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RESUMO

TEIXEIRA, Barbara Avancini, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2018.
Otimizacao da extracao assistida por ultrassom de antocianinas e fenélicos totais
de frutas vermelhas produzidas no Brasil. Orientador: Paulo César Stringheta. Co-
orientador: Frederico A. Ribeiro de Barros.

A extragdo assistida por ultrassom (EAU) de antocianinas e compostos fendlicos de
amoras-pretas, mirtilo e morango foi otimizada neste estudo. Duas frequéncias (25 e
45 kHz) foram aplicadas em um delineamento em Box-Behnken para investigar o
efeito de trés varidveis no processo de extracdo, nomeadas, tempo (5 a 75 min),
temperatura (30 a 70 °C) e amplitude do poder ultrassonico (10 a 90 % W), totalizando
34 unidades experimentais para cada fruto em estudo. Os resultados mostraram que
para a varidvel dependente antocianinas totais, a condi¢do 6tima para o amoras-pretas
pode ser alcangado na frequéncia de 45 kHz, no tempo de 5 min, na temperatura de
60°C e na amplitude de 10 %W, no extrato de mirtilo o ponto 6timo € alcancado em
45 kHz, 75 min, 30 °C e 90 %W, para o extrato de morango o ponto 6timo € alcancado
em 45 kHz, 75 min, 70 °C e 10 %W. Essas condi¢des predizem um contetdo de 49,133
mg, 260,49 mg e 4,5805 mg de antocianinas totais por 100 g de fruto, para amora-
preta, mirtilo e morango, respectivamente. Os resultados experimentais mostraram um
contetdo de 48,320 mg, 263,19 mg e 4,055 mg de antocianinas totais por 100 g de
fruto, para amora-preta, mirtilo e morango, respectivamente. Para fendlicos totais, a
combinag¢do simultinea 6tima das varidveis estudadas foram a frequéncia de 25 kHz,
no tempo de 75 min, na temperatura de 70°C e na amplitude de 90 %W, para ambas
as frutas, predizendo um conteido de 409,99 mg, 962,09 mg e 284,18 mg de EAG
/100 g de fruto, para o extrato de amora-preta, mirtilo € morango, respectivamente.
Foram observados os valores experimentais de 464,74 mg, 979,15 mg e de 291,04 mg
EAG /100 g do fruto, para os conteidos de fendlicos totais de amora-preta, mirtilo e
morango, respectivamente. Ao comparar a EAU e a extragdo convencional, observou-
se que a EAU aumentou o rendimento da extracdo de antocianinas totais de forma
significativa (p < 0,05) de amoras-pretas, mirtilos € morangos, com valores de 48,320
mg, 263,19 mg e 4,055 mg / 100 g de fruto respectivamente, quando comparados com
30,78 mg, 228,28 mg e 2,099 mg / 100 g de fruto respectivamente, obtidos pela
extragdo convencional. De forma similar a EAU aumentou o rendimento da extragdo
de fendlicos torais de forma significativa (p < 0,05) de amoras-pretas, mirtilos e

morangos, com valores de 464,74 mg, 979,15 mg e de 291,04 mg EAG/ 100 g de fruto

viii



respectivamente, quando comparados com 198,93 mg, 418,37 mg e 192,03 mg EAG/
100 g de fruto respectivamente, obtidos pela extracdo convencional. O estudo indica
que a EAU é uma metodologia eficiente para a recuperacio de compostos fendlicos a

partir das frutas vermelhas.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Barbara Avancini, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2018.
Optimization of ultrasonic assisted extraction of total anthocyanins and phenolics
of berries produced in Brazil. Adviser: Paulo César Stringheta. Co-adviser:
Frederico A. Ribeiro de Barros.

Ultrasound assisted extraction (UAE) of anthocyanins and phenolic compounds of
blackberry, blueberry and strawberry was optimized in this study. Two frequencies (25
and 45 kHz) were applied in a Box-Behnken design to investigate the effect of three
independent variables in the extraction process, namely time (5 to 75 min), temperature
(30 to 70 ° C) and amplitude of the ultrasonic power (10 to 90% W), totaling 34
experimental units for each fruit under study. The results showed that for the total
anthocyanin, the optimal condition for blackberries can be reached at 45 kHz, at 5 min,
at 60 ° C and at 10% amplitude in blueberry extract the optimum point is reached at
45 kHz, 75 min, 30 ° C and 90% amplitude, and for the strawberry extract the optimum
point is reached at 45 kHz, at 75 min at the temperature of 70 ° C and in the amplitude
of 10%. These conditions predict a content of 49,133 mg, 260,49 mg and 4,5805 mg
of total anthocyanins per 100 g of fruit, for blackberry, blueberry and strawberry,
respectively. Experimental results obtained a content of 48.320 mg, 263.19 mg and
4.055 mg of total anthocyanins per 100 g of fruit, for blackberry, blueberry and
strawberry, respectively. In the analysis of total phenolics, the optimum simultaneous
combination of the studied variables was the frequency of 25 kHz, in the time of 75
min, at the temperature of 70 ° C and in the amplitude of 90%. Predicting a content of
409.99 mg AGE / 100 g of the fruit for the blackberry extract, 962.09 mg AGE / 100
g of the fruit for the blueberry extract, and 284.18 mg of AGE / 100 g of fruit, for the
strawberry extract. Experimental values of 464,74 mg, 979,15 mg and 291.04 mg AGE
/ 100 g of the fruit were observed for the total phenolic contents of blackberry,
blueberry and strawberry, respectively. When comparing UAE and conventional
extraction, it was observed that UAE increased significantly the extraction yield of
total anthocyanins (p <0.05) of blackberries, blueberries and strawberries, with values
of 48.320 mg, 263.19 mg and 4.055 mg / 100 g of fruit, respectively, when compared
with 30.78 mg, 228.28 mg and 2.099 mg / 100 g of fruit respectively, obtained by
conventional extraction. Similarly, UAE increased the yield of significant phenolic
extractions (p <0.05) of blackberries, blueberries and strawberries, with values of

464,74 mg, 979,15 mg and 291,04 mg AGE / 100 g of fruit respectively, when



compared with 198,93 mg 418,37 mg and 192.03 mg AGE / 100 g of fruit respectively,
obtained by conventional extraction. The study indicates that UAE is an efficient

methodology for the recovery of phenolics compounds from berries.
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1. INTRODUCAO

As frutas vermelhas t€m sido consumidas sem aparentes efeitos adversos a saude
humana por centenas de anos, e nas ultimas décadas tem atraido a ateng¢do da industria
alimenticia pelo seu potencial de extracdo de corantes naturais, visto que a utilizacdo de
corantes sintéticos, principalmente os de coloragdo vermelha, vem sendo questionada devido a
possiveis efeitos adversos a saide humana que eles podem causar. Estes corantes vem sido
banidos progressivamente da composi¢do dos produtos na industria alimenticia, e os extratos
de antocianinas derivados de fontes naturais tem emergido como uma potencial alternativa para
substituir os corantes sintéticos (FIORINI, 1995; SHARMA et al., 2016).

Dentre os corantes naturais utilizados na industria alimenticia, as antocianinas, que
pertencem ao grupo dos compostos fendlicos, ganharam bastante aten¢do, pois além da ampla
gama de cores que elas podem promover, também possuem capacidade antioxidante, tendo
efeitos benéficos a satide, sendo seu consumo recomendado na prevengdo de doengas cronicas
(HAJAZIMI; LANDBERG; ZAMARATSKAIA, 2016; WEBER; BOCH; SCHIEBER, 2017).
Das diferentes estruturas de antocianinas presentes nas frutas vermelhas, destaca-se os
conteddos de cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo em amoras-pretas, e
pelargonidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e perlagonidina-3-rutinosideo em morangos
O mirtilo apresenta um complexo conteido de antocianinas, dentre elas a delfinidina-3-
galactosideo, malvidina-3-galactosideo, petunidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo
(FANG, 2015).

As antocianinas ocorrem de forma ligada a diferentes moléculas de actcares, acidos
livres e a parede celular dos vegetais. Desta forma, procedimentos de extracdo e hidrdlise
desempenham um papel importante na liberagdo e separacdo desses compostos da matriz.
Varidveis como a temperatura, tempo de extracdo, pH e a utilizagdo de solventes apropriados
estdo entre os fatores mais importantes que determinam a efetividade do rendimento da extracao
(HAJAZIMI; LANDBERG; ZAMARATSKAIA, 2016). Nos tltimos anos, métodos para
extracdo de compostos fendlicos vem sendo aperfeicoados, como a utilizagdo de enzimas,
micro-ondas (GRIGORAS et al., 2012), fluido supercritico (XU et al., 2010) e extracdo assistida
por ultrassom (EAU). Ao ser comparado com métodos de extracdes convencionais por solvente,
0 uso do ultrassom na extracdo de compostos fendlicos tem adquirido destaque como uma

técnica mais rdpida, mais eficiente, com menor consumo de solventes, além de permitir



extracoes eficientes utilizando apenas dgua como solvente extrator (HE et al., 2016; ROCHA
etal., 2017).

