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Resumo

O abacate é uma fruta tropical com elevado valor nutritivo e fonte de importantes
substancias bioativas, como os compostos fendlicos e antioxidantes. A extracdo de
compostos fendlicos e antioxidantes em alimentos é dificil, devido as diferentes
caracteristicas destes compostos e a complexidade das matrizes alimentares.
Objetivou-se com este estudo otimizar as condicdes de extracdo de compostos
fendlicos e antioxidantes da polpa de abacate da variedade Quintal por meio da
aplicacdo de um planejamento de misturas simplex-centrdide. Os compostos fendlicos
e antioxidantes foram extraidos da polpa de abacate utilizando como solventes agua,
acetona, etanol e metanol, em diferentes combinacfes, totalizando 16 ensaios,
conforme o planejamento experimental empregado. As misturas foram analisadas em
relacdo ao teor de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau e atividade
antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH. De acordo com a andlise de superficie de
resposta e desejabilidade, a combinacao de 50% de adgua e 50% de acetona revelou-
se a mais apropriada para a extracao de compostos fendélicos e antioxidantes da polpa
de abacate variedade Quintal.

Palavras-chave: ABTS, compostos bioativos, DPPH, metodologia de superficie de
resposta, solventes, variedade Quintal.

1. Introducéo

O abacate (Persea americana Mill.) € uma importante fruta tropical comercial (WANG;
BOSTIC; GU, 2010), possui forma de drupa com casca delgada, de coloracéo verde
oliva-brilhante, que apresenta elevado teor de agua, em torno de 71,51% e dOleo de
alta qualidade (SAMPAIO; LEONEL, 2008). O abacate & fonte de &cidos graxos
insaturados, fibras, potassio, vitamina B (GOMEZ-LOPEZ, 1998) e compostos
lipofilicos bioativos, como a vitamina E, carotenoides, esterdis e outros, que tem
demonstrado atividade antioxidante (LEE; KOO; MIN, 2004). Segundo a American Diet
Associati on (ADA) o abacate pode ser classificado como um alimento funcional,
devido ao seu alto valor nutritivo e comprovados efeitos benéficos para a salde
humana (ADA, 1999).

Varios compostos antioxidantes naturais ja foram isolados a partir de diferentes tipos
de materiais de plantas, tais como oleaginosas, cereais, legumes, frutas, folhas,
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raizes, especiarias e ervas (RAMARATHNAM et al., 1995). O abacate é uma
importante fonte de compostos bioativos, que protegem as células humanas contra os
efeitos prejudiciais dos radicais livres. Além disso, os compostos fendlicos sdo
conhecidos por apresentar outras propriedades benéficas a saude, como atividade
antioxidante, efeito anti-inflamatorio, antitumoral e antimicrobiano (LUTHRIA, 2008).
Os principais antioxidantes presentes na polpa do abacate sdo os carotenoides
(xantofilas, principalmente a luteina) bem como as vitaminas C e E (JACOBO-
VELASQUEZ; HERNANDEZ-BRENES, 2012; LU et al., 2005). Além disso, a semente
do abacate é rica em compostos fendlicos, como a catequina e epicatequina, entre
outros (GEISSMAN; DITTMAR, 1965). A capacidade antioxidante de vegetais, como o
abacate, pode ser afetada por diversos fatores, como as condicbes de cultivo,
variedade, manipulacdo pos-colheita e estadio de maturacao dos frutos (KEVERS et
al., 2007).

A extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes das amostras alimenticias é um
processo complexo e desafiador, ja que mais de 800 compostos foram isolados de
fontes naturais (LUTHRIA, 2006; ROBBINS, 2003). Esses compostos mostram
estrutura quimica variada e podem estar conjugados com diferentes grupos
(LUTHRIA, 2008), o que influencia substancialmente a sua polaridade, tornando dificil
0 desenvolvimento de um método para extracdo de todos 0s compostos desta
natureza presentes em diferentes matrizes alimentares. Fatores como a composicao e
polaridade da solugdo extratora, tempo de extracdo, temperatura, pH, relacdo
sélido:liquido e tamanho da particula podem influenciar a eficiéncia da extracdo de
compostos fendlicos e antioxidantes em frutas (POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009).

