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RESUMO
EXTRACAO SEM SOLVENTE DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE MIRTILO
ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Autora: Bruna Nichelle Lucas
Orientador: Juliano Smanioto Barin

As técnicas convencionais de extracdo de compostos bioativos de frutas empregam
longos periodos de extracdo e elevado consumo de solventes toxicos. No entanto,
h& interesse crescente na obtencéo de extratos mais seguros, menos toxicos e que
sejam amigaveis ao meio ambiente. A extracdo assistida por ultrassom € uma
técnica inovadora na area da quimica verde, a qual visa obtencdo de extratos ativos
e ndo oferece riscos a natureza e ao operador, sendo uma técnica de extracao
simples, rapida, e reprodutivel de extragdo. Desta forma, o presente trabalho visa
avaliar o efeito da extragédo assistida por ultrassom sem uso de qualquer solvente na
obtencdo de compostos fendlicos totais de mirtilo. Para tanto, o processo foi
otimizado através da metodologia de superficie resposta, avaliando tempo, peso de
amostra e amplitude, afim de obter as melhores condi¢cdes de extragcdo. Com base
na metodologia de resposta, as melhores condi¢cdes encontradas foram 15 g de
amostra por um tempo de extracdo de 7 min e com amplitude do equipamento de
50%, resultando em um valor de fendlicos totais de 197,58 + 0,63 mg de GAE.100g"
1. Além disso, o método proposto foi comparado com o método de extracdo por
micro-ondas hidrodifuséo por gravidade (MHG), convencional (sem uso de solvente)
e extracdo assistida por ultrassom com banho refrigerado, nos parametros de teor
de fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais, capacidade antioxidante e
composicao fendlica. A extracdo assistida por ultrassom sem solvente apresentou
maiores rendimentos (no geral cerca de 63%) em comparacao aos outros meétodos
sem solvente, mostrando-se um método de extracdo inovador, eficiente e amigavel

ao meio ambiente.

Palavras chaves: ultrassom, quimica verde, extracdo sem solvente, compostos

biativos, mirtilo.



ABSTRACT

SOLVENT-FREE EXTRACTION OF BIOATIVE COMPOUNDS OF ULTRASOUND
ASSISTED BLUEBERRY

Author: Bruna Nichelle Lucas
Advisor: Juliano Smanioto Barin

Conventional techniques for extracting bioactive fruit compounds employ long
periods of extraction and high consumption of toxic solvents. However, there is
growing interest in extracting safer, less toxic and environmentally friendly extracts.
Ultrasonic assisted extraction is an innovative technique in the field of green
chemistry, which seeks to obtain active extracts and offers no risks to nature and the
operator, being a simple, fast and reproducible extraction technique. Thus, the
present work aims to evaluate the effect of ultrasonic assisted extraction without
using any solvent to obtain total phenolic compounds of blueberry. For that, the
process was optimized through the surface response methodology, evaluating time,
sample weight and amplitude, in order to obtain the best extraction conditions. Based
on the response methodology, the best conditions found were 15 g of sample for a
time of extraction of 7 min and with amplitude of the equipment of 50%, resulting in a
total phenolic value of 197.58 + 0.63 mg of GAE.100g™. In addition, the proposed
method was compared with the microwave extraction method (MHG), conventional
(without solvent use) and ultrasonic assisted extraction with refrigerated bath, in the
parameters of total phenolic content, monomeric anthocyanins antioxidant capacity
and phenolic composition. Ultrasound-assisted extraction without solvent showed
higher yields (generally about 63%) compared to other solvent-free methods,

showing an innovative, efficient and environmentally friendly extraction method.

Keywords: ultrasound, green chemistry, solvent-free extraction, bioactive

compounds, blueberry.
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1. INTRODUCAO

O mirtilo, conhecido do inglés como blueberry, € uma espécie nativa do
hemisfério norte e uma das frutas mais populares na Europa. Esse fruto é fonte de
compostos bioativos com elevada atividade antioxidante, que é relatada,
frequentemente, como maior em comparacdo com outras frutas (p. ex., morango,
framboesa e amora) e outros vegetais. O grande interesse pelo mirtilo se deve ao
seu elevado teor de compostos fendlicos, que sao considerados metabdlitos
secundérios de plantas, popularmente conhecidos por seus beneficios para saude e
reducdo dos riscos de certas doencas. Assim, diversas atividades benéficas tém
sido relatadas, como anti-inflamatérias (COBAN et al., 2015), antioxidantes (HUANG
et al., 2012; CASTREJON et al., 2008), efeito em diabetes (LIU et al., 2015),
antihipertensivas (RODRIGO et al., 2012), antimicrobianas (DAGLIA, 2012) e
anticancerigenas (PALLER et al.,, 2013; WANG & STONER, 2008). Entre os
principais compostos bioativos presentes no mirtilo, encontram-se os flavonodides,
antocianinas e polifendis, tais como &cido clorogénico, quercetina, caempferol,

miricetina, catequina, epicatequina e 4cidos hidroxicinamicos (HWANG et al., 2014).

Nos ultimos anos, a procura por alimentos funcionais tem sido impulsionada,
principalmente, pela crescente preferéncia dos consumidores por alimentos naturais
(CHEMAT et al., 2017; CHEMAT, VIAN, & CRAVOTTO, 2012). Contudo, 0 consumo
de frutas in natura ou de produtos elaborados com as mesmas é limitado, pois ha
restricdo com relacdo ao periodo de colheita e armazenamento. Desta forma, o
fornecimento continuo de produtos que possam conter os compostos bioativos do
mirtilo fica limitado e muitas vezes o fruto precisa ser processado para assegurar sua
utilizacdo por maior periodo. Nesse sentido, o processo de extracdo pode ser
utilizado de forma a obter os compostos bioativos de interesse separados dos
demais componentes do fruto. Assim, um extrato rico em compostos bioativos pode
ser obtido, sendo facilmente processado e armazenado. Cabe ressaltar que, desta
forma, é possivel se obter estes compostos até mesmo de residuos de frutas, que

podem ser processados para tanto.

Atualmente, os processos para recuperacao destes compostos valiosos sao
efetuados através de procedimentos tradicionais de extracdo, tais como Soxleht,

maceracao e agitacdo com solventes, que empregam longos periodos de extragéo,
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além do uso de solventes organicos que devem ser recuperados ao final do
processo (BARBA et al. 2016). Nesse sentido, o interesse na obtencao de extratos
mais naturais e sustentaveis aumentou, impulsionado pela crescente demanda dos
consumidores por ingredientes naturais obtidos sem produtos quimicos téxicos e
gque nao provoquem riscos ambientais, sendo uma oportunidade para o

desenvolvimento de tecnologias amigaveis ao meio ambiente (TIWARI, 2015).

Desta forma, as tendéncias recentes nas técnicas de extracdo levam em
consideracao a obtencdo de compostos bioativos de materiais vegetais com 0 uso
de solventes alternativos, 4gua ou mesmo nenhum solvente. A “extracao verde” de
produtos naturais, baseia-se na descoberta e planejamento de processos de
extracdo que reduzam o consumo de energia e que permitam o0 uso de solventes
alternativos vindos de fontes naturais renovaveis (CHEMAT, VIAN & CRAVOTTO,
2012). Desta forma, os extratos podem ser obtidos de forma a reduzir, ou mesmo
eliminar, os problemas desde o inicio do processo de extracdo. O conceito de
qguimica verde é fundamental para sustentabilidade, minimizando os impactos
ambientais e garantindo recursos disponiveis para as futuras geragdes (ANASTAS,
2000).

Dentre as diversas alternativas inovadoras para “extracdo verde” de
compostos bioativos, as principais tecnologias emergentes sao a extracao assistida
por ultrassom (CHEMAT et al., 2017), extracdo com fluido supercritico (SILVA ET
AL., 2016), extracdo assistida por micro-ondas, extracao por liquido pressurizado
(MUSTAFA & TURNER, 2011) e campo elétrico pulsado (SOLIVA-FORTUNYA et al.,
2009). A extracdo assistida por ultrassom (UAE, do inglés ultrasound-assisted
extraction) pode ser considerada uma extracdo limpa, ecolégica e com varias
vantagens, como maior penetracdo de solvente no material celular, menor tempo de
processamento, maior rendimento e reprodutibilidade, baixo consumo de solvente,
alta capacidade de processamento e menor consumo de energia. Além disso, o
equipamento para aplicagcdo do ultrassom é relativamente facil de usar, versatil e
requer baixo investimento em comparagdo com as outras técnicas de extracado
(SHIRSATH, SONAWANE & GOGATE, 2012). Desta forma, o ultrassom pode ser
considerado uma tecnologia de extracdo verde e limpa de moléculas e biomateriais,
incluindo 6leos essenciais, compostos fendlicos, antocianinas e produtos quimicos

finos (p. ex., corantes e pigmentos) (TIWARI, 2015).
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Atualmente, ha diversas pesquisas sobre a extracdo assistida por ultrassom
que buscam reduzir o uso de solventes e ainda obter um maior rendimento de
compostos bioativos, através de otimizacbes para avaliar o tipo e volume de
solvente, de forma a extrair uma maior quantidade de compostos de interesse em
um menor volume de solventes cada vez menos toxicos. Em todos esses processos,
o efeito do tempo de extracdo com ultrassom foi avaliado (JIANGA, YANG & SHI,
2017; D’ALESSANDRO et al. 2014; SOUZA et al. 2016; HANI et al. 2017; XU et al.
2017). Para extracao assistida por ultrassom de mirtilo encontram-se autores como
He et al. (2016) que investigaram o efeito da temperatura, tempo de sonicacdo e a
relagdo solido-liquido, para atingir os melhores rendimentos para compostos
fendlicos e antocianinas, além de Machado et al. (2017), que avaliaram o efeito da
extracdo assistida por ultrassom e também extracdo liquida pressurizada na
recuperacdo de antocianinas de residuos de Rubus fruticosus, Vaccinium myrtillus e
Eugenia brasiliensis. Porém, ambos autores propuseram o0 uso de solventes
organicos na extracao assistida por ultrassom. Desta forma, no presente trabalho é
proposta a extracdo de compostos bioativos de mirtilo assistida por ultrassom sem
adicao de qualquer solvente, aproveitando apenas a agua presente in situ no proprio
fruto. Cabe ressaltar que essa estratégia de sonicacao direta do fruto sem adicao de
solvente nao foi encontrada na literatura para outros frutos, o que reforca o

ineditismo do estudo realizado.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver método de extracdo verde de compostos bioativos do mirtilo,

através da extracao assistida por ultrassom sem solvente.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar as melhores condi¢cfes de extracdo verde assistida por ultrassom para

compostos fendlicos do mirtilo aplicando delineamento experimental;

Obter extrato do mirtilo, determinar a quantidade de antocianinas
monomeéricas totais e compostos fendlicos totais e determinar capacidade

antioxidante pelo método de ORAC,;
Identificar e quantificar os compostos fendélicos presentes no extrato de mirtilo.

