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RESUMO

O bioma Cerrado possui inimeras espécies de frutos pouco conhecidos e explorados, tanto pela populacdo
quanto pela industria, podendo ser uma fonte alternativa de compostos ativos naturais. Este estudo teve como
objetivo otimizar o processo de extragdo de antioxidantes para o fruto da mamacadela (Brosimum Gaudichaudii
Trécul) utilizando a metodologia de superficie de resposta. As varidveis foram: temperatura (30 - 60 °C), tempo
(30 - 60 min), agua ou etanol e uso ou ndo de equipamento de banho ultrassonico. A quantificagdo da capacidade
antioxidante foi feita pelos métodos: ABTS, DPPH, FRAP e teor de fendlicos totais. Na otimizacdo da extragdo
foi possivel identificar que o extrato com maior capacidade antioxidante estava com o uso de dgua como
solvente a 60°C ¢ com o menor tempo de extragdo de 30 minutos, ¢ sem a utilizagdo de banho de ultrassom.
Assim, é importante a realizacdo de mais estudos sobre o potencial antioxidante da mamacadela, buscando a
exploragdo agroindustrial, além de agregar valor aos produtos alimenticios.
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1 INTRODUCAO

As frutas nativas do Cerrado brasileiro s&o muito utilizadas pela populagdo local,
principalmente na forma natural, ocupam lugar de destaque no ecossistema do Cerrado, sendo
comercializadas em feiras regionais e com grande aceitacdo popular. A caracterizacdo de compostos
bioativos em frutos do Cerrado é de grande relevancia para a busca de fontes alternativas e que possam
agrupar atributos desejaveis (propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas,
antidegenerativas e retardantes de envelhecimento). Uma das tendéncias de mercado hoje é a busca do
consumidor por produtos com qualidades sensoriais e nutricionais que proporcionem saudabilidade e
bem-estar, o que fez com que as industrias alimenticias se adaptassem a esses segmentos de mercado,
buscando novas formulages e produtos alimenticios inovadores [1-5].

Mamacadela (Brosimum Gaudichaudii Trécul) € uma fruta também conhecida como
"mamacadela”, "mamica-de-cadela” ou "inharé", encontrada no cerrado, pouco conhecida, e pertence
a familia Moraceae. Esta familia possui 53 géneros e cerca de 1.500 espécies identificadas, com
predominancia tropical, com mais de 50% dos géneros presentes na regido Neotropical, principalmente
na Ameérica do Sul. As espécies de Moraceae sdo encontradas dentro ou perto de florestas Umidas.
Artocarpus, Brosimum, Ficus e Morus estdo entre os géneros mais conhecidos, que correspondem as
fruteiras amplamente conhecidas e consumidas de grande importancia nutricional e econdmica, como
Jaqueira, nogueira, figo e amora-preta [6,7].

As folhas, cascas e raizes da mamacadela tém usos etnofarmacol6gicos no tratamento de vérias
doencas autoimunes da pele, especialmente o vitiligo [8,9]. O cha de casca de raiz € usado em banhos
e 0 suco de raiz moida € usado como um componente adicional em pomadas e lo¢des [10]. Mesmo que
as folhas e raizes ja sejam utilizadas, ha poucas informacdes sobre a extracao da polpa, sobre a presenca
e capacidade antioxidante dos compostos bioativos desse fruto, portanto, o presente trabalho é
inovador avaliando pela primeira vez o uso de um processo avancado de extracdo para a polpa de
mamacadela. Vale ressaltar que o rendimento da extracdo depende do tipo de solvente, com polaridade
variavel, tempo de extracdo, temperatura de extracdo e relacdo amostra-solvente. Assim, a MSR
(metodologia de superficie de resposta) também é Util para reduzir o nimero de ensaios experimentais
e determinar os efeitos da interacdo entre varidveis. Definir condi¢Ges 6timas no processo de extracdo
é essencial para aumentar a eficicia da extragcdo de compostos bioativos [11-13]. Assim, este trabalho

tem como objetivo otimizar o processo de extracdo de antioxidantes da polpa de mamacadela.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 EXTRATOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os frutos (aproximadamente 5 kg) foram coletados na zona rural, na fazenda Felicidade, em
Jussara-Goias - Brasil, com as seguintes coordenadas geogréaficas Longitude: 50 52" 9" Oeste. Ap0os
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lavada, sanitizada e separacdo das sementes, a polpa foi congelada (-18 °C) e transportada para a
Universidade Estadual de Maring4, onde permaneceu congelada até o0 momento da analise.

