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RESUMO

RIGOLON, Thais Caroline Buttowy.Sc, Universidade Federal de Vigosa, julho de
2017. Predicdo do conteudo de antocianinas, fendlicos totais e capacidade
antioxidante dos frutos de amora Rubus sp.), mirtilo (Vaccinium sp.) e casca de
jabuticaba (Plinia jaboticaba) usando pardmetros colorimétricosOrientador: Paulo
Cesar Stringheta. Coorientadores: Frederico Augusto Ribeiro de Barros e Erica Nascif
Rufino Vieira.

Os compostos bioativos estdo presentes em diversos frutos tais como a amora
(Rubussp.), mirtilo {/acciniumsp.) e na casca de jabuticaliir(ia jaboticabg.
Levando-se em consideracdo essas frutas e seus altos conteudos de compostos
fendlicos, a industria de alimentos deve possuir metodologias padronizadas que
possibilitem identificar rapidamente sua capacidade antioxidante e teores desses
compostos, que sejam eficientes e de baixo custo. Esta pesquisa tem por abjetivo
obtencdo de modelos mateméticos para a predicdo da capacidade antioxidante e dos
teoresde antocianinas compostos fendlicos totais, dos extratos bruto e purificados, das
frutas amora e mirtilo e da casca de jabuticaba por meio de parametros colorimétricos.
Inicialmente, obteve-se o extrato fendlico bruto de amora e mirtilo e de casca da
jabuticaba e, posteriormente, os extratos brutos foram purificados, resultando em outros
dois extratos para cada fruta (fendlico e antocianico). Os extratos foram caracterizados
por meio de medidas colorimétricas (L*, a*, b*, C* e h*), quantificacdo de antocianinas
totais, pelos métodos pH unico e pH diferencial, compostos fendlicos totais, e,
capacidade antioxidante, pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP. A correlacdo dos
parametros colorimétricos, com as demais andlises para todos os efdraeadizada
pelo método de Pearson. A obtencdo do modelo matematico para predizer os teores de
antocianinas e compostos fendlicos, e, da capacidade antioxidante, foi realizada pelo
meétodo Stepwise. O extrato fendlico bruto apresentou coloracdo mais clara, tons mais
avermelhados e amarelos quando comparado aos extratos purificados. O extrato de
mirtilo foi o que apresentou maior teor de antocianinas totais, para os dois métodos
empregados. Com relacéo a capacidade antioxidante, tanto para o extrato bruto, quanto
para o extrato fendlico, a casca de jabuticaba foi 0 que apresentou valor mais elevado.
Ja para o extrato antocianico, os valores encontrados para a capacidade antioxédante, da
trés frutas, ndo diferiram significativamente (p > 0,05). Os parametros L*, a*, b*, C* e
h* apresentaram correlacdo significativa, ao nivel de 5% de probabilidade com os
resultados obtidos para as andlises de interesse, para 0 extrato bruto. Para o extrato

fendlico, houve correlacdo para conteudo de antocianinas totais com as coordenadas

Xii



colorimétricas, e, para o extrato antocianico, houve correlacdo entre o parametro hue e o
contetdo de antocianinas totais e fendlicos totais. As correlagcdes entre os parametros de
cor e o conteldo de antocianinas foram, em todos os casos, negativas, demonstrando
que, a medida que o conteudo de antocianinas aumenta, os parametros de cor diminuem.
O extrato bruto obteve correlacdo entre os parametros de cor e todas as andlises
realizadas, o que resultou na obtencdo dos modelos matematicos para predicdo com
elevado T para as andlises de contelido de antocianinas, de fendlicos e as trés
metodologias de capacidade antioxidante. Com o extrato fenodlico foi possivel a
obtencdo do modelo matematico para predizer o conteudo de antocianinas utilizando os
parametros colorimétricos. E para o extrato antocianico, obteve-se modelo para predizer
o contetdo de antocianinas, compostos fenélicos, DPPH e FRAP com as coordenadas
de cor, com%pouco significativo. Dessa forma, a predicéo dos teores de antocianinas e
compostos fendlicos totais, e, capacidade antioxidante das trés frutas, para o extrato
fendlico bruto, utilizando os parédmetros colorimétricos, € viavel e muito promissora

para economia de custos e tempo.
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ABSTRACT

RIGOLON, Thais Caroline Buttow, M.Sc., Federal University of Vicosa, July, 2017.
Prediction of anthocyanins, total phenolic content and antioxidant capacity of
fruits of blackberry, blueberry and jabuticaba skin using colorimetric parameters.
Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-advisers: Frederico Augusto Ribeiro de Barros e
Erica Nascif Rufino Vieira.

Bioactive compounds are present in many fruits such as blackberry (Rubus sp.),
blueberry (Vaccinium sp.) and jabuticaba skin (Plinia jaboticaba). Considering those
fruits and their high content of bioactive compounds, the food industry should have
standard methodologies that allow a fast identification of their antioxidant capacity,
anthocyanins content and the amount of total phenolic compounds, and that would be
efficient and have low cost. The objective of this research was to obtain mathematical
models for the prediction of the antioxidant capacity and the anthocyanins and total
phenolic contents of crude and purified extracts obtained from fruits of blackberry,
blueberry and jabuticaba skins through the color parameters. Initially, the crude
phenolic extracts were obtained from the blackberry, blueberry fruits and the jabuticaba
skin, and then, they were purified, resulting in other two different extracts to each fruit
(phenolic and anthocyanin extract). The extracts were characterized using the following
analyses: Colorimetry (L*, a*, b* C* e h*); Total anthocyanins (unique pH and
differential pH); Total phenolic content; and antioxidant capacity, by three different
methods, ABTS, DPPH and FRAP. In addition, a correlation was done between the
color parameters and the other analyses, for the three different extracts, using Pearson
method. Mathematical models to predict anthocyanins and phenolic compounds, and
antioxidant capacity, were obtained using the Stepwise method. The crude phenolic
extract presented, in general, lighter coloring, more reddish and yellowish tones when
compared to the purified extracts. In addition, the blueberry extract was the one that
presented greater total anthocyanins content, for the two methods used. The extracts
obtained from jabuticaba skins, for both the crude extract and the phenolic extract,
presented the highest values of antioxidant capacity. For the anthocyanin extract, the
values found for the three fruits did not differ significantly (p> 0.05). The parameters
L*, a*, b* C* and h* showed significant correlation at 5% probability level with the
results of the chemical analyses for the crude extract. However, for the phenolic extract,
there was correlation only for the total anthocyanin content with the colorimetric

parameters, and for the anthocyanin extract there was correlation between the hue
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parameter and the total anthocyanin and total phenolic content. The correlations
between the color parameters and the anthocyanins content were negative in all cases
showing that as the anthocyanins content increases, the color parameters decrease. The
crude extract had correlation between the color parameters and all the analyses done
resulting in a high r prediction models for the analyses of anthocyanins content,
phenolics and the three antioxidant capacity methodologies. Prediction models were
obtained only for the anthocyanins content when the phenolic extract was used. For the
anthocyanin extract, prediction models were obtained for the anthocyanin content,
phenolic compounds, DPPH and FRAP, however with a lofvéfhus, the prediction

of the anthocyanin content, total phenolic compounds and the antioxidant capacity of
the three fruits using colorimetric parameters is viable and very promising from the

point of view of reducing cost and time.
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1. INTRODUCAO

Os consumidores tém procurado cada vez mais adotar habitos de vida saudaveis
e, Com isso, se preocupam em consumir alimentos ricos em compostos bioativos, que
oferecem uma variedade de beneficios a saude. Um grupo desses compostos que vem
chamando muitaatencao € o dos compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo o0s principais responsaveis pela capacidade
antioxidante de frutos, atuando na prevencao do estresse oxidativo e nos processos de
inibicdo de algumas doencas e processos inflamatérios (ROCHA et al., 2011; SEFORA
BEZERRA SOUSA; MORAIS VIEIRA; LIMA, 2011).

As chamadas frusaberries como mirtilo, framboesa, amora e morango,
apresentam elevado conteddo de compostos fendlicos (KECHINSKI et al., 2010).
Dentre elas, estdo as antocianinas, principalmente na sua forma glicosilada (BARBA;
ESTEVE; FRIGOLA, 2013; BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; KAUME;
HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Outra fruta que se destaca por seu alto contetdo de
compostos fendlicos € a jabuticaba. Sua casca contém antocianinas, acidos fendlicos,
outros flavonoides (LIMA et al., 2011; SILVA et al., 2014) e vitamina C (LIMA et al.,
2011). Lima et al. (2012) comprovaram alta correlacéo entre o teor total de compostos
fendlicos, dos quais se destacam as antocianinas, e a capacidade antioxidante de frutos.

As antocianinas sdo muito utilizadas na industria como corantesisanora
alimentos e na industria de farmacos. Por esse motivo, séo realizados estudos visando a
melhor forma de extracéo, estabilizacdo e a otimizacdo de métodos de analises.

Nesse sentido, a industria de alimentos deve possuir metodologias padronizadas
que possibilitem determinar rapidamente sua capacidade antioxidantes deor
antocianinas e compostos fendlicos totais, que sejam eficientes e de baixo custo.

Os métodos mais utilizados para analise dos compostos bioativos de interesse
nesses frutos sdo pH unico e diferencial para quantificar antociaralisCiocalteau
para quantificar fendlicoe ABTS, DPPH e FRAP para determinar a capacidade
antioxidante. Com base nisso, muitos estudos (EKICI et al., 2014; HOSU; CRISTEA,
CIMPOIU, 2014; PACE et al.,, 2013) vém sendo realizados com o objetivo de
correlacionar metodologias de analise complexas, como as descritas anteriormente, a
outras mais simples, como € o caso da colorimetria, da espectroscopia de infravermelho

(IR), infravermelho proximo (NIR) e da ressonancia.



Alguns estudos correlacionaram teor de antocianinas em frutas com a
metodologia de espectroscopia de infravermelho e infravermelho préximo (INACIO et
al., 2013; MARIANI et al., 2015; RASINES-PEREA et al., 2015), que é uma
metodologia ndo destrutiva e de baixo custo, obtendo resultados satisfatorios. Outros
estudos correlacionaram capacidade antioxidante, conteudo de fendlicos e carotenoides
em cenouras, com a colorimetria, obtendo alta correlacdo entre esses fatores (PACE et
al., 2013; PEREIRA, 2002).

A colorimetria € uma metodologia de analise rapida e simples, pois ndo utiliza
reagentes e pode ser realizada de forma direta. Ela utiliza colorimetros, aparelhos que
determinam os parametros de cor das amostras (L, a, b, por exemplo). Esses aparelhos
podem ser portateis e os valores medidos, de acordo com o sistema escolhido (CIE,
CIELAB ou CIE LCH), podem ser traduzidos em mudancas fisicas, como
luminosidade, intensidade de cores e tonalidade, além de outros (QUEIROZ, 2015).

Visando atender as exigéncias do controle de qualidade dos frutos na industria e
dos pesquisadores que trabalham com melhoramento genético, facilitando as analises
relacionadas aos compostos fendlicos, tornando-as rapidas e menos onerosas, € visando
investigar a predicdo de conteudo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante dos
frutos em questdo, esta pesquisa teve como objetivo a predicdo da capacidade
antioxidante e dos teesde antocianinas compostos fendlicos totais dos frutos amora
e mirtilo e da casca de jabuticaba, por meio dos parametros de cor obtidos por

colorimetria em extratos brutos e purificados.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos constituem a maior parte dos metabolitos secundérios de
plantas e a maior classe de antioxidantes encontrados nelas, além de se apresentarem en
grandes concentracdes nas frutas e vegetais (BOUAYED; HOFFMANN; BOHN, 2011;
YOU et al., 2011).

Definem-se compostos fendlicos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
No reino vegetal englobam desde moléculas mais simples, até outras com alto grau de
polimerizagdo (ROCHA et al., 2011). Eles possuem estruturas diversas, com uma faixa
de 8000 estruturas diferentes ja reportadas, e muitos sdo encontrados em um ndmero
limitado de espécies de plantas (DEL RIO et al., 2013).

Estes compostos podem ser classificados em flavonoides e néo-flavonoides. Os
flavonoides sdo polifenois contendo 15 carbonos com dois anéis aromaticos conectados
por uma ponte de trés carbon@strututra C6£3-C6). Essa subclasse engloba as
flavonas, flavonois, flavan-3-ols, isoflavonas, flavononas e, por fim, as antocianidinas
gque € o grupo de grande interesse para este trabalho (Figura 1). Outro grupo de
flavonoides, presentes em menor quantidade nas plantas, sdo as chalconas,
dehidrochalconas, dehidroflavondéis, flavan-3,4-diois, cumarinas e auronas. A estrutura
basica dos flavonoides pode conter numerosos substituintes, a maioria ocorre
naturalmente como glicosideos, especialmente as agliconas (DEL RIO et al., 2013).

Dentre os ndo-flavonoides de significancia nutricional estdo os acidos fendlicos
e os estilbenos. O acido galico é o mais comum entre os acidos fendlicos, além do acido
elagico e entre os estilbenos, o0 mais comum € o resveratrol, um importante composto
fendlico com alta capacidade antioxidante (DEL RIO et al., 2013).