Comparar o método proposto com outros métodos de extracdo verde, como
extragcdo convencional sem solvente (usando agua do proprio fruto como
solvente), extragdo por micro-ondas sem solvente e extragcdo por ultrassom

com banho refrigerado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MIRTILO
O mirtilo € conhecido como uma das frutas frescas mais antioxidantes ja

estudada devido ao alto teor de polifendis da casca e da polpa. O fruto é originario
do hemisfério norte e faz parte do género Vaccinium e da familia Ericaceae, que
pertence a um grupo das pequenas frutas, junto com os morangos, framboesas e
amora que sdo amplamente usados nas industrias alimentares para a fabricacdo de
sucos e outros produtos (PAYNE, 2005; PRICE et al., 1995). Os frutos apresentam
coloracdo azul intensa, recobertos de ceras e sua polpa tem sabor doce-acido
(SEVERO, et al.,, 2008). Se consumido fresco, o mirtilo apresenta indmeras
propriedades benéficas a saude, que estdo relacionadas aos compostos bioativos
gue auxiliam na prevencdo de doencas como cancer, problemas cardiovasculares,
catarata, degeneracdo muscular e disfuncdes da imunidade (PERTUZATTI, 2009;
CONCENCO et al., 2014).

O mirtilo (figura 1) € rico em compostos fendlicos, que sdo substancias
antioxidantes que auxiliam no combate aos radicais livres e na prevencao de
doencas degenerativas, o que leva o fruto a ser conhecido como o “fruto da
longevidade” (PAYNE, 2005). Além das antocianinas, o mirtilo apresenta, também,
compostos fendlicos tais como o acido clorogénico, quercetina, catequina e
resveratrol. Estes compostos, juntamente com o acido ascérbico, contribuem para a
elevada atividade antioxidante observada (GIOVANELLI e BURATTI, 2008).

Figura 1 - Aspecto visual da fruta de mirtilo.

Fonte: (RUFATO & ANTUNES, 2016)
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No Brasil, a producdo de mirtilos ainda é muito pequena, pois € uma fruta
pouco conhecida, devido ao seu custo elevado para consumo. As primeiras
cultivares foram introduzidas em 1983 pela EMBRAPA clima temperado em Pelotas
(RS) e, atualmente, as plantacfes estéo localizadas principalmente nos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S8o Paulo e Minas Gerais. Dentre as
areas cultivadas, cerca de 75% da producédo do Brasil encontra-se no Rio Grande do
Sul, na regido de Vacaria, produzindo cerca de 6 a 10 toneladas por hectare
(RUFATO & ANTUNES, 2016). Ha perspectivas promissoras no cultivo de mirtilo no
Brasil, tanto para consumo interno como para exportacdo, pois além da
comercializacdo da fruta fresca, o processamento para incorporacdo em produtos

alimenticios esta em desenvolvimento crescente (MORAES et al., 2007).

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS
Os compostos fendlicos possuem um anel aromatico com uma ou mais

hidroxilas substituintes, sendo estruturas varidveis, caracterizando-se como
compostos multifuncionais. Estes s@o considerados metabdlitos secundarios de
plantas, produzidos através dos mecanismos de defesa em condi¢des de estresse,
tais como ferimentos, infec¢des, luz ultravioleta ou mesmo incidéncia solar excessiva
(ANGELO & JORGE, 2007; COSTA et al., 2015). Os compostos fendlicos estao
presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acUcares (glicosideos) e
proteinas (BRAVO, 1998). As principais fontes destes compostos sao frutas citricas,
como liméo, laranja e tangerina, além de outras frutas como mirtilo, uva, ameixa,
amora entre outras (PIMENTEL, FRANCKI & GOLLUCKE, 2005).

Existem em geral, cerca de 8000 compostos fendlicos identificados, dentre
eles, destacam-se os flavonoides, &acidos fendlicos, taninos, tocoferdis e
antocianinas (MUCHUWETI et al., 2007). A tabela 1 mostra a estrutura de alguns
compostos fendlicos presentes em frutas e vegetais. Além da contribuicdo para as
propriedades sensoriais como cor, odor, sabor amargo ou adstringéncia, 0s
compostos fendlicos também contribuem para a estabilidade oxidativa dos
alimentos, além de apresentarem diversas funcdes biologicas e fisioldgicas
benéficas para a saude humana (MUCHUWETI et al., 2007; COSTA et al., 2015).
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Tabela 1 - Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos de diferentes grupos

comumente encontrados em frutas e vegetais.

Fendlicos Grupo de Fendlicos Estrutura Quimica
Luteolina Flavonoide 10l
Y
ﬂ_j,.ou
Caempeferol Flavonodide O
Y o
OH O
Miricetina Flavondide oo N,
Quercetina Flavonoéide S O
o, ~OH
- & HO. -~ 0. l o,
Catequina Flavondide ) 7™
OH o
Acido galico Acido fendlico

Acido clorogénico

Acido ferulico

Acido cafeico

Acido fenélico

Acido fenélico

Acido fendlico

Fonte: Adaptado (ChemID Adcanced Database, 2015).

Essa classe de compostos se destaca pela elevada atividade antioxidante, a
qual apresenta papel fundamental na reducéo da oxidacéo lipidica em tecido vegetal
e animal, resultando no aumento da qualidade nos alimentos (COSTA et al., 2015).
Este mecanismo de acdo antioxidante ocorre através da interrupcdo de radicais
livres, ou seja, os fendis atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio e
extintores de oxigénio singlete (RAMARATHANAM, OSAWA & OCHI, 1995). Apesar
das vantagens relacionadas aos compostos fendlicos, esses compostos séo
altamente sensiveis a varios fatores ambientais, como luz e calor (PARISI, POUCI,
RESTUCCIA, IEMMA & PICCI, 2014).
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3.2.1 ANTOCIANINAS
As antocianinas podem ser classificadas como um dos maiores grupos de

pigmentos sollveis em agua e, juntamente com a clorofila, podem ser consideradas
como um dos mais importantes grupos de pigmentos de origem vegetal (LOPES et
al., 2007). O termo antocianina € de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul
escuro), criado por Marquart em 1853 para referir-se aos pigmentos azuis das flores
(BROUILLARD, 1982 apud MARCO & POPPI, 2008). As antocianinas sao agentes
naturais que desempenham diversas fungbes nas plantas como agao antioxidante,
protecéo contra a luz e defesa. Quando adicionada aos alimentos, confere coloragao

e previne a oxidacao de lipideos em sistemas biolégicos (LOPES et al., 2007).

Atualmente j& foram encontradas mais de 635 antocianinas, sendo que
algumas estdo presentes em diversos alimentos como a cianidina, delfinidina,
perlagonidina, peonidina, petunidina e malvidina (tabela 2), que sé@o as responsaveis
por inumeras tonalidades de cores encontradas em flores, frutas e folhas
(ANDERSEN & JORDHEIN, 2008; KONG et al. 2003). As diferencas entre as
inUmeras antocianinas estdo relacionadas ao nimero de grupos hidroxilicos nas
moléculas, grau de metilacdo destes compostos, natureza e numero de acucares
ligados a molécula e posicdo dessas ligacdes (VILLIERS et al., 2009; OREN-
SHAMIR, 2009)



Tabela 2 - Antocianinas comumente encontradas nos alimentos

Cilicosidio

Estrutura do cation flavilio Estrutura do ancl B MNome _ i
encontrado emn:
Y Morango, amora
— S—— 8 Pelarmonidina vermelha =]
/ L& banancira
O Jabuticaba, figo,
— Dereja, uva,
Cianidina L =
OH CACHW, armcixa,
jJamboldo, amora
AOH
) __ Delfinidina Berimjela, momi o
r W W o maracujd
In"l'—:ﬂ. & ".I e
I | | “OH
O
HIH
- L . )
HO doh — ar—— O Malvidina Uwa, feijio

O
O

Peonidina

Uwa, cercja

Petunidina

Frutas diversas,

peninias

Fonte: (BOBBIO & BOBBIO, 1995 apud LOPES et al. 2007)
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A estabilidade das antocianinas é afetada por diversos fatores devido a sua

alta suscetibilidade a degradacdo em funcao do pH, temperatura, estrutura quimica,

concentracao, luz, oxigénio, solvente, presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e

ions metalicos (REIN, 2005). Em solu¢cbes aquosas, as antocianinas apresentam

diferentes estruturas em funcao do pH e normalmente sédo estaveis em pH entre 1,5

e 3. Em meio extremamente acido (pH entre 1 e 2), as antocianinas apresentam

coloracdo intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cation flavilio

(AH*). Para valores de pH entre 2 e 4, ha predominancia de bases quinoidais, que

conferem a coloragdo azul. Com o aumento do pH, acima de 7, as antocianinas

perdem a cor até se tornarem praticamente incolores (HE & GIUSTI, 2010).
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3.4 QUIMICA VERDE E METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
O termo “quimica verde” esta relacionado com “design de produtos quimicos

e processos para reduzir ou eliminar o uso e a geragao de substancias perigosas” e
representa uma tentativa de desenvolver métodos para gerenciar riscos quimicos e
ambientais (explosdo, inflamabilidade e declinio na camada de 0z06nio)
(LANCASTER, 2010; ANASTAS & WARNER, 1998). O conceito de quimica verde &
fundamental para sustentabilidade, pois visa a reducdo dos impactos ambientais e a
garantia da preservacao dos recursos naturais para geracoes futuras (WARNER,
CANNON & DYE, 2004). Desta forma, a quimica verde vem fazendo com que os
profissionais passem a desenvolver produtos e processos de uma forma mais
eficiente para saude humana e com menor risco ao meio ambiente (ANASTAS &
EGHBALI, 2010). A quimica verde pode ser descrita através de seus 12 principios
(figura 1), descrito por Anastas e Warner, em 1998. Estes principios consistem em
minimizar a geracao de residuos, reduzir toxicidade de produtos, diminuir consumo

de energia e aumentar o uso de produtos reciclados (LANCASTER, 2010).

