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RESUMO

OLDONI, T. L. C. Prospeccéo e identificacdo de compostos bioativos dubprodutos
agroindustriais. 2010. 163 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — GatdrEnergia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracic2040.

Atualmente, milhdes de toneladas de subprodutoprefituzidas durante o processamento de
alimentos pelas agroindustrias. A maioria delésagéem compostos bioativos, principalmente
os fendlicos, os quais sdo responsaveis por vatiddades bioldgicas. Assim, este trabalho
teve como objetivos avaliar o conteddo de compos$émslicos totais e a atividade
antioxidante de trés subprodutos agroindustriaagaco e bagaco de uwat(s vinifera)da
variedade Cabernet Sauvignon e pelicula de amen@iachis hypogaga—, otimizar o
processo de extracdo de compostos bioativos ei@sem subproduto de maior potencial
para a realizagdo do fracionamento e isolamentguiado dos compostos responsaveis pela
atividade antioxidante. Os subprodutos foram cdano primeiro semestre de 2010,
congelados e liofilizados. O conteido de compodto®licos totais dos extratos foi
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e onm#d antioxidante durante a otimizacéo
do processo de extracao foi avaliado pelo métodeedeaestro do radical DPPH. O processo
de otimizacdo da extracdo de compostos antioxiddioierealizado primeiramente usando
modelos univariaveis e, em seguida, foi desenvolyitanejamento fatorial “2utilizando
como variaveis a concentracdo de solvente e a tatop& de extracdo. Na Ultima etapa do
processo de otimizagédo da extragéo, foi feito empeito utilizando ultrassom. Para os trés
subprodutos, observou-se maior sequestro do rddlBH com o aumento da temperatura de
extracdo e concentragdo de acetona. As melhoreicées para a extragdo de compostos
com atividade antioxidante foram concentracdo d@toaa de 60% e temperatura de extracao
de 760C em banho termostatizado. A partir dos resultaahiglos neste estudo, foi feito o
isolamento bioguiado dos compostos bioativos ddcydal de amendoim, pois foi o
subproduto que apresentou o maior teor de compdstudlicos e a maior atividade
antioxidante. O extrato bruto da pelicula de amendéi primeiramente purificado
utilizando a resina Amberlite XAD2 para gerar dfi@g0es, as quais foram denominadas
fracbes metandlica (Fr-Met) e aquosa (Fr-aguosadsAa avaliacdo da atividade antioxidante
dessas fracoes pelas técnicas de sequestro doaisddPPH e ABTS, além da determinacao
do perfil quimico por cromatografia liquida de adéiicéncia (CLAE), a Fr-Met, a mais
bioativa, foi recromatografada em coluna gel SepkddH-20. Nesse processo, foram obtidas
123 subfracdes, as quais foram reagrupadas, apseamlecromatografia em camada
delgada (CCD), em 18 subfracdes. Essas subfragiam favaliadas quanto a atividade
antioxidante e a subfracdo 10, que apresentouddeatividade antioxidante, foi submetida
ao isolamento dos compostos pela técnica de CLAfkpseparativa. Dois compostos foram
isolados e denominados composto 1 e composto 2orfipasto 1 foi 0 mais potente,
apresentando capacidade de sequestro do radical,@RPtermos de I, de 18,25 pug.mt,

e reducéo do Béde 7,59 mmol Fé.g", valores maiores do que os do antioxidante saatéti
BHT. Os resultados de atividade antioxidante adalipelo método ABTS mostraram que o
composto 1 (6,54 mmol TEACY possui atividade proxima a padrdes naturais com
reconhecida atividade, como quercetina e catequfoa.meio da técnica de ressonancia
magnética nuclear (RMN), foi possivel identificar composto 1 como epicatequina-
(2p—0—7, 4—6)-[epicatequina-(@—8)]-catequina e 0 composto 2 como epicatequina-
(2p—0O—7, 4p—8)-[epicatequina-(@—8)]-catequina-(4 o—8)-epicatequina, ambos
pertencentes a classe das proantocianidinas. (itadess obtidos neste estudo mostraram que
os subprodutos agroindustriais analisados séo eisbsompostos fendlicos de alta atividade
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antioxidante e, portanto, devem ser mais bem ex@ts pelas industrias de alimentos e
farmacéutica.

Palavras-chave: subprodutos agroindustriais; metodologia de siperfde resposta;
atividade antioxidante; fracionamento bioguiadolamento.
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ABSTRACT

OLDONI, T. L. C.Prospecting and identifying bioactive compounds in agroindustrial by-
products. 2010. 163 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Geté& Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracica040.

Nowadays, millions of tons of by-products are pmeil during food processing in
agroindustrial plants. Most of them are rich in dutive compounds, mainly phenolic
substances, responsible for several biologicalviies. Therefore, this study aimed at
assessing the total phenolic compound content dmd antioxidant activity of three
agroindustrial by-products — Cabernet Sauvignopegsdalks and pomac¥ifis viniferg and
peanut skinArachis hypogaéa—, optimizing the process to extract the bioatempounds,
and selecting the by-product with the highest piaérfor bioguided fractionation and
isolation of the compounds responsible for antiaridactivity. All the by-products were
collected in the first semester of 2010, frozeng &ophilized. Total phenolic compound
content was determined using the Folin-Ciocaltedhot and antioxidant potential during
optimization of the extraction process was asselgdtle DPPH radical-scavenging method.
The process used to optimize the extraction obaiant compounds was carried out initially
using univariate models and, after that,’a&atorial planning was developed using solvent
concentration and extraction temperature as vasalh the last phase of the process used to
optimize the extraction, we performed an experimasing ultrasound. For the three by-
products analyzed we observed higher DPPH radazalengingactivity as the extraction
temperature and acetone concentration increases.b&hkt conditions for the extraction of
antioxidant compounds were acetone at 60% and atixina temperature of 7C in
thermostatic bath. Based on the results of thidystwe carried out the bioguided isolation of
bioactive compounds from peanut skin, since this wee by-product that presented the
highest phenolic compound content and antioxidativity. Peanut skin crude extract was
purified using Amberlite XAD2 resin to generate tWwactions, named methanol (Met-Fr) and
aqueous fractions (Aqu-Fr). After evaluating théi@adant activity of these fractions using
the DPPH and ABTS radical-scavenging methods, db asedetermining their chemical
profile by high performance liquid chromatograptPLC), Met-Fr, the fraction presenting
the highest bioactivity, wagchromatographed on a Sephadex LH-20 gel colurarin®this
process, 123 subfractions were obtained and theye wegrouped, afterthin-layer
chromatography (TLC), into 18 subfractions. Thegbfractions were evaluated as to their
antioxidant activity and subfraction 10, which met®d high antioxidant activity, underwent
isolation of compounds using semipreparative HPL@o compounds were isolated and
named compound 1 and compound 2. Compound 1 wasd¢ise potent, presenting DPPH
radical-scavengingctivity, in terms of IG, of 18.25 pg.mL, and F&" reduction of 7.59
mmol Fé*.g?, values that are higher than the synthetic ardani BHT. The results of
antioxidant activity evaluated by the ABTS radisahvenging method showed that
compound 1 (6.54 mmol TEACYy has activity similar to natural standards withotm
activity, such as quercetin and catechin. Using ninelear magnetic resonance (NMR)
technique we identified compound 1 as epicatecPr{O—7, 4p—6)-[epicatechin-
(4p—8)]-catechin and compound 2 as epicatechfj~«D—7, 43— 8)-[epicatechin-(B—8)]-
catechin-(4 «—8)-epicatechin, both belonging to the proantoci@nidlass. The results
obtained in the present study showed that the adwstrial by-products analyzed are rich in
phenolic compounds with high antioxidant activitydatherefore, should be more explored
by food and pharmaceutical industries.
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Key words: agroindustrial by-products; surface response nuetlogy; antioxidant activity;
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para tratamento, cu@exencao de doencas remonta o
desenvolvimento da civilizacdo humana. Por milha@esnos, produtos de origem vegetal,
animal e mineral foram as principais fontes de rexterapéutico disponivel ao homem. Nas
ultimas décadas o ser humano tem manifestado eresse crescente pelo seu bem-estar e
qualidade de vida, o que tem motivado a comunidaeetifica a procurar e identificar
substancias, naturais ou sintéticas, potencialmbateficas para o organismo (GURIB-
FAKIM, 2006).

Neste sentido, os produtos naturais tém sido forakssas para o desenvolvimento de
novos principios ativos (NEWMAN; CRAGG, 2008; NEWMACRAGG, 2007; BUTLER,
2004), permitindo o avanco na descoberta de bial@é com potencial aplicagdo em varias
areas da ciéncia (CLARDY; WALSH, 2004). Os desafampra sao identificar novos
compostos bioativos naturais com potencial de agic e/ou substituicdo de substancias
sintéticas, principalmente para a industria de efitos e farmacéutica.

A diversidade e as particularidades estruturaisng@gculas com origem na natureza
como, por exemplo, 0s centros quirais, anéis aioo®tsistemas complexos de anéis, o
namero e oratio de heterodtomos sao particularmente relevantesesguiza de novos
compostos bioativos (CLARDY; WALSH, 2004; NICOLAOUSNYDER, 2004;
PETERSON; OVERMAN, 2004; KOEHN; CARTER, 2005). Apesios grandes avangos
das ultimas décadas sobre o dominio de isolamedienéficagcdo de metabolitos secundarios
e atividades bioldgicas, muitos destes metabdbtmados como, por exemplo, os flavonoides
(MIDDLETON et al., 2000; NIJVELT et al 2001), ndo traduziram de forma direta a
compreensao dos mecanismos de acdo dos extratgdeszos) dos quais sdo normalmente
obtidos e usados com fins terapéuticos. Varias téges tém sido postuladas para as
diferencas verificadas entre a atividade biologioa extratos e dos constituintes isolados
(ZHANG, 2004), tais como, a complexidade das imi@éea quimicas que sao estabelecidas
entre os constituintes dos extratos, a acao soengos receptores ou as dificuldades de
absorgcéo dos constituintes isolados (BELOFSKY et 20006; BELOFSKY et al 2004,
GILBERT; ALVES, 2003).

Mesmo quando ndo sdo descobertas novas entidadfescagl nas pesquisas com
produtos naturais, as atividades biolégicas de ostop conhecidos podem fornecer pistas

importantes para o desenvolvimento de novos farmdgesde o sequenciamento do genoma
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humano j& foram identificados milhares de alvos goais diferentes substancias naturais
podem agir interferindo no processo de varias doe(KRAMER; COHEN, 2004).

Pesquisas por novas substancias naturais bioaérasuumentado significativamente
nos ultimos anos e os seus diversos beneficiosidesaada vez mais elucidados e
disseminados (WENG; WANG, 2000; JAYAPRAKASHA et,ak001). Dentre essas
substancias, destacam-se o0s antioxidantes, sulsst@iapazes de combater danos oxidativos
causados por radicais livres e que estao presemesna ampla gama de alimentos naturais e
produtos alimentares, apresentando larga aplicagisetores farmacéutico, cosmético e de
alimentos (HALLIWELL et al., 1994; WEIJL et al., 29) .

Entretanto, ndo sé a partir de alimeniosnatura e plantas € possivel obter esses
compostos. Em todo o mundo e principalmente no iBrgsie possui sua economia
fortemente baseada no agronegocio, sdo geradaslegrajuantidades de subprodutos
(SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003; MAKRIS et al., 2007he apesar de considerados
sérios problemas ambientais por seu descarte am, p@ilem servir em muitos dos casos,
como fontes ricas de diversos antioxidantes (RUBRL&k al., 2007).

Os subprodutdsagricolas contém uma variedade de substanciasgiiamente
ativas, dentre as quais compostos fendlicos ad@mtés, que na maioria das vezes séo
descartados (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). skes compostos
apresentam valor agregado potencial, dentre oss quaiso para aplicacdo como aditivos
naturais em alimentos e produgcdo de alimentos duac para a prevencdo de doencas
relacionadas com a geracgao de radicais livresctas a aterosclerose e o cancer.

Embora ainda represente um campo cientifico quezaate pesquisas, alguns estudos
tém demonstrado a presenca de propriedades furkiemamuitos residuos agroindustriais,
bem como os varios potenciais de aplicacdo (ANASABS et. al, 2010; LOU et. al, 2004;
AMICO et al., 2008; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, R06; DEL VALLE et al.,
2007).

Muitas destas substancias funcionais presentesalragnte em frutas e vegetais,
assim como nestes subprodutos, exibem, além dalaater antioxidante e antimicrobiana,
propriedades antialergénicas, antiaterogénicasirdiaimatorias, antitrombdéticas, bem como
efeitos cardioprotetivos e vasodilatadores (BENAVENGARCIA et al.,, 1997;
MIDDLETON et al., 2000; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2D0MANACH et al., 2005).

! Produto de um processo de producdo conjunta com menos importancia em relacdo ao

faturamento, que possui condi¢gdo de comercializacdo, mas seu faturamento é insignificante.
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Aliado as contribuicbes a saude, estes compostotéra apresentam significativa
importancia para a esfera industrial, ja que oso®diantes sintéticos mais usados pela
industria de alimentos como o BHA (butil-hidroxisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o
TBHQ (terc-butilhidroquinona) tém despertado pre@gfio quanto as doses de seguranca e
toxicidade (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar compostos antioxidantes naturais ddderalternativas de potencial aplicacdo na

indUstria de alimentos e bebidas.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar o potencial antioxidanta vitro dos subprodutos agroindustriais engacgo e bagaco de
uva da variedade Cabernet Sauvignon e peliculanéadoim;

- Otimizar o processo de extracdo de compostostisados subprodutos por meio de

planejamento experimental e analise de superferesposta;

- Fracionar e isolar bioguiadamente compostos adinotes do subproduto de maior

potencial antioxidante;
- Avaliar o potencial antioxidania vitro dos compostos isolados;

- Identificar a estrutura quimica dos compostoatdios isolados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacdo dos Subprodutos Agroindustriais

2.1.1 Agroindustria

O Brasil, desde os primordios de seu desenvolvimesgmpre teve uma ligacao
importante com a atividade agricola e esta comrgade internacional. Das monoculturas do
periodo colonial & exploracdo da cafeicultura,inalfdo século XIX e comeco do século XX,

a dindmica da atividade agricola brasileira erageande parte, decorrente de sua inser¢cdo no
mercado mundial (FIESP, 2004).

A agroindustria brasileira € um setor que vem, daalgum tempo, se superando,
gerando divisas e empregos, tendo em vista queisogoaita com uma enorme extensao
territorial. Segundo dados do IBGE (Figura 1), aoamglUstria brasileira apresentou um
crescimento, no primeiro semestre de 2010, de @%wltado bem superior ao obtido no
mesmo periodo de 2009 (-5,3%), porém abaixo dmassio pela média da industria geral

(16,2%). Os setores vinculados a agricultura (4,4él® maior peso na agroindustria,

apresentaram desempenho semelhante aos setor@adssa pecuaria (4,3%).

Indistria Geral x Agroindustria
indice Acumulado do 1° Semestre

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

| m Indéstria Geral m Agroindtistria |

Figura 1 - Dados do crescimento da indUstria eiagéstria no Brasil nos anos de 2002 a 2010
Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacgdodiestria

O crescimento de 6% da producédo agroindustrial -deva safra recorde que esta

sendo colhida em 2010, ao aumento moderado do ectudos precos exportados de algumas
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commoditiese da recuperagdo na fabricacdo de maquinas e awpnpas agricolas. Vale
destacar também a baixa base de comparacdo noirprisemestre do ano passado,
decorrente dos efeitos da crise econdmica intesnatiocorrida no final de 2008, que
provocou queda nas exportacbes e nos precos iciemasgs. O cendrio positivo para a
agroindustria e o aumento da renda agricola esinaml os investimentos no setor (IBGE,
2010).

2.1.2 Vitivinicultura no Brasil

A Vvitivinicultura é uma atividade importante paaasustentabilidade da pequena
propriedade rural no Brasil. Nos ultimos anos temasnado importante também na geracao
de emprego, em grandes empreendimentos para pmdecéivas de mesa e uvas para o
processamento. Em 2009 foram produzidos no Brasilatal de 1.345.719 toneladas de uva,
praticamente metade desta producdo foi destinadpr@messamento para elaboracédo de
vinhos, suco de uva e derivados, sendo o restasnddo ao mercado de uwanatura
(MELLO, 2009).

O estado do Rio Grande do Sul, responsavel poa c&®0% da produgdo nacional,
apresentou no ano de 2009 um aumento de 19,53%@omercializacdo de suco e vinhos em
relacdo ao ano anterior. Os vinhos de mesa apaeaen aumento de 17,66%, com
destaque para os brancos que cresceram 48,22tdeegelos rosados 26,78% e os tintos
(12,84%), que representam mais de 80% do volumt dedegoria de vinhos (MELLO,
2009).

No quadro vinicola descrito para as regides for&Ruo Grande do Sul, existe uma
novidade situada no Nordeste brasileiro, o promisgale do rio Sdo Francisco,
especialmente na cidade de Santa Maria da Boa, \ogigima dePetrolina e Juazeirona
fronteira dos Estados de Pernambuco e Bahia. Umaepa parte restante dos vinhos
brasileiros é proveniente de diminutas regidewinittolas situadas nos estados de Minas
Gerais, Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo. Noten&ssas regides cultivam quase que
exclusivamente uvas americanas (Isabel, Niagaca) gtie originam vinhos de categoria
inferior. A Figura 2 ilustra atualmente as regi@@edutoras de vinho no Brasil (SASSO;
BASSIN; RONCHI, 2010).
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Petrolina
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Figura 2 - Principais regides vinicolas do Brasil

2.1.2.1 Caracterizacéo dos subprodutos da vinificag

O bagaco de uva € um subproduto agroindustriadobé partir do processo de
fabricacdo de vinho e é constituido pelas partkdasddas uvas (casca e semente) e por uma
pequena parte do mosto ou do conjunto mosto/vinkecag embebe. E o produto resultante da
prensagem das massas vinicas obtidas de uvassfréscaentadas ou ndo (SILVA, 2003).
Os compostos presentes na uva, como resveratidh &ooleico, acido palmitico, entre
outros, permanecem no bagaco em maior ou menotidade, dependendo do processo de
fabricag&o do vinho.

Além do bagaco sdo gerados outros materiais sOkillmante a vinificacdo. Os
principais subprodutos séo obtidos durante o desengengaco), descuba e prensagem
(cascas, sementes e borra). Atualmente, somentepamqeena quantidade desse material é
reaproveitado, sem qualquer pré-tratamento (RUBER{T&)., 2007).

Os engacos sdo os materiais menos valorizados difidg disposicdo. Quando
separados por maquina apropriada — desengacadejua -6s separam das bagas, constituem
cerca de 3,5 — 4,5% da massa total da vindima (8JL2003). Apesenta como principais
constituintes os polifendis, entre eles, compotingos, 0s quais apresentam alto potencial
nutracéutico e farmacologico (MURGA et al., 2000).
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Os flavondis glicosilados e as antocianinas estdiee @s compostos fendlicos mais
encontrados e estudados nas uvas, principalmel#dqre atividade antioxidante, além de
propriedades anti-inflamatérias e anticanceriggfisSGRO; TOMMASI; MICELI, 2003;
SILVA; MATIAS; NUNES, 2005).

O fluxograma simplificado do processo de fabricagéwinhos, aonde € obtido como

subproduto o bagaco e engaco da uva estdo apseRt&igura 3.

Colheita da uva

4 0

Desengace : ENGACO |
Lo _

ke

Esmagamento

ke

Maceracao

&

Prensagem - BAGACO |

e —.. —_

&

Fermentacgéo

s

Sedimentacao

&

Fermentac&o malolaticg

.

Sedimentacao

&

Maturacao

N

Engarrafamento

Figura 3 — Fluxograma do processo de fabricacaont®s, obtendo como subprodutos e ongaco e batgaco
uva tinta
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O bagaco e engaco representam um importante sulipraid inddstria vinicola.
Segundo dados da industria, na producdo de 108 lite vinho branco obtém-se 31,7 kg de
residuos e na producédo de 100 litros de vinho 8&tngerados 25 kg de residuos. Dos mais
de 30 kg de residuos dos vinhos brancos, aproximead® 20 kg sdo de bagaco. J& dos 25 kg
de subproduto dos vinhos tintos, aproximadamenteglséo de bagaco (SILVA, 2003).

Pelo fato destes residuos apresentarem proprietamégicas de importancia para as
industrias farmacéuticas, quimicas e de alimemdambém pelo processo de fabricagdo do
vinho gerar uma quantidade estimada de residudosdi 30% do peso inicial (GOMEZ-
PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006), o aproveitamentios subprodutos da vinificag&o
tem nestes ultimos anos merecido grande atencaesiasnsaveis pelas politicas vitivinicola.
Portanto, é possivel e necessario se agregar aadstes subprodutos agroindustriais, que
atualmente sé&o utilizados como racao animal e adabo de vinhedos.

2.1.3 O Amendoim no Brasil

O Brasil é 0 132 produtor mundial de amendoim, coma area plantada de 125,8 mil
hectares e producdo de aproximadamente 286,5 n@ladas/ano (JOAO; LOURENZANI,
2006) A regido sudeste se destaca na producéo desggnokes sendo responsavel por mais
de 80% do total produzido na safra de 2004/05.t@desde S&o Paulo é o maior produtor,
com producédo estimada pelo Instituto de Economidcatp (IEA) de 216 mil toneladas/ano
(MARTINS, 2006).

Segundo o IEA, nos ultimos cinco anos, a produtidélpaulista cresceu a taxa anual
de 3,7%, enquanto a area plantada teve reducd¥ @ 2no. A cultura do amendoim no pais
vem se recuperando apos forte queda na area aatpdrtir de meados da década de 80,
devido a forte concorréncia de outras oleaginasasespecial a soja, que acabou tomando o
espaco ocupado pelo amendoim no ambito da indlegreagadora, nas décadas de 60 e 70
(JOAO; LOURENZANI, 2007).

O setor como um todo gera 42 mil empregos, dosdiffo sado na industria, 24% na
lavoura e 57% sé&o indiretos. Em torno de 152 emapre@soduzem 92 mil toneladas de
produtos finais, que representam um mercado darod#eR$ 840 milhdes. Dessas empresas,
64% ficam em Sado Paulo, 24% no Parana e as denssitbwldas pelo Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Minas Gerais, estados do Sul eatd@$te (JOAO; LOURENZANI, 2007).
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2.1.3.1 Mercado e Comercializagéo

A cadeia de producdo de amendoim é composta petlufgr da matéria-prima, que
em Sao Paulo inclui arrendatarios de areas de géodde cana-de-agucar, onde o cultivo e
colheita sdo mecanizados. A producdo é comeraidizaor meio de cooperativas ou
diretamente ao cerealista, que avaliam a qualidd@roduto, fixando preco e prazo de
pagamento. O valor pago depende também da sazaalith mercado, seja para o consumo
nacional ou para exportacdo (MARTINS, 2006).

O amendoim, uma oleaginosa de ciclo curto e fadiivo, possui grande atrativo
como alimento e excelentes propriedades nutricsorfairegidao Nordeste € o segundo maior
polo consumidor de amendoim no Brasil, com uma dei@aanual superior a 50 mil
toneladas de vagens. A producéo regional de 1@dd@dadas/ano, € insuficiente para atender
0s principais mercados de consumo, como a Bahigjpge Ceara, Pernambuco e Paraiba
(SANTOS; GONDIM; FREIRE, 2006).

Em 2004, o volume exportado de amendoim em cast@raticamente dezessete
vezes maior que o volume exportado de amendoimapadp. Porém, em 2006, essa
diferenca caiu para 1,5 e as exportacbes de amengl@parado somaram US$ 880 mil,
enquanto o produto em casca, cerca de US$ 83BAARTINS; PEREZ, 2007)

Com o aumento do processamento do amendoim, teomisgequentemente um
aumento do residuo gerado. Os principais residotidos no processamento sao a pelicula e
a farinha de amendoim, que possuem em torno ded®¥roteina bruta e atualmente sao

peletizados e utilizados na racao animal.

2.1.3.2 Pelicula de amendoim

A técnica mais utilizada no processo de remocapalula do amendoim é a de
blancheamento, onde o amendoim com pelicula é didoreo aumento de temperatura, o
gue provoca a expansao do grdo. Em seguida, é sdbraediminuicdo de temperatura com
ar frio, levando a contracéo. A pelicula se sotieeddosperma (gréo) e, na etapa seguinte, é
retirada por abrasao (lixamento). Todas as etafyasealizadas sem contato manual (IEA,
2007).
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Estima-se que para uma producdo de amendoim den#fhdes de toneladas (safra
mundial 1999/2000), a média do conteudo de peligetada seja de 2,6%, 0 que corresponde
a 750 mil toneladas. O valor comercial da peliculde aproximadamente US$ 12-20 por
tonelada, o que a torna um subproduto de baixa (@OBOLEV; COLE, 2004).

