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Resumo

Nas dltimas décadas, a exploracdo de residuos agroindustriais como fontes
promissoras de compostos funcionais e nutricionais tem se intensificado. As tortas de
girassol sdo um subproduto obtido apds a extracdo mecanica do dleo, apresentam alto
valor nutricional proteico e sdo fontes naturais de compostos com atividade antioxidante.
No entanto, a presen¢a de compostos fendlicos faz com que ocorra o escurecimento da
torta devido a acdo da enzima polifenoloxidase reduzindo a digestibilidade das proteinas.
Desta forma, a recuperacdo desses compostos da torta de girassol é bastante relevante,
pois os extratos obtidos apresentam notavel atividade antioxidante e o valor nutricional
dos concentrados e isolados proteicos é mantido ou melhorado. O objetivo desse
trabalho foi obter uma condicdo 6tima de extracdo de compostos fendlicos da torta de
girassol liofilizada através da metodologia de superficie de resposta. Para a realizagao de
cada ensaio, a temperatura (25 — 90 °C), a razdo sdlidos/solvente (1:50 — 1:9) e a
concentracdo de etanol (20 — 80 %) foram determinadas através de um planejamento
fatorial. O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico da AOAC e o
tempo de extracdo através de um estudo de cinética, para a temperatura de 58 °C, a
razdo solidos/solvente de 1:11 e concentragdo de etanol de 48%. Os teores de fendlicos
totais, de flavonoides e a atividade antioxidante foram quantificados por espectrometria.
Para as condi¢Oes acima mencionadas, os teores de fendlicos totais ficaram na faixa de
8,1 — 14,1 mg AGE/g , os teores de flavonoides na faixa de 7,5 — 22,4 mg EE/g e a
atividade antioxidante na faixa de 55,3 — 155,0 mM TE/g, respectivamente. A analise
estatistica dos valores obtidos mostrou que as varidveis de processo exercem uma
influéncia significativa sobre as varidveis de resposta. Os modelos desenvolvidos por
todas as respostas apresentaram uma regressdo significativa e falta de ajuste nado
significativa para um nivel de confianca de 95%.

Palavras-chave: metodologia de superficie de resposta, torta de girassol e extragao de

compostos fendlicos.
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1 Introducao

O girassol (Helianthus annuus L) é a quarta oleaginosa em producdao de déleo
comestivel do mundo; é cultivado em todos os continentes por apresentar caracteristicas
agrondmicas importantes e uma ampla adaptabilidade a direfentes condi¢des climaticas.
No Brasil, a produgdo de girassol é pouco expressiva, representando apenas 0,5% da
producdo mundial. No entanto, a cultura do girassol vem se consolidando no pais devido
as caracteristicas nutricionais do dleo comestivel, rico em acidos graxos poliinsaturados, e
pela politica de bioenergia (Castro, Castiglioni et al., 1997).

As tortas sdo os subprodutos do processo de extragdo industrial do dleo de
girassol por prensagem mecanica; por serem ricos em proteinas sao utilizados como
racdo animal, mas a presen¢a do acido clorogénico, um potente antioxidante, faz com
gue ocorra o escurecimento da torta devido a acdo da enzima polifenoloxidase reduzindo
assim a qualidade nutricional da proteina.

O crescente interesse nos compostos fendlicos estd associando as suas
propriedades antioxidantes; varios estudos mostram os beneficios a saude humana
proporcionada por uma dieta rica nesses compostos. Esses compostos estao incluidos na
categoria de neutralizadores de radicais livres e apresentam uma grande gama de efeitos
biolégicos incluindo ac¢bBes antioxidantes, antiviral, antimicrobiana, antitumoral e
atividade antibacteriana (Haminiuk, Maciel et al., 2012).

A extracdo com solventes organicos é a metodologia mais empregada na
recuperacdo de compostos fendlicos de frutas e vegetais. Entretanto, o conhecimento do
comportamento de alguns fatores que influenciam as condi¢des de extragdo - tais como
tipo de solvente, temperatura, tempo de extracdo dentre outros - é essencial, pois pode
influenciar significativamente a eficacia da extracao.

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi determinar a melhor condi¢cdo de
extracdo (temperatura, razdo sdélidos/solvente e concentracdo de etanol) de compostos
fendlicos da torta de girassol através da metodologia de superficie de resposta.
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2 Revisao Bibliografica

2.1Girassol

O girassol (Helianthus annuus L) é uma dicotiledonea pertencente a familia
Asteraceae, originaria na América do Norte; destaca-se entre as quatro maiores culturas
de oleaginosas produtoras de dleo vegetal comestivel do mundo, ficando atrds apenas da
palma, da soja e da canola (Usda, 2009).

O girassol apresenta caracteristicas agrondémicas importantes, como maior
resisténcia a seca, ao frio e ao calor do que a maioria das espécies normalmente
cultivadas no Brasil. Essa semente apresenta ampla adaptabilidade as diferentes
condi¢des edafoclimaticas e seu rendimento é pouco influenciado pela latitude, pela
altitude e pelo fotoperiodo. Essa versatilidade e a crescente demanda do setor industrial
e comercial torna a cultura uma opcdo nos sistemas de rotacdo e sucessao de culturas nas
regides produtoras de graos (Castro, Castiglioni et al., 1997).

Atualmente, o girassol é cultivado em todos os continentes, atingindo uma darea
superior a 24 milhdes de hectares e uma producdo acima de 32 milhdes de toneladas. A
Russia é a maior produtora dessa oleaginosa superando 6,7 milhdes de toneladas,
seguido pela Unido Europeia com mais de 6,2 milhdes de toneladas. Na América do Sul,
destaca-se a Argentina com uma producdo de aproximadamente 5,0 milhdes de
toneladas(Agrianual, 2009).

O Brasil é um produtor pouco expressivo de girassol, tendo participado com
aproximadamente 0,5% da producdo mundial nos ultimos dois anos (Castro, Castiglioni et
al., 1997). Verifica-se, no entanto, que a produgdo nacional vem crescendo nos ultimos
dez anos, estimulado pelo consumo interno, importancia da oleaginosa e da politica de
bioenergia. Quanto as regibes produtoras, destaca-se o Centro-Oeste com
aproximadamente 80% tanto de area explorada quanto de produgao de graos,
destacando-se as regides de Goias e o Mato Grosso, esse Ultimo, atualmente, o maior
produtor de girassol. A regiao Sul ocupa a segunda posigao com 17% da area explorada e
20% da producdo nacional, sendo que o Rio Grande do Sul representa mais de 96% desse
total plantado. O restante da producdo no Brasil encontra-se na regidao Nordeste que, nos
ultimos dois anos, aparece como regido produtora destacando-se apenas os estados do
Rio Grande do Norte e do Ceara (Abastecimento, Setembro,2009).

As sementes de girassol constituem uma importante fonte de éleo e proteinas. De
acordo com a variedade, condi¢des agronGmicas, ambientais, época do ano que foram
cultivadas e densidade das sementes, estas podem conter de 38 a 50% de dleos, de 20 a
25% de proteina e teores de 14 a 16 % de fibras, conforme apresentado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Composicao quimica da semente de girassol
Componentes (%) Semente de girassol

Umidade 7-8
Matéria graxa 38 -50
Proteina 20- 25
Fibra bruta 14 - 16

Cinza bruta 3-4
Carboidratos 17 - 20

Fonte: (Tsuzuki, 2003), (Portas, 2001)

O dleo de girassol é considerado nobre e com elevado valor nutricional devido a
presenca de acidos graxos insaturados. Por ser essencial ao organismo humano, o dleo
deve ser ingerido por meio dos alimentos na forma de margarinas, azeites e dleos
refinados (Oliveira e Vieira, 2004). Também desempenha fung¢des importantes no
organismo humano como produto farmacéutico, atuando como antiinflamatério e
redutor de colesterol, contribuindo assim, para a preven¢do da aterosclerose e dos
problemas cardiovasculares (Castro, Castiglioni et al., 1997; Oliveira e Vieira, 2004).