Figura 1 - Esquema dos 12 principios da quimica verde
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Renovaveis

Fonte: Adaptado (ANASTAS & WARNER, 1998).
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As extracbes de produtos naturais, atualmente, buscam enquadrar-se na
quimica verde, através de extracdes verdes, que podem ser definidas como:
“‘extracdo verde baseia-se na descoberta e planejamento de processos de extracdo
que reduzam o consumo de energia, permitam o uso de solventes alternativos
vindos de produtos naturais renovaveis de forma a garantir seguranca e alta
qualidade nos extratos” (CHEMAT, VIAN & CRAVOTTO, 2012). O grande interesse
se encontra no desenvolvimento de métodos de extracdo mais sustentaveis e néo
toxicos, impulsionados pela demanda de consumidores por alternativas mais verdes

e ingredientes mais seguros (TIWARI, 2015).

Diversas alternativas inovadoras as técnicas convencionais foram propostas
para extracao de diversos compostos, como extracao supercritica de fluidos (SILVA
ET AL., 2016), campo elétrico pulsado (TIWARI, 2015), extracdo assistida por
ultrassom (CHEMAT et al. 2017) e extragao assistida por micro-ondas (CHEMAT et
al. 2015). S&o técnicas que apresentam elevado potencial para reduzir ou eliminar o
uso de solventes toxicos e, ao mesmo tempo, melhorar a eficiéncia dos processos e
atingir maiores rendimentos de extracdo e qualidade dos extratos (TIWARI, 2015).
Dentre as principais técnicas encontradas na literatura, destacam-se a extracdo
assistida por ultrassom e a extracdo assistida por micro-ondas. A extracdo por
ultrassom, traz avancos atraentes do ponto de vista da quimica verde, pois em geral
propicia melhores rendimentos, tempos de extragdes reduzidos e a possibilidade de
utilizacdo da agua como solvente (SILLANA, PHAM & SHRESTHA, 2011). A
extracdo por micro-ondas também se enquadra na técnica de extracdo verde por
apresentar um processamento rapido, podendo ser realizada até mesmo sem 0 uso
de solventes (CHEMAT et al. 2015).

Tendo em vista a comparacdo dos resultados obtidos no trabalho com o uso
de ultrassom com aqueles da extragdo assistida por micro-ondas sem solvente,
segue uma breve revisdo sobre esta ultima. Assim, os demais métodos néo foram
cobertos e maiores informacbes sobre fluido supercritico, extracdo por liquido
pressurizado e campo elétrico pulsado podem ser obtidas nas seguintes referéncias
(SILVA ET AL., 2016; MUSTAFA & TURNER, 2011; SOLIVA-FORTUNYA et al.,
2009).
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3.4.1 Micro-ondas
As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas n&o-ionizantes que sao

largamente utilizadas para o aquecimento de alimentos. Existem dois mecanismos
principais envolvidos na transformacgéao de energia eletromagnética em calor: rotagédo
de dipolo e condugéo i6nica. O mecanismo de aquecimento por condugéo idnica
ocorre pela migracdo de ions que sao orientados pelo campo eletromagnético. A
resisténcia ao deslocamento desses ions origina perdas de energia que acabam
aguecendo o meio (CHANDRASEKARAN, RAMANATHAN & BASAK, 2013). O outro
mecanismo de aquecimento, a rotacdo de dipolo, se d& através do alinhamento das
moléculas com o campo elétrico aplicado (CHANDRASEKARAN, RAMANATHAN &
BASAK, 2013). Quando o campo elétrico € removido, as moléculas voltam a ficar
desorientadas e entdo a energia que foi absorvida para a orientacdo dos dipolos é
dissipada na forma de calor, com o consequente aumento da temperatura. Na
presenca de agua o0 aquecimento com micro-ondas é facilitado, devido a natureza
dipolar da agua. As micro-ondas aquecem, assim, sem contato com a amostra,
promovem um aquecimento mais eficaz e seletivo, como também, aceleram a
transferéncia de energia (CHEMAT et al. 2015).

A radiacdo micro-ondas tem capacidade de penetrar diretamente na amostra,
devido a interacéo da radiagdo com sua fracao polar. A extracao assistida por micro-
ondas livre de solvente esta baseada simplesmente na interagcdo da agua in situ
presente na amostra com a radiacdo micro-ondas. A absorcao da energia pela agua
resulta no aumento da pressao no interior da célula e vaporizacéo do liquido, o que
resulta na ruptura da parede celular dos vegetais e aumento na porosidade capilar
dos tecidos, assim como também rapida difusdo dos compostos para o meio (LI et
al., 2013; CHEMAT & CRAVOTTO, 2013).

A extragdo assistida com micro-ondas livre de solvente (SFME, do inglés
solvent-free microwave extraction) € uma técnica sustentavel e alcanca, em grande
parte, 0os objetivos da quimica verde. Um dos principais processos utilizados nesse
sentido empregam a chamada extragcdao por hidrodifuséo e gravidade com micro-
ondas (MHG, do inglés microwave hydrodiffusion and gravity). Este sistema proposto
por Vian et al, 2008, é uma tecnologia inovadora que possui grande potencial para
diversas aplicacbes, como extracdo de Oleos essenciais, compostos fendlicos e

pigmentos de materiais vegetais. Esta técnica consiste em colocar o material vegetal
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dentro de um forno de micro-ondas, sem adi¢cdo de nenhum solvente ou agua. O
aquecimento da agua interna do material vegetal permite a destruicdo das células do
material contendo 0s compostos bioativos. Varias substancias, incluindo a agua
interna na planta, sdo liberadas e transferidas para fora do material vegetal
(CHEMAT & LUCCHESI, 2008). Este fendmeno é conhecido por hidrodifusédo, que
permite que os compostos sejam liberados do material vegetal e deixem o reator
através de um frasco perfurado. As substancias volateis sdo condensadas
continuamente e recolhidos em um baldo receptor posicionado abaixo do micro-
ondas, representado na figura 2. (CHEMAT et al. 2015).

Figura 2 - Extracao livre de solvente por micro-ondas e hidrodifusédo por gravidade.

Material Vegetal
Suporte de Teflon

Resfriador

Frasco de

’ Coleta

Fonte: Adaptado (CHEMAT et al., 2015).

O uso de micro-ondas aumenta a difusdo dos metabdlitos secundarios, o
rompimento dos tecidos e a permeabilidade celular. A extracdo por MHG tem como
principal vantagem ser uma técnica amigavel ao meio ambiente, pois pode ser
realizada sem uso de solvente, apenas sob efeito da radiagdo micro-ondas e a
gravidade da terra (CHEMAT, VIAN & FERNANDEZ, 2012). Na literatura os
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trabalhos encontrados séo voltados mais para a extracdo de 6leos essenciais (VIAN,
FERNANDEZ, VISINONI & CHEMAT, 2008; FARHAT et al. 2010; PERINO-
ISSARTIER, GINIES, CRAVOTTO & CHEMAT, 2013; CHEN, HU, YAO & LIANG,
2016; BOUSBIA et al. 2009). Para extracdo de compostos bioativos néo-volateis por
MHG, ha trabalhos avaliando a recuperacdo de flavonoides de cebola, (ZILL-E-
HUMA, VIAN, MAINGONMAT & CHEMAT, 2009) e extracdo de 6leo essenciais e
polifendis de casca de laranja (BOUKROUFA et al. 2015). Ainda, a MHG tem sido
usada como um método alternativo para processamento de suco de morango (TURK
et al. 2017) e suco de ameixa (CENDRES et al. 2012), porém ndo foram
encontrados trabalhos relacionado a extragdo por MHG de mirtilo.

3.4.2 Ultrassom

O ultrassom € uma onda mecanica, com frequéncia acima da audi¢cdo
humana (de 16 KHz a 1 MHz) e que necessita de um meio para se propagar (SORIA
& VILLAMIEL, 2010). No processo de sonicacdo, ondas longitudinais sado geradas no
momento em que a onda sonora se choca com o meio liquido, criando regides de
compresséo e rarefacdo com consequentes mudancas de presséo (PICO, 2013).
Estas mudancas de pressdo proporcionam a formacdo de cavidades no meio do
liguido e bolhas de gas. As bolhas crescem até atingirem um ponto critico (figura 3)
em que se tornam instaveis e colapsam violentamente, liberando grande quantidade
de energia (CHEMAT, ZILL-E-HUMA & KHAN, 2011).