A extracdo de compostos fenolicos e antioxidantes € uma importante ferramenta para
recuperacao e purificacdo desses compostos bioativos. A solubilidade dos compostos
fendlicos e antioxidantes é governada pela polaridade do solvente extrator utilizado, o
que pode influenciar significativamente na eficiéncia da extragéo, refletindo na maior
ou menor recuperacao destes compostos. Neste sentido, é necessario que ocorra uma
selecdo adequada de solventes para a extracdo, e um estudo para a otimizagdo da
extracdo destes compostos em cada matriz alimentar, utilizando o tipo e a proporcdo
mais adequada de solventes.

Na literatura existe uma quantidade consideravel de trabalhos que avaliam teores de
compostos fendlicos e antioxidantes em alimentos, porém, ndo ha uma padronizacdo
das condicBes de extracdo especificas para cada matriz alimentar. Dessa forma, os
resultados obtidos tornam-se dificeis de comparar, pois apenas o conteudo final
extraido de compostos fendlicos e antioxidantes é quantificado (SPIGNO; TRAMELLI,
FAVERI, 2007). O processo de extracdo deve fornecer o maximo rendimento das
substancias de interesse, assim sendo, objetivou-se neste estudo otimizar as
condicdes de extragdo de compostos fendlicos e antioxidantes da polpa de abacate da
variedade Quintal por meio da aplicacdo de um planejamento simplex-centréide.

2. Material e Métodos
2.1 Material

Os abacates da variedade Quintal foram obtidos no comércio local da cidade de
Francisco Beltrdo/PR. Foram selecionados frutos maduros, com adequada firmeza da
polpa, teor de sodlidos soluveis de 7 a 8 °Brix, sendo descartados 0s que
apresentassem injurias fisicas ou contaminagao visivel.
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2.2 Métodos

2.2.1 Planejamento de misturas do tipo simplex-centroide para escolha da
mistura de solventes com maior poder extrator dos compostos fendlicos e
antioxidantes

Para otimizar a extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes do abacate foi
utilizado o planejamento experimental para misturas do tipo simplex-centroide
(SCHEFFE, 1963) com quatro componentes de diferentes solventes extratores (X;=
agua, X,= acetona, Xsz= etanol e X;= metanol) totalizando 16 ensaios (Figura 1). O
planejamento experimental do tipo simplex-centroide, originalmente descrito por
Scheffé (1963) é um planejamento para misturas que pode ser representado por um
triangulo, para trés componentes ou um tetraedro para quatro componentes. Para
explorar as condigbes de mistura do espaco inteiro, as misturas usadas sdo 0s pontos
situados nos vértices e no meio das arestas, no qual cada ponto representa uma
combinac&o dos componentes da mistura. Os pontos 1, 2, 3 e 4 (vértices do tridngulo)
corresponderam aos solventes agua, acetona, etanol e metanol, respectivamente. Os
pontos 5 a 10 sdo as misturas binarias de dois solventes. Os pontos 11 a 14 sdo as
misturas ternarias e os pontos 15 e 16 sdo as misturas quaternarias dos solventes.

(x,:x50x50x,)
1:0:0:0
0:1:0:0
0:0:1:0
0:0:0:1
0.50:0.50:0:0
0.50:0:0.50:0
0.50:0:0:0.50
0:0.50:0.50:0
0:0.50:0:0.50
0:0:0.50:0.50
0.33:0.33:0.33:0
0.33:0.33:0:0.33
0.33:0:0.33:0.33
14 0:0.33:0.33:0.33
{:} Mistura Quaternaria 15 0.25:0.25:0.25:0.25
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Figura 1. Planejamento experimental simplex-centroide com 4 componentes.
Fonte: SCHEFFE, 1963.

2.2.2 Extracao e quantificacdo dos compostos fendlicos e antioxidantes

Foram pesados cerca de 3 g de amostra de abacate in natura e adicionados 8 mL de
solvente extrator, conforme planejamento experimental (Figura 1). A extracdo dos
compostos fendlicos e antioxidantes foi realizada conforme metodologia descrita por
Pereira et al. (2013), com modificacées. As amostras foram agitadas em shaker por 1
h a 150 rpm, seguidas de centrifugacédo a 3940 g/15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e submetido as determinacdes de compostos fendlicos e atividade
antioxidante.