A maioria dos dleos comestiveis é extraida das sementes por processos industriais
convencionais com solvente organico e sao refinados antes da comercializagdo. As
principais etapas de refinagdo - neutralizacdo, branqueamento e desodorizagdo - ocorrem
em condi¢cdes muito drasticas, que, inevitavelmente, resultam na perda de substancias
guimicas importantes, tais como as vitaminas, os esterdis, fendis e aromas. Com os
avangos tecnoldgicos, a extracdo do éleo por prensagem mecanica a frio tem sido cada
vez mais utilizada. Essa técnica é considerada economicamente melhor, pois ndo é
necessaria a etapa de refino, podendo ser consumido o 6leo logo apds a etapa de
decantacdo. Esses Oleos tém caracteristicas organolépticas e qualidades nutricionais
superiores aos 6leos extraidos com solventes (De Leonardis, Macciola et al., 2003).

As tortas de éleos tem alto valor nutricional, com teor de proteina entre 15 e
50 %, sua composi¢cdo depende da variedade, das condigdes de cultivo e métodos de
extragdo do dleo. Devido ao seu alto teor de proteina, as tortas sao usadas como ragao
animal, especialmente para ruminantes e peixes (Ramachandran, Singh et al., 2007). No
entanto, esses subprodutos podem ter diversas aplicagdes, como ingrediente funcional,
como aditivo em alimentos fortificados e como antioxidante natural para alimentos
(Weisz, Kammerer et al., 2009). Entre outras aplicacdes das tortas estdo a produgao de
enzimas, antibioticos, biopesticidas, vitaminas e outros produtos bioguimicos
(Ramachandran, Singh et al., 2007).

2.2Aproveitamento de residuos agroindustriais

O aproveitamento de subprodutos do processamento de frutas e vegetais como
fontes de compostos bioativos tem se intensificado nos ultimos anos. Os residuos
organicos como farelos, cascas, bagacos, sementes de frutas e cereais tém se mostrado
como potenciais ingredientes por serem ricos em proteinas, vitaminas e antioxidantes
(Ramachandran, Singh et al., 2007).

De acordo com Schieber et al. (2001), a exploracdo de residuos agroindustriais
como fontes de compostos funcionais e a sua aplicacdo é um campo promissor que
requer uma pesquisa interdisciplinar envolvendo tecnologia de alimentos, quimica de
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alimentos, nutricdo e toxicologia. A tecnologia de processamento deve ser aperfeicoada
para minimizar a geracdao de residuos e métodos para a completa utilizacdo dos
subprodutos devem ser desenvolvidos de modo que possam seraplicados em larga escala
e que tenham custo acessivel.

Os compostos extraidos a partir de subprodutos da industria de alimentos podem
ser divididos de forma ampla em: insoluveis (como as fibras, por exemplo); hidrossoluveis
(como os compostos fendlicos, por exemplo); e lipossoluveis, que é o caso dos
carotenoides (Schieber, Stintzing et al., 2001). Os compostos fendlicos sdao metabdlitos
secundarios cujos potencias efeitos na salde humana e atividade antioxidante tém sido
amplamente revisados. A capacidade antioxidante desses compostos faz com que eles
tenham uma ampla gama de aplicacdes sendo as principais a prevencao de reacdes de
oxidacdo lipidica em alimentos contendo dleos e gorduras e o uso como ingrediente
funcional em alimentos e suplementos alimentares.

No processamento e armazenamento de 6leos e gorduras as reac¢des de oxidacao
lipidica sdo responsdveis pela deterioracdo da qualidade dos alimentos, devido a
degradacdao de vitaminas lipossolliveis e de acidos graxos essenciais. A adicdo de
antioxidantes é necessaria, pois proporciona a preservacdo do sabor, cor e das
propriedades nutricionais dos produtos. Os compostos antioxidantes sdo capazes de
evitar as etapas de iniciacdo e propagacao das reacdes radicalares no processo oxidativo.
Na industria de alimentos sdo utilizados antioxidantes sintéticos como butil-hidro-tolueno
(BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA), propil galato (GP) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ),
porém estudos mostram que essas substancias possuem propriedades tdxicas a saude
humana e por isso seu uso é restringido por normas legislativas (Matthaus, 2002).

A obtencdo de antioxidantes a partir de extratos vegetais tem sido sugerida como
uma importante alternativa frente ao uso de antioxidantes sintéticos, diminuindo assim a
oxidacado lipidica e o escurecimento nao enzimatico durante processamento de alimentos
(Lugasi, Hovari et al., 2006; Kammerer, Schillmoller et al., 2007)(Porter, Conca et al.,
2006).

A disponibilidade de compostos fendlicos em residuos agroindustriais foi objeto
de uma revisdo realizada por Moure et al. (2001). Entre os residuos que tém sido
estudados como fontes de antioxidantes podem ser citadas: casca de arroz
(Ramarathnam, Osawa et al., 1989), cascas de trigo sarraceno (Watanabe, Ohshita et al.,
1997), casca de améndoa (Takeoka e Dao, 2002), bagaco de oliva (Sheabar e Neeman,
1988), sementes e bagaco de uva (Lu e Foo, 1997), bagaco e casca de maca (Lu e Yeap
Foo, 1999), sementes e cascas de frutas citricas (Bocco, Cuvelier et al., 1998) entre outros.

As caracteristicas organolépticas dos extratos vegetais devem ser adequadas para
a incorporagcdo em produtos alimentares; além da cor e do sabor, os aspectos de custos
de producdo, atividade antioxidante e atividade tdxica ou patogénica devem ser
considerados. Embora, ainda seja necessdria uma extensa pesquisa para selecionar as
fontes de compostos bioativos, os residuos agroindustriais sdo considerados bastante
promissores.



DEQUI / UFRGS — Ana Cardinale Pereira Souza 5

2.3Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente encontrados no
reino vegetal caracterizados pela sua atividade antioxidante, sdao essenciais para o
crescimento e reproducdo da planta. A quantidade dessas substancias é influenciada
pelas técnicas de cultivo, condi¢cdes de crescimento, maturagao, bem como condi¢des de

processamento e armazenamento (Shahidi e Naczk, 2004).

O crescente interesse nestas substancias é principalmente devido ao seu potencial
antioxidante e aos beneficios a saude ligados a ingestdo regular e a sua
biodisponibilidade. Estudos demonstraram a importancia do consumo de frutas e
vegetais, em particular para a prevencao de doengas associadas com o estresse oxidativo
(Haminiuk, Maciel et al., 2012). Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de
substancias antioxidantes na dieta diaria, pode produzir uma acgao protetora efetiva
contra os processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo (Kurosumi,
Sasaki et al., 2007). Estdo incluidos na categoria de neutralizadores de radicais livres e
apresentam uma grande gama de efeitos bioldgicos incluindo ac¢des antioxidantes,
antiviral, antimicrobiana, antitumoral e atividade antibacteriana (Haminiuk, Maciel et al.,
2012).

Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substdncias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura varidvel e com isso, sdo multifuncionais englobando desde moléculas
simples até moléculas com alto grau de polimerizacao. Existem cerca de cinco mil fendis,
dentre eles, destacam-se os flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferdis (Shahidi e Naczk, 2004). Nos vegetais, os compostos
fendlicos estdo presentes na forma livre ou ligados a acglcares (glicosidios) e proteinas
(Balasundram, Sundram et al., 2006).

Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil
por este ser mais prevalente na etapa da autoxidag¢do e por possuir menor energia do que
outros radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio (Decker, 1998). O radical
fenoxil resultante, embora relativamente estdvel, pode interferir na reacdo de
propagacdo ao reagir com um radical peroxil, via interacdo entre radicais. O composto
formado, por acdo da luz ultravioleta e temperaturas elevadas, pode originar novos
radicais, comprometendo a eficiéncia do antioxidante, que é determinada pelos grupos
funcionais presentes e pela posicdo que ocupam no anel aromdtico, bem como pelo
tamanho da cadeia desses grupos (Shahidi, Naczk et al., 1992).