Figura 3 - llustragdo da mudanga no tamanho e colapso das bolhas durante a

aplicacao do ultrassom.
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Fonte: (TORRES et al. 2017).
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A cavitacdo acustica é induzida em frequéncias baixas, devido a geracdao,
crescimento e colapso das bolhas, proporcionando a liberacdo de uma grande
guantidade de energia (ALZAMORA et al., 2011). Desta forma, a aplicacdo do
ultrassom de baixa frequéncia (16 — 100 kHz) é utilizada para promover/induzir
processos de extracdo, utilizando banhos ultrassonicos ou sondas de imerséo
(AWAD et al., 2012). Existem dois tipos principais de transdutores para aplicacdes
ultrassonicas: piezoelétricos e magnetostritivos (figura 4). Ambos transdutores estao
presentes em equipamentos comercialmente disponiveis para fins de extracdo e

operam em varias frequéncias (FROST, 2012).

Figura 4 — Sistemas Ultrassénicos. (A) banho de ultrassom, (B) sonda de ultrassom.

Transdutor

Fl .

Fonte: Adaptado (CHEMAT et al., 2017.)

Os banhos ultrassoénicos transmitem ondas de som em um recipiente cheio de
liguido (normalmente agua) e funcionam geralmente com uma frequéncia Unica.
Apresentam um arranjo em que os transdutores ndo entram em contato direto com a
amostra, sendo a fonte mais disponivel e barata de radiagdo ultrassbnica. Ja a

sonda de imersdo entra em contato direto com a amostra e proporciona uma
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intensidade ultrassénica que € em geral cerca de 100 vezes maior do que fornecido
pelos banhos (RAMADAN, SAMEOTO & EVOY, 2014). As sondas sao poderosos
sistemas para extracao solido-liquido, pois na presenca de um solvente adequado, a
eficiéncia de extracdo € aprimorada evitando perdas de energia (SANTOS &
CAPELO, 2007).

3.4.2.1 Extracao Assistida por Ultrassom
Durante a extracdo de compostos de origem vegetal por ultrassom, altas

forcas de cisalhamento séo geradas oriundas da imploséo de bolhas de cavitacdo na
superficie dos vegetais (CHEMAT et al., 2017). O processo de extracdo por
ultrassom melhora o contato solido-liquido, devido ao fenémeno da cavitacdo
acustica. Ao entrar em contato com o material vegetal, o solvente (agua), sob
aplicacdo do ultrassom, penetra no material vegetal. As forcas de cisalhamento
podem facilitar este processo e, ainda, pode colaborar para a destruicdo das
estruturas celulares das plantas que contém os metabdlitos de interesse, facilitando,
assim, a liberacdo dos componentes para o solvente de extracdo (DAMYEH,
NIAKOUSARI & SAHARKHIZ, 2016), como representado na figura 5.

Figura 5 - Grafico que representa o colapso das bolhas de cavitacao e liberacédo de
metabdlitos secundéarios (compostos fendélicos) do material vegetal em 3 etapas. (a)
representacdo da célula vegetal e das bolhas de cavitacdo; (b) colapso das bolhas e
ruptura da parede celular; (c) difusdo do solvente e liberagdo dos compostos
bioativos para o meio.
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Fonte: Adaptado (TORRES et al. 2017).
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A estrutura da célula vegetal é bombardeada por microjatos causados pela
implosédo de bolhas de cavitagdo proximas a interface soélido-liquido atingindo a
superficie da célula, ocorrendo a introducdo do solvente mais facilmente no interior
das células do material vegetal, que resulta no intumescimento das células e, por
conseguinte, aumenta a transferéncia de massa nos capilares (CARES et al., 2010).
Desta forma, pode-se dizer que o efeito mecanico do ultrassom promove a liberagao
dos componentes das células por meio de perturbacdes, colisbes de particulas e
distorcbes nas paredes celulares, causando danos na parede celular, até sua
ruptura. Esses efeitos melhoram a difuséo e, logo, o processo de extracado (BOTH et
al., 2015; CHEMAT, ZILL-E-HUMA & KHAN, 2011).

Recentemente, alguns trabalhos na literatura foram publicados envolvendo a
extracdo de compostos bioativos de frutas assistida por ultrassom (tabela 3). Foram
investigadas a cinética de extracdo assistida por ultrassom de antocianinas e
polifendis do residuo do bagaco de Arbnia, no qual os autores avaliaram o tempo de

extracdo, temperatura e composi¢ao do solvente (D’ALESSANDRO et al. 2014).

Tiwati et al. (2010) avaliaram o efeito da amplitude e tempo de extragdo em
uma sonda com frequéncia fixa de 20 kHz com pulso de 5 s ligado e 5 s desligado
na extracdo de antocianinas a partir de suco de uva vermelha. Como resultado, um
elevado grau de preservacdo de antocianinas durante a sonicagao foi observado,
tornando a sonicacdo uma técnica capaz de promover a extracdo de compostos
bioativos e assegurar a preservacdo dos mesmos no processamento de sucos de
frutas. A extracdo de compostos fendlicos e antocianinas por ultrassom também foi
avaliada por Rodrigues et al. (2015), os quais analisaram o feito da concentracéo de
solvente, do pH e do tempo na extracdo da casca de jabuticaba. As melhores
condicBes experimentais obtidas, utilizando banho de ultrassom, foram com um
tempo de extracdo de 10 min em uma solucéo de etanol 46% (v/v), acidificado em
pH 1. A extracdo resultou em 4,8 mg. g de antocianinas monoméricas em casca
seca e seus resultados mostraram que a extracao pode ser realizada através de um
processo simples. Esses autores obtiveram melhores rendimentos de extracéo pelo
método de ultrassom e observaram os principais fatores que influenciaram na
extracdo de compostos bioativos (fendlicos e antocianinas) foram tempo de

extracao, temperatura, solvente de extracao e propor¢cdo amostra/solvente.
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Em relacdo ao mirtilo, ha publicagbes avaliando a extragdo assistida por
ultrassom, utilizando sonda, na composicdo fendlica e teor de antocianinas de
bagaco de mirtilo, por He et al. (2016). Neste trabalho, os autores avaliaram o efeito
da temperatura, concentracdo de solvente e tempo de extracdo, através do emprego
metodologia de superficie resposta e obtiveram como condi¢cdes 6timas uma
temperatura de extracdo de 61 °C, uma relacdo soélido-liquido de 21,7 mL.g* e
tempo de sonicacdo de 23,67 min, relatando um maior rendimento de compostos
fendlicos e antocianinas em comparacdo ao méetodo convencional. Otimizacdo da
extracao de antocianinas de mirtilo por extracdo ultrasdnicas por moagem de células
utilizando superficie resposta foi analisada por Jiang, Yang & Shi, 2017, onde os
autores avaliaram quatro variaveis, incluindo a relacao solucao e sélido, poténcia de
extracdo, tempo de repouso e tempo de extracdo, as condi¢cdes Otimas foram
determinadas como sendo a proporcéo sélido de 25:1 mL.g!, poténcia de extracédo
de 1500 W, tempo de repouso foi de 3 s e tempo de extragdo de 40 min, o
experimento obteve como rendimento 2,89 mg.g* de antocianinas em relagdo a
extracdo assistida com ultrassom convencional. Contudo, ndo ha trabalhos de mirtilo

gue avaliaram o efeito da extracdo por ultrassom sem uso de solventes.
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Tabela 3 - Trabalhos selecionados encontrados na literatura sobre a extracdo de compostos bioativos de frutas assistida por

ultrassom.
Amostra Proporgao Solvente Sistema Frequéncia Potencia Te”.‘p" Referéncia
amostra/solvente (W) (min)
Aronia 7,59 em 300 mL de 0-50% metanolem Sonda 30,8 kHz 50-100 0-240 D'Alessandro et al.
solvente agua 2014
Casca de 500 mgem 10 mLde  3-46% etanol em Banho 25 kHz 150 6-73  Rodrigues et al.
Jabuticaba solvente agua 2015
Mirtilo, cerejas 50 g de amostra na Metanol, Etanol e Banho  30/40 kHz 185 2060 Wang et al. 2016
proporcao 1:10 Acetona (60—-80%)
em agua
Mirtilo 25:1 mL.g? Agua Sonda  20-25 kHz 1500 40 Jiang, Yang & Shi,
2017
Mirtilo, Vinho de 15-25 mL.g* 70% etanol em Sonda n. 400 15-35 Heetal. 2016
bagaco agua
Suco Uva 80 mL de suco n.i Sonda 20 kHz n.i 0-10  Tiwari et al. 2010
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4. DISCUSSAO

Neste item estdo descritos, na forma de manuscrito, 0s experimentos que
foram feitos com base no enfoque do trabalho, o qual consiste na otimizacdo da

extracdo assistida por ultrassom de mirtilo.
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Manuscrito: Extracdo sem solvente de compostos bioativos

de mirtilo assistida por ultrassom
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Extracdo sem solvente de compostos bioativos de mirtilo assistida

por ultrassom

(Manuscrito formatado para submissdo ao periddico Food Chemistry)
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Resumo

As técnicas convencionais de extragdo de compostos bioativos de frutas empregam
longos periodos de extracdo e elevado consumo de solventes toxicos. No entanto,
h& interesse crescente na obtencdo de extratos mais seguros, menos toxicos e que
sejam amigaveis ao meio ambiente. A extracdo assistida por ultrassom é uma
técnica inovadora na area da quimica verde, que visa obtencdo de extratos ativos e
sem oferecer riscos a natureza e ao operador, sendo uma técnica simples, rapida, e
reprodutivel de extracdo. Desta forma, o presente trabalho visa avaliar o efeito da
extracdo assistida por ultrassom sem uso de qualquer solvente na obtencdo de
compostos fendlicos totais de mirtilo. Para tanto, o processo foi otimizado através da
metodologia de superficie resposta, avaliando tempo, peso de amostra e amplitude,
afim de obter as melhores condicbes de extragcdo. Com base na metodologia de
resposta, as melhores condic6es encontradas foram 15 g de amostra por um tempo
de extracdo de 7 min e com amplitude do equipamento de 50%, resultando em um
valor de fendlicos totais de 197,58 + 0,63 mg de GAE.100g*. Além disso, 0 método
proposto foi comparado com micro-ondas hidrodifusdo por gravidade (MHG),
convencional sem solvente e extragcdo assistida por ultrassom com banho
refrigerado, nos parametros de teor de fendlicos totais, antocianinas monoméricas
totais, capacidade antioxidante e composicao fenodlica. A extracdo assistida por
ultrassom sem solvente apresentou maiores rendimentos (no geral cerca de 63%)
em comparacdo aos outros métodos sem solvente, mostrando-se um método de

extracdo inovador, eficiente e amigavel ao meio ambiente.