Para a extracdo antioxidante, a polpa congelada foi submetida a secagem a 50 °C em estufa
com circulacdo de ar. Para otimizacdo, foram pesados 10 g de amostra seca e adicionados 25 mL de
etanol (+1) ou agua destilada (-1) durante 30 (-1) ou 60 (+1) minutos a uma temperatura de 30 (-1) ou
60 (+1) (°C) sob luz, em banho Dubnoff (-1) (Modelo TE-053 25 5 rpm) ou com o uso de banho
ultrassénico (+1) (Modelo unico USC-1600?%, 100 W, 40 KHz). Apds os procedimentos acima, cada
extrato foi filtrado em filtro de papel qualitativo 80G, funil de porcelana Chiarotti de 90 mm de
diametro e 90 mm de didmetro e, em seguida, o sobrenadante foi armazenado em frasco ambar e
armazenado sob congelamento em um abrigo de luz para posterior andlise. Os extratos foram
submetidos & andlise de capacidade antioxidante, e analisados em triplicatas. As variaveis
independentes testadas (Tabela 1) foram temperatura de extracdo, tempo de extracdo, solvente
(concentracéo de etanol em solucdo aquosa) e uso de equipamento de banho ultrassénico. As variaveis
dependentes foram: a capacidade antioxidante quantificada pelos métodos de sequestro do radical
DPPH, ABTS e FRAP e o teor de compostos fendlicos.

Tabela 1. Niveis reais e codificados de variaveis.

Nivel -1 +1

Temperatura de extracdo (°C) 30 60

Tempo de extracdo (min) 30 60
Solvente Agua Etanol

Usando o banho ultrassdnico Né&o Sim

2.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSTOS FENOLICOS

ABTS: Uma aliquota de 30 ul de extrato foi adicionada aos tubos, juntamente com 3 mL de
reagente ABTSe+ ja diluido [14]. As amostras foram incubadas por 6 min, protegidas da luz a
temperatura ambiente e a leitura foi feita em um comprimento de onda de 734 nm no espectrofotémetro
FEMTO (Cirrus 80MB). A capacidade antioxidante do extrato de mamacadela foi determinada a partir
da curva padrdo Trolox (2 mol/L) e expressa em mg Trolox/g de amostra. O extrato foi diluido na
concentracdo de 200 mg/mL para que os valores de ABTS ficassem dentro da curva padrdo (y = -
0,0003x + 0,6603 / R2 = 0,9953).

DPPH: Uma aliquota de 150 pl das amostras foi adicionada a 2,85 mL de uma solucdo
metanolica de DPPH, homogeneizada e mantida por 1 hora sob abrigo de luz. Em seguida, os valores
de absorbancia foram medidos no comprimento de onda de 515 nm no espectrofotobmetro FEMTO
(Cirrus 80 MB), o solvente metanol foi usado como branco [15]. A curva analitica foi preparada a
partir de solugdes etanolicas de Trolox em concentragdes que variam de 0 pmol/L a 900 pmol/L. A

resposta foi expressa em equivalentes de Trolox em mg por grama de amostra. Os resultados foram
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calculados usando a curva padrédo de Trolox e expressos em mg Trolox/g de amostra (y = 0,1140x —
0,1125/R? = 0,9991).

FRAP: O reagente FRAP foi preparado usando a solugdo tampao de acetato 0,3 mol/L TPTZ
10 mol/L cloreto férrico 20 mol/L na proporcao 10:1:1 (v:v). A solucdo tampdo de acetato de sodio
300 mol/L foi realizada adicionando 3,1 g de acetato de sédio anidro em 16 mL de &cido acético glacial
suplementado com agua destilada até um volume de 1000 mL. A preparacdo da solucdo de TPTZ 10
mol/L (solucéo de 2, 4, 6 tripiridil-s-triazina) foi realizada adicionando-se a massa de 0,312 g de TPTZ
em 5 mL de HCI (acido cloridrico) 40 mol/L. Apoés a preparacdo da solugédo de cloreto de ferro a 20
mol/l [16]. A nova solucgdo de trabalho foi preparada misturando 25 mL de tampdo acetato, 2,5 ml de
solugdo de TPTZ e 2,5 mL de solugdo de cloreto de ferro 20 mol/L. Aliquota de 90 ul de extracto de
amostra, com 270 pl de agua destilada e 2,7 ml de solu¢do de FRAP por incubagdo de 30 min de luz
abrigada a uma temperatura de 37 oC. O reagente FRAP foi usado como branco, as leituras foram de
595 nm no espectrofotbmetro FEMTO Cirrus 80MB. O padrdo Trolox foi utilizado para o
desenvolvimento da curva de calibragéo (0-700 umol/L; y = 0,0013x + 0,0059 / R? = 0,9995), os
resultados foram expressos em mg de Trolox/g de amostra.

