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RESUMO

Neste trabalho foi estudado um subproduto derivado da industria
agroalimentar produtora de sumo concentrado de macé, conhecido por bagaco de
maca, com o objetivo de avaliar condi¢cdes de extracao de compostos fendlicos, o teor
de compostos fendlicos totais, flavondides e proantocianidinas e ainda a atividade
antioxidante.

Foram efetuadas extragcOes a partir do bagaco de macé variando as condigdes
de tempo, temperatura, razdo massa:volume e solvente e 0s extratos obtidos
avaliados quanto ao seu teor em compostos fendlicos totais pelo método Folin-
Ciocalteu. O extrato aquoso do bagaco de maca para uma temperatura de 100 °C a
um tempo de 2x4h e concentracdo de 50 mg/mL, apresentou o teor de compostos
fendlicos mais elevado (9,37 mgEAG/g de bagaco de maca, na base seca) em relagcéo
a todas as outras temperaturas, tempos de extracdo e solventes utilizados, como
etanol (50% e 70%) e metanol.

O doseamento de flavonodides totais baseou-se no método espetrofotométrico,
usando o reagente cloreto de aluminio e a rutina como padrdo. Os melhores
resultados foram obtidos usando etanol (70%) como solvente a temperatura ambiente,
cerca de 4,35 mgER/g.. A amostra extraida com agua apresentou valores bastante
similares ao etanol, cerca de 4,27 mgER/g, usando uma temperatura de 100 °C
durante 2x4h.

O conteudo em proantocianidinas foi determinado pelo método 4-dimetilamino
cinamaldeido (DMAC). O bagaco de maca estudado demonstrou ser pobre no seu
conteudo de proantocianidinas, obtendo valores de 0,77 mgEEC/q.

A atividade antioxidante do bagaco de maca foi avaliada através de dois
meétodos distintos: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH:) e método do poder redutor
(FRAP). O extrato aquoso obtido a 100 °C a um tempo de 2x4h, demonstrou ser
aguele com maior potencial, com uma capacidade antioxidante mais elevada que o0s
restantes extratos, com valores de ICso de 0,48 mg/mL e 0,65 mg/mL, para os métodos
de DPPH- e FRAP, respetivamente.

Palavras-chave: bagaco de macd, compostos fendlicos, proantocianidinas,
flavonoides, antioxidante, DPPH-, FRAP.



ABSTRACT

In the present work a by-product derived from the agrifood industry of apple
juice concentrate, named apple pomace, has been studied in order to evaluate
extraction conditions of phenolic compounds, the content of phenolic compounds,
flavonoids and proanthocyanidins and yet the antioxidant activity. Extractions from
apple pomace were performed varying the conditions of time, temperature, ratio
mass:volume and solvent and the extracts evaluated for their content of phenolic
compounds by the Folin-Ciocalteu method. The aqueous extract obtained at 100 °C
for 2x4h and concentration of 50 mgmL, showed the highest level of phenolic
compounds (9.37 mgEAG/g of apple pomace, on dry basis) compare to the other
temperatures, extraction times and solvents used, such as ethanol (50% and 70%) and
methanol.

The determination of total flavonoids was based on the spectrophotometric
method using the aluminum chloride as reagent and rutin as a standard. The best
results were obtained using ethanol (70%) as a solvent at room temperature, 4.35
mMgER/g. The aqueous extract obtained at 100 °C during 2x4h showed values very
similar to ethanol, about 4.27 mgER/g.

The content of proanthocyanidins was determined by 4-dimethylamino
cinnamaldehyde method (DMAC). The apple pomace studied proved to be poor in
content of proanthocyanidins, obtaining values of 0.77 mgEEC/g.

The antioxidant activity of apple pomace extracts was evaluated by two
different methods: 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH-) and reducing power method
(FRAP). The aqueous extract at 100 °C, 2x4h proved to be the one with the highest
antioxidant capacity, with ICsp values of 0.48 mg/mL and 0.65 mg/mL, for DPPH- and
FRAP methods, respectively.