Palavras chaves: ultrassom, extracdo sem solvente, compostos fendlicos,

antocianinas, capacidade antioxidante, mirtilo.
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INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium myrtillus) € um fruto amplamente conhecido em todo o
mundo, sendo uma espécie originaria da Ameérica do Norte e da Europa (Rimando et
al., 2004). O fruto tem grande interesse comercial, devido ao seu elevado teor de
compostos fendlicos, os quais sao considerados metabdlitos secundéarios da planta.
Estes compostos apresentam beneficios a saude em termos de reducdo de certas
doencas em virtude de sua atividade anti-inflamatéria (Coban et al.,, 2015),
antioxidante (Huang et al., 2012), anti-hipertensiva (Rodrigo et al.,, 2012),
antimicrobiana (Wang & Stoner, 2008) e anticancerigena (Paller et al., 2013), assim
como por melhorar os indices glicémicos em pacientes portadores de diabetes.
Dentre os compostos fendlicos que apresentam capacidade antioxidante no mirtilo,
destacam-se o0 &acido clorogénico, acido galico, &cido caféico, quercetina,

kaempferol, miricetina e catequina (Sciarappa, Wang & Camp, 2008).

O consumo de alimentos contendo ingredientes naturais vem crescendo, em
grande parte, pela preferéncia dos consumidores por produtos que nao facam uso
de aditivos alimentares sintéticos e que apresentem propriedades funcionais
(Chemat et al., 2017; Chemat, Vian, & Cravotto, 2012). Neste sentido, o mirtilo tem
atraido a atencdo em virtude da presenca de elevada concentracdo de compostos
fendlicos e o consequente efeito benéfico a saude, além da possibilidade de atuar na

preservacao de alimentos frente a oxidacao.

Atualmente, o processo de obtencdo de compostos fenodlicos é feito
empregando-se técnicas convencionais de extracdo, tais como maceracdo com
solventes organicos ou misturas destes com agua. Contudo, o uso de solventes
organicos pode impactar a qualidade dos extratos, uma vez que residuos podem
permanecer nos mesmos. Além disso, hd a geracdo de residuos do processo
extrativo que devem ser tratados para correta disposi¢cdo. Neste contexto, diversos
estudos tém sido desenvolvidos visando a obtencdo de compostos bioativos através
de técnicas que minimizam o uso de solvente ou utilizem solventes menos toxicos,
as quais possibilitam a modernizacéo de processos convencionais, tornando-os mais

ecoldgicos, limpos e seguros (Chemat et al. 2015).

Recentemente, foram propostos meétodos mais eficientes para extracao

compostos bioativos a partir de materiais vegetais, dentre os quais destacam-se a
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extracdo assistida por ultrassom (Chemat et al., 2017), campo elétrico pulsado e
micro-ondas (Mustafa & Turner, 2011). E importante mencionar que o emprego
destes métodos inovadores permite a realizacdo de extracbes de forma muito
eficiente, com menor tempo envolvido nas extracdes, maior seletividade de extracédo
dos compostos de interesse e diminuicdo dos custos operacionais envolvidos
(Chemat et al. 2015).

A aplicagdo do ultrassom tem aumentado exponencialmente nas ultimas
décadas, devido a capacidade de melhorar a eficiéncia de extracdo em virtude da
maior transferéncia de massa e por promover de forma mais facil a ruptura da
parede celular de materiais vegetais. Durante o processo de extracdo de compostos
bioativos por ultrassom, altas forcas de cisalhamento sdo geradas oriundas da
implosdo de bolhas de cavitacdo na superficie dos vegetais, ocasionando a
destruicdo das estruturas celulares que contém os metabdlitos de interesse,
facilitando, assim, a liberacdo dos componentes para o0 solvente de extracao
(Chemat et al., 2017). Além disso, o ultrassom é uma técnica de extracdo limpa e
ecoldgica, relativamente facil de ser utilizada, versétil, flexivel e normalmente requer
baixo investimento (Tiwardi, 2015; Soria & Villamiel, 2010; Xu et al., 2017).

Na literatura foram encontrados trabalhos envolvendo a extracdo de
compostos bioativos de frutas assistida por ultrassom como a cinética de extracao
assistida por ultrassom de antocianinas e polifenéis do residuo do bagaco de Arbnia
(D’Alessandro et al. 2014) e a extracdo por ultrassom de antocianinas a partir de
suco de uva vermelha (Tiwari et al. 2010). Ainda, pode-se destacar a extracao de

fendlicos e antocianinas de jabutibaca, que foi avaliada por Rodrigues et al. (2015).

Em relacdo ao mirtilo, ha publicacbes avaliando a extracdo assistida por
ultrassom de compostos fendlicos e antocianinas de bagaco de mirtilo, como
estudado por He et al. (2016). Neste trabalho, os autores avaliaram o efeito da
temperatura, concentracdo de solvente e tempo de extracdo, através do emprego
metodologia de superficie resposta. A otimizacdo da extracdo de antocianinas de
mirtilo por foi analisada por Jiang, Yang & Shi (2017), onde os autores avaliaram
quatro variaveis, incluindo a relagdo solugédo e solido, poténcia de extracdo, tempo
de repouso e tempo de extracdo. Esses autores obtiveram melhores rendimentos de

extracdo pelo método de ultrassom e observaram que os principais fatores que
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influenciaram na extracdo de compostos bioativos (fendlicos e antocianinas) foram
tempo de extracdo, temperatura, solvente de extracdo e propor¢ao

amostra/solvente.

Considerando o grande potencial biolégico de extratos do mirtilo e a caréncia
de trabalhos relacionados ao desenvolvimento e uso de métodos de extracdo isenta
de qualquer tipo de solvente, o presente trabalho teve por objetivo propor uma nova
metodologia para extracdo de compostos fendlicos de mirtilo. Para tanto, foi feita a
avaliacdo de alguns parametros importantes durante a extracado assistida por
ultrassom, tais como peso, tempo e amplitude empregando a metodologia de
superficie resposta com o intuito de obter o maior rendimento de compostos
fendlicos totais. Além disso, o teor de fendlicos totais, antocianinas monoméricas
totais e capacidade antioxidante (ORAC) da extracdo assistida por ultrassom sem
solvente foram comparadas com método convencional, assim como a extracao livre
de solvente por micro-ondas e hidrodifusdo por gravidade (MHG, do inglés
microwave hydrodiffusion and gravity) e extracdo assistida por ultrassom sem
solvente com refrigeracdo. Os compostos fendlicos provenientes dos extratos
obtidos nas condicdes otimizadas e pelos métodos de comparacdo foram
identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia UPLCq-Tof
MS/MS.
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MATERIAL E METODOS
Amostra e Reagentes

Amostras de mirtilo foram adquiridas in natura no més de setembro de 2017
em mercado local da cidade de Santa Maria, RS, as quais foram mantidas sob
refrigeracdo (5 = 2° C) até o momento das extracbes. Apds as extracdes, 0S
produtos obtidos foram filtrados e armazenados em freezer (-18 +1°C) para posterior

analise.

Agua destilada foi utilizada para afericido do volume dos extratos. Para a
analise de capacidade antioxidante pelo método de capacidade de absorcdo do
radical oxigénio (ORAC, do inglés oxygen radical absorbance capacity), foi utilizado
metanol (Vetec, Brasil), fluoresceina sédica (Synth, Brasil), gerador de radical
peroxila (2,2’-azobis-2-metil-amidinopropano dihidrocloreto, AAPH, Sigma-Aldrich,
EUA), antioxidante padrdo Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico 97%, Trolox, Sigma-Aldrich, EUA) e Tampéao fosfato em pH 7,4,
utilizando fosfato de potassio monobasico anidro e fosfato de potédssio dibasico
anidro. Para as demais analises foi utilizado carbonato de Sodio (Impex, Brasil) e
reagente Folin Ciocauteau (Alphatec, EUA), foram usados para determinacdo da
concentracdo de compostos fendlicos totais. Cloreto de potassio (Vetec, Brasil) e
acetato de sodio (Synth, Brasil) foram utilizados para analise de antocianinas
monomeéricas totais. Para identificacdo e quantificacdo durante a andlise dos
compostos fendlicos, foram utilizados padrdes de rutina, catequina, acido galico,
acido clorogénico, quercetina e kaempferol (pureza de aproximadamente 97%,
Sigma-Aldrich, EUA), os quais foram diluidos em metanol contendo &cido férmico
(Sigma-Aldrich, EUA).

