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RESUMO

A jucara é uma espécie em ex-
tingdo devido a extragdo ilegal do
seu palmito. A exploracdo do seu
fruto vem sendo introduzida como
uma alternativa de baixo impac-
to ambiental. No entanto, o pouco
conhecimento sobre este fruto difi-
culta a extracdo dos seus compos-
tos bioativos. Este trabalho objeti-
vou desenvolver metodologia para
extracdo de compostos bioativos de
frutos de jucara e evidenciar o teor
de compostos bioativos e atividade
antioxidante do extrato obtido. Para
a extragdo foi utilizado como sol-
vente uma mistura de etanol:agua
70% (v/v), acidificada com HCI
5,0 mol L! para pH 2,0.Apés a ex-
tracdo o volume inicial foi reduzido
para 30% utilizando evaporador ro-
tativo. A jucara presentou elevada
capacidade antioxidante (487,48
uM eq Trolox g'), valor superior a
maioria dos frutos de importancia
ja reconhecida, tais como o agai e
mirtilo. Quanto ao teor de antocia-
ninas e compostos fendlicos, fo-
ram encontrados valores médios de
1.365,21mg de antocianinas totais
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100 g' e 10.237,16 mg AGE 100
g!, respectivamente. A metodolo-
gia de extragdo utilizada foi ade-
quada para os frutos de jucara,visto
o elevado teor de compostos bioati-
vos ¢ a coloracdo escura do extrato
obtido (L*= 15,27), podendo ser
utilizadapelas industrias alimenti-
cias no intuito de estabelecer um
padrdo interno de qualidade e para
verificar as caracteristicas bioati-
vasdos frutos antes do processa-
mento.

Palavras-chave: Atividade
antioxidante. Cor. Euterpe edulis
Martius. Extrato.

ABSTRACT

The jugara is an endangered spe-
cies due to the illegal extraction of
its palm heart. The exploitation of its
fruit has been introduced as an alter-
native of low environmental impact.
However, the little knowledge about
this fruit hinders the extraction of
its bioactive compounds. This work
aimed to develop methodology for the
extraction of bioactive compounds
from fruits of jucara and to evidence
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the content of bioactive compounds
and antioxidant activity of the ob-
tained extract. For extraction,was
used a mixture of ethanol: water70%
(v/v), acidified with 5.0 mol L' HCI
to pH 2.0. After extraction the ini-
tial volume was reduced to 30%
using rotary evaporator. Jugara
presented high antioxidant capac-
ity (487.48uM eq Trolox g'), higher
valuemost of the fruits of importance
already recognized, such as ac¢ai and
blueberry. As for anthocyanins and
phenolic compounds, average values
of 1,365.21mg of total anthocyanins
100 g' and 10,237.16 mg AGE 100
g, were found, respectively. The ex-
traction methodology used was ad-
equate for the fruits of jucara, con-
sidering the high content of bioactive
compounds and the dark coloration
of the obtained extract (L * = 15.27),
being able to be used by the food in-
dustries in order to establish an in-
ternal quality standard and to verify
the bioactive characteristics of the
fruits before processing.

Keyword: Antioxidant activity.
Color. Euterpe edulis Martius.
Extract.
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INTRODUCAO

a literatura existem diver-

sos métodos utilizados

para extrair compostos

bioativos de frutas e hor-
taligas, a exemplo podem-se citar
métodos recentes como a alta pres-
sdo hidrostatica e extracdo assistida
por ultrassom. Contudo, os métodos
de extracdo que utilizam solventes
organicos para a obtencdo de anto-
cianinas da matriz vegetal sdo ainda
muito utilizados (PEREIRA et al.,
2017),

A escolha do método depende do
propodsito da extracdo, da natureza
da matriz vegetal, das propriedades
quimicas dos compostos bioativos e
da eficiéncia do método (GARCIA-
-VIGUERA; ZAFRILLA; TOMAS-
-BARBERAN, 1998; KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013), deven-
do o mesmo ser simples, rapido e de
baixo custo.

