observadas na figura 2.
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Figura 2- Mudangas estruturais em meio aquoso em funcao do pH

O
HO .
+H O (2L R
= ~OGL

HO
Base quinoidal (A) Cation flavilio (AH™)
azul vermelho
+H, O
-
R R

O O OFL
HO OH o O O O O
- « — :
= ~OGL = OGL

HO HO
Chalcona (C) Carbinol (B)

incolor Incolor

Fonte: LEVI et al., (2004)

Bordignon et al., (2009) relatam que, conforme a varia¢ao do pH, ocorre mudanga
dos méaximos de absor¢cdo no espectro, fato que interfere diretamente no doseamento

destes metabolitos na matéria-prima analisada.
ii. Temperatura

O uso de extratos de antocianinas como corantes naturais & limitado em
decorréncia da grande instabilidade desses compostos a fatores abidticos, dentre os quais
se destacam a luz e a temperatura (LIMA et al., 2003; LIMA et al., 2005). Kirca e
Cemeroglu (2003), demonstraram que a degradacdo térmica de antocianinas segue uma
relagdo linear entre concentragdo de antocianinas e tempo de estoque em determinada
temperatura, seguindo assim, uma reagdo de primeira ordem. O mecanismo exato da
degradacédo desses pigmentos em solucdo aquosa ndo é bem elucidado, mas acredita-se
que elevadas temperaturas promovam a formacdo de chalconas (incolor), como o
primeiro passo de degradagdo (PATRAS et al., 2010).
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3.2.4.Degradacéo das antocianinas

A acerola muda de tonalidade com a maturacédo, passando do verde ao amarelo,
laranja, vermelho ou roxo (PORCU e RODRIGUEZ-AMAY A, 2003) devido, sobretudo,
a degradacéo da clorofila e a sintese de antocianinas e carotenoides. A cor vermelha da
acerola, no estadio maduro, decorre da presenca de antocianinas (LIMA et al., 2002b).
Em acerola, evidencia-se uma grande variacdo no teor de antocianinas influenciando
consequentemente na cor dos frutos (LIMA et al., 2002a). Quanto maior o teor de
antocianinas, melhor a aceitagdo do produto por parte do consumidor (MOURA et al.,
2002).

Contudo, a combinag&o entre antocianinas e acido ascérbico pode ser mutuamente
destrutiva em presenca de oxigénio, o que limita a fortificacdo de alimentos contendo
antocianinas (TALCOTT et al., 2003).

West M. et al., (2013) estudaram a cor e as estabilidades quimicas de seis
antocianinas, incluindo o cianidina-3-glicosideo, altamente purificado e presente em
extratos semi purificados (também contendo outras antocianinas) de bagaco de uva, milho
roxo e arroz preto, foram determinados em combinacdo com acido ascdrbico em solucdes
em diferentes concentracdes. Valores de pH (3,0 e 4,0) e temperaturas (6 a 40 ° C) e p6s
liofilizados em diferentes umidades relativas (43 98% UR). As alteracdes quimicas e de
cor foram analisadas usando medicGes CIELAB e HPLC, respectivamente. Em liquidos,
a estabilidade foi inversamente relacionada ao aumento do pH e temperatura; para pés, a
estabilidade foi inversamente relacionada a umidade relativa. A degradacdo mutua de
antocianinas e acido ascorbico em solucdo foi confirmada, baseado na estrutura da
antocianina, incluindo diferentes nucleos de flavilium (trés tipos) e tipo de acilacdo (dois

alifaticos, um &cido cinamico) ou pureza final do extrato.

3.2.5 Extracdo de biomoléculas

A extracdo é uma fase muito importante no isolamento, identificacdo e utilizacdo
de compostos funcionais a partir de materiais vegetais (LAPORNIK et al., 2005). Varias

técnicas de extragdo convencional foram relatadas para a extracdo de fendis a partir de
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cascas de citros como a extracdo de solvente (ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006;
JEONG et al., 2004; LI et al., 2006a; MANTHEY e GROHMANN, 1996; XU, YE,
CHEN E LIU, 2007; ZIA-UR-REHMAN, 2006).

Barros et al., (2011) apresentaram os resultados da extracdo convencional de
Asparagus acutifolius, a temperatura ambiente, com metanol: agua (80:20%, v/v), e
descreveram um perfil fendlico constituido por trés flavonoides e um é&cido fendlico,

sendo a rutina (3-Orutinosido de quercetina) o composto fendlico mais abundante.

A extragdo de compostos bioativos de fontes vegetais utilizando solventes
eutéticos foi obtida por Almeida F, (2016), a partir de extracdes realizadas por agitacdo
magnética e por maceracdo, que obteve extratos fendlicos preparados a partir de amostras

de espargos liofilizados.

3.3 Sistema aquoso bifasico (SAB)

Os sistemas aquosos bifasicos (SAB) sdo sistemas usados em processos de
extracdo liquido-liquido que tem sido utilizada para desenvolver bioprocessos para a
recuperacdo primaria e purificacdo parcial de uma variedade de produtos bioldgicos,
como proteinas, material genético, bionanoparticulas e fitoquimicos, bem como células e
organelas celulares. (ALBERTSSON et al., 1990; ANDREWS et al., 2010; MAZZOLA
et al., 2008).

Existem muitas areas de oportunidade de pesquisa dentro da operacdo SAB
continua, como o particionamento de bioafinidade (RUIZ-RUIZ et al., 2012), o
fracionamento de proteinas, 0 uso de SAB alternativos (Sistemas baseados Alcool/sal,
PEG/sal, PEG/Dextrana, e liquidos i6nicos/sal) para recuperar diferentes biomoléculas,
0s modelos operacionais para otimizagao de processos, recirculacdo de fase, operacdo em
grande escala, etc. (MAYOLO-DELOISA et al., 2010).

Os primeiros estudos envolvendo SAB datam do final da década de 1950 e inicio
da década de 1960, quando Albertsson PA, (1961) demonstrou a aplicagdo desta técnica
para 0 processamento a jusante de particulas e macromoléculas. Desde entdo, foram
realizadas pesquisas extensas sobre o uso de estratégias baseadas em SAB para

recuperacdo e purificacdo de biomoléculas. Esses estudos podem ser divididos em trés
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areas principais: (1) caracterizacdo do comportamento particional dos produtos
bioldgicos, (2) desenvolvimento de sistemas liquido-liquido novos ou modificados para
aumentar a seletividade de separacdo e (3) desenvolvimento de estratégias e abordagens
para a aplicacao da tecnologia SAB em larga escala. Além disso, os SAB demonstraram
ter aplicagdes analiticas para a caracterizagdo fisico-quimica (particularmente
propriedades relacionadas a superficie, como hidrofobicidade e carga eletroquimica) de
compostos, bionanoparticulas e células.

Em um sistema aquoso bifasico, quando as espécies quimicas (polieletrdlitos,
polimeros, liquidos i6nicos, entre outras) sdo misturadas em determinadas composicoes
e temperatura dividem-se em duas fases de composicdes diferentes, que se encontram em
equilibrio termodindmico. Ou seja quando as duas fases do SAB estdo em equilibrio,
nenhuma propriedade termodinamica varia em uma dimensdo temporal, ou, ainda, ndo

existe troca resultante de matéria e energia entre as fases.

3.3.1 Diagrama de fase

3.3.1.1 Curva binodal

Os SAB podem ser obtidos pela combinacdo de dois polimeros hidrossoluveis,
que apresentam estruturas quimicamente diferentes, ou pela mistura de um polimero e um
sal (organico ou inorgénico) e, mais recentemente, pela mistura de liquidos idnicos e sais
inorganicos. Entretanto, para aplicar os sistemas aquosos bifasicos ao estudo de particao
de biomoléculas é importante que se conheca previamente seus diagramas de fases. Esses
diagramas representam graficamente a composicao na qual se formam duas fases liquidas
em equilibrio termodindmico. Pode ser dividido basicamente em duas regides que em
coordenadas cartesianas (figura 3) na regido situada acima da linha binodal, ocorre a

formacéo de duas fases; e abaixo dessa linha, o sistema se mantém homogéneo.

Quaisquer pontos que pertencam a regido bifésica e estejam na mesma linha de
amarracdo (LA) terdo as mesmas propriedades termodinamicas intensivas, porém sendo

distintas as variaveis termodindmicas extensivas (massa, volume etc.). O mesmo
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raciocinio aplica-se para as fases inferiores formadas por composi¢des globais localizadas
sobre a mesma linha de amarragdo (ZASLAVSKY, 1995; DA SILVA E LOH, 2006).

Nestes diagramas encontramos inumeras informacOes, todas relacionadas a
minimizagdo da energia livre do sistema. Por exemplo, podemos obter, em quais
composicoes globais o sistema é monofasico ou bifésico (figura 3 e 4), sendo estas duas

regides demarcadas por uma linha denominada curva binodal.

Figura 3- Representacdo esquematica do diagrama de fase retangular, em coordenadas

cartesianas
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Fonte: Lago, (2017); Gama, (2018)

3.3.1.2 Dados de equilibrio/ Tie lines

Também sdo representadas as linhas de amarragdo (“tie lines”), que sdo retas que
ligam pontos no diagrama que representam a composicao das duas fases em equilibrio.
Qualquer conjunto de pontos que pertencam a regido bifasica e que estejam sobre a
mesma linha de amarracdo fornecerd fases superiores que possuirdo propriedades
termodindmicas intensivas iguais (densidade, volume molar, entalpia molar, etc.),
entretanto, sendo distintas as suas variaveis termodindmicas extensivas (massa, volume,
etc). Aplica-se 0 mesmo raciocinio para as fases inferiores formadas a partir de
composicdes globais localizadas sobre uma mesma linha de amarracdo. (DA SILVA E
LOH, 2006).
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No diagrama de fases (figura 4) a abscissa nos informa a concentracéo do eletrélito
(sal) e a ordenada a concentracdo do polimero presente no sistema. Esta representacdo
também nos mostra em quais composi¢des globais o sistema se encontra homogéneo ou
heterogéneo, sendo essas duas regides separadas pela linha binodal (LB). A posi¢édo da
binodal varia de acordo com o tipo de espécies quimicas, natureza quimica do eletrolito,
temperatura e pH do meio (SVENSSON et al., 1997).