Equipamentos

Para obtencdo de extratos do mirtilo foi utilizado um equipamento de
ultrassom com frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 750 W (Modelo VCX
750, Sonics & Materials, USA) com sonda de 13 mm. A extracédo por MHG (Modelo
NEOS-GR, Milestone, Italia) foi feita utilizando frequéncia de 2450 MHz e poténcia

maxima de 1600 W, acoplado a um banho ultratermostéatico (SL 152/10, Solab,
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Brasil) para resfriamento do sistema durante a extracdo. A extracdo dos compostos
fendlicos pelo método convencional foi feita empregando um agitador magnético
com aguecimento (Thelga, Brasil). Para determinacdo de compostos fendlicos totais
foi utilizado espectrofotdmetro UV-Vis (modelo 8453, Agilent Technologies, EUA). A
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presente nos extratos foi feita
através de um cromatoégrafo liquido (Acquity UPLC) e espectrdmetro de massa com
tempo de v6o (modelo XEVO G2 Q-TOF, Waters, EUA), filtro 0,20 pum (cromafil,
Macherey-Nagel, Alemanha), e coluna C-18E (Phenomenex, EUA). A andlise da
capacidade antioxidante dos extratos foi realizada em leitor de microplacas
SpectraMax M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Agua ultrapurificada usando
Milli-Q (Beadford, MA, USA) foi usada para diluicdo das amostras para andlise

cromatografica.

Delineamento Experimental
Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) com design de composto
central foi conduzida de forma a obter o maximo teor de compostos fendlicos totais
no extrato de mirtilo obtido por extracdo assistida por ultrassom sem solvente. Foram
selecionadas as seguintes variaveis independentes: peso de amostra (X1, g), tempo
de extracdo (X2, min) e amplitude de ultrassom (X3, %). As variaveis independentes
e seu codigos e niveis sdo exibidos na tabela 1, sendo que a matriz do projeto
rotativo de composto central para 3 variaveis envolve 19 modelos de experimentos
(Tabela 2). Foram utilizadas 5 repeticdes para avaliar o erro puro. A variagdo da
guantidade de compostos fendlicos totais (y) versus as trés variaveis X1,X2 e X3,
foram exibidas usando um modelo polinomial de segunda ordem dado pela seguinte

equacao:
Y = Bo+ > _ BXi + 3 BuXi® + D ByXiX

Equacéo 3.
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onde y é o valor previsto; Bo € uma constante; Bi, Bi, Bi S80 0s coeficientes de
regressao linear, quadratica e interativa do modelo, respectivamente Xi e X; sdo as

variaveis independentes.

Com base na andlise de variancia (ANOVA, do inglés analysis of variance),
foram determinados os coeficientes de regressédo dos termos individuais, lineares,
de interacdo e quadraticos. A andlise de regressdo e as tramas de superficie
resposta foram planejadas para determinar as condi¢g0es ideiais para a quantidade

de compostos fendlicos totais (TPC).

Tabela 1: Variaveis independentes do processo de extracdo por ultrassom

Variables Units Symbol Levels of codes
a -1 0 1 a
Weight g X1 5 15 30 45 55
Time min 2 3 5 7 8
X2
Ampleness % s 23 30 40 50 57

Tabela 2. Desenho experimental para avaliar as variaveis do ultrassom na extracéo
de compostos fendlicos de mirtilo.

Independent variables Response

Run W&'}?ht Time (min) Ampz(l%less (mngcé)F;g_l) Power (W)
1 15 3 30 50 83
2 15 3 50 95 84
3 15 7 30 157 38
4 15 7 50 197 40
5 45 3 30 21 244
6 45 3 50 55 240
7 45 7 30 72 104
8 45 7 50 135 114
9 5 5 40 44 17
10 55 5 40 70 184
11 30 2 40 30 242
12 30 8 40 96 69
13 30 5 23 50 97
14 30 5 57 140 109
15 30 5 40 124 103
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16 30 5 40 63 102
17 30 5 40 116 103
18 30 5 40 102 102
19 30 5 40 104 107

Capacidade Antioxidante

A atividade de desativacdo do radical peroxil dos compostos fendlicos foi
determinada de acordo com Ou et al. (2001). Para tanto, 25 uL de amostra e 150 pL
de uma solucdo de fluoresceina 81 nM foram transferidos para microplacas de 96
pocos (SPL Life Science, Gyeonggi-do, Coreia). Apés o tempo de incubacdo (10
min, 37 °C), foram adicionados 25 yL de uma solugdo de AAPH recentemente
preparada na concentracdo de 152 mmol L, sendo que a fluorescéncia foi
imediatamente monitorada em 520 nm (comprimento de onda de excitacdo: 485
nm). O decaimento da intensidade do sinal de fluorescéncia foi determinada a cada
minuto por um periodo de 90 min. A capacidade antioxidante foi determinada usando
a area sob curva (AUC) e os resultados foram comparados com uma curva de
calibracdo padrdo de Trolox (de 8 a 96 umol L?) e expresso como equivalentes

Trolox (umol/grama de fruta fresca).

Determinacao da quantidade de compostos fendlicos totais

A quantidade de compostos fendlicos totais dos extratos foi determinada em
triplicata pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Chandra & Mejia,
2004). Uma aliquota de 1 mL de cada extrato foi misturada com 0,25 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu, permanecendo em repouso durante 5 min antes da
adicdo de 2 mL de carbonato de sédio a 20% (m/V). A solucdo permaneceu em
repouso por mais 10 min antes da determinacdo da absorvancia em 750 nm. Uma
curva de calibracdo entre 0,001 a 0,030 mg mL* de acido gélico foi feita para
obtencdo da concentracdo de compostos fendlicos totais nos extratos, a qual foi
expressa como miligramas de equivalente de &cido galico por 100 gramas de fruta

fresca (mg GAE.100 g* de fruta fresca).

Determinacgao de antocianinas totais
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A guantidade de antocianinas totais do extrato foi determinada pelo método
do pH diferencial, descrito por Giusti e Wrolstad (2001). Uma aliquota de 600 uL de
cada extrato foi diluida com 2,4 mL de solucéo de cloreto de potassio 0,025 mol L
pH 1,0 e com tampéo acetato de sédio 0,4 mol L't em pH 4,5. As solugbes diluidas
permaneceram em repouso durante 15 min e a absorvancia de cada amostra foi
determinada em 520 e 700 nm. O teor de antocianinas foi calculado utilizando a

seguinte equacao:
Teor de antocianinas (mg/100g de fruta fresca)= (A X PM x GD x 1000)/(€ x 1)
Equacéo 1.

Onde: A= absorvancia (A 520 nm — A 700 nm)pH 1,0 - (A 520 nm — A 700 nm)pH 4,5, PM= peso
molecular da antocianina predominante na amostra, cianidinina-3-glucosideo, GD=

grau de diluicdo, €= absortividade molar (26900).

Extracdo sem solvente assistida por ultrassom

Amostras de mirtilo foram colocadas em béqueres com capacidade total de
100 mL. A aplicacdo do ultrassom foi efetuada diretamente no préprio fruto, ou seja,
nenhum tipo de preparo de amostra ou solvente foi utilizado para extracdo. Os
parametros tempo (2-8 min), peso de amostra (5-55 g) e amplitude de ultrassom (23-
57%) foram avaliados. A fim de medir a poténcia acustica real aplicada, foi utilizada
a Equacao 2 para estimar a energia transferida para a amostra.

P= m.Cp.%

Equacéo 2.

Onde, Cp é a capacidade calorifica da amostra ( J kg K1), m é a massa de amostra

(kg) e Dt/dt € o aumento da temperatura (K) por segundo.

A extracao assistida por ultrassom com refrigeracao foi realizada para avaliar
o efeito da temperatura durante a extracdo. Para tanto, 15 g de mirtilo partidos ao
meio foram adicionados a um béquer de 100 mL imerso em um banho refrigerado de
forma a manter a temperatura da amostra em torno de 20 °C, sem utilizacdo de

solvente. A amostra foi submetida ao ultrassom com uma frequéncia de 20 kHz,
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amplitude de 57% e tempo de 7 min. ApoOs extracdo, as amostras foram filtradas e

aferidas em balédo volumétrico de 25 mL com agua.

Extracdo por MHG

Uma porcédo de 50 g de mirtilo foi pesada e submetida ao aquecimento por
micro-ondas usando uma poténcia de 4 W por grama de fruta (200 W) por 15 min,
sendo que a temperatura foi monitorada por um sensor infravermelho externo.
Durante a extragcdo por MHG ocorre uma interacdo direta entre a radiacdo micro-
ondas com a agua do fruto, favorecendo a liberacdo de compostos presos dentra
das células do material vegetal, onde acabam naturalmente sendo removidos por
difusdo com a agua, sendo recolhidos na parte inferior do sistema devido ao efeito
da gravidade da terra. Apds extracdo, as amostras foram filtradas e aferidas em

baldo volumétrico de 25 mL com agua.

Extracdo Convencional

A extracao convencional foi realizada a fim de comparar os resultados obtidos
com agueles do método proposto em termos de concentracdo de compostos
fendlicos. Para tanto, 15 g de amostra foram partidas ao meio e pesadas em um
béquer o qual foi submetido ao processo de extracdo utilizando um agitador
magnético, uma velocidade de 200 rpm, com aquecimento para aguecer e agitar a
amostra a uma temperatura de 80 °C durante 7 min e como solvente foi utilizado a
agua proveniente do proprio fruto. Apds extracdo, as amostras foram filtradas e

aferidas em baldo volumétrico de 25 mL com &agua.

Caracterizacdo dos compostos fendélicos do mirtilo

O preparo dos extratos de mirtilo foi feito de acordo com as condi¢des usadas
por Fang, Yu & Prior, 2002, com algumas modificagcdes. O extrato concentrado foi
filtrado utilizando uma membrana com diametro de poro de 0,20 pum, o qual foi
submetido a passagem por um cartucho C18-E 55um (500 mg.3 mL1), apos

ativacdo com 2 mL metanol e 2 mL de agua. Posteriormente, foi feita a lavagem do
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cartucho com 2 mL agua. Os compostos fendlicos retidos pelo cartucho foram
eluidos com metanol 50% (v/v) e metanol 100%, sendo que as duas fracdes foram

combinadas, a fim de obter a concentracao total dos analitos.

