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Resumo

O processamento da amora preta Rubus sp. gera subprodutos de sementes que sao
descartados como residuo. Esses, apresentam compostos bioativos que contribuem
para a saude e formulacdo de novos produtos. O objetivo do presente trabalho foi
extrair e quantificar os compostos fendlicos e a atividade antioxidante na semente e
na polpa da amora preta. Os compostos fendlicos da semente foram extraidos por
meio da metodologia de superficie de resposta e as antocianinas foram extraidas e
guantificadas em dois estagios de maturacdo da polpa. Os teores dos compostos
fendlicos nas sementes foram elevados, 1228,87 mg equivalentes de &cido galico
(EAG) 100 g, flavonoides de 72,40 mg equivalentes de quercetina (EQ) 100 g'e a
atividade antioxidante de 1355,07 mg equivalentes de acido ascérbico (EAA) 100 g*.
As varidveis independentes, tempo e temperatura, foram estatisticamente
significativos no planejamento. A condicdo otimizada foi de 31,87 min e 44,2 °C, com
ECso de 0,153. O teor de antocianinas na polpa foi de 21,98 mg de cianidina-3-
glicosideo (C3G) 100 g para o menor estagio de maturacédo e 60 mg C3G 100 g*
para a amora madura.

Introducéo

A amora preta (Rubus sp.) pertencente a familia Rosaceae, género Rubus, € uma
fruta agregada de origem Asiatica que apresenta em sua composi¢cao 85% de agua,
10% de carboidratos e alto teor de minerais, como potassio, magnésio, ferro e calcio
(POLING, 1997; ZANCO et al., 2017).

A amora pode ser consumida in natura, e também podem ser elaborados diversos
produtos alimenticios. Entretanto, o processamento industrial da fruta acaba gerando
um volume considerado de residuos, de aproximadamente 20%. Este residuo
normalmente é descartado embora ainda apresente quantidades significativas de
compostos bioativos, como vitaminas, carboidratos e compostos fendlicos, que
juntos podem representar um impacto significativo na dieta humana (REATEGUI et
al., 2014).

Os compostos fendlicos presentes nas frutas e verduras, alimentos em geral, sdo
responsaveis pela atividade antioxidante, pela conservagdo de alimentos e pelo
combate e prevencdo de certas patologias, como infec¢coes e doencas crbnicas
(ANGELO; JORGE, 2007). Na semente de amora, Ayoub et al. (2016) identificaram a
presenca de quatro acidos fendlicos: protocatecuico, p-cumarico, galico e cafeico.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi extrair e quantificar o teor de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante na semente e na polpa da amora preta.
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Material e Métodos
2.1. Materiais

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (Millipore) e os reagentes
utilizados foram de grau analitico. Acido gélico, reagente de Folin-Ciocalteu, 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,4,6-tripiridriltriazina (TPTZ), HCI e KCI (Sigma).
Carbonato de saodio, cloreto de aluminio hexahidratado, cloreto férrico e acetona
(Synth). Acido acético (Vetec).

2.2. Métodos

2.2.1 Preparacao das sementes de amora e extra¢cdo dos compostos fendélicos

As sementes de amora foram doadas por uma empresa de Curitiba/PR,
descongeladas, secas a 40 °C, em estufa com circulacdo de ar, e processadas em
um moinho analitico (Quimis-628A21). Em seguida, foram peneiradas a 60 mesh e
armazenadas em frascos de polietileno, a 2 °C, até a realizacdo das analises. Os
compostos fendlicos foram extraidos segundo um planejamento composto central
rotacional 22 nas temperaturas de 15.9, 20, 30, 40 e 44.1 °C, e tempos de 5.86, 10,
20, 30 e 34.14 min. Amostras de 0,500 g das sementes foram misturadas com 15
mL da solugdo extratora na proporcdo de 2:3 acetona:agua, em uma cela
termostatizada, sob agitacdo constante.

2.2.2 Determinacédo do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante; analise estistica e ECso do extrato otimizado.

As andlises foram realizadas em triplicatas. O teor de compostos fendlicos foi
determinado de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com
uma curva padrdo de 4cido galico (y=-0,01816x-0,01015; R2=0,9982). Os
flavonoides segundo Chang et al. (2002), com uma curva padrdo de quercetina (y=
20967,90494x-0,0646 R2=0,9929). E a atividade antioxidante foi determinada por
DPPH, segundo Brand-Williams et al. (1995) com curva padréo de acido ascorbico
(y= 13697,91667x+0,80472 R2=0,99957). A andlise estatistica foi feita com o
software STATISTICA ® 12,6 e no extrato otimizado determinou-se o ECso.