Os compostos fendlicos foram quantificados de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau descrito por Swain e Hillis (1959), utilizando curva padrao de acido galico
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(0,02 a 0,07 mg.mL™) e o resultado expresso como mg equivalentes de &cido galico
por 100 g de amostra (mg EAG.100g™).

A atividade antioxidante dos diferentes extratos foi medida pela capacidade do
composto avaliado em doar ions hidrogénio ao radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPHe) segundo o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foi
utilizada uma curva padrdo de Trolox (10 a 1000 pymol.L™") e os resultados foram
expressos em pmol Trolox.g™ de amostra.

A atividade antioxidante também foi avaliada pelo sequiestro do céation radical ABTS™,
segundo o método proposto por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foi utilizado
uma curva padréo de Trolox (100 a 2000 pmol.L™) e os resultados foram expressos
como pmol Trolox.g™ de amostra.

2.2.3 Analise dos dados

Os 16 ensaios compostos pelas diferentes misturas dos solventes extratores foram
avaliados pelas seguintes fungfes respostas: y;= compostos fendlicos (mg EAG.100g
Y, y» = Atividade antioxidante medida pelo método ABTS (umol de Trolox.g de
amostra™), y; = Atividade antioxidante medida pelo método DPPH (umol de Trolox.g
de amostra™). O modelo canénico de Scheffé (1963) (Equacdo 1) foi ajustado aos
dados experimentais e testados os modelos linear, quadratico e cubico para a
obtencéao dos respectivos coeficientes de regressao.

v =4 p* q 9 a9 99 95 ..
Y = Doz DiXi + i 2 DXy + T Zjage Za Dijpe iy X + -+ + b gX1Xz . Xg (Equacio 1)
Em que, y = funcéo da estimativa da resposta, b; coeficientes estimados da regressao,
Xi = sdo o0s niveis codificados das dependentes, sendo 1>x>0e > = 1,0.

A qualidade do ajuste dos modelos aos dados experimentais foi verificada pela analise
de variancia (ANOVA) da regresséo e coeficiente de determinacdo (R?). As repeticdes
forneceram os graus de liberdade para obter o erro puro e conseqientemente, a
analise da falta de ajuste. Todos os célculos e construcfes dos graficos foram
realizados utilizando o programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc, 2011). A partir das
fungbes respostas investigadas as combinacg6es foram otimizadas a partir dos gréficos
gerados da superficie de resposta e parametros de desejabilidade.

3. Resultados e Discusséo

A partir dos valores médios das respectivas funcdes respostas (Tabela 1) dos 16
ensaios realizados e aplicacdo do planejamento experimental de misturas simplex-
centroide (Figura 1), foram obtidos os modelos das equacfes y; (teor de compostos
fendlicos), y, (atividade antioxidante pelo método ABTS), y; (atividade antioxidante pelo
método DPPH) com o0s seus respectivos coeficientes de regressdo e analise de
varidncia dos modelos matematicos (Tabela 2). Os modelos matematicos yi, ¥, Vs,
apresentaram efeitos linear, quadratico e cubicos significativos ao nivel de 95% de
probabilidade. As equac¢Bes dos modelos matematicos ndo apresentaram falta de
ajuste significativa (0,05) e os coeficientes de determinagdo R ? (Tabela 2) foram
respectivamente de 0,99, 0,98 e 0,97. Portanto, estes modelos foram satisfatérios para
explicar o efeito dos solventes agua, acetona, etanol e metanol na extracdo dos
compostos fendlicos e antioxidantes da polpa do abacate.



Otimizacdo do solvente para extracdo de compostos antioxidantes da polpa
de abacate utilizando o planejamento de misturas simplex-centroide 23

Tabela 1. Coeficientes de regressao e andlise de variancia dos modelos matematicos.

