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RESUMO

O presente trabalho verificou o rendimento das extragcdes de antocianinas presentes na
framboesa Rubus idaeus L., mediante a diferentes metodologias de extragdao e solventes. A
framboesa ¢ uma pequena fruta de clima temperado que vem despertando o interesse do
produtor devido aos seus elevados valores de venda, sua pigmentacdo atraente em tons
avermelhados ¢ responsavel pela presenca de antocianinas, uma classe de flavonoide rica em
antioxidantes. Atualmente ha uma crescente nos estudos relacionados as antocianinas,
principalmente pelo interesse das industrias na sua agao antioxidante e também como corante.
A quantificacdo total dos teores de antocianinas presentes mediante as diferentes técnicas €
importante para verificar qual possui um maior rendimento ¢ menor valor. Mediante as
extracdes, foram realizadas em diferentes tempos de repouso, temperatura e agitagdo. Para a
quantificagdo do teor de antocianinas totais em mg para cada 100g de amostra foram
utilizados os métodos classicos de pH Unico e pH Diferencial, foram realizadas trés diferentes
extragdes, as amostras foram submetidas a repouso sob abrigo de luz por 24 horas, repouso a
temperatura ambiente sob abrigo de luz por 1 hora e agitagdo por 2 horas a uma frequéncia de
100 rpm, os solventes utilizados foram: acetona P.A, etanol 95%, acido citrico 1% e agua
deionizada. Verificou-se que na maioria dos métodos de extragcdo o solvente acetona P.A foi o
que obteve maior rendimento, tanto quanto no método de pH Unico quanto o pH Diferencial.
Ja as amostras que ficaram em repouso por 1 hora foram as que apresentaram maiores valores
também para a acetona.

Palavras-chave: Ph Unico. PH Diferencial. Quantificacio.



ABSTRACT

The present work verifies the yield of anthocyanin extractions present in Raspberry Rubus
idaeus R, using different extraction methods and solvents. A raspberry is a small temperate
fruit that arouses or causes interest due to its high selling values, its attractive pigmentation in
average tons is responsible for the presence of anthocyanins, an antioxidant-rich flavonoid
class. Currently, an increasing in studies related to anthocyanins, mainly due to the interest of
industries in its antioxidant action and also as a dye. A total quantification of the anthocyanin
contents present using the different techniques is important to verify which one has a higher
yield and a lower value. Through how extractions were performed at different times of rest,
temperature and also under agitation. To quantify the total anthocyanin content in mg per
100g / sample, the classical methods of Single pH and Differential pH were used. Three
different extractions were performed, such as those that underwent a 24-hour rest period
under light protection. at room temperature under light shelter for 1 hour and stirring for 2
hours at a frequency of 100 rpm, the solvents used were: acetone PA, 95% ethanol, 1% citric
acid and deionized water. Most of the acetone PA extraction or solvent extraction methods
had the highest yield, both the Single pH and the Differential pH method, as the samples that
were left to stand for 1 hour were the same amount of values for acetone.

Keywords: Single Ph. PH Differential. Quantification.
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1. INTRODUCAO

A Framboesa Rubus idaeus L. é uma espécie ndo muito explorada e de pouco
conhecimento no Brasil, porém ¢ uma cultura que apresenta uma grande possibilidade de
renda para os pequenos agricultores, principalmente por suas qualidades relacionadas as altas
taxas de antioxidantes, vitaminas e minerais que recentemente tém despertado o interesse de
consumidores e da industria (CANTILLANO, et al., 2018; RASEIRA, et al., 2004).

A framboesa R. idaeus L., ¢ uma planta rustica altamente difundida em paises
com alta altitude e climas temperados, sua cultura foi introduzida no Brasil em meados dos
anos 1950, em Campos do Jordao (Sao Paulo), atualmente seu cultivo tem se desenvolvido
principalmente nos estados de Sdo paulo, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul com destaque
para cultivares em Santa Catarina, devido as suas adequadas condigdes climaticas
(CAMINITI et al., 2016; PAGOT, 2004; ULIANA ¢ KLUGE, 2013).

Vérios compostos lipofilicos e hidrofilicos estdo disponiveis nas frutas tipo
berries, como as framboesas, nelas também encontramos altos niveis de antioxidantes,
devido a sua ampla diversidade de compostos fenolicos presentes, estes principalmentes
compostos por antocianinas (FERREIRA, ROSSO ¢ MERCADANTE 2010; GUIMARAES
2012).

As antocianinas sdo uma classe de flavonoides, elas sdo caracterizadas
principalmente por ser a maior classe de pigmentos soliiveis naturais e com maior distribui¢ao
no reino vegetal, outra caracteristica ¢ sua funcao antioxidante, que ¢ considerada muito mais
eficaz que outros antioxidantes cléssicos, como a vitamina E (BRIDLE ¢ TIMBERLAKE,
1997; LOPES et al., 2007).

Em condi¢des acidas, as antocianinas apresentam uma coloracdo vermelho
brilhante, e em sua forma cationica onde encontramos maior estabilidade para as antocianinas,
com o aumento do pH a coloragdo diminui sua intensidade, mudando para tonalidade de azul
e apresentam-se de forma instavel devida a desprotonacao que ocorre (PALUDO, 2013).

Segundo Meregalli (2017), processo de obtengdo de compostos bioativos como as
antocianinas se da principalmente pela extracdo, onde normalmente o uso do solvente ¢é

utilizado retirando da planta seus compostos de interesse. Como métodos para extragdao
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solido-liquido encontramos a maceragao, prensagem e arraste. A extragdo por maceragao ¢
uma boa op¢ao quando se visa simplicidade de equipamentos e baixo custo operacional.

Este trabalho apresenta a aplicacdo de processos de extracdo de antocianinas com
a utilizacao de solventes de baixo custo e de facil disponibilidade de mercado em diferentes
formas de extracdo, para sua quantificacdo foram utilizados os métodos espectrofotométricos
de pH Unico e Diferencial.