O 4cido clorogénico (ACG) é o principal composto fendlico presente nas sementes
de girassol, sendo também encontradas pequenas quantidades de acido caféico (AC),
cindmico, cumarico, feldrico, sinaptico e acidos hidroxicinamicos (Milic, Stojanovic et al.,
1968; Mikolajczak, Smith et al., 1970). Quimicamente o AGC é um éster do acido caféico
com o acido quinico sendo encontrado nos vegetais em trés possiveis formas isoméricas:
3-ACG, 4-ACG e 5-ACG. Tanto o ACG quanto o AC sdo conhecidos como antioxidantes
eficazes (Nakatani, Kayano et al., 2000). Kubicka, Jedrychowski et al. (1999)
demonstraram que esses dois compostos fendlicos sdo capazes de inibir a acdo da enzima
lipoxigenase de sementes de girassol. Marinova e Yanishlieva (1997) relataram a eficiente
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capacidade antioxidante do acido caféico em d6leo de girassol quando submetidos ao
tratamento térmico a 25 e 100 °C.

Ainda que ocorra a remocdo dos tocoferdis e parte dos fosfolipidios no processo
de extracdo do dleo, o alto teor de polifendis nos residuos da producdo de dleo
demonstra que o processo de extracdo ndao diminui o teor desses compostos, pois
dificilmente os acidos fendlicos se solubilizam na fase lipidica (Matthdus, 2002). A
presenca do ACG na torta de girassol estd associada ao desenvolvimento de uma
coloragdo verde escura e marrom. A reacdo de escurecimento ocorre pela acdo da enzima
polifenoloxidase que catalisa a oxidacdo do ACG em o-quinonas; por serem altamente
reativas essas substancias ligam-se covalentemente com grupos tiol ou amino das
proteinas (Nakatani, Kayano et al., 2000).

As proteinas de girassol sao deficientes em lisina e a interagdao dos compostos
fendlicos com as proteinas diminui ainda mais o seu valor nutritivo reduzindo a
guantidade de aminoacidos essenciais e a digestibilidade, além de alterar suas
propriedades organoléptica e funcional, estabilidade e vida de prateleira (Subramanian,
Shamanthaka Sastry et al., 1990). Desta forma, a recuperacdo de compostos fendlicos de
tortas de girassol é bastante relevante, pois os extratos obtidos apresentam notavel
atividade antioxidante e o valor nutricional dos concentrados e isolados proteicos é
mantido ou melhorado.

2.4Extracao com solventes

A extracao, purificacdo e identificacdao de compostos bioativos oriundos de fontes
naturais sdo imprescindiveis, uma vez que estas substancias sdo muitas vezes utilizadas
na prepara¢ao de suplementos alimentares, ingredientes para alimentos funcionais e
nutracéuticos, aditivos alimentares, produtos farmacéuticos e cosméticos (Chavan,
Shahidi et al., 2001).

7

A extracdo com solventes organicos é a metodologia mais empregada na
recuperacdao de compostos fendlicos de frutas e vegetais. Algumas etapas preliminares
devem ser realizadas para facilitar o processo de extracdo e conservacdo destes
compostos antioxidantes, que sdo sensiveis a acdo da luz, oxigénio e calor (Naczk e
Shahidi, 2006).

A solubilidade dos compostos fendlicos esta diretamente relacionada com a sua
natureza quimica variando desde substancias simples ao altamente polimerizado. Nos
vegetais as substancias antioxidantes estdo presentes em quantidades varidveis na forma
livre ou complexados com carboidratos e proteinas. Alguns desses complexos, assim
como alguns fendlicos com alto peso molecular, sdo altamente insoliveis em dgua.
Entretanto, os extratos sempre contém mistura de substancias fendlicas de diferentes
classes que sdo solubilizadas no solvente do sistema escolhido. Portanto, estagios
adicionais podem ser necessarios para purificar o extrato e remover substancias fendlicas
e nao fendlicas indesejaveis, tais como ceras, terpenos, clorofilas e gorduras (Naczk e
Shahidi, 2006).

A preparacdao das amostras desempenha uma etapa importante na quantificacao
de fitoquimicos, influenciando fortemente a repetibilidade e exatiddo da analise (Zhao, Lv
et al., 2011). Os vegetais normalmente sdo desidratados, liofilizados ou congelados, e
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ainda peneirados ou moidos antes do processo de extragdo. Assim, os substratos atingem
maior superficie de contato com o solvente de extracdo e as enzimas lipoxigenase
tornam-se inativas. Tais enzimas, naturalmente presentes em vegetais, sdo responsaveis
pela rancidez oxidativa enzimatica (Gamez-Meza, 1999; Juntachote e Berghofer, 2005).

O conhecimento do comportamento de alguns fatores que influenciam as
condicOes de extracdo, tais como a polaridade do solvente, o tempo de extracdo, a
temperatura, o pH, a razdo solvente/soluto e o tamanho de particula, entre outros é
essencial pois podem influenciar significativamente a eficdcia da extragao (Wettasinghe e
Shahidi, 1999; Cacace e Mazza, 2003). A taxa de transferéncia de massa e equilibrio sdo
dois conceitos fundamentais que regem o processo de extracdo (Cacace e Mazza, 2002)

A escolha do solvente mais adequado depende da sua seletividade, miscibilidade,
densidade, custo, pressdao de vapor, viscosidade, estabilidade quimica e térmica
(Mukhopadhyay, 2006; Prasad, Hassan et al., 2011; Haminiuk, Maciel et al., 2012). A
polaridade do solvente desempenha um papel importante na extracao seletiva de
diferentes antioxidantes: agua e os solventes organicos tais como metanol, etanol e
acetona, bem como misturas aquosas dos mesmos sdo comumente utilizados (Murga,
Ruiz et al., 2000; Shahidi e Naczk, 2004; Sun e Ho, 2005). No entanto, a toxicidade do
metanol e da acetona tem levado a um interesse da industria alimenticia pelo etanol e
pela dgua como solventes extratores.

Mohsen e Ammar (2009) avaliaram os efeitos da polaridade de diferentes tipos de
solventes organicos (metanol, etanol, acetona, hexano, cloroférmio, butanol, éter de
petrdleo e cloreto de metileno) e o efeito da polaridade da dgua no processo de extracdo
de compostos fendlicos de farelo de milho. O etanol mostrou o melhor resultado na
extracdo de compostos fendlicos seguido pelo metanol e pela dgua. Os solventes com
menor polaridade tais como, a acetona, o éter de petréleo, o butanol, o cloroférmio, o
cloreto de metileno e hexano, demonstraram uma menor capacidade de extracdo
comparada com os solventes polares.

Matthaus (2002) mostrou que as quantidades de compostos fendlicos extraidas de
subprodutos do processamento de oitos sementes oleaginosas foram influenciadas pela
polaridade dos solventes utilizados: dgua, metanol 70%, acetona 70% e acetato de etila.
Os resultados indicaram que a quantidades de substancias extraidas foram menores para
solventes com menor polaridade.

A temperatura e o tempo também sdo varidveis importantes que influenciam a
extracdo de compostos fendlicos. De acordo com Wettasinghe e Shahidi (1999), os
compostos antioxidantes podem ser mobilizados tanto em temperaturas mais baixas
quanto em temperaturas mais elevadas, porém em temperaturas mais elevadas pode
ocorrer a degradacdo térmica dessas substancias. Também foi afirmado que a taxa de
extracdo de antioxidantes termicamente estaveis em temperaturas elevadas é maior do
gue a taxa de decomposicdo. Isto tem sido sugerido pelo fato de que extratos preparados
a temperatura mais elevada apresentaram atividade antioxidante relativamente superior.
O aumento da temperatura pode favorecer a extracdao devido ao aumento da solubilidade
dos compostos fendlicos no solvente. Um efeito importante do aumento da temperatura
de extracdo pode ser o aumento da taxa de extracdao e consequentemente, a reducao do
tempo de extracdo (Cacace e Mazza, 2002).
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Silva, Rogez et al. (2007) avaliaram que a temperatura apresentou uma correlacao
linear na extracdo de compostos fendlicos de ioga-cipd Inga edulis; a temperatura foi
variada 15 a 65 °C e os autores concluiram que, quanto maior a temperatura, mais
elevada é a quantidade de fendlicos extraidos.