Os extratos obtidos foram diluidos em uma mistura de metanol:H20 na
proporcéo 1:1, contendo 100 pL de NH4OH 200 mmol L, e analisadas por infusdo
direta usando eletrospray no modo negativo (ESI"). O controle e aquisicdo de dados
foram feitos usando o software MassLynx V 4.1. Para as andlises, foi utilizada uma
alca de amostragem de 250 L carregada de amostra a uma vazéao de infusdo de 20
uL min 1. As condicdes de ionizacdo incluiram tensdo capilar de 2,0 Kv, cone de
amostragem 20V, cone de extracao 3,0 V, fonte 150 °C, dissolvatagéo 400 °C, vazéo
de N2 no cone de amostragem 10 L h1, vazdo de N2 da dessolvatacdo 500 L ht e

faixa de massa monitorada 50 a 1000 Da.

Durante as analises por UPLC-qTOF-MS/MS, foi feito o uso de uma coluna
com diametro interno de 1,8 uM (Acquity UPLC HSS T3) empregando 0s seguintes
paréametros de gradiente de elui¢cdo: (A) H20 com acido formico 0,1% e (B) metanol ,
sendo que as condi¢cdes de eluicdo UPLC foram otimizadas pelo seguinte modo:
gradiente linear de (A) 95% e 5% (B) (0-0,5 min), (A) 80% e (B) 20% (0,5-3,0 min),
(A) 50% e (B) 50% (7,0-11,0 min), (A) 20% e (B) 80% (11,0-11,5 min), (B) 100%
(11,5-13,0 min), (A) 95% e (B) 5% (13,0-15,0 min). A vazéo foi ajustada em 0,4 mL
mint, temperatura da coluna 25 °C, temperatura do amostrador 25 °C e volume de

injecédo 5 pL.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, foram preparadas solucfes de
referéncia na concentracdo de 1000 mg L* para confeccdo das curvas de
calibracdo. Os limites de quantificacdo (LQ) dos métodos foram calculados e o0s
valores obtidos foram de 0,125 pg g, 0,063 ug g?, 0,125 ug g*, 0,063 ug g, 0,125
ug g1, 1,250 pug g e 0,063 pg gt para acido galico, catequina, acido clorogénico,
acido caféico, rutina, quercetina e kaempferol, respectivamente quando o extrato foi
obtido por MHG. Para as extragcdes por ultrassom, convencional e ultrassom
refrigerado os LQ’s encontrados foram 0,417 ug g, 0,208 ug g+, 0,417 ug g, 0,208
ug g1, 0,417 pg g, 4,167 pug gt e 0,208 ug g* para acido galico, catequina, acido

clorogénico, acido caféico, rutina, quercetina e caempferol, respectivamente
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Analise Estatistica

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata e os dados
experimentais foram analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey com nivel de confianca de 5%, usando o software “Statistica 7 (Statsoft,
Tulsa, Ok, EUA, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise da Metodologia da superficie de resposta
Ajuste do modelo

Para ajuste do modelo, foram utilizados os valores de conteido de compostos
fendlicos totais em extratos obtidos de 19 experimentos. Os dados obtidos a partir
do projeto de compostos central foram adaptados as equacdes polinomais de
segunda ordem. O significado dos coeficientes dos modelos foi determinado pela
analise de variancia (ANOVA). A tabela 3 ilustra os coeficientes significativos e
valores de p correspondentes que sao inferiores a 0,05, indicando o efeito
consideravel dos coeficientes na respectiva variavel de resposta. Deste modo, 0s
resultados mostraram que, para a variavel resposta, o peso de amostra e 0 tempo
de extracdo tém efeitos quadraticos significativos (p < 0,05). Todos os coeficientes
lineares foram significantes (p <0,05) para determinacdo de compostos fendlicos

totais, porém nao apresentou efeito consideravel de interacdo entre as variaveis.

Tabela 3: Resultados da analise de variancia para o modelo de resposta quadratica

Sum of Square Degress of greedom Mean Square  F Value p

X4 1910,14 1 1910,14 17,2812 0,025311
X2 2142,18 1 2142,18 19,3806 0,021732
X, 14668,76 1 14668,76 132,7101 0,001404
X2 1196,82 1 1196,82 10,8278 0,046058
X, 8712,31 1 8712,31 78,8213 0,003013
Lack of Fit 8338,86 9 926,54 8,3825 0,053539
Pure Error 331,60 3 110,53

Total SS 36943,31 17

A validade do modelo foi confirmada usando ANOVA, sendo que a mesma €&
mostrada resumidamente na Tabela 4, indicando que o0 modelo ajustou-se

adequadamente aos dados experimentais. Além disso o coeficiente de determinacao
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(R?) foi de 0,7653, indicando correlacéo efetiva entre os valores previstos e os reais.
Com relagdo ao coeficiente de determinacéo ajustado (R? adj) o mesmo apresentou
valor de 0,6675, indicando que os valores experimentais podem ser previstos

significativamente pelo modelo.

Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) dos modelos polinomiais de segunda
ordem para o contetdo de fendlicos totais.

Souce of Sum of Degrees of Mean F Value F tab
Variation Squares greedom Square
Regression 28272,85 98,53 2356,07 3,26 2,8
Residual 8670,45 12 722,53
Fack of fit 8338,85 9 926,53
Pure error 331,59 3 110,53
Total 36943,31 18

Andlise de superficie de resposta do contetado de compostos fendlicos totais

O modelo matematico que correlaciona o conteddo de fendlicos totais em

termos de variaveis independentes é dado pela Equacéo 4.

Y=-175,196 + 2,630 x; — 0,057 xf + 45,499 x, — 2,837 x% +2,514x5
Equacéo 4.

Conforme indicado na tabela 4, a analise de varidncia do conteldo de
fendlicos totais apresentou uma correlagcéo positiva, em virtude do bom coeficiente
de determinacdo obtido (R? = 0,7653). Além disso, pode-se observar que o valor de
F é superior ao tabelado (Fcalc= 3,26 > F tab(12,9)= 2,8), indicando que o resultado
obtido para o modelo tem um efeito significativo na resposta total de conteudo
fendlico (p <0,05).

A superficie de resposta tridimensional (3D), como parte importante da
equacao de regressao, pode expor as interacdes entre as variaveis e determinar os
niveis 6timos (Figura 2). Um aumento consideravel no teor de fendlicos totais foi
observado com o aumento da amplitude e do tempo de extracdo. Em contrapartida,
0 aumento de compostos fendlicos pode ser observado quando um peso de amostra

menor foi utilizado.
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376  Figura 2: Superficie resposta (3D) do conteido de compostos fendlicos totais em

377 funcéo: (A) amplitude e peso, (B) amplitude e tempo e (C) tempo e peso.
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378

379 As condi¢cBes oOtimas finais de extracdo foram obtidas quando o peso de
380 amostra foi de 15 g, tempo de extracdo por ultrassom foi de 7 min e amplitude de
381 50%. Para verificar a precisdo do modelo de resposta, 0os experimentos foram
382 realizados nas condi¢cbes ideais onde se obteve rendimento de 195,99 + 1,6 mg
383 GAE.100 g de fruta fresca, o qual foi proximo ao rendimento previsto de 197,6 + 0,6
384 mg GAE.100 g de fruta fresca. Foi feita a avaliacdo do efeito da energia, tendo em
385 vista que o0 mesmo é um parametro importante para avaliar o poder real do
386 tratamento. Uma maior transferéncia de energia (242,6 W) foi obtido no tratamento
387 para amplitude de 40%, 2 min e 30 g de amostra, mas que no entanto, nao

388  promoveu os melhores efeitos na extragdo de compostos fendlicos.
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Compostos fendlicos totais, antocianinas monomeéricas totais e capacidade
antioxidante (ORAC)

Para estimar e validar a eficiéncia do ultrassom na extracdo sem solvente de
antioxidantes de mirtilo, foi feita uma comparacao do teor de compostos fendlicos
entre os métodos de extragdo com ultrassom sem solvente (US), MHG, extracdo
convencional sem solvente (CONV) e extracdao com ultrassom refrigerado (US+R).

Como pode ser visto na Figura 3, o teor de compostos fendlicos totais foi
maior na extracdo por ultrassom sem solvente (195,9 + 1,6 mg de GAE.100g%),
seguido por extracdo convencional sem solvente (71,2 + 1,07 mg de GAE.100g%Y),
ultrassom refrigerado (70,1 +1,02 mg de GAE.100g?) e MHG (50,9 + 1,61 mg de
GAE.100g?). Valores mais elevados pela extracdo sem solvente também foram
observados por Boukroufa et al 2015, que avaliaram a extragdo sem solvente de
residuos de cascas de laranja por ultrassom, MHG e método convencional. Os
autores observaram que a extracdo assistida por ultrassom apresentou uma
melhoria de 30% no rendimento de fendlicos totais em relacdo a extracao
convencional (41,23 para 58,55 mg GAE.100g%). Pingret et al. (2012), também
obtiveram um aumento consideravel para extracdo assistida por ultrassom de
polifendis de bagaco de maca utilizando agua como solvente em relacdo ao método

convencional.

Para obter uma extracdo mais eficiente de compostos fendlicos é necessario
gue as estruturas e as células dos vegetais sejam rompidas o mais completamente
possivel. Desta forma, foi possivel observar um aumento consideravel da extracéao
por ultrassom sem solvente (63,6%) em comparacdo ao método convencional. I1sso
se deve, principalmente, devido ao ultrassom aumentar a difusidade intra-particula,
ou seja, aumenta a acessibilidade do solvente para a estrutura interna da particula e
também reduz o tamanho de particula do subtrato, consequentemente, aumentando

a eficiéncia de extragao.
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Figura 3: Concentracdo compostos de fendlicos totais para os diferentes métodos

de extracao verde.
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Os resultados obtidos para antocianinas totais sdo mostrados na Figura 4.
Como pode ser observado, a maior concentragcdo também foi obtida pelo método
empregando ultrassom sem solvente (11,90 + 0,76 mg de C3G.100g?), seguida por
MHG (5,96 + 0,42 mg de C3G.100g%), extracdo convencional sem solvente (0,84 +
0,02 mg de C3G.100g-1) e ultrassom refrigerado (0,93 + 0,001 mg de C3G.100g1).