Nos capitulos seguintes serd abordada uma revisdo de literatura sobre a framboesa
R. idaeus 1, apresentando sua morfologia, formas de cultivo, disponibilidade de mercado e
também uma revisdo sobre os compostos fenolicos presente na mesma, em especial as

antocianinas. Em sequéncia ¢ apresentada as metodologias aplicadas e os resultados obtidos.

1.1 OBJETIVO GERAL
Compara os rendimentos de antocianinas presentes na framboesa R. idaeus L.,
cultivadas na regido da serra catarinense, obtidas através das diferentes técnicas e solventes

aplicados utilizando a espectrofotometria para a determinagao das antocianinas totais.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a extracdo das antocianinas presentes na framboesa R. idaeus sob diferentes
metodologias e solventes que comumente sdo encontrados € que apresentam baixo
custo para as industrias;

e Através da espectrofotometria realizar a quantificacdo dos extratos obtidos pelos
diferentes solventes e metodologias;

e Realizar uma andlise através de célculos para apresentar qual solvente apresenta maior

rendimento de quantidades de antocianinas totais extraidas.
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2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 CLASSIFICACAO BOTANICA E MORFOLOGIA DO FRUTO

Conforme Sousa (2007), as framboesas sdo pertencentes ao Reino Plantae, Divisdo
Magnoliophyta, Clado eudicotiledoneas, Clado rosideas, Ordem Rosales, familia das
Rosaceae, género Rubus. Nelas incluem-se plantas herbdceas, perenes e bienais e estdo
subdivididas em um elevado nimero de subgéneros. O subgénero Idaeobatus, ¢ onde
encontra-se as framboesas, elas t€ém ocorréncia em todos os continentes mas com maior
incidéncia no hemisfério Norte, com especial ocorréncia na Asia, Europa e América do Norte.

Segundo Kretzschmar, Rufato e Pelizza (2013), atualmente ha registros de mais de
700 espécies somente no hemisfério norte. Acredita-se que a espécie R. idaeus tenha sua
origem na Asia Menor, porém cresce de forma espontanea em varios paises da Europa.

A framboeseira ¢ um arbusto estolonifero, que desenvolve os seus talos de forma
subterranea, onde ocorre a brotacdo. Apresenta sistema radicular fasciculado, que possui
como fungdo a sustentagdao, absor¢ao e armazenamento de nutrientes, constituindo a parte
perene da planta e apresentando crescimento maximo no verdao. As gemas reprodutivas que
dao origem ao fruto surgem de hastes presentes no sistema radicular, geralmente apresentam
apenas uma gema axilar por no, sendo todas as gemas potencialmente frutiferas, seu periodo
de longevidade pode chegar a mais de 20 anos (ULIANA E KLUGE, 2013;
KRETZSCHMAR et al., 2013).

De acordo com Uliana e Kluge (2013), o caule da framboeseira apresenta forma
cilindrica, podendo ter aculeos e pelos ou serem lisas. As folhas dos ramos frutiferos sao
trifoliadas e enquanto fase adultas tém cinco foliolos.

As framboesas apresentam em maneira geral uma forma conica arredondada, de
multiplos drupéola, sendo cada, constituida por uma semente dura envolvida por uma polpa,
geralmente elas possuem de 10 a 20 mm de didmetro, pesando em torno de 2,5 a 5 g. A
coloracdo apresentada pelos frutos varia do amarelo ao preto, incluindo os tons de laranja,
rosa, vermelho claro e intenso e purpura, seu sabor ¢ doce ou acido (SOUSA, 2007;

RASEIRA et al., 2004).
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De acordo com Pritts (2009), as sementes da framboesa sdo pequenas, apresentam
massa média de um miligrama que compreendem cerca de 4-5% da massa total da baga da
fruta.

Segundo Caminiti et al. (2016) por ser uma espécie rustica, a framboesa tem
facilidade em adaptar-se em solos imidos e profundos que sdo ricos em matéria organica. As
framboesas podem ser cultivadas em uma grande amplitude de climas, mas nas zonas
temperadas apresentam uma melhor produgdo. Para uma produtividade méaxima € necessario a
ocorréncia de verdes nao muito quentes e invernos de frios extremos pois, elas precisam de
cerca de 600 a 800 horas de frio abaixo de 7,2 °C. Também existem variedades cujos
requerimentos podem ser maiores que 1.000 horas de ftio.

Uma alta incidéncia de luz, principalmente em dias ensolarados, ¢ importante e
benéfico a framboesa, propiciando uma qualidade méxima organoléptica dos frutos, com uma
melhora no desenvolvimento da coloragdo, brilho e tamanho (PAGOT, 2006; CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Segundo Raseira (2004) a R. idaeus L. apresenta um periodo de dorméncia onde
ocorre uma inatividade fisioldgica que permite a sobrevivéncia da planta mesmo em baixas
temperaturas, pois mesmo que de maneira reduzida as atividades metabdlicas da framboeseira
continuam durante este periodo propiciando um novo ciclo de crescimento e frutificacao
durante a primavera. O inicio do periodo de frutificacdo se da de 12 a 18 meses apos o

transplantio das mudas ao local definitivo de cultivo.
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Figura 1: Morfologia da Framboesa
Fonte: Dicionario Visual das Plantas (1993)
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2.1.1. MANEJO DA CULTURA

Em relacdo ao manejo da framboeseira uma atengdo especial deve ser dada em
relagdo a poda e ao desbaste de hastes da planta. Em cultivares de solo brasileiro, a partir do
més de novembro, apos a frutificacdo, e durante as colheitas que se estendem entre os meses
de dezembro e janeiro € possivel optar pela manuten¢do ou ndo das hastes que frutificaram.
Quando se opta pela manutengdo das hastes ¢ possivel se ter dois ciclos produtivos da planta,
que ocorre a partir do desponte realizado no inverno, este desponte tem por objetivo a retirada
da porcao apical onde houve a safra de outono, possibilitando assim novas ramificagdes
laterais, onde no verdo haverd producdo de frutos (OLIVEIRA e FONSECA, 2007;
RASEIRA et al., 2004).