Nas plantas, os compostos fendlicos, estao relacionados, especialmente, com a
protecao, conferindo resisténcia aos micro-organismos e pragas. Ja nos alimentos, estes
compostos influenciam no valor nutricional e na qualidade sensorial, conferindo
atributos como cor, textura, amargor e adstringéncia (ROCHA et al., 2011). Além disso,
possuem elevada capacidade antioxidante, o que faz com que esses compostos atuem

sobre os estresse oxidativo e nos processos de inibicdo de varias doencas, como



cardiovasculares, diabetes, cancer e processos inflamatérios (ROCHA et al., 2011,
VIEIRA et al., 2011).
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Figura 1. Estruturas dos diferentes flavonoides (Adaptado de Del Rio et al., 2013).

O contetdo de compostos fendlicos e sua capacidade antioxidante dependem de
muitos fatores, como as condi¢Bes de cultivo e maturacdo, além do tempo e condicbes
de armazenamento dos frutos (BOBINANVISKELIS; VENSKUTONIS, 2012). Eles
sdo encontrados principalmente em frutas e bebidas (sucos de frutas, cha, vinho, café,
chocolate e cervejas) e, em menor extensdao em vegetais, legumes e cereais
(CIPRIANO, 2011).

A capacidade antioxidante do acido ascorbico € semelhante a do Trolox, um
composto muito utilizado neste tipo de analise como padrdo antioxidante. Alguns
polifendis, porém, apresentam capacidade antioxidante muito superior em relacdo aos
padrdes de referéncia, como é o caso da cianidina, que possui 4,4 vezes mais capacidade
antioxidante que o acido ascorbico (VEBERIC et al., 2015).

Levando-se em consideracdo a grande diversidade quimica dos compostos
fendlicos presentes na natureza, uma variedade de solventes € empregada na extracao ¢
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uma variedade de metodologias é empregada no processo de quantificacdo destes
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compostos. O meétodo delin-Ciocalteoué empregado com o objetivo de detectar
todas as classes de compostos poli-hidroxifendlicos e apresenta correlacdo com métodos
usados para avaliar a capacidade antioxidante, por reagir com compostos nao fendlicos
gue apresentam atividade antioxidante (ROCHA et al., 2011).

2.2 Antocianinas

As antocianinas constituem o maior e mais importante grupo de pigmentos
naturais hidrossoluveis. Atualmente, existem mais de 635 antocianinas identificadas na
natureza, que abrangem a faixa de cores entre o azul, roxo e vermelho de muitas frutas,
vegetais e flores. Elas sdo de grande importancia para as plantas, pois sua cor atrai
insetos, levando a dispersdo de sementes e polinizacdo. Além disso, devido a forte
absorcao de luz, elas também podem ser importantes para a protecao das plantas contra
danos causados por raios UV (HE; GIUSTI, 2010).

Esses pigmentos naturais sdo moléculas pertencentes ao grupo dos flavonoides, e
sdo derivados da estrutura bésica do cation flavilium, constituindo em derivados
polimetil e/ou polihidroxi glicosilados, que contém ligacbes duplas conjugadas
responsaveis pela absorcéo de luz em torno de 500 nm, caracterizando sua cor tipica, e é
deficiente em elétrons sendo, por esse motivo, muito reativo (CAVALCANTI, 2013;
GUIMARAES: ALVES:; FILHO, 2012).

A molécula de antocianina € constituida por duas ou trés partes, uma aglicona
(antocianidina), um grupo de acUcares e, geralmente, um grupo de acidos organicos. Sao
conhecidas aproximadamente 22 agliconas, das quais apenas 6 possuem importancia em
alimentos. S&o elas a pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e

malvidina.

Aglicona R, R,
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
- 0\ - Delfinidina OH OH
& Peonidina OCH, H
0 / 3 —
2 p o Petunidina OCH;, OH
OH Malvidina OCH, OCH,

Figura 2. Estrutura quimica das principais antocianinas (Adaptado de Cavalcanti,
2013).



Raramente encontram-se na natureza antocianinas livres, elas ocorrem
comumente glicosiladas com acucares que estabilizam a molécula (CAVALCANTI,
2013). As antocianinas sdo altamente instaveis e muito susceptiveis a degradacdo. Sua
estabilidade é geralmente afetada pelas condicdes de processamento, incluindo pH,
temperatura, luz, oxigénio, solventes, presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e ions
metélicos, além de sua estrutura quimica (LIMA et al., 2011; TIWARI et al., 2010).

Uma alternativa para aumentar a estabilidade e os efeitos antioxidantes das
antocianinas é a associacdo da antocianina a outras moléculas. Essa associacao se fa:
através das reacdes de copigmentacdo, que sdo interacdes entre as antocianinas e outro
compostos chamados de copigmentos, que podem ser flavonoides, alcaloides,
aminodcidos, acidos organicos, nucleotideos, polissacarideos ou metais. Essas reacfes
sdo comuns na natureza, ocorrendo preferencialmente em condi¢cdes acidas, nas quais
existem altas concentracbes de compostos fendlicos (PORTINHO; ZIMMERMANN;
BRUCK, 2012).

As antocianinas tém atraido a atencdo das industrias farmacéuticas e
nutracéuticas, em parte por seu potencial poder corante natural aplicado aos alimentos
processados e medicamentos. Além disso, esses compostos apresentam beneficios pare
a saude humana por suas propriedades antioxidantes e por prevenir doencas crénicas
degenerativas, incluindo cancer e doencas cardiovasculares (GOUVEA et al., 2012;
VEITCH; GRAYER, 2011).

2.3 Fatores envolvidos na variacdo de antocianinas totais, fendlicos totais e

capacidade antioxidante em frutas

O conteudo de compostos fendlicos em frutas depende de muitos fatores, como
as condi¢cdes de cultivo, maturacéo, espécies, origem geografica e técnicas de colheita,
além do tempo e condicbes de armazename@®BINAIT; VISKELIS;
VENSKUTONIS, 2012). No entanto, o genétipo € um dos principais fatores que
determina o contetido de compostos bioativosbemies (BOBINAIT; VISKELIS;
VENSKUTONIS, 2012). Estes fatores sdo extremamente relevantes para a
caracterizacdo e comparacaolaeries produzidos em climas tropicais e subtropicais,

visto que séao frutas de clima temperado (DE SOUZA et al., 2014).



As propriedades antioxidantes das frutas estdo mais relacionadas a espécie e as
condicbes de cultivos das mesmas, como ambiente e técnicas de manejo, além da
maturidade durante a colheita, pois quanto mais maduras as frutas, menor o teor de
compostos fendlicos e, consequentemente, menor € a capacidade antioxidante
(VIZZOTTO et al.,, 2012). Estudos com jabuticabas, realizados por Alezandro et al.,
(2013), mostraram que & medida que os frutos amadureceram, a capacidade antioxidante
e o conteudo de compostos fendlicos diminuiram, mesmo as jabuticabas apresentando
elevado conteudo de antocianinas.

Até na mesma planta podesa-encontrar variacdes na composi¢cao quantitativa
e qualitativa de compostos antioxidantes (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA,;
OLSZOWY, 2012). Os flavonoides se acumulam nas cascas dos frutos e nas folhas das
plantas e sua sintese é estimulada pela luz. Isso explica as diferencas de composicao
entre os frutos da mesma planta, uma vez que aqueles que recebem maior incidéncia de
luz, tendem a ter uma sintese maior destes compostos (PAES et al., 2014).

Segundo Chavarria et al. (2011), frutos de jabuticabeiras cultivados em solos
com menor disponibilidade hidrica apresentam maior teor de polifendis totais, porém,
h& um menor crescimento da planta e menor rendimento em frutos.

Rodrigues et al. (2011) realizaram estudos utilizando diferentes cultivares de
mirtilo produzidos no Brasil. Os mirtilos apresentaram variacdo no contelddo de
compostos fendlicos e na capacidade antioxidante de acordo com a regido e a cultivar,
comprovando que estes sao fatores que influenciam nas caracteristicas da fruta.

Moro (2013) mostrou que a utilizagdo de alguns hormonios na producdo de
frutas influenciou a sintese de antocianinas em framboesas, 0 que ja havia sido
identificado em morangos e uvas, mostrando que a utilizagdo de horménios € uma
técnica promissora para geneticistas no melhoramento de outras plantas.

Contudo, € muito importaatconhecer o teor de antioxidantes em alimentos,
com o objetivo de minimizar alteracdes e, consequentemente, perdas de valor comercial
e nutricional. Para tanto, ha a necessidade de um método rapido e eficiente para a
determinagcdo do potencial de capacidade antioxidante nos alimentos (KEDARE;
SINGH, 2011).



2.4 Frutas em estudo

Para este trabalho, foram estudadas frutas com elevado conteddo de compostos
fendlicos e que apresentam em sua composi¢do as antocianinas. S&o elas a amora, o
mirtilo e a casca de jabuticaba.

Na tabela 1, sdo mostrados os principais constituintes de interesse dessas frutas e

posteriormente, segue a descricdo mais detalhada de cada fruta.

Tabela 1.Conteudo de vitamina C, compostos fendlicos totais e antocianinas totais em
amora, mirtilo e casca de jabuticaba.

Amora 21 (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012)
Vitamina C
Mirtilo 190 (BARCIA et al., 2010)
(mg/100g) .
Jabuticaba 250 (LIMA et al., 2011)
Compostos Amora 248-633 (SARIBURUN et al., 2010)
fendlicos totais Mirtilo 944 (HUANG et al., 2012)
(mgEAC/100g) | Jabuticaba 636 (SILVA et al., 2010)
Antocianinas Amora 70-201 (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012)
totais Mirtilo 243,8 (HUANG et al., 2012)
(mg/100g) Jabuticaba 48 (SILVA et al., 2010)
2.4.1 Amora

A producdo de amoraR(bussp.) teve inicio na Europa, no século XVIl e, a
partir dai, se espalhou para o0s outros continentes (KAUME; HOWARD;
DEVAREDDY, 2012; VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). No Brasil, as primeiras
amoreiras foram introduzidas, em 1972, pela Embrapa Clima Temperado, de Pelotas-
RS, que selecionou cultivares adaptados para cultivo (VIZZOTTO; PEREIRA,.2011)
Desde entéo, seu cultivo vem crescendo nos estados do Rio Grande do Sul, S&do Paulo e
Minas Gerais, com introducédo e adaptacdo de novos cultivares (HIRSCH et al., 2012).

A amoreira € uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, bem adaptada
regibes com inverno bem definido, de clima temperado e subtropical (HIRSCH et al.,
2012; JACQUES et al., 2010). Produz frutos agregados com massa entre 4 e 7 gramas,
de coloracdo negra e de sabor acido a doce-acido (HIRSCH et al., 2012).

As amoras sao principalmente consumidas frescas, mas, como possuem alta taxa

respiratoria e, consequentemente, pequena vida de prateleira, sdo preferencialmente
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vendidas congeladas, a granel, em polpas e em sucos concentrados (FERRARI;
GERMER; DE AGUIRRE, 2012; JACQUES et al., 2010; KAUME; HOWARD;
DEVAREDDY, 2012). Na industria, sdo utilizadas para producdo de suplementos
dietéticos, sorvetes, geleias, doces, vinhos, entre outros (BOWEN-FORBES; ZHANG;
NAIR, 2010; KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012).

O cultivo da amoreira se destaca por ser uma das opcoes de espécies frutiferas
com grandes perspectivas de aumento de producao. Por seu baixo custo de implantacdo
e de manutencdo do pomar e, ainda, pela reduzida utilizacdo de defensivos agricolas,
sua cultura se demonstra muito promissora para cultivo na agricultura familiar. Ela
apresenta retorno rapido, pois inicia sua producdo no segundo ano de plantio,
proporcionando ao pequeno produtor opcdes de renda pela destinagdo do produto ao
mercadoin natura e como matéria-prima para industrias processadoras de alimentos
(JACQUES; ZAMBIAZI, 2011).

A amora conté cerca de 85% de agua, 10% de carboidratos, vitaminas do
complexo B e A e compostos bioativos (HIRSCH et al., 2012). Ela é rica em compostos
fendlicos, contendo &cidos fendlicos, taninos, estilbenos, flavonoides e antocianinas
(DE SOUZA et al., 2014; MACHADO et al., 2015; SARIBURUN et al., 2010). Além
disso, apresentam outros fitoquimicos como vitaminas C e E, &cido elagico e acido
félico e minerais, especialmente o ferro (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010;

DE SOUZA et al., 2014). A composi¢cao quimica da amora pode variar em funcédo da
variedade, condicdes de cultivo, estadio de maturacdo e condicbes de armazenamento
(KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012).

Compostos fendlicos presentes nas amoras, conferem-nas alta atividade
antioxidante, demonstrando correlacdo entre esse parametro e o conteudo total de
fendlicos e antocianinas (FERRARI; GERMER; DE AGUIRRE, 2012; SARIBURUN
et al., 2010). Essa caracteristica demonstra seu potencial na dieta humana sendo muito
utilizada em varias aplicagbes medicinais (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010).

As antocianinas majoritarias presentes na amora sao a cianidina-3-glicosideo e
cianidina-3-rutinosideo. Porém, nela encontram-se também, em menor quantidade,
cianidina-3-galactosideo, cianidina-3-xilosideo e cianidina-3-arabnosideo (BOWEN-
FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012,
MACHADO et al., 2015).



2.4.2 Mirtilo

O mirtilo € uma fruta da familia das Ericaceas, subfamilia Vaccinnoieleae
géneroVaccinium Ele é nativo da América do Norte e de algumas regides frias da
Europa, onde é muito apreciado por seu sabor exoético e sua coloracdo azulada
(PELEGRINE et al., 2012; STULP; GNAS; CLEMENTE, 2014).