A razdo solidos/solvente é outro parametro importante que deve ser considerado
durante a extracdo, pois determina a quantidade de solvente que sera utilizado. O
aumento do custo de producdo devido ao uso de quantidades elevadas de solvente ndao
estd apenas relacionado com a quantidade de solvente empregada, mas também com o
custo associado com a sua remocao (Meireles, 2009).

Cacace e Mazza (2003) relataram a influéncia da razdo sélidos/solvente durante a
extracdo de antocianinas de groselhas pretas moidas. Eles concluiram que essa foi a
variavel mais importante em relacdo aos demais estudados (temperatura e composicao
do solvente). O aumento da razdo sodlidos/solvente foi relacionado com maiores
recuperacoes de antocianinas de uma forma quase linear, para todos os solventes
testados, efeito este corroborado de forma tedrica pelos principios de transferéncia de
massa. A razdo sdélidos/solvente variou de 6 a 74 mL g'l, e os rendimentos de antocianinas
ficaram na faixa de 11a 15 mg g™.
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo, é apresentada a metodologia empregada para a realizacdo da
extracdo dos compostos fendlicos da torta de girassol, bem como equipamentos e
métodos analiticos para determinacdo dos fendlicos totais, flavonoides e a atividade
antioxidante.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) e na Central Analitica, localizados no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na
cidade de Porto Alegre.

3.1Matéria prima

As tortas de girassol utilizadas nos experimentos foram fornecidas pela empresa
Vital Atman situada em Uchoa, S3o Paulo, Brasil. A empresa é produtora de dleos
comestiveis e o processo de producdo é constituido apenas pelas etapas de prensagem a
frio e decantacdo dos sélidos. As tortas utilizadas no presente trabalho sdo provenientes
da etapa de prensagem.

Os padroes de Epicatequina, de Trolox (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano) e do ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil) e o acido galico da Vetec (Sdo Paulo,
Brasil). O reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Merck Millipore Brasil (Sdo Paulo,
Brasil) e o alcool etilico PA da Vetec (Sdo Paulo, Brasil).

3.1.1 Preparo da amostra

Previamente as analises, um quilo de torta de girassol foi liofilizado por 12h
(Liofilizador LS6000, Terroni, Brasil) e posteriormente o farelo foi homogeneizado
passando em uma peneira de mesh 08 com abertura de malha de 2,38 mm. As amostras
de farelo de girassol liofilizado foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas a
temperatura de — 18 °C até o momento das analises.

3.1.2 Determinacgdo da umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, de acordo com
metodologia (Aoac, 1990). Este método consiste em pesar, em balanca analitica, com
precisdo de 0,0001 g (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha), 5 g de amostra em uma capsula
de aluminio previamente seca e colocar em estufa (marca De Léo, modelo ASDGTEMP) a
105 °C. As amostras foram deixadas durante a noite na estufa e pesadas apds,
aproximadamente, 15 h. A umidade foi calculada através da diferenca de massa antes e
apos a secagem da amostra, utilizando a Equacdo 3.1 e o resultado obtido em
porcentagem. Todas as anadlises de umidade deste trabalho foram realizadas em
triplicata.

" = Maw = Mas 19 (3.1)
m

Na Equacdo 3.1, x" é a umidade em porcentagem, mg, € a massa de amostra Umida e mys
é a massa de amostra seca.

au
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3.2Extra¢dao dos compostos fendlicos

Os experimentos envolvendo a extracdo dos compostos fendlicos da torta de
girassol foram divididos em duas etapas. Na primeira etapa, foi realizada uma cinética de
extracdo desses compostos fixando as demais variaveis que influenciam a extracdo, com o
objetivo de determinar o tempo maximo de extracdo. Na segunda etapa, foi realizado um
planejamento fatorial 23 com pontos axiais e seis repeti¢des do ponto central totalizando
20 ensaios. Nesse planejamento foi avaliada a influéncia de trés varidveis independentes:
temperatura, razdo sdlidos/solvente e concentragdo de etanol.

Na primeira etapa, cada extracdo foi realizada em um shaker (Cientec, modelo CT-
712RN, Brasil) na temperatura de 58 °C, sendo que a razdo solvente/sélidos foi de 9:1 e os
ciclos de extracdo foram 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos. Aproximadamente 1 g de
amostra foi pesado em balan¢a analitica (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha), sendo o
peso anotado para posterior correcao, e diluidos em 9 mL de etanol 48%. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) por 20 min, a 6000
rom e a temperatura de 25 °C. O sobrenadante foi coletado em uma proveta de 10 mL e
seu volume foi ajustado utilizando a solugao extratora. O extrato contendo os compostos
fendlicos foi, entdo, armazenado refrigerado até a realizagcdo das analises. As extracdes
foram realizadas em duplicata.

Na segunda etapa, os experimentos foram realizados em um aparato experimental
de extracdo composto por um banho de aquecimento, um banho de resfriamento. Um
agitador magnético, uma célula de vidro encamisada e um condensador, conforme
visualizado na Figura 3.1.

Condensador

Banho de
resfriamento

Banho de
aquecimento Célula de vidro
encamisada
Agitador
magnético

Figura 3.1 — Fotografia do aparato experimental de extracdo.
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A célula de vidro encamisada apresenta 7,5 cm de diametro externo, uma altura
de 10 cm e um encaixe superior de 5 cm. A célula foi colocada sobre um agitador
magnético (Fisatorm, modelo 706 A) e conectada a um banho de aquecimento (Lauda,
modelo T, Alemanha) no qual a temperatura foi mantida constante em cada extracao.
Para evitar a evaporag¢dao do solvente durante este periodo, a célula foi conectada por
intermédio do encaixe superior, a um condensador, que por sua vez, esta conectado a um
banho de resfriamento (Lauda, modelo RM 12, Alemanha) mantido na temperatura de
5°C.

Cada extracdo foi realizada no aparato experimental da Figura 3.1 utilizando um
ciclo de 40 min na variavel temperatura, concentracdo de etanol e razdo solvente/sdlidos
de acordo com as condi¢Ges estabelecidas no planejamento fatorial. Aproximadamente 1
g de amostra foi pesado em balanga analitica (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha), sendo
o peso anotado para posterior correcio e diluido na solucio de extracdo.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) por
20 min, a 6000 rpm e a temperatura de 25 °C. O sobrenadante foi coletado em uma
proveta e seu volume foi ajustado utilizando a solugdo extratora. O extrato contendo os
compostos fendlicos foi, entdo, armazenado refrigerado até a realizacdo das analises.

3.3Determinacao dos compostos fendlicos totais

A metodologia de avaliagdo dos compostos fendlicos utilizada neste trabalho foi
adaptada de Waterhouse (2002). Para avaliacdo do teor de fendlicos totais nas amostras,
40 pL de extrato (ou padrdo de acido galico, no caso da curva de calibracdo) foram
adicionados de 3,2 mL de dgua destilada e 200 pL do reagente de Folin-Ciocalteu; a
mistura foi levemente agitada e deixada no escuro por 5 min em um tubo Falcon de
15 mL. Apds esse periodo, a solugdo foi adicionada de 600 pL de uma solugdo saturada de
carbonato de sddio, agitada em vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) por alguns
segundos e deixados no escuro, a temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as amostras
foram transferidas para cubetas de quartzo e foram realizadas as medidas de absorbancia
utilizando um espectrofotometro (Pré-Analise, modelo UV 1600, Brasil) e comprimento
de onda (A) igual a 765 nm. Os resultados sdo apresentados na forma de mg de
equivalentes de acido gélico por g de amostra seca.

O branco foi elaborado da mesma forma que as amostras para evitar a leitura de
compostos interferentes, apenas substituindo o extrato por agua destilada. O valor
obtido para o branco foi subtraido das absorbancias encontradas para as amostras.