2.1.2 CENARIO MUNDIAL DE CULTIVO

O cultivo intenso da framboesa se d4 em paises da Europa, Leste Europeu e
América do Norte, e em menor grau na Australia e Nova Zelandia. Com uma area mundial de
aproximadamente 92 mil hectares de area cultivada, t€m-se como destaques os paises com
maior superficie plantada sdo a Russia (26.100 ha), a Poldonia (20.768 ha) e Sérvia (15.171
ha), responsaveis por cerca de 67% das areas de cultivo mundial (CAMINITI et al., 2016;
FAO, 2012).
Em relagdo a produgdo anual, segundo a Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO, 2013) os maiores produtores mundiais da cultura de framboesa
encontra-se a Russia com 143.000 toneladas, Polonia com 121.040 toneladas e os Estados
Unidos apresenta uma producao de 91.300 toneladas. A produtividade média mundial da fruta
¢ de 5 t ha'!, em destaque como paises que atingem uma produtividade acima da média temos
a Holanda, o México e Marrocos, com 17,3 tha, 15,5 tha' e 13,7 t ha” respectivamente. Na
América Latina os principais produtores sdo Chile e México. De acord com a FAO o Chile
apresenta uma produg¢do anual de 30 mil toneladas, em cerca de 5.000 hectares, representando
uma produtividade de 6 t ha'. Além disso possui uma logistica de exportagdo de alta

tecnologia, que alcanga os principais mercados consumidores mundiais da fruta.

2.1.3 CENARIO NACIONAL DE CULTIVO
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No Brasil, a cultura da framboesa foi introduzida primeiramente na regido de
Campos do Jorddo no estado de Sdo Paulo, em meados da década de 50, pelo entdo bardo
holandés Otto Von Leithner através de alguns pequenos cultivares. Atualmente a producao da
framboesa ¢ realizada principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande
do Sul. Este ultimo ¢ o principal estado produtor, com destaque para a regido de Vacaria,
regido dos Campos de Cima da Serra, que concentra a maior area de producdo do Brasil, com
cerca de 150 hectares de terra plantada. A area de cultivo da cultura tem apresentado um
crescimento significativo, principalmente por apresentar uma boa op¢do de renda aos
pequenos produtores desta regido (PAGOT, 2004; ULIANA e KLUGE, 2013; CAMINITI et
al., 2016).

De acordo com Raseira et al. (2004), ¢ uma cultura que apresenta algumas limitagdes
técnicas de cultivo, principalmente em relagdo a sua sensibilidade ao clima, em especial as
condi¢des encontradas no Sul do Brasil, que apresenta uma elevada pluviosidade e umidade
relativa do ar. Todavia, o estado de Santa Catarina apresenta condi¢des climaticas adequadas
para o cultivo de framboesa, no entanto, faltam estudos relacionados a cultivares e manejos
adequados para a cultura (CASA et al., 2010), fatores estes que podem ser apontados como

entraves para uma maior producdo nacional da cultura.

2.1.4 POS COLHEITA

A framboesa apresenta comportamento tipico de frutos com padrdo respiratdrio nao
climatérico, onde ndo ocorre maturagdo nos frutos apos colhidos, entretanto apresentam uma
vida muito curta de armazenagem, principalmente a sua répida deterioracdo que decorre
devido a desidratacdo e troca de calor. Para manter o fruto com uma qualidade por maior
tempo alguns cuidados devem ser tomados ja na colheita, onde recomenda-se entdo que esta
seja feita no momento que o fruto atingir a plena maturagdo na planta. Em relacdo ao
armazenamento, estudos indicam que o ideal € realizar o resfriamento do fruto a 0° com
umidade entre 90 e 95% (RASEIRA et al., 2004; CAMINITI et al, 2016).

De acordo com Raseira et al, (2004) aida hé algumas recomendag¢des que devem ser

adotadas para diminuir o metabolismo do fruto e aumentar a vida de prateleira pos-colheita.
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segundo a autora o ideal ¢ fazer a colheita do fruto diretamente na embalagem que sera feita a
comercializacdo, nos horarios mais frescos do dia, dando preferéncia para as primeiras horas
da manhd pois o fruto apresenta uma temperatura mais baixa, e ainda se possivel, as
embalagens devem ser colocadas em isopor com a presenca de gelo, posibilitando o
resfriamento rapido do fruto.

Segundo Botrel (1994) uma maneira de aumentar a vida do fruto pos-colhido seria a
utilizagcdo de refrigeragdo com uma atmosfera controlada ou at¢é mesmo modificada, pois
neste ambiente a respiracdo dos frutos reduz a concentracao de oxigénio € aumenta a de gas
carbonico, este método aliado ao uso de embalagens plasticas de limitada permeabilidade ao
gas carbdnico (CO, ) e oxigénio (O,) propiciam uma maior resisténcia do fruto e uma redugao

de perdas no po6s colheita.

2.1.5 COMERCIALIZACAO

De acordo com Raseira, et al. (2004), nas regides norte-americana ¢ Escocesa, a
venda in natura ¢ limitada ao comércio local, por apresentar uma taxa metabdlica muito
elevada os frutos apresentam uma alta perecibilidade, ndo suportando transportes de longas
distancias, devido a isso a maioria dos frutos tem como destino a comercializacdo em forma
de congelados ou derivados, como iogurtes, geleias e sucos.

Segundo Fagundes (2007), no Brasil, ¢ realizado a logistica de transporte aéreo a fim
de diminuir a perecibilidade, do fruto. O maior mercado consumidor da cultura se encontra no
estado de Sao Paulo, pois € nele onde estd localizado o maior nimero de atacadistas da fruta,
onde o destino delas geralmente sdo as prateleiras de lojas especializadas ou mercados
direcionados a consumidores da classe A, isso ocorre devido ao alto o valor da cultura, onde o
preco médio de comércio da fruta in natura é¢ em torno de R$ 90,00 o quilo para o consumidor
final.