Estudos mostram que diferentes matrizes celulares, requerem combinacdes diferentes
de varidveis para um melhor rendimento nas taxas de extracdo. As varidveis utilizadas na EAU,
como frequéncia, amplitude do poder ultrassdnico, solvente extrator, temperatura, tempo,
dentre outras, tem influéncia significante no processo de extragdo, sendo que a determinagdo
das condi¢des 6timas destas varidveis de forma simultanea € importante para obter o rendimento
maximo na extracdo de compostos fendlicos de fontes naturais. Metodologias de superficie de
resposta, com destaque para o delineamento em Box Behnken, combinando varidveis que
otimizam o processo de EAU vem sendo estudadas com o objetivo de aumentar a taxa de
recuperagcdo de compostos de interesse (BARAN; GOUD; DAS, 2017; DING et al., 2016;
DRANCA; OROIAN, 2016; ESPADA-BELLIDO et al., 2017; HE et al., 2016; SANG et al.,
2017). Sendo que informacdes sobre a combinacdo da frequéncia ultrassdnica, tempo,
temperatura e amplitude ultrassonica aplicados na extragdo de antocianinas e fenodlicos totais
de amora-preta, mirtilo € morango de forma simultanea sdo escassas na literatura

O objetivo do presente estudo foi determinar as condi¢des que maximizardo o
rendimento da extracdo assistida por ultrassom de antocianinas totais e compostos fendlicos
totais, das frutas amora-preta, mirtilo e morango pela otimiza¢do da combinagdo simultanea das
varidveis: frequéncia, tempo, temperatura e amplitude do poder ultrassonico, utilizando

metodologia de superficie de resposta.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Otimizar as condi¢des (ou varidveis) de extracdo assistida por ultrassom (EAU) de

antocianinas e compostos fendlicos totais de amora-preta, mirtilo e morango.

2.2. Objetivos especificos

e Obter o extrato fendlico bruto dos frutos em estudo utilizando o ultrassom de acordo com
as combinacdes geradas pelo delineamento experimental em Box-Behnken;

e Analisar os conteidos de antocianinas totais e fendlicos totais dos extratos obtidos;

e Ajustar a funcao de segundo grau que melhor explica o comportamento da EAU de acordo
com a combinacdo dos efeitos estudados (frequéncia, tempo, temperatura e amplitude do
poder ultrassonico) na resposta de antocianinas totais e fendlicos totais das trés frutas
estudadas;

e A partir da melhor combinacdo das varidveis estudadas de forma simultanea (funcao
desejabilidade), obter os extratos fendlicos otimizados de amora-preta, mirtilo € morango;

e Comparar os resultados das andlises das condi¢cdes otimizadas com os resultados das

andlises para o extrato fendlico obtido de forma convencional;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Frutas vermelhas

As frutas vermelhas, tendo como exemplo, amoras-pretas, mirtilos e morangos, sao
geralmente bagas pequenas e delicadas, oriundas das regides mais frias, como Norte da Europa
ou América do Norte (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012) Essas frutas tem como caracteristica
comum a alta concentracdo de compostos bioativos, como flavonoides e em especial as
antocianinas (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012; CANUTO et al., 2016).

Com ampla distribui¢do no mercado nacional, as frutas vermelhas participam da
economia brasileira por meio de exportagdes, mercado interno, geracdo de emprego e renda, e
desenvolvimento do agronegdcio nacional. E apesar da baixa produgdo, verificam-se avancos.
Das frutas vermelhas, o morango € a mais conhecida e apreciada pelos brasileiros, e se destaca
como a mais expressiva em termos de produc¢do, ja outras frutas como amoras-pretas e mirtilos,
sdo apontadas como alternativa de cultivo para as regides mais frias, principalmente para a
agricultura familiar. Desta forma, ainda sdo necessdrias pesquisas que visam explorar os
mercados potenciais para essas frutas (FERREIRA et al., 2012).

Em uma dieta sauddvel, o consumo frequente de frutas vermelhas pode prevenir doengas
cronicas, devido ao seu conteido de fibras dietéticas, vitaminas C e K, folatos, compostos
fendlicos, carotenoides, fitoesterdis entre outros compostos bioativos. Sendo que os flavonoides
€ a classe mais abundante de compostos fendlicos presentes em frutas vermelhas (HAJAZIMI;
LANDBERG; ZAMARATSKAIA, 2016). Existem vérios fatores que podem afetar o contetido
de compostos fendlicos em frutas vermelhas como o grau de maturacdo das frutas na colheita,
diferencgas genéticas (cultivares), condi¢cdes ambientais € o processamento (ANTUNES et al.,
2012).

A fim de avaliar o impacto das frutas vermelhas e seus associados compostos bioativos
na saide humana, a determinacdo do seu contetido quimico € uma tarefa essencial. Por conta
disso, métodos simples e confidveis de extracdo e separacdo, para posterior identificacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos de diferentes frutas vermelhas sdo necessdrios

(HAJAZIMI; LANDBERG; ZAMARATSKAIA, 2016).



3.1.1. Amoras-pretas

A produgdo de amoras-pretas (Rubus sp.) (Figura 1), teve inicio na Europa, no século
XVII e, a partir dai, espalhou-se para os demais continentes (KAUME; HOWARD:;
DEVAREDDY, 2012; VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). No Brasil, as primeiras amoreiras foram
introduzidas na década de 70, pela Embrapa Clima Temperado, na cidade de Pelotas localizada
no estado do Rio Grande do Sul (VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). Desde entdo, seu cultivo vem
crescendo nos estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, com a introdugdo e
adaptacdo de novos cultivares (HIRSCH et al., 2012). A amora-preta representa uma 6tima
op¢ao para a diversificacao de pequenas propriedades, por ser ristica e de alta produgdo, possuir

sabor exotico e ser rica em compostos bioativos (RASEIRA; FRANZON, 2012).

Poulo Tanzetio

Figura 1. Amoras-pretas (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012).

As amoras-pretas sdo principalmente consumidas frescas, mas, como possuem altas
taxas respiratorias e consequentemente pequena vida de prateleira, podem ser vendidas
congeladas, a granel, em polpas e em sucos concentrados (FERRARI; GERMER; AGUIRRE,
2012; JACQUES et al., 2010; KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Na industria, sdo
utilizadas para produc@o de suplementos nutricionais, sorvetes, geleias, doces de fruta, vinhos,
entre outros (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; KAUME; HOWARD;
DEVAREDDY, 2012).

A amora-preta contém em torno de 85% de &dgua, 10% de carboidratos, elevado
conteddo de minerais, vitaminas do complexo B e A, além de ser fonte de compostos bioativos
(HIRSCH et al., 2012). Apresentam outros fitoquimicos como vitaminas C e E, 4cidos elagico
e folico (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010), além destas frutas serem ricas em

compostos fendlicos, como 4cidos fendlicos, flavonoides e antocianinas (SARIBURUN et al.,
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2010). Sendo que as antocianinas sdo encontradas em maior quantidade em amoras-pretas na
forma de cianidina-3-glicosideo, seguida da cianidina-3-rutinosideo. Mas também foram
identificadas, em menor quantidade, cianidina-3-galactosideo, cianidina-3-xilosideo e
cianidina-3-arabinosideo (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; KAUME; HOWARD;
DEVAREDDY, 2012).

3.1.2. Mirtilo

Os mirtilos (Figura 2) sdo frutas da familia das Ericéceas, subfamilia Vaccinnoideae e
genero Vaccinium. Ele é nativo da América do Norte e de algumas regides da Europa, e € muito
apreciado por seu sabor exotico, alto valor nutricional e de compostos bioativos, com abundante
conteudo de antocianinas, além de destacar-se por sua demanda na industria de processamento
(KLIMAVICIUTE et al., 2015; PELEGRINE et al., 2012; RASEIRA; FRANZON, 2012;
STULP; GNAS; CLEMENTE, 2014).

Poulo Lonzetic

Figura 2. Mirtilos (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012).

Os efeitos benéficos a saude, associados ao consumo de mirtilos, incluem sua
capacidade antioxidante associadas ao seu alto conteido de antocianinas. As antocianinas do
mirtilo sdo potentes moléculas usadas no tratamento de rinopatia diabética ou fatores de riscos
cardiovasculares (CHORFA; SAVARD; BELKACEMI, 2016).

Os mirtilos sdo reconhecidos por serem ricos em flavonoides (antocianinas, flavondis e
pro-antocianidinas) dentre outros compostos fendlicos. Das seis antocianinas mais encontradas
em frutas e vegetais (pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina),
apenas pelargonidina nio foi detectada nesses frutos (CHORFA; SAVARD; BELKACEM]I,

2016). O mirtilo é caracterizado pela presenga de aproximadamente 15 estruturas de
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antocianinas, sendo 3-o-arabinosideos, 3-o-glicosideos e 3-o-galactosideos de cinco
antocianidinas, nomeadas, cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina e peonidina. Sendo que
o contetdo total, bem como o conteddo individual de antocianinas depende da regido onde essas

frutas vermelhas sao produzidas (KLIMAVICIUTE et al., 2015; LI; MENG; LI, 2016).

3.1.3. Morango

Os morangos (Figura 3) pertencem ao género Fragaria, familia Rosaceae ¢ uma das mais
populares e apreciadas frutas vermelhas. Sua produ¢do mundial vem crescendo em ndmeros
absolutos nos dltimos anos, chegando a 8.114.373 toneladas, para uma drea total plantada de
373.435 hectares. Estima-se que a produtividade média no Brasil é de cerca de 30 ton/ha, o que
colocaria o Brasil, em 11° posi¢ao no ranking mundial de produtores de morangos (ANTUNES;

FAGHERAZZI; VIGNOLO, 2017).

Rosa Lia Barbieri

Figura 3. Morangos (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012).