Para quantificacdo dos compostos fendlicos foi utilizado um padrdao externo,
preparado separadamente da amostra. A calibracdo foi realizada através da elaboracgao
de uma curva de calibragdo, obtendo-se o sinal de resposta (absorbancia) como funcdo da
concentra¢cdao conhecida do analito. Para elabora¢dao da curva padrao, primeiramente, foi
elaborada uma solucdo padrao de acido gélico. A solucdo consiste na diluicdo de 0,5 g de
acido galico em 10 mL de 4lcool etilico PA em um baldo volumétrico de 100 mL, no qual o
volume é completado com agua destilada (concentracdo final 5 g L™). Na obtenc3o das
diferentes diluicdes da curva de calibracdo 0,1, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 mL de solugdo foram
diluidos em 100 mL de agua destilada, a fim de se obter padrées com as concentragdes de
50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L'l, respectivamente.
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Os teores de fendlicos totais foram expressos em equivalente de acido galico por
grama de amostra em base seca (mg EAG/g) sendo determinados pela equacdo da reta da
curva de calibragdo (R?=0,9968):

C,=0,8314A—-0,0448 (3.2)

Na Equacdo (3.2), A é a absorbancia e C; a concentracdo de fendlicos totais (mg EAG/g).

3.4Determinacdo de flavonoides

A metodologia de avaliacao dos flavonoides utilizada neste trabalho foi adaptada
de Yang, Liu et al. (2009). Para a avaliacdo da quantidade de flavonoides nas amostras,
adicionou-se a 250 pL de extrato (ou padrdo de epicatequina, no caso da curva de
calibracdo) 1,7 mL de 4gua destilada e 75 L de solucdo de nitrito de sddio 5%, a mistura
foi levemente agitada e deixada no escuro por 5 min em um tubo Falcon de 15 mL. Apds
esse periodo, a solucdo foi adicionada 150 uL de solucdo de cloreto de aluminio 10% e
novamente foi levemente agitada e deixada no escuro por 6 min. Em seguida, a solugao
foi adicionada de 0,5 mL de NaOH 1 mol/L e agitada em vortex (Phoenix Luferco, modelo
AP 56, Brasil) por alguns segundos. Por fim, as amostras foram transferidas para cubetas
de quartzo e foram realizadas as medidas de absorbancia utilizando um
espectrofotometro (Pro-Analise, modelo UV 1600, Brasil) e A igual a 510 nm. Os
resultados sdao apresentados na forma de mg de equivalentes de epicatequina por g de
amostra seca.

O branco foi elaborado da mesma forma que as amostras para evitar a leitura de
compostos interferentes, apenas substituindo o extrato por agua destilada. O valor
obtido para o branco foi diminuido das absorbancias encontradas para as amostras.

Para quantificacdo dos flavonoides foi utilizado um padrdo externo, preparado
separadamente da amostra. A calibracdo foi realizada através da elaboragdo de uma
curva de calibracdo, obtendo-se o sinal de resposta (absorbancia) como funcdo da
concentracdao conhecida do analito. Para elaboracdo da curva padrao, primeiramente, foi
elaborada uma solucdo padrao de epicatequina. A solucdo consiste na diluicdo de 0,1 g de
epicatequina em 10 mL de metanol PA em um baldo volumétrico de 100 mL, no qual o
volume é completado com agua destilada (concentragdo final 1 g L™!). Na obtencg3o das
diferentes diluicdes da curva de calibracdo 0,1, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mL de solucdo foram
diluidos em 100 mL de agua destilada, a fim de se obter padrées com as concentracdes de
50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L'l, respectivamente.

Os teores de flavonoides foram expressos em equivalente de epicatequina por
grama de amostra em base seca (EE mg/g) sendo determinados pela equacdo da reta da
curva de calibragdo (R?=0,9956):

C, =2,8522A-0,0117 (3.3)

Na Equacdo (3.3), A é a absorbancia e C, a concentracdo de epicatequina (mg
EE/g).
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3.5Determinag¢do da capacidade antioxidante com o radical ABTS

Nesta analise foi utilizado o método de Re, Pellegrini et al. (1999). Inicialmente, o
reagente ABTS foi dissolvido em 50 mL agua, obtendo-se uma concentracdo de 7 mM. O
cation ABTS foi produzido reagindo essa solugdao com persulfato de potdssio 140 mM e
deixando esse mistura no escuro por 16 h antes do uso. Para o ensaio, a solucdo
contendo o radical ABTS foi diluida em &lcool etilico PA até que a absorbancia de 0,70 (+
0,05) a 734 nm fosse atingida. Aliquotas de extrato de 30 pL foram misturadas com 3 mL
da solugao de ABTS (A734 = 0,70 £ 0,05) e a absorbancia foi determinada apds 6 min a 734
nm. Os extratos foram diluidos 1:3 de forma que as absorbancias ficassem dentro da faixa
obtida na curva de calibracao.

Para elaboracdo da curva de calibragdao, primeiramente, foi elaborada uma
solucdo padrdo de Trolox 2 mM. A solucdo consiste na diluicdo de 25 mg de trolox em 10
mL de etanol PA em baldo volumétrico de 50 mL, no qual o volume é completado com o
mesmo solvente. Na obtencdo das diferentes diluicGes da curva de calibracdo 0,5, 2,5, 5,
7,5 e 10 mL de solugdo foram diluidos em 10 mL de etanol, a fim de se obter padrées com
as concentracdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM, respectivamente.

A atividade antioxidante foi expressa em equivalente de Trolox por grama de
amostra em base seca (UM TE/g) sendo determinado pela equacdo da reta da curva de
calibracio (R*=0,9972):

A,;, =—0,0003C, +0,6779 (3.4)

Na Equacdo (3.4), A;34 é a absorbancia em 734 nm e C3 a concentragao de Trolox
(LM TE/g).

3.6Planejamento Fatorial

Para analisar diferentes condi¢des de extracao de compostos fendlicos da torta de
girassol, foi realizado um planejamento composto central, que consiste num fatorial 23
incluindo seis pontos axiais e seis repeticdes no ponto central (totalizando 20 ensaios).

As varidveis independentes, temperatura (x;), razdo sélidos/solvente (x2) e
concentracao de etanol (x3), foram avaliadas em cinco niveis. Os niveis de temperatura,
razdo solidos/solventes e a concentracdo de etanol estdo mostrados na Tabela 3.1. As
respostas avaliadas estatisticamente foram o teor de fendlicos totais (y;), o teor de
flavonoides (y.) e atividade antioxidante (y3).

O modelo polinomial de segunda ordem foi estabelecido para a modelagem dos
dados experimentais:

2 2 2
yi = ﬂO + ﬁlxl + ﬂZXZ + ﬂ3X3 + ﬂllxl + ﬂZZXZ + ﬂ33x3 + ﬂ12X1X2 + ﬂ13X1X3 + ﬂ23x2x3 (32)

Na Equacgdo 3.2, S sdo os coeficientes de regressdo; Y, a variavel de resposta e x;, X,e
X;sd0 as varidveis independentes. Ademais, foram avaliados modelos reduzidos

desconsiderando as variaveis ndo significativas, com um grau de confianga de 95% (p <
0,05).

Foi calculado o erro médio do modelo obtido através da equacdo:
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E(%):1002| yexp_ycal | (35)
n i=1 yexp

onde E é o erro médio, n é o nimero de dados experimentais, yex, Sd0 0s dados
experimentais e o0 Y. 30 os valores preditos pelo modelo.

Para a andlise dos dados obtidos experimentalmente foi utilizada a metodologia
de superficie de resposta através do software Statistica® versdo 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa
OK, USA).

Tabela 3.1 - Planejamento Fatorial Composto Central

. Temperatura Razao Concentracao
Ensaios X X2 X3 (°C) solidos/solvente de etanol (%)
1 -1 -1 -1 38 1:26 32
2 1 -1 -1 77 1:26 32
3 -1 1 -1 38 1:11 32
4 1 1 -1 77 1:11 32
5 -1 -1 1 38 1:26 68
6 1 -1 1 77 1:26 68
7 -1 1 1 38 1:11 68
8 1 1 1 77 1:11 68
9 -1,68 0 0 25 1:15 50
10 1,68 0 0 90 1:15 50
11 0 -1,68 0 58 1:50 50
12 0 1,68 0 58 1:9 50
13 0 0 -1,68 58 1:15 20
14 0 0 1,68 58 1:15 80
15 0 0 0 58 1:15 50
16 0 0 0 58 1:15 50
17 0 0 0 58 1:15 50
18 0 0 0 58 1:15 50
19 0 0 0 58 1:15 50
20 0 0 0 58 1:15 50

X;variaveis codificadas
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4 Resultados

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a
obtencdo de uma condigdo 6tima de extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol
através da metodologia de superficie de resposta.