Compostos fenolicos: O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau [17]. Em tubos de ensaio a prova de luz, foram colocados 125 pl de extrato e
pipetados 125 pul de Folin 50%. Em seguida, 2250 pl de carbonato de sddio foram adicionados. Para o
branco, foi utilizado o mesmo processo, apenas substituindo a amostra por dgua destilada. As solucdes
foram incubadas no escuro por 30 minutos para rea¢do completa do reagente e leituras a 725 nm, a
analise foi realizada em triplicata. O &cido galico foi utilizado para o desenvolvimento da curva de
calibracdo (0-300 umol/L), os resultados foram expressos em mg de &cido galico equivalente por 100
g de amostra em base seca (mg EAG.100 g-1 base seca). Para essa andlise do teor de compostos
fenolicos, os extratos foram diluidos na concentracdo de 200 mg/mL (y =0,0018x - 0,0182/ R2=0,998).

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey para diferenca

minima significativa (p < 0,05) entre as médias utilizando o programa estatistico Sisvar 5.6.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 2 apresenta os resultados de DPPH, FRAP, ABTS e compostos fendlicos para

mamacadela.
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Tabela 2. Analises DPPH, FRAP, ABTS expressas em (ug Trolox/g amostra) e teor de compostos fenélicos (mg EAG/g
amostra) para mamacadela.

Tratamento Parémetros de extracdo Capacidade antioxidante
T (°C) Tempo | Resolva. usD DPPH FRAP ABTS Computad
(min) or pessoal

1 30 30 Agua Néo 1,77¢ +0,14 3,04de 38,51c 0,69EF
+0,17 +1,58 +0,08

2 60 30 Agua Néo 2,87ab 5,00c +0,18 43,93b 0,44f
+0,20 +0,60 +0,23
3 60 60 Agua Néo 2,47b +0,04 | 6,61b +0,25 11,56EF 0,71EF
40,00 +0,02

4 60 60 Etanol Né&o 0,95de 3,63d £0,06 18,31d 0,43f
+0,03 +0,65 10,03

5 60 60 Etanol Sim 0,55¢efg 2,12EF 13,77e 2,40d
+0,05 +0,09 10,46 +0,06
6 60 60 Agua Sim 0,98d 0,05 2,00gh 13,33h 0,53EF
+0,03 +1,34 +0,22

7 60 30 Etanol Sim 0,52¢fg 0,81gh 8,90f +0,18 2,45d
+0,02 10,04 +0,07

8 30 60 Etanol Sim 0,26fg +0,03 | 0,41h +0,15 | 0,79h +0,20 3,44b
+0,12

9 30 60 Etanol Néo 0,22fg £0,01 | 0,38h +0,02 | 1,90h +0,60 3,46b
+0,08
10 30 30 Agua Sim 0,56efg 1,11 gh 4,60h £090 0,53EF
+0,02 +0,05 +0,26

11 30 30 Etanol Né&o 0,24fg +0,01 0,95gh 6,83fg 2,99c
+1,09 +0,36 +0,10
12 30 60 Agua Nzo 0,82de 2,20fgh 21,73gh 0,78EF
+0,06 +0,03 +0,19 +0,10

13 30 60 Agua Sim 1,01d +0,03 2,61fg 18,83gh 0,92e
+0,06 +0,67 +0,21

14 60 30 Etanol Néo 0,64def 1,22gh 4,80h +0,38 4,27a
+0,03 +0,19 +0,13
15 60 30 Agua Sim 3,092 +£0,20 | 9,00a +0,83 52,63a 0,55EF
+1,79 10,04

16 30 30 Etanol Sim 0,239 £0,03 0,58gh 8,78f +0,54 3,52b
+0,02 10,20

* Letras na mesma coluna indicam que ha uma diferenca significativa (p<0,05). Os valores sdo o desvio padrdo médio de
3 repeticoes. T: temperatura (°C); Resolver: solvente; USD: banho de ultrassom; PC: compostos fendlicos.

Os maiores valores encontrados para a capacidade antioxidante foram para o tratamento 15,
que utiliza temperatura mais alta (60°C), menor tempo (30 minutos), &gua como solvente e ultrassom.
No entanto, para a extracdo do composto fenolico, os maiores valores foram para o tratamento 14, que
utiliza maior temperatura (60°C), menor tempo (30 minutos), etanol como solvente e sem uso de
ultrassom.

A capacidade antioxidante encontrada para mamacadela (Tabela 2) pode ser influenciada por
fatores como maturidade, espécie, praticas de cultivo, origem geogréafica, estagio de crescimento,
condigdes de cultivo e processo de armazenamento, bem como método de preservacao e tipo de agente
carreador [18-20]. Agua como solvente, temperaturas mais altas e o uso de banho ultrassénico foram
citados anteriormente como 6timos pardmetros para a extracdo de compostos antioxidantes de frutas
[11,21-23].
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A Figura 1 mostra os efeitos dos parametros de extracdo para quantificacdo do teor de DPPH,

ABTS, FRAP e compostos fenolicos. Os dados obtidos mostram varias interferéncias durante o

processo de extracdo. Enquanto a temperatura teve um efeito positivo, o uso de etanol teve um efeito

inverso na extracdo antioxidante da mamacadela, para todos os métodos utilizados para quantificacéo.