Figura 4- Diagrama de fase para sistemas aquosos bifasicos, expresso em coordenadas

triangulares

Regido

monofasica

Linha de amarracgdo

Curva binodal
0,0

Alcool

Fonte: Lago, (2017); Gama, (2018)

Existem distintos métodos para a obtencdo da curva binodal, entretanto o mais
utilizado envolve titulacdo turbidimétrica e quantificacdo das composicdes das fases.

3.3.1.3 Qualidade dos dados de equilibrio

As correlagdes de OTHMER-TOBIAS e HAND (CARTINI E RAIGANI, 1978),
equacdo 01 e 02, respectivamente, serdo utilizadas para testar a validade dos dados
experimentais dos sistemas estudados, de modo a medir a confiabilidade dos dados
obtidos experimentalmente. A linearidade destas correlagbes indica o grau de

confiabilidade dos dados,

28



1-—W? 1-—Wi
In 5 = A+ Bln T (D
W3 Wi
In Sy = A+ Bln p— (2)

Sendo que w1 correspondera a fracdo massica de PEG/etanol, w- a fracdo massica
de sal, e wz a fragdo massica de &gua; e os sobrescritos S e | representardo os pontos na
fase superior e a fase inferior, respectivamente. Com a construcdo das linhas de
amarragdes 0s componentes se distribuem entre as duas fases de formas diferentes até
atingir o equilibrio termodinamico, O coeficiente de parti¢do (k) serve para avaliar como
0s componentes se distribuem entre as fases e sdo calculados como a razéo descrita pela

equacéo 03:

_ Ci(fase superior)

(3)

~ Ci(fase inferior)

onde: Ci (fase superior) e Ci (fase inferior) sdo as concentra¢des no equilibrio do
componente i nas fases superior e inferior, respectivamente (i= agua, PEG/etanol, sal ou
antocianinas). Os valores dos coeficientes de parti¢do elevados nos sistemas estudados

indicardo o elevado potencial de extragcdo do material i em sistemas de duas fases aquosas.

O comprimento das linhas de amarragdo (CLA) e inclinacdo das linhas de

amarracdo (ILA) foram calculados de acordo com as Equacdes 4 e 5, respectivamente.

CLA = \/[(Cps — Cpi)? + (Css — Cs;)?] (4)
_ (Cps—Cpy)
ILA = (Css—Csi) ®)

3.3.2 Sistema alcool/ sal
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Nos Ultimos anos, os sistemas aquosos bifasicos com base num sistema de alcool
e sal tém sido utilizados para a recuperacdo de produtos sensiveis ao calor a partir de
extratos puros (CHEN et al., 2007). Este tipo de SAB tem vantagens se usado para separar

compostos bioativos.

Sistemas de Alcool /sais inorganicos s&o usados como um novo sistema para
purificar compostos naturais, este sistema tem muitas vantagens como baixo custo, baixa
tensdo interfacial, quando analisado por HPLC tem boa resolucdo, bem como alto
rendimento devido a sua estrutura, ja que estes sdo adequados para compostos hidrofilicos
(RITO-PALOMARES, 2004).

Alcoois de cadeia curta como o etanol pode formar um sistema estavel e ajustavel
com sais inorganicos (por exemplo, fosfato e sulfato) (JIANG et al., 2009; GUNDUZ,
2000).

Wou et al., (2011) mostraram que a extracao, identificacdo e atividade antioxidante
do extrato de antocianinas da amora foram relatados em seu estudo por sistemas aquosos
bifésicos: relacdo solvente-sélido 45:1 (mL/g), etanol a 25% (w/w), concentracdo de
sulfato de aménio a 22% (w/w) e pH 3,3; O rendimento de antocianina e o coeficiente de
particdo nas condi¢bes 6timas foram de 90,02% e 19,62, respectivamente. E o resultado
da anélise HPLC-ESI-MS revelou oito tipos de compostos, e as principais antocianinas
foram cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo, delfindina-3-rutinosideo,
delfindina-3-(6-malonil)-glicosideo e peonodina-3-xilosil-ramnosideo. O SAB nédo
afetou a composicdo da mistura de antocianina, e o0 extrato mostrou uma atividade
antioxidante relativamente elevada em comparacdo com a extracdo convencional,
concluindo que o SAB era o0 método desejado que purificou as antocianinas em uma Unica
etapa, 0 método também reduziu o tempo de processamento e reduziu o custo. O SAB é

muito promissor na purificacao de outros pigmentos antocianinas naturais.

Outros trabalhos utilizando alcool e sais inorganicos podem ser observados na
tabela 2.
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Tabela 2- SAB contendo etanol e sais inorganicos.

Sal Alcool  Amostra T(°C) Referéncia
(NH4)2S04 Etanol  Caldo de fermentacdo 20 Li, Z. et al (2010)

NaH2PO4/(NH4)2SO4  Etanol Suco de uva 25 Wu, Y. et al (2014)
(NH4)2S04 Etanol Batata roxa 20-60 Liu, X. et al (2013)
(NH4)2S0q4 Etanol Amora 25-50 Wu X. et al (2011)
(NH4)2S04 Etanol Mirtilo 30 Almeida, H (2016)

3.3.3 Sistema polietilenoglicéis (PEGs)/ sal

Os PEGs sao moléculas relativamente estaveis, biodegradaveis, ndo toxicas e sao
muito utilizados na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica. S8o também
conhecidos pelos nomes comerciais de poliglicol E®, carbowax E® e pluracol E®,
dependendo da empresa que os fabricam. Os polietilenoglicéis sdo fornecidos na forma
de solucdes incolores estaveis ou pastas, se possuirem massas moleculares menores que
1000. Os PEGs de massas moleculares acima de 1000 séo encontrados na forma de pé ou
de flocos brancos e podem ser estocados a temperatura ambiente, sendo que a 4°C a
oxidacdo dessas solucdes é retardada. A oxidacdo do PEG é detectada pela diminuigédo
do pH, devido a liberacdo de grupos acidos que altera a coloracdo da solugcdo para marrom
(RABELO, 1999).

Os sistemas formados dois polimeros (PEG, dextrano e polipropileno glicol) ou
um polimero e um sal (fosfato, sulfato e citrato) sdo combinados em concentracGes 28
criticas que formam duas fases cujo componente principal é a &gua. Os primeiros estudos
envolvendo SAB datam do final da década de 50 e inicio dos anos 60, quando Albertsson,
(1986) demonstrou o grande potencial dos sistemas polimero-polimero para a
recuperacdo primaria de macromoléculas bioldgicas. Dado que a forgca ionica nos
sistemas de polimero-polimero € extremamente baixa, eles sdo usados preferencialmente
para a separacdo, recuperacdo e purificacdo de solutos extremamente sensiveis a
ambientes i6nicos, bem como células viaveis e organelas susceptiveis ao choque

osmotico. Além dos sistemas de polimero-polimero tradicionais, existem SABs que
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exploram o uso de copolimeros de 0xido de etileno e 6xido de propileno que se revelaram
eficientes para o desenvolvimento de processos de fracionamento. Os SABs de
polimerosal sdo usados para uma grande variedade de biomoléculas, principalmente
proteinas e particulas, sendo a sua Unica inconveniéncia a for¢a idnica relativamente alta

na fase rica em sal.

A aplicacéo de particionamento em duas fases para cultura de células de morango
produtoras de antocianina relatadas por Edahiro et al., (2005) demonstrou o efeito das

mudancas nas propriedades da superficie celular na particdo em SABSs.

Meychik et al., (2001) mostraram que alteracGes superficiais foram causadas por
alteracdes no metabolismo secundario intracelular em células acumuladas de antocianina.
Foram utilizados 7% p/p de dextrano T500 e 4,4% p/p de sistema PEG 6000 para
experiéncias de particionamento celular. Além disso, a adi¢do de sulfato de litio ou
tampdo de fosfato de potassio (pH 6.4) deslocou o comportamento de particdo das células
do fundo para a fase superior. As células cultivadas com carga negativa mudaram a
particdo de acordo com sua superficie celular, adicionando sulfato de litio ao sistema.
Este sal é conhecido por particdo diferencialmente para as fases superior e inferior,
causando uma diminuicdo no potencial elétrico do sistema, equilibrando as interacdes

eletroquimicas e hidrofilicas entre a superficie celular e a solucdo de fase.
Outros trabalhos utilizando PEG e sais inorganicos podem ser visto na tabela 3.

Tabela 3: SAB contendo PEG e sais inorganicos.

Sal M pec [g/ mol] Temperatura (°C) Referéncia

(NH4)2S04 1000-6000 10-45 Salabat. A. (2001)

NaH2PO4 995-5886 25-45 Zafarani-Moattar et al (2001)

(NH4)H2PO4 5886 25-45 Zafarani-Moattar et al (2002)

K3PO4 1000-3400 05-45 Huddleston et al (2003)
3.4 Atividade Antioxidante
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O conceito de capacidade antioxidante originou-se pela quimica e foi
posteriormente adaptado a biologia, medicina, epidemiologia e nutricdo (CAO E PRIOR,
1998; FLOEGEL et al. 2010; PELLEGRINI et al., 2003). Ele descreve a capacidade das
moléculas redox em alimentos e sistemas biologicos para eliminar os radicais livres. Este
conceito fornece uma imagem mais ampla dos antioxidantes presentes em uma amostra
bioldgica, pois considera os efeitos aditivos e sinérgicos de todos os antioxidantes em vez
do efeito de compostos isolados e, portanto, pode ser Gtil para estudar os potenciais
beneficios para a saide dos antioxidantes em substancias oxidativas doencas mediadas
pelo estresse (BRIGHENTI et al., 2005; PUCHAU et al., 2009).