A pelicula apresenta uma coloracdo marrom, satgiriagente e € rica em compostos
fendlicos e outros compostos potencialmente prorestde saude. Nepote, Grosso e Guzman
(2002) verificaram que a pelicula de amendoim aonggroximadamente 150 mg de
fendlicos totais por grama de pelicula seca e desdarada, sendo que seis procianidinas do
tipo A foram identificadas por Lou et al. (1999)or@postos fendlicos sédo reconhecidos por
apresentarem atividades biolégiéasvivo e in vitro, tais como sequestro de radicais ABTS,
anion superoxido, radical hidroxil (MALDONADO et.aP005) e inibicdo da peroxidacéo
lipidica (VERSTRAETEN et al., 2005).

2.2 Composicéo quimica dos subprodutos da agroindiii® vinicola e do processamento

de amendoim

Segundo a literatura, 0os seguintes compostos gognacforam identificados em uvas
e seus subprodutos: flavonGis monoméricos e prolimas: (+)-catequina; (-)-epicatequina;
(-)-epicatequina 3-O-galato; procianidinas diméjcprocianidinas diméricas esterificadas
com acido galico, procianidinas triméricas, promlaras triméricas esterificadas com acido
galico, bem como antocianinas (ANASTASIADI et @010; AMICO et al., 2008; PASSOS
et al., 2007; FREITAS et al., 1998; FLAMINI, 200BABETTA et al., 2000; HAYASAKA
et al.,, 2003; REED; KRUEGER; VESTLING, 2005; SANTBSELGA et al., 1995).
Procianidinas tetrameras de sementes de uva janfarampletamente separadas e
identificadas (FULEKI; SILVA, 1997), entretanto, goranidinas com elevado grau de
polimerizacao tem sido ainda objeto de estudo (MGINA et al., 2003).

A pelicula de amendoim apresenta até 17% de pidegias, monémeros, dimeros,
trimeros, tetrameros; proantocianidinas oligomé&ricgdendo que também ja foram
identificados flavonoides e &cidos fendlicos (YUHMIEDNA; GOKTEPE, 2005; 2006;
NEPOTE; GROSSO; GUZMAN, 2005; O'KEEFE; WANG, 2006)U et al., 1999; LOU et
al., 2004; BALLARD et al., 2009; 2010).

Os grupos de compostos fendlicos de maior impadgéaanaior ocorréncia nesses

subprodutos sao abordados em maiores detalhegunénsea.
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2.2.1 Compostos fenolicos

As plantas sao fontes de alimentos energéticosoipos e também de diversos
outros compostos quimicos, principalmente do méigaho secundario, comumente
chamados de fitoquimicos. Os compostos fendlicosus@a classe especifica de fitoquimicos,
composta de pelo menos 8.000 substéncias ja des(fFhARAH; DONANGELO, 2006).

Estes compostos desempenham um importante papehanaeza, atuando na
regulacéo da maturagéo dos frutos (GOLSTEIN efl@63) e protecao destes face a agressao
de agentes, tais como bactérias e insetos (STR&NEG, 1979). Nutricionalmente exercem
uma acao preponderante no desenvolvimento de edstitas sensoriais como a cor € 0
sabor de certos alimentos (HASLAM, 1980).

Além disto, exibem uma ampla faixa de propriedadie$ogicas, como atividade
antialergénica, anti-inflamatoria, antimicrobiamaatioxidante, antitrombdética, cardioprotetor
e efeitos vasodilatadores (BENAVENTE-GARCIA et al997; MANACH; MAZUR;
SCALBERT, 2005; MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000;
PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; FRANKEL et al., 199395)

2.2.1.1 Flavonoides

Na natureza existe uma elevada variedade de coospéEnolicos que apresentam
uma grande diversidade estrutural. Um dos grupasaler importancia é a dos flavonoides,

gue apresentam como estrutura basica o nucleaftavéFigura 4).

Figura 4 - Nucleo bésico dos flavonoides, comppsiodois anéis aromaticos (A e B) e um anel inteiiére

(©)

Estima-se que existam cerca de 5000 tipos de ftaslea estruturalmente diferentes
(CHUNG et al., 1998; BUELGA; SCALBERT et al., 2008) explicacédo para a existéncia de
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uma grande diversidade estrutural de flavonoidekggelas modificagbes que tais compostos
podem sofrer, como: hidroxilacdo, metilacao, aéikaglicosilacdo, entre outras (LOPES et
al., 2000). Os flavonoides séo frequentemente hicadrs nas posicdes 3,5, 7,3,4 e 5. As
ligacOes glicosidicas ocorrem geralmente nas pesi8dou 7, e 0s monossacarideos comuns
sao geralmente a L-ramnose, D-glucose, galactasgbénose e o dissacarideo glucoramnose.
As prenilagBes geralmente ocorrem diretamente nemacde carbono no anel aromatico,
masO-prenilagdes também ja foram encontradas (HAVSTEHENZ).

Como principais familias de flavondides na natungade-se citar as antocianidinas,

os flavandis, os flavonadis, as flavonas e as flamas (Figura 5).

3
4 3
P
O+
7 X 0,
7
c c
G
X < oH

Antocianidina Flavanol Flavonol

Flavona Flavanona

Figura 5 - Classificacé@o das principais familiaglaeonoides na natureza

Além dos flavonoides, existem outras familias depastos fenélicos importantes na
natureza, tais como os estilbenos e os acidosi¢esdl

A familia dos estilbenos, da qual faz parte o regvel, tem revelado importantes
acOes inibitorias face a oxidacao lipidica (MARKU8ORRIS, 2008;WENZEL, 2005).
Resveratrol (3,5/4rihidroxistilbeno) € um fitoquimico que ocorretmalmente em varias
espermatdfitas e estd presente em amendoim, uvantle.vEm vinhos tem sido
responsabilizado pela capacidade protetora contrnmer e doencas cardiovasculares,
devido a sua acao antioxidante, antimutagénicatiardlamatoria (LANDCAKE; PRICE,
1976; SIEMANN; CREASY, 1992).

Chung et al. (2003) observaram que o amendoim &ite mlo limitado nimero de
espécies de plantas que sintetizam o resverataiabtambém atua como uma fitoalexina,

antibiotico produzido pela planta que esta sobuetacom atividade antifungica.
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2.2.1.2 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos sao divididos em trés grupogri@eiro € composto pelos acidos
benzoicos, que possuem sete atomos de carbono {)C6;&ao os acidos fendlicos mais

simples encontrados na natureza. A formula getalagsesentada na Figura 6.

R Ry

R COOH

R4

Figura 6 — Formula geral do acido benzoico
Fonte: SOARES (2002).

O segundo é formado pelos acidos cinamicos, queupos nove atomos de carbono
(C6-C3), sendo sete os mais comumente encontradoseino vegetal (Figura 7). As
cumarinas sdo derivadas do acido cindmico porzeigdio da cadeia lateral do &cido
cumarico (Figura 7) (SOARES, 2002).

A R Ry B
oO— C//O
Ry CH = CH = COOH |
CH
Vi
CH
Ri

Figura 7 — Formula geral do acido cinamico (A) eatna (B)
Fonte: SOARES (2002).

Os acidos fendlicos, como o cafeico, o cumaricoferilico abundantes em frutos,
também se encontram distribuidos na casca e na pEpuva, entretanto os seus teores
diminuem com o amadurecimento e também durantenzeféacdo do vinho (MACHEIX;
SAPIS; FLEURIET, 1991).

Embora outras caracteristicas também contribuam gaatividade antioxidante dos
acidos fendlicos e seus ésteres, esta é, geralmiataminada pelo nimero de hidroxilas
presentes na molécula e também com a proximidadgrgm -CQH com o grupo fenil.
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Quanto mais proximo esse grupo estiver do grupib fiegior sera a capacidade antioxidante
do grupo hidroxila na posicdo meta (HAVSTEEN, 2002)

2.2.1.3 Catequinas

As catequinas pertencem a familia dos 3-flavanosi@ constituidas por um anel

floroglucinol (A), um anel piranico (C) e um anekecol (B) (Figura 8).

OH OH

OH

OH

OH

OH

(+)-catequina: Ry=OH; Ry=H
(-)-epicatequina: R4=H; R,=OH (-)-epicatequina-3-O-galato

Figura 8 - Estrutura das catequinas mais abundaateatureza

Os carbonos C2 e C3 desta unidade sdo assimétdossituindo centros quirais, dos
quais resultam 4 isébmeros: (+), (-)-catequina e (#)}epicatequina. Nos isémeros (+)-
catequina e (+)-epicatequina o grupo 3,4-di-hidribdeligado ao carbono C2 e o grupo
hidroxilo no carbono C3 surgem em posi¢éans (2R, 3Se nos restantes isbmeros em
posicaocis (2R,3R). Na natureza os isdmeros mais abundantes &8pcatequina e a (-)-
epicatequina. Estes compostos também podem enesatrasterificados com um grupo
galoilo na posicédo C3 (ésteres do acido galicgufai 8).

Os flavonoides, como por exemplo catequina, epcate, epigalocatequina sdo 0s
constituintes monoméricos dos taninos condensaglodiora eles sejam também muito
comuns como mondmeros livres (MAZZA, 1995).Apesaredistirem estes 2 grupos, sO 0s
taninos condensados ocorrem realmente nas uvas seus derivados. No caso das uvas
(Vitis viniferalL.), os principais elementos sé&o as formas mon@aede (+)-catequina e (-)-
epicatequina e ainda os oligbmeros e polimerosdda® a partir das formas monoméricas
através do estabelecimento de ligacoe€s ou C-Cs (RICARDO DA SILVA et al., 1991,
PRIEUR et al., 1994; SOUQUET et al., 1996). Esstsuturas presentes nas uvas e vinhos
podem ainda encontrar-se associadas a acidos, @@tido galico, normalmente ao nivel do
carbono 3 (RICARDO DA SILVA et al., 1991).
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2.2.1.4 Proantocianidinas

Proantocianidinas sé@o polimeros constituidos pas dw mais unidades de flavan-3-
ois, sendo as catequinas e galocatequinas as esidaals simples. Estes compostos existem
na natureza hidroxilados nas posicdes 5 e 7 dofamelariam na estereoquimica do carbono
3 do anel C e no grau de hidroxilagdo do anel Begtsuturas poliméricas de flavan-3-ois
(proantocianidinas) dividem-se em dois grupos: r@&ignidinas, derivadas de catequina e
epicatequina e as prodelfinidinas, derivadas decg&quina e epigalocatequina. Os nomes
procianidinas e prodelfinidinas resultam do fatcstde compostos por hidrélise acida
originarem respectivamente a cianidina e a deifmaidFigura 9) (BATE-SMITH, 1954).

OH =

= OH HO . /»\\\\/O{\ \‘\"/\R
HO . o .l ) LI’//f .
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Cianidina; R=H
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40!

OH
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L H*/ Qcal
= \T-OH _— +
N ~
™

OH Delfinidina; R = OH
Oxigénio
o

HO . Q.\ 0. \\E/ \R
Procianidina; R = H ‘ I T

Prodelfinidina; R = OH L

OH Catequina; R =H
Galhocatequina; R = OH

Figura 9 - Reacdo de decomposicdo das proantotiasi(Bate-Smith, 1954)

As procianidinas também pertencem ao grupo dosvafidis e sdo formadas pela
associacdo de varias unidades monomericas (catsgeiepicatequinas): 2-5 unidades, para
catequinas oligoméricas; e acima de 5 unidadesa matequinas poliméricas. As
procianidinas diferem na posicéo e na configuratgisuas ligacdes monoméricas (AUGER,
2004).

As estruturas diméricafestes compostos sdo tjao B (C3oH26012), Se a ligacdo entre
as unidades monomeéricas (ligacao interflavonoid@stbelecida entre o carbono C4 da
unidade superior e o carbono C8 ou C6 da unidddaan (C4-C6 ou C4-C8) (Figura 10), ou
do tipo A (CzoH24012) se, para além da ligacdo entre atomos de carlapresentam uma

ligacdo éter C2-O-C7 adicional entre as duas ueglachonoméricas (Figura 11).
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Procianidinas do tipo A apresentam menor atividat@xidante quando comparadas com
do tipo B (KONDO et al., 2000).

OH
OH
OH
OH
OH
"OH
OH
Dimeros C4-CB Dimeros C4-C&
B1 ((-)-epi-{+)-cat). Ry=H, R,=0H, R3=0H; Rg=H BS ((-}-epi-{-)-epi) Ry=H; R;=0H; Ry=H; Ry=0H
BZ ({-}-epi-{-}-epi}: Ry=H; R3=0H; Ra=H; R4=0H BE ((+)-cal-{+)-cat). R;=0H, Ry=H; Rz=0H. R,=H
B3 ((+)-cat-(+)-cat): Ry=0OH; Ro=H; R3=0H; Ra=H BY ((-)-epi-(+)-cat). Ry=H: R;=0H, R;=0H; R;=H
B4 ((+}-cat-{-)-epi): R4=0H; Rz=H; Rs=H; Rs=0H B8 ((+)-cat-(-)-epi): Ry=0H; Rz=H, Ry=H, Ry=0H

Figura 10 - Estrutura das procianidinas diméricatigb B

OH

A;i Ry = OH Ro= H
Az Ry = OH; Ry= OH

Figura 11 - Estrutura das procianidinas diméricatigb A

as
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As procianidinas podem também apresentar na swatugst um Oou mais grupos
galoilo (ésteres galato) (Figura 12).

OH

OH

OH

OH

OH

OH

Figura 12 - Estrutura de uma procianidina estexifeccom o acido galico (B2-3-“O-galato)

As procianidinas triméricas podem sertgm C, se as ligacdes interflavonoides sao

do tipo B, ou ddipo D, se uma ligacdo € do tipo B e outra é do tipoiguia 13).

OH

OH

OH

OH

C1 ((-)-epi-(-}-epi-(-)-epi) - Ry,R3,Rs=H; Ry,Ry,Rg=0OH
T1 {(-)-epi-(-)-epi-(+)-cat) : R4,R3,Rs=H; R Ry,Rg=0OH

Figura 13 - Estrutura de uma procianidina trimédogipo C

Além das estruturas monomeéricas, diméricas e tiwaerexistem formas mais
polimerizadas de proantocianidinas; os oligbmerag @presentam até 6 unidades de
monomeros e 0s polimeros compostos por mais den®@mmeEros. Em ambos podem existir
ligacBes de tipo C4-C8 e C4-C6 que permitem a fodmade um numero ilimitado de
isomeros (Figura 14) (HASLAM, 1998).
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procianidina: R=H
prodelfinidina: R= OH

OH

Figura 14 - Estrutura geral de oligbmeros e polamele proantocianidinas

Procianidinas s&o potentes antioxidantes e suamafor oxidadas adquirem
estabilizacdo adicional devido ao extenso deslontomdo elétron, induzido pela unidade
catecol no anel aromatico B (WILLIANS; SPENCER; EKEVANS, 2004). Além disso, 0s
varios grupos fendlico®-di-hidroxi nas estruturas com alto peso molectditanece as
procianidinas uma alta capacidade de complexarisnaano ions (Fe(lll), Cu(ll), Al(lll)) e
proteinas. Estas sdo as principais caracteristegmonsaveis pelo interesse nutricional e
biolégico das procianidinas (CHUNG et al., 1998L.\FA et al., 1991). Diversos efeitos
bioldgicos sédo atribuidos a esta classe de compotis como: antimicrobiano, antiviral,
anticarcinogénico, anti-inflamatorio, antialérgiedambém acédo de vasodilatacdo (KONDO,
2000; LARANJINHA, CADENAS, 1999).

Em meio acido, alcodlico e a quente, as proantatiieas caracterizam-se por
libertarem antocianidinas, devido a ruptura dascligs estabelecidas entre as unidades

monomeéricas.

2.2.1.5 Antocianidinas

As antocianidinas séo a estrutura basica das anioes e apresentam como estrutura
fundamental o cétion flavilico (2-fenilbenzopiriti)y (Figura 15). As antocianidinas
(agliconas) consistem de um anel aromatico (A)diiga um anel heterociclico (C) que
contem oxigénio, o qual esta ligado por meio de ligaggdo carbono-carbono a um terceiro

anel aromatico (B). A maioria possui hidroxilas pasicdes 3,5 e 7.
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Figura 15 - Estrutura do cation flavilico (a) eresira da antocianidina cianidina (b)

Ja nas antocianinas, uma ou mais destas hidrestas ligadas a acgucares, sendo os
mais comuns glicose, xilose, arabinose, ramnosactgae ou dissacarideos constituidos por
esses acucares, aos quais podem estar ligados &erdicos, comg-coumarico, caféico,
fenilico e vanilico. O acglUcar presente nas molécude antocianinas confere maior
solubilidade e estabilidade a estes pigmentos, duaomparados com amtocianidinas
(KONCZAK, ZHANG, 2004). A cianidina 3-glucosideo ém exemplo de antocianina

presente na maioria dos vegetais (Figura 16).

OH
OH
HO | X @O\
|/ = O-Glucosideo
OH

Figura 16 - Estrutura da antocianina cianidinalg&gsideo

Com a mesma origem biossintética dos outros fladesp as antocianinas sao
estruturalmente caracterizadas pela presenca delesg contendo 15 atomos de carbono na
forma C6-C3-C6, porém, ao contrario dos outrosditmides, as antocianinas absorvem
fortemente luz na regido visivel do espectro, comfe uma grande diversidade de cores
(BROUILLARD, 1982)

Devido a solubilidade em &gua das antocianinas BHRLAKE, 1975), estes
compostos ocorrem nos tecidos de plantas dissslviaa fluido da célula vegetal, que
geralmente apresenta pH levemente acido (HAYASHI62). As antocianinas mais
comumente encontradas em frutas sdo derivadasigaiimente de seis antocianidinas:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidinatymidina e malvidina. A nomenclatura dos
pigmentos é derivada da fonte (do vegetal) em das ®ram primeiramente isolados
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(HARBORNE, 1994). As diferencas entre as variagp@ahinas estdo no nimero de grupos
hidroxilicos na molécula, no grau de metilagdo eegirupos, na natureza e no numero de
acucares ligados a molécula e na posicao dessgddig, bem como na natureza € no numero
de acidos alifaticos e/ou aromaticos ligados amgéyar(es) na molécula de antocianina.

Uma caracteristica marcante das antocianinas estgtande que em solu¢des aquosas,
apresentam diferentes estruturas em fungédo do piiré-17) (da COSTA et al., 1998;
FLESCHHUT et al., 2006; HEREDIA et al., 1998). Dedo geral, em meio extremamente
acido (pH entre 1-2), as antocianinas apresentdonagdio intensamente avermelhada devido
ao predominio da forma cétion flavilico (AH+) (FiguL7A). Para um meio com pH entre 2 e
4, é observado um equilibrio entre o cation flavilie uma estrutura conhecida como
pseudobase carbinol (Figura 17B-D).

Com o aumento do pH, as antocianinas perdem atéoseatornarem praticamente
incolores em pH aproximadamente 6, devido a predé@mncia das espécies pseudobase
carbinol (Figura 17E) e anidrobase quinoidal, eptetem formar a espécie cis-chalcong)(C
(Figura 17F). A formacdo da chalcona ocorre conuura do anel heterociclico o que,
dependendo do tipo de antocianina, pode tornaa@iceirreversivel. Em valores de pH entre
4 e 6, quatro formas estruturais coexistem: cdtawilivo, anidrobase quinoidal, pseudobase
carbinol e chalcona. O equilibrio entre as basésoglais e o carbinol ocorrem via céation
flavilico (Figura 17D, A e E) (COOPER-DRIVER, 2001)
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Figura 17 - Possiveis transformacdes estruturaisudocianinas em meio aquoso em funcao do pH

Nos ultimos anos estes compostos tém recebido gratehcdo, ndo somente devido
ao seu papel e funcédo nos produtos de origem \egetao na Enologia, mas também pelos
potenciais beneficios para a saude humana.

As antocianinas sdo muito importantes nas caratiter$ gustativas dos vinhos, assim
como na cor e sabor destes, devido a sua assocagéas proantocianidinas (PRIEUR et al.,
1994; SCHWARZ; HOFMAN; WINTERHALTER, 2004; SCHWARZ; WABNIZ,
WINTERHALTER, 2003. Por outro lado, reagem com as proteinas dassabwndo esta reagéo
a responsavel pela adstringéncia apresentada\pehass (BINDON et al., 2010).
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2.3 Formacao das espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) desempeniraen importante funcdo em
muitos processos bioldgicos. As EROs sdo produzidiaante reacfes de transferéncia de
elétrons em células aerdbicas, especialmente patkeiac transportadora de elétrons
mitocondrial. A alta reatividade das espécies vaatte oxigénio (EROs), tais como o radical
superoéxido (@), perdxido de hidrogénio @a@,) e radical hidroxil (OHs), pode causar danos
funcionais ao homem, pois sdo constantemente f@snad corpo humano. Também estdo
envolvidos como mensageiros secundarios em muegsostas fisiolégicas, bem como em
condicdes patoldgicas (HAMID et al., 2002).

Cada ERO tem suas préprias caracteristicas, mdstrdiferentes reatividades e
tempos de meiavida. O oxigénio singlet®.] e o peréxido de hidrogénio £8,), ndo sdo
radicais e seu tempo de meiavida é diferente. @aktidroxil (OH) é o mais reativo e
possui 0 menor tempo de vida. O radical peroxil@)@ossui 0 maior tempo de vida, sendo
capaz de se difundir do seu sitio de geracao, @asngue, seja neutralizado por antioxidantes
(LEE; LEE, 2006; HALLIWELL, 2000).

A producdo de EROs € bem controlada sob condigéiegdfjicas normais e estes
exercem atividades microbicidas, sem acompanhatogfeolaterais toxicos. Entretanto,
quando produzidas em quantidades excessivas aidagacdos sistemas antioxidante da
célula, as EROS tornam-se nocivas as membranataresiue as moléculas bioldgicas
(JACOB; BURRI, 1996).

A eliminacéo das espécies reativas de oxigénio dasrpré-requisitos da vida aerdbia
e, muitos sistemas de defesa antioxidante de prévee reparo estdo envolvidos. Estes
sistemas consistem em sequestradores ndo enzinaidecidos como antioxidantes, bem
como sistemas enzimaticos que incluem a superdeédmutase e hidroperoxidases, como a
peroxidase glutationa, catalase e outras imposgrgeoxidases hemoproteicas (SIES, 1991).
Embora os organismos tenham seus proprios sisteanaslestruir as EROs, suas funcdes sao
limitadas, especialmente em condi¢Oes de estresseocs(HAMID et al., 2002).

As EROs que sao produzidas em excesso ou as gagaasaos sistemas de defesa
antioxidantes, agem diretamente sobre varios coemies celulares, tais como DNA,
proteinas e, lipideos, e estdo associadas ao addgemento de muitas alteracdes patoldgicas,

como cancer, doengas cardiovasculares, quedatdmaismunoldgico, disfuncdes cerebrais,
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catarata, processos de envelhecimento e outras (NWELL, 1994; ARUOMA, 1994;
CHEUNG; CHEUNG, 2003).

Os acidos graxos poliinsaturados das membranagxeonplo, sdo muito vulneraveis
ao ataque de radicais livres. Estas moléculas dadeiam reacdes de oxidagdo nos acidos
graxos da membrana lipoprotéica, denominadas dexipegdo lipidica, que afetardo a
integridade estrutural e funcional da membrana l&elualterando sua fluidez e
permeabilidade (RICE-EVANS; BURDON, 1993; HAMIDat, 2002).

Devido aos sistemas defensivos antioxidantes emahasindo serem totalmente
eficientes, é desejavel a ingestdo de antioxidaexégenos para combater o excesso de
EROs. Os antioxidantes da dieta como a vitaminat@nina E e os carotenoides reduzem o
risco de desenvolvimento de certas doencas, parbaiem o excesso de radicais (JACOB,;
BURRI, 1996; LEE; LEE, 2006).