Keywords: apple pomace, phenolic compounds, antioxidant, DPPH-, FRAP,

proanthocyanidins, flavonoids.
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1. INTRODUCAO

Na industria de sumo de macd produz-se uma elevada quantidade de
residuos, originando dois subprodutos, o bagaco de maca (residuo sélido) e o
retentato (residuo liquido). O processamento do sumo de macd utiliza
aproximadamente 70 - 75% da massa fresca do fruto, enquanto 25% ¢é o bagaco de
maca gue consiste em cascas, sementes, polpa e pedunculos.

O bagaco de maca é considerado uma fonte em nutrientes, como hidratos de
carbono, proteinas, minerais e compostos fendlicos, possibilitando a producédo de
produtos de valor acrescentado (Mahawara et al., 2012).

Encontrar um modo de aproveitar subprodutos é cada vez mais uma
necessidade, pois torna-se algo de extrema importancia atualmente, originando uma
mais-valia financeira para o fabricante de sumo e um beneficio para o meio ambiente.
E necessario um estudo aprofundado da composicéo de cada subproduto, para assim
se poder avaliar o potencial para uso futuro. Os residuos da industria agroalimentar
representam assim uma necessidade e um desafio para a industria, que procura
maneiras de tornar estes subprodutos viaveis financeiramente, atraves da reciclagem
ou conversdo em produtos Uteis de valor acrescentado de modo a melhorar a
rentabilidade e reduzir os custos sem comprometer o meio ambiente (Domingez-
Perles et al., 2010).

O presente trabalho tem como objetivo valorizar o bagaco de macé no que diz
respeito aos seus compostos bioactivos, avaliando-o ao nivel do seu conteddo em
compostos fendlicos totais, flavondides, protoantocianidinas e capacidade
antioxidante. Através destas determinacdes pretendeu-se demonstrar que o bagaco
pode ser uma boa fonte destes compostos, abrindo caminho para um melhor
aproveitamento dos mesmos. Deve salientar-se que os compostos fendlicos
presentes no bagaco de maca séo principalmente acidos fendlicos e flavondéides, onde
se incluem os 3-flavandis, os flavonais, as dihidrocalconas. No que concerne a saude
humana, alguns dos compostos que constituem os flavondides sédo responsaveis pela
diminuicdo do risco de véarias doencas associadas ao stress oxidativo, sendo

compostos com atividade antioxidante (Nogueira et al., 2003).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Processamento da maca e subproduto

A macé é um dos frutos melhor distribuido em todo o mundo. A macieira que
foi cultivada e valorizada pelos seus frutos pelo povo da Roma antiga, € hoje em dia
cultivada maioritariamente no hemisfério norte. Cerca de 95% das macds sao
cultivadas entre os 35 N e 50 N latitudes e entre 0 30 S e 45 S latitudes (Root & Barrett,
2004).

Mundialmente a macéa constitui uma parte importante na producdo de sumo,
existindo atualmente uma tendéncia crescente na sua producéo e consumo. No ano
de 2012, a producgéo de macé foi de aproximadamente 37 milhdes de toneladas, com
a China e os Estados Unidos da América na lideranca, sendo estes os principais
produtores no mundo, com aproximadamente 56% e 6% da producao (Figura 1),
respetivamente (FAOSTAT, dados de 2012).

E China
H Estados Unidos da América
= Turquia

Polonia
V H India
H ltalia

Outros (14 paises)

Figura 1. Produ¢do mundial de mac¢éa (Adaptado de FAOSTAT, dados de 2012).

Em Portugal, em 2010, segundo o Observatorio dos Mercados Agricolas e das
Importacdes Agroalimentares, a producdo de maca foi aproximadamente de 220 mil
toneladas. Os pomares de macd encontram-se distribuidos por todo o territorio
continental, sendo o Ribatejo e o Oeste as regides mais importantes, com 40% da
producdo total. A regido de Tras-os-Montes contribui com 30% da producéo total, a

Beira Litoral com 13% e a Beira Interior com 12%.
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Das variedades com maior expressao de cultivo em Portugal destacam-se: a
Golden Delicious, a Gala (Royal Gala), a Red Delicious ou Starking, as Jonagold e
Jonagored, a Reineta (Parda e Branca) e a Bravo de Esmolfe. Com menor expresséo
surgem a Riscadinha de Palmela, a Casa Nova, a Granny Smith e a Pink Lady (MA,
2007).