Este capitulo foi dividido em quatro sec¢des. Inicialmente sdo apresentados os
resultados da umidade da matéria-prima e do estudo da cinética de extracdo. Na
sequéncia, sdo apresentados os resultados relativos as analises espectrofotométricas dos
extratos referentes aos teores de fendlicos totais, os teores de flavonoides e a atividade
antioxidante.

4.1Umidade e estudo da cinética de extragao

A analise da umidade foi determinada através do método gravimétrico descrito na
secdao 3.1.2 e a torta de girassol apresentou uma umidade de 3,7% * 0,2 apds a
liofilizagdo. A andlise antes do processo de liofilizagdao era de 7,62% + 0,04. Esse pré-
processo foi realizado para minimizar a umidade das amostras e, desta forma, retardar as
reacoes de degradacao do produto.

A Figura 4.1 mostra os resultados obtidos no estudo da cinética de extragao dos
compostos fendlicos, onde os valores de fendlicos totais estdo plotados versus o tempo. A
analise desta figura mostra que os teores de fendlicos totais permaneceram constantes
apos 25 minutos de extracdo para as condicdes descritas na secdo 3.2. Portanto, foi
estabelecido um tempo de extracdo de 40 min para a realizacdao dos experimentos do
planejamento fatorial descrito na secao 3.6.

2,7 -
26 -
26
25
25
24 -
2,4 -
23 -

Fenélicos totais(mg EAG/g)

2,3 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 4.1 — Resultados da cinética de extracdo de compostos fendlicos da torta de
girassol.
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4.2 Fenodlicos Totais

Os teores de fendlicos totais da torta de girassol foram determinados através da
absorbancia da reagdo utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Os valores obtidos estao
apresentados na Tabela 4.1, assim como o desvio padrao para as triplicatas das andlises
realizadas no espectrofotometro.

Tabela 4.1 - Teores de fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante na torta de
girassol para as condi¢des estabelecidas no planejamento composto central.

Ensaios Temperatura Razao Concentragao Fendlicos totais Flavonoides ABTS™" (mM
(°C) sélidos/solvente de etanol (%) (mg AGE/g) (mg EE/g) TE/g)

1 38 26 32 14,1+0,4 16,7+ 0,5 77,913
2 77 26 32 11,0+0,1 22,4+0,8 85,32 +1,95
3 38 11 32 8,8+0,4 8,7+0,2 55,3+0,7
4 77 11 32 8,1+0,2 11,1+0,2 57,5+1,2
5 38 26 68 11,32+ 0,09 18,2+04 79,09 £ 1,95
6 77 26 68 10,7+0,4 15,7+0,4 86,1+2,1
7 38 11 68 11,0+ 0,2 99+0,1 56,7+1,9
8 77 11 68 10,9+0,3 7,5+0,2 65,9+2,5
9 25 15 50 12,1+0,2 11,02 + 0,09 64,2+1,1
10 90 15 50 7,1+£0,2 9,0+£0,1 69,9+1,2
11 58 50 50 10,2+0,3 21,3+0,3 155,0+ 6,7
12 58 9 50 9,8+0,4 8,43 + 0,06 63,5+1,6
13 58 15 20 12,3+0,2 11,7+0,1 74,0x+1,1
14 58 15 80 10,5+0,2 9,79 + 0,04 66,4 0,2
15 58 15 50 13,6 £ 0,2 12,08 + 0,07 74,7 £1,2
16 58 15 50 11,6 +0,2 10,6 £ 0,2 79,9+0,7
17 58 15 50 114+0,1 10,01 + 0,07 99,9 + 3,2
18 58 15 50 12,2+0,2 10,99 £+ 0,03 78,9+0,5
19 58 15 50 11,6 £ 0,3 12,17 £ 0,09 70,2 +£1,7
20 58 15 50 12,1+0,3 10,4+0,3 89,5+1,8

Os resultados apresentados nessa tabela mostram que o teor de fendlicos totais
ficou na faixa de 8,1 — 14,1 mg AGE/g de torta.

Através da metodologia de superficie de resposta foi avaliada a influéncia das trés
variaveis em estudo sobre os teores de fendlicos totais extraidos da torta de girassol.
Foram calculados os efeitos dos fatores lineares, quadraticos e das interagdes, assim
como o erro puro, o coeficiente t e a significancia estatistica (p), conforme a Tabela 4.2.
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O valor do coeficiente p estd relacionado com o nivel de significancia da varidvel
independente sobre a varidvel de resposta em estudo. Normalmente, é escolhido como
intervalo de confianga o valor de 95%, sendo assim, pode-se afirmar que para valores de
p inferiores a 0,05 a varidvel é considerada estatisticamente significativa. Caso contrario,
a varidvel é considerada ndo significativa. A Tabela 4.2 mostra que os fatores lineares (L) e
quadraticos (Q) da temperatura (T) e da razdo sdlidos/solvente (R) bem como a interagdo
entre a concentracdo de etanol (Cetanol) € @ razdo sélidos/solvente foram significativos
para o nivel de confianga de 95%.

Tabela 4.2 — Magnitude dos efeitos dos fatores sobre o teor de fendlicos totais

Fatores Efeito estimado Erropuro t(5) Coeficientep
Média 11,94 0,27 44,15 0,00
T(L) -1,89 0,42 -4,47 0,01
T(Q) -1,52 0,41 -3,70 0,01
R(L) -1,29 0,42 -3,05 0,03
R(Q) -1,22 0,41 -2,98 0,03
R (L) X Cetanol (L) 2,05 0,55 3,71 0,01

L - efeito linear Q - efeito quadratico
T-temperatura R -razdo sélidos/solvente Ceanol - CONcentragdo de etanol

Os valores dos efeitos estimados indicam quanto cada fator influencia a resposta
estudada. Quanto maior o seu valor, maior é a sua influéncia. O valor de t indica a
varidvel em relagdo ao seu desvio. Portanto, quanto maior o valor de t maior é a
probabilidade de a varidavel ser estatisticamente significativa. Dentre os fatores
significativos, a temperatura apresentou o menor valor p e o maior valor t, mostrando ser
a variavel que mais influencia no teor de fendlicos totais.

Mazza e Cacace (2003) apresentaram resultados semelhantes para os teores de
fendlicos totais e antocianinas extraidas de groselhas pretas. Nesse estudo, eles
verificaram que a temperatura e a razdo soélidos/solvente exerceram efeitos lineares e
quadraticos negativos. Isso significa que o aumento da temperatura e da razdo
solidos/solvente provoca um decréscimo da varidvel de resposta.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a significancia da
regressdo e da falta de ajuste do modelo reduzido a um nivel de confianca de 95%. Na
Tabela 4.5 encontram-se os valores calculados e tabelados de F. O modelo apresentou
regressao significativa (Fcaiculado > Ftabelado) € O coeficiente de determinacdo (RZ) obtido
para o modelo foi de 0,7270. A falta de ajuste ndo foi significativa.

Tabela 4.5 - Resultados da andlise de variancia do modelo reduzido para o teor de
fendlicos totais.
Fontedevariagdo SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado

Regressao 38,94 5 7,79 7,46 2,96
Residuo 14,62 14 1,04
Erro puro 11,57 9 1,29

Faltadeajuste 3,05 5 0,61
Total 53,55 19
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O modelo reduzido e codificado proposto para representar o teor de fendlicos
totais (y;) na torta de girassol é representado pela seguinte equacgao:

y, =11,94 -1,89x, —152x,° —1,29x, —1,22X,” + 2,05X,X, (4.1)

O erro médio (calculado pela equacdo 3.3) foi de 6,74% indicando que o ajuste é
adequado. De acordo com Neto, Scarminio e Bruns (1995), valores de erro médio abaixo
de 10% indicam um ajuste adequado para propdsitos praticos.