2.4 Antioxidantes

Uma definicdo ampla do termo antioxidante que cobdes os substratos oxidaveis
foi sugerida por Halliwell e Guteridge (1990), dagsinte forma: "qualquer substancia que
diminui ou previne significativamente a oxidacdoalgra substancia, sempre que presente
em menor concentragdo comparada a substancia ekiinteresse”.

Os antioxidantes sdo conhecidos pela acdo em wliésreniveis do processo de
oxidacdo envolvendo moléculas lipidicas. Podem afminuindo a concentracdo de
oxigénio, interceptando o0 oxigénio singlete; euttara fase de iniciacdo da oxidacéo pelo
sequestro de radicais hidroxil; quelando ions noe| e decompondo produtos primarios a
compostos que nao sao radicais (HAVSTEEN, 2002).

Estas definicdes gerais ndo limitam a atividade=itiante a um grupo especifico de
compostos quimicos e nem se referem a um mecaartioular de acdo. Para a situagéo
Vvivo, 0 conceito de antioxidante € amplo, incluindo era& antioxidantes, ligacfes de ferro e
proteinas transportadoras e outros compostos @ti@rafo sinal de transducdo e expressao
génica. Para alimentos e bebidas, antioxidantegmosder relacionados a protecdo da
oxidacdo de substratos especificos ou a formacaprattutos de oxidacdo especificos, e
valores podem ser definidos para diferentes predie um ponto de vista termodinamico, a
acao antioxidante depende de parametros bem definmbmo as ligagbes de energia e
potenciais de reducdo padréo, e, desta forma évpbseduzir se um dado radical pode ser
sequestrado por um antioxidante especifico ou BREKER; NISSEN; SKIBSTED; 2004).
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2.4.1 Acao antioxidante dos compostos fendlicos

Recentemente tem havido um interesse cada vez cna@sgente nos compostos
fendlicos, principalmente pelas suas propriedadésxadante, antimutagénica e destruidora
de radicais livres. Estudos epidemioldgicos tém alesttado uma correlacdo entre um
aumento no consumo de antioxidantes fendlicos @soo reduzido de doencga cardiovascular
e certos tipos de cancer (PUUPPONEN-PIMIA et abD012 MANACH; MAZUR;
SCALBERT, 2005; FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestraslale radicais e algumas vezes
como quelantes de metais (DUARTEALMEIDA et al., 8))0agindo tanto na etapa de
iniciacdo quanto na propagacdo do processo oxalafivigura 18). Os produtos
intermediarios, formados pela acdo destes antinteda sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por sstetancias (NAWAR, 1985). Os
compostos fenolicos e alguns de seus derivados peitanto, eficazes na prevencdo da

oxidacao lipidica.
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Figura 18 - Mecanismo antioxidante dos compostoélieos (WONG, 1985)

Desta maneira, os intermediarios do radical fen®&o relativamente estaveis;
portanto, uma nova rea¢do em cadeia ndo é fackneiciada. Os intermediarios do radical
fenoxi também agem como destruidores da rota dpapegdo pela reacdo com outros
radicais livres (REISCHE et al., 2002).

ROOe + PP« ROOPP
RO + PP« ROPP
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Entretanto, sob certas condi¢Bes (altas concemsagdé antioxidantes fenolicos, alto
pH e presenca de ferro), os antioxidantes fenélmm$em iniciar um processo de auto-
oxidacao e comportarem-se como prooxidantes (SHANIANASUNDARA, 1992).

Os flavonoides estdo entre os antioxidantes matisnies, pois apresentam um ou
mais elementos estruturais seguintes envolvidoatimelade antirradical: (1) a presenca de
um grupo catecol no anel B, o qual possui as methpropriedades de doacao de elétrons, (2)
uma dupla ligacdo na posicéao 2, 3 conjugada congruo 4-0x0, 0 qual € responsavel pelo
deslocamento do elétron do anel B e (3) gruposokidem posicées 3 e 5 (WILLIAMS;
SPENCER; RICE-EVANS, 2004).

A acdo antioxidante das catequinas e procianicamaa ndo se encontra totalmente
descrita e compreendida em termos mecanisticos,ama®gamente a outros compostos
fendlicos, especula-se estarem envolvidos em vdmosessos ja descritos anteriormente:
complexacédo de ions de metais de transi¢céo, nieatyab de radicais livres e regeneracdo da
vitamina E (FRANKEL et al.,1993; TURAN et al.,, 2007; MENDOZA-WILSON;
GLOSSMAN-MITNIK, 2006).

Embora, tradicionalmente, a atividade antioxidamteha sido atribuida apenas a
compostos fendlicos soluveis (extrato de polifenaim estudo recente sugere que polifendis
nao extraidos (procianidinas poliméricas e tanimdsolisaveis de alto peso molecular) sédo
de 15 a 30 vezes mais efetivos para na quelacdadizis peroxil que os fendis simples
(HAGERMAN et al.,, 1998).Como esses compostos ndo sado absorvidos, elesigmder
exercer sua atividade antioxidante dentro do tdigestivo e proteger lipidios, proteinas e
carboidratos contra o dano oxidativo durante asiiégee tornar disponivel os antioxidantes
soluveis (BRAVO, 1998)

Estudos tém demonstrado a eficiéncia antioxidarmds 8&-flavandis, mesmo em
pequenas quantidades, provavelmente pelas casticgsiestruturais como a unidade catecol,
gue em conjugacao com a sua aromaticidade proparciaima elevada estabilidade a forma
oxidada do polifenol (BORS et all999; WILLIANS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004;
FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008). Estes compostosnaatralizarem radicais livres
transformam-se num radical, cuja reatividade depedd carater redox e condi¢des
envolventes como concentracdo, temperatura, pr@sdacativadores, entre outras. Nas
condic0es fisioldgicas, as procianidinas surgenbaixa concentracao e as suas propriedades
guimicas conferem-lhes uma estabilidade suficipata ndo desencadearem novos processos

oxidativos.
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2.5 Avaliacdo da atividade antioxidante

A determinagédo da capacidade antioxidante de umastaan pode depender da
tecnologia e do radical livre gerador ou oxidantéizado nesta medida. Além disso, a
comparacdo de diferentes meétodos analiticos constih fator chave para ajudar os
pesquisadores a escolherem um método e entendesuwtados obtidos através do mesmo
(CAO; PRIOR, 1998).

Poucos destes métodos cumprem os requisitos pa@icabilidade em todas as
matrizes: compostos puros, misturas simples de ostop em solucdo, extratos alimenticios
ricos em antioxidantes e bebidas, fluidos biolégi@specialmente plasma e saliva, em certas
circunstancias, o potencial antioxidante total pselerealmente mais informativo do que os
resultados dos constituintes antioxidantes indaisl(RICE-EVANS, 1999).

Um meétodo ideal para avaliar a atividade antioxielatie um composto deve ser
rapido, reprodutivel, requerer pequenas quantidde@sagentes, e nao ser influenciado pelas
propriedades fisicas do composto (MARCO, 1968)idsamétodos tém sido aplicados para
avaliacdo da atividade antioxidante, mas deve-t& mpe ndo existe um meétodo universal
simples, por meio do qual as atividades antioxigmnpossam ser medidas precisa e
quantitativamente (ARNAO, 2000; NIKI, 2002; BECKERISSEN; SKIBSTED, 2004). Na
sequencia, sdo abordados os quatro métodos ubdizadste trabalho para se avaliar a

atividade antioxidante dos residuos agroindustriais

2.5.1 Método de sequestro do radical DPPH (2,2-difa-1-picrilidrazil)

O ensaio do DPPH tornou-se bastante popular nalesta antioxidantes naturais,
sendo uma das razdes por se apresentar como umasétples e altamente sensivel. Pode-
se verificar pela estrutura do DPPH (Figura 19§ gwcomposto pode aceitar um elétron ou
radical hidrogénio para se tornar uma moléculavekt@jue apenas raramente pode ser
oxidada irreversivelmente (BLOIS, 1958).

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radicakditrogénio organico, estavel, de
cor violeta e possui absor¢cdo méaxima na faixa &32D nm. Na presenca de um doador de
hidrogenio ou elétron a intensidade de absorcadine a solugcdo com o radical perde cor,
tornando-se amarela, de acordo com o numero dermdetapturados. (BRANDWILLIANS;
CUVELIER; BERSET, 1995).
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Apesar do ensaio do DPPH ser um teste rapido, sgnpgreciso e com boa
reprodutibilidade dos resultados, que nao envolvedicoes drasticas de temperatura e
oxigenacao, algumas precaucfes devem ser tomadgagoge utilizacdo do método e
interpretacdo dos resultados. Dentre eles, o tipmreentracdo do composto analisado,
cinética de reacdo do antioxidante, caracteristicameio reacional (pH, tipo de solvente),
presenca de interferentes, sinergismo, afinidatlesi@-substrato e forma de expressao dos
resultados (MOLYNEUX, 2003).

RH

NO, (Antioxidante) NO, Q
- \ H
OzN N—N \ O.N N—N
n O T O
RadicalDFPFH DPPH reduzide
(Violeta) (Amarelo)

Figura 19 - Estrutura quimica do radical DPPH g&@eale estabilizagdo com um antioxidante
Fonte: Moon; Shibamoto (2009)

Os resultados podem ser expressos em porcentagertivigade antioxidante,
micromols de equivalentes do padrdo utilizado ¢ttplor exemplo) ou ainda como EC50,
que é a quantidade de antioxidante necessariar@duair a concentracdo inicial de radical
livre do meio em 50% (MOON; SHIBAMOTO, 2009; ATMANt al., 2009).

2.5.2 Método ABTS (2,2- azino-bis-(3-etil-benzotiatina-6-acido sulfénico))

Alem do método de sequestro do radical DPPH, autodo que é muito utilizado
para a determinacido da atividade antioxidante éétdo do ABTS® (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina- 6-acido sulfénico). Ambos apr@am excelente estabilidade em certas
condicdes de andlise, mas também mostram diferémgastantes frente aos antioxidantes e
qguanto & manipulagdo (ARNAO, 2000).

O DPPH é um radical livre que é adquirido dessa forman senecessidade de
preparo; ja o radical ABTS deve ser gerado por reacbes enzimaticas ou quinara
diferenca € que o ABTSpode ser solubilizado em meios organicos e aquosesjuais a

atividade antioxidante pode ser determinada, depwtal da natureza dos compostos
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antioxidantes, enquanto que o DPP¥dmente pode ser solubilizado em meios organicos
(meios alcoolicos, especificamente) (PRIOR; WU; &CEH, 2005).

A determinacdo da atividade antioxidante total malptura do radical livre ABTS
(2,2- azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido éwiico)) tem sido amplamente utilizada na
avaliagdo da atividade antioxidante em alimentbelgdas, devido a sua aplicabilidade na
fase aquosa e lipidica e oferecer resultados rapixais (KUSKOSKI et al., 2005).

Originalmente proposto por Miller et al. (1993), ppocedimento baseava-se na
ativacdo da metamioglobina com peréxido de hidrigéa presenca do ABTS para gerar o
ABTS™, com ou sem antioxidantes no meio. Mas, devidomafs criticas, o0 método foi
aperfeicoado sendo que o radical agora é gerada geesenca de antioxidantes.

O meétodo, segundo Re et al. (1999), baseia-se magdye do radical ABTS, de cor
azul esverdeado, formado pela reacdo de persul&agootassio com (2,2- azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico)) produzindo adaxido do ABTS. A atividade antioxidante
das amostras é determinada pela descoloragdo d& AB&dindo-se a redugéo do radical a
uma absorbancia de 734 nm (Figura 20). A absorbaeireacdo da mistura de ABTS e um
antioxidante é comparada com atividade do antiokeaintético Trolox (padrédo), e, os
resultados expressos em pMol de Trolox TEAC(gtividade antioxidante equivalente ao
Trolox).

Essa metodologia pode avaliar a atividade de cotopade natureza hidrofilica e
lipofilica, mas vale ressaltar que a reacdo condal@s de hidrogénio apresenta baixa
seletividade, e dependendo do composto, como o, alguns polifendis e produtos de
origem natural, a reacdo com ABTS é muito lentaepdd influenciar no resultado
(SURVESWARAN et al., 2007).
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Figura 20 - Formacao do radical ABTS estavel comersulfato de potassio e reagdo com antioxidante
Fonte: Moon e Shibamoto (2009); Hyadg e Prior (2005)

2.5.3 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Powg

O ensaio do FRAPFerric Reducing Antioxidant Power Poder Antioxidante de
Reducao do Ferro foi desenvolvido inicialmente parantificar o acido ascorbico em soro ou
plasma (BENZIE; STRAIN, 1996). Este método estdebds na capacidade de um
antioxidante em reduzir o Feem Fé*. Quando isso ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2ifpirid
1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢des &cidas, ag&de acompanhada pela formacdo de um
complexo corado (azul intenso) com ¢'Feom uma absorcdo maxima a 593 nm (Figura 21).
Este ensaio oferece resultados rapidos e repraistimpresentando como desvantagens o
fato de que a curva padrao devera ser realizadauooantioxidante que seja solavel em agua
como o acido ascorbico e o Trolox e geralmentese&mnsegue medir todos os antioxidantes



53

presentes em uma matriz complexa (APAK et al., 2OR4 entanto, muitos estudos sobre

plantas e alimentos utilizam esse método em comjo i outros ensaios.

1 | 1 |
| - NN + antioxidante N =N
| _ Fe ~ - _ Fe
NZ N~ NP - NZ SN .\N':::..-..' .,
N | N N | ! N N I N
J |
[Fe(ll(TPTZ), ) [Fe(IN(TPTZ) 13+
Corfzul - clare | l Cor fiznl - escuro

Figura 21 - Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-trigid)-1,3,5-triazina) com F&
Fonte: Rufino et al. (2006)

2.6 Processo de extracao

Diversos métodos e sistemas de solventes tém sddos para a extracdo de
compostos fendlicos de produtos vegetais (CHAVANASIDI; NACZK, 2001), visando
determinar a sua capacidade antioxidante (GOLI; BARA; SAHARI, 2004). O tipo de
solvente e a polaridade podem afetar a transfex@eielétrons e de atomos de hidrogénio,
que é aspecto-chave na medida da capacidade datitsi A presenca de compostos nao
antioxidantes nas solugdes testadas também poth afe resultados (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006). O rendimento da extracdo daje tanto do solvente utilizado
(GRAY et al., 2002; YU et al., 2002; SUN et al.08) quanto do método aplicado, que pode
ser baseado em mecanismos diferentes. Além domenth, ha grande variagcdo na
composicao do extrato em fungéo do sistema solveiizado (MOURE et al., 2001).

Existe uma crescente necessidade de se minimiggwscde producdo por meio de
maiores rendimentos, sem perda apreciavel na pvathde, além da necessidade em se
extrair a0 maximo compostos com atividade bioldgiPai a importancia do uso de
ferramentas para a otimizacdo de processos de maamaeional, que permitam um melhor
conhecimento das variaveis de processo. O planajare&perimental é utilizado para andlise
de processos em que diversas variaveis explamatffatores) influenciam uma variavel
dependente (resposta), permitindo a identificagicethcdes matematicas e estatisticas entre

niveis pré-determinados das variaveis (THOMPSOIR2L9
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A otimizacdo de um processo por analise de supesfide resposta é baseada no
planejamento fatorial. Consiste em um grupo deid¢ésnaplicadas ao estudo empirico das
relacbes entre uma ou mais respostas (como rentdineeprodutividade), que possam ser
medidas analiticamente, e um nimero de variaveenttada que possam ser controladas. Por
meio dessas técnicas pode-se avaliar como umastaspoma regido de interesse € afetada
por um conjunto de variaveis de entrada (BARROS GESCARMINIO; BRUNS, 1996;
CURRALERO, 2000).

Nos utlimos anos vem crescendo o interesse no eipgoento de residuos gerados na
agroindustria. Estudos demonstram um elevado palebiolégico somado ao baixo custo
destes subprodutos. A extracéo e o fracionameoguiaido de compostos bioativos presentes
nestes subprodutos ainda ndo foram estudados, cstas va identificar os compostos
responsaveis pela maior atividade presentes nogcbageengaco da uva, e na pelicula de
amendoim. A identificagdo destas substancias pelaniagregar valor a estes residuos

industriais, que na atualidade sdo descartadaovai@ia das vezes, no meio ambiente

2.7 Estudo bioguiado

Quando estd em causa a analise de uma dada ativigiedacol6gica num namero
elevado de amostras de material vegetal ou de umaftizmque apresenta elevada
complexidade quimica, a estratégia de pesquisaatoremte adotada comeca pelo estudo
vitro da sua interacdo com um ou mais sistemas biolggigmssirvam de modelo para uma
determinada via biomolecular associada com a atidarmacolégica em estudo.

A evolucdo da robdtica, dos detectores e dos siéstede software para gerir a
integracdo e funcionamento de equipamentos comgplegermitiu o advento ddigh-
throughput screeningpossibilitando a analise de muitas milhares destias num reduzido
espaco de tempo (CASTAGNE; PORSOLT; MOSER, 2008)e E o tipo descreening
levado a cabo pela industria farmacéutica comogdatpartida na busca de novas moléculas
com atividade terapéutica. Neste caso, 0s ensaios modelos animaign vivo aparece
apenas numa segunda fase, ja com vista a confiomagd resultados do estudo
farmacoldgican vitro.

Quando o objetivo do estudo é isolar componentas atividade biolégica, a
realizacdo de um isolamento bioguiado parece semethor opcdo. A técnica do

fracionamento bioguiado em estudos com produtagaiatja tem sido empregada por varios
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pesquisadores (HO; KUMARAN; HWANG, 2009; TEKE et.,aP010; MARTINEZ-
VAZQUEZ et al.,, 2005; ELHADJ et al., 2010), devidgms beneficios a partir de uma
racionalizacdo do processo de isolamento de sudigtarbiologicamente de extratos
quimicamente complexos. A principal vantagem emeséizar o fracionamento bioguiado &
que conforme o fracionamento é realizado e as désdg@bfracfes sdo obtidas, estas podem
ser submetidas a ensaios biolégicos e/ou quimi@s gaber onde a atividade esta
concentrada e, desta forma, seguir trabalhandordgersem as fracdes de interesse, para que
a atividade ndo seja perdida durante o processosalamento. Outras vantagens do
isolamento bioguiado séo:

- Evitar o descarte dos compostos bioativos durastprocessos de fracionamento e
isolamento cromatografico em extrato bruto cujedildade quimica seja grande;

- Economia de solvente e rapidez no isolamentorar ke critérios biolégicos de
inclusédo e exclusao de fragcdes e subfracdes;

- Viabilidade do estudo de substancias bioativasperdutos naturais, que possuem
grande complexidade quimica, uma vez que permiexdusdo de grande numero de

substancias quimicas, sem atividade biologicagptes em fracGes e subfracdes.

2.7.1 Purificacao, fracionamento e isolamento

A metodologia de isolamento dos componentes bostde uma amostra segue
normalmente os seguintes passos:
1 - Preparacéao do material de interesse;
2 - Procedimentos de extracéo;
3 - Cromatografia e/ou quantificacdo dos compdsitstivos;
4 - Procedimentos de isolamento dos compostosimsat

5 - Analise de estrutura por degradacao e/ou tasmnstrumentais

Como alguns flavonoides sao instdveis, como no cdas antocianinas e
procianidinas, € necessario cuidado durante o @maazento e o preparo da amostra. Se o
objetivo é a andlise e a subsequente quantificag@ongelamento em nitrogénio liquido é
aconselhado (RICE-EVANS; PACKER, 1998pmo muitos polifendis ocorrem na forma de

ligagBes com glicosideos ou ésteres, a preparacamdstra deve incluir hidrolise alcalina ou
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acida para liberar as ligacdes fendlicas, antesypms a etapa de extracdo com solventes
(LEE; WIDMER, 1996).

O isolamento e a purificacdo de flavonoides, p@nmgXo, € quase sempre necessario,
pois na maioria das vezes estas substancias sé@ntesidas ou, ndo estdo comercialmente
disponiveis. O material puro pode ser também nédespara avaliacdo de atividades, por
exemplo, atividade antioxidante ou anticarcinog&nau para estudos de biodisponibilidade
em animais, humanos ou em cultura de células (WAASTG ANKLAM, 2000).

No processo de isolamento de polifendis para unbargucaracterizacdo torna-se
necessario remover potenciais interferentes. A ¢dmale interferentes podera ser obtida por
meio de um fracionamento liquido-liquido com umveate ndo miscivel e uma coluna
cromatografica Sephadex LH-20, poliamida, AmberiAD-2 e utilizando-se cartuchos
comercialmente disponiveis (RICE-EVANS; PACKER, 499

As fracbes obtidas sem interferentes podem senidas segundo seu perfil
cromatografico, verificado por CCD. As fracOes @guias, apos terem sua atividade
biologica avaliada, devem ser novamente submetalasromatografia em coluna ou,
dependendo da complexidade da mistura, as técricaatograficas modernas de
isolamento, como cromatografia liquida de altai@ficia semipreparativa (PICCINELLI et
al., 2005; QU et al., 2007; CASTRO et al., 2009;BRAL et al., 2009).

Uma vez que o0s compostos ativos sao isolados,-sev@roceder a elucidacéo
estrutural dos mesmos. Uma ferramenta muito imptatpara a identificacdo rapida de
compostos isolados € a técnica de espectrometriaadsas (UZEL; CETIN, 2005R uso em
conjunto de técnicas espectrais, como infra-vermé@¥) e ressonancia magnética nuclear
(RMN) também tém permitido se propor com seguraneatrutura molecular de substancias
naturais (HAYASHI et al., 2002; CAKIR et al., 2003D0; JAIN; DARAH, 2008; ZHANG
et al., 2009).
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3. OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE ANTIOXIDANTES DE SUBPR ODUTOS
AGROINDUSTRIAIS PELA METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE R ESPOSTA:
ENGACO E BAGACO DE UVA CABERNET SAUVIGNON E PELICUL A DE
AMENDOIM

RESUMO

Atualmente, milhdes de toneladas de subprodutoge@mas no decorrer do processamento
de alimentos pelas agroindustrias. A maior partesdé rica em compostos bioativos e
constitui fonte natural destas substancias, assqoadem ser destinadas para aplicacdes
tecnoldégicas nas industrias de alimentos e farni@eéuEste estudo teve como objetivos
avaliar o conteudo de compostos fenodlicos totaim atividade antioxidante de trés
subprodutos agroindustriais — engaco e bagaco ad\iivs vinifera) da variedade Cabernet
Sauvignon e pelicula de amendoiArdchis hypoga€a—, bem como otimizar o processo de
extracdo de compostos antioxidantes. Os subprodotasy coletados no primeiro semestre
de 2010, congelados e liofilizados. O conteludo aepostos fendlicos totais dos extratos
etanolicos (etanol:agua, 80:20) foi determinado peétodo de Folin-Ciocalteu e o potencial
antioxidante durante a otimizacdo do processo tlagdo foi determinado pelo método de
sequestro do radical DPPH. O processo de otimizagaxtracdo de compostos antioxidantes
foi realizado primeiramente usando modelos univaitapara determinar a influéncia do pH,
a remocao da gordura e o tempo de extracdo em lamhostatizado no teor de compostos
com atividade antioxidante. A seguir, foi realizadlanejamento fatorial®aitilizando como
variaveis a concentracdo do solvente e a temparakeirextracdo. Nesse processo, foram
empregados trés solventes (acetona, etanol e gnogiicol) em cinco concentragdes (39%,
45%, 60%, 75% e 81% em agua v/v) e cinco tempeasit(86C, 35,8C, 50C, 64,2C e
70°C). Na ultima etapa do processo de otimizacdo deagdo, foi feito um experimento
utilizando ultrassom, no qual os solventes acetetamol e propilenoglicol na concentragcéo
de 60% foram mantidos em banho ultrassom por érndascoletada uma aliquota de 1 mL do
extrato a cada 15 min. Nos ensaios univariaveranioobtidos o maior teor de compostos
fendlicos totais e a mais alta atividade antioxidarara os extratos produzidos em meio acido
(pH 1,5), tendo o engaco, o bagacgo de uva e aufelie amendoim apresentado teores de
6,42+0,43, 3,38+0,01 e 6,82+0,10 g AG.100gespectivamente. O tempo de 30 min em
banho termostatizado foi 0 que apresentou a matcagio de compostos antioxidantes. Nos
resultados obtidos a partir da metodologia de $igeede resposta, 0s extratos preparados
com acetona apresentaram as maiores atividades=qdestro do radical livre DPPH. Para os
trés subprodutos avaliados, observou-se maior sequdo radical DPPH com o aumento da
temperatura de extracao e da concentracédo de acéssim, as melhores condi¢des para a
extracdo de compostos com atividade antioxidaraarfaconcentracdo de acetona de 60% e
temperatura de extracdo de’C0O processo de extracdo em banho ultrassom méofo
eficiente para extrair compostos bioativos quanex@acido em banho termostatizado. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram quebgpscoglutos agroindustriais analisados séo
ricos em compostos fenodlicos naturais de altadsde antioxidante e, portanto, devem ser
explorados mais eficientemente pelas industriadideentos e farmacéutica.