O Brasil apresenta grande potencial de cultivo dessa fruta. Uma das vantagens é
0 expressivo ganho do produtor, pois a cultura se adapta a pequenas areas de cultivo
com alta producédo por area plantada. Além disso, ha grande interesse do mercado
consumidor, tanto para consumo interno, quanto para exportacdo. No entanto, seu
cultivo esta restrito apenas ao Rio Grande do Sul e as regides serranas de Minas Gerais
(PELEGRINE et al., 2012).

No Brasil, a producdo anual de mirtilo € de cerca de 60 toneladas. Uma parte
consideravel é exportada e cerca de um terco é descartado pelas dificuldades de
conservacdo posaheita e alta perecibilidade das frutas, mesmo sob refrigeracao
(KECHINSKI et al.,, 2010; PELEGRINE et al., 2012). Um dos principais fatores
responsaveis pelo curto prazo de validade dessas frutas é a perda de peso, devido a
perda de agua, que faz com que ela murche e perca o brilho (CHIABRANDO;
GIACALONE, 2011). Por esse motivo, o mirtilo é preferencialmente consumido
congelado ou processado, como sucos, geleias, iogurtes entre outros (PELEGRINE et
al., 2012; STULP; GNAS; CLEMENTE, 2014).

Entre asberries 0 mirtilo apresenta a maior capacidade antioxidante, que esta
ligada ao seu conteudo de antocianinas, principalmente nas formas glicosiladas
(KECHINSKI et al., 2010). Entre as principais antocianinas encontradas nas variedades
de mirtilo, estdo a malvidina-3-O-galactosideo, petunidina-3-O-galactosideo e
delfinidina-3-O-galactosideo (BUNEA et al., 2013). O contetddo de antocianinas pode
ser associado com a intensidade da corbéases e sua tonalidade, pois quanto mais
azul-escuro € a fruta, como no caso do mirtilo, maior é o seu teor de antocianinas
(VEBERIC et al., 2015). Além disso, o mirtilo apresenta alto conteudo de vitaminas C e
E, acido clorogénico e outras substancias benéficas para o organismo humano
(BARBA; ESTEVE; FRIGOLA, 2013; STEVENSON; SCALZO, 2012).

O mirtilo € também conhecidoomo “superfruta”, por apresentar potencial
nutracéutico e funcional (HUANG et al.,, 2012). Estudos (BARBA; ESTEVE;
FRIGOLA, 2013; HUANG et al., 2012; KECHINSKI et al., 2010) comprovam que a

atividade antioxidante do mirtilo, ligada ao conteddo de antocianinas, pode prevenir
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doencas degenerativas neuroldgicas, cardiovasculares, cancer e diabetes, além de
prevenir processos inflamatorios, hiperglicemia e diminuir a deposi¢cdo de gordura no
organismo. A presenca de compostos fendlicos ndo antocianicos e outras impurezas,
porém, interferem na avaliacdo das atividades biologicas dos extratos de antocianinas
brutos, obtidos a partir do mirtii@ natura Portanto, para essas analises, é indicada a

purificacdo desses extratos (WANG et al., 2014).

2.4.3 Jabuticaba

A jabuticaba (ou jaboticaba) é o fruto da jabuticabeira, uma planta nativa
brasileira, originaria da regido de Minas Gerais, que se encontra amplamente distribuida
em quase todas as regifes brasileiras e também em outros paises como Bolivia,
Argentina, Uruguai e Peru (NUNES et al., 2014). E um fruto climatérico com casca de
coloracdo avermelhada a roxo-escuro e polpa agridoce de cor branco-violeta, sob a
forma de baga globosa, com até 3 cm de didmetro (ALEZANDRO et al., 2013;
DESSIMONI-PINTO et al., 2011; NUNES et al., 2014; SILVA et al., 2010). Dentre as
espécies comerciais, destaca-d#liaia jaboticabd, uma espécie da regido de Sabara-
MG, cultivadaem Minas Gerais e S&o Paulo (NUNES et al., 2014). Seus frutos sdo
apropriados tanto para a industrializagdo quanto para consunatura (VIEITES et
al., 2011). Seu potencial econdbmico para comercializacdo é grande, em funcéo das
caracteristicas sensoriais da fruta fresca, além de ser utilizada na fabricacéresge lic
geleias, vinhos e vinagres (DESSIMONI-PINTO et al.,, 2011; NUNES et al., 2014;
VIEITES et al., 2011). Geralmente, a jabuticaba é utilizada em produtos com valores de
pH mais baixos, pois seus pigmentos apresentam maior estabilidade em condicdes
acidas (IBRAHIM SILVA et al., 2013).

A jabuticaba é altamente perecivel e, por isso, apresenta um periodo curto de
comercializacdo de dois a trés dias apos a colheita. Isso se deve a intensa perda de
umidade, deterioracdo e fermentacdo da polpa, ocorrendo principalmente pelo seu alto
teor de 4gua e acucares (NUNES et al., 2014; VIEITES et al., 2011).

A casca da jabuticaba possui altos teores de antocianinas, taninos, acidos
fendlicos (acido elagico) e outros flavonoides (rutina e quercetina) (IBRAHIM SILVA
et al., 2013). Ela apresenta majoritariamente as antocianinas cianidina-3-glicosideo,

! Muitos trabalhos tem utilizado como nome cientifico da jabuticaba Myrciaria jaboticaba (Mart.) O.
Berg. (1877), no entanto os index GBIF e Kew Royal Botanic Gardens apresentam o nome Plinia
jaboticaba (Mart.) Kausel (1957) como aceito atualmente.
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peonidina-3-glicosideo e a delfinidina-3-glicosideo (LIMA et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2015; SILVA et al., 2014). Além disso, apresenta altos teores de vitareina C
fibras (LEITE-LEGATTI et al., 2012; LIMA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015).
Por esse motivo, ela é utilizada em muitos produtos como composto bioativo
(DESSIMONI-PINTO et al., 2011).

Consequentemente, a jabuticaba também demonstra grande capacidade
antioxidante (DESSIMONI-PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2014). Com base nisso,
pode-se afirmar que a jabuticaba é um potencial antioxidante e anti-inflamatério, com

atividade antimutagénica e quimioprotetiva (SILVA et al., 2014).

2.5 Métodos para determinacdo de antocianinas totais, fendlicos totais e

capacidade antioxidante

As antocianinas ocorrem comumente glicosiladas com acucares que estabilizam
a molécula (CAVALCANTI, 2013). Elas s&o altamente instaveis e muito susceptiveis a
degradacdo. Sua estabilidade é geralmente afetada pelas condi¢cdes de processamento
incluindo pH, temperatura, luz, oxigénio, solventes, presenca de enzimas, flavonoides,
proteinas e ions metdlicos, além de sua estrutura quimica (LIMA et al., 2011; TIWARI
et al., 2010).

Para extracdo das antocianinas dos vegetais, sao utilizados solventes com adi¢ao
de acido, com o objetivo de manter o pH préximo de 2, para prevenir a oxida¢do. Além
disso, eles sdo muito sollveis em solventes polares e, por isso, faciimente extraidos
utilizando agua, metanol e etanol (LIMA et al., 2011).

A quantificag@o de antocianinas € realizada por métodos espectrofotométricos,
diferentemente dos flavonoides, que absorvem luz na regido entre 350 e 380 nm, séo
capazes de absorver fortemente luz na regido do visivel, compreendida entre 496 e 550
nm. Este método € muito simples, porém, para estimar a fracdo real de antocianinas
presente nas frutas, utiliza-se o método pH diferencial, que consiste em efetuar uma
leitura espectrofotométrica do extrato em tampéo pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na
sensibilidade destes compostos ao pH (FULEKI; FRANCIS, 1968a; TEIXEIRA,
STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008). Esta metodologia é mais segura, porém mais
trabalhosa e onerosa, quando comparada ao método de pH unico, pois demanda preparo

de solu¢des com gastos de reagentes, além de maior tempo de andlise.
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Alguns métodos de ensaio de eliminacdo de radicais livres podem fornecer
informacBes sobre como é a capacidade antioxidante de um composto na prevencao de
espécies radicais reativd6ATALINIC et al., 2010). S&o eles os métodos ABTS (&cido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
FRAP (erric Reducing Ability Powgr TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parametey e ORAC Oxigen Radical Absorbance Capagitgorém, neste trabalho, sdo
descritos detalhadamente apenas os métodos de interesse.

Esses ensaios para determinacdo da capacidade antioxidante descrevem a
capacidade de moléculas redox em alimentos e sistemas biol6gicos eliminarem os
radicais livres. Esse conceito considera os efeitos aditivos e sinérgicos de todos os
antioxidantes presentes na amostra, em vez do efeito dos compostos individuais, e
podem, portanto, ser Uteis para estudar os beneficios potenciais desses antioxidantes
para saude (FLOEGEL et al., 2011).

A maioria dos métodos emprega 0 mesmo principio, no qual um composto
sintético radical colorido € gerado e a capacidade de uma amostra biologica para
eliminar este radical ou para reduzir o composto redox-ativo € monitorada por
espectrofotometria (FLOEGEL et al., 2011).

Os métodos ABTS, DPPH e FRAP envolvem transferéncia de elétrons e reducdo
de um antioxidante colorido. O ensaio ABTS é baseado na geracdo de um radical
azul/verde que pode ser reduzido por antioxidantes enquanto o DPPH baseia-se na
reducdo de um radical roxo. Ambos 0s ensaios sdo mais populares entre os métodos
utilizados. O ensaio FRAP é diferente desses, pois ndo envolve reducao de radicais
livres, mas a reducéo de fon férrico ‘eara ion ferroso (F8, que é monitorada por
espectrofotometria (FLOEGEL et al., 2011; MULLER; FROHLICH; BOHM, 2011).

Todos os métodos de andlise citados para avaliacdo da capacidade antioxidante
demandam reagentes com custos elevados, além de preparo de solu¢cdes e curvas padrac
para comparacao, além de longo tempo de reacao antes da leitura espectrofotométrica, o
gue acarreta em tempo longo de andlise.

Quando aplicado na analise de alimentos, as medi¢cbes de capacidade
antioxidante podem ser diferentes, pois dependem do meétodo utilizado, logo, as
determinacdes de atividade antioxidante obtidas por cada método ndo devem ser
comparadas entre si, somente dentro do mesmo método.

Levando-se em consideracdo a grande diversidade quimica dos compostos

fendlicos presentes na natureza, uma variedade de solventes e de metodologias é
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empregada no processo de extracdo e quantificacdo destes compostos. O método de
Folin-Ciocalteoué utilizado com o objetivo de detectar todas as classes de compostos
poli-hidroxifendlicos e apresenta correlagdo com métodos usados para avaliar atividade
antioxidante, por reagir com compostos nao fenodlicos que apresentam atividade
antioxidante (ROCHA et al., 2011).

Assim como os métodos para quantificagdo de antocianinas e de capacidade
antioxidante, o métodbBolin-Ciocalteoutambém demanda o uso de reagentes, preparo
de curva-padréo utilizando acido galico como padréo para comparacédo e longo tempo
de reacédo antes da leitura espectrofotomeétrica.

A correlacdo entre os compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante dos
frutos pode depender do método escolhido para andlise, e também das caracteristicas
hidrofébicas e ou hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes testados. Além disso,
a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos depende de diversos fatores, como

sistema oxidante, grau de glicosilacéo e coeficiente de particdo (LIMA et al., 2011).

2.6 Colorimetria

A cor desempenha um papel muito importante na aceitabilidade dos alimentos,
pois os consumidores julgam a qualidade de um produto, primeiramente, por sua cor.
Por este motivo, a industria alimenticia vem utilizando corantes para melhorar ou
restaurar a aparéncia original de alimentos ou assegurar a uniformidade da cor
(VEBERIC et al., 2015).

Para o entendimento das cores é necessario, primeiramente, compreender o que é
luz. A luz visivel é uma série de ondas eletromagnéticas que compreendem uma parte
do espectro eletromagnético. Essas ondas possuem duas caracteristicas que a
descrevem, a frequéncia e o comprimento de onda (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ,
2015).

O espectro de cores visivel se inicia no vermelho, com comprimento de onda em
torno de 740 nm, sendo a faixa de menor energia, e termina no violeta, com
comprimento de onda em torno de 380 nm, sendo a faixa de maior energia. Existem
ainda, fora do espectro visivel as faixas mais proximas, o infravermelho e o ultravioleta,
mas estas ndo conseguem interagir com o sistema de visdo humano e, portanto, nado
geram imagens e cores no cérebro (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015).
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Em 1931, desenvolveu-se um sistema, pela Comissdo Internacional de
L’Eclairage (CIE), para especificacdo de sinais de cor e recomendou-0 para ser utilizado
em larga escala. Os trés atributos da cor poderiam ser expressos como uma esfera
tridimensional, expressos numericamente por um sistema de ordens de cores, podendo a
cor ser quantificada e expressa de maneira objetiva e precisa (OLIVEIRA, 2011).