Normalmente macas que nao sdo adequadas para 0 consumo natural por terem
algum tipo de defeito ou por serem de baixa qualidade, sdo processadas em outros
produtos. Do total da producdo mundial, cerca de 70% € comercializado como maca
em fresco, enquanto 25% a 30% é normalmente transformado em sumo, cidra e
produtos congelados e secados (Figura 2) (Bhushan et al., 2008).

O sumo concentrado de macgéa constitui aproximadamente 64% do total de
todos os produtos da macé processados e € por isso o0 principal produto produzido em
todo o mundo a partir de variedades de fruto cuja qualidade néo € de alguma forma
adequada para o mercado de produtos frescos (Bhushan et al., 2008). Dados
bibliograficos indicam que a producdo global de sumo de maca foi de
aproximadamente 1,54 milhdes de toneladas no ano de 2012, sendo a China, Europa

e Ameérica os principais produtores, com aproximadamente 49%, 32% e 12% da

producéo, respetivamente (Charkow, 2012).

35%

vinho de
maca,

30% [ é
65% sidra, puré

0 ~
70% Mercado de Produto Sumo de de magg,
maca néo processado maca doces etc

processada concentrado

o~

Producdo mundial total de maca
(45 milhBes de toneladas)

Figura 2. Producdo mundial total de produtos de macé (adaptado de Bhushan et al., 2008).
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A Figura 3 representa um esquema do processo de producgao industrial do
sumo de maca. Deve notar-se que neste processo ha uma recuperacao total de sumo
de aproximadamente 70 - 75%, com a producdo simultanea de dois subprodutos, o
bagaco de maca (25 a 30%) e o retentato i.e., o residuo liquido obtido apds clarificacéo
e sedimentacdo com bentonite (5 a 11%) (Bhushan et al., 2008).

Produtos de maca

Ramos, macgas
' estragadas

Escolha e Lavagem

l Prensagem
Bagaco de

Extracdo do Sumo—» maca

i

Sumo bruto

Tratamento Enzimatico l

Clarificagéo 1

Tratamento com
Bentonite

Clarificacéo 2

i

Retentato Sumo
Sumo de magca e <«—— (Clarificado
Bentonite

Filtracdo e Concentracdo

l

Sumo de maca
Concentrado

Figura 3. Processo de produc¢éo industrial do sumo de macéa (adaptado de Bhushan et al., 2008).

O bagaco é o residuo da maca que permanece apds 0 processo de extracao

do seu sumo - que envolve etapas como 0 esmagamento e prensagem - e que
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consiste numa mistura heterogénea de cascas, sementes, polpa e pedunculos (Figura
4) (Kotodziejczyk et al., 2007).

Peddnculoh 2%

Nicleo das

sementes - 4%
Sementes - 7%

N e ——

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 4. Morfologia e composi¢cdo do bagaco de maca (Kofodziejczyk et al., 2007).

Por sua vez, o retentato contém sumo de maca (5-6 ‘Brix de teor de solidos
soluveis) e particulas de bentonite (adicionado durante a clarificagdo do sumo). Este
processo pode originar uma perda direta de sumo na ordem dos 10%, que pode ser
faciimente recuperado adotando diferentes técnicas de processamento (Bhushan et
al., 2008).

A producédo de bagaco de maca tem vindo a aumentar durante as ultimas
décadas, principalmente devido ao aumento da quantidade de fruto que tem vindo a
ser utilizada na industria de sumo e concentrados. Consequentemente existe uma
preocupacao crescente nos potenciais problemas ambientais associados a producéo
deste subproduto, o que leva a necessidade do seu tratamento (Allobergenova, 2006).

De fato, os elevados teores de humidade (66,4 - 78,2%) e de matéria organica
biodegradavel do bagaco de maca fazem com que este subproduto seja volumoso
e facilmente suscetivel a fermentacdo, causando varios entraves a sua remocao.
Enormes quantidades de bagaco de macé sao depositados a céu aberto, violando as
normas de controlo de poluicdo e, em simultaneo, acarretando potenciais riscos para
a saude publica (Allobergenova, 2006).