Palavras-chave:subprodutos agroindustriais; engaco Cabernet §aonj bagaco Cabernet
Sauvignon; pelicula de amendoim; superficie deossp atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Nowadays, millions of tons of by-products are gatest during food processing in
agroindustrial plants. Most of them are rich indative compoundand constitute natural
sources of these substances, which can be dirgotegchnological uses in food and
pharmaceutical industries. This study aimed atszasg the total phenolic compound content
and the antioxidant activity of three agroindusthg-products — Cabernet Sauvignon grape
stalks and pomaceVitis viniferg and peanut skinAfachis hypogaga—, as well as
optimizing the process of antioxidant compoundatton. The by-products were collected in
the first semester of 2010, frozen, and lyophiliz&dtal phenolic compound content in
ethanolic extracts (ethanol:water, 80:20) was datezd using the Folin-Ciocalteu method
and antioxidant potential during optimization o€ thxtraction process was assessed by the
DPPH radical-scavenging method. The process usegtimize the extraction of antioxidant
compounds was carried out initially using univagiahodels in order to determine the
influence of pH, fat removal, and extraction tim&ng thermostatic bath on the content of
compounds with antioxidant activity. After that2afactorial planning was performed using
solvent concentration and extraction temperatureagisibles. In this process we used three
solvents (acetone, ethanol, and propylene glycolliie concentrations (39%, 45%, 60%,
75%, and 81% in water v/v) and five temperatur€8G335.8C, 50C, 64.2C, and 76C). In

the last phase of the process used to optimizeextraction, we performed an experiment
using ultrasound in which the solvents acetonearaih and propylene glycol at 60% were
maintained in ultrasound bath for 1 h and aliqut$ mL of extract were collected every 15
min. In the univariate experiments, we obtainedhighest total phenolic compound content
and antioxidant activity of the extracts producedcidic medium (pH 1.5), since the grape
stalks and pomace and peanut skin presented 642+@.38+0.01, and 6.82+0.10 ¢
GA.100g", respectively. The period of 30 min in thermostdiath produced the highest
extraction of antioxidant compounds. As to the ltssabtained using the response surface
method, the extracts prepared with acetone presehee highest DPPH radical-scavenging
activities. For the three by-products assessed hserged higher DPPH radical-scavenging
activity as the extraction temperature and acetmmeentration increased. Therefore, the best
conditions for the extraction of antioxidant compds were acetone at 60% and extraction
temperature of AT. The extraction process using ultrasound bath nedsas efficient to
extract bioactive compounds as the thermostatib. bBihe results obtained in this study
showed that the agroindustrial by-products analyaedrich in natural phenolic compounds
with high antioxidant activity and, therefore, stibbe explored more efficiently by food and
pharmaceutical industries.

Key words: agroindustrial by-products; Cabernet Sauvignonp@rastalks; Cabernet
Sauvignon grape pomace; peanut skin; responseceygatioxidant activity.
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3.1 INTRODUCAO

A agroindustria tem se expandido cada vez mais gemader a crescente demanda
populacional por alimentos. No Brasil, somente nan@iro semestre de 2010, este
crescimento foi de 6%, resultado bem superior dim@mo mesmo periodo de 2009 (-5,3%).
(IBGE, 2010). Dentro desse contexto, o Brasil, ceum economia fortemente baseada no
agronegocio, contribui para a geracdo de uma granaentidade de subprodutos
agroindustriais resultantes das atividades de psateento. Esses subprodutos, em muitas
situacdes, representam um grave problema, poiem@tearente sem aplicacdo viavel, sdo
descartados diretamente no meio ambiente. Dessainmaruma utilizagdo eficiente,
econdmica e segura para 0 meio ambiente, estasmtio cada vez mais importante.

Embora ainda represente um campo cientifico quegaate pesquisas, alguns estudos
tém demonstrado a presenca de propriedades biagdgim muitos residuos agroindustriais,
bem como varios potenciais de aplicagdo (MOURE1208YAPRAKASHA et al, 2003;
OZKAN et al, 2004; GONZALEZ-PARAMAS et al 2004; BALASUNDRAM et al, 2006;
AMIN E MUKHRIZAH, 2006; MAKRIS et al, 2007; DEL VALLE et al., 2007).

Dentre os diversos subprodutos gerados, o residudtidinicultura possui um valor
estimado em 130.000 toneladas/ano (GOMEZ-PLAZA; MNO; LOPEZ-ROCA, 2006),
considerando-se apenas a producgdo brasileira. Alléste, outro subproduto importante,
gerado pelo processamento do amendoim, apreserdapuoducdo mundial expressiva,
estimada em 750.000 toneladas/ano (SOBOLEV; COQg4R

Os subprodutos agricolas contém uma variedade gixies biologicamente ativas,
como compostos fendlicos antioxidantes, que na nmaidas vezes s&o descartados
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Estes fenélas apresentam um grande
potencial para agregacédo de valor econémico, complieacdo como aditivos naturais em
alimentos e uso para elaboracao de alimentos foaisi@ue previnem doencas.

Em subprodutos da industria vinicola ja foram idmaidos e quantificados os
seguintes flavondis monoméricos e procianidinas)-cétequina; (-)-epicatequina; (-)-
epicatequina 3-O-galato; procianidinas diméricascipnidinas diméricas esterificadas com
acido galico, procianidinas triméricas, procianadinriméricas esterificadas com acido galico,
bem como antocianinas (ANASTASIADI et al., 2010;NSBAMARIA et al., 2002; AMICO
et al., 2008; PASSOS et al., 2007; DE FREITAS gt1898; FLAMINI, 2003; GABETTA
et al., 2000; HAYASAKA et al., 2003; REED; KRUEGERESTLING, 2005; SANTOS-
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BUELGA et al., 1995). Procianidinas tetrameras eleentes de uva ja foram completamente
separadas e identificadas (FULEKI; SILVA, 1997){retanto, procianidinas com elevado
grau de polimerizacdo tem sido ainda objeto dedestiMONAGAS et al., 2003).

A pelicula oriunda do processamento de amendoirtéooaté 17% de procianidinas,
mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros; proaratinas oligoméricas, sendo que
também foram identificados flavonoides, acidos fiené (KARCHESY; HEMINGWAY,
1986; YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2005; 2006; NEPOTE; GRSO; GUZMAN, 2005;
O’KEEFE; WANG, 2006; LOU et al., 1999; LOU et a004; BALLARD et al., 2009;
2010).

Os compostos antioxidantes obtidos de subprodugrsinalustriais podem nao
somente aumentar a estabilidade de alimentos,mpblgdo da peroxidacao lipidica, mas em
humanos ou animais podem proteger biomoléculag@wss moleculares como membranas
e ribossomos de danos oxidativos (OLIVEIRA et 2009. Muitas destas substancias
bioativas presentes naturalmente em frutas e \sgetasim como Nnos seus respectivos
subprodutos, exibem, além da atividade antioxidani@ntimicrobiana, propriedades anti-
alergénicas, anti-aterogénicas, anti-inflamatériasti-trombéticas, bem como, efeitos
cardioprotetivos e vasodilatadores (BENAVENTE-GARGHt al., 1997; MIDDLETON et
al., 2000; PUUPPONEN-PIMIA et al2001; MANACH et al., 2005; BALASUNDRAM et
al., 2006). Aliado as contribuicdes a saude, estegpostas também apresentam significativa
importancia para a esfera industrial, ja que ososidfantes sintéticos mais usados pela
industria de alimentos como o BHA (butil-hidroxisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o
TBHQ (terc-butilhidroquinona) tém despertado pre@gfio quanto as doses de seguranca e
toxicidade (BALASUNDRAM et al., 2006).

Diversos métodos e sistemas de solventes tém sddos para a extracdo de
compostos fendlicos de produtos vegetais (CHAVANASIDI; NACZK, 2001), visando
determinar a sua capacidade antioxidante (GOLI; BEBA; SAHARI, 2004). O tipo de
solvente e a polaridade podem afetar a transfex&heielétrons e de atomos de hidrogénio,
que é aspecto-chave na medida da capacidade datitei A presenca de compostos nao
antioxidantes nas solugdes testadas também pothe afe resultados (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006). O rendimento da extracdo degetanto do solvente utilizado
(GRAY et al., 2002; YU et al., 2002; SUN et al.08) quanto do método aplicado, que pode
ser baseado em mecanismos quimicos diferentes. ddémndimento, ha grande variacdo na

composicao do extrato em fungéo do sistema solwiitsado (MOURE et al., 2001).
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A otimizagdo de um processo por analise de supesfite resposta € baseada no
planejamento fatorial. Consiste em um grupo dei¢ésnaplicadas ao estudo empirico das
relacbes entre uma ou mais respostas (como renitineeprodutividade), que possam ser
medidas analiticamente, e um namero de variavegshttada que possam ser controladas. Por
meio dessas técnicas pode-se avaliar como umastaspoma regido de interesse é afetada
por um conjunto de variaveis de entrada (BARROS QEX al., 1996; CURRALERO,
2000).

Sabe-se do elevado potencial biolégico de subposdagroindustriais, constituindo
assim uma fonte rica e barata de compostos bigatesta forma, um destino mais nobre
deve ser dado a esses materiais pela extracdobdtscias com propriedades bioldgicas,
principalmente compostos fendlicos, o que permitiedagregar valor a estes subprodutos, os
quais muitas vezes sao descartados diretamenteincambiente.

O engaco e bagaco de uva da variedade CabernagSaue pelicula de amendoim
foram selecionados para o trabalho de otimizac8adadi¢ces de extracdo, pois partindo de
um universo de aproximadamente 40 subprodutos ratysiriais — trabalho realizado
anteriormente no laboratorio de Bioquimica — e$sesm 0s que apresentaram as melhores
atividades antioxidantes. Desta forma, justificatsea estudo mais aprofundado destes
subprodutos, com vistas a um posterior trabalhis@amento e elucidagédo dos compostos de
maior atividade antioxidante para uma possivelcapéio pelas industrias de alimentos e/ou
famacéutica, bem como a geracéo de patentes Imassile

Portanto, o objetivo deste estudo foi utilizar e&odelogia de superficie de resposta
para determinar as condi¢des Otimas para a extteg@ompostos fendlicos antioxidantes dos
subprodutos bagaco e engaco de uva da variedadernéabSauvignon e pelicula de

amendoim.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta das amostras

As amostras do bagaco e engaco de uva da vari€tiuernet Sauvignon foram
coletadas na vinicola Miolo em Bento Gongalves,n@$rimeiro semestre de 2010. Apos a
coleta, os subprodutos foram imediatamente acardidos em caixas refrigeradas e

transportados até o Laboratorio de Bioquimica.
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A pelicula de amendoim foi fornecida pela CAP Agduistrial (Dumont — SP) no
primeiro semestre de 2010, sendo produzida pelepso de blancheamento. Neste processo
a pelicula é separada do endosperma (grao) pornanirde temperatura, 0 que promove a
expansdo do grao. Na sequéncia, a temperaturaxadédaom ar frio, ocorrendo a contragao,
e a pelicula se solta do endosperma com auxiliordprocesso de abrasao (lixamento).

No laboratorio de Bioquimica e Andlise Instrumentid Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, os subgutos foram limpos, congelados e

submetidos ao processo de liofilizagéo.

3.2.2 Testes de extracao univariaveis

3.2.2.1 Influéncia do pH e remocé&o de gordura na noentragdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante

3.2.2.1.1 Extrato etandlico (80%)

Os extratos alcodlicos dos subprodutos foram fa&itogriplicata, com o emprego do
solvente etanol:agua (80:20 v/v). Inicialmente pes® 1 grama de cada residuo liofilizado e
moido e, entdo, adicionou-se 10 mL de solventexttagdo foi conduzida em ultrassom, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Decowitempo, o extrato foi centrifugado a
5000 x g durante 15 minutos e o sobrenadanteadilipara as analises subsequentes.

3.2.2.1.2 Extrato etandlico (80%) acidificado

Os extratos alcodlicos acidificados dos subprodiati@sn feitos em triplicata, com o
emprego do solvente etanol:agua (80:20 v/v). Feage 1 grama de cada residuo liofilizado e
moido e, entdo, adicionou-se 10 mL do solvente.sEguida o extrato foi acidificado com
HCI 0,1M até pH 1,5. Apos isto, a extracdo foi amrida em ultrassom, a temperatura
ambiente, durante 15 minutos. Decorrido o tempextwato foi centrifugado a 5000 x g

durante 15 minutos e o sobrenadante utilizado gmemnalises subsequentes.
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3.2.2.1.3 Extrato etandlico (80%) desengordurado

Neste caso, antes de se realizar o processo @e&xtra amostra foi desengordurada
com 10 mL de hexano em ultrassom, durante 15 nsnlim seguida o hexano foi retirado
por meio de filtracdo, e, o extrato preparado eplidata com o emprego do solvente
etanol:dgua (80:20 v/v). Para o preparo dos esrgiesou-se 1 grama do residuo
desengordurado e moido e, entdo, adicionou-se 10dod solventes. A extracdo foi
conduzida em ultrassom, a temperatura ambientantiudl5 minutos. Decorrido o tempo, o
extrato foi centrifugado a 5000 x g durante 15 noawe o sobrenadante utilizado para as

analises subsequentes.

3.2.2.1.4 Extrato etandlico (80%) desengorduradoaxidificado

A amostra foi primeiramente desengordurada confateserito no item 3.2.1.3. Em
seguida, o extrato foi preparado em triplicata @emprego do solvente etanol:agua (80:20
v/v). Inicialmente pesou-se 1 grama de cada resitkgengordurado e moido e, entéo,
adicionou-se 10 mL dos solventes. Em seguida atexfoi acidificado com HCI 0,1M até
pH 1,5. Apés isto, a extracdo foi conduzida emagtom, a temperatura ambiente, durante 15
minutos. Decorrido o tempo, o extrato foi centrddg a 5000 x g durante 15 minutos e 0

sobrenadante utilizado para as analises subsegquente

3.2.2.2 Influéncia do tempo de extracdo em banho rteostatizado na atividade

antioxidante

A segunda etapa do experimento consistiu na detag&o do melhor tempo para a
extracdo de compostos antioxidantes. A extracafeifia com a mistura solvente etanol:agua
(80:20), utilizando diferentes tempos que variadenl5 a 45 minutos, em banho-maria a
70°C.
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3.2.3 Planejamento experimental completo 22 paraiatizagao das condi¢coes de extragédo

Um planejamento experimental? 2foi realizado utilizando-se dois fatores,
concentracdo do solvente e temperatura de extr&®Emiveis das variaveis independentes

estudadas neste planejamento experimental congstio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Niveis das variaveis independentes adtsdo planejamento experimental
completo 2 para a otimizacdo da extracéo

*

Fator o -1 0 +1 +a
Porcentagem 38,9 45 60 75 81,1
Solvente
Temperatura 30 35,8 50 64,2 70
(’C)
“a=1,41

Os resultados obtidos no planejamento experiméotam analisados pelo programa
Statistica 5.0.

3.2.4 Avaliagéo do tempo de ultrassom na extracaeaompostos bioativos

Ainda com o objetivo de se avaliar a eficiénciaemracdo dos compostos bioativos
dos residuos, um ultimo experimento foi realizadon cultrassom. Foram utilizados os
solventes etanol, acetona e propilenoglicol na eotnacdo de 60%, a qual foi selecionada
apOs analise dos resultados obtidos no planejamexperimental. A cada 15 minutos,
durante uma hora, foi entdo coletada uma aliquetd anL do extrato para avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método do DPPH. O teshp@xtracdo que apresentou o melhor
resultado na atividade antioxidante foi comparanio os resultados obtidos no item 4.2.3. A
partir desses resultados foi feita a escolha diwonghétodo, entre banho termostatizado e

ultrassom, para a extracdo de compostos antioxdslant
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3.2.5 Andlises fisico-quimicas dos extratos dos subdutos, fracdes, subfracdes e

compostos isolados

3.2.5.1 Espectrofotometria na regido ultravioleta-givel

A determinacéo do espectro de absorcao foi reaizsadundo o método descrito por
Silva et al. (2007). Os espectros de absorcéo giaadJV-visivel foram determinados na

faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm.

3.2.5.2 Anélise de compostos fendlicos totais

A andlise do teor de compostos fendlicos totaisfédda de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau descrito fiagleton et al. (1999), utilizando acido
galico como padréao. Os extratos dos subprodut@snfatiluidos 1:10 e uma aliquota de 0,5
mL da amostra diluida foi transferida para um tabm tampa de rosca e adicionado 2,5 mL
do reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua 1Al®istura permaneceu em repouso por 3 a
8 minutos. Em seguida foi adicionado 2 mL de caalbmde sédio 4% e os tubos deixados em
repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorb&ocimedida em espectrofotometro a 740
nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas mesmadicbes e o0s resultados dos

compostos fendlicos totais foram expressos conmuoaglico.

3.2.6 Avaliacéo da atividade antioxidante

3.2.6.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da capacidade sequestrante pelo métoddi BRFaseia no principio de
que o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), sendo uadical estavel de coloracéo violeta, aceita
um elétron ou um radical hidrogénio para tornam®@ molécula estavel, sendo reduzido na
presenca de um antioxidante e adquirindo uma cgoramarela. Na forma de radical, o
DPPH possui uma absorcdo caracteristica a 517nendgsaparece a medida que ele vai
sendo reduzido pelo hidrogénio doado por um armtaoxe (MENSOR et al., 2001). Para a

determinacao da atividade antioxidante, a mistareed¢ao constituida pela adicdo de 500
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dos extratos e/ou padrbes, 3,0 mL de etanol 999 €/B00uL do radical DPPH em solucéo
de etanol 0,5mM, foi incubada por #tinutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz
A atividade sequestrante do radical DPPH foi detsada na forma de Atividade

Antioxidante (AA), de acordo com a equacao:

AA%) :100_(((Aa— Ab)xlOO)j

Onde: Ac

Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbancia do branco
Ac = absorbancia do controle negativo

O controle negativo foi feito substituindo-se ourak do extrato por igual volume do
solvente utilizado na extragdo. O branco foi pragarsubstituindo o volume da solugéo de
DPPH por igual volume de solvente.

3.2.7 Anélise Estatistica

O delineamento experimental para todos os ensaias ifiteiramente casualizado. Os dados
foram analisados pelo programa SAS para a deteg@inda andlise de variancia. A separacao entre
as médias foi realizada usando-se o teste de Tadtayum nivel de confianca de 95%.

Para a analise da metodologia de Superficie deoRespoi utilizado o software
Statistica 5.0. O planejamento fatorial compostotreé usou o método de regressado dos
guadrados minimos para ajustar os dados ao modaldratico. O modelo quadratico para

cada resposta foi o seguinte:
Y = Bo +X Bi Xi + X BiXi® + T BiXiX;

Onde Y é a resposta predif®; € uma constantgd; € um coeficiente lineaf}j é o
coeficiente quadratico f}; € o coeficiente de interagdo das variaveis i e;je X; sdo as
variaveis independentes. A adequacdo do modeldefgrminada pela avaliacdo da falta de
ajuste, coeficiente de determinacdd)(R o valor do teste de Fisher (valor F), obtidas d
analise de variancia (ANOVA) que foi gerada pelétveare. As Superficies de Resposta
foram determinadas para cada solvente e a sigmifiéstatistica do modelo foi determinada
a 5% de probabilidade. & 0,05).



83

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Subprodutos vinicolas e pelicula de amendoim

As amostras de bagaco e engaco de uva tinta dadade Cabernet Sauvignon foram
coletadas de uma vinicola localizada na cidade ef@dBGoncalves, RS, onde foi possivel
acompanhar todo o processamento, enquanto qudcalpaedle amendoim foi fornecida por
uma Agroindustria processadora de amendoim, l@ddino estado de S&o Paulo.

O transporte dos pontos de coleta até o LaborameioBioquimica e Andlise
Instrumental (ESALQ/USP) — onde foram realizadaaragises — foi feito sob refrigeracao, e
em seguida, esses residuos foram congelados,zhafis, homogeneizados, pesados e
armazenados a -48. A Figura 22 ilustra o aspecto dos subproduttssatte serem triturados

e homogeneizados para a realizacdo das analises.

Figura 22 - Aspecto dos subprodutos coletadosP@lcula de amendoim, (B) Bagaco Cabernet Sauvig@n
Engaco Cabernet Sauvignon
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3.3.2 Espectrofotometria na regido do ultravioletassivel

Os extratos etandlicos brutos dos trés subprodapossentaram pico de absorcao
maxima em 280 nm (Figura 23). Os compostos ferglide modo geral, apresentam o pico
de absorcao da luz ultravioleta na faixa de 256@ rin (MARKHAM; THOMAS, 1970).
Segundo Mabry; Markham; Thomas, 19%0 classe de flavondides é a que absorve no
comprimento de onda de 280 nm, entre as subclassés,é o comprimento de onda
caracteristico das catequinas e procianidinassetade compostos possivelmente presentes
nesses subprodutos estudados (LOU et al.,, 2004; EAPOORN et al., 2009;
ANASTASIADI et al., 2010).

Para a realizacdo da varredura, os extratos foilutdas na proporcdo de 1:200,
mesma concentracdo utilizada para a realizacdotekiss de atividade antioxidante e
determinacdo do teor de compostos fendlicos. PRortaapesar dos extratos brutos
apresentarem coloragdo caracteristica intensa, apdsicdo mostraram-se incolores, 0 que
possibilitou uma andlise segura por métamterimétricos, como no caso da determinacao da

atividade antioxidante, que utiliza o comprimengcothda de 517 nm.

& Pelicula de amendoim L Bagaco
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Figura 23 - Espectros de absorcdo na regido UVeligR00 a 600 nm), dos extratos alcodlicos brudes
pelicula de amendoim, bagaco e engaco de uva Gatsanvignon
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3.3.3 Avaliacéo da influéncia do pH e do process@ democao de gordura com hexano

no teor de compostos fendlicos totais e atividadet@oxidante

A primeira etapa no processo de otimizacdo daaektr de compostos antioxidantes
dos subprodutos agroindustriais foi o desenvolvimate um ensaio univariavel, onde as
amostras foram submetidas a diferentes tratamedgoextracdo com a finalidade de se
observar a influéncia do pH e também do processem®cido de gordura da amostra. Os
tratamentos foram divididos da seguinte maneira:

e extratos com etanol:agua (80:20 v/v);

» extratos com etanol:agua (80:20 v/v) e acidificaalp$i 1,5 com HCI 0,1M;

* extratos com etanol:agua (80:20 v/v) previamensenigordurados com hexano;

» extratos com etanol:dgua (80:20 v/v) previamengenigordurados com hexano
e posteriormente acidificados a pH 1,5 com HCI Q,1M

A escolha do pH a ser testado foi feita em fungédrabalhos prévios da literatura,
que indicavam o valor de 1,5 como sendo o melhma paextracdo de compsotos fendlicos.
Lafka, Sinanoglou e Lazos (2007) realizaram expemim com bagaco de uva variando o pH
de 3,5 a 1,5 e a eficiéncia maxima no rendimentextiacao foi obtida com pH 1,5. Baublis,
Decker e Clydesdale (2000) também verificaram atonela atividade antioxidante de
fracbes aquosas de farelo de trigo em condi¢desondwidas, provavelmente devido a
alteracdo da composicao de fendlicos.