Uma gama de compostos encon-
trados em matrizes vegetais, sdo
extraidos por meio de solventes or-
ganicos, como exemplo, destaca-se
o grupo dos flavonoides. As anto-
cianinas sdo flavonoides localizados
nos vacuolos celulares de vegetais ¢
nas camadas superficiais do epicarpo
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Devido a esta caracteristica, os pro-
cedimentos de extracdo geralmente
envolvem o uso de solventes orga-
nicos acidificados, que desnaturam
as membranas celulares e, simulta-
neamente, solubilizam os pigmentos
estabilizando-os (DAI; MUMPER,
2010).

As antocianinas sdo moléculas
polares, apresentando grupos hidro-
xilas, carboxilas, metoxilas e glico-
silas residuais ligados aos seus anéis
aromaticos (XAVIER et al., 2008)
assim, os solventes mais utilizados
nas extra¢des sd3o misturas aquosas
com etanol, metanol, acetona, ace-
tado de etila e suas combinacdes
(MACHEIX; FLEURIET; BILLOT,

1990; DAL; MUMPER, 2010).

Apesar da possibilidade de utilizar
estes quatro solventes, o uso de etanol
¢ mais vantajoso, quando utilizado
em alimentos pois, apesar de seu po-
tencial de extracdo ser levemente in-
ferior ao metanol, conforme verifica-
do por Francis (1982), o mesmo nao
apresenta a toxicidade comparado a
estes outros solventes(MARKAKIS,
1982; TEIXEIRA; STRINGHETA;
OLIVEIRA, 2008).

Ja os solventes extratores alcoo-
licos acidificados, podem promover
o aumento da estabilidade dos ex-
tratos, por dificultar o aparecimento
de micro-organismos, que poderiam
degradar os compostos fenolicos e
prevenir a degradacdo das antocia-
ninas ndo-aciladas. Todavia, deve-se
atentar para o uso desse tipo de sol-
vente no processo de extragdo, pois
o0 excesso de acidos pode levar a for-
magcao de antocianidinas ¢ outros fla-
vonoides por hidrolise (CARDOSO;
LEITE; PELUZIO, 2011; DOMIN-
GUES et al., 2012).

Além da composicdo da solu-
¢do extratora, varios fatores como
o tempo de extragdo, temperatura,
pH, relacao sélido/liquido e tamanho
da particula influenciam a extracao
(CACACE; MAZZA, 2003; PINE-
LO etal., 2005). Quanto ao tempo de
extragdo, encontram-se na literatura
periodos que variam de uma hora
(JENSEN et al., 2007) até 48 horas
(FIGUEREDO et al., 2008). A tem-
peratura ¢ outro fator importante na
extragdo de compostos bioativos, en-
tretanto, ndo ha um consenso quanto
a melhor temperatura a ser utilizada.
Todavia, visto a baixa estabilidade
das antocianinas em temperatura ele-
vadas, recomenda-se que a extragdo
em sistemas aquecidos seja realizada
em temperaturas inferiores a 60 °C
e a evaporagdo do solvente seja re-
alizada a temperatura ambiente, ou
conforme recomendo por Pereira et
al. (2017) e Soares; Cavalheiro; An-
tunes (2001), na maxima de 40 °C,
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com evaporadores a vacuo, até mas-
sa constante.

O extrato bruto obtido contém,
além dos pigmentos de interesse,
outros compostos ndo fenolicos,
como agucares, proteinas e acidos
organicos (MACHEIX; FLEURIET;
BILLOT, 1990) que podem agir
como interferentes. Assim, esses ex-
tratos devem ser purificados para as
aplicacdes industriais e biologicas.

Entre as principais técnicas para a
purificacdo de extratos fendlicos, po-
de-se citar a extragdo liquido-liquido,
extragdo com resina de troca iOnica
e extracdo em fase solida. Contudo,
devido simplicidade relativa para eli-
minacdo dos interferentes, o método
mais utilizado € o de extragdo em
fase solida (Solid Phase Extraction,
SPE) em cartuchos de separacdo C18
(MARCO; POPPI; SCARMINIO,
2008). Todas estas varidveis que in-
fluenciam na extracdo vao atuar de
forma diferente em cada matriz ve-
getal, sendo necessario um estudo
mais aprofundado da matriz com que
se deseja trabalhar.