Os métodos antioxidantes também podem auxiliar na escolha das espécies de
planta para estudos quimicos e farmacoldgicos, comprovando ou nao a presenca de
substancias com capacidade antioxidantes em alimentos e bebidas, podendo agregar valor

comercial aos alimentos (ALVES et al., 2010).

A capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de varios parametros,
incluindo a remocao de um radical peroxil (ORAC - oxygen radical absorbance capacity,
TRAP - total reactive antioxidant potential), a capacidade de reducéo de metal (FRAP -
ferric reducing antioxidant power, CUPRAC - cupric ion reducing antioxidant capacity),
a capacidade de remocdo de radical organico (ABTS - 2,20-azino-bis (&cido 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfénico), DPPH - peroxidacdo do 2,2-difenil-1-picrylhydrazil) e
a quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacao de lipideos (TBARS, a 30
oxidacdo do LDL, co-oxida¢do do B-caroteno). Os métodos FRAP, ABTS, DPPH e

ORAC sdo mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in vitro.

O método FRAP baseia-se na habilidade antioxidante de um composto, em
transformar o ferro na forma complexada com a 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) Fe3" -
TPTZ em Fe**TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina), na presenca de um antioxidante e em
condigdes &cidas. O complexo Fe?* -TPTZ possui coloragdo azul podendo ser verificada
na absorbancia 593 nm, esta coloracdo € proporcional a concentracéo de Fe na amostra.
As limitacGes do método estdo relacionadas ao fato de que o redutor que é habil para
reduzir Fe** a Fe?* as vezes pode ndo ser um antioxidante e muitos antioxidantes podem
ndo ter a habilidade especifica para reduzir Fe3* a Fe?*, a exemplo a glutationa
(VASCONCELOS et al. 2008).
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No método ABTS, quando o perfulfato de potéssio é adicionado ao acido 2,2-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS), faz com que este seja convertido ao
seu cation (ABTS™). Este radical de cor azul esverdeado absorve a luz a 734 nm e é
reativo para a maioria dos antioxidantes tanto de natureza hidrofilica quanto hidrofdbica,
sendo esta uma de suas vantagens quando comparada a outros metodos. Neste ensaio
antioxidante, o cation radical ABTS azul esverdeado é convertido em sua forma neutra,
tornando-se incolor, devido a sua captura pela substancia antioxidante avaliada. A reagéo
pode ser monitorada espectrofotometricamente (MARTYSIAK-ZUROWSKA e
WERONIKA-WENTA, 2012). Uma vantagem deste método € seu uso ser permitido tanto
em solugdes organicas quanto aquosas (PRADO, 2009).

O meétodo DPPH se baseia na capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH, transformando a sua forma reduzida chamada
hidrazina. Quando uma determinada substancia age como redutora, doando 4tomos de
hidrogénio ao radical DPPH, a hidrazina é obtida e como consequéncia ocorre uma
mudanca na coloracdo de violeta a amarelo palido. Este decaimento da coloracdo pode

ser observado pelas leituras nas absorbancias 515 a 528 nm (ALVES et al., 2010).

O método ORAC possui uma vantagem muito importante com relacao aos outros
métodos de determinacdo da capacidade antioxidante que usam a absorbancia, que é o
uso da fluorescéncia como medida do dano oxidativo, pois assim ocorre menor
interferéncia dos compostos coloridos presentes nas amostras. Isso € fator importante a
se considerar quando se analisam alimentos que possuem cor (especialmente frutos e 31
hortalicas), suplementos de produtos naturais e vinho tinto. Outra vantagem é o uso de
radicais peroxila ou hidroxila como pro-oxidantes, conferindo maior significado
biol6gico em relacdo aos métodos que usam oxidantes ndo necessariamente, préoxidantes
fisioldgicos (LIMA, 2008).

Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante propostos na literatura sao
diversos, porém alguns sdo mais apropriados que outros, dependendo da natureza dos

compostos presentes na constituicdo de cada fruta.

3.5 Acido ascorbico — Vitamina C
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A acerola (Malpighia emarginata) é uma fruta que tem se destacado por ser uma
grande fonte de vitamina C. Também é conhecida como cereja-das-antilhas, por originar-
se nesta regido (Norte da América do Sul e América Central). Além da vitamina C, a
acerola contém polifendis, outro nutriente funcional benéfico para a saude humana. Como
promissora fonte de vitamina C e compostos fendlicos, a acerola tem um grande potencial
na industria alimenticia, podendo ser utilizada como suplementos nutricionais ou aditivos
para aumentar o valor nutricional de outros produtos (MACIEL et al. (2010); OLIVEIRA
etal. 2012).

A vitamina C confere um papel essencial como antioxidante e participa de
inimeras rea¢des no organismo humano, sendo responsavel, por exemplo, pela producéao
do colageno, aumento e resisténcia as infecgdes, auxilio na absorcéo de ferro e zinco e na

eliminacdo de metais, além de prevenir o escorbuto. (MAIA, 2007).

A vitamina C tem mdltiplas funces no organismo. E necessaria para a producao
e manutencao do colageno; é responsavel pela cicatrizacéo de feridas, fraturas, contusdes
e sangramentos gengivais; e reduz a suscetibilidade a infec¢cdo, desempenha papel na
formagéo de dentes e 0ssos, aumenta a absorcao de ferro e previne o escorbuto. Desse
modo, a vitamina C é importante no desenvolvimento e manuten¢do do organismo
humano. Alguns frutos tropicais tais como acerola e camu-camu fornecem alto teor de
vitamina C a baixo custo (ALBERTINO et al., 2009).

3.6 Cor

A avaliacdo sensorial da cor é critério subjetivo de baixa precisdo, quando se
objetiva quantificar alteragdes progressivas e de pequena monta em materiais sujeitos a
mudangas de cor. Sistemas de controle baseados em medidas objetivas e valores
numéricos sdo, geralmente, utilizados, quando se deseja prevenir erros devido a
diferengas na percepcdo visual desse parametro. Nesses sistemas, as alteragdes dos
pigmentos podem ser detectadas pela medida da cor, que pode ser usada como um meio
indireto de analise para estimar compostos coloridos de alimentos e, muitas vezes, € mais

simples e rapida do que a analise quimica (FRANCIS, 1982).
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Com o objetivo de normalizar a medi¢é@o da cor, em 1931 a CIE (Commission
Internationale de I’Eclairage) adotou os seguintes métodos para medigao e especificagao
de cor: uso de fontes de luz-padréo definidas pela CIE, condigdes exatas para observagédo
ou medicdo da cor, uso de unidades matematicas apropriadas para expressar a cor e
definicio do observador-padrido (JIMENEZ; GUTIERREZ, 2001).

Em 1976, a CIE recomendou 0 uso da escala de cor CIE L*a"b”, ou CIELAB. O
maximo valor de L" (luminosidade) é 100, e representa uma perfeita reflexdo difusa,
enquanto que o valor minimo é zero e constitui o preto. Os eixos a” e b ndo apresentam
limites numéricos especificos. A coordenada a* varia do vermelho (+a*) ao verde (-a*),
e acoordenadab” do amarelo (+b”) ao azul (-b™). Os valores delta (AL", Aa” e Ab”) indicam
0 quanto a amostra diferiu do padrdo para L", a” e b", e sdo frequentemente utilizados no
controle de qualidade e ajustes de formulacdo, além de serem utilizados para o célculo da
diferenca total de cor (AE") (HUNTERLAB, 1996).

L* varia de 0 a 100, em que o valor 0 indica o preto (ou cor escura) e 0 100, o
branco (cor clara), a* varia de 0 a 100, em que o valor O indica o verde e o 100, o
vermelho. Existe uma relacdo para as cores verde e vermelha. Quando o valor é 0 ou
préximo a 0 para o verde, ha maior indice de saturacdo na amostra e 0s valores proximos
a 100 ha menor indice de saturacdo. Para a cor vermelha ja é ao contrario o resultado. b*
varia de 0 a 100, em que o valor 0 indica o azul e 0 100, o amarelo. Quando o valor é 0
ou préximo de O para o azul, ha maior indice de saturacéo e os valores préximos a 100
indicam um menor indice de saturacdo. Ja para o amarelo, é ao contrario o resultado do
indice de saturacdo (CANUTO et al., 2010).

3.7 A cromatografia liquida (LC)

A cromatografia liquida (LC) que é uma das formas de cromatografia, € uma
técnica analitica de separacdo, que envolve a injecdo de um pequeno volume de amostra
liquida num tubo cheio de particulas porosas, fase estacionaria, onde os componentes
individuais da amostra séo transportados ao longo do tubo de enchimento, a coluna, por
um liquido movido pela for¢a da gravidade, fase movel. A separagdo ocorre porque, no
ambito de um conjunto 6timo de condi¢6es, cada componente de uma mistura ird interagir

fisica e quimicamente com as duas fases de modo diferente em relacdo aos outros
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componentes da mistura. A cromatografia liquida € o nome genérico utilizado para
descrever qualquer procedimento de cromatografia em que a fase mével é um liquido.
Com o avancgo da cromatografia em coluna, desenvolveu-se a utilizagdo de suportes com
particulas menores responsaveis por uma melhor eficiéncia e como tal tornou-se
necessario 0 uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase movel, dai o
desenvolvimento da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). A cromatografica
liquida acoplada ao espectrémetro de massas (LC-MS) representa uma metodologia

rapida e de facil acesso com alta sensibilidade e baixa demanda de amostra.