As superficies de contorno do modelo reduzido sdo apresentadas na Figura 4.2. A
Figura 4.2 (a) mostra a variacdo do teor de fendlicos totais em funcdo da temperatura e
da razdo solidos/solvente. Observa-se que o aumento da temperatura e da razdo
solidos/solvente provoca uma diminuicdo do teor de fendlicos totais. A maior
concentracdo de compostos fendlicos foi obtida na temperatura de 46 °C.

Na Figura 4.2 (b) é visualizada a superficie de contorno para as varidveis
independentes concentragdes de etanol e temperatura. Observa-se que o teor de
fendlicos totais ndo é influenciado pela concentracdo de etanol. A varidvel de resposta
atinge valores maximos para temperaturas na faixa entre 25 e 50°C em toda a faixa de
concentracao de etanol estudada.
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Figura 4.2 — Superficies de contorno para o teor de fendlicos totais (a) da
temperatura e razdo sélidos/solvente, (b) da concentracdo de etanol e
temperatura e (c) da razdo sélidos/solvente e concentracdo de etanol em valores
codificados.
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A Figura 4.2 (c) mostra a variacdo do teor de fendlicos totais em funcdo da
concentracdo de etanol e da razdo solidos/solvente. Nessa figura é possivel observar que
o teor de fendlicos totais é influenciando pela interacdo entre esses dois parametros. A
maior concentracdo de compostos fendlicos foi obtida com maiores volumes de solvente
e menores concentracdes de etanol.

Durante o processo de extragdao, em temperaturas mais elevadas pode ocorrer o
aumento da solubilidade dos compostos fendlicos, da taxa de difusdo e da taxa de
extracdo devido a redugdo da viscosidade e da tensdo superficial do solvente (Ju &
Howard, 2003). No entanto, o aumento da temperatura pode promover a degradac¢do dos
compostos fendlicos proporcionados pelas modificagbes na sua estrutura quimica
(Fernandez et al., 1997).

O aumento do rendimento total de compostos fendlicos com o decréscimo da
razdo solidos/solvente é consistente com os principios de transferéncia de massa. A forga
motriz da transferéncia de massa no interior do sélido é o gradiente de concentragcdo. Em
condi¢cbes mais diluidas, o gradiente de concentragao do sistema sélido-solvente é maior,
portanto, uma maior quantidade de compostos fendlicos é difundida do interior do sdlido
para o solvente (Cacace e Mazza, 2003)
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Prasad, Hassan et al.(2011) determinaram a condicdo ideal para a extracdo de
compostos fendlicos totais de cascas de Mangifera pajang Kosterm através da
metodologia de superficie de resposta. As varidveis estudadas foram a temperatura (30 -
65°C), razdo solidos/solvente (1:50 - 1:20) e a concentracdo de etanol (20 - 80%). A
condicdo 6tima de extracdo desses compostos foi uma temperatura de 55 °C, uma razao
de sdlidos/solvente de 1:32,7 e uma concentracdo de etanol de 68%.

4.3Flavonoides

Os teores de flavonoides da torta de girassol foram determinados de acordo com a
metodologia descrita na se¢do 3.4. Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 4.1
assim como o desvio padrao para as trés andlises realizadas no espectrofotometro. Nessa
mesma tabela, verifica-se que a quantidade de flavonoides ficou na faixa de 7,5 - 22,4 mg
EE/g de torta.

A Tabela 4.6 apresenta a avaliacdo estatistica dos dados obtidos para o teor de
flavonoides. Conforme pode ser observado nesta tabela, os efeitos significativos, para um
nivel de 95% de confianca, sdo os dos fatores lineares e quadraticos da razdo
sdlidos/solvente, o fator linear da concentracdo de etanol e a interacdo deste com a
temperatura.

Tabela 4.6 — Magnitude dos efeitos dos fatores sobre o teor de flavonoides da torta de

girassol.
Fatores Efeito Estimado Erropuro t(5) Coeficientep
Média 11,22 0,26 43,96 0,01
R(L) -8,38 0,48 -17,35 0,00
R(Q) 3,43 0,47 7,34 0,00
Cetanol (L) -1,60 0,48 -3,30 0,02
T (L) X Cetanol (L) -3,28 0,63 -5,20 0,00

Gan e Latiff (2011) avaliaram os teores de flavonoides extraidos da vagem Parkia
speciosa para diferentes razGes de sdlidos/solvente, temperaturas e tempo de extracdo.
Nesse estudo, eles mostraram que apenas os fatores lineares e quadraticos da variavel
razdo solidos/solvente apresentaram significancia a um nivel de confianca de 95 %.
Ademais, os maiores teores de flavonoides foram obtidos para a condigao de amostras
mais diluidas.

A Tabela 4.7 mostra a analise de variancia (ANOVA) para a significancia da
regressdo e a falta de ajuste do modelo reduzido a um nivel de confianca de 95%. O
modelo apresentou regressao significativa, pois o Fcaiculado de 46,47 foi superior ao Fapelado
de 3,06. O modelo explicou 92,57% da variacdo dos dados observados (R? = 0,9257) e a
falta de ajuste desse modelo ndo foi significativa.
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Tabela 4.7 - Resultados da andlise de variancia do modelo reduzido para o teor de

flavonoides.
Fonte de variagdo SQ GL MQ Faiculado  Fiabelado
Regressao 312,86 4 78,22 46,47 3,06
Residuo 25,25 15 1,68
Erro puro 21,26 10 2,13
Falta de ajuste 3,98 5 0,80
Total 338,11 19

O modelo reduzido e codificado proposto para representar o teor de flavonoides
(y2) na torta de girassol é representado pela Equacgdo 4.2 e o erro médio (calculado pela
equacgao 3.3) foi de 7,24% indicando que o ajuste é adequado.

y, =11,22 — 419%, —1,71x,? — 0,80x, —1,64x,x, (4.2)

As superficies de contorno do modelo reduzido sdo apresentadas na Figura 4.3. A
Figura 4.3 (a) mostra a variagdo do teor de flavonoides em fungdao da razao
solidos/solvente e da concentragdo de etanol. A Figura 4.3 (b) mostra a variagdo do teor
de flavonoides em funcdo da razdo sdlidos/solvente e temperatura; observa-se uma
regido de maximo da varidvel de resposta para menores razdes solidos/solvente em
ambas as superficies de contorno, o que também foi observado para fendlicos totais.
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Figura 4.3 — Superficies de contorno para o teor de flavonoides (a) da razao
sélidos/solvente e concentracdo de etanol, (b) da razdo sélidos/solvente e
temperatura e (c) da concentracdo de etanol e temperatura em valores
codificados.

Na Figura 4.3 (c) é visualizada a superficie de contorno para as varidveis
independentes concentracdes de etanol e temperatura. Nessa figura é possivel observar
gue para menores concentra¢Ges de etanol o aumento da temperatura aumenta o teor
de flavonoides. Ademais, verifica-se que para temperaturas menores o aumento da
concentracao de etanol aumenta o teor de flavonoides totais.

Acredita-se que para a condi¢cdo de menor concentracao de etanol sejam extraidas
substancias com maior polaridade e para tanto é necessario maiores temperaturas. Ja
para a condicdo de maior concentracdo de etanol e baixas temperaturas sejam extraidos
substancias com menor polaridade. Entretanto, uma analise mais aprofundada desse
comportamento precisa ser realizada para que o mecanismo de extracdo nessas
condi¢cOes seja melhor compreendido. As analises espectrofotométricas podem ser
comprometidas pela presenga de interferentes (como as proteinas, por exemplo) o que
pode justificar comportamentos inesperados durante a extracdo dos compostos.