Dado que o bagaco de macéd possui um grande volume, 0 seu transporte
implica também um elevado custo. Desta forma, métodos como a secagem ao sol tém
vindo a ser utilizados para reduzir o seu volume e assim facilitar a sua remocéao. Este

processo torna o bagaco de magd mais escuro (escurecimento enzimético ou
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oxidativo) e inapto para melhoramento do seu valor nutritivo, especialmente para

fortificacdo alimentar. Além de secagem ao sol, foram j& descritos varios outros

métodos para reduzir o volume do bagaco de maca e preserva-lo para posterior
utilizacdo (Fenton & Kennedy, 1998; Constenla et al., 2002; Sun et al., 2007),

nomeadamente:

A secagem ao ar tem sido utilizada durante muitos anos para a preservacéao de
alimentos através da exposicdo do alimento a um fluxo continuo de ar quente,
de modo a evaporar a agua. No final, este processo origina produtos
desidratados com maior tempo de conservacao, contudo, a qualidade dos
mesmos é geralmente bastante inferior a do produto original (Ratti, 2001).

A liofilizacdo, um processo desenvolvido na segunda metade do século XX,
minimiza os danos durante a secagem de produtos biolégicos, € um bom
método de desidratacdo para alimentos, produtos farmacéuticos e outros
produtos (Reyes et al., 2010).

A secagem por pulverizagdo € um processo continuo onde um liquido ou pasta
e transformado num produto seco, através da atomizacdo do liquido num
compartimento onde recebe um fluxo e ar quente.

A secagem a vacuo é um meétodo de secagem semi-continuo para a
desidratacdo do fruto. Tem sido aplicada na producdo de sumos de frutos
(Maltini et al., 1992).

A secagem em leito fluidizado baseia-se num sistema continuo de secagem,
onde o material a ser desidratado é colocado numa passadeira perfurada, onde
recebe ar quente da parte inferior, adquirindo uma movimentacao similar a um
liqguido, dai o nome fluidizado (Cil & Topuz, 2010).

A maioria das utilizacées do bagaco de maca requer que se faca uma operacdo

de desidratacdo como pré-tratamento. Naturalmente, a selecdo de um determinado

meétodo para secagem do bagaco de maca depende do seu custo de energia, perfil

nutricional e objetivo pretendido (Yan, 2012).
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2.2.  VALORIZACAO DO BAGACO DE MACA

Embora a industria alimentar produza um enorme volume de subprodutos
solidos ou liquidos, que derivam da producdao, preparacdo e do consumo de alimentos,
em muitos casos os residuos de processamento de alimentos podem ter potencial
para serem reciclados ou para a conversdo em produtos Uteis de valor acrescentado.
Exemplos de reciclagem e transformacéo de residuos organicos sao produtos como
0os biocombustiveis, ingrediente funcional, nutrientes, aromatizantes naturais,
forragem, alimentacdo e bioadsorventes para o tratamento de &aguas residuais
(Hendriks & Zeeman, 2009; Laufenberg et al., 2003; Rashad & Nooman, 2009).

Existem vérias formas de tratar os subprodutos humidos que provém das
indastrias que produzem sumo de maca. Nesta seccdo sdo descritas algumas das
formas de tratar o bagaco de maca.

2.2.1. BIOTRANSFORMACAO

Inimeras transformacgdes microbiolégicas tém sido propostas ao bagaco de
maca para adicdo de valor nutricional a produtos alimentares. Estas aplicacfes tém
vindo a ser usadas em produtos de panificacdo, sopas, geleias, molhos, caramelos,
agente de volume, alimento para animais, fermentacdo do bagaco de macéa para
producéo de energia e como substrato de biogas. Muitos estudos tém sido realizados
com o objectivo de acrescentar valor aos constituintes moleculares do bagaco de
maca, tais como enzimas, proteinas, compostos de aroma, etanol, acidos organicos,
polissacarideos, com o objetido por exemplo do enriquecimento de proteina na
alimentacéo e oligossacarideos pré-bidticos (Joshi & Sandhu, 2000). O bagaco de
maca é também uma fonte de carbono para microrganismos para a producdo de
acidos organicos, tais como o acido citrico (Dhillon et al., 2011, Gullon et al., 2008),
fungos comestiveis (Zheng & Shetty, 1998) e quitosana (Streit, 2004). Na maioria dos
casos a fonte de carbono é oriunda do préprio substrato envolvendo processos de