Este trabalho objetivou desenvol-
ver metodologia para extracdo de
compostos bioativos de frutos de ju-
cara, além de evidenciar os compos-
tos bioativos e atividade antioxidante
do extrato obtido.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvol-
vido no Laboratério de Alimentos
do Departamento Académico de Ci-
éncia e Tecnologia de Alimentos do
Instituto Federal de Educacao, Cién-
cia e Tecnologia do Sudeste de Mi-
nas Gerais (IF Sudeste MG), Cam-
pus Rio Pomba, sendo o experimento
realizado em trés repetigoes.

Obtencio do extrato bruto

O extrato foi preparado com 25 g
de fruto de jugara e 100 mL de sol-
vente, sendo utilizada a mistura de
etanol:agua 70% (v/v), acidificada
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com HCI 5,0 mol L' para pH 2,0
(PEREIRA et al., 2017).

Apods homogeneizagdo dos frutos
na solugdo extratora acidificada, a
infusdo foi deixada em repouso, na
auséncia de luz, sob refrigeragdo a 5
°C+2°C por 48 h. Posteriormente, o
extrato foi filtrado para retirada dos
frutos, sendo em seguida reduzido
a 30% do seu volume inicial com o
auxilio de um evaporador rotativo a
140 rpm, acoplado a uma bomba de
vacuo a 79 kPa, sistema de refrige-
ragdo a 15 °C e banho-maria a 40 °C.
Nas condi¢des estabelecidas foram
necessarios 54 min para concentra-
cdo dos extratos. Em seguida, esse
extrato foi armazenado a -18 °C na
auséncia de luz, para posterior ca-
racterizagdo em relagdo aos teores
de antocianinas, compostos fenoli-
cos totais e atividade antioxidante.
A obtencdo do extrato foi realizada
em trés repeti¢des. A Figura 1 repre-
senta esquematicamente 0s passos
para obten¢ao do extrato.

Determinacdo de antocianinas
totais

O teor de antocianinas totais do
extrato foi determinado por absor-
¢do na regido do visivel (535 nm) de
acordo com metodologia descrita por
Lees; Francis (1972) conforme des-
crito a seguir.

Uma aliquota do extrato foi dilui-
da em etanol: HCI 1,5 N (85:15) v/v
e a absorbancia lida no comprimento
de onda de 535 nm em espectrofoto-
metro (KASUAKI, modelo 1L-227).
A diluicao foi adotada de tal modo
que se obtivesse um valor de absor-
bancia entre 0,200 - 0,800, respei-
tando a Lei de Lambert-Beer. O es-
pectrofotometro foi calibrado com a

Onde:

Figura 1 - Esquema da obtengéo do extrato de jugara.

A — fruto de jugara; B — fruto imerso em solugdo extratora acidificada (infusdo);
C - infusdo na auséncia de luz e sob refrigeragdo a 5 °C; D — infusdo e frutos
apds periodo de extracdo de 48 horas; E — concentracdo dos extratos em rota
evaporador; F — extratos fracionados e acondicionados na auséncia de luz, sob

congelamento a -18 °C.

solugdo etanol: HC1 1,5 N (85:15).
O teor de antocianinas foi obtido
pela Equacao 1 e o resultado final
expresso em mg de antocianinas
totais por 100 g de fruto. Foi uti-
lizado o Coeficiente de Extingdo

Equacéo 1

A = Absorbancia (Abs) em 535 nm

€1cm = Coeficiente de absortividade (98,2 L cm-'g™)
b = Espessura da cubeta (1cm)

C’' = Concentracdo (g L)
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glicosideo médio (¢, =98,2 L cm™
g, que corresponde a cianidina-3-
glicosideo.
médio (g, = 98,2 L cm' g'),
que corresponde a cianidina-3-
glicosideo.

A=giem.b. C



PESQUISH

Purificacdo e determinaciao de
compostos fenolicos totais

Para a determinagdo exata da
quantidade de compostos fenoélicos
o extrato de jucara foi purificado vi-
sando a remocao de interferentes da
analise. A purifica¢do do extrato foi
realizada por Extracdo em Fase So-
lida (SPE) utilizando-se cartuchos de
separagéo C18 (Waters Sep-Pak® 35¢cc
Vac).