Borges, Vieira et al. (2011) avaliaram a influéncia dos parametros razdo
solidos/solvente e tempo de extracdo sobre os teores de flavonoides extraidos da polpa
da jucara (Euterpe edulis) utilizando o metanol como solvente extrator. Esses
pesquisadores mostraram que maiores quantidades de flavonoides foram obtidas
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utilizando menores razdes sdlidos/solvente, o que corrobora os resultados obtidos para
essa variavel no presente trabalho.
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4.4Atividade Antioxidante

Os valores de atividade antioxidante dos extratos sao apresentados na Tabela 4.1,
sendo que estes valores representam a média e o desvio padrdao das trés analises para
cada ponto realizadas no espectrofotometro. A partir desses resultados foi realizada uma
analise estatistica e conforme a Tabela 4.8, verifica-se que os efeitos significativos para
um nivel de confianca de 95 % sdo o fator quadratico da temperatura e o fator linear da
razdo soélidos/solvente. Os outro fatores apresentados na tabela, fatores quadraticos da
razdo solidos/solvente e da concentracdo de etanol, foram mantidos no modelo por
estarem muito préximos de serem estatisticamente significantes.

Tabela 4.8 — Magnitude dos efeitos dos fatores sobre a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos de torta de girassol.

Fatores Efeito Estimado Erro puro t(5) Coeficiente p
Média 82573,20 4406,67 18,74 0,00*
T(Q) -15676,90 5701,81 -2,75 0,04*

R (L) -36169,00 5850,45 -6,18 0,00*
R (Q) 14212,70 5701,81 2,49 0,05
Cetanor (Q) -13435,10 5701,81 -2,36 0,07

* significativo(<0,05)

A Tabela 4.9 mostra a analise de variancia (ANOVA) para a significancia da
regressdo e a falta de ajuste do modelo reduzido a um nivel de confianca de 95%. O
modelo apresentou regressao significativa (Fcajculado > Ftabelado). O modelo explicou 77,59%
da variacdo dos dados observados (R* = 0,7759) e a falta de ajuste desse modelo n3o foi
significativa.
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Tabela 4.9 - Resultados da andlise de variancia do modelo reduzido para a atividade
antioxidante.
Fonte de variagdo sSQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressao 6,89E+09 4 1,72E+09 12,99 3,06

Residuo 1,99e+09 15 1,33E+08
Erro puro 1,41E+09 10
Falta de ajuste  5,84E+08 5
Total 8,88E+09 19

O modelo reduzido e codificado proposto para representar a atividade
antioxidante dos extratos etandlicos da torta de girassol é representado pela seguinte
equacgao:

y, =82573,2 — 7838,5x> —18084,5X, + 7106,4x> — 6717,6X’ (4.3)

O erro médio (calculado pela equacdo 3.3) foi de 9,99% indicando que o ajuste é
adequado.

A Figura 4.4 representa as curvas de contorno para a atividade antioxidante. A
Figura 4.4 (a) mostra a variacdo da atividade antioxidante em funcdo da temperatura e
razdo solidos/solvente enquanto que a Figura 4.4 (b) mostra a atividade antioxidante em
funcdo da concentragcdo de etanol e razdo sélidos/solvente. Verifica-se que nesses dois
casos, a atividade antioxidante é superior quando se utiliza uma menor razao
so6lidos/solvente.
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Figura 4.4 — Superficies de contorno para a atividade antioxidante (a) da razao
solidos/solvente e concentracdo de etanol, (b) da razdo sélidos/solvente e
temperatura e (c) da concentracdo de etanol e temperatura em valores
codificados.

A Figura 4.4 (c) mostra a superficie de contorno para as varidveis independentes
temperatura e concentracdo de etanol, sendo possivel observar que existe uma regiao
central maxima dentro dos limites de temperatura e concentracao de etanol estabelecido
pelos ensaios; as regidoes em vermelho escuro correspondentes as maiores atividades
antioxidantes.

Liyana-Pathirana e Shahidi (2005) analisaram os efeitos da variacdo da
temperatura (30 — 70 °C), do tempo de extracdo (45 — 75 mim) e da concentragao de
etanol (40 — 80%) sobre a atividade antioxidante de semente e do farelo de trigo através
da metodologia de superficie de resposta. Nesse estudo, a maior atividade antioxidante
para a semente de trigo foi obtida na temperatura de 61 °C, tempo de extracdo de 64 min
e concentracdo de etanol de 54%. Enquanto, que para o farelo a maior atividade
antioxidante foi obtida na temperatura de 64 °C, tempo de extracdo de 60 min e
concentracao de etanol de 49%.

Inglett, Chen e Lee (2011) mostraram que as atividades antioxidantes de extratos
fendlicos de sementes de trigo foram maiores para a condicdo de extracdo realizada na
temperatura de 50 °C, concentragdo de etanol de 50% e razdo soélidos/solvente de 1:100.

Prasad, Hassanetal. (2011)analisaram os efeitos da variagcdo da temperatura (30 -
65°C), da razdo sélidos/solvente (1:50 - 1:20) e da concentracdo de etanol (20 - 80%)
sobre a atividade antioxidante de cascas de Mangifera pajang Kosterm através da
metodologia de superficie de resposta. Nesse estudo, a maior atividade antioxidante foi
obtida para uma temperatura de 56 °C, uma razdo sodlidos/solvente de 1:31,8 e uma
concentracao de etanol de 68%.

Esses resultados sdo similares aos obtidos nesse trabalho no qual as condi¢des
para a obtengao do extrato com maior atividade antioxidante foram temperatura igual a
58 °C, concentragdo de etanol de 50% e razdo soélidos/solvente de 1:50.
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5 Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

O presente trabalho teve como objetivo determinar a melhor condi¢do de extracao de
compostos fendlicos da torta de girassol através da metodologia de superficie de
resposta. O processo foi otimizado com relacdo a temperatura (25 — 90 °C), a razdo
solidos/solvente (1:9 — 1:50) e a concentracdo de etanol (20 — 80%). Os teores de
fendlicos totais, de flavonoides e a atividade antioxidante foram as varidveis de resposta
para um planejamento composto central 2. Os modelos desenvolvidos por todas as
respostas apresentaram uma regressao significativa e falta de ajuste n3do significativa para
um nivel de confianga de 95%.

Os teores de fendlicos totais ficaram na faixa de 8,1 — 14,1 mg EAG/g de torta. De
acordo com a andlise estatistica realizada, apenas a temperatura, a razdo sélidos/solvente
e a interacdo deste com a concentracdo de etanol foram significativas; essa analise
apresentou um coeficiente de determinagao de 0,7270 e o erro médio foi de 6,74%.

Os teores de flavonoides ficaram na faixa de 7,5 — 22,4 mg EE/g de torta. A anadlise
estatistica mostrou que apenas a razdo solidos/solvente e a interacdo da temperatura
com a concentracao de etanol foram significativas. O modelo apresentou um coeficiente
de determinac¢do de 0,9257 e um erro médio de 7,24%.

Os extratos fendlicos da torta de girassol apresentaram uma variagdo de atividade
antioxidante de 55,3 — 155,0 mM TE/g. De acordo com a andlise estatistica realizada,
apenas a temperatura e a razdo solidos/solvente foram significativos. O modelo
apresentou um coeficiente de determinacdo de 0,7759 e um erro médio de 9,99%.

Como sugestdes de trabalhos futuros propde-se uma comparag¢ao entre duas
extracbes utilizando a condicdo 6tima de temperatura e razdo sodlidos/solvente;
empregando a 4dgua e etanol 20% com o objetivo de determinar se existe um aumento
significativo na extracdo de compostos fendlicos quando o etanol é empregado,
justificando o uso desse solvente.

Sugere-se também uma cinética de extracdo na condicdo dtima de temperatura, razao
solidos/solvente e concentracdo de etanol com o intuito de obter o melhor tempo de
extracdo dos compostos fendlicos nessas condigdes.

Finalmente, outra analise que pode ser feita é a utilizacdo de outras tecnologias de
extracdo assistida (ultrassom e aquecimento 6hmico) empregando a condi¢cdo 6tima de
temperatura, razdo sodlidos/solvente e concentracdo de etanol com o objetivo de
aumentar ainda mais a extragao.
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