3.3.3.1 Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenodlicos encontrados nostestrsubmetidos a extragcdo em
meio acido; previamente desengordurados e aciddgavariaram significativamente para o
engaco e bagaco. J4 a pelicula ndo apresentoerdifesignificativa entre os tratamentos
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos totais deas de bagaco e engaco de uva e
pelicula de amendoim (g AG.108geso seco)

Extracéo Fendlicos Totais (g AG.10bgubproduto)
Engaco Bagaco Pelicula
Etanol 80% 4,64+137b 2,07+£1,03b 6,51 + 336
Acido (pH 1,5) 6,42 +0,43 a 3,38+0,01a 6,82+0,10a
Desengordurado 4,68 £0,28b 1,85+1,86b 6,748& a
Desengordurado/acido 6,10 + 1,93 a 3,22+0,02a 6,94+1,80a

Valores representam as médias + desvio padrdo n =3
Médias das colunas seguidas de letras diferentesigdificativas em nivel de 5% (Teste de Tukey,pS]

Estes resultados demonstram que o processo ddicagdo da amostra aumenta a
extracdo de compostos fendlicos, e que somenteocesso de remocdo da gordura ndo
apresenta o mesmo efeito. Rockenbach et al. (266dyntraram valores de compostos
fendlicos em bagacos de uva da variedadenat e Ancelota,extraidos com etanol 70%,
acidificados e desengordurados, de 559 e 5,86gl00§' respectivamente. Goktiirk
Baydar, Ozkan e Sagdi¢ (2004) encontraram em sesiantbagaco de uva, teores de
compostos fendlicos totais de 4,54 g AG.100 g—fred® seco , quando o sistema de extracao
foi acetato de etila:metanol:agua (60:30:10) 5@ AG.100 g-1 quando o solvente foi etanol
a 95%.

Yu et al. (2005) avaliaram influéncia da remocéo plelicula de amendoim sobre o
conteudo de compostos fendlicos totais, utilizaredanol como solvente. . Os teores
encontrados foram de 8,99¢; 1,6g e 12,59 AG.I0(ygando foram usados os métodos de
remocao direta (com as maos), blancheamento eiawpreo a 175 C respectivamente.

O teor de compostos fendlicos totais obtido nesteatho de 6,7 g AG.100'para a
pelicula de amendoim blancheada (Tabela 2), fob peénos trés vezes maior que 0s
encontrados por por Yu et al. (2005) e Yu et @06), onde as condi¢cdes de blancheamento
nao foram especificadas.

Francisco e Resurreccion (2009) avaliaram a capdeidantioxidante e o teor de
fenolicos totais na pelicula de amendoim de trégedades submetidas ao tratamento de
aquecimento. Os teores de compostos fendlicostegaiaram de 10,1 a 28,0 g AG.100 g
para a variedade Runner, 10,6 a 14,8 g AG.1b@ara a variedade Virginia 9,5 a 13,6 g

AG.100 ¢' para a variedade Spanish. Estes valores sdo maloregie o encontrado no
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presente trabalho, porém os tratamentos empregatdasemocao da pelicula do endosperma
foram diferentes.

Por tudo isto, varios autores concordam que namssiyel se desenvolver um método
universal que seja adequado para a extracéo de tsdoompostos fendlicos, pois existe uma
diversidade de estruturas quimicas muito grandepjeofaz com que ocorra uma grande
variacdo de sensibilidade desses compostos asgéesdile extracdo (ANTOLOVICH et al.,
2000).

3.3.3.2 Atividade Antioxidante

Devido ao grande de numero de amostras geradas {pék subprodutos durante a
otimizacdo do processo de extracdo, 0 método deestq do radical DPPH foi o escolhido
para se monitorar a atividade antioxidante, pote éssimples, rapido, reprodutivel e de
amplo uso na literatura cientifica especializada.

Os resultados da avaliacdo do efeito do pH e degéo de gordura dos extratos
alcodlicos dos subprodutos sobre a atividade adaoxe estdo mostrados nas Figuras 24, 25
e 26.
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Figura 24 - Atividade antioxidante (%) pelo métatimsequestro do radical DPPH da pelicula de amenddi
(pelicula EtOH 80%), PA (pelicula acidificada), Rizlicula desengordurada) e PDA (pelicula desengadad
e acidificada). Os extratos foram avaliados na eotracao de 500 pug/mL

Médias seguidas de letras diferentes sao signifasaem nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05) n =3.
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Figura 25 - Atividade antioxidante (%) pelo métatiosequestro do radical DPPH do engaco de uvaxdag¢e
EtOH 80%), EA (engaco acidificado), ED (engaco dgesedurado) e EDA (engaco desengordurado e
acidificado). Os extratos foram avaliados na cotregéo de 500 pg/mL. Médias seguidas de letrasedifes
séo significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey,@5) n =3.
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Figura 26 - Atividade antioxidante (%) pelo métaiipsequestro do radical DPPH do bagaco de uvaaBa@@
EtOH 80%), BA (bagaco acidificado), BD (bagaco dgsedurado) e BDA (bagago desengordurado e
acidificado). Os extratos foram avaliados na cottegfo de 500 pg/mL. Médias seguidas de letrasedifes
sdo significativas em nivel de 5% (Teste de Tukdy,@b)

De acordo com os resultados mostrados acima, poderficar que a pelicula de
amendoim e o engaco (Figuras 24 e 25), foram osredbtos que apresentaram as maiores
porcentagens de sequestro do radical DPPH, assithéta como os maiores teores de
compostos fendlicos (Tabela 2). O processo de fmeidéo aumentou a extracdo de
compostos com atividade biolégica, sendo que noatexde bagaco foi possivel observar
diferenca significativa entre os tratamentos (Fag@6). Existe uma grande variedade de
classes de compostos fendlicos presentes no balgagwa, incluindo a dos flavondides,
como por exemplo, as antocianinas. As antocians@astambém compostos fendlicos que
apresentam a alta instabilidade

Uma caracteristica marcante das antocianinas edttande que em solu¢des aquosas
apresentam diferentes estruturas em funcéo do pKLQ@ISTA et al., 1998; FLESCHHUT et
al.,, 2006; HEREDIA et al.,1998). Em meio extremataeacido (pH entre 1 e 2), as

antocianinas apresentam coloracéo intensamentmeNeda devido ao predominio da forma
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cation flavilico (AH+). E possivel que o processe dcidificacdo tenha aumentado a
estabilidade destas, conforme observado para tasnieatos BA (bagaco acidificado) e BDA
(bagaco desengordurado e acidificado) (Figura 26).

Portanto, e com vistas a se padronizar extracateslsubprodutos, foi escolhido o
processo de producdo de extratos que utiliza dfiaaigho do meio a pH1,5. Este foi o
processo que proporcionou 0s maiores teores deastogpfendlicos e também as melhores

atividades antioxidantes.

3.3.4 Avaliacéo do tempo de extracdo no teor de f@icos e atividade antioxidante

Na segunda etapa do processo de otimizacdo dac&ate, com o objetivo de se
definir qual o tempo de extracdo mais apropriada par utilizado na superficie de resposta,
os extratos acidificados foram extraidos com etagoh (80:20), em banho termostatizado a
70°C em trés tempos diferentes: 15, 30 e 45 minutosséguida foram avaliados quanto o

teor de compostos fendlicos totais e atividadeoaitante.

3.3.4.1 Teor de compostos fendlicos

Pode-se observar que para o engaco de uva, o Bumertempo de extragdo nao
resultou em um aumento no teor de compostos fasolitabela 3). Ja para o bagaco foi
observado aumento na extracdo dos compostos dessge quando estes ficaram mais tempo
submetidos a acdo da temperatura, sendo inclussentadas diferencas significativas com
o aumento do tempo de 15 para 45 minutos. Difemsenée, a pelicula de amendoim
apresentou o maior teor de compostos fendlicosdpanbmetida somente aos primeiros 15

minutos de extracao.
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Tabela 3 - Teor de compostos fendlicos totais deats de bagagco e engaco de uva e
pelicula de amendoim (g AG/108geso seco) em funcdo do tempo de extracdo em banho
termostatizado

Tempo de extracao Fendlicos Totais

Engaco Bagaco Pelicula
15 minutos 6,01 £0,47 a 260+112b 8,48+1,58a
30 minutos 6,08+245a 284+165ab 8,18+0,33Db
45 minutos 6,65 +4,03a 3,01+£1,02a 799+1,02b

Valores representam as médias + desvio padrd@® n =
Médias das colunas seguidas de letras diferentesigidificativas em nivel de 5% (Teste de Tukey,p5p
3.3.4.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de bagaogaeo e pelicula, avaliados na

concentracdo de a 250 pg/mL, estdo apresentad&sguass 27, 28 e 29.

100,00
= 90,00
=

=
2
E 2 F
= 40,00
B
§ 30,00
Zz
£ 20,00
= 10,00
0,00 :

a
15 min 30min 45 min
Tempo de extragdo {min)

Pelicula

Figura 27 - Atividade antioxidante (%) pelo métatibsequestro do radical DPPH da pelicula de amendos
extratos foram avaliados na concentragcédo de 25alug/
Médias seguidas de letras diferentes séo signifasem nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05) n=3.

100,0
90,0 Engago
80,0
70,0

b a,b a
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40,0 |
30,0 |
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Tempo de extra¢do (minutos)

Figura 28 - Atividade antioxidante (%) pelo métatbosequestro do radical DPPH do engaco de uvaxtédos
foram avaliados na concentracdo de 250 pg/mL.
Médias seguidas de letras diferentes séo signifasaem nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05) n=3.
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Figura 29 - Atividade antioxidante (%) pelo métattosequestro do radical DPPH do bagaco de uvaxt@das
foram avaliados na concentracdo de 250 pg/mL.
Médias seguidas de letras diferentes sao signifasaem nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05) n=3.

O extrato etandlico da pelicula de amendoim ndesamtou diferenca significativa da
atividade antioxidante entre os tempos avaliadmgu(& 27). No entanto, o engaco e o bagaco
apresentaram diferenca estatisticamente signifecato tempo de 15 minutos e 45 minutos
(Figuras 28 e 29).

Yu et al. (2005) analisaram pelicula de amendoieneontraram elevado teor de
fendlicos, que variou de 9,0 a 12,5 g AG/160glém de alta atividade antioxidante. Esses
autores concluiram que os resultados encontradagrara de acordo com o tratamento
empregado na remocado da pelicula, bem como dorgeluélizado na extragdo. Rockenbach
et al. (2008) avaliaram a influéncia do solventeeraacdo de compostos antioxidantes em
extratos de bagaco de uva e concluiram que o siswolvente utilizado na extracéo
influencia diretamente no contetdo de fendlicoaisptantocianinas e atividade antioxidante
dos extratos. Compostos fendlicos totais foram aredixtraidos com acetona (50 e 70%),
enquanto que as antocianinas foram melhor extramasetanol (50 e 70%).

Comparacao similar pode ser feita para os extemjastestados, pois o tempo ideal de
extracdo variou tanto para os compostos fendlic@ty para a atividade antioxidante, ou
seja, o melhor tempo de extracdo para compost@ides ndo foi 0 mesmo para a atividade
antioxidante. Devido a esta incompatibilidade, apde por acompanhar o processo de
otimizacdo de extracdo somente pela atividade ad#nte, pois 0 objetivo principal do
trabalho € a extracao, fracionamento e isolameatocochpostos com esta propriedade. Como
nem sempre existe uma correlacéo positiva entireorode compostos fendlicos e a atividade
antioxidante, a superficie de resposta apresemtamdo variavel dependente somente a
porcentagem de sequestro do radical DPPH.

Portanto, para a realizacdo da metodologia de fcipeile resposta e baseando-se nos
resultados obtidos, optou-se por trabalhar comxtrates acidificados a pH 1,5 e tempo de

extracdo de 30 minutos em banho termostatizado.
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3.3.5 Superficie de resposta

Nos estudos de extracdo de compostos bioativostia g subprodutos de origem
vegetal, diversos solventes e condigbes vém sa&stladbs na tentativa de se encontrar o que
apresente a melhor capacidade de extrair compostosatividade biologica (BALLARD et
al., 2009; BALLARD et al., 2010; YU et al., 2005ARVELA et al., 2009; LIYANNA-
PATHIRANA; SHAHIDIDI, 2005). No entanto, ndo existem modelo universal que
descreva as melhores condi¢cdes que devem ser eadpsed planejamento experimental €
uma ferramenta que auxilia na otimizacdo do pracess extracdo, sendo utilizado para
analise de processos em que diversas variaveiar@tptias (fatores) influenciam uma
variavel dependente (resposta), permitindo a iflemtéo de relacbes matematicas e
estatisticas entre niveis pré-determinados dagwasi (THOMPSON, 1982).

Desta forma, aplicando um delineamento estatidicdipo fatorial e analise de
superficie de resposta, foi possivel predizer quaklhor solvente e a faixa ideal de trabalho
em que foi obtida a maxima extracdo de compostos atvidade antioxidante para os

subprodutos de interesse.

3.3.6 Planejamento Experimental

A otimizacao da extracdo dos compostos com atieidéoldgica do engaco, bagaco e
pelicula de amendoim foi realizada fixando a awid@édo do extrato a pH 1,5 e tempo de
extracdo de 30 minutos em banho termostatizadopldnejamento fatorial’2onsistindo de
11 ensaios foi empregado, incluindo trés replicataponto central e utilizando dois fatores
como variaveis independentes: a concentracdo deerdel e a temperatura de extragao,
enquanto a variavel dependente foi a porcentageatividade antioxidante. Trés solventes
foram testados: acetona, etanol e propilenogli@d. niveis das variaveis independentes
estudadas neste planejamento experimental congstio apresentados na Tabela 1.

Em superficie de resposta, as variaveis naturass tsisformadas em variaveis
codificadas que séo definidas como adimensionais, um zero no ponto médio e a mesma
propagacédo ou desvio padrdo. Equacdes de regnessfipla foram geradas relacionando a
resposta da variavel dependente, com os niveidicambs das variaveis independentas.

Tabela 4 mostra o planejamento fatorial com seulsres reais e codificados para cada
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ensaio. Os valores utilizados para a andlise dédn@a e geracdo da superficie de resposta

foram os codificados.

Tabela 4 - Planejamento fatorial composto centain valores reais e codificados para o
estudo do efeito das varidveis na porcentagemividate antioxidante

Ensaio Composicéao do solvente (% v/v) Temperafi@h (
1 75 (+1) 64,2 (+1)
2 45 (-1) 64,2 (+1)
3 75 (+1) 35,8 (-1)
4 45 (-1) 35,8 (-1)
5 38,9 (-1,41) 50 (0)
6 81,1 (+1,41) 50 (0)
7 60 (0) 30 (-1,41)
8 60 (0) 70 (+1,41)
9 60 (0) 50 (0)
10 60 (0) 50 (0)
11 60 (0) 50 (0)

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores das\tagens de atividade antioxidante

obtida para cada ensaio. Os valores em negritaséepeticdes no ponto central. A partir dos

resultados de atividade antioxidante obtidos pa@acsubproduto, foi feita a Analise de

Variancia dos dados, e, na sequencia geradas edisigs de resposta e graficos de contorno.
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Tabela 5 - Dados experimentais para a respostavildade antioxidante total dos extratos de
engaco, bagaco e pelicula de amendoim sob difereatelicdes de extracdo, apresentadas na
Tabela 4

Ensaio EE” EA®™ EP* BE® BA® BP" PE% PA™ PP

1 53,58 72,28 64,78 4550 61,76 50,86 50,94 86,00 55,90
2 55,24 69,54 63,94 46,03 5825 51,86 50,00 79,41 49,87
3 55,66 68,03 59,54 40,87 58,81 46,59 52,35 90,56 50,84
4 55,99 67,40 61,06 41,37 53,69 40,85 48,20 82,02 49,70
5 57,07 66,72 60,89 41,82 57,07 42,58 48,82 82,02 48,02
6 56,57 68,83 64,53 41,85 61,51 50,50 52,90 91,94 53,62
7 60,40 65,88 64,95 4396 5841 51,86 53,45 83,32 53,12
8 63,14 73,71 64,86 48,07 68,23 58,87 54,47 84,70 55,52
9* 99,73 69,67/ 66,64 46,35 61,90 51,50 5525 79,58 55,77
10* 60,90 69,04 6596 46,60 63,66 54,69 54,94 8552 57,66
11* 60,40 73,97 6858 46,84 63,89 55,14 56,43 86,74 59,81

2EE (Engaco Etanol)’> EA (Engaco Acetona): EP (Engaco Propilenoglicolf; BE (Bagaco Etanol)? BA
(Bagaco Acetona);BP (Bagaco Propilenoglicol§;PE (Pelicula Etanolf: PA (Pelicula Acetona);PP (Pelicula
Propilenoglicol); * Repeticdes no ponto cenfraixtratos diluidos a 500 ug/mL

3.3.6.1 Modelo Experimental para o Engaco

Os modelos quadréaticos gerados para os solvengtsnac propilenoglicol e etanol
nao foram significantes (p>0,05), ou seja, a faestudada nao provocou diferenca
significativa entre os termos.

Karvela et al. (2009) realizaram estudo de otinédpada extracdo de compostos
fenolicos de engaco de uva de trés diferentesdades. Nos ensaios as variaveis foram o pH,
concentracdo de etanol e tempo de extracdo. Oseautoncluiram que uma concentracéo
intermediaria de etanol (entre 45 e 50%) com valanéermediarios de pH (entre 2 e 3)
fornecem os melhores rendimentos na extracdo dopasios de interesse.

Apesar dos solventes acetona, propilenoglicol amattndo apresentarem efeitos

significantes na faixa estudada, foi possivel agingjue o solvente que apresentou a maior
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eficiéncia na extracdo de compostos com capacidaii@xidante foi a acetona (Tabela 5). A
acetona pode ser considerada o solvente ideabpatiacao dos compostos de interesse, pois
ainda admite que a extracdo possa ser realizadgenar concentracédo de solvente (38,9%) e
menor temperatura (30) ou ainda nas mesmas condicGes ideais para aaEsisnbprodutos,

sem perda na eficiéncia.

3.3.6.2 Modelo Experimental para a Pelicula

Os valores da ANOVA para o modelo de regresséaorgtieada peliculamostrou que
a atividade antioxidante foi significante (p< 0,@blando o etanol foi utilizado como solvente
extrator. Os modelos quadraticos gerados para rexe® propilenoglicol ndo foram
significantes (p>0,05).

A varidvel concentracdo quadrética (Q) e linear dpjesentaram efeito negativo e
significativo nas faixas estudadas a 95% de niealahfianca. Este resultado indica que uma
diminuicdo na variavel concentracédo (Q) e (L) p@decasionar um aumento na atividade

antioxidante (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito das variaveis temperatura e aaragio do planejamento fatorial completo
22 do solvente etanol no residuo pelicula de amendoim

Fatores Limite de Limite de
Efeito Desvio t(2) p confianca  confianca
padréo (-95%) (+95%)
Média 55,55* 0,4539 122,39 0,000067 53,60 57,50
Linear
Temperatura 0,46 0,5570 0,82 0,496971 -1,94 2,85
Concentragdo  2,72* 0,5574 4,88 0,039474 0,32 5,12
Quadratico
Temperatura -2,61 0,6652 -3,93 0,059022 -5,48 0,25
Concentragédo  -5,73* 0,6665 -8,64 0,013139 -8,63 -2,89
Temp. x conc. -1,60 0,7861 -2,04 0,177974 -4,99 1,78

* Fatores significativos no limite de confiancaGté
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A Tabela 7 apresenta a analise de variancia (ANOW#ljzada para a validacéo
estatistica e verificacdo da adequacédo do modelafoGne a Tabela 7 foi possivel constatar
gue o valor de F calculado foi 2,15 vezes maiorvgier F tabelado, indicando que o modelo
de segunda ordem € estatisticamente significatiyweditivo, e descreve as respostas em

funcdo das variaveis analisadas.

Tabela 7 - Analise de variancia no estudo do efdd® variaveis temperatura e concentracao
do solvente etanol na atividade antioxidante dicplkel de amendoim

Fonte de Variacdo = Soma Quadréatica Graus de Média Teste F
(SQ) Liberdade Quadratica
Regressao 52,48 2 26,24 9,61
Residuo 22,10 8 2,76
Falta de ajuste 20,87 6 3,48 5,70
Erro puro 1,23 2 0,61
total 74,58 10

Coeficiente de determinacdoijR0,70
F tabelado (regressao/residyey..s=4,46; F calc/F tab = 2,15
F tabelado (falta de ajuste/erro pyigk.= 19,33

O teste F da razdo Média Quadratica da falta dd#edMédia Quadratica do erro puro
(MQr/MQgp) para avaliar se 0 modelo estava bem ajustaddsen@acdes, mostrou que 0
valor F estava quase quatro vezes menor que atiihedpresentando um erro baixo, o que
indica que ndo ha falta de ajuste.

A Equacéo 2, gerada a partir dos valores codifisafim utilizada para se obter as

superficies de resposta e gréaficos de contorna(&ig0).

Atividade Antioxidante% = 54,32 + 2,72 x Concentragéo — 4,97 x Concentfa(@a. 2)
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Figura 30 - Superficie de resposta e graficos d#ocoo do efeito da concentracdo do solvente etanol
temperatura na porcentagem de atividade antiox@édamtextratos de pelicula de amendoim

As melhores atividades de sequestro do radical DRFEIM obtidas quando a
concentracdo do solvente etanol esteve entre T8 Em relacdo a temperatura, a mesma
nao exerceu influéncia no aumento da extracao upastos com atividade antioxidante.

Apesar do solvente acetona e propilenoglicol nfieseentarem diferenca significativa
entre os termos nas faixas estudadas, a acetormadoivente que apresentou extracdo de
compostos com as maiores atividades antioxidarteatividade de sequestro do radical
DPPH apresentada pela acetona foi proxima de 80%uadto o solvente etanol e
propilenoglicol apresentaram atividade na faix&8& a 60% (Tabela 5). Também no caso
da pelicula, é possivel trabalhar com o0s niveiss nrderiores das varidveis ou ainda em
condi¢cbes determinadas para os demais subprodetogperda na eficiéncia.

Ballard et al. (2009) realizaram estudo de otigépada extracdo de compostos
fendlicos e compostos com atividade antioxidanta papelicula de amendoim, utilizando a

superficie de resposta. Foram avaliados trés gmelsemetanol, etanol e agua. Os autores
concluiram que para a extragdo de compostos codaate antioxidante, o melhor solvente
foi 0 metanol na concentracdo de 30%, 52, 30 minutos, seguido pelo etanol e 4gua.

Em trabalho mais recente, Ballard et al. (201@liakam a extracdo de fendlicos da
pelicula de amendoim pela utilizagdo micro-ondaemcluiram que uma poténcia de 90%,
durante 150 segundos de irradiacdo e 1,5 gramaléulp sdo as condigbes ideais para a

extracdo de compostos com atividade antioxidantdiaala pelo método ORAC.
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3.3.6.3 Modelo Experimental para o Bagaco

O bagaco, diferentemente dos demais subprodutosiaekis, mostrou modelo de
regressao significante (p< 0,05) para os trés stégetestados: etanol, propilenoglicol e
acetona.

Para o solvente acetona as variaveis temperataomaentracédo (L) e concentracao
(Q) apresentaram efeito significativo. JA para olemtes etanol e propilenoglicol as
variaveis significativas foram temperatura (L) @centracéo (Q) (Tabela 8).