A espectrometria de massas (do inglés “mass spectrometry” - MS) é uma técnica
que se baseia na ionizacdo de moléculas e atomos, realizando de forma eficiente a
separacdo dos ions com base nas diferentes razGes massa/carga (m/z), sendo m a massa
em u [massa atdmica unificada, chamada também de Dalton (Da)] e z a carga formal.
Segundo Silverstein et al., (2007) Essa técnica ndo analisa &tomos ou moléculas no estado
fundamental, apenas espécies ionizadas. Dessa forma, para a anélise dos ions necessitase
a formacdo dos mesmos a partir de fontes de ionizacdo, que devido aos avancos
tecnoldgicos tem evoluido constantemente buscando ampliar o campo de aplicacdo.
(HAM, 2008). A espectrometria de massas € uma técnica analitica com ampla aplicacéo
vista a sua alta sensibilidade e velocidade de analise. (SILVERSTEIN etal., 2007; DINIZ,
2011).

O LC acoplado a deteccdo MS permite analises mais precisas e pode revelar dados
que podem ser Uteis na identificacdo de produtos de oxidacdo ou formas de equilibrio dos
pigmentos que ndo apresentam absorbancia a 520 nm. Além disso, a aplicacdo da
espectrometria de massa em tandem on-line (MS/MS) simplifica muito o procedimento,
tipicamente permitindo o estabelecimento da estrutura do pigmento atraves da
determinacdo da massa molecular e subsequente isolamento seletivo e fragmentagéo

direcionada dos ions de interesse.

Dentre os componentes que compdem 0 espectrometro de massas, a fonte de
ionizacdo e o analisador sdo partes com grande importancia. Pois cada fonte de ionizagdo
possui caracteristicas de ionizacdo e com isso, tipos especificos de compostos sdo
analisados. As diferentes formas de ionizagdo juntamente com analisadores de massas séo
0 que determinam a aplicabilidade da MS. (GHISLAIN et al., 2012).
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Vera de Rosso et al., (2008) estudaram as antocianinas de acerola e acai, duas
frutas tropicais conhecidas por seus compostos bioativos. Duas variedades de acerola in
natura e uma marca de polpa congelada de agai foram analisadas por cromatografia
liqguida de alto desempenho conectada a detectores de matriz de fotodiodo e
espectrometria de massa (HPLC-PDA-MS / MS). A polpa de acai apresentou 282- 303
mg/100g de antocianina total, com predominancia de cianidina-3-glucosido e cianidina-
3-rutinésido, em propor¢des medias de 13% e 87%, respectivamente. A composicdo das
duas variedades de acerola (Waldy Cati 30 e Olivier) foi semelhante, sendo a cianidina-
3-ramnosideo (76-78%) a principal antocianina, seguida de pelargonidina-3-ramnosideo
(12-15%). A variedade acerola (Waldy) mostrou um teor total de antocianinas de 6,5-7,6
mg/100 g, enquanto que 7,9-8,4. Foram encontradas mg/100g na variedade (Olivier).

Li et al., (2012) analisaram doze vegetais altamente pigmentados (vermelhos ou
roxos) de (cenouras, repolho, couve-flor, batatas, cebolas, espargos e berinjelas). Foram
investigados pelo conteudo total de antocianinas e composi¢des das antocianinas e
antocianidinas individuais pela UPLC e LC-DAD-ESI-MS, e suas atividades
antioxidantes por DPPH, FRAP (poder de antioxidante de reducdo férrica) e ORAC
(capacidade de absorcao de radiacdo de oxigénio). Enquanto um total de 26 antocianinas
foram identificadas, as principais agliconas s6 se encontravam limitadas a 4
antocianidinas (cianidina, petunidina, pelargonidina e delfinidina). Os resultados deste
estudo sdo comparaveis e fornecem um meétodo rapido e eficaz para a identificacédo e
quantificacdo de todas as principais antocianidinas e seus glicosideos (antocianinas) e
como elas podem contribuir para a atividade antioxidante, portanto, informacoes
importantes no desenvolvimento de nutracéuticos ricos em antocianina e alimentos

funcionais.

Acevedo et al., (2012) estudaram a composicao e concentracdo de antocianinas de
peles de uva. Foram analisadas para avaliar a variacdo fenotipica entre quatro variedades
de uvas pertencentes a 4 espécies diferentes: Vitis vinifera, Vitis amurensis, Vitis cinerea
e Vitis Xi champinii. A cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) e a espectroscopia de RMN (LC-RMN) foram
utilizadas para separar e identificar a estrutura das antocianinas presentes nestas espécies.
A combinagdo de LC-MS e LC-NMR resultou na identificacdo de 33 antocianinas. Em
particular, identificaram-se novos isomeros cis de derivados de p-cumarico (petunidina,

peonidina e malvidina-3-(6-p-cumaril)-5-diglucosideo). Em V. cinerea e V. vinifera, as

38



antocianinas foram derivados de monoglucosideos, enquanto que em V. amurensis e V. X
champinii, identificaram-se ambos os derivados de mono e diglucosideo. Os derivados de
Malvidina, delfiinidina e petunidina foram, respectivamente, os componentes mais

abundantes em V. cinerea e V. vinifera, V. amurensis e V. Xi champinii.

O pigmento do extrato de frutas € um tipo de corante natural para 0 processamento
de alimentos e possui potenciais valores médicos e comerciais. Este estudo centra-se na
analise e caracterizacao de antocianinas do pigmento de amoreira. As frutas de amoreira
frescas foram extraidas com o solvente de 95% de alcool / 0,1% de HC | (1: 1, relacdo) a
temperatura ambiente durante 4 h no escuro. Apds o isolamento usando a coluna C-18, o
pigmento foi identificado com Espectroscopia UV-Visivel, HPLC-PAD, LC-MS e 1
RMN-H!. Os resultados mostraram que as abundantes antocianinas no pigmento de
amoreiro sdo cianidina 3-O-rutinosido (60%) e cianidina 3 O-glucésido (38%). As
antocianinas menores (totalmente 2%) sdo pelargonidina 3-O-glucésido e pelargonidina
3-O-rutinosido (QIN et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Mateéria prima

Os frutos de acerola (cerca de 10 Kg) foram adquiridos em feira da regido
metropolitana de Belém. Em cada lote, os frutos foram selecionados livres de injdrias
mecanicas, no estagio maduro subjetivamente pela cor da casca (vermelho escuro), de
forma aleatéria, e separadas para as caracterizagdes. Os frutos foram descascados,
separando-se manualmente a casca da polpa e sementes de acordo com a quantidade a ser
utilizada no dia da analise, os demais frutos foram conservados em embalagens de
plastico polietileno sob refrigeracdo para posterior analise. Em todas as analises foram

usadas apenas as cascas do fruto da acerola para a caracterizacdo do material e extracao.

4.2 Métodos

Este trabalho foi dividido em 3 etapas. A 1° etapa consistiu na caracterizacdo da
casca do fruto da acerola, a 2° etapa consistiu em determinar as condi¢fes 6timas de
extracdo utilizando extracdo por agitacdo magnética acoplada ao banho termostéatico e a
3° etapa consistiu nos ensaios de particionamento conforme as figuras 5, 6 e 7

respectivamente.
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Figura 5- Caracterizacdo da matéria prima
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Figura 6- Producio do extrato
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Figura 7- Particionamento
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4.2.1 Caracterizacdo fisico — quimica

4.2.1.1 Umidade

A umidade foi determinada segundo a metodologia da AOAC (2011), método n°
920.107.

4.2.1.2 Residuo mineral fixo (cinzas)

As cinzas foram determinadas segundo o método n°® 940.26 da AOAC (1997).

4.2.1.3 Proteinas totais

O teor de proteinas foi determinadas de acordo com o método n° 920.152 da
AOAC (1997).

4.2.1.4 Lipidios Totais

O teor de lipidios totais foi obtido por extracdo em Soxhlet de acordo com o
método n° 968.20 da AOAC (1997).

4.2.1.5 Solidos soluveis (°Brix)

O teor de solidos soluveis, expresso em °brix foi obtido pela leitura direta dos
graus Brix da amostra em refratdmetro de bancada (QUIMIS, modelo Q7678) de acordo
com o0 método n°® 932.12 da AOAC (1997).
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4.2.1.6 Acidez total titulavel por volumetria potenciométrica

Este método é realizado em solugfes escuras ou fortemente coloridas. Segundo
método n° 942.15B da AOAC (1997).

4.2.1.7 pH

O pH foi determinado atraves de leitura direta em potencidmetro, devidamente
calibrado com as solucgdes tampdes pH 7,0 e 4,0 a 20°C segundo método n° 981.12 da
AOAC (1997).

4.2.1.8 Antocianinas totais (AT)

A quantificagdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico do pH diferencial, que utiliza solugdo de pH 1,0 e 4,5, conforme
descrito por (FULEKI e FRANCIS, 1968). A concentracdo final de antocianina foi
expressa em mg/100g de cianidina-3-glicosideo. Com posterior leitura em
Espectrofotdmetro UV-VIS (Pharmatec biotech-ultrospec 2000) em comprimentos de

onda de 510 e 700 nm, (branco: solugéo de pH).

C (mg/L) = [(Abss10nm-AbS700nm)pH1,0-(AbS510nm-AbS7000m)pH4,5]. MM.FD.1000 (6)
(ex1)

Onde C é igual a concentracdo de antocianinas presentes na amostra e a diferenca
dos valores de absorbancia em pH 1,0 e 4,5 é diretamente proporcional & concentragao de

antocianinas.
MM =449,2 g mol -1

FD= fator diluicéo
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€ = coeficiente de extin¢ao molar: 26900 M -1 cm -1,

A concentracdo de antocianina expressa na formula 6 em (mg/L) é convertida para
concentracdo final de antocianina e foi expressa em mg/100g de cianidina-3-glucésido.

