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Resumo

Estudos mostram que sementes e bracteas estéreis de Araucaria apresentam
compostos fendlicos que apresentam grande importancia na saude humana. O
presente trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar a extracdo dos compostos
fendlicos de bracteas estéreis (falhas) da Araucaria angustiflia utilizando a
metodologia de superficie de resposta. Foi desenvolvido um planejamento Box-
Behnken para analisar o efeito da temperatura, concentragcdo do solvente e razao
soluto/solvente na extracdo de fendis totais, flavondides totais, taninos, flavondis e
atividade antioxidante por DPPH e ABTS. A otimizagdo sugeriu que as melhores
condicbes para maximizar o conteudo fendlico assim como maior atividade
antioxidante do extrato sdo a extracdo a 80°C, com etanol 60% e razédo de 1 g de
soluto para 38 mL de solugcdo. O extrato obtido apresenta compostos fendlicos e
atividade antioxidante e desta forma pode ser utilizado em formulac¢des de alimentos
a fim de aumentar seu poder antioxidante.

Introducao

A Araucaria angustifolia € uma arvore muito conhecida na regidao sul do Brasil,
principalmente pela sua semente, o pinhdo, que € consumido cozido na época de
frio e também em festas juninas. Na pinha, juntamente com os pinhdes, temos
também as bracteas estéreis conhecidas como falhas, essas ndo apresentam
nenhuma forma de aproveitamento, ndo tendo nenhum fim e assim sendo jogada
fora (GOLFARI, 1971).

Estudos realizados mostram que tanto nas cascas de pinhdes assim como nas
falhas, estdo presentes compostos fendlicos que podem ser importantes para a
saude humana (MACIEL; ANDRADE,1996). No pinhéo foi encontrado acido galico,
catequina, epicatequina, quercitina e kaempferol. Esses compostos apresentam
capacidade de reduzir o risco de doengas cardiovasculares, diabetes e cancer
(MICHELON; BRANCO; CALLONI; GIAZZON; AGOSTINI; SPADA, 2012).

Para a utilizacdo dos extratos fendlicos em alimentos € imprescindivel a utilizacédo de
um solvente de grau alimenticio. Além do solvente outros parametros que podem ser
avaliados sdo tempo de extragdo, a temperatura, a concentracdo do solvente e a
proporcao soluto/solvente. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo
analisar a quantidade de compostos fendlicos nas bracteas de Araucaria angustifolia
com uso de solvente de grau alimenticio para futuras aplicacbes alimentares.



Materiais e Métodos

Materiais

As pinhas utilizadas no experimento foram obtidas da regido de Castro (24°
46 42 “ S 50° 09 ’ 43 “ O), no Parana, Brasil. Os reagentes e padrdes utilizados
foram de grau analitico.

Métodos

Preparo da amostra

As pinhas foram debulhadas e separadas as sementes (pinhfes) das bracteas
estéreis (falhas). As bracteas estéreis foram desidratadas em estufa a 60°C, por 24
horas, em seguida as falhas passaram por uma etapa de reducéao de tamanho, e em
seguida o material foi tamisado entre 40 a 60 mesh.

Extracdo dos compostos fendlicos

Para extracdo dos compostos fendlicos das bracteas estéreis, foi realizado um
planejamento experimental Box-Behnken. Foram avaliados os efeitos da
concentracédo de etanol (20, 40 e 60%), da temperatura (30, 55 e 80 °C) e razao
soluto solvente (1:10, 1:25 e 1:40).

As extracdes foram feitas usando 2 g do p6 de bracteas estéreis tamisado
durante 20 min. Em seguida, a mistura foi filtrada em papel de filtro e o volume foi
ajustado para 100 mL.

Compostos fendlicos totais

A quantificacdo de fenois totais (FT) foi determinada por método colorimétrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, baseado no método de Singleton e Rossi
(1965) adaptado a microplaca por Jacobo-Velazquez et al. (2011). As leituras foram
comparadas com uma curva de calibracdo de acido galico e os resultados foram
expressos em mg de acido galico por g de bracteas estéreis de Araucaria
angustifolia.

Flavondides totais

A quantificacdo de flavondides totais foi determinada pelo método descrito por
Zhishen, Mengeheng e Jianming (1999) com algumas alteragdes. As leituras foram
comparadas com uma curva de calibracdo de catequina e os resultados foram
expressos em mg de catequina por g de falhas de Araucaria angustifolia.

Taninos condensados

A gquantificagdo de taninos condensados foi determinada pelo método da reacéo da
vanilina de Broadhurst e Jones (1978). As leituras foram comparadas com uma
curva de calibracdo de catequina e os resultados foram expressos em mg de
catequina por g de bracteas estéreis de Araucaria angustifolia.

Atividade antioxidante por DPPH

A capacidade dos extratos em eliminar os radicais livres foi determinada em triplicata
pela analise de DPPH de acordo com o método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995) com modificagBes realizadas por Thomas J Herald (2012). Esse método se
baseia na determinacdo da capacidade de doar hidrogénio da molécula e néo
produzir as reacdes de oxidacdo em cadeia ou reagir com os radicais livres
intermediarios. A porcentagem de reducdo foi comparada com uma curva de
calibragédo de Trolox e os resultados foram expressos em equivalentes de Trolox por
g de bracteas estéreis de pinh&o (umol TE/Q).

Atividade antioxidante por ABTS
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A atividade antioxidante pelo método da captura do radical 2,2"-azinobis 3
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), gerado por uma reacdo quimica, foi
baseada no método de Re, Roberta (1999), adaptado para microplaca por Pastoriza
et al. (2011). A porcentagem de reducéo foi calculada e comparada com uma curva
de calibracéo de Trolox e os resultados foram expressos em equivalentes de Trolox
por g de bracteas de pinh&do (umol TE/qg).