Os morangos sdo ricos em compostos fendlicos, tendo destaque para o 4cido elagico,
elagitaninos, galotaninos, antocianinas, flavondis e derivados do 4cido cinamico, além do 4cido
ascorbico, outras vitaminas e carotenoides. Os morangos sdo comumente consumidos na forma
in natura ou processados nas formas de geleias, iogurtes, sucos, etc (CANUTO et al., 2016;
VIZZOTTO, 2012).

Quanto ao conteido de antocianinas presente em morangos, hd destaque para quatro:
cianidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo, e pelargonidina-3-
glicosideo e quatro antocianidinas (cianidina, malvidina, pelargonidina e delfinidina)

(CANUTO et al., 2016).



3.2.  Compostos fenélicos

Compostos fendlicos, também conhecidos como polifendis, sdo metabolitos secundarios
oriundos de plantas, que participam de importantes atividades fisioldgicas, e sua concentragao
estd sujeita a grande varia¢do na natureza. Nas frutas e vegetais, bem como em seus derivados,
os compostos fendlicos estdo diretamente associados a suas propriedades nutricionais e
sensoriais, conferindo atributos como cor e sabor (REBELLO et al., 2013).

Do ponto de vista quimico, os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de
um anel aromético ligado a um ou mais grupos hidroxil em sua estrutura, podendo variar de
uma molécula fendlica simples até um complexo polimero de alta massa molecular (IGNAT;
VOLF; POPA, 2011). De forma geral, os compostos fendlicos podem ser classificados em dois
grupos principais: nio flavonoides (4cidos hidroxibenzedicos e hidroxicindmicos e seus
derivados, estilbenos e alcoois fendlicos) e flavonoides (antocianinas, flavonodis, flavonas,

flavondis (catequinas), flavanonas e isoflavonoides) (Figura 4) (REBELLO et al., 2013).

Antocianidinas Catequinas Ji/j Flavondis
304 ~ SON fl;t

Flavanon ;S/E) Flavnnas ]/L Isuﬂamnas
CL )
i T

Figura 4. Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008).

Nos tltimos anos, a importancia dos compostos fendlicos vem aumentando por conta
de varios estudos exaltarem as suas altas bioatividades, atuando como antioxidantes, agentes
antimicrobianos, anti-inflamatérios e anticancer (LUO et al., 2016; REBELLO et al., 2013), e
por conta disso tem chamado a aten¢do dos consumidores interessados em alimentos ricos
nestes compostos, que vem sendo aplicados nas mais diversas dreas industriais, como a de
cosméticos, farmacéuticas e de suplementos nutricionais (LI; MENG:; LI, 2016; VALLS et al.,
2009).



3.3. Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos que ocorrem de forma natural em plantas, e é classificada
como um subgrupo dos flavonoides. Estruturalmente, as antocianinas compreendem em poli-
hidroxi glicosilados e polimetoxis derivados de 2-fenilbenzopirona, ou seja, do cétion flavylium
(aglicona), que contém duplas ligacdes conjugadas, que provocam a absor¢do da luz em torno
de 500 nm, sendo responsavel pelas cores que variam do rosa claro, vermelho, violeta e azul
(CHORFA; SAVARD; BELKACEMI, 2016; KLIMAVICIUTE et al., 2015).

As antocianinas derivam das suas antocianidinas (agliconas) correspondentes via adi¢cao
de moléculas de agucares. Sendo que o céation flavylium, pode ser descrito como um esqueleto
C6-C3-C6, possuindo um anel fendlico, fundido a um anel pirano com um anel fendlico
adicional ligado na posi¢do 2 do anel pirano (Figura 5). Esta estrutura pode ser glicosilada, na
posicdo R4, e estes glicosideos podem ser acilados. Enquanto que o grau de hidroxilagcdo ou
metoxilacdo nas posicoes R1 e R3 dardo origem a diferentes antocianinas (Tabela 1) (BARNES

et al., 2009; LI; MENG:; LI, 2016).

Figura 5. Estrutura bésica de uma antocianina (cation flavylium)

Tabela 1. Antocianidinas naturais e grupos substituintes nas antocianinas

Antocianidinas R1 R2 R3 R4
Delfinidina OH OH
Cianidina OH H
Petunidina OMe OH OH Glicosideos
Pelargonidina H H acilados ou ndo.
Peonidina OMe H
Malvidina OMe OMe

Fonte: BARNES et al., 2009.

H4 um interesse particularmente crescente nestes pigmentos devido aos seus beneficios
a sadde associados a certas atividades medicinais, como anticancer, anti-inflamatorio,
prevencdo de doencgas coronarianas, dentre outros. Antocianinas e antocianidinas exercem
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importantes efeitos fisioldgicos como sequestrador de radicais livres, aliviando o estresse
oxidativo e danos celulares, em consequéncia de sua capacidade antioxidante (CANUTO et al.,
2016).

As antocianinas possuem diferentes formas de ressonancia dependentes do pH, sendo
que a forma mais estdvel é a do cation flavylium indutor da cor vermelha, que é a forma
prevalente em valores de pH abaixo de 2 (GRIGORAS et al., 2012; WEBER; BOCH;
SCHIEBER, 2017). A estabilidade das antocianinas € favorecida em meios acidos, com a
glicosilagdo dos grupos hidroxilicos e acilagdo dos acticares.

Em meio aquoso, as antocianinas estdo em equilibrio em quatro estruturas: base
quinonoidal, cétion flavylium, pseudobase carbinol e chalcona (Figura 6). Os contetidos dessas
estruturas quimicas dependem principalmente do valor de pH com a predominéncia do cation
flavylium (AH') em meio fortemente acido (pH < 2). A medida que o valor do pH aumenta, os
cations flavylium vermelhos desaparecem por desprotonacao dos grupos hidroxil nas posi¢des
5,7 e 4’ produzindo bases quinonoidais (A), com coloragdo azul. Em pH neutro ou fracamente
acido, a hidratacdo do céation flavylium ocorre nas posi¢des 2 e 4 rendendo a pseudobases
carbinol (B) que s3o convertidas em chalconas abertas (C) com colora¢do amarela. O grau e a
posicdo da hidroxilagdo e metoxilacdo no anel B, o padrao de glicosilagdo, e a completa
conjugacao das estruturas das antocianinas induzindo a deslocalizag¢do de elétrons, sdo fatores
estruturais que modulam a estabilidade e polaridade destes compostos, bem como a habilidade
das antocianinas de agirem como capturadoras de radicais livres (CHORFA; SAVARD;

BELKACEMI, 2016; SHARMA et al., 2016).

Figura 6. Transformacdes estruturais das antocianinas existentes em uma solu¢do em equilibrio

(FRANCIS, 1982)
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3.4. Métodos de extracao

Devido ao grande potencial de aplicacdes de extratos fendlicos de fontes naturais nas
inddstrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos, por conta das suas propriedades de cor e
suas atividades bioldgicas, diferentes metodologias t€ém sido desenvolvidas para isolar seus
contetidos de frutas e vegetais. As antocianinas e polifendis sdo compostos polares, sendo
assim, solventes polares sdo usados para sua extracdo, sendo geralmente misturas aquosas
acidificadas de etanol, metanol ou acetona, numa extracdo liquido-sélida (GRIGORAS et al.,
2012). Dentre os solventes utilizados, o etanol tem se mostrado o mais apropriado na extracdao
de compostos fendlicos de diferentes matrizes vegetais, além de ser geralmente reconhecido
como seguro (GRAS) na aplicacdo em alimentos (HE et al., 2016).

Estudos mostram que valores acidos de pH previne a degradacdo de pigmentos de
antocianinas ndo aciladas. Portanto, 4cidos hidrocloridrico, férmico ou acético podem ser
adicionados ao solvente extrator. Com a adi¢do de 4cido, o pH do extrato fica em torno de 2,
favorecendo a predomindncia do ion flavylium das antocianinas, contribuindo para a
estabilidade do extrato (GRIGORAS et al., 2012).

As técnicas convencionais de extracdo para compostos vegetais sdo a destilacdo,
extracdo por solvente (maceracdo, digestao, infusdo, decocg¢do, percolacdo e extracdo continua
a quente), extracao contracorrente, compressao a frio, etc. Estas técnicas, frequentemente utiliza
altas quantidades de solventes, envolve processos com alto consumo de energia, além de longos
periodos de extracdo que podem resultar na degradacdo dos compostos fendlicos devido a
oxidagdo, ionizacdo e hidrélise. Por conta das diversas desvantagens apresentadas pelos
métodos convencionais, métodos de extracdo ditos ndo convencionais ou sob condi¢des
extremas vem sendo uma drea dinamicamente desenvolvida nos campos de pesquisa aplicada
e industria, ao longo dos ultimos anos. Alguns métodos ndo convencionais sdo a extracdo por
enzimas, fluido supercritico, micro-ondas, sob queda de pressao, destilacdo rapida (flash), com
dgua subcritica e a extracao assistida por ultrassom (EAU), sendo que dentre estas, a EAU tem
recebido destaque por sua boa capacidade de aplicac@o a nivel industrial (CHEMAT; ZILL-E-
HUMA; KHAN, 2011; DRANCA; OROIAN, 2016; ESPADA-BELLIDO et al., 2017; SANG
et al., 2017).
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3.5. Extracao assistida por ultrassom

Ultrassons sdo ondas mecanicas que necessitam de um meio para se propagarem. A
diferenca entre o som e o ultrassom é a frequéncia da onda, sendo que a frequéncia captada
pelos ouvidos humanos varia de 16 Hz até 16-20 kHz, enquanto as do ultrassom variam na faixa
entre 20-100 kHz. Um sistema de producdo de ondas ultrassOnicas contém basicamente um
gerador, um transdutor e um sistema operacional (Figura 7). O gerador produz energia mecanica
ou elétrica e o transdutor converte esta energia em energia sonora na frequéncia ultrassonica. A
onda sonora se propaga por um meio, induzindo um deslocamento longitudinal de particulas,
resultando em sucessivos ciclos de expansdo e compressdo, funcionando de modo anédlogo a
um pistdo. Cada meio possui uma distancia molecular critica de suas particulas, abaixo deste
valor critico, as particulas se mantém intactas, mas acima desta distancia, o liquido rompe e
pequenos vacuos sdao gerados dentro do liquido. Os véacuos gerados no meio sdo conhecidos
como bolhas de cavitacdo que sdo as responsdveis pelo efeito ultrassonico (CHEMAT; ZILL-

E-HUMA; KHAN, 2011; ERCAN; SOYSAL, 2013; O'DONNELL et al., 2010).
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Figura 7. Esquema bdsico de um sistema ultrassonico.