4.2.1.9 Cromatografia liquida (LC-MS)

As amostras da casca da acerola passaram pelo processo de liofilizagdo. O
equipamento utilizado foi um liofilizador de bancada (Liotop, L-101), Apds o
congelamento das cascas da acerola, foram pesadas 100g e dispostas em cada uma das 3
bandejas de inox no interior da camara de secagem do liofilizador, em operacdo por um

periodo de 24 h, para a leitura no espectrdmetro de massas.
A andlise foi conduzida no Laboratério de espectrometria locado no PPGQ/UFPA.

As analises via LC-MS foram realizadas em um espectrémetro de massas XEVO
G2-SToF (Waters®) com fonte de eletrospray (ESI).

Uma aliquota de 1 mg da amostra foi solubilizada em 1 mL de H20O:ACN 2:8
(v:v), em seguida a solugéo obtida foi filtrada em filtro de seringa qualitativo. Para a
separacdo cromatografica, utilizou-se uma composicdo binaria de agua (A)/acetonitrila
(B) como fase maével acidificada (0,1% de acido formico) e uma coluna de fase reversa
octadecil (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um) Acquity BECH-Waters. A analise consistiu na
eluicdo de 5uL da amostra em modo gradiente linear na faixa de composicéo de fase
movel 5-95% de durante 10 minutos sob uma temperatura de 40° C, em fluxo de 0,3

mL/min.

A ionizagdo da amostra foi realizada em modo positivo (ES+) em ampla faixa de
m/z (50-1200 Da) com registro de 0,1 segundo. A temperatura da fonte foi estabelecida
em 150° C, o fluxo de gas no cone de 20 L/h e 0 gés de dessolvatacdo foi estabelecido
em 550 L/h a temperatura de 250 °C. As voltagens do capilar e do cone foram fixadas,

respectivamente, em 2 kV e 40 V.

A aquisicdo dos dados por LC-MS da casca da acerola liofilizada de Malpighia

emarginata foram realizadas utilizando-se a interface do software Masslynx versao 4.1.

4.2.2 Extragéo

46



‘Os extratos de antocianinas da casca da acerola foram obtido pelo processo de
extracdo por agitagdo magnética. As condicdes de operacdo foram estudadas conforme
planeamento experimental. Foi utilizada a quantidade de 4g da casca da acerola para 169

da solucéo alcoolica, pesados em balanca analitica (QUIMIS, Q-500L210C).

Ap0s a obtencdo dos extratos as amostras foram transferidas para um baldo de
fundo redondo coberto com papel aluminio acoplado ao rotaevaporador, (Heidolph,
Laborota 4000) ligado ao banho termostatico com controle de temperatura de 35°C até a

total evaporacao do etanol do extrato, que foi conferido por balanco de massa.

4.2.2.1 Planejamento experimental

Os parametros do processo foram estudados atraves de um delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22, incluindo 6 pontos axiais (PA) e 5 repeticdes do
ponto central (PC), totalizando 19 ensaios, onde a constituicdo deste planejamento foram
realizados ap6s analise prética das variaveis independentes diluicdo etanol/agua 79%
(v/v), 50% (v/v), 21% (v/v), puro (v/v), tempo (4,8, 15°, 30°, 45°, 55,2°) e temperatura
(15°C - 42 °C). As variaveis dependentes foram as concentracdes de antocianinas. O valor
de a foi calculado em fun¢do do nimero de variaveis independentes (n=3) através da

equacao 07.
1
o= (2")s (7)
Os resultados foram analisados através da Metodologia de Superficie de Resposta

com auxilio do software Statistica, versao 13.1. Na tabela 4 esta descrito o planejamento

experimental e a variavel de resposta sdo as analises de antocianinas totais.
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Tabela 4- planejamento experimental

Ensaios Tempo (min) Temperatura(®C) DILUICAO ( Etanol/Hz0)

1 2 15 21
2 5 15 21
3 2 35 21
4 5 35 21
5 2 15 79
6 5 15 79
7 2 35 79
8 5 35 79
9 0,98 25 50
10 6,02 25 50
11 3,5 8,2 50
12 3,5 41,8 50
13 3,5 25 98,72
14 3,5 25 H20
15 3,5 25 50
16 3,5 25 50
17 3,5 25 50
18 3,5 25 50
19 3,5 25 50

4.2.2.2 Extracdo por agitacdo magnética

As amostras com 4g da casca da acerola foi macerada em gral e pistilo, e pesado
na celula encamisada com 16g da solucdo alcodlica de acordo com o planejamento
previamente estudado, foi mantido sob agitagdo magnética a 199 rpm, ligadas ao banho
termostatico nos tempos de 4,8, 15°, 30°, 45° e 55,2° minutos com dilui¢des de 99,72%
(VIV), 79% (v/v), 50% (v/v), 21% (v/v) (Etanol/ H20). Apos essas condigdes a amostra foi
filtrada a vacuo utilizando papel filtro, funil de porcelana e kitassato. O extrato foi
armazenado em frasco ambar para posterior procedimento de particionamento no SAB,
andlises de AT, AA (Vitamina C), pH , AAT, °Brix, AgUcares totais e Cor.
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4.2.3 Dados de equilibrio dos sistemas etanol+Li>SO4+H-0 e etanol+(NH4)2SOs+ H20

(Sistema em branco)

Como a proposta desse trabalho consiste em estudar a particdo das antocianinas
em sistemas etanol+Li>SO4+ H20 e etanol+(NH4)2SO4+ H,0, foram realizados um estudo
prévio de tais sistemas, que consistiam nos sistemas em branco foram coletados dados de
equilibrio para o sistema etanol+Li.SOs+ H20 nas temperaturas 25°C e 35°C haja visto
que ndo existiam na literatura. E para o sistema etanol+(NH4).SOs+agua, foram
reproduzidos as 3 linhas de amarracdes dos sistemas a 25°C e 35°C com 0s maiores
coeficiente de distribuicdo da literatura (Lago, 2017; Gama, 2018) para validar a

metodologia utilizados neste trabalho.

A composicdo dos componentes de cada LA do Sistema Etanol + Sulfato de
Amobnio + Agua a 25°C e 35°C estdo representadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente,

nas quais os dados estdo expressos em fragdes massicas.

Tabela 5- Fragdes massicas das linhas de amarracdes do Sistema Etanol + Sulfato de

Amoénio + Agua a 25°C

Fase Superior Fase Inferior
LA WSsAL WETOH WH20 WSAL WETOH WH20
1 0,0404  0,4780 0,4816 0,3498 0,0711 0,5792
2 0,0300 0,5164 0,4536 0,3719 0,0629 0,5652
3 0,0448  0,4639 0,4913 0,3357 0,0768 0,5876

A Tabela 6 apresenta a composi¢do dos componentes de cada LA do Sistema Etanol +
Sulfato de Amdnio + Agua a 35°C, na qual os dados estdo expressos em fragdes massicas.
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Tabela 6- Fragdes massicas das linhas de amarracdes do Sistema Etanol + Sulfato de

Amoénio + Agua a 35°C

Fase Superior Fase Inferior
LA WsAL WETOH WH20 WsAL WETOH WH20
1 0,0404 0,4780 0,4816 0,3498 0,0711 0,5792
2 0,0300 0,5164 0,4536 0,3719 0,0629 0,5652
3 0,0448  0,4639 0,4913 0,3357 0,0768 0,5876

4.2.3.1 Curva Binodal (Curva de Solubilidade)

Primeiramente foram preparadas as solucGes aquosas estoque de sal, no ponto de
saturacdo. A curva binodal do sistema sulfato de aménio (NH4)2SOs, etanol e dgua foram
preparados por um método de gotejamento até a turvacdo tal como descrito por (LI et al.,
2009) realizado em banho termostatico em temperatura constante e pré-determinada pelo
planejamento experimental, adicionou-se uma solucdo aquosa de sulfato de aménio
(NH4)2SO4 gota a gota com auxilio de seringas ao etanol na célula encamisada. O
gotejamento ocorreu até o turvamento da mistura, entdo foi anotada a massa da solucdo

salina que causou a turbidez.

O ponto seguinte de coleta foi obtido ao ser adicionado agua destilada gota a gota
até o desaparecimento da turvagdo, anotou-se a massa utilizada da mesma. E o posterior
gotejamento com solucdo salina foi repetido até que se adquiram pontos necessarios para
a construcdo da fase superior da curva de solubilidade (curva binodal). O mesmo
procedimento foi repetido para construcao da parte inferior da curva de solubilidade, que

apresenta uma maior concentracao de sal, onde foi gotejada etanol na solugéo salina.

As fragOes massicas de etanol, LioSO4 e &gua (w1, w2 e ws respectivamente) foram
obtidas e a curva de solubilidade foi plotada para vérias concentracdes de alcool e sulfato
de Litio (Li2SO4). A seguir os dados da curva de solubilidade foram correlacionados
matematicamente, obtendo-se 2 equagdes, referentes a fase superior (equacdo 08) e
inferior (equacao 09).
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g

= f(W5) (8)

r—-s'—'

= f(Wh) ©)

4.2.3.2 Dados de equilibrio

A determinacéo dos dados de equilibrio constituiu em, apds delimitar a regido de
miscibilidade parcial, os componentes (w1, w2 e w3) foram pesados e preparados a solucao
(composicdo global) com concentracGes dentro da regido de duas fases. As solugcdes
foram preparadas em tubos de ensaios, homogeneizadas com o uso de agitador vortex
(Vortex, QL-901) e em seguida transferidas para células encamisadas acopladas ao banho
termostatico de modo que toda solucdo estivesse submersa para garantir que a
temperatura do sistema se mantivesse constante. E em seguida mantidos em repouso
durante horas nas temperaturas estabelecidas, para que acorra a separacgéo das fases. Apds
alcancar o equilibrio termodinamico, amostras de ambas as fases foram coletadas e 0s
componentes do sistema foram quantificados utilizando a metodologia do método
indireto que consiste na quantificacdo dos componentes em cada fase mediante o uso da
curva de solubilidade (equacdes 08-09) equacdo de calibracdo (equagédo 11) e a equagéo

da soma das fracdes massicas (equacdo 10).
WpgG T WsaL + Wigya = 1 (10)

A qualidade dos dados de equilibrio foram avaliados com o uso das equacdes de
Othmer—Tobias e Hand (equacdes 01 e 02 respectivamente). E o coeficiente de particdo

do PEG foram calculado conforme equagéo 03.