Ensaio Variaveis Funcbes-resposta*
X1 Xz X3 X4 Y, Y, Ys

1 1,00 0,00 0,00 0,00 18,77 1,04 0,42
2 0,00 1,00 0,00 0,00 23,73 2,01 0,74
3 0,00 0,00 1,00 0,00 23,11 1,85 0,98
4 0,00 0,00 0,00 1,00 19,01 2,07 1,19
5 0,50 0,50 0,00 0,00 33,75 2,74 1,44
6 0,50 0,00 0,50 0,00 27,56 2,00 0,82
7 0,50 0,00 0,00 0,50 27,85 2,13 0,00
8 0,00 0,50 0,50 0,00 20,48 1,94 1,05
9 0,00 0,50 0,00 0,50 23,99 1,93 1,14
10 0,00 0,00 0,50 0,50 25,54 2,05 1,15
11 0,33 0,33 0,33 0,00 29,97 2,44 1,07
12 0,33 0,33 0,00 0,33 28,46 2,27 1,26
13 0,33 0,00 0,33 0,33 28,34 2,39 1,34
14 0,00 0,33 0,33 0,33 21,66 1,99 1,08
15 0,25 0,25 0,25 0,25 28,03 2,32 1,29
16 025 0,25 0,25 0,25 28,30 2,44 1,24

ajustados as variaveis resposta.

* X;=Agua, X,=Acetona, X;=Etanol e X,=Metanol. **Y; =Compostos fendlicos (mg EAG.100 g™),
Y,= Capacidade antioxidante pelo método ABTS (umol de Trolox/g de amostra) e Ys=
Capacidade antioxidante pelo método DPPH (umol de Trolox/g de amostra).

Tabela 2. Coeficientes de regressdo e andlise de variancia dos modelos matematicos
ajustados as variaveis resposta.

Varidveis Resposta*

Coeficientes Y1 Yo Y3
Linear

B1 18,78* 1,04* 0,45*
B, 23,73* 1,97* 0,79%
B3 23,12* 1,89* 1,08*
B4 19,02* 2,06* 1,19*
Quadratico

Bio 49,59* 4,90* 3,33*
Bis 26,05* 2,13* -
B1s 35,43* 2,28* -3,24*
Bos -12,16* - -
Boa 10,06* - 0,63
Bsa 17,49* - -
Cubico

B123 36,70* 1,14 -2,95
B124 - -5,64* 8,80~
B13s - 6,83* 20,21*
B23a - - -1,49
R? 0,99 0,98 0,97
Falta de ajuste (p) 0,14 0,80 0,28

*y, =Compostos fendlicos (mg EAG.100g™), y,= Capacidade antioxidante pelo método ABTS
(umol de Trolox.g™ de amostra) e y;= Capacidade antioxidante pelo método DPPH (pmol de
Trolox.g™ de amostra).
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Para a funcao-resposta compostos fendlicos (y;), foram considerados os termos
lineares, quadraticos e cubicos significativos. O teor de compostos fendlicos na polpa
de abacate variou de 18,77 a 33,75 mg EAG.100g™ (Tabela 1). Pelos coeficientes da
equacdao (y,) as variaveis X, (acetona) e X3 (etanol) apresentaram maior contribuicdo
quando utilizadas sem a combinacdo com outro solvente, sendo que o efeito das
variaveis foi potencializado quando utilizada a combinag¢&o das variaveis X; (adgua) e
X, (acetona), o que pode ser confirmado pelo valor elevado do coeficiente ,, (49,59)
e pelo valor de compostos fendlicos obtidos no ensaio 5 (Tabela 1) (33,75 mg
EAG.100g™). Isto indica a importancia de utilizar a ferramenta de superficie de
resposta na otimizacdo da extracdo, uma vez que é possivel investigar toda a regido
experimental e as diferentes combina¢des de solventes, com um namero reduzido de
experimentos. Analisando a superficie de resposta (Figura 2a) observa-se que ha uma
tendéncia de aumentar o teor de compostos fenélicos com o aumento na propor¢éo de
acetona e agua utilizados na mistura de solventes extratores. Em estudo realizado por
Soong e Barlow (2004), foi obtido teor de 1,3 mg EAG.g'1 para amostras de abacate,
de outra variedade, utilizando os solventes extratores agua (50%) e etanol (50%).
Wang, Bostic e Gu (2010) analisaram polpa de abacates de diferentes variedades,
cujos compostos fendlicos foram extraidos por uma mistura de agua, acetona e acido
acético, e obtiveram valores que variaram de 0,6 a 4,9 EAG.g ", sendo que valores
mais elevados de compostos fendlicos foram obtidos na semente (até 51,6 EAG.g™) e
na casca (13,9 EAG.g?). A composicdo fendlica dos frutos, como o abacate, é
determinada por fatores genéticos e ambientais, e pode ser modificada por reacdes
oxidativas que ocorrem durante a pos-colheita, resultado do processamento e/ou
estocagem (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001), o que pode explicar os resultados
distintos obtidos neste trabalho em relacéo aos dados da literatura. Além disso, muitos
estudos tém mostrado que os compostos fendlicos geralmente diminuem em frutos
climatérios durante o amadurecimento, como consequéncia das condicbes de
armazenamento (HAARD; CHISM, 1996; MITRA; BALDWIN, 1997).
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Figura 2. Superficie de resposta para y;= Compostos fenélicos (mg EAG.100g™) (a),
y,= Capacidade antioxidante pelo método ABTS (umol de Trolox.g de amostra™) (b) e
ys= Capacidade antioxidante pelo método DPPH (umol de Trolox.g de amostra™) (c)
para misturas dos solventes agua, acetona, etanol e metanol.