1)

Quando o tamanho destas bolhas alcan¢a um valor critico, elas colapsam em um ciclo
de compressdo, liberando grandes quantidades de energia. A temperatura € a pressao no
momento do colapso sdo estimadas em aproximadamente 5000 K e 2000 atmosferas em um
banho ultrassonico na temperatura ambiente. Estes pontos de colapso sdo capazes de acelerar
drasticamente as reagdes quimicas do meio. Quando estas bolhas colapsam na superficie de um
material sélido, as altas temperaturas e pressoes alcangadas originam micro jatos direcionados
a superficie da matriz. Consequentemente, uma das aplicacOes do ultrassom € a extracdo de

compostos vegetais, pois estes micro jatos sdo responsaveis pela destruicio das paredes
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celulares que permitem a locomocdo do composto de interesse para o meio solvente (Figuras 8

e 9) (CHEMAT et al., 2017; CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).
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Figura 8. A bolha de cavitacdo € gerada perto da superficie do material (a), durante o ciclo de
compressao, esta bolha colapsa (b), originando um micro jato direcionado para superficie da
matriz (b e ¢). A alta pressdo e temperatura envolvida no processo destréi as paredes celulares
da matriz vegetal e seu conteido serd liberado no meio (d) (CHEMAT; ZILL-E-HUMA;
KHAN, 2011).

Figura 9. Observacdo microscépica de uma glandula de 6leo essencial de manjericdo. 1)
controle/intacta, 2) apds maceracao e 3) apés EAU (US reator 25 kHz) (CHEMAT et al., 2017;
CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

A EAU tem emergido como um método efetivo na extracdo de produtos naturais devido
a sua rapidez, simplicidade, baixo custo, e baixos volumes de solvente utilizados (ESPADA-
BELLIDO et al., 2017). A EAU tem sido empregada na extracdo dos contetidos de antocianinas
e compostos fendlicos de diferentes matrizes alimentares como, amoras (ESPADA-BELLIDO
etal., 2017), casca da berinjela (DRANCA; OROIAN, 2016), bagaco do vinho de mirtilos (HE
et al., 2016) e farelo de arroz preto e roxo(BARAN; GOUD; DAS, 2017). Além disso, o uso do
ultrassom tem mostrado grande potencial de aplicacdes em outros processos industriais
(CHEMAT et al., 2017; CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; O’DONNELL et al.,

2010).
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Como o ultrassom € uma onda, suas caracteristicas como frequéncia, comprimento de
onda, amplitude, assim como o poder, pode influenciar a cavitagdo acustica e por consequéncia,
as taxas de extracdo (CHEMAT et al., 2017). Além destes fatores, a eficiéncia da técnica de
extracdo por ultrassom € influenciada por vdrias varidveis como tipo e concentracdo do
solvente, pH, razdo solvente/sélido, tempo de extragdo, temperatura, dentre outras. Estudos
recentes (Tabela 2), otimizaram a influéncia de algumas varidveis na EAU, para obter a melhor

recuperacao de antocianinas totais (AT) e fendlicos totais (FT) de diversas fontes naturais.
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Tabela 2. Condicdes otimizadas de EAU em fun¢do do conteido de antocianinas totais e/ou

fenodlicos totais.

Referéncia

Variaveis estudadas

Condicoes 6timas para AT e FT

Otimizacdo EAU de
bagaco de vinho do
mirtilo (HE et al.,
2016)

Otimizacao EAU de
casca de berinjela
(DRANCA;
OROIAN, 2016)

EAU de farelo de
arroz preto € roxo
(BARAN; GOUD;
DAS, 2017)

Otimizacdo da EAU
da farinha da
semente de Nitraria
tangutorun Bobr

(SANG et al., 2017)

Otimizacdo EAU de

polpa de amora
(ESPADA-
BELLIDO et al,
2017)

70% de etanol, acidificado
com HCI (0.01% v/v) e poder
ultrassonico 400 w.
Temperatura (50-70°C); razao
liquido sélido (15-25 mL/g);
tempo (15-35 min).

Metanol e 2-propanol (50-
90% v/v), frequéncia
ultrassénica (12,5-37,5 kHz),
temperatura  (50-70°C) e
tempo (15-45 min)

Frequéncia de 35 kHz, 230 W.

Temperatura (30-50 °C), pH
(2-4); conc. de etanol (20—
60% v/v) e tempo (10—60 min)

Frequéncia 30 kHz e poder
ultrassébnico de 300 W.
Temperatura (30-70 °C),
tempo (1545 min) e conc. de
etanol (30-70 % v/v)

Frequéncia de 24 kHz, 200 W.

Conc. de metanol (50-100 %
v/v), temperatura (10-70°C),
amplitude ultrassonica (30-
70%), ciclo (0,2-0,7 s), pH (3-
7) e razdo solvente/sélido
(10:1,5-20:1,5)

61°C, 22:1 razdo liquido/sdlido e 24
minutos (4,19 mgC3G/g de AT e
15,81 mg EAG/g de FT)

AT: 54,4% metanol, 37 kHz, 5,1 °C
e 44,85 min (2410,71 mg).

FT: 76,6% metanol, 33,88 kHz,
69,4°C e 57,5 min (29,63 ¢
EAG/100 g)

Farelo de arroz preto: 35,97°C, pH
2,52; 23,78 % de etanol e 22,89 min
(30,04 mgC3G/100 g de AT e
1957,44 mg EAG/100 g de FT)

Farelo de arroz roxo: 31,7°C, pH
2,39; 31,17 % de etanol e 15,77 min
(35,56 mgC3G/100 g de AT e
2124,98 mg EAG/100 g de FT)

70°C; 32,73 min e 52,15 % de etanol
(65,04 mg/100 g de AT e 947,39
mg/100 g de FT)

AT: 76% de metanol, pH 3, 48 °C,
amplitude de 70%, ciclo de 0,7 s, e
12:1,5 razao solvente/sélidos.

FT: 61% de metanol, pH 7, 64 °C,
amplitude de 70%, ciclo de 0,7 s, e
11:1,5 razao solvente/sélidos.
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3.6. Metodologia estatistica

O delineamento em Box-Behnken (DBB) é uma metodologia de superficie de resposta
(MSR), que é uma ferramenta matematica e estatistica amplamente utilizada, e consiste de
pontos centrais e médios nas arestas de um cubo circunscrito em uma esfera, e pode ser utilizado
na investigacdo de possiveis interacOes entre as varidveis experimentais de diversos processos
(HE et al., 2016). O DBB tem sido amplamente utilizada na otimizacao/melhoria de varios
processos, dentre eles as de EAU (DING et al., 2016; ESPADA-BELLIDO et al., 2017; SANG
et al., 2017).

As metodologias de superficie de resposta sao utilizadas quando o objetivo € maximizar
ou minimizar uma resposta. Quando se estudam trés fatores, o DBB oferece a vantagem sobre
outras metodologias de superficie de resposta, por necessitar de um nimero menor de
experimentos em comparagdo com outros modelos estatisticos. Neste estudo, esta metodologia
serd empregada para estudar as condi¢des 6timas da EAU para obter a maior extragdo de

antocianinas e compostos fendlicos dos frutos em estudo (varidveis respostas).
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Corantes Naturais e Compostos Bioativos
(LaCBio) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa — MG.

4.1. Matéria-prima

Foram utilizadas amoras-pretas (Rubus spp.), mirtilos (Vaccinium spp.) produzidos no
municipio de Barbacena — MG (latitude: 21°13'33" sul, longitude 43°46'25" oeste), € morangos
(Fragaria spp.), produzidos no municipio de Canad — MG (latitude 20°41°09°’ sul, longitude
42°37111° oeste). Os frutos foram selecionados, higienizados e armazenados em freezer

convencional a -20°C até o momento das analises.

4.2. Otimizacao da extracao assistida por ultrassom

4.2.1. Preparo das amostras

As frutas foram trituradas em mixer convencional, € uma mistura fruto:solvente foi
realizada na proporcao 1:4 (m/v) de fruto triturado:solvente (etanol 70% v/v), e acidificada até

pH 2 com HCI concentrado de acordo com a metodologia de Rocha et al., (2017).