Para a comercializag¢do da fruta, alguns indices de qualidade devem ser observados;
quando colhidos os frutos devem apresentar no maximo 7% de soélidos soltveis, e acidez
titulavel de no maximo 0,8% e ainda o valor nutricional (vitaminas A e C). Pelo consumidor
os itens avaliados sdo aparéncia (cor, tamanho, forma e auséncia de defeitos), firmeza da fruta

e sabor (CANTILANO et al, 2018; PAGOT, 2006).
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2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

De acordo com Sousa (2007), o grupo de pequenos frutos, no qual se inclui a
framboesa ¢ caracterizado por possuir compostos reconhecidos por sua capacidade
antioxidante, como os fendlicos, que sdo constituidos essencialmente por antocianinas,
flavondis, proantocianidinas (elagitaninos e galtaninos) e 4cidos fenolicos, catequinas e
isoflavonoides. De acordo com a World’s Healthiest Foods, nos frutos da framboeseira, cerca
de 20% do seu peso total é referente aos compostos biativos, entre eles a vitamina C e o acido
folico.

Na framboesa, como acidos fenolicos existentes, pode ser citado o acido galico,
cumario, cafeico e clorogénico e como os principais flavondides presentes estdo as
antocianinas, flavan-3-6is, flavanonas, flavondis e flavonas. Com destaque para antocianinas,
¢ encontrado a cianidina-3-sofordsido (presente em maior quantidade), cianidina-3-glucésido

e pelargonidina-3-glucdsido (BORGES et al., 2010; MULLEN et al., 2003; SEERAM et al.,
2006).

2.2.1 ANTIOXIDANTES

Podemos definir os antioxidantes de uma maneira mais especifica como um
conjunto de substancias heterogéneas que, em relagdo a um determinado substrato retarda ou
previne a oxidagdao do substrato oxidavel, bloqueando os efeitos danosos dos radicais livres
(MESSIAS, 2009; HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1995). Segundo Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em seu Decreto 50.040, os antioxidantes sdo definidos como
substancias que retardam o aparecimento ou alteragdao oxidativa nos alimentos.

De acordo com Angelo e Jorge (2006), a forma que ocorre a agao dos antioxidantes
os divide em primarios e secundarios. Os primarios sdo antioxidantes capazes de doar elétrons
ou hidrogénio para os radicais livres, interrompendo a cadeia da reagdo, e os secundarios
também conhecidos como sinergisticos, tem como atuacdo retardar a iniciacdo da
autoxidagdo, esse retardo se dd de diferentes formas, incluindo complexacdo de metais,

absorcao da radiagdo ultravioleta, sequestro de oxigénio entre outros.
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A atividade antioxidante de compostos fenolicos ¢ principalmente devida as suas
propriedades de oxido-redugdo, as quais podem desempenhar um importante papel na

absorgdo e neutralizagdo de radicais livres (DEGASPARI, WASZCZYNSKY]J, 2004).

2.2.2 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Segundo Ramalho e Jorge (2006), os antioxidantes naturais representam uma
grande classe de compostos quimicos, atuando de diferentes maneiras no processo de
oxidacdo, através de doagdo de elétrons, como os compostos fendlicos, ou através de atuacao
como catalisadores da reagao de oxidagdo, caso dos antioxidantes secundarios como o acido
ascorbico (vitamina C) e citrico.

Entre os antioxidantes presentes em frutas e vegetais, os mais facilmente
disponiveis sdo os compostos fenodlicos, também sdo considerados como os mais ativos. A
relagdo entre a atividade antioxidante e estrutura da molécula dos compostos fenolicos ¢
relativamente complexa, variando de acordo com a estrutura da molécula e as substitui¢des
que nela ocorrem ( MESSIAS, 2009; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Nos ultimos 20 anos a busca por antioxidantes naturais tém aumentado
significativamente, principalmente para o uso em produtos da indistria alimenticia, cosmética
e farmacéutica. O grande interesse pelo estudo da oxidagdo lipidica, ocorre devido a
deterioracdo que este tipo de dano oxidativo pode causar, como a rancificagdo, perda de
aromas e formagao de sabores desagradaveis (off-flavors), motivos estes que podem afetar o
consumidor negativamente. Por ser um processo complexo que apresenta uma variedade de
fatores que incluem os radicais livres, a oxidacao lipidica esta diretamente ligada as alteragdes
da temperatura, luz, presenga de O2, além das propriedades fisico-quimicas do produto e da
presenca de possiveis iniciadores e catalisadores da reagdo (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007; MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007).

2.2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos, também chamados polifendis, sdo estruturas quimicas

amplamente encontradas na natureza (SILVA et al.,, 2010), sdo organismos secundarios
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encontrados em flores, sementes e frutas. Os fendlicos sdo caracterizados por serem
substancias aromaticas onde ha presenca de um anel aromadtico, este apresenta um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Devido as substitui¢des dos
anéis aromatico (hidroxilagdes, metilagdes, glicosilacdes, acilagdes, entre outros) ha uma
classificagdo de acordo com o grau de oxidagdo do anel heterociclico, esta classificacao os
divide em antocianinas, flavanois (catequinas) e flavonodis. (BRAVO, 1998.; POURCEL et
al., 2006.; ANGELO, JORGE. 2006). A figura 2 apresenta a classificacdo dos compostos

fenolicos.
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Figura 2: Classifica¢do dos compostos fendlicos

Fonte: Paredes-Lopez et al., 2010

2.2.4 FLAVONOIDES
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Sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono,
organizados na configuragio C, —-C, —C, (ANGELO, JORGE 2007). Segundo Ribani e
Amaya (2008), constituintes de um grupo de moléculas diversas, os flavonodides possuem dois
anéis aromaticos, sendo conectados por um anel pirano, sendo subdivididos em seis principais
subgrupos: isoflavonas, antocianinas, flavanonas, flavandis ou catequinas, flavondis e
flavonas. Sendo os flavondis os predominantes nas frutas vermelhas, onde estdo dispostos de
forma natural. Os flavonoides sao formados da combinag¢do de derivados sintetizados da
fenilalanina (via metabdlica do acido chiquimico) e acido acético.