Figura 4: Teor de antocianinas monomeéricas totais para os diferentes métodos de

extracao verde.
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Tiwari et al. (2010) obteve 13,39 + 0,64 mg de C3G.100g* para extrato de
suco de uva sonicado, o que indicou um aumento de 2% em relacdo aos métodos
convencionais, mostrando a maior eficiéncia quando a energia ultrassonica foi
empregada. Ja Cendres et al. (2012) obteve maior rendimento para extracdo por
microondas por hidrodifusdo e gravidade (9,8 mg de C3G.100g*) na condicéo de 1

W g para extrato obtido de suco de ameixa.

A capacidade antioxidante do extrato é de grande importancia comercial,
sendo que os resultados obtidos para este parametro (Figura 5) nos extratos de
mirtilo, mostraram-se melhores quando o método proposto por ultrassom sem
solvente foi aplicado (2055 + 10 pmol Eq Trolox.100gt), como também apresentou
diferenga estatitica entre os outros métodos de extracdo testados. Entretanto, os
demais métodos investigados mostraram-se adequados para a extracdo de uma boa
parcela destes compostos, sendo que foram obtidos valores para MHG, extracéo
concencional sem solvente e ultrassom refrigerado de 1452 + 8, 1395 + 17 e 1240 +
1 umol Eq Trolox.100g*, respecitvamente. Utilizando a mesma biomassa, Kraujalyté
et al. 2015, avaliaram as propriedades antioxidantes de sucos de blueberrys de
diferentes gendtipos e obtiveram valores entre 421 — 4568 pumol Eq Trolox.100g™.
Diaconeasa et al. 2015, avaliaram a capacidade antioxidante de sucos de mirtilo
obtidos pelo método convencional e obtiveram resultados de 2325 pmol Eq
Trolox.100g?, os quais comportaram-se de forma similar com os encontrados no
presente estudo. Seeram et al. 2008, também avaliaram a capacidade antioxidante
de sucos de mirtilo pelo método de ORAC onde obtiveram resultados de 1450 a
2390 pumol Eq Trolox.100g, mostrando que os valores encontrados nestes estudos

sdo similares aos obtidos pelo presente trabalho.
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Figura 5: Decaimento da fluoresceina em funcéo do tempo.
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Diversos autores relatam um aumento significativo nos extratos de sucos
sonicados em relacdo a composi¢cdo bioativa e no teor de antocianinas totais em
comparacao com métodos convencionais (Vilkhu et al, 2008; Masuzawa, Ohdaira &
Ide, 2000; Cocito, Gaetano & Delfini, 1995). Esse aumento significativo obtido pela
extracdo sem solvente assistida por ultrassom em compara¢do aos outros métodos
€ atribuido ao fendmeno de cavitacdo, o qual aumenta a transferéncia de massa
através das forcas de cisalhamento e reduz o tamanho das particulas de substato
pelas erosdes e pelos choques violentos dos microjatos na casca da fruta, facilitando
a liberacéo do conteudo celular (Chemat, Zill-e-Huma & Khan, 2011).

Toma et al. (2001) demonstrou que a fragmentacdo dos materiais vegetais
ocorreu durante a sonicacéo, a qual ocasionou uma hidratacdo melhorada de matriz
devido ao ultrassom. Também foi observado um aumento no rendimento de extracao
de amostras sonicadas em comparacdo as amostras ndo sonicadas. No presente
trabalho observou-se que o extrato de mirtilo obtido por extracdo assisistida por
ultrassom refrigerado apresentou o0s menores rendimentos. Isto, pode estar
relacionado ao efeito combinado de ultrassom e temperatura, pois quando maiores
temperaturas foram utilizadas um maior rendimento em comparagao com a extragao
por ultrassom com banho refrigerado foi obtido (Palma et al. 2013). Geralmente, o
aumento da temperatura conduz ao aumento do rendimento de extracdo de

compostos biativos, no caso do ultrassom, alguns autores descrevem o efeito
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benéfico da elevacdo da temperatura de 20 °C para 70 °C, para extracdo de
compostos fendlicos em comparagdo com amostras de uva nao sonicadas (Shirsath,

Sonawane & Gogate, 2012)

Identificacéo e quantificacdo dos compostos fendlicos de mirtilo

Os compostos fendlicos encontrados nos extratos obtidos pelos métodos de
extragcdes do mirtilo foram determinados por UPLC-qTOF-MS/MS. A concentracéo
dos compostos encontrados foi expressa em g g*' de amostra fresca e estéo
mostrados na Figura 6. De acordo com os resultados obtidos, o acido clorogénico foi
0 composto majoritario para os quatros metodos de extracdo o qual possui elevada
capacidade antioxidante. Os maiores valores deste composto majoritario foram
obtidos pelo método proposto por extracdo assistida por ultrassom (223 + 7 ug g3),
seguido por MHG (82 + 9 ug g1), CONV (8 = 1 ug g*) e ultrassom refrigerado (0,65 *
0,03 pg g?'). O acido clorogénico ja foi reportado em outros trabalhos como
composto fendlico majoritario em mirtilos, sendo que as concentra¢cdes encontradas
em sucos reportadas na literatura permanecem entre 210 a 850 ug g (Brambilla et
al. 2008; Moze et al. 2011; Rodrigues-Mateos et al. 2012).

Figura 6: Concentracdo de compostos fendlicos no extrato de mirtilo obtido pelos
diferentes métodos de extracao.
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Foram encontrados também no extrato de mirtilo quercetina (US 5,56 ug g* e
MHG 3,50 + 0,1 ug g1), catequina (US 3,80 + 0,03 ug g* e MHG 1,37 £ 0,1 ug g,
acido galico (US 1,63 + 0,06 ug g* e MHG 0,67 + 0,03 ug g?) e rutina (convencional
1,66 + 0,06 ug g*, US 1,47 £ 0,16 pug g*e MHG 0,33 £ 0,03 ug g?). A quercetina e a
rutina ja foram encontradas em outros trabalhos que estudaram o mirtilo, indicando
similaridade entre os estudos (Riihinen, Jaakola, Karenlampi & Hohtola, 2008; Moze
et al. 2011, Taruscio, Barney & Exon, 2004).

Moze et al. (2011) avaliaram o teor de compostos fendlicos de bilberry e
blueberries. Neste estudo, foram, encontrandos nos extratos de diversos genotipos
de mirtilo obtidos pelo convencional utilizando metanol como solvente de extragéo
compostos como catequina (1-3 pug g4), quercetina (7-12 pg g1), rutina ( 1-4 ug g4),
acido clorogénico (210-297 ug g1), acido galico (54-85 ug g1). Vale destacar que os
valores encontrados de rutina, catequina e acido clorogénico no presente estudo,
apresentam grande similaridade com os dados observados pelo autor. Por outro
lado, a concentracdo de acido galico foi muito abaixo do encontrado na literatura.
Este fato, pode estar relacionado a solubilidade do composto, onde, de acordo com
Daneshfar, Ghaziaskar e Homayun, (2008) quando avaliaram a solubilidade do &cido
galico em metanol, etanol, agua e acetato de etil, mostraram a maior solubilidade do
acido galico em metanol a uma temperatura de 20 a 60 °C. Deste modo, é possivel
observar que o presente no trabalho foram obtidas concentracées comparaveis com
a literatura em relacdo a presenca de acido clorogénico, quercetina, catequina e
rutina, pelo fato desses compostos serem sollUveis em agua em temperatura mais
elevada (Shimoi et al. 2003; Ibanez et al. 2003; Herrero et al 2005).

Conclusao

O meétodo proposto neste trabalho mostrou-se uma alternativa adequada e de
alta eficiéncia para a extracao verde de compostos fendlicos por ultrassom sem uso
de solventes. As condi¢cOes otimizadas pelo uso do design de composto central e
superficie de resposta indicou que usando 15 g de amostra, 7 min de tempo de
extracdo e amplitude de 50% proporcionaram as maiores concentracdes de
compostos fendlicos e melhores caracateristicas de extratos foram obtidos. Em

comparacdo aos métodos por MHG, extracdo convencial e ultrassom refrigerado, o
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meétodo proposto permitiu a obtencdo de maiores rendimentos de extratos com maior
teor de antocianinas monoméricas totais (92% maior em relacdo aos métodos
convencional e ultrassom refrigerado e 49% maior em comparacdo ao MHG),
compostos fendlicos totais (aumento de cerca de 67%), capacidade antioxidante
(aproximadamente 33%) e concentracdo de fendlicos (aumento de 63% na
concentracdo de acido clorogénico em comparacdo ao método por MHG). Desta
forma, a extracdo assistida por ultrassom sem solvente pode ser considerada como
um método econdmico, eficiente e uma alternativa vidvel para aplicacdo na area de

alimentos.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos no trabalho permitem inferir que é possivel se fazer a
extracdo de compostos bioativos de mirtilo, como fendlicos e antocianinas, sem o
uso de qualquer solvente através da aplicacdo de ultrassom. A otimizacdo das
condicbes de ultrassom foi uma etapa importante para promover maiores
rendimentos da extracdo assistida por ultrassom sem solvente para compostos
fendlicos totais, antocianinas totais, capacidade antioxidante e composicao fendlica,
comparado aos métodos de extracdo por MHG, CONV e US+R, mostrando ser uma
técnica verde promissora e que vai ao encontro dos principios da quimica verde.
Desta forma, algumas caracteristicas como reducédo do consumo de energia, menor
tempo de extracdo e a eliminacdo de qualquer solvente para extracdo podem ser
destacadas, mostrando que a proposta pode ser uma alternativa viavel para

extracdes de compostos bioativos mais amigaveis ao meio ambiente.
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