Resultados e Discussao

Os resultados das analises quantificados de fendis totais, flavondides totais, taninos
condensados e atividade antioxidante por DPPH e ABTS dos extratos séo
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 Compostos fendlicos totais (CFT), Flavondides totais (FLA), Taninos condensados
(TAN) e capacidade antioxidante por DPPH e ABTS dos extratos obtidos com solugdes
etandlicas

Experimentos CFT (mg FLA (mg TAN (mg DPPH (umol ABTS (umol
GAE/qQ) CTE/Q) CTE/Q) TE/Q) TE/Q)
1 3,567 £0,12h 2,10 £ 0,05 2,17 £0,11" 22,30 £ 1,479 28,09 + 1,21i
2 4,64 + 0,289 3,14 + 0,15} 4,83+ 0,19 23,30+0,859 33,44 +0,85"
3 6,89 + 0,44¢ 4,29 + 0,08" 4,03+0,13 31,48 £3,05" 52,34 + 1,60¢f
4 8,66 + 0,42 5,68 + 0,10¢ 9,40 + 0,38¢ 54,89 +2,60°  73,32+1,62°
5 4,92 + 0,209 3,03+ 0,08 2,97 £ 0,13 22,20+3,169 32,58 +£0,67"
6 7,46 +£0,37¢¢ 4,88 + 0,079%f 7,44 + 0,324 45,88 + 1,08 50,65 * 1,80f
7 7,86 +0,12¢ 4,81 + 0,16¢f 6,95 + 0,28¢ 45,64 + 1,419 53,08 + 0,49¢
8 9,27 £ 0,312 6,05+ 0,18° 10,56 £ 0,302 60,55+ 1,34 74,22 +2,03°
9 3,77 £ 0,15h 2,12 + 0,09 2,60+ 0,13m 15,57 + 1,15" 28,13+ 0,77
10 7,24 +0,22¢¢ 4,57 + 0,109 5,23 £ 0,239" 37,97+1,18% 53,51 +2,03°
11 5,76 £ 0,27° 3,36 £ 0,05 5,00 £ 0,09N 29,55+ 0,98" 41,13 +1,289
12 9,48 + 0,342 6,57 + 0,252 10,26 £ 0,22 68,69 £ 3,562 77,40 £ 2,052
13 7,59 +0,22¢ 4,94 + 0,14¢de 6,18 + 0,141 43,12 + 1,98 50,49 + 2,16
14 7,37 £ 0,164 4,66 + 0,21 5,51+ 0,199 38,80 +2,56¢ 57,30 0,41
15 7,81 +0,37¢ 5,09 + 0,28 6,39 + 0,21f 44,22 +1,55¢9 64,11 +1,78¢
p (Cochran)* 0,70 0,49 0,08 0,31 0,49
p (ANOVA)** < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Nota: Valores expressos pela média (n=3) em base seca, * valor de probabilidade obtido por teste de Cochran
para homogeneidade de variancias, ** valor de probabilidade obtido por ANOVA fator Unico. Diferentes letras na
mesma coluna representam diferencga estatistica (p<0,05) pelo teste de Fischer LSD.

Os resultados mostram que todos os fatores influenciaram o rendimento da extracéo
de fendis totais, flavonoides e taninos condensados. A temperatura aumenta a
solubilidade dos compostos e aumenta a permeabilidade das membranas vegetais.
Uma mistura entre solvente e agua tem um efeito maior na extracdo, do que o
solvente puro propriamente dito, pois quando adicionamos agua nesse solvente, ele
nao se torna tdo seletivo, extraindo mais compostos. A razdo soluto:solvente é
importante para identificarmos quanto de solvente precisamos para extrair 0 maximo
de compostos a partir de 1 g de amostra, se colocarmos pouco solvente e muita
amostra, a solucdo ficar4 saturada e por isso a razdo deve ser a mais correta
possivel, como exemplo, foi feito extracfes de 1:10, 1:25 e 1:40, ap0s o0 processo de
otimizacao, verificamos que a melhor razéo € 1:38.



O
{3\
[ =

v

O processo de verificagao foi efetuado a fim de maximizar a0 mesmo tempo a
extracdo de todos os compostos. Os modelos propostos para fendis totais,
flavonoides, taninos e atividade antioxidante (DPPH e ABTS) foram significativos
(p<0,001) e explicaram mais de 90 % dos dados e ndo apresentaram falta de ajuste.
O processo de otimizagdo sugere que o melhor ponto para a extragdo € com etanol
60%, temperatura de 80°C e raz&o soluto solvente de 38 mL para 1 g de amostra,
esses fatores comp8e a melhor combinacdo das varidveis estudadas. Com esses
valores as andlises foram refeitas a fim de fazer a validac&o, e verificamos que os
modelos foram validados com sucesso.

Conclusdes

A combinagdo das variaveis que obtiveram os melhores valores de extracdo, ou
seja, melhor rendimento de extracdo, foi obtida com etanol 60%, a temperatura de
80°C e com arazdo de 1 g de amostra para 38 mL de etanol, sendo estas extracbes
feitas por 20 min. O modelo de otimizacdo foi validado, e pode ser utilizado
posteriormente. Vale lembrar que com todo esse estudo, podemos utilizar o extrato
fendlico de bracteas estéreis, que ndo tem nenhum uso atualmente, em produtos
alimenticios a fim de conseguirmos um efeito antioxidante.
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