4.3.2.3 Curva de Calibragéo

Para quantificar as composicdes das fases em equilibrio foram construidas curvas
de calibracdo a partir de solucgdes preparadas em concentragdes (ponto de mistura) sobre

a curva binodal e realizada as respectivas medidas de condutividade. Os dados obtidos
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foram correlacionados matematicamente de modo que se obtenha um coeficiente de

correlagdo (R?) préximo a unidade conforme equagao 05.

Wi = f(coNDUT) (11)

Sendo i = concentracao de etanol ou sal.

4.2.4 Particdo das antocianinas do extrato no SAB - etanol+(NH4).SO4+H20

O experimento de parti¢do de antocianinas constitui em adicionar o extrato, com
a melhor resposta quanto a quantidade de antocianinas obtida no item 4.2.2, a solu¢édo na
célula cuja concentragdo corresponde a linha de amarracdo com maior coeficiente de

distribuicdo do item 4.2.3.

A mistura foi agitada num agitador tipo vortex até as duas fases estarem
completamente homogeneizadas, em seguida ficou em repouso por um tempo de 3
minutos. Apés esse tempo analisou-se as concentragfes de extrato de antocianinas da
casca da acerola nas fases superior e inferior (figura 8), bem como foi determinado a
atividade antioxidante, pH, °BRI1X, analise de cor e vitamina C de cada fase. Os residuos

acumulados na interface das duas fases foram descartados em recipiente apropriados.

Figura 8- Extrato da parti¢do das antocianinas no SAB

Fonte: Arquivo pessoal

4.2.4.1 Determinacdo de antocianinas totais (AT)
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A quantificacdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o método

espectrofotométrico do pH diferencial, descrito no item 4.2.1.8.

4.2.4.2 Atividade antioxidante in vitro

-Método ABTS A capacidade antioxidante do extrato particionado foi
determinada pelo ensaio do cation radical ABTS™, sequndo metodologia da Rufino et al.
(2007b). Com adaptacGes/modificacGes feitas para o preparo do radical ABTS™, onde
utilizou-se a metodologia descrita por Re et al., (1999). Inicialmente, foi formado o
radical ABTS™, a partir da reacdo de 14 mM de ABTS com 4,9 mM de persulfato de
potéssio (1:1 v/v), os quais foram incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz,
por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucédo foi diluida em etanol até a obtencédo de
uma solucdo com absorbéancia de 0,700 + 0,02. Em seguida, diluiu-se 1ml desta mistura
em etanol até obter uma absorbancia de 0,70 nm £ 0,05 nm a 734 nm. Um volume de 2ml
da solucdo radical ABTS™ foi adicionado a 20ul de amostra. A leitura absorbancia da
mistura foi realizada ap6s 6 minutos. O branco utilizado para zerar o espectrofotdmetro
foi o etanol. Para padronizacdo dos resultados, o trolox foi utilizado como padrao e os
resultados de atividade antioxidante foram expressos em equivalente de Trolox (UM
Trolox equivalente por g de polpa). Para realizar as analises, foram adicionados em tubos
de ensaio a solucdo contendo o radical ABTS™ e o extrato diluido em etanol. A
absorbancia foi monitorada em espectrofotdmetro UV-visivel (Pharmatec biotech-

ultrospec 2000) a 750 nm, apds 15 minutos de reacéo.

-Método DPPH A capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-Difenil-1-
picril-hidrazil) foi determinada de acordo com a determinacéo da atividade antioxidante
total em frutas pela captura do radical DPPH (baseadas em adaptacdes/modificagdes
feitas nos laboratorios da Embrapa Agroindustria Tropical. (RUFINO et al., 2007).

4.2.4.3 Acido ascorbico- vitamina C

Para a determinagdo do teor de vitamina C utilizou-se o método padréo

Titulométrico AOAC (1984), método de Tillmans modificado por Benassie Antunes
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(1988), que utilizaram solucédo de acido oxalico como solvente, em substitui¢do ao acido
metafosforico. As amostras foram retiradas do congelador e deixadas em temperatura
ambiente para posterior analises do extrato e do material particionado, de acordo com 0s
procedimentos descritos nos subitens 4.2.2 e 4.2.4. O resultado foi expresso em mg de

acido ascorbico por 100 g da amostra do extrato particionado da casca da acerola.

4.2.4.4 Cor

A andlise foi conduzida no Laboratério de Corantes (LabCor), locado na
FEQ/UFPA em camera escura com controle de luminosidade. A avaliacdo colorimétrica
foi realizada utilizando colorimetro Color Reader CR- 10 (Konica Minolta), operando no
sistema CIELAB. Os valores de L* (luminosidade), a* (componente verde-vermelho) e
b* (componente amarelo-azul) foram obtidos diretamente do calorimetro e utilizados para

calculo da tonalidade e saturagdo (croma).
(C*=(a®+b?*)*?) (21)

Para determinar a diferenca total de cor entre as trés coordenadas € utilizada a

equacéo 22:
AE* = [AL*2 +Aa*? +Ab*? 105 (22)
Onde:
AL* = diferenga em mais claro e escuro (+ = mais claro, - = mais escuro)
Aa* = diferen¢a em vermelho e verde (+ = mais vermelho, - = mais verde)
Ab* = diferenga em amarelo e azul (+ = mais amarelo, - = mais azul)

AE* = diferenca total de cor

4.2.4.5 Acucares totais — fenol / sulfarico (at)

O teor total de acucar das amostras do extrato foi determinado pelo método de

Dubois usando fenol e acido sulfdrico (Dubois, M et al., 1956). Diluiu-se uma amostra
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do extrato particionado de ambas as fases superior e inferior a 1/100 com agua destilada
e adicionou-se 0,2 mL de solucdo de fenol a 5% a 0,2 mL da amostra diluida, seguindo-
se a adicdo de 1 mL de &cido sulfurico. Em seguida a solu¢do foi homogeneizada e
deixada a temperatura ambiente pér 30 minutos. A absorbancia da solucao foi registada

a 490 nm. A calibrag&o foi realizada com glicose como padrao.

4.2.4.6 Tratamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de

probabilidade, utilizando o software Statistica, verséo 13.1, para Windows.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo fisico—quimica e Antocianinas totais

As caracteristicas fisico-quimicas e concentragdo de antocianinas totais da casca

da acerola utilizada neste trabalho estdo apresentadas na tabela 07.

Tabela 7- Caracterizagdo fisico- quimicas da acerola.

Anélise Este trabalho*-
Casca acerola
Cinzas 0,0806+0,03
Lipidios % 0,0043+0,002
Proteinas % 0,74+0,65
pH 3,450,04
Acidez titulavel (meqNaOH/100g) 16,97+0,24
Umidade (%) 92,56%:0,1
Antocianinas (mg.100 g) 41,25+0,1

*valores expressos em base Umida

*valores médios (média * desvio-padrdo) de triplicatas

A caracteristica da cor vermelha da casca da acerola é um dos mais importantes
indicadores de maturacdo da acerola e qualidade comestivel, isso se deve as
concentracdes de antocianinas presente no fruto (Tabela 7). Pode ser observado que os
valores de antocianinas totais obtidos nesse trabalho foram 41,25 mg.100g-1. Quanto
maior o teor de antocianinas, melhor a aceitacdo do produto por parte do consumidor.
Aquino et al (2011) encontraram valores proximos ao encontrados nesse trabalho, para
pH, umidade e antocianinas totais para acerola in natura. Soares et al., (2017) também
obtiveram resultados semelhantes dos parametros avaliados de pH e proteinas para a

polpa de acerola.
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5.1.1 Cromatografia liquida (LC-MS)

O cromatograma e o espectro de ions totais da casca da acerola liofilizada. obtidos

nas analises de espectrometria de massas sao apresentados nas figuras 9 e 10 .

Figura 9- Cromatograma de ions totais para as antocianinas presentes na amostra da casca
da acerola liofilizada.
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Figura 10- Espectros de ions totais das antocianinas presentes na amostra da casca da

acerola liofilizada.
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Nas figuras 9 e 10 pode ser observado que a identificagdo das substancias
presentes na amostra foi realizada pela ordem de eluicdo e pelos tempos de retencdo
levada em consideracdo a massa de alta resolugdo de 10%. Os cromatogramas obtidos
demonstraram que o perfil antocianico da amostra da casca de acerola liofilizada
apresentaram de trés a cinco picos comuns entre as massas encontradas na literatura. Apos
a ionizacdo da amostra foram observadas cinco agliconas identificadas como cianidina,
peonidina, petunidina, delfinidina e pelargonidina. As amostras ndo passaram pelo

processo de fragmentacdo para uma possivel afirmacdo das antocianinas presentes nas
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amostras analisadas, no entanto ao comparar 0os cromatogramas das antocianinas e das
antocianidinas e, avaliando os tempos de retencgdo, é possivel supor que ha presenca de
antocianinas com diferentes graus de glicosilagdo, e que as agliconas identificadas,
cianidina, delfinidina e pelargonidina, encontravam-se com diferentes proporcées nos

espectros de ionizagdo e com massas de melhor resolucéo, de 10%.