Tabela 8 - Efeito das variaveis do planejamentoritat completo 2 do bagaco para os
solventes acetona, etanol e propilenoglicol

Fatores Acetona Etanol Propilenoglicol
Média 63,17* 46,60* 53,80*
Linear
Temperatura 5,36* 3,78* 6,31*
Concentracao 3,74* -0,25 3,99
Quadratico
Temperatura -1,44 -0,81 -0,12
Concentracao -5,52* -5,04* -9,05*
Temp. x conc -0,80 -0,015 1,98

* Fatores significativos no limite de confianca5é

Os coeficientes de regressao (Tabela 9) fornecesamodelos matematicos abaixo,
sendo que o Rapresentou um bom valor, indicando bom ajuste oldetio, principalmente no
caso do solvente etanol {R 0,95), o que mostra que mais de 95% das variasées
explicadas pelo modelo. Para a construcdo das @egslianatematicas foram considerados
apenas os fatores significativos (Tabela 12). AsaEfes 3, 4 e 5 foram geradas para a
acetona, etanol e propilenoglicol respectivameatpartir dos valores codificados, e foram

utilizadas para a obtencao das superficies desesparaficos de contorno.
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Tabela 9 - Coeficiente de regressdo do planejanfatidal completo 2considerando apenas
os valores significativos no limite de confian¢a9®éso

Fatores Acetona Etanol Propilenoglicol
Média 4,78 38,54 36,13
Linear
Temperatura 0,1886 0,1332 0,2223
Concentragao 1,4850
Quadratica
Temperatura
Concentracgéao -0,0113 -0,00019 0,00086
R 0,80 0,95 0,72

Atividade antioxidante (%) = 4,776748 + 0,188628 x temperatura + 1,485034 x

concentracdo —0,011337 x concentrégéo (Eq. 3) acetona

Atividade antioxidante (%) = 38,54463 + 0,13328 x temperatura — 0,00019 x cdregio
(Eq. 4) etanol

Atividade antioxidante (%) = 36,13098 + 0,22232 x temperatura + 0,00086 X cur&gao
(Eq. 5) propilenoglicol

A Andlise de Variancia (ANOVA) dos modelos de reg@o quadratica para a
acetona, etanol e propilenoglicol, mostrou que odetos foram significantes (p<0,05) com
valores de F de 9,23; 79,18 e 9,22 respectivam€rabela 10). Também n&o houve
significancia na falta de ajuste, calculada pel&ioaMQ./MQep (p>0,05) em cada um dos
trés modelos. Estes dados indicam que os modeldsenpser usados para predizer as
respostas. Os coeficientes de regressdo néo esaatisnte significativos a 95% de nivel de

confianca foram excluidos do modelo, sendo incagbas no residuo total.
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Tabela 10 - Analise de variancia no estudo doceeftats variaveis temperatura e concentracao
dos solventes acetona, etanol e propilenoglicaltivedade antioxidante do bagaco de uva

Acetona Etanol
Fonte SQ gl MQ F SQ gl MQ P
Regresséo 12449 3 4150 9,23 63,64 2 31,82 79,18
Residuo 31,48 7 4,50 3,21 8 0,40
Falta de ajuste 29,11 5 582 4,91 3,09 6 0,51 8,59
Erro puro 2,37 2 1,18 0,12 2 0,06
Total 155,97 10 66,86 10
Propilenoglicol
Fonte SQ g.l MQ F
Regressao 202,71 2 101,35 9,22
Residuo 82,40 8 10,30
Falta de ajuste 74,52 6 12,42 3,15
Erro puro 7,88 2 3,94
Total 285,10 10

®F tabeladg gs, 3.7=4,35 F calc/F tab = 2,12
aF tabelad%y95;5;2: 19,30

PF tabeladQ es. ».5=4,46 F calc/F tab = 17,75
b F tabeladQ’gae;g: 19,33

°F tabeladg gs; 26=4,35 F calc/F tab = 2,12
¢ F tabelad(b’g5;6;2: 19,33

Os modelos foram utilizados para construir as igees de resposta e graficos de
contorno. A Figura 31 mostra os efeitos da tempesaé concentracdo dos solventes na

porcentagem de atividade antioxidante
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Analisando a Figura 31 é possivel concluir querdetds faixas estudadas, os maiores
valores para a atividade antioxidante apontam para maior temperatura (65 a’@) nos
trés modelos. Com relacdo a concentracdo do selvarfaixa de concentracdo otima para a
acetona foi entre 65% e 70% (Figura 31A). No casetdnol, a concentragao do solvente nao
influenciou a extracdo de compostos com atividatgxdante, apresentando em toda a
faixa estudada (38,9% a 75%) uma boa extracaoaupastos com atividade (Figura 31B).
Para o propilenoglicol a extragdo maxima € consleguiquando o solvente apresenta
concentracéo igual ou superior a 60% (Figura 31C).

Assim como aconteceu para os outros subprodutgagere pelicula de amendoim, o
solvente acetona também extraiu a maior quantiddee compostos com atividade
antioxidante no bagaco. Quando se compara os sattreatividade (Tabela 5) observa-se
uma média de 85% para acetona, 55% para o et&T8bgara o propilenoglicol.

Desta forma, conclui-se que o solvente mais apdprpara a extragdo de compostos
bioativos, para posterior fracionamento e isolamelesses subprodutos, € a acetona. Como a
superficie de resposta para a acetona foi geradaaspquando o bagaco foi estudado,
decidiu-se utilizar a melhor condi¢édo obtida (608tsdlvente e 70°C) e, assim, aplica-la para
todos os subprodutos.

Merece destaque o fato que nenhum trabalho dezaipdo da extracdo de compostos
com atividade antioxidante dos subprodutos aqudestos foi publicado até o momento com
0s solventes acetona e propilenoglicol. Por iascomparacéo dos resultados foi realizada

com base em estudos semelhantes.

3.3.7 Extracdo em ultrassom

Com o objetivo de avaliar se a técnica de ultraspossui maior seletividade para a
extragcdo de compostos de interesse, e, ainda enteseda acdo da temperatura poderia
degradar os compostos presentes nos subprodutasjassras foram submetidas a extracao
ultra sénica em temperatura ambiente. Os trés s@lgeanteriormente testados (acetona,
etanol e propilenoglicol) e o tempo de extracd@rforas variaveis. Foram testados quatro
tempos (15 min, 30 min, 45 min e 60 min) e uma eatracdo de 60% para todos os
solventes analisados, pois foi a concentracdo quesentou os melhores resultados no

planejamento fatorial.
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Os extratos obtidos foram avaliados quanto a i@ade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH. As Figuras 32, 33 eltram os resultados para o engago,

pelicula de amendoim e bagaco, respectivamente.
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Figura 32 - Porcentagem de atividade antioxidaht&la para o extrato de engaco testado com trgerseks em
quatro tempos diferentes. Valores representam dmamé =3
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Figura 33 - Porcentagem de atividade antioxidaht&la para extrato da pelicula de amendoim testadotrés
solventes em quatro tempos diferentes. Valoregseptam as médias, n =3
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Figura 34 - Porcentagem de atividade antioxidabtela para o extrato de bagaco testado com ttésrdes
em quatro tempos diferentes. Valores representanédgs, n =3

De acordo com as Figuras 32, 33 e 34 é possiviicaerque o tempo ndo exerceu
influéncia na extragdo dos compostos com atividaakxidante. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os tempos testgdwa nenhum dos solventes em nenhuma
amostra. Estes resultados indicam que 15 minutostedmpo suficiente para extracdo dos
compostos bioativos se a técnica de extracao eassdtm for a escolhida.

Apesar da variavel tempo ndo ter exercido infligénta extracdo, os solventes
avaliados apresentaram diferencas na eficiénciexttacdo (Tabela 11). Para realizacdo da
comparacao de médias, foram utilizadas as ativedlatiedas em 15 minutos de extracdo em

ultrassom.

Tabela 11 - Porcentagem de atividade antioxidaoteextratos preparados pela técnica de

extracdo por ultrassom no tempo de 15 minutos

Solventes Tempo (15 minutos)

Bagaco Engaco Pelicula
Acetona 60% 65,44 a 63,33 a 64,26 a
Etanol 60% 49,52 b 62,86 a 57,44 a,b
Propilenoglicol 60% 61,65 a 61,47 a 57,52 b

Valores representam as médias + desvio padrd@® n =
Médias das colunas seguidas de letras diferentesigidificativas em nivel de 5% (Teste de Tukey,p5p

Foi possivel observar que para o subproduto engacgolventes ndo apresentaram

diferenca significativa na extracdo de compostoatbios. No caso do bagaco, os solventes



105

acetona e propilenoglicol apresentaram as mellexgacdes de compostos com atividade
antioxidante, e, para a pelicula os melhores fa@oetona e etanol.

Carcel et al. (2010) compararam a eficiéncia deaedio em banho ultra sénico e em
banho somente com agitacdo mecanica, em diferemg®s, para engaco de uva e folhas de
azeitona. A atividade antioxidante foi avaliadaopehétodo FRAP. No caso do engaco de
uva, concluiram que a extracdo sob agitacdo mexdvicrealmente mais eficaz, com
atividade de 9327 umol trolox/L contra 6113 umoldx/L, apds 180 minutos de extracdo em
banho ultra sénico.

Para a finalizacado do processo de otimizagéo ttagéo, foi feita a comparacéo das
médias da porcentagem de atividade antioxidanidasbha superficie de resposta (repeticao
dos pontos centrais) com as médias obtidas no tetegth minutos em ultrassom (Figura
35). O solvente utilizado para esta comparacaa &metona, jA que 0 mesmo mostrou-se mais

eficiente em ambos 0s ensaios.

Engaco

Ultrassom . . =T
MSR - - - =

Pelicula

Ultrassom =
MSR =

Bagaco

Amostras / Tratamentos

Ultrassom @
MSR aH

0] 20 40 60 80 100

% Atividade Antioxidante

Figura 35 - Porcentagem de atividade antioxidahtela para os subprodutos, comparando os resultditions
na extragdo em ultrassom e a extracéo em banhogttizado (Metodologia de Superficie de Respot&R)

De acordo com os resultados apresentados na RB§urmi possivel concluir que a
extracdo dos subprodutos possui maior eficiéncando realizada em banho termostatizado
utilizando temperatura. A técnica de ultrassom apede também extrair compostos
antioxidantes, ndo possui a mesma eficiéncia chenbo, com excecao para o bagaco.

Vérios estudos tém mostrado que 0s passos nossaroento, como o tratamento de

aguecimento, podem liberar compostos fendlicosamee$ residuais, rendendo assim um
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maior conteudo de compostos bioativos. O tratamdataquecimento ja foi relatado como
sendo efetivo para aumentar o conteudo de fendiatas em cascas de amendoim ( LEE et
al., 2006), pelicula de citrus (JEONG et al. 2084)xtratos de sementes de uva (KIM et al.,
2006)

Os resultados deste trabalho corroboram com odtades de trabalhos da literatura,
pois as maiores atividades de sequestro do rddRRBH foram obtidas quando a temperatura
foi utilizada. Isto provavelmente se deve a malmerhcdo de compostos fendlicos da matriz
onde o solvente interage.

Para o estudo de fracionamento e isolamento deastos bioativos, optou-se pelo
subproduto pelicula de amendoim, pois foi o subpimdjue apresentou o maior teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pekiooio de sequestro do radical DPPH
(Tabelas 3 e 5).

3.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que as condi¢cOesxtlac@ empregadas para 0s
subprodutos agroindustriais bagaco e engaco deeuwelicula de amendoim influenciam
grandemente no teor de compostos bioativos;

A utilizacdo de extratos acidificados a pH 1,5 aotmea extracdo de compostos
fendlicos e compostos com atividade antioxidante;

A elevada correlagao obtida no modelo polinomiaselgunda ordem para o bagaco de
uva permitiu selecionar a melhor condicdo de e&@trade compostos com atividade
antioxidante, que foi obtida com o sistema solveatetona: agua 60:40, com uma
temperatura de 7@, por um periodo de 30 minutos;

A extracdo dos subprodutos agroindustriais em badahmoostatizado com sistema
solvente acetona:agua 60:40, por 30 minutos’a&C7@oi mais eficiente quando comparado a

extracdo em banho ultrassom utilizando o mesmaestdvsob temperatura ambiente.
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4. ISOLAMENTO BIOGUIADO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DE
PELICULA DE AMENDOIM

RESUMO

A pelicula de amendoim € um subproduto que posgndg quantidade de compostos
fendlicos, os quais sdo responsaveis por variasdaties biolégicas, como atividade
antioxidante, por exemplo. Existem poucos estudobteratura que demonstram a atividade
antioxidante da pelicula de amendoim e em nenhuas dei feito o isolamento bioguiado
dos compostos responsaveis por esta atividade.tfast@ho teve como objetivos realizar o
fracionamento e o isolamento bioguiado de compagios atividade antioxidante da pelicula
de amendoim utilizando técnicas cromatograficagx@ato bruto da pelicula de amendoim
foi primeiramente purificado utilizando resina Amlide XAD2, originando as fracdes
metanolica (Fr-Met) e aquosa (Fr-Aqu). Ap0s a a@lo da atividade antioxidante das
fracOes pela técnica de sequestro dos radicais DPRIBTS e a determinacdo do perfil
quimico por cromatografia liquida de alta efice{E€&AE), a Fr-Met, a fracdo mais bioativa,
foi recromatografada em coluna gel Sephadex LHy2fando 123 subfragdes, as quais foram
reagrupadas, apos analise de cromatografia em eadeldada (CCD), em 18 subfracdes.
Essas subfracdes foram avaliadas quanto a atividatiexidante e, por apresentar elevada
atividade antioxidante, a subfracdo 10 foi subnaet isolamento dos compostos pela
técnica de CLAE semipreparativa. Dois compostoanfoisolados e denominados composto 1
e composto 2. O composto 1 foi 0 mais potente,septando capacidade de sequestro do
radical DPPH, em termos destCde 18,25 pg.nit, e reducéo do Béde 7,59 mmol F&.g %,
valores maiores do que os do antioxidante sintéBetl. Os resultados de atividade
antioxidante avaliada pelo método ABTS mostrarae @eomposto 1 (6,54 mmol TEAC.g
') possui atividade préxima a padrées naturais @ounhecida atividade, como quercetina e
catequina. Por meio da técnica de ressonancia miegnéuclear (RMN), foi possivel
identificar o composto 1 como epicatequinf-0—7, 43—6)-[epicatequina-(@—8)]-
catequina e 0 composto 2 como epicatequifias@—7, 43— 8)-[epicatequina-(@—8)]-
catequina-(4—8)-epicatequina, ambos pertencentes a classe dastpcianidinasA forte
atividade antioxidante apresentada pelos compasdtedos da pelicula de amendoim torna
este subproduto uma importante fonte de composioatils naturais com potencial
aplicacao na industria de alimentos.

Palavras-chave: isolamento bioguiado; pelicula de amendoim; afigal antioxidante;
cromatografia semipreparativa.
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ABSTRACT

Peanut skin is a by-product presenting high condémthenolic compounds, responsible for
several biological activities, such as antioxidactivity, for instance. Few studies are found
in the literature that demonstrate antioxidantvagtiof peanut skin and in none of them
bioguided isolation of the compounds responsibtetlics activity was performed. The goals
of this study were to carry out bioguided fractiboia and isolation of the compounds
responsible for antioxidant activity in peanut sksing chromatographic techniques. Peanut
skin crude extract was initially purified using Aerbte XAD2 resin, generating methanol
(Met-Fr) and aqueous fractions (Aqu-FAfter evaluating the antioxidant activity of these
fractions using the DPPH and ABTS radical-scaveggiethods, as well as determining their
chemical profile by high performance liquid chroography (HPLC), Met-Fr, which
presented the highest bioactivity, washromatographed on a Sephadex LH-20 gel column,
generating 123 subfractions, which were regroupééy thin-layer chromatography (TLC),
into 18 subfractions. These subfractions were assleas to their antioxidant activity and
subfraction 10 underwent isolation of compoundsgishe semipreparative HPLC technique.
Two compounds were isolated and named compoundd ampound 2. Compound 1 was
the most potent, presenting DPPH radical-scavenggtiyity, in terms of I, of 18.25
ng.mLY, and F&" reduction of 7.59 mmol Bég?, values that are higher than the synthetic
antioxidant BHT. The results of antioxidant activievaluated by the ABTS radical-
scavenging method showed that compound 1 (6.54 rifBAIC.gY) has activity similar to
natural standards with known activity, such as getn and catechin. Using the nuclear
magnetic resonance (NMR) technique we identifiechmound 1 as epicatechinp0—7,
48—6)-[epicatechin-(—8)]-catechin and compound 2 as epicatechfi+AD—7, 4—38)-
[epicatechin-(—8)]-catechin-(40—8)-epicatechin, both belonging to the proantocianid
class. The strong antioxidant activity presentedh®ycompounds isolated from peanut skin
show that this by-product is an important sourcenafural bioactive compounds with
potential use in food industries.

Key words: bioguided isolation; peanut skin; antioxidant atyi semipreparative HPLC
chromatography.
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4.1 INTRODUCAO

O amendoim possui grande atrativo como alimentoxeelentes propriedades
nutricionais. O estado de S&o Paulo é o maior poodacional desta oleaginosa, tendo como
um dos maiores poélos consumidores a regido Nordestgpoossui uma producao regional de
10.000 toneladas/ano, insuficiente para atendqariosipais mercados de consumo como a
Bahia, Sergipe, Ceara, Pernambuco e Paraiba (SANGOSNDIM; FREIRE, 2006).

Estima-se que para uma producdo de amendoim den#fhdes de toneladas (safra
mundial 1999/2000), a média do conteudo de peligetada seja de 2,6%, 0 que corresponde
a 750 mil toneladas. O valor comercial da peliculde aproximadamente US$ 12-20 por
tonelada, o que a torna um subproduto de baixa (@OBOLEV, COLE, 2004).

A literatura tem demonstrado muitos beneficios @eaassociados ao consumo de
amendoim, incluindo protecdo contra doencas caadmyares (FELDMAN, 1999), protecéo
contra doenca de Alzheimer (Peanut-Institute, 2@20ibicdo do cancer (AWAD et al.,
2000). Estes beneficios estdo relacionados primegrde ao fato de que amendoins nao
contem acidos graxosrans (SANDERS; McMICHAEL, HENDRIX, 2001), enguanto
apresenta elevados teores de acidos graxos marlonsgturados (KRIS-ETHERTON et al.,
1999), micronutrientes como vitamina E, folato, emais (potassio, magneésio e zinco), fibras
e fitoquimicos, especialmente resveratrol (SANDER&EMICHAEL, HENDRIX, 2001,
SOBOLEV; COLE, 1999), dentre outros compostos fieonsl

As partes comestiveis consistem da semente e lpeliBupelicula apresenta uma
coloragdo marrom, sabor adstringente e € normaémentovida antes do consumo. A técnica
mais utilizada no processo de remocéo da pelicuiantgendoim é a de blancheamento, onde
o amendoim com pelicula é submetido ao aumenterdpdratura, 0 que provoca a expansao
do grdo. Em seguida, é submetido a diminuicdo depeeatura com ar frio, levando a
contracdo. A pelicula se solta do endosperma (gedg)a etapa seguinte, € retirada por
abrasao (lixamento). Todas as etapas sao realigadasontato manual (MARTINS, 2006).

A pelicula de amendoim €& rica em compostos fen®lieo outros compostos
promotores da saude. Compostos fendlicos sédo recwmiis como antioxidantes naturais e
tem sido muito estudados por apresentarem uma afaigka de propriedades bioldgicas,
como atividade anti-alergénica, anti-inflamatoriagntimicrobiana, antioxidante,
antitrombdtica, cardioprotetor e efeitos vasodidatas (BENAVENTEGARCIA et al., 1997,
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MANACH; MAZUR; SCALBERT, 2005; MIDDLETON; KANDASWAM,
THEOHARIDES, 2000; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001).

Nepote, Grosso e Guzman (2002) verificaram queliayte de amendoim contem
aproximadamente 150 mg de fendlicos totais por grdm pelicula seca e desengordurada.
Seis procianidinas do tipo A foram identificadas phou et al. (1999). A pelicula de
amendoim apresenta até 17% de procianidinas, man8meimeros, trimeros, tetrameros;
proantocianidinas oligoméricas, sendo que tambérforjam identificados flavonoides e
acidos fendlicos (YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2005; 2006MEPOTE; GROSSO;
GUZMAN, 2005; O'KEEFE; WANG, 2006; LOU et al., 2008ALLARD et al., 2009;
2010).

Estes poucos estudos mostram que a pelicula dedameé uma fonte de baixo custo
e potencialmente rica em ingredientes funcionaisom atividades biol6gicas como os
compostos fendlicos.

O objetivo deste estudo foi realizar isolar bieglamente compostos com atividade

antioxidante da pelicula de amendoim por meio t&ncromatograficas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta das amostras

A amostra de pelicula de amendoim foi fornecida @AP Agroindustrial (Dumont
— SP) no primeiro semestre de 2010, sendo prodpaidede blancheamento. Neste processo
a pelicula é separada do endosperma (grao) pornaoirde temperatura, 0 que promove a
expansédo do grdo. Na sequéncia, diminui-se a teyparcom ar frio, ocorrendo a contracao,

e a pelicula se solta do endosperma com auxiliordprocesso de abraséo (lixamento)

4.2.2 Preparo do extrato bruto da pelicula de amermim (EB)

O extrato bruto da pelicula de amendoim foi preg@@m o emprego da mistura de
solventes acetona:agua (60:40 v/v). Inicialmentsopese 20 gramas do subproduto
liofilizado e moido e, entdo, adicionou-se 200 e sblvente. Em seguida, o extrato foi

acidificado com HCI 0,1M até pH 1,5. Apos isto, dracdo foi conduzida em banho
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termostatizado a 7G, por 30 minutos. Decorrido o tempo, o extratockemtrifugado a 5000
X g por 15 minutos, filtrado e concentrado em resperador a 3& até evaporacdo completa
da acetona. Na sequencia, a amostra foi liofilizagl@ remocéo da agua e o concentrado

sélido, utilizado para a purificacédo e analisessghentes.

4.2.3 Purificacdo do EB em resina Amberlite XAD 2

Para a remocdo de interferentes quimicos da amagiero gramas do material
liofilizado, obtido conforme item 2.2, foram pesadodiluidos em metanol / agua (5:65 v/v),
acidificados a pH 2 e misturados com 30g de reamaerlite XAD2 (Supelco, Bellefonte,
PA — poros de 9 nm e particula de 0,3-1,2mm). Naesgcia, o extrato junto com a resina foi
homogeneizado durante 10 minutos, e em seguidastarenempacotada em uma coluna de
vidro (25 x 2 cm).

A coluna foi eluida com 100 mL de agua acida pBa® mL de agua destilada pH 7,
e em seguida, com 300 mL de metanol (Alencar, R@2netanol recolhido foi evaporado
sob baixa pressédo a temperatura de 36°C. A fragiosa resultante foi congelada e em
seguida lioflizada. Ambas as fragbes (metandlieguesa) foram testadas quanto a atividade

antioxidante.

4.2.4 Fracionamento em gel Sephadex LH-20

O fracionamento da fracdo de maior atividade amanmte foi realizado com o gel
lipofilico Sephadex LH-20. Para a montagem da alwom base na metodologia descrita
por Alencar (2002), foram pesados 7,0 g do gefjumss foram misturados com metanol. A
mistura foi entdo colocada em uma coluna de vidooeenpacotamento feito apenas com a
forca da gravidade. A coluna preenchida com o gebpia 30 cm de altura por 1,5 cm de
diametro.

A fracdo metandlica (Fr-Met), obtida pela purifidgagem resina Amberlite XAD2, foi
utilizada para o preparo de uma solucao onde faliagolvidos 150 mg em 2 mL de metanol.
Na sequencia, a solucao foi aplicada no topo daeadle gel Sephadex LH-20, e, apds a total
penetracdo da amostra no gel, foi realizada aduwem metanol. A vaz&o da coluna foi de

53 gotas por minuto e as fracdes foram retiradeada 1 minuto, por meio de um coletor
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automatico de fracdes. As subfracdes obtidas fa@raaliadas por cromatografia em camada
delgada, onde foram utilizados como reveladorascéek de anisaldeido sulfurico e DPPH.

A atividade antioxidante das subfracdes foi biodaipelos métodos de DPPH e ABTS.

4.2.5 Isolamento e identificagdo dos compostos binas

As subfracdes provenientes da etapa 5.3.4 que empaeam maior potencial
antioxidante foram recromatografadas em um cromatdgliquido de alta eficiéncia
preparativo, utilizando uma coluna semipreparafigdent PREP-ODS (H) (250 x 20 mm).
A fase movel utilizada foi agua (solvente A) e aadtila (solvente B), com vazao constante
de 6 mL/min. O gradiente iniciou com 20% do soleeBtaté 30% de B em 30minutos, 55%
de B em 35 minutos e 20% de B em 40 minutos. Areoliei mantida a uma temperatura
constante de 3C. Os picos dos compostos eluidos foram recolh@uosum coletor de
fracbes acoplado ao sistema de cromatografia Bgajdentédo, testados quanto a atividade
antioxidante pelos métodos do DPPH, FRAP e ABT&ld&an foram analisados pela técnica

de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), para edigéio das estruturas quimicas.

4.2.6 Analises fisico-quimicas do extrato bruto dpelicula de amendoim (EB), fracdes,
subfracdes e compostos isolados

4.2.6.1 Espectrofotometria na regiao ultravioleta+givel

A determinacdo do espectro de absorcéo foi reaizsadundo o método descrito por
Silva et al (2007). Os espectros de absorcdo na regiao Uveliforam determinados na

faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm.

4.2.6.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada BjofrEB¢Bes, subfracbes e
compostos isolados foram realizadas em cromatsadieasilica gel 60 F254 (Merck Co.),

conforme descrito por Alencat al. (2007). Aliquotas de 40 pL foram aplicadas naal&
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tempo de desenvolvimento dos cromatogramas foi pi®xenadamente 30 minutos,
utiizando como fase moével o sistema solvente &mwetade  etila:
cloroférmio:metanol:adgua:acido acético (85:15:4:%/v). As cromatoplacas foram
visualizadas sob luz ultravioleta, nos comprimemt®®nda de 254 e 366 nm, antes e apos a
revelacdo com anisaldeido sulfdrico com aquecimarnt@0°C por 5 minutos (TANAKA et
al., 2005).