Os flavonoides, principalmente antocianinas e flavonois, atuam nas plantas atraindo
polinizadores e disseminadores de sementes (RIBANI; AMAYA, 2008) Segundo Lopes et al.
(2000), apesar da sintese dos flavondides ndo ocorrer na espécie humana, existe uma
variedade de propriedades farmacoldgicas que proporcionam sua atuacdo em sistemas
bioldgicos. Destacam-se dentre estas atividades a capacidade antioxidante, anti-inflamatorias,
antialérgicas, efeitos  vasodilatadores, anti-ulcerogénica, a¢des anti-plaquetaria,
antimicrobianas e antivirais.

Segundo Degaspari, Waszczynskyj (2004), os flavonodides tém sua distribuicdo
diversificada, dependendo da familia, ordem e variacao da espécie, fatores como o grau de

acesso a luminosidade, em especial raios ultravioleta, também afetam sua distribuicao

2.2.5 ANTOCIANINAS

A palavra antocianina deriva do grego, onde anthos significa flor e kianos quer dizer
azul, as antocianinas sdo pigmentos vegetais hidrossoliiveis responsavel por uma abundante
variedade de cores, encontradas normalmente em frutos, flores, algumas raizes, caules e
folhas. Elas também desempenham fungdes antioxidantes, protecdo contra a luminosidade
excessiva além de seu uso industrial como corante, devido a isso ha diversos estudos que
apontam seu funcionamento benéfico a satide humana através de suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias, isso ocorre devido a capacidade que elas possuem de doar
hidrogénios ou elétrons aos radicais livres (LOPES, et al., 2007; CORREIA, 2016;
VIZZOTO, 2012).
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Segundo Vizzoto (2012), ha mais de 600 tipos de antocianinas, e essa diversidade se
da ao tipo de agucar que ¢ ligado as agliconas, dentre os que comumente sdo encontrados
destacam-se a glicose, ramnose, galactose, xilose e arabinose.

As antocianinas sdo caracterizadas pelo nucleo basico flavilio (cation flavilico), que
consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos condensados por
um oxigénio, além do nucleo basico, uma ou mais de suas hidroxilas sdo ligadas aos aguicares
(R”) (LOPES et al., 2007).

As antocianinas variam suas estruturas devido ao pH, este que ¢ responsavel pela
variedade de cores presentes nas frutas. Para a representacdo da cor avermelhada, o pH deve
estar 4cido, ente 1 e 2. Quando o pH apresenta-se entre 2 e 6 a coloracdo vai ficando menos
aparente, tendendo ao incolor, devido a oxidacao da estrutura do vermelho e formacao
pseudobase carbinol. Quando ocorre presenca da coloragdo violeta e azul, ha formagdo de
anidrobases, e o pH deve se apresentar entre 6,5 e 8 para violeta e entre 9 e 12 para o azul.
Quando o pH tem numeros superiores a 12, a coloragdo aparente ¢ amarelada, isso ¢ devido a
formagdo de chalconas pela quebra do anel heterociclico. Assim, podemos dizer que o meio
acido promove a conservagdo das antocianinas, devido ao fato dos 4cidos organicos protegem
o cation flavilium presente na 4gua (MEREGALLI, 2017; PALUDO, 2013).

Possuem uma polaridade alta, por conter agucares ligado ao seu anel aromatico e
também pela presenca de grupos hidroxilas, carboxilas e metoxilas, devido a isso temos um
melhor rendimento na extracdo quando sdo utilizados solventes com alta polaridade, como a

agua, metanol e etanol (PALUDO, 2013).

2.3 PROCESSO EXTRATIVO

A extracdo ¢ uma operacdo fisico-quimica de transferéncia de massa, onde os
solidos soluveis e volateis podem ser extraidos por manter-se contato entre o solvente e os
solidos (CLARK, 1985).

A extracao de compostos de plantas ¢ diretamente influenciado pelas condigdes em
que esta for realizado. Fatores como a temperatura, solvente utilizado e agitacdo sdo deveras
importantes, tal como as caracteristicas da matriz vegetal que serd realizada a extragdo. Sendo

assim, o rendimento da extragdo de produtos naturais nao pode ser previsto facilmente pois
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cada sistema material-solvente comporta-se de forma peculiar, dependendo das estruturas
quimicas do solvente e também da estrutura e composicdo da matriz vegetal

(WONGKITTIPONG et al., 2004; PINELO et al., 2004).

2.3.1 EXTRACAO SOLIDO LiQUIDO

O principio para extra¢ao solido-liquido ou extragdo com solvente ocorre quando os
compostos soliveis de uma matéria solida sdo extraidos por um solvente liquido
(AGUILERA, 2003).

Segundo Gamse (2002), na extragao solido-liquido o solvente penetra nos capilares
da matriz e dissolve seu extrato, obtendo assim uma solu¢ao de elevada concentragao. Devido
a difusdo, ocorre uma diferenca da concentragdo entre a solugdo que cerca as particulas e a
solugdo do material da extragdo. O autor ainda afirma que praticamente nenhuma extragdo
completa ¢ possivel, devido ao fato que no final do processo ainda € retido nas particulas uma
quantidade de solugdo (solvente e mais soluto extraido).

De acordo com Mogensen (1982), para a escolha do melhor solvente alguns fatores
devem ser levados em conta, como a seletividade (a capacidade que o solvente tem de extrair
o soluto), densidade (a diferenca da densidade das fases facilitara o processo extrativo),
viscosidade (alta viscosidade do solvente reduz a taxa de transferéncia de massa,

influenciando o grau e a taxa da extracdo), além claro do custo do solvente.
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3. METODOLOGIA

3.1 METODOS EXPERIMENTAIS

Para avaliar a influéncia do método de extracdo sobre teor de flavonoides
(antocianinas obtidas a partir dos frutos da framboesa), foram realizadas trés diferentes
métodos de extracdo com quatro diferentes solventes estas foram submetidas a quantificacao e
posterior comparagdo através dos métodos de pH Unico e pH Diferencial, estes adaptados a
partir das técnicas descritas por Fuleki & Francis (1968).