Alguns autores como Brito et al., (2007) encontraram 2 tipos de antocianinas:
cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-3-ramnosideo e Vera de Rosso et al., (2008)
encontraram as mesmas antocianinas na acerola mais 2 antocianinas: Cianidina,

Cianidina- 3-ramnosideo, Pelargonidina-3-ramnosideo e Pelargonidina.

5.2. Extracédo de antocianinas

Na tabela 8 sdo apresentados os resultados do planejamento experimental das

extracdes por agitacdo magnética seguida de evaporacao.
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Tabela 8- Antocianinas totais expressas em equivalente da antocianina principal

cianidina-3-glucosideo para as extracbes por agitacdo magnética seguida de

rotaevaporador.
Ensaio Diluicéo Concentracéo de antocianina em mg / 100g
EtOH/H20

1 21% 21,85 + 3,40
2 21% 16,36 £ 1,29
3 21% 16,55 + 3,93
4 21% 16,96 £ 1,34
5 79% 16,19 £ 0,36
6 79% 119+212
7 79% 11,38 £ 1,80
8 79% 13,32 £ 4,04
9 50% 12,30 £ 6,39
10 50% 8,01+0,34
11 50% 14,23 £ 0,48
12 50% 16,68 + 1,68
13 98,72% -

14 50% 14,12 £ 0,40
15 50% 11,01 £6,70
16 50% -

17 50% -

18 50% -

19 50% -

*valores expressos em base Umida *valores médios (média + desvio-padréo) de triplicatas

Na tabela 8, observamos que embora 0s experimentos apresentassem a mesma
condicéo de diluicdo, tempo e temperatura de extracdo, o tempo gasto para concentrar
cada amostra no rotaevaporador diferiram entre si causando possivelmente degradacéo
das antocianinas. O uso do rotaevaporador foi aplicado para retirar as fracGes de etanol
do extrato, com o intuito de aplicar no SAB PEG/(NH4)2SO4, esses resultados mostraram
que a utilizagdo do calor (35°C) no processo de evaporagéo do etanol ocasionaram perdas

significativas das concentragdes de antocianinas do extrato, com isso houve uma mudanca
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de sistema para 0 SAB etanol/(NH4).SO4 pois com essa nova proposta ndo houve a

necessidade de retirar o etanol do extrato obtido.

Na tabela 9, sdo apresentadas as respostas do planejamento experimental para a

extracdo por agitacdo magnética sem o uso do rotaevaporador.

Tabela 9- Antocianinas totais expressas em equivalente da antocianina principal

cianidina-3-glucosideo para as extracGes por agitagdo magnética sem evaporacao.

Ensaios Tempo Temperatura Diluicéo Concentragéo de
(min) (°C) (EtOH/H20) antocianina em mg/100g
1 15 15 21 22,43+0,19
2 45 15 21 28,25+0,26
3 15 35 21 26,32+0,51
4 45 35 21 45,26+0,22
5 15 15 79 34,83+0,15
6 45 15 79 27,39+0,24
7 15 35 79 33,54+0,39
8 45 35 79 48,04+0,47
9 4,8 25 50 52,32+0,38
10 55,2 25 50 49,61+0,27
11 30 8,2 50 48,32+0,45
12 30 41,2 50 53,26+0,57
13 30 25 98,72 57,17+0,50
+
14 30 25 0 31,3740,04
15 30 25 50 33,10+0,55
+
16 30 25 50 48,57+0,31
17 30 o5 50 46,19+0,15
18 30 o5 50 48,73+0,15
19 30 o5 50 46,33+0,04

*valores expressos em base Umida **valores médios (média + desvio-padrao) de triplicatas

Na tabela 9 pode ser constatado um aumento significativo no teor de antocianinas

do planejamento experimental das amostras dos extratos obtidos a partir do processo de
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extracdo por agitacdo magnética acoplada ao banho termostatico com controle de
temperatura, quando comparado com os resultados apresentados na tabela 8, a qual se fez
uso de evaporacao para retirada das fracdes de etanol do extrato.

Em relacdo as diluigbes utilizadas no planejamento, as concentracdes de
antocianinas ficaram entre 22,43 e 57,17 mg/100g ™! , e os extratos com maiores fracdes
de etanol, as dilui¢bes de 50 e 98,72% apresentaram 0s maiores teores de antocianinas.
Também na tabela 9 pode ser verificado que o ensaio 13, resultou na obtencéo de maior
teor de antocianinas extraidos 57,17 mg/100g. Desta forma, esse foi o extrato utilizado

nas etapas posteriores desse trabalho.

5.3 Sistema etanol+Li2SO4+H>0

Na figura 11, sdo apresentados dados de solubilidade do sistema etanol+Li>SO4 +
H.0 25°C.

Figura 11- Sistema sistema etanol+Li>SO4 + H20
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Fonte: Arquivo pessoal

Também na figura 11 pode ser observado que para este sistema ndo foi
caracterizado uma regido de duas fases. Foi observado que a transicdo de fases (ponto de

turvacdo) era instavel, ou seja, o turvamento desaparecia ap6s alguns minutos de repouso,
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ou a mistura voltava ficar homogénea ou ocorria precipitacdo do sal. Tal comportamento

pode ter sido ocasionado pela natureza do sal utilizado em relacéo ao &lcool.

Sendo assim, ndo havendo a regido de miscibilidade parcial, ndo foi possivel obter
os dados de equilibrio e calcular o comprimento da linha de amarracdo (CLA) nem a sua
inclinagdo (ILA), que sdo parametros termodinamicos utilizados para medir as

propriedades intensivas entre as fases.

5.3.1 Sistema etanol+(NH)2SO4+H,0

Os dados de equilibrio liquido- liquido do sistema etanol/sulfato de amdnia a 25°C
e 35°C reproduzidos da literatura sdo apresentados na tabela 10, respectivamente, com 0s

dados reproduzidos neste trabalhos.

Tabela 10- Fragdes massicas e densidade das linhas de amarragdes do Sistema etanol +

Sulfato de aménio + agua a 25°C e 35°C

Massa especifica (g/cms3)*** Este trabalho
25°C
LAl FS Fl FS Fl
0,919+0,002 1,183+0,000 0,9203+0,001  1,1956+0,008
35°C
LA 2 FS Fl FS Fl
0,918+0,000 1,164+0,000 0,9281+0,007  1,1692+0,003

*valores médios (média + desvio-padréo) de triplicatas **FS: fase superior; Fl: fase inferior*** Literatura

5.3.2 Particdo das LA do sistema Etanol/(NH4).SO4/agua

Os dados de acido ascorbico (AA), ABTS, antocianinas totais (AT), °Brix, pH,
acucares totais, obtidos apds particionamento do extrato no SAB sdo apresentados na
tabela 11, 12 e 13.
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Tabela 11- Resultados de acido ascorbico, ABTS e antocianinas totais

Analises AA ABTS AT
mg/100g puM Trolox/g mg/100g
25°C
LAl FS 2381,00+0,0? 2136,76+0,04° 73,08 +0,552
FI 1445,61+0,0° 1263,43+0,04° 9,53+0,00°
Extrato particionado
(FSIFI) 3°C
LA 2 FS 2551,08+0,0? 6122,45+0,072 63,95+0,59 "
FI 1275,54+0,0° 219,62+0,13¢ 6,36:+0,03¢

*valores expressos em base Umida
**valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p<0,05).
***yalores médios (média + desvio-padrdo) de triplicatas;

FS: fase superior; FI: fase inferior.; AA: &cido ascorbico; AT: antocianinas totais;
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Conforme os resultados de acido ascorbico (AA) mostrados na tabela 11 para a
fase superior, que contém majoritariamente antocianinas, alcool e agua a quantidade de
AA encontrada foi de 2551,08 mg/100g no sistema a 35°C, e para a fase inferior, que
contém majoritariamente, agua e o sal sulfato de amonio foi obtido 1275,54 mg/100g, a
metade da quantidade da fase superior. Podemos considerar que este sistema SAB
(etanol+(NH4)2SO4+H20) preservou o AA sem interferir na concentragdo de

antocianinas.

A quantidade de AA obtidos neste trabalho para as fases inferiores estdo proximas
dos encontrados por Freire et al. (2013), que obtiveram 1457,69 mg/100g para acerola in
natura, esses autores também averiguaram a atividade antioxidante de outras frutas (caju,
goiaba e morango) e observaram que a acerola apresentou os melhores resultados, sendo,

assim, a de maior atividade antioxidante dentre as demais amostras analisadas.

Também na tabela 11 pode ser observado que com o aumento da temperatura de
25°C para 35°C, a quantidade de antocianinas totais variou de 73,08+0,55 (mg/100g) para
63,95 +0,59 e de 9,53+0,0 (mg/100g) para 6,36+£0,03 (mg/100g) nas fases superior e
inferior respectivamente, indicando que a variacdo de temperatura apresentou discreto
decréscimo no contetdo de antocianinas totais em ambas as fases. Indicando assim que o
SAB proposto conseguiu particionar com eficiéncia as antocianinas totais do extrato, se
comparado com o conteudo de AT encontrado por Batista et al (2012), para alguns

cultivares de acerola, para AT.