4.2.2. Extragdo assistida por ultrassom (EAU)

Os extratos fendlicos de amora-preta, mirtilo € morango foram obtidos através da
extracdo assistida por ultrassom, utilizando um sonicador de banho (Elmasonic TI-H-10, Elma,
Alemanha). A EAU foi realizada baseada nas condi¢des controladas do equipamento, de acordo
com a combinacdo de varidveis geradas pelo delineamento experimental. Os extratos das trés
frutas foram submetidos as respectivas variaveis: Xo — frequéncia, de 25 e 45 kHz, X - tempo
de extragdo, variando de 5 a 75 minutos, X> - temperatura, variando de 30 a 70 °C, e X3 -
amplitude do poder ultrassonico, variando de 10 a 90% W. Os extratos fendlicos obtidos a partir
da EAU foram filtrados em papel de filtro Whatman no. 1, e armazenados em frascos

volumétricos (25 mL), a -20°C até andlises posteriores.
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4.2.3. Delineamento experimental

O experimento fatorial foi realizado segundo o delineamento de superficie de resposta
desenvolvido por Box e Behnken (1960), onde os fatores estudados na EAU (tempo,
temperatura e amplitude do poder ultrassonico), foram avaliados em trés niveis, codificados
como -1, 0 e + 1 para baixas, médias ou altas concentracdes (ou valores), respectivamente
(Tabela 3). De acordo com a frequéncia selecionada (25 e 45 kHz), 17 combinagdes das trés
varidveis em trés niveis, incluindo cinco pontos centrais sdo descritos na matriz da Tabela 4.

As ordens das corridas foram aleatdrias.

Tabela 3. Modelo experimental dos niveis das varidveis selecionadas.

Fatores Nivel
Variavel, unidade
X Baixo (-1) Médio (0) Alto (+1)
Frequéncia, kHz Xo 25 - 45
Tempo, minutos X1 5 40 75
Temperatura, °C X2 30 50 70
Amplitude, % W X3 10 50 90
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Tabela 4. Matriz do modelo do DBB com trés varidveis independentes expressas em unidades
codificadas e natural.

Tempo (min) Temperatura (°C) Amplitude (% W)

Corrida
Coédigo Natural Codigo Natural Coédigo Natural

1 -1 5 -1 30 0 50
2 +1 75 -1 30 0 50
3 -1 5 +1 70 0 50
4 +1 75 +1 70 0 50
5 -1 5 0 50 -1 10
6 +1 75 0 50 -1 10
7 -1 5 0 50 +1 90
8 +1 75 0 50 +1 90
9 0 40 -1 30 -1 50
10 0 40 +1 70 -1 50
11 0 40 -1 30 +1 90
12 0 40 +1 70 +1 90
13 0 40 0 50 0 50
14 0 40 0 50 0 50
15 0 40 0 50 0 50
16 0 40 0 50 0 50
17 0 40 0 50 0 50

Em um sistema que envolvem varidveis independentes significantes (Xo, X1, X2 e X3) a
seguinte equa¢do polinomial quadratica (Equacdo 1), obtida a partir dos dados experimentais
para a predi¢do o maior contetido de antocianinas totais e fendlicos totais (Y1) nos termos das

varidveis codificadas € apresentada.

Y, = p, +Z,B,.xi +Z,Biix§ +Zﬂijxixj +& (Equacdo 1)

Em que, Y e x; s@o as variaveis dependente e independente, respectivamente. oo termo
constante da regressao, f3i,Bii € Bij sdo os coeficientes de regressdo, X; e Xj representam os efeitos

lineares, x;> e Xii representam os efeitos quadriticos e de interacdo entre as varidveis
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independentes, respectivamente (BARAN; GOUD; DAS, 2017; DING et al., 2016; HE et al.,
2016).

A otimizagado de varidveis de forma simultanea € importante para predicao da extracao
dos contetidos de antocianinas e fendlicos totais. A funcio de desejabilidade € utilizada quando
se deseja otimizar multiplas caracteristicas a0 mesmo tempo. Na abordagem da fun¢do de
desejabilidade, primeiramente, y;, € convertido em uma func¢do de desejabilidade individual, d;,

que varia no intervalo
0<di<1 (Equagdo 2)

Se a caracteristica y; atinge seu alvo, entdo di= 1. Se a caracteristica se encontra fora da
regido aceitavel, entdo di = 0. Finalmente, se as vardveis em estudo podem ser selecionadas para

maximizar a desejabilidade global

1

D=(d, xd,x..xd,)" (Equagio 3)

em que n € o numero de caracteristicas.

Quando o alvo (T) para a caracteristica € um valor maximo e o limite inferior € denotado

por L,
0 y<L
y—LY =
d =3 —— L<y<T Equacao 4
i (T - LJ y (Equagdo 4)
1 y>T
Quando o alvo (T) para a caracteristica € um valor minimo e o limite superior denotado
por U,
0 y<T
U-y ' ~
d =4 ——— T<y<U Equacao 5)
j (U _Tj y (Equag
1 y>U

Neste estudo, o valor de desejabilidade de n foi calculado pela Equagdo 5, enquanto os

valores de desejabilidade de outras caracteristicas foram calculados pela Equacio 4. O
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exponente r referido ao peso e especificado como 1. A desejabilidade global, no qual representa
a desejabilidade de todas as caracteristicas simultaneamente (D), foi calculada pela Equacdo 3

(DRANCA; OROIAN, 2016).
4.3. Caracterizacao quimica dos extratos fendlicos
4.3.1. Antocianinas totais - pH tinico

O contetdo de antocianinas totais dos extratos de amora-preta, mirtilo e morango foi
determinado pela metodologia descrita por Fuleki e Francis (1968). O cédlculo do teor de
antocianinas no extrato foi dado pela Equacdo 6. E o conteudo de antocianinas totais expresso

em mg por 100 g do fruto.

_ Abs x MM
exb

C (Equacao 6)

em que, C € a concentracdo de antocianinas em g/L, Abs € a absorbancia lida em 535 nm, MM
¢ a massa molar da antocianina majoritaria do fruto em estudo em g/mol, € ¢ o coeficiente de
absortividade molar da antocianina majoritaria do fruto em estudo no solvente especifico em
L/mol.cm, e b € a espessura da cubeta, 1 cm.

Os valores de massa molar e o coeficiente de absortividade molar, g, teve como
referéncia o trabalho de Giusti e Wrolstad (2001). Utilizando para amoras pretas, a cianidina-
3-glicosideo como antocianina majoritaria, com MM de 449.2 g/mol, e € de 26900 L/mol.cm,
para o mirtilo, a MM de 493,2 g/mol referente a malvidina-3-glicosideo e € de 28000 L/mol.cm,
ja para o morango utilizou-se a MM de 433,2 g/mol referente a pelargonidina-3-glicosideo ¢ ¢

de 31620 L/mol.cm.

4.3.2. Fendlicos totais

A determinacdo de fendlicos totais dos extratos foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965). Os compostos fendlicos totais foram quantificados
através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando 4cido gélico como

padrao de referéncia. A absorbancia foi medida a 760 nm utilizando espectrofotometro UV-
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VIS 1601Pc marca Shimadzu (Kyoto, Japdo). Os resultados foram expressos em mg de

equivalente de 4cido gélico por 100 g de amostra (mg EAG / 100 g).

4.4. Estudo comparativo da eficiéncia da extracao

Um estudo comparativo entre as condi¢des otimizadas da extra¢do assistida por
ultrassom e a extracdo convencional foi realizado com a finalidade de avaliar a eficiéncia da
influéncia do ultrassom na recuperagao de antocianinas e compostos fendlicos das trés frutas

estudadas.

4.4.1. Extragdo assistida por ultrassom otimizada

A partir da melhor combinag¢do simultdnea das varidveis independentes estudadas
(frequéncia, tempo, temperatura e amplitude do poder ultrassénico) para fornecer as melhores
respostas das varidveis dependentes (antocianinas totais € compostos fenolicos totais), obteve-
se as condi¢gdes Otimas para extracdo de cada fruto em estudo, que foram aplicadas na EAU
para obter aos extratos otimizados de amora-preta, mirtilo € morango. Ambos extratos foram

realizados em duplicata.

4.4.2. Extragdo convencional

O processo extracdo convencional dos frutos de amora-preta, mirtilo e morango, foi
realizado de acordo com a metodologia de Rocha et al. (2017), em que a propor¢ao de fruto
triturado:solvente (etanol 70% (v/v)) € de 1:10 (m/v), para todas as frutas. A mistura foi
submetida a refrigeracdo por 24 horas (5 £1°C). Apos este periodo, os extratos fendlicos foram
filtrados a vacuo, com papel de filtro Whatman no. 1, e o extrato filtrado foi armazenado em
frascos ambar em freezer convencional (-20°C) até andlises subsequentes. Ambos extratos

foram realizados em duplicata.

4.5. Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico SAS (versdao 9.4 ,Cary, NC,

USA). Analises de regressdo foram conduzidas para se ajustar o melhor modelo de equacdo
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polinomial de segunda ordem, para as varidveis dependentes estudadas. Os valores de F (p >
0,05) e os respectivos R? foram calculados para determinar se os modelos ajustados podem ser
utilizados para predizer as respostas das varidveis dependentes a partir da melhor combinagao
das variaveis independentes. O estudo de comparacdo entre a EAU 6tima e a extragdo
convencional foi realizado para detectar qualquer diferenca significativa (p > 0,05) no teste de

Duncan.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Otimizacao da extracao assistida por ultrassom

A obtencdo dos extratos fendlicos de amora-preta, mirtilo e morango foi realizada
utilizando o tratamento ultrassonico sob o estudo das seguintes varidveis: frequéncia, Xo, de 25
e 45 kHz, tempo de extracdo, Xi, variando de 5 a 75 minutos, temperatura do banho
ultrassdnico, X», variando de 30 a 70°C e amplitude do poder ultrassonico, X3, variando de 10
a2 90% W. O conteido de antocianinas totais e fendlicos totais obtidos dos extratos de amora-
preta, mirtilo e morango, nas diferentes combinacdes estudadas sdo apresentadas no Anexo A.
Os coeficientes e valor-p das andlises de regressdo para as respostas de antocianinas e fendlicos

totais para as trés frutas, sdo exibidos nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Anélise de regressdo do DBB para antocianinas totais (mg/100 g de fruto).