Segundo Favaro (2008), o método do pH diferencial, se fundamenta nas
transformagdes que ocorrem nas antocianinas de acordo com a variagdo do pH, pois em
diferentes pHs, ha diferentes coloracdes e essas correspondem as diferentes estruturas .

As framboesas foram descongeladas de forma natural, em temperatura ambiente e
lavadas em agua corrente, para entdo iniciar o processos de extracdo. A concentracdo de
fruta/solvente foi realizada na propor¢do de 1:3. O preparo das amostras das frutas para a
analise foi realizado como segue.

a) Pesadas 26 g da fruta inteira para realizar em seguida a macerag¢ao, com auxilio do
almofariz e pistilo. Apods a maceracdo as mesmas foram transferidas para um snapcap e
imersas em 80 mL de acetona PA.

b) Pesadas 26 g da fruta inteira para realizar em seguida a maceragao, com auxilio
do almofariz e pistilo. Apds a maceragdo as mesmas foram transferidas para um snapcap e
imersas em 80 mL de etanol.

c) Pesadas 26 g da fruta inteira para realizar em seguida a macerag¢ao, com auxilio do
almofariz e pistilo. Apods a maceragdo as mesmas foram transferidas para um snapcap e
imersas em 80 mL de 4gua deionizada com temperatura de 25 °C.

d) Pesada 26 g da fruta inteira para realizar em seguida a macera¢do, com auxilio do
almofariz e pistilo. Apds a maceragao as mesmas foram transferidas para um snapcap e
imersas em 80 mL de 1% de 4cido citrico em temperatura de 25 °C.

As amostras entdo seguiram diferentes metodologias e tempos de repouso:

a) as amostras foram envoltas em papel para ficarem ao abrigo da luz, e

colocadas no refrigerador a 5°C por 24 horas para melhor extracdo da
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antocianina, ¢ assim dando continuidade as analises, apds repouso de 24 horas.
b) As amostras foram postas em agitagdo por duas horas em mesa agitadora
modelo Oxylab em uma frequéncia de 100 rpm.
c) As amostras foram postas em repouso por 1 hora em abrigo de luz.

Apo6s os tempos de repouso as amostras foram submetidas a filtracao por gravidade,
com auxilio de funil e papel filtro, em seguida foram submetidas as leituras de pH. Para a
quantificacdo e posterior comparagio foram utilizados os métodos de pH Unico e pH
Diferencial, estes adaptados a partir das técnicas descritas por Fuleki & Francis (1968a,
1968Db).

Para o método para pH Unico consistiu da transferéncia quantitativa de uma aliquota
(VAlq) de 5 mL do Extrato Concentrado (EC) (100 mL de solu¢ao — amostra mais Solugao
Extratora), para um copo descartavel transparente de 50 mL e acrescentado 5 mL de solugao
Etanol 95% — HCI 1,5N (85/15), formando dessa maneira o Extrato Diluido (ED), no total de
10ml. Os valores de absorvancia (DO) foram entdo contrastados com os valores dos brancos
(Solugao Etanol- HCL 1,5N (85:15)). O calculo do teor de Antocianinas Totais (AntT) por
100 gramas da amostra avaliada seré efetuada de acordo com a Equacdo O1.

No segundo momento foi realizado o método de pH Diferencial, para o pH 1,0
houve a transferéncia quantitativa de uma aliquota (VAlq) de 5 mL do Extrato Concentrado,
para um copo descartavel transparente de 50 mL e entdo foi acrescentado mais 20 mL de
solugdo KCI (0,2 N) e HCI (0,2N) na proporcao 25:67, formando um Extrato Diluido de 25
mL. Para o pH 4,5 o Extrato Diluido foi no total de 10 mL (5 mL de aliquota Extrato
Concentrado mais 5 mL de Acetato de Sédio (1N), HCI e Agua na proporgio 100:60:90). O
calculo do teor de Antocianinas Totais (AntT) por 100 gramas da fragdo avaliada sera obtido
de acordo com a equacdo 01, adaptando-se o valor de DO para a diferenga de leitura entre os

dois pHs.
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Adicao de 20 mlLde

Repouso por 24 horas Repausa por 1 hora em
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Medir shsarhancia

Figura 03: Fluxograma do processo de extragao.
Fonte: Autora, 2019.
Apos as extracdes utilizando diferentes solventes e metodologias, foi entdo possivel
realizar a leitura espectrofotométrica, esta realizada em triplicata, em comprimento de onda de
535 nm. A quantificagdo dos teores de antocianinas totais (Ant-T) presentes nos extratos

hidroalcodlicos foi realizada segundo a equagao abaixo.
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Equacao 1: Célculo do teor de Antocianinas Totais (Ant-T)

DO "k ka1 DOXV p, XV ;%100

AntT = i =
ntl 0 0
g Ant/100g Amostra El% 1%
L XmX
—}8’” Alg m Elcm

Onde:
DO*: Densidade otica do extrato diluido 535 nm

pH Unico: Medida direta da DO no espectrofotdmetro

pH Diferencial: Diferenga entre a DO nos pH’s 4,5 ¢ 1,0.

VEc: Volume total do extrato concentrado (mL)

VEd: Volume total do extrato diluido (mL)

Valq: Volume da Aliquota do Extrato Primario a ser diluida para fazer o Extrato
Secundario (mL)

m: Massa da amostra (g)

100: Fator de Corregdo para que resultado seja expresso em 100 gramas de Amostra.

E 1% lcm: Coeficiente de Extingao

10: Constante para corre¢do do Coeficiente de Extingdo de modo a expressar o
resultado em mg de Antocianina / 100 gramas de Amostra.

O Coeficiente de Extingdo foi o utilizado segundo a metodologia de Teixeira et al
(2008), adotando para pH Unico (pH 2,0) valor de 982 e para o método do pH Diferencial 873
e 775 respectivamente para os pHs 1,0 e 4,5.