Com base nisso, os sistemas CIE e CIELAB para a expressao de resultados de
cor, compreendem as seguintes caracteristicas basicas:

- Tonalidade (Hue): Primeiro atributo de cor a ser mencionado, a tonalidade é a
grandeza que caracteriza a qualidade da cor (vermelho, verde, azul, etc.), permitindo
diferencié-la e esta associada a certo comprimento de onda do espectro visivel;

- Saturacao (Chroma): descreve a intensidade ou quantidade de uma tonalidade,
indicando a proporcdo em que ela esta misturada com o branco, preto ou cinza. Também
chamada de pureza ou intensidade da cor, é a qualidade que nos permite distinguir cores
fortes de fracas;

- Luminosidade (Value): caracteriza o grau de claridade da cor, indicando se as
cores sao claras ou escuras (RAMOS, 2007).

O sistema CIE utiliza as coordenadas X (vermelho), Y (verde) e Z (azul), por
meio da transmitancia por medic6es espectrofotométricas que, posteriormente, sdo
transformadas matematicamente em coordenadas de cor. Esses trés valores especificam
as quantidades de cores para se descrever uma cor do espectro de luz visivel
(OLIVEIRA, 2011; RAMOS, 2007).

O sistema CIELAB, criado em 1976, € muito semelhante ao anterior, porém,
utiliza coordenadas geométricas para a identificacdo dos parametros colorimétricos. Ele
utiliza os parametros L*, a* e b* nos quais a coordenada L* corresponde a
luminosidade, que varia do valor zero, com tom menos luminoso, preto, ao valor 100
como sendo mais luminoso, incolor; a* e b* correspondem as coordenadas cromaticas,
onde a coordenada a*, varia do sentido negativo para o positivo, de tons verdes (-80)
para tons vermelhos (+100); e a coordenada b* varia do sentido negativo para o
positivo, entre tons azuis (-50) e amarelos (+70) (KORIFI et al., 2013; RAMOS, 2007).
Os eixos de a* e b* formam um plano ortogonal ao eixo do L*, como mostra a Figura
1b (OLIVEIRA, 2011).

A cor é representada por um ponto no espaco, 0 que permite alta precisdo em sua
definicdo. Os valores de L*, a* e b* sdo proporcionais aos valores XYZ do sistema CIE,

como segue nas equacgdes 1, 2 e 3 (KORIFI et al., 2013).
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1
L' =116 x (YL) *_16 (Equagéo 1)

X WE Y 3 .
(Z) _(g) l (Equacéo 2)

. N/ z\/3 «
b* =200 l(y—) _(Z) l (Equacéo 3)

a* =500

n

Além destes sistemas, existe o sistema CIE LCH, que utiliza coordenadas
cilindricas, onde L* indica a luminosidade exatamente como no modelo CIELAB, o
valor C* indica o croma e h* o angulo de tonalidade, como mostrado na Figura 1a.
Essas coordenadas sdo obtidas pelos parametros a* e b* do sistema CIELAB (Equacdes

4 e5), e o valor de L* € o mesmo nos dois modelos (OLIVEIRA, 2011).

C*=[(a)?+ (b)?*]/*  (Equacéo 4)
h = arctan(b*/a*) (Equacéo 5)

Alto

3 Hue Alto -Baixo~ Alto

Luminosidade e saturagdo

Figura 3. (a) Criagdo tridimensional do sélido colorimétrico utilizado nas analises de

cor. (b) Espaco tridimensional do sistema CIELab [Adaptado de ksbafi, (2013)].

Os valores referentes ao parametro h* (tonalidade) demonstram que o aumento
do teor de antocianinas indica uma cor vermelha mais intensa, pois quanto menor o
angulo h*, mais proximo estara do eixo a* e com isso, mais vermelha sera a coloracéo

(LIMA; MELO; GUERRA, 2007).
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A saturacdo (C*) representa a intensidade de uma cor particular, indicando a
pureza da cor em relacdo ao branco. Quanto mais cinza ou mais neutra for a cor, menos
brilhante ou menos saturada ela é (OLIVEIRA, 2011).

A avaliacdo de parametros de cor consistente e objetiva € de grande importancia
para as areas de pesquisa, desenvolvimento de produtos e controle de qualidade
(GORDILLO et al., 2015; TRINDERUP et al., 2013). Nesse sentido, 0s sistemas

descritos sdo muito promissores para andlise de cor e correlagdo com outras analises.

2.7 Predicdo dos teores de antocianinas, fendlicos totais e capacidade

antioxidante em frutas

A correlacao € uma alternativa muito utilizada para predizer a relacao entre dois
parametros analiticos. Ela é muito importante para o controle de qualidade de industrias
de alimentos e para os produtores, pois torna as analises mais rapidas e diminui o uso de
reagentes. Em alguns casos, ela torna a andlise ndo destrutiva, mantendo intacto o
produto e elimina a necessidade de preparacdo do mesmo. Nesse sentido, muitos
trabalhogém buscado metodologias novas ou menos complexas para correlacionar com
parametros importantes para a qualidade dos alimentos.

Uma metodologia muito utilizada recentemente em estudos com predicédo € a
tecnologia de espectroscopia com infravermelho, que € um método rapido, barato, nao
destrutivo e ndo requer o uso de solventes quimicos. Mariani et al. (2015) realizaram
um estudo que correlacionou o contetudo de antocianinas de jabuticabas intactas com a
espectroscopia de infravermelho, obtendo resultados promissores para predigdo. Inécio
et al. (2013) relacionaram o teor de antocianinas de acai e jucara com medidas de
absorcéo de infravermelho por espectroscopia utilizando os frutos intactos com o
objetivo de determinar o conteido antocianico sem a destruicdo da amostra. Dykes et al.
(2014) estudaram a predigédo do conteudo de fendlicos totais, tanino condensado e 3-
desoxiantocianidina em sorgo integral utilizando a espectroscopia de infravermelho,
obtendo resultados com grande potencial para uso na indastria de grdos. Outro estudo
realizado com tecnologia de infravermelho foi feito por Andrianjaka-Camps et al.
(2015), o qual obteve predi¢cdo para analises fisico-quimicas de framboesas, utilizando
espectroscopia de infravermelho combinada com métodos quimiométricos. No entanto,

nesse ultimo estudo, ndo foi possivel predizer a quantidade de compostos bioativos
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como vitamina C, fendlicos totais e antocianinas, em funcdo do baixo conjunto de dados
utilizados.

A predicdo do teor de antocianinas de cascas de uvas pode ser feita através da
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR). Essa predi¢cdo permite desenvolver um
modelo que correlacionasse melhor o teor de antocianinas com a cor de cascas de uvas,
utiizando metodologia de infravermelho. Esse modelo nos da uma previsdo da
maturacédo fendlica do vinho e orienta na escolha do melhor periodo de colheita (CHEN
et al., 2015). Ainda sobre estudos com vinhos, Rasines-Perea et al., (2015)
desenvolveram um método de correlacéo entre analise com infravermelho e o potencial
antocianico das uvas colhidas para predizer a destinagcdo da uva, com relagcdo ao
controle de qualidade.

Diferentemente dos estudos anteriores, Hosu, Cristea e Cimpoui (2014)
realizaram um trabalho com o objetivo de criar um programa que correlacionasse
caracteristicas do vinho, como atividade antioxidante, com a qualidade dos vinhos, de
forma a diminuir custos e tornar as analises mais eficientes.

Pace et al. (2013) realizaram estudos de predicéo entre atividade antioxidante ou
composicao fendlica e os parametros de cor de diferentes variedades de cenouras. Outro
estudo com predicdo foi realizado por Pereira (2002), que relacionou os teores de
carotenoides em cenoura com a sua coloracdo. Este estudo obteve equacOes para
predizer a melhor época de colheita das cenouras levando-se em consideracéo o teor de
carotenoides, simplificando as analises de qualidade.

Por fim, Motta et al. (2015) obtiveram modelos mateméaticos lineares que
correlacionassem parametros de cor, determinados em colorimetros de baixo custo, com
o estadio de maturacdo de goiaba, mamao e manga, medido pelos teores de soélidos

sollveis totais, pH e consisténcia.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver modelos matematicos para predicdo do conteudo de antocianinas,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante por meio de parametros

colorimétricos.
3.2 Objetivos Especificos

- Extrair compostos fendlicos de amora, mirtilo e da casca de jabuticaba, e,
purificar o extrato fendlico obtendo trés extratos: bruto (EB), contendo apenas
polifendis (EP) e antocianinas (EA);

- Comparar a quantidade de antocianinas totais entre as frutas, dos trés extratos;

- Comparar a quantidade de fendlicos totais entre as frutas, obtidos para os trés
extratos;

- Comparar capacidade antioxidante entre as frutas, para os trés extratos;

- Obter correlagdes entre os teores de antocianinas, fendlicos totais, capacidade
antioxidante e os parametros colorimétricos L*, a*, b*, C* e h*, para amora, mirtilo e
casca jabuticaba, em cada extrato obtido;

- Determinar modelos matematicos para predicdo dos teores de antocianinas,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante, por meio dos parametros
colorimétricos L*, a*, b*, C* e h*, para amora, mirtilo e casca de jabuticaba, utilizando

0s extratos bruto e purificados.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratdrio de Corantes Naturais e Compostos
Bioativos (LaCBio) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da

Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigcosa, Minas Gerais.
4.1 Matéria-prima

Foram utilizadas amorafbussp) e mirtilos {acciniumsp) produzidos no
municipio de Barbacena, Minas Gerais, apresentadas nas figuras 2a. e 2b.,
respectivamente, além de jabuticab@bn{a jaboticaba‘Sabara’) produzidas no setor
de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia da UFV (Figura 2c.). As frutas foram
colhidas, selecionad lavadas e armazenadas em congelador convencional a -18 °C até

0 momento das analises.

Figura 4. (a) Amora, (b) mirtilo e (c) jabuticaba utilizados para obtencéo dos extratos.
4.2 Obtencéo do extrato fendlico bruto

A obtencao do extrato fendlico bruto foi realizada utilizando como solvente uma
solucéo de etanol 70% acidificada com HCI até pH 2 (SILVA, 1996). Inicialmente,
foram pesados 100 g de cada fruta e, no caso da jabuticaba, 100 g de casca, que foram
triturados em liquidificador e em seguida, adicionados 1000 mL de solvente, e a mistura
foi posteriormente armazenada sob refrigeracéo (4 °C + 2 °C) por 24 horas. Ap0s esse
periodo, a mistura foi filtrada em papel de filtro, Whatman n° 1, a vacuo, em funil de
Bilchner, e o volume completado para 1000 mL com solucdo extratora (etanol 70%)
Posteriormente, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo a 40 °C pararremove
0 etanol adicionado, até se obter um volume final correspondente a 20% do volume
original. Esse extrato fendlico bruto foi armazenado em frasco ambar sob congelamento
até o momento da sua analise.
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4.3 Purificacao do extrato fendlico bruto

4.3.1 Purificacdo para obtencéo do extrato fendlico

Para obtencdo do extrato fendlico, as amostras foram eluidas em cartucho de
separacao C18 (Sep-Pak Vac 35 -a&aters), visando a remocao de interferentes (acido
ascorbico, acucares e aminoacidos) (NORATTO et al., 2010). Inicialmente, o cartucho
foi condicionado com 50 mL de metanol acidificado (0,01% de HCI) e 50 mL de &gua
destilada acidificada (0,01% de HCI). Apéds isso, uma aliquota de 25 mL do extrato
fendlico bruto foi eluido no cartucho de separacédo. Os interferentes foram, entéo,
removidos por meio da passagem de 100 mL de agua destilada acidificada (0,01% de
HCI) pelo cartucho, ficando os polifendis adsorvidos no mesmo. O extrato fendlico
purificado de cada fruta foi eluido do cartucho com 50 mL de metanol (NORATTO et
al., 2010).

Metanol acidificado Extrato fendlico
(0,01% de HCI) bruto

- - [ Metanol ]
Agua acidificada Agua acidificada
(0,01% de HCI) (0,01% de HCI)

'R R

Acido ascoérbico, "
. Extrato fenolico
Descarte acucares e e
P purificado (T2)
aminoacidos

Figura 5. Esquema de purificacao para obtencéo do extrato fendlico purificado.

4.3.2 Purificacdo para obtencéo do extrato antocianico

Para obtencéo do extrato antocianico, as amostras foram eluidas em cartucho de
separacao C18 (Sep-Pak Vac 35 -a&Waters), visando a remocao de interferentes (acido
ascorbico, agucares, aminoacidos, acidos fenolicos e flavonadis). Inicialmente o cartucho
foi condicionado com 50 mL de metanol e 75 mL de agua destilada acidificada (0,01%
de HCI). Apoés isso, uma aliquota de 25 mL do extrato fendlico bruto foi eluido no
cartucho de separacdo. Os interferentes (acido ascoérbico, aclUcares e aminoacidos)
foram, entdo, removidos por meio da passagem de 50 mL de agua destilada acidificada

(0,01% de HCI) pelo cartucho, ficando os polifendis adsorvidos no mesmo. Para
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remocao dos compostos fenolicos (acidos fendlicos e flavonodis), 50 mL de acetato de
etila foram passados pelo cartucho, ficando apenas as antocianinas adsorvidas no
mesmo. O extrato antocianico purificado de cada fruta foi eluido do cartucho com 50
mL de metanol (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).

Metanol acidificado Extrato fendlico
(0,01% de HCI) bruto

- — - [ Acetato de etila ][ Metanol J
[ Agua acidificada ] [ Agua acidificada ]

(0,01% de HCI) (0,01% de HCI)

. ,
Acido ascérbico, Amdos fenolicos e Extrato antomamco
Descarte aglicares e
flavonois purificado (T3)

aminoacidos

Figura 6. Esquema de purificacdo para obtencéo do extrato antocianico.