Amora Mirtilo Morango

Variavel  Coeficiente Valor-p Coeficiente Valor-p Coeficiente  Valor-p

Constante  12,88450 0,3345 226,91712  0,0348 2,41142 0,1889
Xo 0,72467 0,0128 1,17884 0,5696 0,03135 0,3951
X1 0,09978 0,5200 - 0,43689 0,7132 - 0,00705 0,7375
X2 0,41799 0,2451 - 2,62621 0,3396 - 0,02077 0,6666
X3 0,03378 0,8061 1,10625 0,3020 0,03229 0,0959
Xi? - 0,0002203 0,8214 0,00379 0,6148 -0,00007507  0,5732
Xo? - 0,00246 0,4142 0,04159 0,0817 0,00022509  0,5812
Xs? 0,00076618 0,3113 - 0,00964 0,1046 - 0,00017427 0,0979
X1X2 0,00149 0,4004 0,00264 0,8446 0,00039875  0,1057
X1X3 0,00025937  0,7673 0,00639 0,3481 -0,00017875 0,1444
X2X3 -0,00119 0,4420 -0,01062 0,3725 - 0,00020906 0,3221
XoXi - 0,00584 0,0269 - 0,00454 0,8118 0,00003232  0,9236
Xo0X2 - 0,00413 0,3465 - 0,02250 0,5021 - 0,00005594 0,9244
Xo0X3 - 0,00269 0,2235 0,00918 0,5833 0,00002031 0,9451

Como mostrado na Tabela 3, o efeito da frequéncia (Xo) assim como a intera¢do entre a
frequéncia e o tempo (XoX1), foram significantes (p < 0,05) no contetido de antocianinas totais

do extrato fendlico de amora-preta. O efeito da temperatura quadritica (X2?) foi significativo
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(p < 0,10) no contetdo de antocianinas totais nos extratos fendlicos de mirtilo. Os efeitos da
amplitude do poder ultrassonico linear e quadratico (X3 e X3?) foram significativos (p < 0,10)

para os contetidos de antocianinas totais dos extratos de morango.

Tabela 6. Anilise de regressao do DBB para fendlico totais (mg EAG/100 g de fruto).

Amora Mirtilo Morango

Variavel Coeficiente Valor-p Coeficiente Valor-p Coeficiente Valor-p

Constante ~ 123,97425  0,0298  229,89595  0,2843  153,20565 0,0111

Xo 1,96719 0,0830  0,00828 0,9985  0,05596 0,9604
X1 1,25295 0,0567  1,53812 0,5362  -0,14815 0,8194
X2 2,31461 0,1185  2,79664 0,6228  1,97596 0,1930
X3 0,38882 0,4893  0,37775 0,8640  0,05656 0,9220
X2 -0,01518 0,0009  -0,03210 0,0508 -0,00511 0,2210
X2? 0,00104 0,9319  0,01801 0,7075  -0,01088 0,3905
Xs? 0,00367 0,2347  -0,00409 0,7333  0,00273 0,3884
X1X2 0,02789 0,0008  0,06764 0,0242  0,01541 0,0467
X1X3 0,00054464 0,8785  0,03781 0,0130  0,00620 0,1033
X2X3 - 0,00616 0,3290 - 0,01550 0,5303  -0,00175 0,7866
XoXi - 0,01888 0,0721  -0,03112 0,4370  -0,00000536 0,9996
XoX2 -0,03190 0,0817  0,02626 0,7062  -0,01983 0,2835
Xo0X3 -0,01053 0,2403  0,00535 0,8776  -0,00883 0,3382

Na anélise de regressdo de fendlicos totais como varidvel resposta (Tabela 6), observou-
se que a interacdo entre o tempo e a temperatura (X1X>) teve efeito significativo para as trés
frutas estudadas (p < 0,05). Sendo que para o extrato de amora, mostrou-se altamente
significativo (p < 0,01). Além disso, o efeito da frequéncia (Xo) e do tempo (X1), as interacoes
entre a frequéncia e o tempo (XoXi) e a frequéncia e a temperatura (XoX2) se mostraram
significativos (p < 0,10), bem como o efeito do tempo quadratico (X;?) se mostrou altamente
significativo (p < 0,01) para o contetdo de fendlicos totais do extrato de amora-preta. O efeito
do tempo quadritico (X;%), e da interacio tempo e amplitude do poder ultrassonico se
mostraram significativos para o conteido de fendlicos totais do extrato de mirtilo (p <0,10 e p

< 0,05, respectivamente).
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Figura 10. Grificos de contorno (coluna esquerda) e superficies de resposta (coluna direita)
para o contetido de antocianinas totais (mg/100 g de fruto) de amoras-pretas (linha A), mirtilo
(linha B) e morango (linha C), X0 — frequéncia (kHz) e X1 — tempo (min).

Ao observar os graficos de contorno e superficies de respostas obtidos para os trés frutos
estudados nas Figuras 10, 11, 13 e 14, nota-se que a frequéncia mais alta (45kHz) teve um efeito
positivo nos rendimentos de extra¢cdo de antocianinas totais dos trés frutos estudados, enquanto
que para a extragdo de fendlicos totais, a frequéncia mais baixa (25 kHz) mostrou-se mais
vantajosa. Os efeitos mecanicos, gerados pelas frequéncias ultrassonicas, causam a ruptura das
células vegetais quando as bolhas de cavitagdo colapsam na superficie da matriz s6lida. Além
disso hd um aumento na transferéncia de massa e na superficie de contato entre o solvente e o
material vegetal. Ademais, o aumento pontual da temperatura eleva a solubilidade dos analitos

no solvente e facilita a sua difusdo da matriz celular para outras regides. Dranca e Oroian
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(2016), observaram um efeito positivo da frequéncia ultrassonica na extra¢dao de antocianinas e

compostos fendlicos de berinjelas.
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Figura 11. Gréficos de contorno (coluna esquerda) e superficies de resposta (coluna direita)
para o conteudo de fenolicos totais (mg EAG /100 g de fruto) de amoras-pretas (linha A), mirtilo
(linha B) e morango (linha C), X0 — frequéncia (kHz) e X1 — tempo (min).

A eficiéncia da extracdo assistida por ultrassom vem sendo extensivamente reportada
por aumentar as taxas de extracdo dos compostos de interesse € diminuir o tempo de extracao.
Na presente pesquisa, o processo de extracdo foi conduzido variando o tempo entre 5 a 75
minutos para as trés frutas em estudo. A partir dos graficos de contorno e superficies de resposta
das Figuras 10, 11 e 12, observa-se que o efeito do tempo se mostrou positivo para a recuperacao
de fenolicos totais dos trés frutos estudados, apresentando maiores taxas de extracao a partir de
30 - 40 minutos, tendo melhores extragdes em 75 minutos. A mesma tendéncia foi observada,
para a extracdo de antocianinas totais de mirtilo e morango. Porém, o efeito do tempo mostrou-

se prejudicial a extracdo de antocianinas totais de amora, que exibiu melhores recuperacdes em
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tempos inferiores a 10 minutos. O efeito negativo do tempo de exposicdo do extrato ao
tratamento ultrassonico pode ser devido a degradacio e hidrélise dos compostos de interesse

(BARAN; GOUD; DAS, 2017).
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Figura 12. Gréficos de contorno (coluna esquerda) e superficies de resposta (coluna direita)
para o conteudo de fenolicos totais (mg EAG /100 g de fruto) de amoras-pretas (linha A), mirtilo
(linha B) e morango (linha C), X2 — temperatura (°C) e X1 — tempo (min).

Geralmente, em uma extracdo sélido-liquido, o aumento da temperatura acarreta em
maiores recuperacdes de compostos bioativos (DRANCA; OROIAN, 2016). Este efeito pode
ser atribuido ao fato de que ao elevar a temperatura, aumenta-se os coeficientes de solubilidade
e difusd@o dos compostos que serdo extraidos bem como diminuird a viscosidade do solvente,
facilitando a transferéncia de massa do sistema (GOULA et al., 2017). Observou-se para os trés
frutos estudados (Figura 12), um aumento da recuperacdo de fendlicos totais, bem como um
aumento na recuperacdo de antocianinas totais de amoras-pretas e morangos ao se elevar a

temperatura, nas faixas de 60 - 70 °C, enquanto que o efeito da temperatura se mostrou
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prejudicial para a extragdo de antocianinas totais do mirtilo (melhor extrag¢do na faixa de 30°C).
Pois por outra via, temperaturas elevadas podem causar uma maior taxa de degradacdo dos

compostos de interesse (DRANCA; OROIAN, 2016; HE et al., 2016).
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Figura 13. Grificos de contorno (coluna esquerda) e superficies de resposta (coluna direita)
para o contetido de antocianinas totais (mg/100 g de fruto) de amoras-pretas (linha A), mirtilo
(linha B) e morango (linha C), X3 — amplitude do poder ultrassonico (% W), X0 — frequéncia
(kHz).