Os valores da DO utilizados para o célculo foi obtido pela média das trés repeticoes

da leitura espectrofotométrica.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 RESULTADOS OBTIDOS DA ABSORBANCIA
A tabela 01 apresenta os resultados das absorbancias obtidos das médias de trés
repeticdes em comprimento de onda de 535 nm, para as amostras em repouso por 24 horas

sob refrigeragdo de 5°C e abrigo de luz.
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Tabela 01: Valores médios e desvio padrio das absorbancias obtidas em espectrofotometria

das amostras em repouso por 24 horas, sob refrigeracao.

Solvente utilizado Absorbancia Absorbancia Absorbancia
na extracio pH 1,0 pH 4,5 pH Unico (2,0)
Acetona P.A 792,3+0,02 1034,6+0,01 1193,6+0,01
Etanol 99,5% 624,7+0,01 886,4+0,02 918,5+0,01

Agua deionizada 295,4+0,02 469,3+0,03 973,2+0,03
Acido citrico 1% 329,5+0,03 667,5+0,02 1133,6+0,02

Somente com as leituras foi possivel verificar que a acetona P.A foi o solvente que
obteve maior desempenho em todos os métodos, e que os maiores indices de absorbancia
foram encontrados diante do método de pH Unico. Com menores absorbancias obtidas temos
os resultados de pH 1,0, onde a agua deionizada foi a que obteve menos indices de
absorbancia em todos os pHs. Seguido da absorbancia apresentada pelo acido citrico com
concentragdo de 1% mediante a pH 1,0.

Os resultados expressos na tabela 02 sao referentes os valores das trés repeticdes das
absorbancias em comprimento de onda de 535 nm, para as amostras em repouso por 1 hora a
temperatura ambiente e abrigo de luz.

Tabela 02: Valores médios e desvio padrdo das absorbancias obtidas em espectrofotometria

das amostras em repouso por 1 hora em abrigo de luz.

Solvente utilizado Absorbiancia Absorbancia Absorbancia
na extracio pH 1,0 pH 4,5 pH Unico (2,0)
Acetona P.A 942,6+0,07 1031,3+0,02 1141,5+0,03
Etanol 99,5% 877,5+0,02 1040,4+0,03 956,6+0,05

Agua deionizada 304,3+0,04 283,5+0,02 636,2+0,02
Acido citrico 1% 321,6+0,05 428.2+0,03 596,7+0,02

Os valores das médias e desvio padrao das absorbancias acima nos mostram que
novamente os valores com maior absorbancia foram encontrados diante pH Unico e que neste
método diante do pH 4,5 o etanol 99,5% foi superior a acetona P.A. Com menor rendimento
tivemos agua deionizada mediante pH 4,5.

Os valores referentes as absorbancias das amostras expostas a agitagdo por 2 horas a
100 rpm estdo dispostas na tabela 03.

Tabela 03: Valores médios e desvio padrio das absorbancias obtidas em espectrofotometria
das amostras em agitacao por 2 horas a 100 rpm.
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Solvente utilizado Absorbancia Absorbancia Absorbancia
na extracio pH 1,0 pH 4,5 pH Unico (2,0)
Acetona P.A 763,3+0,04 910,5+0,02 1200,9+0,03
Etanol 99,5% 758,6+0,02 1025,8+0,04 1061,2+0,04

Agua deionizada 325,7+0,03 458,2+0,06 868,5+0,06
Acido citrico 1% 371,5+0,05 551,3+0,04 1111,3+0,02

Novamente ¢ verificado os maiores indices de absorbancia mediante a metodologia
de pH Unico, isso pode ser explicado segundo Bordignon et al. (2009), que diz que a
mudang¢a nos maximo de absor¢do deve-se as reagdes de equilibrio que ocorrem com o cation
flavilium, quando se eleva o pH do meio. Essas reacdes levam a uma configuragdo estrutural
das antocianinas em que,quanto maior for o pH ird ocorrer uma diminui¢do do nimero de
ligas duplas conjugadas, que sdo responsaveis pelo aumento nos maximos de absor¢do das
substancias, pela protonagdo do cation flavilium.

Também podemos verificar que mediante a interferéncia de temperatura ocorre
degradagdo das antocianinas, como apresentado por Lopes et.al., (2007), a temperatura ¢
outro fator importante na estabilidade das antocianinas porque a medida que se submete a
solu¢do de antocianinas a uma temperatura superior a ambiente (25°C), a sua degradagao ¢
maior. O autor ainda reforca que esta degradagdo ¢ ainda mais acentuada quando se aumenta
o pH do meio.

No método Diferencial pH 1,0, a solu¢do de KCl (0,2 N) com HCI (0,2N) segundo
Teixeira; Stringheta; Oliveira (2008) forma complexagdo com as estruturas de antocianinas e
causa mudanga na coloracdo da solu¢do como foi verificado nas amostras apresentadas nas

imagens abaixo.

Figura 04: Coloraggo Ph 1,0
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Fonte: Autora, 2019.

Figura 05: Coloragdo Ph 4,5
Fonte: Autora, 2019.

Figura 06: Coloragdo Ph tinico 2,0.
Fonte: Autora, 2019.

Entretanto a quantificacdo direta de antocianinas a partir de medidas de absorbancia
em UV-VIS ndo ¢ trivial, pois seus espectros sdo muito semelhantes, com intensa
sobreposi¢do. Devido a isso é importante a realizacdo de calculos para a obtengdo de teores
de antocianinas totais em mg em 100g de amostra. Os calculos de ph Unico e pH Diferencial
sdo comumente utilizados por serem considerados os métodos tradicionais, o desempenho no
método pH Diferencial ¢ dado pela subtracdo dos resultados obtidos das densidades opticas

do pH 4,5 e pH 1,0 respectivamente. para a realizagdo dos calculos. Como expressam as

tabelas a seguir.
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Tabela 04: Teores de antocianinas totais das amostras em repouso de 24 horas sob
refrigeracdo a 5°C.