A capacidade antioxidante quantificada pelo método ABTS na polpa de abacate variou
de 1,04 a 2,74 umol de Trolox.g™ de amostra (Tabela 1). Para as diferentes misturas
dos solventes extratores agua, acetona, etanol e metanol a fungéo-resposta vy,
(atividade antioxidante pelo método ABTS) apresentou os termos lineares, quadraticos
e cubicos significativos, sendo que um dos termos cubico nao foi significativo, mas foi
mantido na equacdo devido a sua contribuicdo no ajuste do modelo matematico
(Tabela 2). A variavel X, (metanol) apresentou mais expressiva contribuicdo quando
utilizada como solvente Unico na extracdo, porém, maior contribuicdo foi observada
guando se utilizou as variaveis X; (agua) e X, (acetona) em combinacdo (ensaio 5)
(Tabela 1). Analisando a superficie de resposta (Figura 2b) observa-se que também h&
uma tendéncia de aumentar a atividade antioxidante medida pelo método ABTS com o
aumento na proporcdo de acetona e Aagua utilizados na mistura de solventes
extratores. Menor atividade antioxidante medida pelo método ABTS pode ser
observada quando foi utilizado apenas agua (X;) como solvente extrator (Figura 2b).
Em estudo realizado por Soong e Barlow (2004), foi obtido 4,9 umol.g™ para amostras
de abacate, de outra variedade, utilizando os solventes extratores agua (50%) e etanol
(50%), portanto, valores superiores aos encontrados neste estudo com o mesmo par
de solventes (2,0 pmol.g™).