Uma das principais caracteristicas da acerola € seu elevado teor de &cido ascérbico
e antocianinas totais que atuam como poderosos antioxidantes. Para preservar essa
propriedade ap6s os processos de extracdo, foram avaliadas as amostras dos extratos
particionados da casca da acerola. A atividade antioxidante das amostras foi expressa em
funcdo da concentracdo de Trolox (UM Trolox/g de amostra). Neste trabalho, foi possivel
observar que o extrato da casca da acerola ndo so preservou sua capacidade antioxidante,
mas também apresentou uma taxa de desempenho de aproximadamente 6122,45+0,07
(UM Trolox/g de amostra) para a FS do sistema & 35°C correspondendo a
aproximadamente 3 vezes a capacidade de antioxidante presente no extrato particionado

as FS do sistema com temperatura de 25°C 2136,76+0,04(uM Trolox/g de amostra).

Ao elevar a temperatura do sistema de 25° para 35° C é possivel perceber um

decréscimo na sua atividade antioxidante de 1263,42+0,04 (UM Trolox/g de amostra)
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para 219,62+0,13 (UM Trolox/g de amostra) na fase inferior do sistema, entretanto
podemos observar que o comportamento inverso aconteceu com a fase superior que

triplicou, conforme mostrado na tabela 11.

A andlise de DPPH foi realizadas para nos ensaios LAl e LA2 e foi observado
que a analise de ABTS refletiu melhor o contetdo de atividade antioxidante para a casca
da acerola, pois na realizacdo da analise de DPPH, ao levar as amostras para serem feitas
as leituras no espectrofotbmetro as mesmas apresentaram-se instaveis, variando

bruscamente a sua absorbancia, impossibilitando a obtencao de dados para esta analise.

Lima, (2008) observou que o método DPPH apresenta vantagens quando a
substancia em estudo é mais solivel em solventes organicos. Possivelmente a
instabilidade das respostas na leitura de absorbancia deveu-se ao fato de que tanto as
antocianinas como a forma radical ndo-reagida de DPPH absorvem na mesma faixa
visivel, e 0 método espectroscopico é baseado nas medidas de intensidade de cor em 517
nm. Com isso ndo foi possivel obter os resultados da atividade antioxidante total pelo
método DPPH, verificando assim que esta metodologia ndo se aplica para a amostra em

questéo.
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Tabela 12- Analises realizadas nas LA2 dos sistemas de 25°C e 35°C

LA °BRIX pH Aclcares  Ketanoi=FS/FI” Kat Kaa Kat E%aa E%ar  Eat
totais
25°C
FS 20,00+0,0¢ 4,52+0,03%  58,22+0,32° 8,20 7,67 1,78 1,63 5811 8567 56,00
LA1 | FI 37,27+0,06° 4,01+0,01°  35,66+0,28¢
35°C
FS 24,83+0,47° 4,48+0,26°  57,52+0,09° 8,93 10,05 2,0 143 5948 88,06 51,22
LA2 | FI 36,37+0,47° 4,09+0,08°  40,21+0,16°

*valores expressos em base imida; *valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencga significativa (p<0,05).; *valores médios (média + desvio-padréo) de

triplicatas.; dados da literatura.; FS: fase superior Fl: fase inferior.; AA: &cido ascorbico; AT: antocianinas totais; at: A¢Ucares totais *K: coeficiente de particdo; E%: eficiéncia

de extracdo
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O pH manteve-se entre 4,01 a 4,52. E desejavel para antocianinas pH< 7 para
manter-se em meio acido haja visto que o pH alto >7 o meio estar basico causando a
degradacéo das antocianinas. Com isso a escolha do pH é muito importante uma vez que
a estrutura quimica das antocianinas varia com o valor do pH da solucdo (HUA et al.,
2013). De acordo com os ensaios de (ALMEIDA H, 2016), onde se variou o0 pH de 3,0 a
5,5, quanto maior o pH maior foi o rendimento da recuperacdo da antocianina na fase

superior em relacdo a fase inferior.

Na tabela 12 mostra que com o aumento da temperatura aumentou o coeficiente
de particdo (k) do etanol no sistema em branco reportados na literatura, isso refletiu no
coeficiente de particdo das AT e AA que apresentou 0 mesmo comportamento, ou seja o
coeficiente de particdo das AT e do AA aumentou com o0 aumento da temperatura do
sistema. Esse comportamento é comprovado com os valores da eficiéncia de extracao,
que também mostraram que o sistema etanol+ sulfato de amdnio+ agua tem uma
eficiéncia de extracdo de AT maior que 88,06 % na temperatura de 35°C e uma eficiéncia
de extracdo de AA de 59,48% a 35°C. Tal comportamento foi também observado por Wu
et al., (2011) para 0 mesmo sistema e na temperatura de 35°C obtiveram melhor
coeficiente de particdo (K) nestas condi¢cbes. Um comportamento inverso foi observado
para agucares totais (at) que mostraram maior coeficiente de particdo (1,63) para o sistema
com menor temperatura (25°C), esse mesmo comportamento foi observado para

eficiéncia de extracdo (Eat) 56%.

Os resultados de solidos solUveis totais (°Brix) aumentaram nas fases superiores
(de 20,00+0,0 para 24,83+0,47) e decresceram nas fases inferiores (de 37,27+0,06 para

36,37+0,47) de ambas as temperaturas, conforme mostrado na tabela 12.

Na tabela 13 estdo os resultados das analises de cor que foram realizadas para o0s

sistemas das LA1 e LA2, tendo o extrato como branco.
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Tabela 13-Resultados da andlise de cor

LA L a* b* a’lb” AE” c
25°C
FS 28,131 423 12,43 0,34 9,23° 13,14
LAL| FI 34,57 0,67  477° -0,14° 9,40c 4,81°
35°C
FS 33,20° 0,90P 7,93 0,11° 7,45P 7,99
LA2 | FI 37,732 -0,80°  4,77° -0,14°  10,43° 4,84°

*valores expressos em base Umida

*letras iguais na mesma coluna indicam que néo houve diferenca significativa

Para estudar sistematicamente a qualidade da cor do extrato particionado da casca
da acerola que tem consideravel potencial em antocianinas, foi utilizado o sistema CIE
L*a*b* (Comissédo Internacional de Iluminagéo, Viena) expostos na tabela 14. Podemos
observar que os valores de a* para o sistema de 25°C aumentaram de maneira significativa
na FS (4,23) onde tem uma maior concentracdo de antocianinas (conforme mostrado na
tabela 12), em relacdo a fase inferior de ambos os sistemas (-0,67 e -0,80) em decorréncia
da menor concentragdo das antocianinas, tendendo para a cor verde, de acordo com 0
significado geométrico das coordenadas L* a * b *.Nos resultados onde os valores de a*
se apresentaram negativos (-0,67 e -0,80), teve como consequéncia, os valores de L*
aumentados nas FI de ambos os sistemas (34,57 e 37,73). A fase superior do sistema a
25°C apresentou cor mais escura (L*=28,13), e a fase inferior do sistema de 35°C, a mais
clara (L*=37,73).

Comparando-se os resultados da avaliagdo cromética com a quantificagdo das
antocianinas, confirma-se a importancia das coordenadas de cromaticidade a* e b* no
estudo da avaliacdo do comportamento de pigmentos naturais, visto que estes parametros
estdo diretamente relacionados aos teores antocianinas totais presentes na casca da
acerola. Maiores decréscimos foram observados nos valores de a* dos extratos das fases
inferior de ambos os sistemas, que reafirmam as maiores reducdes nos teores de

antocianinas totais desses frutos discutidos anteriormente.
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Em relacdo ao AE*, diferenca total de cor, o sistema de 35°C, apresentou uma
maior diferenga de cor com valores de 7,45 e 10,43 das fases superior e inferior
respectivamente, o que pode ser atribuido a uma maior reacdo oxidacdo de compostos

fenolicos responsaveis pela coloracdo, como as antocianinas.

Com relacdo ao croma (C*), observaram-se para o sistema de 25°C, valores
variando de 4,81 até 13,14 (fase inferior e superior, respectivamente), indicando que a
fase inferior apresenta uma coloracdo mais opaca, enquanto a fase superior mostra uma

cor mais viva.
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6 CONCLUSAO

O ensaio de extragdo com diluicdo de 98,72% etanol/H20 da extracdo por
agitacdo magnética acoplado ao banho termostéatico (ensaio 13) obteve maiores
concentragdes de antocianinas totais de 57,04+0,36 (mg/100g). Este extrato foi
particionado no SAB etanol+ sulfato de aménio+ 4gua a temperatura de 25 e 35°C, e foi
observado que com o aumento da temperatura, aumentou o coeficiente de particdo (K)
das antocianinas. Este resultado foi comprovado com os valores da eficiéncia de extracéo,
que também mostraram que o sistema etanol+ sulfato de amdnio+ agua tem uma
eficiéncia de extracdo de AT maior que 88,06 % e uma eficiéncia de extracdo de AA de
59,48% ambos na temperatura de 35°C.

Apos o particionamento foi observado que a atividade antioxidante, em ambas as
fases se mostraram elevadas, concluindo que o SAB além de particionar o AA e AT
preserva a sua capacidade antioxidante e também apresentou uma taxa de desempenho de
aproximadamente 6122,45+0,07 (UM Trolox/g de amostra) para a FS do sistema a 35°C
correspondendo a aproximadamente 3 vezes a capacidade de antioxidante presente no
extrato particionado as FS do sistema com temperatura de 25°C 2136,76+0,04(uM

Trolox/g de amostra).

Em relacdo a cor foi verificado que os valores de a* para o sistema de 25°C
aumentaram de maneira significativa na FS (4,23) onde tem uma maior concentracao de
antocianinas em relacdo a fase inferior de ambos os sistemas (-0,67 e -0,80) em

decorréncia da menor concentracdo das antocianinas.

As amostras da casca de acerolas avaliadas podem ser consideradas fonte de
compostos bioativos, como &cido ascérbico, antocianinas extraiveis e atividade

antioxidante, sendo recomendado seu consumo, visando a manutencdo de uma boa saude.
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