4.4 Caracterizacéo dos extratos obtidos

4.4.1 Determinacdo de Antocianinas totais
4.4.1.1 Método pH unico

A determinacdo de antocianinas totais, pelo método pH unico, foi realizada
segundo o método descrito por Fuleki e Francis (1968b). Uma pequena aliquota da
amostra foi diluida em etanol:HCI 1,5N (85:15) v/v e realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro UV-VIS (1601Pc marca Shimadzu), em comprimento de onda de 535
nm, para obter um valor de absorvancia (Abs) entre 0,200 e 0,800. O calculo da
concentracdo total de antocianinas bassma Lei de Lambert-Beer (Equacao 6) e os
resultados expressos em mg de antocianinas por mL de extrato obtido. Os valores de
absorvancia foram contrastados com os valores dos brancos (Solu¢do Etanol:HCL 1,5N
(85:15)). O calculo do teor de Antocianinas Totais (AntT)mpbrde extrato obtido foi
efetuado de acordo com a Equacao 7. Foi utilizado o Coeficiente de Extingdo médio
(E*1.n) de diversas antocianinas, adotando-se para o método de pH Unico (pH 2,0)
valor de 982.
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A= eXbXxC (Equacéo 6)

Em que

A= absorvancia

¢= Coeficiente de absortividade molar (98,2-L-cm™ g%).
C= concentracéo g/L

b = espessura da cubeta em cm

AXFDX100

Antl mgAnt = g
mgAnt 1%
I de extrato mMXE;

(Equacéo 7)

Em que:

AntT = teor de antocianinas totais
A = absorvancia

FD = fator de diluicéo

m = massa de amostra

E*,.m = Coeficiente de extingao.

4.4.1.2 Método pH diferencial

A determinacao de antocianinas totais, pelo método pH diferencial, foi realizada
segundo o método descrito por Fuleki e Francis (1968a). Para este método, foram
utilizadas solucdes tampédo pH 1,0 e 4,5. Preparou-se a solugcdo pH 1,0 a partir da
mistura de solucdes de KCI (0,2 N) e HCI (0,2N) na proporcéo 25/67. O tampéao pH 4,5
foi preparado a partir de solucdo de acetato de sddio (1N), HCI e 4gua na propor¢ao
100/60/90. Uma pequena aliquota da amostra foi diluida em solu¢es tampdes pH 1,0 e
pH 4,5 e realizosea leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (1601Pc marca Shimadzu),
em comprimento de onda de 535nm, adaptando-se o valor de absorvancia para a
diferenca de leitura entre os dois pHs, onde a leitura a pH 1 sera maior que a pH 4,5,
pois as antocianinas apresentam coloragcéo intensa em pH 1, com elevada absorcédo de
energia; ja em pH 4,5 as antocianinas quase nao apresentam coloracao e a absorcao de
energia € minima. O célculo da concentracao total de antocianinas foi baseado na Lei de
Lambert-Beer (Equacéo 6) e os resultados expressos em mg de antocianinas por mL de
extrato obtido. Os valores de absorvancia foram contrastados com os valores dos
respectivos brancos (solugbes tampéo pH 1,0 e 4,5). O célculo do teor de antocianinas
totais (AntT) por mL de extrato obtido foi efetuado de acordo com a Equacgao 8.
Utilizou-se o Coeficiente de Extincdo médio'fE.) de diversas antocianinas,
adotando-se para o método de pH diferencial, 873 e 775 respectivamente para os pHs
1,0e4,5.
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AntTmg ant / = &Xﬁfoo (Equacéo 8)

mL de extrato MXEjcm

Em que:

AntT = teor de antocianinas totais
A = absorvancia

FD = fator de diluicéo

m = massa de amostra

E*, .= Coeficiente de extingao.

4.4.2 Determinacgéo de 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 pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o &cido
galico como padrao de referéncia. Em um tubo de ensaio adicionou-se 0,6 mh de cad
amostra, 3 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1/10 e 2,4 mL ge&,5%,
sob agitacdo. A mistura foi armazenada ao abrigo de luz por 1 hora. O tubo controle
continha 0,6 mL do solvente de extracdo (etanol 70% acidificado até pH 2,0). A
absorvancia foi medida a 760 nm usando um espectrofotometro UV-VIS 1601Pc marca
Shimadzu (Kyoto, Japdo). Os resultados foram expressos em mg de acido gélico

equivalente por mL de extrato obtido (mg EAG/mL de exjrato

4.4.3 Determinacdo da Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi obtida para os trés extratos através de trés

métodos, ABTS, DPPH e FRAP. Os métodos estdo descritos a seguir.

4.4.3.1 Método ABTS

Para a formacdo do radical ABTS(2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonado), a solucdo aquosa de ABTS 7 mmblfbi adicionada & solucdo de
persulfato de potassio 2,45 mmot,Lna proporcdo 1:1. Esta mistura foi mantida no
escuro a temperatura ambiente (25 + 1 °C) por 12 - 16 horas. Apos este tempo, corrigiu-
se absorbancia para 0,70 (x0,05) a 734 nm (comprimento de onda de maxima absorc¢éo)
com adicdo de etanol 80% (RE et al., 1999) em espectrofotoldetdlS 1601Pc

marca Shimadzu (Kyoto, Japao).
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Foi utilizado o Trolox como padréo. Para isso, realig@a-construcdo de uma
curva padréo, nas concentracdes de 0-200 prhoAlreacdo entre o antioxidante e o
radical foi realizada pela homogeneizacdo de 0,5 mL de cada concentracdo do
antioxidante e 3,5 mL da solucdo do radical em tubos de ensaio, os quais foram
mantidos ao abrigo da luz até estabilizacdo da reacéo.

Para amostra, construg& uma curva de amostra, com cinco diluicoes
sequenciais (de modo a obter, apés reacao, absorvancia na faixa da curva padréo). A 3,5
mL da solucéo radical ABTSforam adicionados 0,5 mL de cada extrato, e realizada
leitura espectrofotométrica apds 6 minutos de reacéo. A partir desse dado, foi construido
um gréfico de amostra: concentracéo (mL de extrdjoss absorvancia.

Para determinagdo da capacidade antioxidante, foi obtida a absorvancia
equivalente a 100 pmol'Lda equacdo da curva padrdo de trolox. Esse valor foi
substituido na equacédo da reta da curva de amostra, sendo encontrado o volume de
extrato obtido (mL) equivalente a 100 umdl.LEsse dado foi corrigido em pmol
equivalente de trolox por litro de extrato, e o resultado expresso em capacidade

antioxidante equivalente ao trolox.

4.4.3.2 Método DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método DPPH, segundo Kim et
al. (2002), com modificacbes. Para o ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazina)
preparouse uma solucdo 0,1 mmolLde DPPH dissolvido em etanol 80%. Esta
solucao foi preparada para utilizacdo no dia da analise.

Utilizou-se o trolox como padrdo, para isso, realizsua construcdo de uma
curva padrédo. Para amostra, foi construida uma curva de amostra, com cinco diluigcdes
sequenciais (de modo a obter, apds reacdo, absorvancia na faixa da curva padréo). A 3,5
mL da solugéo de DPPH foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, e rsalieibura
em espectrofotdmetrdJV-VIS 1601Pc marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o), apds 1 hora de
reacdo. A partir desse dado, construiu-se um grafico de amostra: concentragdo (mL de
extratoL™) vsabsorvancia.

Para determinacdo da capacidade antioxidante, foi obtida a absorvancia
equivalente a 125 pmol'Lda equacdo da curva padrdo de trolox. Esse valor foi
substituido na equacdo da reta da curva de amostra, sendo encontrado o volume de
extrato obtido (mL) equivalente a 125 umdl.LEsse dado foi corrigido em pmol
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equivalente de trolox por litro de extrato obtido, e o resultado expresso em capacidade

antioxidante equivalente ao trolox.

4.4.3.3 Método FRAP

Para a avaliacdo de capacidade antioxidante pelo método FRAP, g#inou-
reagente FRAP, que foi preparado a partir da combinacdo de 25 mL de tamp&o acetato
0,3 mol.LY, 25 mL de uma solucdo de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) 10
mmol.L'* e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mMM@ARRAURI;
RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997). Inicialmente, preparsetima curva padréo de
sulfato ferroso. No dia da andlise, foi preparada uma solucdo de sulfato ferroso 2
mmol.L?, e a partir dela construida uma curva variando sua concentracdo de 500
pumol.L* até 1500 umol.E. Em tubos de ensaio, foram adicionados 90 pL das solucdes
diluidas de sulfato ferroso, 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Os
tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e apos isso, sdizou-
leitura em espectrofotdmetidV-VIS 1601Pc marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o), com
comprimento de onda de 595 nm. O reagente de FRAP foi utilizado como branco para
calibrar o espectrofotdmetro.

Para analise dos extratos obtidos, foram transferidos 90 pL das solucdes diluidas
do extrato, 270 puL de 4gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, para tubos de ensaio.
Os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e apdés isso, realizou-
se a leitura em espectrofotbmetoy-VIS 1601Pc marca Shimadzu (Kyoto, Japéo),
com comprimento de onda de 595 nm.

Para determinacdo da capacidade antioxidante, foi obtida a absorvancia
equivalente a 1000 pmol'Lde padrdo sulfato ferroso. Esse valor foi substituido na
equacao da reta da curva de amostra, sendo encontrado o volume de extrato obtido (mL)
equivalente a 1000 pmol’L Esse dado foi corrigido em pmot.ide sulfato ferroso por
mL de extrato obtido, e o resultado expresso em capacidade antioxidante equivalente ao

sulfato ferroso.

4.4.4 Analise Colorimétrica

Os extratos obtidos foram caracterizados pela leitura direta de reflectancia do
sigema de coordenadas retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de
vermelho e verde) e “b*” (intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de
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cor CIELAB, com iluminante B e angulo de observacdo de 10 °, utilizando-se
colorimetro Hunter Lab, modelo Colorquest XE (Reston, USA). Os valores de C*
(cromaticidade ou saturacdo de cor) e h (angulo de tonalidade cromética) foram

calculados a partir dos dados de a* e b*, pelas Equag@#8.9

C*=[(@)*+ (»"**  (Equagéo 9)
h = arctan(b*/a") (Equacéo 10)

4.5 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticbes para os tratamentos frutas amora, mirtilo e a casca de jabuticaba, para cada
extrato obtido (bruto, fendlico e antocianico) e as analises realizadas em duplicatas.

Os resultados obtidos para caracterizagdo dos extratos foram submetidos a
andlise de variancia através do teste F e as médias dos tratamentos comparadas entre s
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa SAS (SAS
Institute, version 9.4, Cary, NC, USA). Os extratos obtidos foram analisados
separadamente e, portanto, ndo foram comparados entre si.

As andlises de correlacdo entre os teores de antocianinas e fendlicos totais
obtidos por espectrofotometria e a capacidade antioxidante obtida pelos métodos ABTS,
DPPH e FRAP, com os valores L* a* b* C* e h* do sistema CIELAB, foram
estabelecidas pelo método de Pearson, ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o
programa SAS (SAS Institute, version 9.4, Cary, NC, USA).

A escolha do modelo de predi¢do através dos parametros colorimétricos, foram
feitos, levando-se em consideracédo o coeficiente de determinicécamRignificancia
dos parametros, utilizando o ProcReg do SAS (SAS Institute, version 9.4, Cary, NC,
USA) para regressao linear maltipla com o mét&lepwise(passo a passo), que

indicou as variaveis independentes com melhor ajuste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo dos extratos

Os extratos bruto, fenélico e antocianico foram caracterizados, através dos
parametros colorimétricos (L*, a*, b*, C* e h*), do conteddo de antocianinas, do

conteudo de fendlicos totais, e, por fim, da capacidade antioxidante.

5.1.1 Extrato Bruto

Os resultados para a caracterizacdo dos extratos brutos de amora, mirtilo e casca
de jabuticaba séo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Parametros colorimétricos (L*, a*, b*, C* e h*), teor de antocianinas, compostos
fendlicos e capacidade antioxidante do extrato fendlico bruto de amora, mirtilo e casca de
jabuticaba.

PARAMETRO AMORA MIRTILO JABUTICABA
L* 31,117+0,38 27,18+0,18 33,32+0,9%
a* 19,41+1,3% 3,87+1,22 28,57+2,56
b* 6,41+0,58 0,10+0,35 10,43+1,68
C* 20,44+1,42 3,88+1,23 30,42+2,98
h* 0,32+0,0% 0,01+0,07 0,35+0,02
Antocianinas (pH Unico) 181,52+13,59 555,16+53,41 354,72+42,29
Antocianinas (pH diferencial) 100,04+12,90 403,91+57,41 184,18+8,02
Fendlicos totais 975,21+35,16 1437,23+110,67 4548,93+211,51
Capacidade Antioxidante (ABTS) 51,94+4,58 47,23+3,82 410,89+28,8
Capacidade antioxidante (DPPH) 40,25+9,3% 21,786,460 355,63+53,07
Capacidade antioxidante (FRAP) 99,18+19,71 101,26+41,00 906,76+67,88

Os resultados de antocianinas pH Unico e pH diferencial foram expressosaarantgcianina/L de extrato, de
Fendlicos em mg equivalente de &cido gélico/L de extrato, os de ABTS e DPPH dmtdlbx/L de extrato e

os de FRAP em uM de sulfato ferroso/L de extrato. Valores em médiaia gadvao (DP), n= 3. Significancia
(P<0,05): médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha ndo difershpetdrteste de Tukey.