Solvente utilizado na Desempenho pH Desempenho pH Unico
extracao Diferencial
Acetona P.A 35,95 46,74
Etanol 99,5% 24,79 35,97
Agua deionizada 9,24 38,32
Acido citrico 1% 2,68 44,39

Os teores de antocianinas totais em repouso de 24 horas sob refrigeragdo variam de
2,68 a 46,74 mg por 100g de amostra. Sendo a acetona P.A o solvente com maior extracdo em
ambas metodologias, j4 o solvente com menor rendimento foi o &acido citrico em pH

Diferencial.

A tabela 05 expressa os valores obtidos dos teores de antocianinas totais obtidos das

amostras que foram expostas a repouso de 1 hora em temperatura ambiente em abrigo de luz.

Tabela 05: Teores de antocianinas totais das amostras em repouso de 1 hora sob abrigo de luz em
temperatura ambiente.

Solvente utilizado na Desempenho pH Desempenho pH Unico
extraciao Diferencial
Acetona P.A 52,62 447
Etanol 99,5% 45,01 37,46
Agua deionizada 19,46 24,92
Acido citrico 1% 14,14 23,36

Em repouso por 1 hora as amostras que apresentaram maior desempenho foram a
extragdo a base de acetona P.A, e etanol 99,5 % respectivamente, mediante desempenho pH
Diferencial e Unico. O solvente com menor extracdo foi verificado o acido citrico 1% em
ambos pHs.

Os valores de antocianinas totais das amostras expostas a agitacao por 2 horas a
uma frequéncia de 100 rpm estdo dispostos na tabela 06.

Tabela 06: Teores de antocianinas totais das amostras em agitagdo por 2 horas a 100 rpm.

Solvente utilizado na Desempenho pH Desempenho pH Unico
extracao Diferencial
Acetona P.A 38,91 47,01
Etanol 99,5% 32,65 41,57
Agua deionizada 13,11 34,01

Acido citrico 1% 13,55 43,53
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A acetona P.A se repete como melhor solvente também sob agitagdo em ambos

métodos de quantificagao.

Os teores obtidos de antocianinas totais em sua maioria se enquadra nos obtidos por
Howard & Hager (2007), onde foram relatados teores de antocianinas entre 22,4+0,2 e
49,1+£7,8 mg por 100 g amostra. E também se enquadram nos valores obtidos por Soutinho et.
al., (2013), mostram valores de 10,00 a 40,00 mg por 100g. Entretanto ¢ percebida uma
diferenca muito significativa no desempenho entre os pHs. De acordo com Campos (2006),
esta diferenga ocorre pois o pH Diferencial correlaciona os produtos de degradacdo das
antocianinas (pH 4,5) com a concentracdo das antocianinas presentes no extrato (pH 1,0).
Assim este método nos apresenta apenas a concentracdo de antocianinas, sem interferentes,
esses ainda segundo o autor sdo polifendlicos, agucares, acidos ou mesmo as antocianidinas.
O autor ainda afirma que a quantificacdo de antocianinas em extratos de fruta ou vegetais
frescos geralmente ha poucos componentes interferentes. Desta forma podemos explicar o
baixo desempenho devido as frutas para a realizagdo das extracdes estarem submetidas a

anterior congelamento, ocasionando a degradacdo das mesmas.

4

Em relacdo aos solventes utilizados, ¢ importante ressaltar que antocianinas sao
moléculas polares devido a presenca de grupos substituintes (hidroxilas, carboxilas e
metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus anéis aromaticos. Conseqiientemente, quanto
maior for a polaridade do solvente maior sera seu potencial extrativo. Desta forma fica claro a
compatibilidade das antocianinas com os solventes utilizados neste experimento, tendo em
vista que em todos os solventes houve um percentual de extragdo satisfatorio, com destaque

para as extragdes utilizando acetona P.A e etanol 99,5%.

Foi observado também que quando as amostras foram expostas a refrigeracdo de 24
horas nao foi identificado teores significativos de degradacao, pois baixas temperaturas
protegem as estruturas quimicas das antocianinas. Estas variacdes da estrutura quimica que
segundo Patras et al., (2010) ocorrem principalmente devido a diferengcas no nimero de

hidroxilas presentes nos grupos da molécula, onde a degradag¢do ¢ decorrida da oxidagao,
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clivagem da ligacdo covalente ou as reagdes avancadas de oxida¢do devido ao processamento

térmico.

Os valores obtidos foram posteriormente submetidos a teste de varidncia (ANOVA),
onde através do teste, ¢ mostrado por meio do grafico abaixo, que o melhor extrator ¢ a

acetona P.A, em todas as metodologias, tanto para o pH Diferencial como para o pH Unico.

Comparacado dos Teores de Antocianinas Totais

Ph Di¥erencial Ph Unico Ph Di¥erencial Ph Unico Ph Di¥erencial Ph Unico
Repouso de 24h Repousode 24h Agitacao 2h Agtacdo2h  Repousode lh  Repousode lh

50

40

3

L=

=]
=]

1

[==]
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mAcetonaP.t  EEtanc! 99,5% B Aguadeionizada  ® Acido citrico 1%

Grafico 01: Comparagdo dos Teores de Antocianinas Totais
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5. CONCLUSOES

Por meio dos resultados obtidos, com os calculos de Ant-T, ¢ possivel verificar que
as extragoes realizadas com acetona apresentam os melhores rendimento em todas as
metodologias de extragio. Na sua quantificagdo, os valores expressos pelo método pH Unico
e pH Diferencial, variam de 35,95 a 52,62 mg/100g amostra. O melhor resultado foi a
extragdo com repouso de uma hora em temperatura ambiente. O etanol 99,5% também obteve
bons resultados nas extragdes realizadas com melhor rendimento em repouso de 1 hora em
temperatura ambiente, sendo assim se o resultado esperado for um melhor rendimento sem

levar em conta a toxicidade é indicado o uso dos solventes citados acima.

Os extratores que tiveram variancia significativa nos teores de antocianinas totais
foram 4cido citrico e 4gua deionizada, os valores variam de 2,68 a 44,39 e 9,24 a 43,53
respectivamente. Sendo assim, se o objetivo for uma extracdo com menor indices de

toxicidade ¢ aconselhado o uso destes solventes expostos a agitacao.
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