Nos frutos estudados observou-se que uma maior amplitude do poder ultrassonico, no
intervalo de 60 - 90%, mostrou-se positiva para a recuperacio de fendlicos totais de amora-
preta, mirtilo e morango e para recuperacao de antocianinas de mirtilo (Figuras 13 e 14). Porém,
mostrou-se menos eficiente para a extracdo de antocianinas totais de amora-preta € morango
(melhores extracdes nas faixas de 10 - 30 %). De forma similar, Espada-Bellido et al. (2017)
obtiveram uma maior recuperacdo de fendlicos totais do extrato de amora, em maiores

amplitudes ultrassonicas. Ao elevar a amplitude, ocorre o aumento da cavitacdo e efeitos
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mecanicos do ultrassom, que pode expandir a drea de superficie de contato entre as superficies
sOlidas e liquidas causando maiores penetracdes do solvente na matriz celular. Porém, em
maiores niveis de amplitude, os colapsos das bolhas de cavitagdo sdo mais violentos, rompendo
fortemente as células das matrizes celulares, podendo degradar o material vegetal, tendo como
consequéncia uma diminui¢cdo dos rendimentos de extracao de alguns compostos (GOULA et
al., 2017).

24 26 28 20 az 34 6 28 40 42 44 48 = 20

00
A %

Figura 14. Gréficos de contorno (coluna esquerda) e superficies de resposta (coluna direita)
para o conteudo de fendlicos totais (mg EAG /100 g de fruto) de amoras-pretas (linha A), mirtilo
(linha B) e morango (linha C), X3 — amplitude do poder ultrassonico (%W), X0 — frequéncia
(kHz).

A acgdo da temperatura e da amplitude ultrassonica ao longo do tempo, sdo fatores que
afetam diretamente a estabilidade das estruturas das antocianinas presentes nos extratos. De
forma geral, o aumento do grau de hidroxilacao no anel B (Figura 15) diminuem a estabilidade,

enquanto que o maior grau de metilacdo no anel B, tendem a aumentar a estabilidade da
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estrutura das antocianinas. A pelargonidina possui um substituinte hidroxil no anel B, enquanto
a cianidina possui dois substituintes e a delfinidina possui trés (CANUTO et al., 2016;
DRANCA; OROIAN, 2016; KLIMAVICIUTE et al., 2015; SHARMA et al., 2016; SINELA
et al., 2017). Assim sendo, a ordem crescente de estabilidade destas estruturas é delfinidina <
cianidina < pelargonidina. Das antocianinas presentes no morango a pelargonidina-3-glicosideo
€ a mais abundante, que dentre as trés antocianinas nao metiladas, € a mais estavel, por conta
disso, dos trés extratos estudados o morango teve a combinacdo 6tima de tempo e temperaturas
mais altas, 75 minutos em 70°C e 10% de amplitude. J4 nas amoras-pretas, a cianidina-3-
glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo sdo geralmente as antocianinas majoritarias, que sao
menos estdveis e apresentou a melhor recuperacdo de antocianinas totais no tempo curto de 5
minutos mas em temperatura mais elevada de 60°C, e 10% de amplitude. O mirtilo possui um
conteddo complexo de diferentes estruturas de antocianinas, das metiladas destaca-se a
malvidina-3-galactosideo, petunidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo, e das ndo
metiladas destaca-se pelo contetido de delfinidina-3-galactosideo, reconhecidamente menos
estdvel o que contribuiu para a melhor recuperacio de antocianinas totais ocorrer em 75 minutos

sob temperatura mais baixa de 30°C e 90% de amplitude.

OH
OH OH
. Qg
OH 3
4 OH o) Acido
5 Salicilico
Acido OH
Galico HO Acido
Protocateico
O

Figura 15. Mecanismo de degradacdo térmica da delfinidina, cianidina e pelargonidina,
adaptado de Sinela et al. (2017)
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Apesar da temperatura e a amplitude ultrassonica ao longo do tempo serem fatores que
podem afetar a estabilidade das estruturas das antocianinas presentes do extrato, provocando a
sua degradagdo, observou-se que para recuperacdo de fendlicos totais, a aplicacdo da
temperatura de 70°C ao longo de 75 minutos, na amplitude do poder ultrassdonico de 90%,
mostrou-se a mais vantajosa para todas as frutas estudadas. Uma explicacdo para este fendbmeno
pode ser que ao degradar as antocianinas presentes no extrato, originam-se compostos fendlicos
mais simples. A degradacdo da delfinidina, cianidina e pelargonidina, originam
floroglucinaldeido mais 4dcido gdlico, dcido protocateico e 4cido salicilico, respectivamente
(Figura 15) (SINELA et al., 2017).

Os fatores estudados foram ajustados no modelo de regressdo linear da Equacdo 1, para
a variavel resposta antocianinas totais, apresentando valores do teste F significativo, falta de
ajuste ndo significativo, e valores de R2, de 0,4785, 0,3244 ¢ 0,5562 para amora-preta, mirtilo
e morango, respectivamente. O baixo valor de R? mostra que as equacdes de regressdo ajustadas
para amora-preta (Equacgdo 6), mirtilo (Equacao 7) e morango (Equacdo 8) ndo se adequam ao

modelo proposto (Equagdo 1).

y, =28,03+0,5990X, +0,0006715X ? + 0,002580X X,

Equacgao 6
-0,00478X,X, —0,00231X,X, —0,00284X ., X,
y, =254,3-3,369X, +1,510X, +0,04220X ; —0,00949X ;
Equacao 7
+0,00396X,X, —0,01062X,X,
y; =1,827+0,03086 X, +0,03205X , —0,0001061X,” —0,0001698X ; ~
Equacao 8

+0,0003534X,X, —0,0001964X, X, —0,0001849X, X ,

Para a varidvel resposta fendlicos torais, os fatores estudados também foram ajustados
no modelo de regressao linear da Equacao 1, apresentando valores do teste F significativo, falta
de ajuste ndo significativo, e valores de R?, de 0,9270,0,9070 ¢ 0,8199 para amora-preta, mirtilo
e morango, respectivamente. Os altos valores de R?> mostram que as equagdes de regressdo
ajustadas para amora-preta (Equacdo 9), mirtilo (Equacdo 10) e morango (Equagdo 11) se

adequaram ao modelo proposto (Equagdo 1).

y, =139,4+1,896X, +1,282X, +2,111X, —0,01519X > +0,004170X >

Equacao 9
+0,2789X,X, —0,01888X,X, —0,03190X,X, —0,00912X ., X,

32



_ _ 2
ys =214,2+5.267X, —0,03010X 2 +0,07163X, X, Equagio 10
+0,03928X, X, —0,01369X, X,

_ _ 2 2
y, =180,1+0,8156X, —0,005910X * +0,002550X  +0,01417X, X, Equacdo 11

+0,00586X, X, —0,01884X, X, —0,008770X, X,

Apesar dos modelos empiricos das Equagdes 6 — 11, ndo poderem descrever o fendmeno
que governa os processos de ultrassom, elas podem ser utilizadas para determinar os efeitos da
frequéncia, tempo, temperatura e amplitude do poder ultrassdnico na capacidade de extracdo de
antocianinas e fendlicos totais durante o processo de extracdo. Segundo Goula et al., (2017),
modelos mecanicistas fornecem mais que um entendimento bésico de um determinado sistema,
mas servem de base para a extrapolagcdo para que sejam aplicados em outros processos, como
na industria alimenticia.

A partir do perfil de desejabilidade (numa escala de 0-1) (Figuras 16-18), o rendimento
6timo do contetdo de antocianinas totais pode ser alcangado na frequéncia de 45 kHz, no tempo
de 5 min, na temperatura de 60°C e na amplitude de 10%, para o extrato de amora-preta,
predizendo um conteddo de 49,133 mg de antocianinas /100 g de fruto (d=0,66304), obtendo-
se um valor experimental de 48,320 mg de antocianinas /100 g de fruto. Para o extrato de mirtilo
o ponto 6timo € alcancado na frequéncia de 45 kHz, no tempo de 75 min, na temperatura de
30°C e na amplitude de 90%, predizendo um contetido de 260,49 mg de antocianinas /100 g de
fruto (d=0,79072) obtendo-se um valor experimental de 263,19 mg de antocianinas /100 g de
fruto. E para o extrato de morango o ponto 6timo ¢é alcancado na frequéncia de 45 kHz, no
tempo de 75 min, na temperatura de 70°C e na amplitude de 10%, predizendo um conteudo de
4,5805 mg de antocianinas /100 g de fruto (d=0,79072), e foi observado um valor experimental
de 4,055 de antocianinas /100 g de fruto.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 16. Otimizacdo da extrag@o assistida por ultrassom de antocianinas totais de amoras-
pretas (AT (mg/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura
(°C), X3 — amplitude do poder ultrassonico (% W)).

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 17. Otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom de antocianinas totais de mirtilos
(AT (mg/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura (°C), X3
— amplitude do poder ultrassonico (% W)).

34



Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 18. Otimizagdo da extragdo assistida por ultrassom de antocianinas totais de morangos
(AT (mg/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura (°C), X3
— amplitude do poder ultrassonico (% W)).