Inicialmente o cartucho de separa-
¢ao C18 foi acondicionado com 50 mL
de metanol e 50 mL de agua destilada
(Figura 2A). Apo6s, uma aliquota de
20 mL do extrato de jugara foi perco-
lado no cartucho de separagio (Figura
2B). Os interferentes foram removidos
por meio da passagem de 100 mL de
agua destilada pelo cartucho, ficando
os compostos fendlicos adsorvidos no
mesmo (Figura 2C). O extrato de juga-
ra, livre de interferentes, foi eluido do
cartucho com 50 mL de metanol acidi-
ficado com 0,01% de HCI (NORAT-
TO et al., 2010) (Figura 2D).

Apos purificacdo, a andlise de com-
postos fenolicos totais foi realizada
utilizando-se o reagente de Folin-Cio-
calteu, segundo metodologia descrita
por Singleton; Orthofer; Lamuela-Ra-
ventos (1999).

A leitura da absorbancia da solugao
final (apds uma hora de estabilizag@o
da reagdo) foi realizada a 760 nm em

Figura 2 - Esquema para purificacdo do extrato de jucara.

L€

| ¥
El |

A —acondicionamento do cartucho de separagdo C18; B — percolagdo da
amostra; C —lavagem para eluigdo dos interferentes; D — elui¢do dos analitos,

compostos fenolicos.

espectrofotometro (KASUAKI, mode-
lo IL-227), calibrado com agua destila-
da e a quantidade de fenolicos totais foi
calculada com base na curva padrao de
acido galico P.A. variando entre 0 e
200 mg.L".

Para se processar a reagdo, em tu-
bos de ensaios foram adicionados: 0,6
mL da amostra devidamente diluida e
3 mL do reativo de Folin-Ciocalteu.

Figura 3 - Curva padrdo de écido galico utilizada para analise compostos fenolicos.

ApoOs este procedimento, os tubos
foram agitados, vigorosamente, em
vortex e em seguida foram deixados
em repouso por 3 min. Em seguida,
foram adicionados 2,4 mL de solug@o
de carbonato de sodio catalisador da
reagdo. Os tubos permaneceram em
repouso por mais uma hora ao abrigo
da luz e a temperatura ambiente (25
°C). A solugao “branco” foi preparada

y =0,0104x +0,0195
R?=0,9998

50 100 150

B Concentragao de acido gélico (mg AGE 100g™")

A —curva padrdo de &cido gdlico; B — concentracao de acido galico (mg AGE 100g™) vs absorbancia.

116



PESQUISH

Figura 4 - Curva padrdo de trolox utilizada para andlise de atividade antioxidante pelo método ABTS.
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y =-0,0041x + 0,5699
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B Concentragio de trolox (M eq Trolox g-1)

A —curva padrdo de trolox; B — concentracado de trolox (uM eq Trolox g-1) vs absorbancia.

nas mesmas condigdes que a amostra,
sendo o volume da amostra substitu-
ido por 0,6 mL do solvente de extra-
¢do. A curva padrao também seguiu o
mesmo procedimento, sendo o volume
da amostra substituido por 0,6 mL de
cada concentragdo de acido galico pre-
viamente preparada em agua destilada.

O conteudo fenolico total foi obti-
do por regressao linear dos padroes de
acido galico e o valor final foi expresso
em mg AGE (4cido galico equivalente)
por 100 g de fruto (mg AGE 100g™).

A concentracao de fenolicos totais
foi obtida por meio da interpolagao das
absorbancias em uma curva padrdo de
acido galico construida previamente.
O coeficiente de determinacao da cur-
va analitica foi de R*= 0,9998 (Figura
3).

Determinaciao da atividade an-
tioxidante pelo ensaio TEAC (capa-
cidade antioxidante equivalente ao
trolox)

O ensaio TEAC (capacidade antio-
xidante equivalente ao trolox) foi reali-
zado com o radical catibnico ABTS®*,
segundo metodologia descrita por Re
et al. (1999).

O cation ABTS** (2,2’-azinobis-3-
-etil-benzotiazolina-6-sulfonado), foi
formado a partir da reagdo de solugdes
aquosas de 7 mM de ABTS e 2,45
mM de persulfato de potassio (1:1),
incubada a temperatura ambiente (25
°C) e na auséncia de luz, por 16 horas.
Transcorrido esse tempo, a solugao foi
diluida em etanol: agua 80% (v/v) até

obter uma solu¢do com absorbancia
de 0,700 (£ 0,02), a 734 nm. O espec-
trofotometro (IL-227, KASUAKI) foi
calibrado utilizado alcool etilico: dgua
80% (v/v).