A capacidade antioxidante quantificada pelo método DPPH na polpa de abacate variou
de 0,00 a 1,44 umol de Trolox.g™" de amostra (Tabela 1). Para as diferentes misturas
dos solventes extratores &agua, acetona, etanol e metanol a funcdo-resposta y;
(atividade antioxidante pelo método DPPH) apresentou os termos lineares, quadraticos
e cubicos significativos, sendo que alguns termos quadraticos e cubicos nao foram
significativos, mas foram mantidos na equacéo devido a sua contribuicdo no ajuste do
modelo matematico (Tabela 2). A varidvel X, (metanol) apresentou contribuicdo mais
relevante quando utilizada como solvente Unico na extracao, assim como ocorreu na
funcdo resposta y, (atividade antioxidante pelo método ABTS). Maior contribuicdo foi
observada quando se utilizou as varidveis X; (agua) e X, (acetona) em combinacdo
(ensaio 5) (Tabela 1) e menor contribuicdo foi observada para a combinacdo das
variaveis X; (agua) e X4 (metanol), indicando que a mistura destes solventes diminui a
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extracdo dos compostos antioxidantes quantificados pelo método DPPH. Ainda,
observando os coeficientes do modelo obtido, pode-se observar que maiores teores de
compostos antioxidantes sdo recuperados utilizando uma mistura de solventes X;
(dgua), X, (acetona) e X, (metanol) ou X; (dgua), X; (etanol) e X, (metanol).
Analisando a superficie de resposta (Figura 2c) observa-se que ha uma tendéncia de
aumentar a atividade antioxidante medida pelo método DPPH com o aumento na
propor¢cdo de acetona e agua utilizados na mistura de solventes extratores, e que
valores elevados de atividade antioxidante também podem ser obtidos com a mistura
acetona (X;) e metanol (X4) e com a utilizacdo dos demais solventes. Menor atividade
antioxidante medida pelo método DPPH foi observada quando foram utilizadas apenas
agua (X;) ou acetona (X;) como solventes extratores (Figura 2c). Wang, Bostic e Gu
(2010) analisaram polpa de abacates de diferentes variedades, sendo os compostos
antioxidantes extraidos por uma mistura de agua, acetona e acido acético; os autores
obtiveram valores de atividade antioxidante, quantificado pelo método DPPH, de 0,4 a
1,4 umol de Trolox.g™ de amostra, sendo que valores mais elevados de antioxidantes
foram obtidos na semente (até 240,2 pumol de Trolox.g™) e na casca (189,8 pmol de
Trolox.g™"). Apesar do contetdo de compostos fendlicos totais ndo necessariamente
estar envolvido na quantificacdo da atividade antioxidante, os resultados obtidos neste
estudo apresentaram a mesma tendéncia, indicando a efetividade de utilizar um
método de extracao aplicavel paralelamente a analise de compostos fendlicos e
atividade antioxidante.

Um grande problema na area de alimentos é a multiplicidade de fun¢des-respostas em
um planejamento experimental que se deseja otimizar. Quando vérias funcdes-
respostas estdo envolvidas, como no caso deste estudo, emprega-se 0 termo
otimizacdo de respostas combinadas ou desejabilidade para determinar a mistura que
proporcione as melhores propriedades. O grafico da desejabilidade (Figura 3)
apresenta as proporcdes Otimas dos solventes agua, acetona, etanol e metanol para
extracdo de compostos fendlicos e compostos antioxidantes quantificados pelos
métodos ABTS e DPPH da polpa do abacate.

Como estas quantificacBes sdo realizadas, geralmente, a partir de um Unico extrato do
alimento, é necessario encontrar uma condi¢cdo que seja 6tima para todas as fungbes-
respostas avaliadas. Neste sentido, foi possivel prever uma regido 6tima de mistura
dos solventes para extragdo dos compostos de interesse partir da andlise das funcdes
resposta estimadas yi, y», ¥z (Tabelas 1 e 2), superficie de resposta (Figura 2) e
parametros de desejabilidade (Figura 3). A desejabilidade global da mistura de
solventes com maior poder extrator (Figura 3) ocorreu quando x;=0,5, x,=0,5 e x3=0 e
X4=0, que corresponde a condi¢cdo de 50% de 4gua, 50% de acetona, 0% de etanol e
0% de metanol, que coincidiu com o ensaio 5 (Tabela 1) e, portanto, ndo houve a
necessidade de validar o modelo proposto.
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Figura 3. Proporgfes otimas dos solventes: agua, acetona, etanol e metanol para a
extragcdo de compostos fendlicos (y;), capacidade antioxidante por ABTS (y,) e
capacidade antioxidante por DPPH da polpa do abacate utilizando o parametro de
desejabilidade.

4. Concluséo

O planejamento experimental para misturas do tipo simplex-centroide demonstrou ser
aplicavel e de grande utilidade para avaliacdo de compostos bioativos em polpa de
abacate. A partir da otimizacdo de respostas combinadas foi possivel determinar a
combinagdo de solventes mais efetiva para extracdo de compostos fendlicos e
antioxidantes da polpa de abacate variedade Quintal. A mistura de 50% de agua e
50% de acetona revelou-se a mais apropriada para os propositos avaliados.
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