No perfil de desejabilidade para o rendimento 6timo de compostos fendlicos totais (d=
1,00 numa escala de 0-1), para as trés frutas estudadas pode ser alcancado na frequéncia de 25
kHz, no tempo de 75 min, na temperatura de 70°C e na amplitude de 90%. Predizendo um
conteddo de 409,99 mg EAG /100 g do fruto, para o extrato de amora, 962,09 mg EAG /100 g
do fruto para o extrato de mirtilo, e 284,18 mg de EAG /100 g de fruto, para o extrato de
morango (Figuras 19-21). Foram observados os valores experimentais de 464,74 mg, 979, 15
mg, e de 291,04 mg EAG /100 g do fruto, para os contetudos de fendlicos totais de amora, mirtilo

€ morango, respectivamente.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 19. Otimizacao da extracao assistida por ultrassom de fendlicos totais de amoras-pretas
(FT (mg EAG/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura
(°C), X3 — amplitude do poder ultrassonico (% W)).

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 20. Otimizacdo da extragdo assistida por ultrassom de fendlicos totais de mirtilos (FT
(mg EAG/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura (°C),
X3 — amplitude do poder ultrassonico (% W)).
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 21. Otimizacao da extracao assistida por ultrassom de fenélicos totais de morangos (FT
(mg EAG/100 g do fruto), X0 — frequéncia (kHz), X1 — tempo (min), X2 — temperatura (°C),
X3 — amplitude do poder ultrassdnico (% W)).

5.2. Estudo comparativo das extracoes

A anélise comparativa entre a EAU otimizada e o processo de extragdo convencional é
mostrado nas Figuras 22 e 23. A condi¢do 6tima para a maior recuperacdo do conteido de
antocianinas totais de amoras-pretas pode ser alcangado na frequéncia de 45 kHz, no tempo de
5 min, na temperatura de 60°C e na amplitude de 10 %W, no extrato de mirtilo o ponto 6timo
¢ alcancado em 45 kHz, 75 min, 30°C e 90 %W, para o extrato de morango o ponto 6timo &
alcangado em 45 kHz, 75 min, 70°C e 10 %W. Da Figura 22, observa que a EAU aumentou o
rendimento da extragdo de antocianinas totais de forma significativa (p < 0,05) de amoras-
pretas, mirtilos € morangos, com valores de 48,320 + 3,33 mg, 263,19 £ 12,5 mg e 4,055 +
0,25 mg / 100 g de fruto respectivamente, quando comparados com 30,78 + 1,22 mg, 228,28 +

9,5mg e 2,099 + 0,01 mg/ 100 g de fruto respectivamente, obtidos pela extra¢cdo convencional.
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B Otimizado EConvencional
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Figura 22. Comparacdo da EAU e extracdo convencional sobre os conteidos de antocianinas
totais (mg/100 g de fruto), de amora-preta, mirtilo e morango. Letras diferentes indicam que as
amostras diferem significativamente entre si a 5% no teste de Duncan.

Na otimizacdo da EAU para a varidvel resposta fendlicos totais, a combinacao
simultanea 6tima das varidveis estudas foram a frequéncia de 25 kHz, no tempo de 75 min, na
temperatura de 70°C e na amplitude de 90 %W, para todas as frutas. A partir da Figura 23,
observa-se que a EAU aumentou o rendimento da extragdo de fendlicos torais de forma
significativa (p < 0,05) de amoras-pretas, mirtilos € morangos, com valores de 409,99 + 7,47
mg, 962,09 + 6,56 mg e 291,18 + 1,72 mg EAG/ 100 g de fruto respectivamente, quando
comparados com 198,93 + 6,09 mg, 418,37 £ 3,18 mge 192,03 £ 11,7 mg EAG/ 100 g de fruto

respectivamente, obtidos pela extracdo convencional.

B Otimizado EConvencional
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200
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Figura 23. Comparacdo da EAU e extracdo convencional sobre os conteidos de fendlicos totais

(mg EAG/100 g de fruto), de amora-preta, mirtilo € morango. Letras diferentes indicam que as
amostras diferem significativamente entre si a 5% no teste de Duncan.

Torna-se evidente que os efeitos estudados (frequéncia, temperatura e poder

ultrassonico ao longo do tempo) contribuiram de forma positiva para o aumento da taxa de
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extracdo dos compostos de interesse. Na Figura 24 € perceptivel a eficiéncia da extragdo
assistida por ultrassom, pois a mesma aumentou o rendimento da recuperacao de antocianinas
totais em 57, 15 e 93% quando comparada com a extracdo convencional de amoras-pretas,
mirtilos e morangos, respectivamente. Enquanto na recuperacio de fendlicos totais, a EAU,
proporcionou um aumento de 43, 46 e 66% quando comparada a extragao convencional de

amoras-pretas, mirtilos € morangos, respectivamente.

A) B)

Morango I 93%' Morango I 66%|

Mirtilo Mirtilo

Amora-preta Amora-preta 43%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60%  80%

Figura 24. Aumento do rendimento da extragdo assistida por ultrassom, quando comparada a
extracdo convencional. A) Nos conteiddos de antocianinas totais (mg /100 g de fruto), de amora-
preta, mirtilo e morango. B) Nos contetidos de fenodlicos totais (mg EAG/100 g de fruto), de
amora-preta, mirtilo e morango.
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6. CONCLUSAO

Na presente pesquisa, a metodologia de superficie de resposta e o delineamento em Box-
Behnken foram empregados com éxito na otimizacdo das varidveis estudadas para a extragao
de compostos fendlicos, a partir da amora-preta, mirtilo e morango. Os valores 6timos da
frequéncia, tempo, temperatura e amplitude ultrassonica foram combinados simultaneamente
para predizer o maior rendimento da extragdo de antocianinas e fendlicos totais dos trés frutos
estudados.

A EAU para amoras-pretas teve combinagdo 6tima para a varidvel antocianinas totais
na frequéncia de 45 kHz, no tempo de 5 min, na temperatura de 60°C e na amplitude de 10
%W, aumentando em 57% a recuperacdo de antocianinas, quando comparada a extracao
convencional. J4 a combinagdo 6tima para a varidvel fendlicos totais ocorreu em 25 kHz, 75
min, 70°C e 90 %W, promovendo um aumento de 43% na recuperacdo destes compostos,
quando comparada a extragdo convencional.

A EAU para mirtilos teve combinag@o 6tima para a varidvel antocianinas totais em 45
kHz, 75 min, 30°C e 90 %W, proporcionando o aumento de 15% na recuperagdo de
antocianinas, quando comparada a extracdo convencional. J4 a combina¢do 6tima para a
varidvel fendlicos totais ocorreu em 25 kHz, 75 min, 70°C e 90 %W, promovendo um aumento
de 46% na recuperacdo destes compostos, quando comparada a extracdo convencional.

A EAU para morangos teve combinacdo 6tima para a varidvel antocianinas totais em 45
kHz, 75 min, 70°C e 10 %W, proporcionando o aumento na recuperagdo de antocianinas de
93%, quando comparada a extra¢do convencional. J4 a combina¢do 6tima para fendlicos totais
ocorreu em 25 kHz, 75 min, 70°C e 90 %W, promovendo um aumento de 66% na recuperagcao
destes compostos, quando comparada a extracao convencional.

Desta forma, o estudo indica que a utilizacdo da extragc@o assistida por ultrassom para

compostos fendlicos a partir das frutas vermelhas é uma metodologia eficiente.
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Tabela A 1. Respostas de AT (mg/100 g de fruto) e FT (mg EAG/100 g de fruto) dos extratos das trés frutas estudadas.

ANEXO A

AMORA MIRTILO MORANGO
CORRIDA FREQUENCIA TEMPO TEMPERATURA PODER AT FT AT FT AT —-
(KHz) (min) (%'W)

7 25 5 50 90 39,29 275,98 198,60 420,70 3,75 214,34
9 25 40 30 10 37,45 262,93 196,53 443,71 3,54 193,79
13 25 40 50 50 38,35 307,39 209,97 582,21 3,41 219,17
1 25 5 30 50 36,98 225,27 24742 421,776 3,24 177,19
13 25 40 50 50 39,22 305,60 231,65 622,80 3,23 208,58
3 25 5 70 50 3593 27796 217,23 518,61 3,28 180,44
2 25 75 30 50 35,92 261,09 238,97 527,08 3,08 205,67
13 25 40 50 50 36,36 301,50 229,27 650,74 3,21 24547
5 25 5 50 10 36,47 269,07 202,73 440,03 2,76 213,07
8 25 75 50 90 37,33 356,22 228,07 820,26 2,83 251,78
12 25 40 70 90 39,11 376,28 22321 783,62 2,59 261,27
11 25 40 30 90 38,79 293,15 187,34 42790 2,63 219,83
4 25 75 70 50 42,31 390,54 283,01 895,82 4,05 261,21
13 25 40 50 50 4547 320,53 238,31 640,46 3,22 211,45
13 25 40 50 50 43,94 338,04 233,30 638,65 4,51 25443
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39,65
42,82
43,82
44,15
42,43
41,77
39,44
43,77
37,83
36,52
55,85
38,26
39,08
43,89
40,71
44,06
40,75
42,23
41,89

317,19
386,22
280,95
265,79
304,44
239,68
303,94
274,61
261,12
301,11
260,18
292,30
326,04
257,06
375,46
288,42
292,94
297,55
334,01

173,11
234,07
253,22
207,98
258,00
201,67
202,78
227,85
283,62
203,34
228,67
223,12
233,09
255,07
250,37
204,34
213,92
186,07
252,28

528,02
771,91
532,37
404,24
690,74
383,53
616,34
576,03
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556,96
454,25
784,80
792,56
485,08
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568,76
594,82
838,44

2,72
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3,45
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4,34
4,74
4,23
4,27
3,86
4,27

212,95
240,96
173,38
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222,11
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234,12
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194,75
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199,83
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