Figura 1. Efeitos dos parametros de extracdo para quantificacdo do teor de DPPH, ABTS, FRAP e compostos fendlicos.
Temperatura -1 = 30°C e +1 = 60°C; Tempo -1 = 30 min e +1 = 60 min; Solvente -1 = 4gua e +1 = etanol; Ultrassom -1 =

nao; +1 = sim.
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O fator tempo teve um efeito negativo na extracdo de compostos fenolicos e antioxidantes. Para
o fator do tipo solvente, a 4gua foi a que extraiu a maior quantidade de compostos antioxidantes. No
entanto, para o teor de compostos fendlicos o etanol apresentou melhores resultados.

Na anélise do DPPH, o parametro que mais interferiu na quantificacdo da variavel resposta foi
0 uso ou ndo de etanol, onde o uso de dgua apresentou o maior resultado. Portanto, 0s compostos
antioxidantes mamacadela podem ser extraidos usando um solvente verde sustentavel, facilitando sua
extracdo e reduzindo o custo de ser um solvente barato e de facil disponibilidade.

Para a metodologia ABTS, a interacdo entre tempo e agua como solvente apresentou maior
significancia, o aumento do tempo de extracdo resultou em diminuicdo dos compostos antioxidantes
presentes nos extratos. A andlise de FRAP mostrou uma relacdo positiva entre 0 aumento da
temperatura de extragdo e o aumento de compostos antioxidantes.

A Figura 2 mostra a metodologia de superficie de resposta da analise DPPH, representando
todas as outras analises que mostraram resultados semelhantes. Foram analisadas interaces duplas:
temperatura versus tempo, temperatura versus solvente, temperatura versus ultrassom, tempo versus

solvente, tempo versus ultrassom e solvente versus ultrassom.

Figura 2. Superficie de resposta para a analise de DPPH em frutos de mamacadela. Interagco temperatura versus tempo (a),
temperatura versus solvente (b), temperatura versus ultrassom (c), tempo versus solvente (d), tempo versus ultrassom (e) e

solvente versus ultrassom (f).
10

05

0.0

B: Time
C: Solvent

05

10 - T T
-10 05 0.0 05 10 10 05 00 05 10

A Temperature A Temnetatuce

D Ultrasound
C: Solvent
o
=)

10 05 0.0 05 10 -1.0 -05 0.0 05 1.C

A Temperature B: Time

=)

D: Ultrasound
D Ultrasound

-10 05 0.0 05 1.0

C: Solvent

B- Time

Agricultural and Biological Sciences: Foundations and Applications
Extragdo avangada de compostos bioativos de mamacadela: Uma abordagem para um processo eficiente e sustentdavel



Em todas as analises antioxidantes, a temperatura maxima apresentou resultados mais
significativos (Figura 1 e 2) Esse resultado pode estar relacionado ao aumento das taxas de difuséo e
solubilidade dos analitos e & diminuicdo da viscosidade e tensao superficial dos solventes. No entanto,
em alguns casos, pode-se observar uma diminui¢do no rendimento da extracdo, uma vez que alguns
compostos, como os fendlicos, podem ser degradados quando submetidos a altas temperaturas [24—
27].

A composi¢do quimica e os compostos fitoquimicos contidos nos materiais vegetais tém
diferentes propriedades de solubilidade em diferentes solventes, o solvente ideal para extracdo
dependera dos materiais vegetais especificos e dos compostos que devem ser isolados [24,28]. Além

disso, o uso do ultrassom é uma tecnologia promissora para o processo de extragdo [24,29-31].

4 CONCLUSAO

Foi possivel extrair uma quantidade representativa de antioxidantes dos frutos da mamacadela
priorizando um processo mais sustentavel, utilizando a 4gua como solvente. No geral, as condigdes
que maximizaram a extracdo de antioxidantes do fruto mamacadela foram o uso de 4gua como
solvente, a 60 °C, com o menor tempo de extragdo (30 min). Por fim, ressalta-se a importancia da
realizacdo de mais estudos sobre o potencial antioxidante do fruto mamacadela, para buscar agregar
valor a essas espécies e incentivar seu cultivo e melhoramento genético, possibilitando assim a
comercializacdo desses frutos para outras regides brasileiras, aumentando a renda para a agricultura

familiar e fortalecendo a seguranga alimentar e nutricional dos brasileiros.
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