Foi realizada a constru¢cdo de uma
curva analitica com o antioxidante pa-
drdo trolox variando de 0 - 110 pM.
Em abrigo da luz, foi transferida uma
aliquota de 0,5 mL de cada solugdo de
trolox para tubos de ensaio, e adicio-
nada a mesma 3,5 mL da solugdo do
radical (ABTS*"). A mistura foi homo-
geneizada em agitador de tubos e man-
tidas ao abrigo de luz até estabilizacao
da reagdo em torno de 6 min, sendo em
seguida realizada a determinacdo da
absorbancia a 734 nm.

Para construgdo da curva da amos-
tra, foram realizadas trés dilui¢Ges
sequenciais (de modo a obter, apds
reacdo, absorbancia na faixa da curva
analitica). Seguindo os mesmos proce-
dimentos descritos para a construgdo
da curva analitica, uma aliquota de 0,5
mL de cada dilui¢do da amostra foi
misturada com 3,5 mL da solu¢do do
radical (ABTS*"), apds estabilizacao
da reagdo (6 min) a absorbancia foi
determinada a 734 nm. A partir des-
se dado foi construido um grafico de
amostra: concentra¢do (g de amostra
L") vs absorbancia.

Para determinacdo da TEAC, foi

Equacdo 2

Equacdo 3
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obtida a absorbancia equivalente a 50
UM.L! (trolox 50 uM.L") da equagéo
da curva padrao do trolox. O valor de
trolox 50 umol.L"! foi substituido na
equacao da reta da curva da amostra,
sendo encontrada a massa de amos-
tra (g) equivalente a 50 pM.L"'. Pre-
viamente, esse dado foi corrigido em
UM.L"! equivalente de trolox por gra-
ma de amostra (TEAC). O coeficiente
de determinagdo da curva analitica foi
de R*=10,9998 (Figura 4).

Caracterizacao colorimétrica

A avaliacdo colorimétrica foi reali-
zada no extrato bruto de jucara, obti-
dos conforme descrito anteriormente
(Figura 1). A analise das coordenadas
L*, a* e b* foi determinada por meio
do colorimetro Konica Minolta (CR
10), empregando-se a escala de cor
CIELAB (L*, a*, b*).

A coordenada “L*”, que varia de 0
a 100 (0= preto e 100= branco) define
a luminosidade e ascoordenadas“a*”
e “b*” sao responsaveis pela cromati-
cidade, onde “a*” (negativo = verde ¢
positivo = vermelho) e “b*” (negativo
= azul e positivo = amarelo).

As coordenadas C* (cromaticidade
ou saturag@o de cor) e h* (angulo de
tonalidade cromatica) foram calcula-
das a partir dos dados de a* e b*, pelas
Equagoes 2 e 3, CIELCH (C*, h*).

Cr=[ (@ + (b ]2

h* = arctan (b*/a*)
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Teor dos compostos bioativos,
atividade antioxidante e caracte-
ristica colorimétrica do extrato de
jucara

A jugara presentou elevada ativi-
dade antioxidante, que esta corre-
lacionada principalmente com seu
conteudo de antocianinas e demais
compostos  fendlicos (PEREIRA
et al., 2016). Para o extrato obtido
foi encontrado valores médios de

capacidade antioxidante de 487,48
UM eq Trolox g, pelo método ABTS
(Tabela 1), valores superiores a maio-
ria dos frutos de importancia ja reco-
nhecida, tais como o acai (231,38) e
mirtilo (29,20) (REQUE et al., 2014;
AUGUSTI et al., 2016).

Quanto ao teor de antocianinas e
compostos fendlicos, foram encontra-
dos valores médios de 1.365,21mg de
antocianinas totais 100 g' e 10.237,16
mg AGE 100 g', respectivamente
(Tabela 1), valores superiores aos

Tabela 1 -Valores de compostos bioativos do extrato de jucara.

encontrados por Batiston et al. (2013)
e Augusti et al. (2016), ao analisarem
compostos fenodlicos do fruto de ace-
rola (635,32) e agai (4.040,00) respec-
tivamentee aos encontrados por Mal-
cher; Carvalho (2011),a0 analisarem
teor de antocianinas do fruto de agai
(363,72-590,23). Teor semelhante de
antocianinas, foram encontrados por
Brito et al. (2007) e Teixeira et al.
(2012) ao analisarem fruto de jucara
e por Moreira et al. (2017) ao analisa-
rem polpa de jugara.