Com relacdo aos parametros de cor, os extratos fendlicos brutos para @ada frut
diferiram entre si, ao nivel de 5% de probabilidade. O extrato de jabuticaba apresentou
cor mais proxima de tons vermelho e amarelo que os demais (maior valor de a* e b*),
com maior luminosidade (L*) e saturacéo (C*). O extrato de mirtilo apresentou meno
angulo de tonalidade (h*), indicando maior intensidade de cor vermelha. Segundo Lima,

Mélo e Guerra (2007), quanto menor o angulo hue, o fruto apresenta cor vermelha mais
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intensa, indicando um aumento no teor de antocianinas. O que pode ser verificado nos
valores de teor de antocianinas indicado pelos métodos pH Unico e diferencial, também

apresentados na tabela 2. No entanto, o extrato de mirtilo apresentou saturagao mais
baixa, indicando uma cor menos brilhante.

O conteudo de antocianinas pelo método pH unico diferiu para os trés extratos
fendlicos brutos (p<0,05), sendo o maior conteludo apresentado pelo extrato de mirtilo,
seguido dos extratos de casca de jabuticaba eaaftabela 2). O maior teor de
antocianinas de extrato fendlico bruto de mirtilo foi comprovado pela quantificacdo do
método pH diferencial, diferindo dos demais (p<0,05). Para este método, os contetudos
de antocianinas dos extratos de amora e jabuticaba nédo diferiram entre si (p>0,05).

A andlise de antocianinas pelo método de pH Unico consiste na leitura direta do
extrato em comprimentos de onda de maior absorvancia destes conipesi@s nm)

Ja o método pH diferencial consiste em efetuar leitura espectrofotométrica do extrato
em tampé&o pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na sensibilidade destes compostos ao pH no
mesmo comprimento de onda do método anterior (A = 535 nm). Em pH 4,5 as
antocianinas praticamente ndo apresentam coloracéo, apresentando menor absor¢cédo de
energia. Quando abaixa-se o pH para 1,0, os pigmentos exibem coloracdo intensa. A
diferenca de absorvancia observada espectrofotometricamente possibilita, por diferenca
direta, estimar a fragdo de antocianina presente (FULEKI; FRANCIS, 1968a), sendo,
portanto, um método mais confidvel quando o extrato possui interferentes.

Ambos os métodos expressam a fracdo real de antocianinas, no entanto alguns
pesquisadores, como Fuleki e Francis (1968agkman e ®&ith (1996), Wolstad
(1976) e Teixeira; Stringheta e Oliveira (2008), concluiram haver diferenca entre os
métodos pH uUnico e pH diferencial na quantificacdo de antocianinas, quando ha
interferentes no extrato, como produtos de degradacdo das proprias antocianinas,
presenca de taninos e compostos sulforosos. Apesar desses compostos ndo apresentaren
absorcdo no comprimento de onda utilizado, eles contribuem para o alargamento do
espectro justificando assim sua atividade interferente (TEIXEIRA; STRINGHETA,;
OLIVEIRA, 2008). Nesse caso, deve-se optar pelo uso do método pH diferencial, ja que
as caracteristicas espectrais desses interferentes ndo séao alteradas em funcdo do pH dc
meio (FRANCIS, 1982) e quando se realiza a diferenca da leitura em pH 1 e 4,5, o valor
dos interferentes € eliminado.

Entre as frutas estudadas, a casca de jabuticaba é a que apresenta maior teor de

compostos fendlicos ndo antocianicos, dentre os compostos fendlicos, a jabuticaba
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apresenta o acido elagico e os taninos, sendo esses compostos 0s interferentes
mencionados anteriormente e que podem alterar a leitura espectofotométrica de
antocianinas (IBRAHIM SILVA et al., 2013). Nesse caso, recomsedadtilizacdo do

método de pH diferencial.

Os trés extratos fenolicos brutos diferiram entre si (p<0,05) para o contetdo de
fendlicos totais, sendo o de maior conteido, o extrato de jabuticaba, seguido dos
extratos de mirtilo e amora. A capacidade antioxidante, para as metodologias ABTS,
DPPH e FRAP, do extrato de jabuticaba diferiu significativamente dos demais (p<0,05),
sendo esse extrato, o de maior capacidade antioxidante apresentada. J& os extratos de
amora e mirtilo ndo diferiram entre si (p>0,05) para os trés métodos utilizados.

A casca da jabuticaba apresenta, além de antocianinas, altos teores de taninos,
acidos fendlicos (acido elagico) e outros flavonoides (rutina e quercetina) (IBRAHIM
SILVA et al., 2013). Além disso, os compostos fendlicos se concentram na casca dos
frutos e nas folhas (PAES et al., 2014) e para obtencao do extrato de jabuticaba, foram
utilizadas apenas as cascas, diferentemente dos extratos de mirtilo e amora, onde se
utilizou o fruto inteiro.

A jabuticaba apresenta em sua casca, contetudo de vitamina C mais elevado que
a amora e o mirtilo, sendo os valores aproximados encontrados na literatura de
250mg/100g para a casca de jabuticaba (LIMA et al., 2011), 21 mg/100g para a amora
(KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012) e 190 mg/100g para o mirtilo (BARCIA
et al.,, 2010). Segundo Oliveira (2015), o acido ascérbico influencia nas analises de
capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP). Provavelmente, entre outros fatores,
este tenha sido o fator principal para que a casca de jabuticaba apresentasse maior
capacidade antioxidante que os demais frutos.

Além das antocianinas, os mirtilos também sdo uma boa fonte de &cido
clorogénico, quercetina, kaempferol, miricetina, procianidinas, catequina, epicatequina
e resveratrol (YOU et al., 2011). Todos sdo compostos fendlicos e provavelmente por
esse motivo, o extrato fendlico bruto de mirtilo apresentou contetudo de fendlicos entre
jabuticaba e amora. Como ja mencionado, apesar do mirtilo apresentar esses compostos,
a casca da jabuticaba concentra maior quantidade destes, quando comparada ao mirtilo e

a amaora.
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5.1.2 Extrato Fendlico

Os resultados de caracterizagdo dos extratos fendlicos de amora, airtilo

jabuticaba estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3.Parametros colorimétricos (L*, a*, b*, C* e h*), teor de antocianinas, compostos
fendlicos e capacidade antioxidante do extrato fenolico de amora, mirtilo e casca de

jabuticaba.

PARAMETRO AMORA MIRTILO JABUTICABA
L* 28,25+0,20 26,68+0,08 26,90+0,13
a* 8,40+1,2% 0,49+0,14 2,00+0,72
b* 1,55+0,37 -0,82+0,08 -0,44+0,23
C* 8,54+1,28 0,96+0,08 2,08+0,62
h* 0,18+0,017 -1,04+0,14 -0,27+0,24
Antocianinas (pH Unico) 728,45+44,10 3747,46+802,53 3363,88+403,21
Antocianinas (pH diferencial) 386,47+28,89 1993,91+209,53 1031,00+287,00
Fendlicos totais 3342,52+187,56 5052,78+367,95 21990,38+2650,7%
Capacidade Antioxidante (ABTS)  1337,79+144,51 1229,90+179,63 6122,37+167,77
Capacidade antioxidante (DPPH) 823,79+80,77 1506,65+276,84 4815,25+1370,77

Capacidade antioxidante (FRAP) 2205,84+165,95 2184,59+447,73 11717,67+2266,77

Os resultados de antocianinas pH Unico e pH diferencial foram expressosasrantgcianina/L de extrato, de
Fendlicos em mg equivalente de &cido gélico/L de extrato, os de ABTS e DPPH dmtrdibx/L de extrato e

os de FRAP em uM de sulfato ferroso/L de extrato. Valores em médiait gadvdo (DP), n= 3. SignificAncia
(P<0,05): médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha néo diferenpettrteste de Tukey.

As médias dos parametros L*, a*, b* e C*, foram significativamente (p<0,05)
diferentes para o extrato de amora, em comparagao aos outros dois extratos. E o extrato
de mirtilo e jabuticaba nao diferiram entre si (p>0,05). Os trés extratos apresentaram
diferenca entre si (p<0,05) para o parametro de cor h*.

Os extratos fenodlicos de mirtilo e jabuticaba apresentaram coloracdo mais escura
e tons menos vermelhos e mais proximos do azul, quando comparados com 0 extrato
fendlico de amora, além de apresentarem menor saturacdo, ou seja, cores com menor
pureza em relagdo ao branco. Ja para o parametro h*, o extrato de mirtilo foi o que
apresentou maior intensidade de cor azul.

Com relagédo ao conteudo de antocianinas, os extratos de mirtilo e jabuticaba
foram os que apresentaram maior contetdo, ndo diferindo entre si (p>0,05), pelo
método pH Unico. Ja para o método pH diferencial, os trés extratos diferiram entre si
(p<0,05), sendo o de maior conteudo de antocianinas o extrato de mirtilo, seguido do

extrato de jabuticaba e de amora, respectivamente.

31



Assim como para o extrato bruto, o extrato fendlico dos trés frutos estudados
contém grande quantidade de compostos fendlicos ndo antocianicos, onde o extrato
fendlico de jabuticaba é o de maior conteido de compostos fendlicos (tabela 3). E nesse
caso, também, justifica-se o uso da metodologia do pH diferencial para a quantificacéo
de antocianinas, visto que houve diferenca nos resultados para as duas metodologias,
pois no método pH Unico os interferentes podem ter apresentado leitura, aumentando o
contetdo de antocianinas, e, igualando estatisticamente seu valor ao contetdo de
antocianinas do extrato fendlico de mirtilo.

Os extratos de mirtilo e amora também apresentam outros compostos fendlicos,
além das antocianinas (JACQUES et al., 2010; PRIOR et al., 2010), o que também
justifica o uso de pH diferencial. O extrato de mirtilo mostrou 0 mesmo comportamento
nos dois tipos de extratos, sendo o que apresenta maior conteddo de antocianinas, entre
os trés frutos, como ja mencionado nas literaturas pesquisadas.

O extrato fendlico de jabuticaba apresentou maior contetdo de fendlicos totais
(p<0,05) quando comparado com os demais extratos, de amora e mirtilo, estes dois, por
sua vez, nao diferiram entre si (p>0,05), como pode ser observado na tabela 3.

Os trés frutos estudados apresentam outros compostos, além dos fendlicos,
sendo eles acucares, &cido ascorbico, vitaminas em geral, entre outros. Quando o extrato
foi purificado, estes interferentes foram eliminados, restando apenas compostos
fendlicos. Esse provavelmente foi o fator que fez o contetdo de fendlicos do mirtilo e
da amora, resultarem em valores significativamente iguais, pois esses interferentes
reagem assim como o acido gélico, na analise em questdo. No entanto, mantiveram a
mesma tendéncia, mesmo nao diferindo estatisticamente, o que pode ser um indicio de
gue o teor destes compostos nao fendlicos € baixo.

Assim como para 0s extratos brutos, na capacidade antioxidante, para as
metodologias ABTS, DPPH e FRAP, o extrato fendlico de jabuticaba diferiu
significativamente dos demais (p<0,05), sendo esse extrato, o de maior capacidade
antioxidante apresentada. Ja os extratos fenélicos de amora e mirtilo ndo diferiram entre
si (p>0,05) para os trés métodos utilizados, assim como no extrato fendlico bruto.

Na capacidade antioxidante, os trés extratos, quando purificados, continuaram
apresentando o mesmo comportamento do extrato bruto. O que pode ser um indicio de
que 0s agucares e outros compostos redutores presentes nos frutos, ndo interferiram nas
andlises de ABTS, DPPH e FRAP no extrato fendlico bruto.
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5.1.3 Extrato Antocianico

Os resultados para caracterizacdo dos extratos antocianicos de amora, mirtilo e
jabuticaba sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4.Parametros colorimétricos (L*, a*, b*, C* e h*), teor de antocianinas, compostos

fendlicos e capacidade antioxidante do extrato antocianico de amora, mirtilo e casca de
jabuticaba.

PARAMETRO AMORA MIRTILO JABUTICABA
L* 27,47+0,47 26,63+0,04 26,43+0,28
a* 4,69+2,48 0,63+0,08 0,79+0,28
b* 0,47+0,74 -0,76+0,02 -0,77+0,03
c* 4,73+2 54 0,99+0,03 1,11+0,17°
h* 0,06+0,f -0,88+0,08 -0,79+0,18
Antocianinas (pH Unico) 695,01+164,48 5592,33+1187,9C 3504,94+1809,08
Antocianinas (pH diferencial) 360,57+92,1 4195,85+1208,42 1782,91+784,97
Fendlicos totais 6453,85+1540,88 12644,87+3519,8% 16817,95+8055,61

Capacidade Antioxidante (ABTS) 6751,00+2816,94 11142,00+2953,4C 8365,00+3747,7%
Capacidade antioxidante (DPPH)  4642,00+1879,2C 8253,00+1598,84 7021,00+2697,42

Capacidade antioxidante (FRAP) 12532,00+5304,7¢ 20957,00+4188,8z 15568,00+6513,67

Os resultados de antocianinas pH Unico e pH diferencial foram expressosaarantgcianina/L de extrato, de
Fendlicos em mg equivalente de acido galico/L de extrato, os de ABTS e DPPH dmtdlbx/L de extrato e
os de FRAP em uM de sulfato ferroso/L de extrato. Valores em médiait gadvao (DP), n= 3. Significancia
(P<0,05): médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha ndo diferehpetdrteste de Tukey.