2.2.3 Extracdo e determinacdo das antocianinas, compostos fendlicos totais,
flavondides e atividade antioxidante

Os frutos frescos da amora, adquiridos no comercio local de Ponta Grossa, foram
higienizados com agua destilada e armazenados em frascos de polietileno, sob
refrigeracdo a 4 °C. A extracdo foi realizada em triplicata em dois estagios de
maturacdo, com uma massa de 4,5 g e 75 mL de solugcéo de acido acético a 0,545
molL1, pH= 2,5, por 13,6 minutos & 88,2 °C. A andlise dos compostos fendlicos e
atividade antioxidante foram realizadas como descrito anteriormente. A atividade
antioxidante também foi determinada pelo método de FRAP (BRENZIE e STRAIN,
1996) com uma curva padrao de Fe (1) (y=0,39394x-0,0312, R?=0,9997). Os teores
de antocianinas e flavonéides foram determinados segundo Pedro et al. (2016).

Resultados e Discusséo

O conteudo de compostos fendlicos variou estatisticamente (p<0,0001) de 650,1+2,5
a 1228,9+2,5 mg EAG 100 g de semente de amora, com o maior teor observado
em 30 min a 40 °C e o menor em 10 min a 20 °C. No ensaio realizado com a
temperatura mais elevada do planejamento, 44,2 °C observou-se que ocorreu um
decréscimo no teor de compostos fendlicos. Isso indicou que o aumento da
temperatura proporcionou a degradagao desses compostos.
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O teor de flavonoides variou estatisticamente (p<0,0001) de 43,8+0,2 a 72,4+0,2 mg
EQ 100 g* de semente. O maior contelido foi observado em 20 min a 44,2 °C e o
menor em 20 min a 15,9 °C. A atividade antioxidante variou estatisticamente
(p<0,0001) de 709,0+1,8 a 1355,1+1,1 mg EAA 100 g de semente de amora. O
maior teor ocorreu em 30 min a 40 °C e o menor em 10 min a 20 °C.

A partir das andlises estatisticas avaliou-se a influéncia do tempo e da temperatura
nas variaveis de resposta. O teste de ANOVA, com nivel de confianca de 95%,
mostrou inicialmente que ndo houve falta de ajuste para compostos fendlicos (prack of
rit=0,0654), flavonoides (prack of Fit=0,0754) e atividade antioxidante (prack of
rit=0,1667). As curvas de superficie de resposta e o modelo matématico, Figura 1,
indicaram que a temperatura linear, o tempo linear e o tempo quadratico foram
estatisticamente significativos para a extracdo de compostos fendlicos (Rad=0,8294)
e para atividade antioxidante (Rag=0,7571). Enquanto a temperatura linear, a

temperatura quadratica e o tempo linear foram estaticamente significativos para
flavonoides (Radj=0,8768).

Figura 1 - Curvas de superficie de resposta para compostos fendlicos, flavonoides e
atividade antioxidante.
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Com a funcao de desejabilidade, 100 iteracdes, obteve-se a condi¢do otimizada para
a extracdo dos compostos fendlicos, tempo de 31,87 min e a temperatura de 44,2°C.
Nessa condicdo, realizou-se uma nova extracdo, onde foi determinado um teor de
compostos fendlicos, 1219,1 mg EAG 100 g, e atividade antioxidante, 1347,0 mg
EAA 100 g de semente. O valor foi menor do que o esperado, pois na temperatura
maior ocorreu uma leve degradacdo dos compostos fendlicos, fenbmeno que o
modelo ndo tem como prever. O valor de ECsp para este extrato foi 0,153.

A Tabela 1 apresenta os teores de antocianinas, flavonoides, compostos fendlicos e
atividade antioxidante para amora fresca. Observa-se que o grau de maturacao é um
padrdao que influencia na quantidade de compostos bioativos, e que o conteudo de

antocianinas na fruta, sugere que a mesma poderia ser utilizada como corante
natural, substituindo os corantes sintéticos.

Tabela 1 - Conteddo de antocianinas, compostos fendlicos, flavondides e atividade
antioxidante pelo método de DPPH e FRAP na extracdo do fruto fresco da amora.

Extrato de Antocianinas | Fendlicos | Flavonoides DPPH FRAP
amora fresca (mg C3G (mg EAG (mg EQ (mg EAA (mg Fe (I)
100gh* 100gh* 100gh* 100g™h * 100 gH*
Menor estagio 21,9+0,2 376,2+4,4 13,4+0,4 353,53+1,0 | 127,4+5,0
de maturacéo
Amora madura 60,2+ 0,9 5247+ 4,2 26,5+0,0 49547 +1,7 | 203,4+05

* Valores expressos como a média das triplicatas + desvio padrao
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Conclusdes

Concluiu-se a partir dos resultados que o planejamento Delineamento Composto
Central Rotacional 2? foi uma boa ferramenta para avaliar as variaveis
independentes, tempo e temperatura na extracdo dos compostos bioativos
presentes nas sementes da amora. Os teores de compostos fendlicos indicaram que
a semente, considerada um residuo agroindustrial, € uma fonte rica em compostos
bioativos e um potente antioxidante natural. O fruto fresco apresentou expressivos
teores de antocianinas que variaram com 0 grau de maturacdo, parametro que
influencia na quantidade desses compostos. Conclui-se que tanto as sementes
guanto a polpa da amora preta sao fontes de nutrientes.
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