Determinacoes Média* Desvio padréo COGTICI? nte de

variagao (%)
Capacidade antioxidante (uM eq Trolox g) 487,48 33,18 7%
Antocianinas totais (mg 100 g°') 1.365,21 6,84 1%
Compostos fendlicos (mg AGE 100 g') 10.237,16 1.007,14 10%

Resultados expressos em base (imida. Coeficiente de variagdo= (desvio padrao/média) x100. AGE= acido galico equivalente.

*Média de trés extracoes.

Tabela 2 - Dados colorimétricos do extrato de jucara.

Determinacoes Média* Desvio padrao COBTICI? nte de

variacao (%)
Coordenada L* 15,27 0,38 3%
Coordenada +a* 7,84 0,62 8%
Coordenada +b* 1,88 0,07 4%
Coordenada C* 8,06 0,58 7%
Coordenada °h* 13,55 1,51 11%

Resultados expressos em base imida. L*= luminosidade, a*= vermelho vs verde, b*=amarelo vs azul, C*= saturagado de cor
(choma) e h*=angulo de tonalidade (radianos). *Média de trés extragoes.

Figura 5 - Extratos de jucara obtidos conforme item “Obtencdo do extrato bruto”.

A - Extratos de jucara obtidos nos trés processos de extracdo; B — Andlise de cor dos extratos de jugara.
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O elevado teor de antocianinas-
totais e compostos fenolicos encon-
trado no extrato de jugara vai de en-
contro a alta capacidade antioxidante
também observada (Tabelal), estes
resultados mostram que a jucara ¢
boa fonte de compostos antioxidan-
tes. Observagao semelhante foi reali-
zada por Silva et al. (2017), ao anali-
sarem polpa de agai.

O extrato apresentou média para
a coordenada L* del5,27 (Tabela
2), como L* estéd relacionado com a
transmissdo de luz (MONTES et al.,
2005), extratos apresentando valores
de L* mais baixos estariam relacio-
nados a uma maior eficiéncia de ex-
tracdo de compostos fenolicos.

Visto o baixo valor de L* encon-
trado no extrato de jugara pode-se
concluir que o método de extragdo
foi eficiente (Figura 5). Entretanto,
para a extracdo de tais pigmentos,
elevados valores de C* também se-
riam desejaveis pois, ainda segundo
Montes et al. (2005), esta coorde-
nada ¢ a expressdo quantitativa da
cromaticidade, relacionando-se com
a sensacdo visual de quantidade de
cor. Assim, para jucara, quanto maior
a extragdo de compostos pelos sol-
ventes utilizados no procedimento de
extracdo, maiores serdo os valores de
C* e a*, e menores serdo os valores
de L* dos respectivos extratos.

CONCLUSAQ

Os resultados obtidos neste traba-
lho demonstram que a metodologia
de extra¢do de compostos bioativos
utilizada ¢ adequada para os frutos
de jugara (Euterpe edulis Martius),
visto o elevado teor de compostos
obtidos no extrato final e coloragao
escura do mesmo. Isto foi possivel
devido a proporgdo fruto-solvente,
tipo de solvente, tempo de contato do
fruto com o solvente e temperatura
empregada no processo de extragdo.

Devido ao baixo pH do extrato ob-
tido, a metodologia descrita permite

ainda a obtencdo de um extrato mais
estavel, além de minimizar as parti-
culas em suspengao, ja que os frutos
ndo sdo macerados. Tais particulas
dificultariam a purifica¢do do extrato
e as po steriores analises espectrofo-
tomeétricas.

Esta metodologia pode ser utiliza-
da pelas industrias alimenticiasno in-
tuito de estabelecer um padrio inter-
no de qualidade dos frutos de jugara
e para verificar as caracteristicas bio
ativasde tais frutos antes do proces-
samento.
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