Para os parametros de cor L*, a*, b* e h*, os extratos de mirtilo e de jabuticaba
ndo diferiram entre si (p>0,05), mas diferiram do extrato de amora (p<0,05). Ja para o
parametro C*, os extratos de amora e mirtilo diferiram entre si (p<0,05) e o extrato de
jabuticaba néo diferiu dos demais (p>0,05). O extrato antocianico de amora apresentou
maior luminosidade e cor mais préxima dos tons de vermelho e amarelo, além de
coloracdo vermelha mais intensa e pura, indicada pelos parametros hue e chroma,
respectivamente. E os extratos de mirtilo e jabuticaba, apresentaram maior intensidade
de coloracéo azul.

Como pode-se observar nas figuras 7, 8 e 9, que mostram os trés extratos obtidos
para as frutas amora, mirtilo e para a casca de jabuticaba, respectivamente, os extratos
purificados (7c, 8c e 9c), apreseaata coloracdo mais escura, 0 que € comprovado pelo
valor L* para esses extratos, que € menor. Isso ocorre porque 0S pigmentos Sao
concentrados na purificagdo, pois os interferentes que nao apresentam cor e os diluem,

sao eliminados. Outro fator que fica evidente, quando se observa essas figuras, é que
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conforme os extratos vao sendo purificados, aumenta a tonalidade vermelha, pois
segundo Lima, Mélo e Guerra (2007), quanto menor o angulo hue, o fruto apresenta cor
vermelha mais intensa, indicando um aumento no teor de antocianinas. Esse resultado &

0 esperado, ja que o0 extrato antocianico contem apenas antocianinas.

Figura 7. Extrato de amora (a) bruto (b) fendlico e (c) antocianico.

Figura 8. Extrato de mirtilo (a) bruto (b) fendlico e (c) antocianico.
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Figura 9. Extrato de jabuticaba (a) bruto (b) fendlico e (c) antocianico.

Na andlise de conteldo de antocianinas pelo método pH Unico, os extratos
antocianicos de amora e mirtilo diferiram entre si (p<0,05), enquanto o extrato
antocianico de jabuticaba n&o diferiu dos demais (p>0,05). O extrato de mirtilo
apresentou o maior contetdo de antocianinas e o extrato de amora o menor. Para a
metodologia de pH diferencial, o extrato antocianico de mirtilo foi o que apresentou
maior conteudo de antocianinas, diferindo dos demais extratos (p<0,05), mantendo a
tendéncia observada nos outros dois extratos.

Com relacao ao conteudo de fendlicos totais, os trés extratos ndo diferiram entre
si (p>0,05). Da mesma forma que no contetdo de fendlicos totais, o0s extratos
antocianicos de amora, mirtilo e jabuticaba nao diferiram entre si (p>0,05), para as trés
metodologias utilizadas para determinacéo da capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e
FRAP).

Na caracterizacdo dos extratos bruto e fendlico, a casca de jabuticaba apresentou
maior conteudo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante, quando comparada
aos demais frutos. JA4 para o extrato antocianico essas andlises nao diferiram
estatisticamente, o que comprova que realmente a casca de jabuticaba possui muitos
outros compostos fendlicos (interferentes) em maiores concentragdes que a amora € 0
mirtilo.

A presenca de compostos fenodlicos nao-antocianicos e outras impurezas,
interferem na avaliacdo das atividades biol6gicas dos extratos de antocianinas brutos,
obtidos a partir do mirtiloin natura (WANG et al.,, 2014). No caso do extrato
antocianico, pode-se observar que a purificacdo fez com que esses compostos e
impurezas nao interferissem na avaliacdo da capacidade antioxidante do mirtilo, sendo
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esse a fruta que apresentou maior conteudo de antocianinas e capacidade antioxidante
igual & dos demais frutos.

Além disso, segundo Oliveira (2015), o &cido ascorbico e compostos fendlicos
nao-antocianicos interferem nas analises de capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e
FRAP). Como os frutos analisados apresentam em sua composi¢ao o acido ascorbico
uma grande variedade de compostos fendélicos ndo-antocianicos, esses podem ter sido os
compostos que influenciaram a diferenca significativa da capacidade antioxidante para
os trés frutos no extrato bruto, mas nado influenciou no extrato antocianico, que nao

apresentou diferenca significativa, pois foram eliminados na purificacao.

5.2 Correlacdo entre os teores de antocianinas, fendlicos totais, e capacidade

antioxidante com as coordenadas colorimétricas

5.2.1 Extrato Bruto

Os resultados para correlacdo entre os parametros de cor, conteudo de
antocianinas, conteudo de fendlicos e capacidade antioxidante, obtidos para o extrato
bruto, sdo apresentados na tabela 5.

Como ja esperado, os parametros de cor (L*, a* b*, C* e h*), apresentaram
forte correlagdo entre si (p<0,01). Além disso, os parametros L* a*, b* e C*
apresentaram correlacdo significativa, ao nivel de 5% de probabilidade com os
resultados obtidos para contetdo de antocianinas pH diferencial, contetdo de fendlicos
totais e para todos os métodos de capacidade antioxidante, que sédo as correlacbes mais
importantes para o presente trabalho. Isso mostra uma probabilidade alta de existir um
modelo matematico para predizer o teor de antocianinas, de compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante utilizando esses parametros colorimétricos. O parametro hue
demonstrou forte correlagdo (p<0,01) para as duas metodologias utilizadas para
quantificar o contetdo de antocianinas (pH unisc0,85 e pH diferencial= -0,86.

As correlagBes entre os parametros de cor e o contetudo de antocianinas foram
em todos 0s casos, negativas, demonstrando que a medida que o conteudo de
antocianinas aumenta, os parametros de cor diminuem. Cesa et al. (2017) também
encontraram correlagdo negativa entre conteudo de antocianinas de extratos de mirtilo e
parametros de cor, principalmente com o parametro hue, mostrando que o resultado
encontrado para o extrato bruto segue a mesma tendéncia que 0s encontrados na

literatura. Além disso, Lima, Mélo e Guerra (2007), também encontraram correlacao
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negativa entre os parametros de cor L*, b*, C* e h*, e ndo para 0 parametro a*, e
conteudo de antocianinas em polpas de acerola.

Por fim, os compostos fendlicos, conferem as frutas alta capacidade
antioxidante, demonstrando correlacdo entre esse parametro e o conteudo total de
fendlicos (FERRARI; GERMER; DE AGUIRRE, 2012; SARIBURUN et al., 2010)
Como pode-se observar na tabela 4, para o extrato bruto, o conteddo de compostos
fendlicos totais apresentou forte correlacdo (p<0,01) com os trés métodos utilizados
para determinar a capacidade antioxidante, ABTS (r=0,99), DPPH (r=0,98) e FRAP
(r=0,99), indicando que valores mais elevados de compostos fendlicos estédo
relacionados a elevada capacidade antioxidante, e, que nos frutos estudados, a
capacidade antioxidante se deve, principalmente, aos compostos fendlicos.

Como apresentado no tépico de caracterizacéo, pode-se observar nas figuras 7a,
8a e 9a, que os extratos brutos apresentam coloracdo mais clara e limpida que os
demais. Provavelmente, a diluicdo dos compostos fendlicos foi o fator que influenciou a
correlacdo entre contetdo de fendlicos e capacidade antioxidante com os parametros de

cor.

5.2.2 Extrato Fendlico

Os resultados para correlacdo entre os parametros de cor, conteudo de
antocianinas, conteudo de fendlicos e capacidade antioxidante, obtidos para o extrato
fendlico, sdo apresentados na tabela 6.

Para o extrato fendlico, os parametros de cor também apresentaram forte
correlagéo entre si (p<0,01) e como ocorreu para o extrato bruto, e foi descrito por
outros estudos, os compostos fendlicos correlacionaram (p<0,01) com a capacidade
antioxidante para as trés metodologias utilizadas, ABTS (r=0,99), DPPH (r=0,94) e
FRAP (r=0,97).

O conteudo de antocianinas totais quantificado pelos métodos pH anico (L*: r= -
0,95, a*:r= -0,95, b*.r=-0,95, C*:r= -0,94, h*:r= -0,81) e pH diferencial (L*r= -

0,83, a*:r= -0,86, b*:r= -0,84, C*:r= -0,83, h*:r= -0,995 apresentou correlagcéo
negativa significativa (p<0,01) com os parametros de cor. Esta forte correlagéo,
provavelmente, se deve ao fato da retirada dos interferentes do extrato, concentrando-
mais e purificando sua cor, como apresentado nas figuras 7b, 8b e 9b. Esta correlacdo

foi melhor, quando comparada com a correlacdo encontrada no extrato fendlico bruto.

37



5.2.3 Extrato Antocianico

Os resultados para correlacdo entre os parametros de cor, conteudo de
antocianinas, conteudo de fendlicos e capacidade antioxidante, obtidos para o extrato
antocianico, sdo apresentados na tabela 7.

Assim como nos extratos fendlico bruto e fendlico, os parametros de cor obtidos
para o extrato antocianico apresentaram forte correlagdo (p<0,01); e o conteudo de
fendlicos totais correlacionou-se com a capacidade antioxidante (p<0,05) obtida pelos
métodos ABTS (r=0,68) e DPPH (r=0,69). Mas, apenas o parametro hue apresentou
correlacdo, de elevada significancia (p<0,01), com o conteddo de antocianinas totais
pelo método pH dnico (r= -0,84). O parametro hue, que € o angulo de tonalidade, do
extrato antocianico ainda apresentou correlagdo (p<0,05) com o conteudo de
antocianinas obtido pelo método pH diferengrad -0,75) e o conteudo de fendlicos
totais (r= -0,68). Os parametros afr= -0,72), b* (r= -0,71) e C* (r= -0,70)
demonstraram correlagdo significativa (p<0,05) com o contetddo de antocianinas obtido
pelo método pH unico.

O gue chama atencdo no caso do extrato antocianico, € que o conteudo de
fendlicos apresentou correlagdo negativa significativa (p<0,05) com a tonalidade do
extrato (parametro hue de cor), diferentemente de outras correlagbes do contetudo de
fendlicos com outros parametros de cor nos extrato bruto e fendlico, que nao
apresentaram correlacbes negativas significativas. Pode-se atribuir este tipo de
correlacdo ao contetdo de antocianinas, que apresentou correlacao negativa em todos os
extratos com o0s parametros de cor e para o0 extrato antocianico € o Unico composto

fendlico presente.
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Tabela 5.Correlacédo de Pearson (r) entre os parametros estudados para o extrato bruto.

L a b C h AntTani. AntTdif. Fendlicos ABTS DPPH FRAP

L 1,000 0,998** 0,999** 0,998* 0,936 -0,665 -0,773* 0,676* 0,752* 0,761* 0,739*
a 1,000 0,997+ 1,000 0,941* -0,655 -0,765* 0,691* 0,771* 0,780* 0,757*
b 1,000 0,998 0,928 -0,640 -0,750* 0,699* 0,772 0,778* 0,758*
C 1,000 0,939~ -0,651 -0,761* 0,695 0,773* 0,782* 0,759*
h 1,000 -0,849** -0,862** 0,440 0,546 0,566 0,524
AntTuni. 1,000  0,928** 0,082 -0,042 -0,073 -0,022
AntTdif. 1,000 -0,129 -0,252 -0,289 -0,247
Fenolicos 1,000 0,990** 0,979** 0,989**
ABTS 1,000 0,995** 0,998**
DPPH 1,000 0,993**
FRAP 1,000

AntTUni. = Conteddo de Antocianinas totais pelo método pH Unico; AntTdif. nteGdo de Antocianinas totais pelo método pH diferencial. A

correlacao foi estabelecida pelo método de Pearson. * indica correlacdicatigaifi 5% de probabilidade, ** indica correlacéo significativa a 1% de
probabilidade e os demais sdo néo significativos.
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Tabela 6.Correlacdo de Pearson (r) entre os parametros estudados para o extrato fendlico.