4.2.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia enfase reversa (CLAE-FR)

As analises por CLAE em fase reversa do EB, frac8ebfracbes e compostos
isolados bioativos foram feitas de acordo com mn@tescrito por Francisco e Resurreccion
(2009), com algumas modificagGes. Vinte microlitdescada amostra foram injetados em um
cromatografo liquido acoplado a um detector dengrde fotodiodos e uma coluna de fase
reversa C18250 x 4,6 mm), com tamanho de particula derd A fase maovel utilizada foi
agua / acido formico (0,1%, v/v) (solvente A) e tanérila / acido férmico (0,1% v/v)
(solvente B), com vazao constante de 1 mL/min. &lignte iniciou com 5% do solvente B
até 7% de B em 7minutos, 17% de B em 75 minutd% d& B em 110 minutos, 70% de B
em 117 minutos, 100% de B em 124 minutos e 5% d&mB129 minutos. A coluna foi
mantida a uma temperatura constante dé@8& os cromatogramas foram processados
utilizando “software” especifico. Os compostos foram identificados pe$pectro de
absorcédo na regido ultravioleta, utilizando os mexsi do detector de arranjo de fotodiodos,
pela comparacdo do tempo de retencdo e cocrombBéodeapadrbes. Neste trabalho, foram
utilizados padrées auténticos de acido galico, apigtequina, catequina, epicatequina,
epigalocatequina galato, acido p-cumarico, acidalit®, resveratrol, procianidina Bl e

procianidina B2.

4.2.6.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)2

Para as andlises de RMN o0s compostos bioativosadiesl foram secos em
rotaevaporador para remogédo completa do solvenémtép, redissolvidos em GDD. Os

2 Esta analise foi feita em parceria com a USP de Ribeirdo Preto.
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espectros de RMN d&H e °C foram obtidos em um espectrémetro a 500 e 100 ,MHz
respectivamente. Como padrao interno sera utilizastametilsilano (TMS) (FREIMUND et
al., 2003).

4.2.7 Avaliacao da atividade antioxidante

4.2.7.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

4.2.7.1.1 Porcentagem de atividade antioxidante

A medida da capacidade sequestrante pelo métoddd RABeia-se no principio de
gue o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), sendo uadical estavel de coloracéo violeta, aceita
um elétron ou um radical hidrogénio para tornam®@ molécula estadvedendo reduzido na
presenca de um antioxidante e adquirindo coloragdarela. Na forma de radical, o DPPH
possui uma absorcdo caracteristica a 517nm, gqupalese a medida que ele vai sendo
reduzido por um elétron doado por um composto mididmte (BRANDWILLIANS,
CUVELIER, BERSET, 1995). A reacdo foi realizada emtroplacas com 96 pogos. A
mistura de reacdo foi constituida pela adicdo deubbOdo EB, fracOes, subfracdes ou
compostos isolados com 170 uL do radical DPPH dut&o de etanol 60 uM e incubada por
45 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigdurla A atividade antirradical foi

determinada na forma de Atividade Antioxidante (Apgla equacéao:

1)

o6 = 100- [ (Aa= AD)X100
AA%) =100 ( e )

Onde:

Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbancia do branco

Ac = absorbancia do controle negativo

O controle negativo foi feito substituindo-se ourak do extrato por igual volume do
solvente utilizado na extragdo. O branco foi pragarsubstituindo o volume da solucdo de

DPPH por igual volume de solvente.
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4.2.7.1.2 Valor EGo

O EGsofoi considerado como a concentragdo minima nedagsdta o extrato, fracdes
e compostos isolados reduzirem em 50% o radicalFHDPRial da reacdo. Os valores do
ECso (ug/mL) foram calculados por regressao linear doBagrjem que o eixo das abscissas
representou a concentracdo dos extratos e o esxordanadas a atividade antioxidante (%)

calculada segundo a equacéao descrita no item 2.7.1.

4.2.7.1.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2 ramiis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico foi feita conforme metodologia dé@scpor Re et al., (2007). O radical
ABTS™ foi formado pela reagdo de ABTS 7mM com persulfdéo potassio 14 OmM,
incubados & temperatura de 25 °C e no escuratéutd - 16h. Uma vez formado, o radical
foi diluido com etanol até a obten¢éo do valor losogbancia de 0,700 + 0,200 a 734nm. Em
ambiente escuro, um volume de 3,0 mL da solucamadieal ABTSe + foi acrescentado a
30uL de cada diluicdo dos extratos e as absorlwnaias apdés seis minutos em
espectrofotometro a 734 nm, utilizando etanol PcAmo branco. Foi utilizado como
referéncia o Trolox, um antioxidante sintético agal a vitamina E, nas concentracfes de 100
- 2000uM. Os resultados da atividade antioxidawi@n expressos em UM trolox/g de

residuo.

4.2.7.1.4 Atividade antioxidante total pelo métodde reducao do ferro - FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

Para a determinacéo da atividade antioxidantemaoo da reducdo do ferro (FRAP), foi
utilizada a metodologia descrita por Kukic et &0(8), com algumas modificacbes. Este
método se baseia na medida direta da habilidadard@sidantes (redutores) da amostra em
reduzirem, em meio &cido (pH 3,6), o complexd*Feipiridiltriazina (TPTZ), para formar
Fe?*, de intensa cor azul e absorcdo méaxima a 593 nneagente FRAP foi preparado no
momento da analise, através da mistura de 25 tandpédo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5ml
de solucdo TPTZ (10mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5mlFECE (20mM) em solucéo



122

aguosa. Uma aliquota de 100 pl de extrato foi adézio a 3 ml do reagente FRAP e
incubado a 37°C em banho-maria por 30 minutos.b&sancias foram medidas apos esse
tempo e o espectrofotdbmetro foi zerado com a sol&¢8AP. A curva de calibracéo foi feita
com sulfato ferroso (100-2000uM), e os resultadoarm expressos em mmol’Hg amostra
(liofilizada).

4.2.8 Andlise Estatistica

O delineamento experimental para todos os ensai@sifiteiramente casualizado. Os
dados foram analisados pelo programa SAS paraeandet¢cdo da andlise de variancia. A
separacdo entre as médias foi realizada feita osantéste de Tukey com um nivel de

confianca de 95%.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Tratamento e processamento da pelicula de anu®im

A amostra de pelicula de amendoim foi fornecidayoa empresa processadora do
estado de S&o Paulo, localizada em Dumont no estad®do Paulo. Apds chegarem no
laboratorio, as amostras foram pesadas, congeladasnazenadas a -18°C.pfocesso de
liofilizac&o foi utilizado com o objetivo de congar a amostra, pois neste processo a agua é
removida do material congelado por sublimacdo di,ge que resulta em produtos
desidratados de alta qualidade (conservacao diemtes como as vitaminas), devido a baixa
temperatura utilizada no processo (RATTI, 2001Fidgura 36 ilustra o aspecto da pelicula de

amendoim antes de ser triturada para realizacaarddises.



123

Figura 36 - Aspecto da pelicula de amendoim argesedtriturada

Apos a liofilizag&o foi obtido um rendimento de 92&gprovavel que o processamento
interfira no teor natural de agua do produto fifalque a pelicula passa pelo processo de
blancheamento. Neste processo, utiliza-se uma tamopa que varia de 98 (DIDZBALIS
et al., 2004) a 17& (YU et al., 2005), com um tempo de 5 min (YU ket 2005) a 25 min
(WOODROOF, 1983). Além disto, outras alteracfes @dgervadas, como o aumento da
coloracdo marrom do produto, devido a reacbes eamn@goacidos e acucares, com
concomitante producdo de melaninas (SOBOLEV; CAI®4). Alguns produtos da reacao
de Maillard, especialmente as melanoidinas, aptaseatividade antioxidante pelo sequestro
de radicais ou quelacdo de metais (YILMAZ; TOLEDZDO06). Além das melanoidinas,
compostos antioxidantes de baixo peso moleculaemasgkr liberados a partir de polimeros

de alto peso molecular e outros componentes dd@asdular (JEONG et al., 2004).

4.3.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioletassivel

Foi possivel observar que o extrato bruto (EB) sgarou apenas um pico de absorcao
maxima em 280 nm (Figura 37). Os compostos fengllide modo geral, apresentam o pico
de absorcéo da luz ultravioleta na faixa de 258Cern (MABRY; MARKHAM; THOMAS,
1970). Segundo estes autgrasclasse de flavondides absorve no comprimentonda de
280 nm, e entre as subclasses, este € o comprirderdada caracteristico das catequinas e
procianidinas, compostos que ja foram relatadgsetiaula de amendoim (LOU et al., 2004;
APPELDOORN et al., 2009; ANASTASIADI et al., 2010)
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Para a realizacdo da varredura, os extratos forritdas na propor¢cdo de 1:200, a
mesma concentracao utilizada para na determinagatiddade antioxidante. Desta forma,
apesar do extrato bruto apresentar coloracéo eaigtata, apos a diluicdo mostrou-se incolor,
0 que possibilitou uma andlise segura por métodmsrimétricos, como no caso da
determinacdo da atividade antioxidante pelo DPPHBT® FRAP, que utilizam
comprimentos de onda de 517, 734 e 593 nm, respante.

Pelicula de amendoim

Absorbancia

210 260 310 360 410 460 510

Comprimento de onda (nm)

Figura 37 - Espectro de absorcéo na regiao UV-igR00 — 600 nm) do extrato bruto da pelicula de

amendoim

Na sequencia, o EB da pelicula foi purificado coresitna XAD?2 e, a fragdo de maior
atividade antioxidante foi refracionada em coluna 8Sephadex LH-20, gerando 123
subfracdes. A subfracdo de maior atividade foizatila para o isolamento de compostos pela
técnica de CLAE semipreparativa. O fluxograma dicesso de fracionamento e isolamento,
contendo o rendimento das fracfes, subfracdes paxios isolados, esta ilustrado na Figura
38.
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[ Pelicula liofilizada (25 g) ]

Extracdao com acetona
60% a 70°C / 30 min

[ Extrato Bruto (EB) (23 g) ]

Purificagdo em resina
amberlite XAD 2

[ Fr-Met (1,05 g) ] [ Fr-aquosa ]

Cromatografia em
coluna de Sephadex LH-
20

123 sub-fraces — [ Sub-fragdo 10 (160 mg) ]
reagrupadas em 18

Recromatografada em
HPLC semi-preparativo

' )

[ Composto 1 (10 mg) ] [ Composto 2 (2 mg) ]

Figura 38 - Fluxograma do fracionamento e isolam&mguiado de compostos com atividade antioxiddate
pelicula de amendoim.

4.3.3 Purificacdo em resina Amberlite XAD 2

A primeira etapa do processo de isolamento de ostap com atividade antioxidante
foi a purificacdo com a resina Amberlite XAD 2. Aliaacdo do EB da pelicula de
amendoim, juntamente com a resina XAD 2 foi rediizam coluna de vidro (Figura 39A).
Na sequencia, foi feita a lavagem da coluna cona amida e neutra, e, nesta etapa o0s
compostos com menos afinidade pela resina, ou mesmsvidos, sao eluidos (Figura 39B).
No processo de adsorcao, a porcdo hidrofobica décoia de adsorvato é preferencialmente
adsorvida na superficie de poliestireno da resnguanto a porcédo hidrofilica permanece
orientada na fase aquosa. Por fim, a eluicdo ¢adraoncentrada em compostos bioativos foi
realizada com metanol P.A., sendo que a seta aamadica a intensa coloragdao do eluato
(Figura 39C).
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Figura 39 - Cromatografia por coluna de resina AtiteeXAD 2. A: momento de aplicag&o do extratotbrda
pelicula de amendoim; B: lavagem da coluna com &igida e neutra para retirada de compostos nao
adsorvidos; C; desenvolvimento da eluigdo com nabtan

As fracdes metandlica (Fr-Met) e aquosa (Fr-aguosznlhidas foram concentradas
por rotaevaporcao e liofilizacdo, respectivameia. sequéncia foram avaliadas quanto a
atividade antioxidante pelos métodos de sequessaatiicais ABTS e DPPH (Figuras 40 e
41). Para a avaliagdo da atividade antioxidanteagées foram rediluidas na concentracdo de
50 pg/mL.
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EB Pelicula Fr-Met Pelicula ~ Fr-aquosa Pelicula
Amostras

Figura 40 - Atividade antioxidante do extrato br(E®), fracdo metandlica (Fr-Met) e fracdo aqudsa (

aquosa) da pelicula de amendoim avaliada pelo métedequestro do radical ABFS
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Os resultados obtidos foram de 4,4; 5,5 e 3,2 n&AC ¢*, para o EB, Fr-Met e Fr-
agquosa, respectivamente. Estes valores sdo myi&risies aos encontrados por Francisco e
Resurrecion (2009) que analisaram diferentes vadiesli de pelicula de amendoim, avaliando
o efeito da temperatura no teor de fendlicos edatile antioxidante. Os valores de atividade
antioxidante obtidos por esses autores variarafhGa 2,56 mmol TEAC'Y

As atividades obtidas no presente estudo tambéamfonaiores que as encontradas
por Yu et al. (2005), onde os valores de TEAC ntratx etandlico para pelicula sem
tratamento e pelicula submetida a aquecimento fadam4,10 e 3,70 mmol TEACg
respectivamente.

Os resultados obtidos para a porcentagem de semjuaestadical DPPH corroboram
com os obtidos por Yu et al. (2006), que avaliamratividade antioxidante do extrato e
fracdo purificada da pelicula de amendoim submet@@rocesso de blancheamento. Neste
estudo os autores e encontraram porcentagens dessegdo radical DPPH de 46,5% e
96,4%, respectivamente, quando as amostras foratra@as na concentracao de 120mM.
Estes resultados demonstram que o processo décacdid da pelicula de amendoim pode

gerar fragcbes com maior potencial do que o extraito original.

100 -
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% Atividade Antioxidante - DPPH

EB Pelicula Fr-Met Pelicula Fr-aquosa Pelicula

Amostras

Figura 41 - Atividade antioxidante do extrato br(E®), fracdo metandlica (Fr-Met) e fracdo aqudsa (
aquosa) da pelicula de amendoim avaliada pelo métedequestro do radical livre DPP8s extratos foram
avaliados na concentracéo de 50 pg/mL

Foi possivel verificar que a Fr-Met apresentomasores atividades de sequestro para
os radicais ABTSe DPPH, enquanto a Fr-aquosa apresentou a menor ativitfaglearas 40

e 41). Os resultados apresentados também indicam guocesso de purificagdo utilizando a
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resina XAD 2 foi eficiente, pois resultou em um amo da capacidade antioxidante na Fr-

Met, quando comparada ao EB.

4.3.4 Perfil quimico por cromatografia liquida de éta eficiéncia do EB, Fr-Met e Fr-

aquosa

O extrato bruto (EB) e as fracdes (Fr-Met e Fresq) foram analisados pela técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figd2a, para comparacao dos perfis quimicos e
avaliacdo da evolucdo do processo de fracionam@&a@ a identificacdo dos compostos
foram utilizados os padrdes auténticos descritosahala 12, os quais foram identificados
pelo tempo de retencdo (TR), comprimento de ondectexistico (hm) das amostras, além de

cocromatografia.

Tabela 12 - Padrbes utilizados na identificacamptes de retencdo e comprimento de onda
caracteristico

Padréo Tempo de Comprimento de onda méx
retencao (nm)

Acido gélico 6,84 270
Procianidina B1 19,58 278
Epigalocatequina 23,90 269
Catequina 26,08 278
Procianidina B2 32,75 279
Epicatequina 40,69 278
Epigalocatequina 42,65 274
galato
Acido p-cumarico 46,23 309
Acido ferdlico 55,80 323
Resveratrol 89,10 305/318

Os compostos acido galico, epigalocatequina galatequina, epicatequina e
procianidina B2 foram identificados no extrato bri&B e Fr-Met, enquanto na Fr-aguosa
apenas o composto acido galico foi encontrado (&igd2). Analisando o perfil

cromatografico obtido por CLAE, fica evidente querocesso de purificacéo, utilizando a
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resina Amberlite XAD 2, concentrou os compostoativms na Fr-Met, o que esta de acordo
com as maiores porcentagens de sequestro dosisatliEBS e DPPH (Figuras 40 e 41).

B0 F=a
e EB
e Fr-Met

=== Fr-aquosa

mil

mAl

w | =2 3 4 = | 80 10 BD %0
Minutes

Figura 42 - Cromatograma obtido por CLAE do exttatoto (EB), fracdo metandlica (FrMet) e fracao aagu
(Fr-aquosa). EB e fracdes avaliadas na concentrded000 pug/mL. Acido gélico (1); Epigalocatequi@y;
Catequina (3); Procianidina B2 (4); Epigalocategugalato (5)

Francisco e Resurrecion (2009) avaliaram o peditompostos fendélicos na pelicula
de amendoim, com o mesmo método utilizado nestedestEstes autores verificaram a
presenca dos compostos epigalocatequina, categepieatequina, resveratrol, acigs
cumarico e quercetina, em trés variedades de pela® amendoim ndo submetidas ao
processo de blancheamento. Portanto, a aplicac&mlde do blacheamento talvez possa
explicar a diferenca do perfil fendlico obtido negente estudo.

Yu, Ahmeda e Goktepe (2005) foram avaliadas ostosfetlo processamento e
solventes de extracdo na concentracdo de fendicatsvzidade antioxidante da pelicula de
amendoim. Nos extratos aquosos de pelicula subosetiol processo de blancheamento foram
identificados o resveratrol e os acidos fendli¢esilico, cumarico, clorogénico e cafeico. Os
extratos que foram submetidos a remoc¢éo da peltautaas méos e aquecimento suave a
175°C apresentaram, além dos compostos mencionadosatespiina, epigalocatequina,
epicatequinacatequina galato, epicatequina gala¢és\eratrol. Portanto, fica evidente que o
processo de blancheamento interfe na presenca laesndides, pois na amostras que
receberam tal processo somente acidos fendlicesvenatrol foram identificados.

Os resultados obtidos no presente trabalho s&ecediks, jA que foram identificados
os flavonoides catequina, epigalocatequina e egigiquina galato, indicando assim que o

processamento térmico, temperatura e tempo de igfposo calor, podem afetar a
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composicdo quimica do produto final. Outro fatoe guode interferir no perfil quimico € a
origem das amostras, bem como o solvente utilinadextracdo dos compostos fendlicos.

Apesar do resveratrol ja ter sido identificado emliqula de amendoim (YU,
AHMEDA,; GOKTEPE, 2005; FRANCISCO; RESURRECION, 2008ste composto néo foi
identificado nas amostras estudadas. Ballard €2@09) e Ballard et al. (2010) realizaram
estudo de otimizacdo da extracdo de compostosidenok resveratrol em pelicula de
amendoim, utilizando a ferramenta superficie depasta. No entanto, os extratos
apresentaram teores de resveratrol bastante irderem esperado, ao contrario do teor de
fendlicos e atividade antioxidante que foram elegadsto demonstra que o resveratrol pode
nao ser o principal responsavel pela atividadezigante neste subproduto.

Portanto, a realizacdo de um estudo de isolamérdguiado se torna muito
importante para se chegar ao(s) verdadeiro (s) ostofs) responsavel (éis) pela atividade
biolégica.

Pelo fato da Fr-Met apresentar alta atividade=igiante e perfil cromatografico com
a presenca de substancias que absorvem na reggicotopostos fendlicos, esta foi
selecionada para o fracionamento pela técnica @eatografia em coluna aberta em gel de
Sephadex LH-20.

4.3.5 Fracionamento em coluna de gel SEPHADEX LH-20

Como segunda etapa do processo de isolamento duysonentes bioativos, a Fr-Met
foi fracionada em coluna Sephadex LH-20. A FiguBa dlustra o inicio da eluicdo da Fr-
Met, na sequencia, compostos que apresentam fagémes sob luz ultravioleta a 365 nm séo

evidenciados (Figuras 43B e 43C).
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Figura 43 - Cromatografia em coluna aberta de SphaH-20. Inicio da eluicdo (A); e desenvolvimeni®d
coluna evidenciada pela fluorescéncia caractesisiidc compostos (B) e (C).

A eluicdo da Fr-Met possibilitou a coleta de 12Bfeacdes, que na sequencia foram
submetidas a analise por CCD e revelagdo com daigal sulfurico (Figuras 44 a 47). Pode-
se observar nos cromatogramas que o fracionamestbditou a separacdo de substancias
distintas, de acordo com as varias bandas eluidegliferentes tempos. As subfracfes
semelhantes em funcéo da coloracdo apresentagdoeaR reagrupadas em 18 subfracbes
(Figuras 44 a 47). Essas subfracdes foram utilzpdsa os testes de atividade antioxidante e
avaliacdo do perfil quimico pela técnica de CLAE.

Nas primeiras subfracdes foi possivel observar dmnde apresentaram fluorescéncia
quando irradiadas com luz ultravioleta a 365 nngyfa 44A). A subfracdo 1 apresentou
bandas inferiores, indicativas de compostos palddas subfracdo 5, observam-se bandas
superiores com tonalidade amarela que se apresentaais intensas com o decorrer do
fracionamento (Figura 44B). Na subfracdo 6, estalads aparecem com maior intensidade,

até o momento em que desaparecem na subfracaguraBis A).
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Figura 44 - Cromatografia em Camada Delgada dasipéis subfracdes obtidas pela coluna de SepHhadex
20 e respectivos reagrupamentos. (A) subfragBesrdvéladas com anisaldeido sulfurico sob luz U8 86;
(B) subfracdes 4 e 5 reveladas com anisaldeidarsdfsob luz ambiente

No trabalho realizado por Glavnik, Simonovska evk/q2009) foi otimizada a
separacao e revelagdo das classes de catequineate@pna pela utilizacdo do reagente
revelador 4-dimetilaminocinamaldeido. Entre as draesstudadas, a pelicula de amendoim,
juntamente com padrfes, apresentaram bandas cesticas e similares as encontradas nas
subfracdes 5 e 6, 0 que indica que estas bandasp@gpresentar estes compostos.

A partir da subfracdo 8, novas bandas marrons dedgrintensidade puderam ser
visualizadas (Figura 45 A). Nas subfragcbes 9, 1l eestas bandas se intensificam, sendo
possivel observar o surgimento de uma nova bandaawwo inferior, menos intensa, que

também apresenta coloracdo amarronzada (Figura.45 B

A B

ll IW | "
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¥ 4.{ 1B

subfr.6 subfr.7 subfr.8 | : subfr.9 subfr.10 subfr.11 '

!— ________________________ - —————e— e e e e e —— — —— ]

Figura 45 - Cromatografia em Camada Delgada dawxipdis subfracdes obtidas em Sephadex LH-20 e
respectivos reagrupamentos. (A) subfracbes 6-8; s{B)fracbes 9-11 - ambas reveladas com anisaldeido
sulfarico sob luz ambiente.

Com o decorrer do fracionamento, foi possivel nl@sea diminuicdo da
intensidade das bandas marrons observadas nascfigsr8, 9, 10, 11 e 12, até seu total
desaparecimento na subfracdo 13 (Figura 46). Pblotech e Krauze-Baranowska (2008),
otimizaram e validaram um método por CCDAE (cromgedfia em camada delgada de alta
eficiéncia) para a identificacdo de procianidinasamostras de diferentes espécies de cascas
de Salix. A melhor resolucdo foi encontrada para a fase molebférmio:etanol:acido
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férmico (50:40:6 v/v), fase esta que possui pd&de similar a utilizada neste estudo. Os
autores obtiveram éxito na separacdo da procianBline de seu isbmero, a procianidina B2.
Comparando os cromatogramas obtidos das subfr@eb2scom o trabalho citado acima, foi

possivel observar semelhanca das bandas formadé&s pela coloracdo quanto pela posicao

na placa, o que pode indicar a presenca da prdaians?2.

Qs

RO BBYRELL B0
' subfr.12 subfr.13 subfr.14 subfr. 15 subfr. 16

Figura 46 - Cromatografia em Camada Delgada dafagdtes obtidas em Sephadex LH-20 e respectivos
reagrupamentos. (E) subfrages 12-16, reveladasao@aldeido sulfdrico sob luz ambiente.

A partir da subfracdo 13 (Figura 46) até a subfrddgi(Figura 47) ndo sdo observadas

mais bandas caracteristicas.