L a b C h AntTdni. AntTdif. Fendlicos ABTS DPPH FRAP

L 1,000 0,998** 0,998** 0,999** 0,836** -0,954** -0,831** -0,450 -0,366 -0,519 -0,387
a 1,000 0,999** 0,999** 0,862** -0,946** -0,855**  -0,405 -0,317 -0,480 -0,343
b 1,000 0,999** 0,847** -0,954* -0,841** -0,434 -0,346 -0,505 -0,371
C 1,000 0,836** -0,945** -0,834**  -0,443 -0,357 -0,511 -0,380
h 1,000 -0,812* -0,948** 0,057 0,159 -0,088 0,093
AntTani. 1,000  0,807** 0,455 0,359 0,507 0,387
AntTdif. 1,000 -0,001 -0,118 0,038 -0,101
Fendlicos 1,000 0,988** 0,936** 0,974**
ABTS 1,000 0,927** 0,977**
DPPH 1,000 0,978**
FRAP 1,000

AntTuni. = Conteddo de Antocianinas totais pelo método pH dnico; AntTdif. steGdo de Antocianinas totais pelo método pH diferencial. A
correlacao foi estabelecida pelo método de Pearson. * indica correlacdioatigaifi 5% de probabilidade, ** indica correlacdo significativa & 1% de
probabilidade e os demais s&o néo significativos.
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Tabela 7.Correlacéo de Pearson (r) entre os parametros estudados para o extrato antocianico.
L a b C h AntTani. AntTdif. Fendlicos ABTS DPPH FRAP

L 1,000 0,955* 0,959** 0,951** 0,883** -0,608 -0,520 -0,583 -0,428 -0,487 -0,479
a 1,000 0,999** 0,999** 0,892** -0,719* -0,641 -0,608 -0,602 -0,665 -0,659
b 1,000 0,997 0,892** -0,710* -0,628 -0,611 -0,583 -0,650 -0,638
C 1,000 0,868** -0,696* -0,621 -0,592 -0,603 -0,656 -0,660
h 1,000 -0,842** -0,751* -0,678* -0,531 -0,663 -0,583
AntTani. 1,000 0,953*  0,730* 0,805** 0,714* 0,816**
AntTdif. 1,000 0,529 0,796* 0,589 0,805**
Fendlicos 1,000 0,682* 0,690* 0,660
ABTS 1,000 0,757* 0,989**
DPPH 1,000 0,814**
FRAP

1,000
AntTuni. = Conteddo de Antocianinas totais pelo método pH dnico; AntTdif. steGdo de Antocianinas totais pelo método pH diferencial. A

correlacao foi estabelecida pelo método de Pearson. * indica correlacdioatigaiti 5% de probabilidade, ** indica correlagdo significativa a 1% de
probabilidade e os demais s&o néo significativos.
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5.3 Modelos matematicos de predi¢cdo dos extratos obtidos

As equacdes obtidas para a predicdo dos extratos bruto, fendlico e antocianico
sao apresentadas na tabela 8.

Foi possivel obter um modelo matematico para predizer todas as variaveis
dependentes (antocianinas totais, fendlicos totais e capacidade antioxidante) utilizando o
extrato fendlico bruto. No entanto, para o extrato fendlico, apenas foi possivel obter um
modelo matematico para predicdo apenas para o conteido de antocianinas totais obtido
por pH Unico e diferencial, e, para o extrato antocianico, foi possivel obter um modelo
matematico para predicdo para os dois métodos empregados para o conteudo de
antocianinas totais e, para a capacidade antioxidante obtida pelos parametros DPPH e
FRAP (Tabela 8).

Para quantificacdo de antocianinas, a melhor equacao de predicdo para o método
pH Unico foi a do extrato bruto, que apresents0,09, os demais apresentargr0r98
e =0,71, para o extrato fendlico e antocianico, respectivamente. Ja para o método de
pH diferencial, a melhor equac&o foi a encontrada para o extrato fenélico’=a0r
Dessa forma, ndo ha necessidade da purificacdo do extrato fendlico bruto para predizer
o teor de antocianinas totais de frutas de amora, mirtilo e casca de jabuticaba utilizando
parametros colorimétricos, pois a equacdo encontrada para o pH diferencial no extrato
bruto, apresentou uni=0,74, e, a obtencdo de extratos purificados demanda custos e
tempo de analise elevados.

O método pH unico, para quantificacdo de antocianinas, é influenciado por
interferentes, no caso dos frutos em estudo, como ja discutido no tépico de
caracterizacdo dos extratos, e este obteve maior coeficiente de correlacdo que o método
de pH diferencial, que leva em consideracdo os interferentes. Além disso, é interessante
observar que, a medida que os extratos foram purificados, o coeficiente de cor?elagéo r
diminuiu. Portanto, uma observacédo interessante que pode ser feita € que o0s
interferentes influenciaram positivamente na predicdo das variaveis dependentes, de
forma que o extrato fendlico bruto apresentou um modelo matematico de predi¢éo para
todas essas variaveis e os demais extratos ndo tiveram o mesmo éxito.

Vale ressaltar que a amora, o mirtilo e a jabuticaba apresentam grande
quantidade de outros agentes redutores em sua composicdo, como acucares, alguns
aminoacidos e vitaminas, o que pode ter influenciado na obtengdo de um modelo de
predicdo encontrada para o extrato bruto utilizando os parédmetros de cor (variaveis
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independentese o conteddo de antocianinas, compostos fendlicos e capacidade
antioxidante, e a falta de correlacdo nos extratos fendlico e antocianico, onde esses
interferentes ndo estdo presentes. Os agentes redutores (interferentes) participam da
reacao das andlises realizadas, alterando o resultado.

Para as variaveis dependentes, conteudo de fendlicos totais e capacidade
antioxidante, as melhores equagbes foram as encontradas para o extrato bruto, com
contetido de compostos fenélicos apresentaf a6, ABTS com?%0,99, DPPH com
’=0,97 e FRAP com?r0,98. As outras equacbes de predicdo dessas variaveis
dependentes foram encontradas para DPP#D,G9) e FRAP (=0,66) no extrato
antocianico. Mais uma vez, pelos resultados apresentados, pode-se concluir que nao ha
a necessidade da purificagdo dos extratos para obter uma boa equacao de predicdo para
as variaveis em estudo.

Foram utilizados para predicao dois métodos para determinacédo do conteudo de
antocianinas (pH uUnico e pH diferencial) e, trés métodos para determinacdo da
capacidade antioxidante. Alguns pesquisadores, como Fulekiarecid (1968a),
Jackman e @®ith (1996), Wrolstad (1976¢ Teixeira; Stringheta e Oliveira (2008)
concluiram haver diferenca entre os métodos pH unico e pH diferencial na quantificacao
de antocianinas, por esse motivo optou-se neste trabalho por predizer os dois métodos.
Além disto, os métodos de andlise de capacidade antioxidante sdo muito utilizados em
varias pesquisas (BAGETTI et al., 2011; FLOEGEL et al., 2011; LOU et al., 2012;
MULLER; FROHLICH; BOHM, 2011; WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN, 2011)

e na industria de alimentos, e, por isso, atendem uma gama maior do publico alvo desta
pesquisa.

Os frutos estudados, mirtilo, amora e casca de jabuticaba, sdo muito utilizados
na inddstria e para consunmo natura devido ao seu alto conteddo de compostos
bioativos. E as anélises escolhidas para predicdo sdo as mais utilizadas para determinar
a quantidade de compostos bioativos presentes nestes frutos. Por isso, a predicao
encontrada nesse estudo se mostra muito promissora na area de corantes e Compostos
bioativos.

Os trés extratos, bruto, fendlico e antocianico, apresentaram um modelo
matematico de predicdo para o teor de antocianinas totais, que sdo compostos de
extrema relevancia nos frutos estudados. Além disso, andlises mais complexas e que
demandam maior tempo e gasto com reagentes, como as analises de conteudo de

compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante, apresentaram um modelo
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matematico de predicdo para 0 extrato bruto. Isso demonstra que as predicoes
encontradas sdo muito satisfatdrias no que diz respeito ao objetivo deste trabalho, que é
a determinacéo do contetdo de compostos bioativos.

Recentemente, foi realizado no Laboratorio de Corantes Naturais e Compostos
Bioativos - UFV, uma pesquisa sobre predicdo de conteddo de antocianinas
compostos fendlicos e capacidade antioxidante de 13 frutas e hortalicas usando as
coordenadas colorimétricas. O trabalho ainda n&o foi publicado, mas os resultados
apresentados mostraram que nao foi possivel predizer sobre o conteddo de compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante através da colorimetria. Porém, o trabalho utilizou
uma variedade de frutas e hortalicas maior e a predicdo foi estudada apenas para
extratos fendlicos brutos, diluidos ou ndo. Nesse sentido, houve a necessidade de se
investigar quais eram os fatores que influenciaram estes resultados. Com isso, neste
trabalho, decidiu-se utilizar frutos com grande quantidade de compostos fendlicos e
relevantes quanto a esses compostos, e, purificar seus extratos para a eliminagdo de
possiveis interferentes.

Pace et al. (2013), realizaram estudos correlacionando atividade antioxidante e
compostos fenolicos (variaveis dependentes) de cenouras, de diferentes variedades, com
0s parametros colorimétricos (variaveis independentes), obsendmodelos
matematicos de predicdo cofrpouco significativos, em torno de 0,5.

Mariani et al. (2015), realizou um estudo de predicdo de antocianmas e
jabuticabas intactas, utilizando espectroscopia por infravermelho préximo e um método
estatistico chamado intervalo parcial dos minimos quadrados (iPLS) e algoritmo
genético. O estudo obteve resultados muito promissores na predicdo e correlacédo entre o
teor de antocianinas totais medido e o predito entre 0,65 e 0,89.

Seguindo a mesma linha de pesquisa do estudo anterior, Rasines-Perea et al.
(2015), realizaram predicdo da concentracdo de antocianinas individuais com
espectroscopia por infravermelho em vinhos de diferentes safras obtendo equacdes
matematicas conf variando entre 0,60 e 0,86.

Utilizando espectroscopia de infravermelho, Oliveira (2015) realizou predig&o
do teor de antocianinas e fendlicos totais e capacidade antioxidante em extratos
fendlicos brutos de uva violeta e repolho roxo. Para a uva violeta, foi encontrado um
modelo matemético de predicdo apenas para capacidade antioxidante pelo método
DPPH(r=0,99). Ja para o repolho roxo, obteve-se um modelo matematico de predicéo
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para antocianinas, fenélicos e capacidade antioxidante, ted®9 para todas as
variaveis.

Hosu, Cristea e Cimpoiu (2014), estudaram predicdo de capacidade antioxidante
para vinhos, utilizando redes neurais artificiais, correlacionando essas variaveis com
uma combinacdo de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e taninos, obtida
dos vinhos analisados. Foram encontrados coeficientes de determirfa€8@9 r para
capacidade antioxidante em relacdo ao Acido ascorbiée0e96 para capacidade
antioxidante em relacéo ao trolox.

Lou et al. (2012), realizaram um estudo de predicdo ndo destrutivo, utilizando
frutos de amoreira em diferentes estadios de maturacdo, onde avaliou a qualidade
nutricional, utilizando para a predigdo parametros de fluorescéncia de clorofila e valores
de intensidade de vermelho, verde e azul (RGB). Este estudo, encontrou equacdes de
regressao linear multipla, pelo método Stepwise, mesmo método utilizado no presente
trabalho, utilizando como varidveis dependentes os parametros RGB. As variaveis
dependentes foram contetido de flavonoide€)(87), contetido de compostos fendlicos
(r’=0,93), ABTS (f=0,93) e DPPH (r0,95). Valores muito parecidos com o0s

encontrados para o extrato bruto no presente trabalho.
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Tabela 8.Equacdes de regressao linear multipla, ajustada para predicédo do teor de antocianinas, composts fendli
capacidade antioxidante dos frutos de amora, mirtilo e casca de jabuticaba usando parametros colorimétricos obtidas

para oS trés extratos.

Parametros Equacéo R?
Antocianinas pH unico ANtT 4nic=15269-555,03L*-5538+651,19C*-1209,72h* 0,9969
Antocianinas pH diferencis ANtT giterenciae 391, 78-720h* 0,7438
Extrato Fendlicos CF=278378-10212L*+6344,09b* 0,8613
Bruto ABTS CAps7s=15945-599,78L*+168,99b*+103,49C*-1328,17h* 0,9886
DPPH CApppi=9106,18-349,75L*+111,64C*-1429,72h* 0,9697
FRAP CArrA=21036-807,13L*+266,85C*-3925,46h* 0,9805
Extrato Antocianinas pH Unico ANtT 4nic=-10231+1349,48-13362b*+2381,58C* 0,9792
Fenodlico  Antocianinas pH diferencis ANtT giterenciam071,07-1240,97h* 0,8981
Antocianinas pH Unico ANtT 4nic=934,64-4340,6h* 0,7093
Extrato Antocianinas pH diferencis ANtT giterenciab531,03-51,71h* 0,5636
Antocianico DPPH CApppi-216659+8520,09L*-2664%5 0,6948
FRAP CArrar—-421955+16807L*-5659,51C* 0,6626

Os AntTunico e AntTdiferenciat mg de antocianina/L de extratoF = mg equivalente de acido galico/L de extrato, CA = uM de trolox/L de
extrato e CAF = uM de sulfato ferroso/L de extrato.
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6. CONCLUSAO

O teor de antocianinas totais de extratos fendlico bruto, fendlico e antocianico de
amora, mirtilo e casca de jabuticaba pode ser obtido através de equacbes de regressao
linear multipla, utilizando parametros colorimétricos, tanto pelo método pH Unico,
quanto pelo pH diferencial, sendo essas andlises as que obtiveram melhor correlacéo
com os parametros de cor.

O extrato fendlico bruto obteve correlacdo entre os parametros de cor e todas as
analises realizadas, resultando em equacdes de regresséao linear multipla para a predicao
com elevado®para as andlises de contetido de antocianinas, de fendlicos totais e as trés
metodologias de capacidade antioxidante, apresentando os melhores resultados.

O extrato fendlico apresentou predicdo para contetdo de antocianinas e o extrato
antocianico, para conteudo de antocianinas, compostos fenélicos, DPPH e FRAP, com
r’ pouco significativo. O que nos leva a concluir que ndo ha necessidade de realizar
purificacédo para estudos de predicdo destes parametros.

Dessa forma, a predicdo dos teores de antocianinas e compostos fendlicos totais,
e, capacidade antioxidante das trés frutas, amora, mirtilo e casca de jabuticaba,
utilizando os parametros colorimétricos é viavel e muito promissora do ponto de vista

da diminuicdo de custos e de tempo.
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