' subfr.17 subfr.18 :

Figura 47 - Cromatografia em Camada Delgada dafagdtes obtidas em Sephadex LH-20 e respectivos
reagrupamentos. (F) subfracdes 17 e 18, revelahasnisaldeido sulfirico sob luz ambiente.

Portanto, e de acordo com o0s cromatogramas apaesiest, foi possivel concluir que
o fracionamento da Fr-Met em gel Sephadex LH-20areep compostos de polaridades
distintas. O rendimento do fracionamento em relacawmssa da Fr-Met aplicada a coluna foi
de 77,5%, sendo que a subfracéo 2 foi a que apoesemmelhor resultado (10,9 mg) (Tabela
13).
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Tabela 13- Rendimento das 18 subfracdes obtidas a partir atwofnamento em colunas de
gel de Sephadex da Fr-Met. A porcentagem foi cattallem relacdo a massa de
150,4 mg da frac&o aplicada a coluna

Subfracéo Rendimento (mg) Rendimento (%)
1 4,4 2,9
2 16,4 10,9
3 11,1 7,4
4 7,2 4,8
5 5,6 3,7
6 5,2 3,5
7 55 3,7
8 5,2 3,5
9 5,5 3,7
10 5,3 3,5
11 7,2 4,8
12 7,1 4.7
13 7,8 5,2
14 3,4 2,3
15 5,2 3,5
16 54 3,6
17 4.4 2,9
18 4,3 2,9

Total 116,6 77,5

4.3.6 Atividade antioxidante das subfragdes

As subfragcbes agrupadas foram avaliadas quantividade antioxidante, por meio
dos métodos de sequestro do radical ABEDPPH,

De acordo com os resultados obtidos foi possieefivar que as diferentes subfracdes
apresentaram atividade antioxidante com os métatlizsados (Tabela 14). As subfracdes
que apresentaram as maiores capacidades de sedgiesstadicais ABTS e DPPH foram as
subfragcbes 10, 11, 12 e 13, subfracdes estas qubéma apresentaram as maiores

concentracdes de bandas marrons com alto tempetetecéio (Figuras 45 e 46). A subfracao
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17 mostrou uma alta capacidade de sequestro decatddPPH, porém ndo apresentando a
mesma eficiéncia para o radical ABTS.

Tabela 14 - Atividade antioxidante obtida pelosadés de sequestro do radical livre DPPH e
ABTS das 18 subfracdes obtidas a partir do fracrerdo em colunas de gel de Sephadex da
Fr-Met

Atividade antioxidante

Subfracées DPPH (%) ABTS (mM TEAC'g
peso seco)
1 3,51+0,61 0,424 + 0,07
2 9,64 + 2,84 1,05 + 0,06
3 35,13 + 0,65 2,39 + 0,06
4 42,01 +1,94 1,54 £ 0,05
5 59,34 + 2,79 4,42 + 0,05
6 55,97 + 3,04 3,43+0,02
7 40,66 + 0,84 2,58 + 0,04
8 56,91 + 3,05 3,32+ 0,06
9 65,27 + 3,07 4,37 + 0,05
10 82,80 +2,28 6,68+ 0,06
11 72,76 £2,95 5,22+ 0,01
12 81,93 +1,42 6,32+ 0,03
13 72,02 + 2,56 5,69+ 0,06
14 52,19 +1,11 3,14+ 0,05
15 66,42 + 2,14 3,40 + 0,05
16 61,56 + 3,68 3,47 £ 0,07
17 88,97 + 0,43 4,16 + 0,01
18 78,35+ 1,18 2,13+0,01
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4.3.7 Perfil quimico das subfrac6es obtido por CLAE

Com o objetivo de se avaliar a composicao quimas suibfracdes, foi realizada a
separacdo dos compostos que absorvem na regideld\tégnica de cromatogréfica liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

Os compostos identificados, de acordo com temporedencdo e similaridade
espectral, nas subfracbes foram 0s seguintes:utaseq epicatequina nas subfracdes 5, 9,
10,12, e 13 e acido galico na subfracdo 16 (Fig@)a Assim como para o EB e Fr-Met,
outros compostos fendlicos e o estilbeno resvdrao foram identificados em nenhuma
subfracao.

Deve-se ressaltar a presenca majoritaria da cai@euiepicatequina na subfracéo 5,
sendo que este resultado corrobora com as bandasterésticas presentes no topo do
cromatograma obtido por CCD (Figura 44B). Estespmmstos foram identificados em outras
subfracdes, no entanto, em uma concentracdo mauafrdcoes 9, 10, 12 e 13).

Nas subfracbes 9, 10, 11 e 12 pode-se observasanta de um pico majoritario em
50 minutos. No entanto ndo foi possivel identifiwdpois este pico ndo apresentou tempo de
retencdo e perfil espectral semelhante a nenhuncatapostos utilizados como padrdes. A
subfracdo 10, que possui as maiores atividades pgdtodos de sequestro dos radicais DPPH
e ABTS, foi também a que apresentou a maior indeds do composto ndo identificado no
tempo de retencao de 50 minutos.

Portanto a subfracdo 10 foi selecionada paralansmto bioguiado pela técnica de

cromatografia semipreparativa.
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Figura 48 - Perfil quimico das subfracdes obtido @oomatografia de Alta Eficiéncia. Subfracdo 5 ;(A)
subfracdo 8 (B); subfracdo 9 (C); subfracdo 10 @dpfracdo 11 (E); subfracdo 12 (F); subfracdo GJ (
subfracao 14 (H); subfracdo 16 (l) e subfracdo )6 Catequina (1) e epicatequina (2). As subfra¢éesn

avaliadas na concentracdo de 1000 ppm
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Também foi possivel verificar que em relacdo a let-NFigura 42), as subfracbes
obtidas apos o fracionamento em gel Sephadex Ldp26sentaram um menor niumero de
picos, demonstrando assim a eficiéncia do proasgurificacao.

Os picos principais da subfragdo 10 (Figura 48arfoselecionados para 0 processo
de isolamento pela técnica de CLAE preparativa.e€ssompostos além de serem
majoritarios, quando analisados pelos recursos eectbr de arranjo de fotodiodos

apresentaram altos indices de pureza.

4.3.8 Isolamento de compostos bioativos pela técaide CLAE-semipreparativo

Para o isolamento utilizando a técnica de cromaf@gtiquida foi desenvolvido um
meétodo de separacao especifico, descrito no it8rh.5A coleta dos compostos da subfracdo

10 foi realizada pela técnica de CLAE-semiprepeaodti-igura 49).

Subfracdo 10

2 60

Composto 1

mAU
T
mAU

Composto 2

25 30 35 40
Minutes

Figura 49 - Cromatograma da coleta dos compos&? fior CLAE-semipreparativo da subfragéo 10

Foram coletados dois compostos, que quando madiderpelo detector de arrajo de
fotodiodos apresentaram alto indice de pureza. gumatidade de 10 enzydos compostos 1
e 2, respectivamente, foram obtidos a partir dgratas de pelicula de amendoim liofilizada.

Apdés o isolamento, os compostos foram reavaliados @LAE. Conforme os
cromatogramas da Figura 50 pode-se observar &egigtde somente um pico, indicando

assim que 0s mesmos estavam realmente puros.
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Figura 50- Cromatograma obtido por CLAE dos compos&tolados da subfragdo 10 da pelicula de amendoim
(compostos 1 e 2).

4.3.9 Avaliacao da atividade antioxidante dos comptos isolados

Depois de isolados os compostos tiveram suas atigsl avaliadas, como parte do
monitoramento bioguiado. Observando os graficosidética do teste de E§(Figura 51),
pode-se concluir que apds 80 minutos do inicicedgdo a estabilidade para o extrato, fracéo,
subfracdo e compostos isolados com o radical DR@H foi estabelecida. Desta forma, este
tempo foi escolhido para o calculo da concentrap@itima necessaria para as substancias
reduzirem em 50% o radical DPPH inicial da reacgéo.

Outro fato importante, que pode ser observado sagtaficos, refere-se as baixas
concentracdes do extrato da pelicula, Fr-Me, sgéfrd 0 e composto 1, que na concentracao
de 20 pg/mL reduziram a absorbancia inicial até tema inferior a 0,15 ao final dos 140
minutos. Isto demonstra a eficiéncia das substanmesentes em sequestrar radicais DPPH,

mesmo em baixas concentragdes.
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Figura 51 - Cinética de redugao do radical livrePPIRIo extrato, frag8o, subfracdo e compostos issldd
pelicula de amendoim.

Os resultados do Egforam expressos em pg/mL e estdo apresentadoabedallb.
Essesesultadosndicam que o processo de purificacdo e isolamaunitoentaram a atividade
antioxidante, o que pode ser constatado pela géalidas atividades da subfracdo 10 e Fr-Me
e extrato bruto, que apresentaram valores dg d& 15,65 pg/mL; 16,10 pg/mL e 20,62

pg/mL, respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 15 - Atividade antioxidante avaliada pelaadé de sequestro do radical DPPH, e
expressa como E&g para o extrato bruto, fragéo, subfracdo e compastdados

Amostra EGso (ug/mL)
Extrato bruto (EB) 20,62 + 0,05

FR-Me 16,10 + 0,21
Subfragéo 10 15,65 £ 0,07
Composto 1 18,25+ 0,01
Composto 2 31,10 £ 0,05

Comparando os valores de fg@om o de compostos naturais de elevada atividade
antioxidante, como catequina e o resveratrol, qagursdo Villafio et al. (2007) é de 1,74
pg/mL e 7,16 pg/mL, respectivamente, observa-segtende potencial destas fracdes e
compostos isolados (Tabela 15). Quando esta cogfmagafeita com o antioxidante sintético
BHA, gue segundo Yuan, Bone e Carrington (2005 &281g/mL, conclui-se que estes
compostos sdo muito promissores e possuem grandecm de aplicacdo na industria de
alimentos.

Lou et al. (2004) isolaram proantocianidinas daicpéd de amendoim, utilizando
resinas de purificacdo e técnica de cromatogrédada de alta eficiéncia. Os compostos
isolados foram avaliados pelo teste de & &, assim como os compostos isolados deste
estudo, apresentaram valores deF€oximos ao controle positivo — epigalocatequiakip
(1,13 uM).

Villafio et al. (2007) avaliaram a habilidade de postos polifendlicos, disponiveis
comercialmente em sequestrar o radical DPPH. Esti@mpostos testados estavam aqueles
normalmente encontrados na pelicula de amendoimp as procianidinas B1 e B2 e os
flavonoides: catequina, epicatequina, epigalocategu epicatequina galato e
epigalocatequina galato. Dentre estes, a epicatadai a que apresentou o melhor resultado
para 0 EGo (1,52 pg/mL). No entanto quando a eficacia antdiamie (AE) foi considerada,
que leva em consideracéo a velocidade do composteagir com o DPPH, as procianidinas
foram os compostos que apresentaram 0s melhordtackss.

Es-Safi et al. (2007) avaliaram a atividade antlarie de compostos isolados de

Globularia alypumL. e verificaram que trés compostos isolados e tifigados como
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flavonas glicosiladas foram os que apresentaramadsres atividades de sequestro do radical
DPPH (6,6 — 7,8 umol/L), enquanto os compostosiitid da classe dos iridoides foram os
menos ativos.

Silva, Malva e Dias (2008) avaliaram a atividadetioxidante do extrato de
Hypericum perforatume dos compostos isolados por cromatografia senapaépa. Foi
verificado que o processo de isolamento rendeu ostop mais ativos. O extrato bruto
apresentou valor de B£de 49,3 pg/mL, enquanto os compostos isoladoserqeEntes a
familia dos fendlicos, apresentaram valores dgy BEm inferiores. A melhor atividade entre
0s compostos isolados foi a da quercetina — 2,501Lg

Zhang et al. (2009) verificaram a atividade antlaxite de compostos isolados da
semente da noz da espédiglans regial. Assim como nos resultados obtidos neste estudo,
0s compostos isolados foram mais eficientes emeségu o radical DPPH. Os valores de
ECs obtidos ficaram préximos ao padrao de referénBi®IOX (0,026 mM).

Ammar et al. (2009) realizaram isolamento de flaides a partir de folhas de
Rhamnus alaternuk. e avaliaram a atividade destes compostos petace de sequestro do
radical DPPH. A ramnetina glicosilada foi a maisabiva, com valor de Bfgigual a 1,5
png/mL, resultado duas vezes maior que o obtido pardaamina C, utilizada como controle
positivo (3 pg/mL). Os outros dois compostos apresam valores de Egde 23 pg/mL e
38 pug/mL.

Os resultados obtidos na literatura estdo de acooto os deste estudo, pois a
atividade antioxidante aumentou apds o procesgudicacao e isolamento dos compostos.
Entretanto, o principal diferencial deste trabathgue ele foi bioguiado, ou seja, somente as
fracOes e compostos ativos é que seguiram senddeesis.

Para a determinagdo da atividade antioxidante p&tmdo de sequestro do radical
ABTS, além do EB, fracbes e compostos isoladosnfotambém avaliados os padrdes
guercetina, catequina e epicatequina, com o objelvse comparar o poder de sequestro das

amostras com padrdes puros (Figura 52).
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Figura 52- Atividade antioxidante do extrato bruto (EB), fragéetandlica (Fr-Met), subfracdo 10, compostos
isolados da pelicula de amendoim e padrdes avalelo método ABTS.

Quando a atividade antioxidante dos compostosdesléoi avaliada pelo método de
sequestro do radical ABTSpode-se verificar que & medida que o processmdficacio e
iIsolamento avancgou, a atividade antioxidante fonentando. O maior valor de atividade
encontrada foi para 0 composto isolado 1 (6,54 mr&#\C g%), valor este muito préximo ao
apresentado pelos padrdes quercetina, catequirmcateziuina (7,52; 7,33 e 7,50 mmol
TEAC ¢*' respectivamente). O composto 2 e a mistura dospesims 1 + 2 (mix)
apresentaram 0s menores valores para a atividédeidante.

Appeldoorn et al. (2009) isolaram duas procianislima pelicula de amendoim,
procianidinas Al e A2, utilizando técnicas semetbsamas utilizadas neste estudo. Apesar do
trabalho de isolamento, estes compostos néo tiversas atividades testadas por nenhum
método. Vale ressaltar novamente a importancia ddode bioguiado, pois além da do
isolamento, é possivel se determinar qual ou qpeOMpPOstos sdo realmente responsaveis
pela atividade biologica em questao.

Os compostos isolados também foram avaliados guastim atividade antioxidante
pelo método FRAP, que é o método da reducdo do.fEste método é utilizado para se
avaliar a atividade antioxidante de compostos feo$l de plantas e alimentos, pois é
relativamente simples e facil. Nele é determinagotencial de um antioxidante em reduzir o
Fe* em Fé" na presenca de TPTZ, que em condig@das é acompanhada pela formac&o

de em complexo azul intenso (RUFINO et al., 2006).
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N&o existem estudos na literatura que descrevatividaale antioxidante da pelicula
de amendoim pelo método FRAP. Desta forma, a camfare discussao foram realizadas
com relacdo a compostos isolados de outras matzessm como nos meétodos avaliados
anteriormente (Tabela 15 e Figura 52), foi possieeificar que o processo de purificacao e
isolamento produziu compostos com elevada atividadkoxidante pelo método FRAP
(Figura 53). As atividades obtidas para o EB, Fr-Mafracdo 10 e composto 1 que foram de
7,75; 7,33; 7,55 e 7,59 mmol ¥g*, respectivamente. Os padrdes epicatequina e daéequ
apresentaram valores de 21,3 e 20,9 mmdl¢e

Quando se compara os valores de FRAP obtidos eesido com o de um padrao
sintético como BHT, que segundo Borneo et al. (R@8e 1,59 mmol Pég™, observa-se

novamente o grande potencial antioxidante e decagib que estes compostos isolados

possuem.
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Figura 53 - Atividade antioxidante do extrato br(iB), fracdo metandlica (Fr-Met), subfracao 10npostos
isolados da pelicula de amendoim e padrdes avalelo método da reducao do ferro (FRAP).

Cerezo et al. (2010) determinararam a atividadexdante de compostos isolados de

morango pelo método do FRAP e encontraram valanesvariaram de 2,75 — 7,67 mmol
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Fe*/ g. Os compostos isolados foram identificados c@mntocianinas, sendo o composto
pelargonidina-3-glicosideo foi 0 mais ativo.

Os resultados obtidos nos diferentes métodos aealiaapresentaram uma boa
correlacdo, ou seja, as melhores atividades forhtidas principalmente para a Fr-Met,
subfracdo 10 e composto isolado 1, tendo o compdsoo mix dos padrdes as menores
atividades (Figuras 50, 51 e 52).

A atividade antioxidante apresentada pelo EB rewvetdevado potencial biolégico e
de aplicacdo que o extrato da pelicula de amendpmesenta. O processo de purificacédo e
iIsolamento bioguiado forneceu fragbes e compostoldos com atividade maior que o
encontrado no EB, o que demonstra que o isolanm@aguiado foi realizado com sucesso.
Os compostos isolados apresentam atividades majaeess antioxidantes sintéticos BHA e
BHT, e, atividades proximas a antioxidantes nasuraconhecidamente potentes como a
quercetina, resveratrol e epicatequina. Isto sugeregrande potencial de aplicacdo pela
indUstria alimeticia, entretanto estudas vivo para se verificar a eficiéncia destes

antioxidantes em sistemas bioldgicos, ainda saessacios.

4.3.10 Identificacdo quimica dos compostos isoladper Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)

As estruturas das substancias isoladas foramdeld&s com base nas analises dos
dados espectrais de RMN e por comparacdao com atdbteratura.Os compostos isolados
foram recentemente descritos na literatura por étoal. (2004). Na tabela 16 esta descrita
atribuicbes dos compostos isolados, as quais fa@rfirmadas apos analises dos espectros
bidimensionais (2D) de correlacdo homonucl&ds'H COSY e heteronuclear HMBC e
HMQC.
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Tabela 16 - Dados de RMN dd e **C do composto 1 (500 MHz, GDD)

N° AC H

2 101.8

3 68.4 4.05d (3.8)

4 30.8 4.34d (3.8)

5 155.9

6 97.0 6.09 ,d (2.0)

7 158.9

8 97.6 6.02,d (2.0)

9 155.7

10 105.9

11 132.0

12 114.8 6.92d

13 146.5

14 146.6

15 117.0 6.69d (8.2)

16 119.8 6.93d (8.2, 1.8)

2 82.4 5.07d (7.5)

3 68.8 4.20m

& 6.8 2.76,dd (16.5, 4.0) H
: 2.57,dd (16.5, 4.6), Hp

5 151.9

6 109.6

7 151.0

g 111.7

o 152.8

10’ 103.8

1 133.5

12’ 116.9 6.88d (2.0)

13’ 146.3

14 146.5

15’ 117.1 6.78d (8.2)

16’ 121.1 6.13dd (8.2, 2.0)

2 78.0 5.34s

3 74.5 3.78, brs

4 37.7 4.83, brs

5 158.6

6" 97.6

7" 158.2 5.63d, (2.2)

8 97.2

9 158.7 6.04d, (2.2)

10” 105.2

117 134.0

12 116.7 6.94d,(2.0)

13" 145.5

14 146.9

15" 116.8 6.69d (8.2)

16 121.2 6.57dd, (8.2, 2.0)

De acordo com os dados obtidos por RMNdee 1°C, e da literatura especializada,
foi possivel identificar o composto 1 como sendoic&equina-(B—0—7, 43—06)-

[epicatequina-(3—8)]-catequina (Figura 54).
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Figura 54 - Estrutura do compostoEpjcatequina-(2->0->7, 43->6)-[epicatequina-(4B->8)]-catequina,

isolado da subfragdo 10 da pelicula de amendoim.

Os dados de RMN d#l e*C do composto 2 (Tabela 17) permitiu a sua ideato
como Epicatequina-2-~0—7,48—8)-[epicatequina-([@—8)]-catequina-(d—8)-

epicatequina. A estrutura do composto esta apd@nta Figura 55.
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Tabela 17 - Dados de RMN dd e **C do composto 2 (500 MHz, GDD)

(continua)
Carbonos H correlacionado
N° 5c 3H
2 100.3
3 67.2 3.59d (3.5)
4 29.1 4.03d (3.8)
5 154.4
6 97.8 5.9¢.d(2.0)
7 156.6
8 98.6 5.82 d (2.0)
9 154.9
10 105.4
11 132.6
12 116.0 6.89¢ (1.8)
13 146.8
14 146.6
15 115.8 6.87¢ (8.0)
16 120.3 6.72dd (8.0, 1.8)
2 77.7 5.78s
3 70.8 3.68s
4 38.0 4.46s
5 157.8
6 96.2 5.82s
7 153.3
8’ 111.7
9 151.6
10’ 106.7
11’ 131.2
12’ 117.0 7.21, brs
13’ 146.0
14’ 145.8
15’ 115.0 6.85d (8.2)
16’ 121.5 6.81, brd (8.2)
2" 84.0 3.93d (6.6)
3" 74.9 4.41d (6.6)
4 38.5 4.40s
5" 156.0
6" 98.5 6.1, <
7" 155.7
8" 109.7
9" 151.6
10" 98.6
11" 133.9
12" 116.0 7.11d (1.8)
13" 145.7
14" 146.0
15" 116.4 6.76d (8.0)
16" 120.4 6.72¢d (8.0, 1.8)
2 80.2 4.925s



149

Tabela 17 - Dados de RMN dd e **C do composto 2 (500 MHz, GDD)

(concluséo)

Carbonos H correlacionado
N° dc SH
3" 67.0 4.03,m
4" 2.53, brd (16.2)
23.7
2.08,dd (16.2, 3.6)
5 157.3
6" 95.6 6.02,s
7" 155.8
8" 109.7
9” 154.4
10" 100.7
11" 132.0
12” 112.9 5.91d (2.1)
13” 145.8
14" 145.7
15" 116.6 6.40d (8.2)
16" 118.2 5.39dd (8.2, 2.1)

Figura 55 - Estrutura do composto 2, isolado ddragéo 10 da pelicula de amendoim.

De acordo com Ferrera e Slade (2002), as proamgicias sdo oligbmeros/polimeros
que resultam em antocianidinas pela quebra dadlig&zC solcondi¢cdes fortemente acidas
na presenca de oxigénio molecular. Junto com as thiflavonoides, representam as duas
maiores classes de metabdlitos secundarios congple®oC;.Cs . A classe das
proantocianidinas tem recentemente atraido a aiengd campos da nutricdo, saude e

7

medicina. Isto € resultado de um rapido crescimeet@vidéncias que sugerem que esta
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classe pode agir como potentes antioxidantes e/odular importantes viag vivo em
mamiferos (RICE-EVANS; PACKER, 1998).

4.4  CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstramndeagmatencial antioxidante do do
subproduto pelicula de amendoim em testastro;

O processo de purificacdo e fracionamento bioguipdssibilitou a obtencédo de
fracOes e subfracdes mais bioativas que o extrato;b

Os compostos identificados pela técnica de CLAEerwato bruto (EB) e fracdo
purificada (Fr-Met) foram: acido gélico, epigaleagtina galato, catequina, epicatequina e
procianidina B2. Estes compostos estavam mais otnaci®s na Fr-Met, o que possibilitou
uma maior atividade antioxidante;

A purificacdo em resina Amberlite XAD2 e o fracéonento em coluna de Sephadex
LH-20 possibilitaram a obtencao de fragbes e sgbés quimicamente distintas;

A técnica de CLAE semipreparativa possibilitou colamento de duas
proantocianidinas de elevada pureza e alta atigidatioxidante, sendo elas a Epicatequina-
(2B—0—7, 48—6)-[epicatequina-([@—8)]-catequina e a Epicatequing320—7,43—8)-
[epicatequina-(3—8)]-catequina-(4—8)-epicatequina.
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Figura 56 - Espectro de RMM (500 MHz, CROD) do composto 1
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Figura 57 - Espectro COS (500 MHz, CRROD) do composto 1
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APENDICE C
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Figura 58 - Espectro HMQC (500 MHz, gDD) do composto 1
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Figura 59 — Espectro HMBC 8Hz (500 MHz, €ID) do composto 1
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Figura 60 - Espectro de RMM (500 MHz, CROD) do composto 2
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Figura 61 - Espectro COS (500 MHz, CRROD) do composto 2



162

pico_2/400

APENDICE G

T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T T T T T
4.5 40 3.5 2.5 20 L5 10
f2 (ppm)

Figura 62 - Espectro HMQC (500 MHz, @DD) do composto 2
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