fermentacdo em estado solido (Zheng & Shetty, 1998).
2.2.2. ALIMENTACAO ANIMAL

A recuperacao de residuos alimentares como alimentos para animais nao €
nova. O bagaco de maca tem sido tradicionalmente utilizado como alimento para o

gado, quer na sua forma humida, quer na forma secada (Hang & Walters, 1989).
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Em muitos paises os agricultores tém utilizado residuos alimentares para
alimentar desde gado para carne, gado leiteiro e suino. Antes de aplicar o bagacgo na
alimentacao animal, estes tém que ser cuidadosamente analisados quanto ao seu teor
de nutrientes e valor energético. Deve ser realizada uma boa analise dos bagacos, a
fim de uséa-los de forma eficiente no processo de alimentacao animal (Mannapperuma,
2004).

Normalmente o residuo obtido pelas industrias de concentrado de sumo de
fruto é rico em fibra, na qual se inclui a celulose, hemicelulose e lignina com um pobre
teor de proteina. Atributos como o baixo teor de proteina e a baixa digestibilidade que
o alto teor de fibra proporciona, tornam a maior parte dos subprodutos pobres para
alimentacao animal (Allobergenova, 2006). Contudo, com a ajuda da fermentacédo em
estado solido atraves de leveduras Candida utilis e Aspergillus niger, descobriu-se ser
possivel aumentar o teor de proteina com alguma degradacéo das fibras, tornando
assim o bagaco de maca mais adequado para alimentacdo animal (Verma & Joshi,
2000).

Os resultados de varios estudos efetuados no d&mbito da alimentagéo animal
(Tiwari et al., 2008), mostraram que ndo houve nenhum efeito significativo na
producéo de leite dos animais alimentados com ou sem bagaco de maca humido com
cerca de 80% de humidade. Ambos o0s grupos analisados alcancaram maior
rendimento no mesmo periodo de lactacdo (61 - 90 dias). Nao houve alteracdo
significativa na percentragem de gordura do leite nem no teor de proteina. No entanto,
0 nivel de extrato seco desengordurado (ESD) foi comparativamente maior no grupo
alimentado com bagaco de maca. Como concluséo, este estudo permitiu sugerir que
0 bagaco de maca pode substituir o milho na racao leiteira até ao limite de 33%, sem

prejudicar os animais.
2.2.3. PRODUCAO DE ETANOL

O etanol é um dos mais importantes combustiveis renovaveis, contribuindo
para a reducdo dos impactos ambientais gerados pela utilizacdo de combustiveis
fésseis em todo o mundo (Mamma et al., 2009).

Numa escala industrial, a primeira geracdo de bioetanol foi produzida

principalmente a partir de amido de milho e de cana-de-agucar. No entanto, alguns
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problemas a nivel da seguranca alimentar, levaram os pesquisadores a procurar uma
matéria-prima que fosse mais competitiva e mais barata (Parmar, 2011).

A producéo de etanol a partir de bagago de mac¢a € uma opcao muito atraente
por este possuir inUmeras vantagens, entre as quais o0 seu elevado teor de
polissacarideos, o seu baixo custo e de ndo depender das condi¢des climatéricas do
exterior durante o processo de fermentacdo por se realizar em laboratério. Isso pode
proporcionar um fornecimento de energia alternativo e ao mesmo tempo reduzir 0os
problemas que a eliminacdo deste bagaco origina. Além disso, a bioconversao em
bioetanol parece ser uma opcéo atraente para reduzir as emissdes de gases que
contribuem para o efeito de estufa produzidos pela utilizacdo de combustiveis fésseis
no sector dos transportes em todo o mundo (Parmar, 2011).

Varias investigacdes concluiram que ha possibilidade de usar a fermentacao
em estado solido, usando o bagaco como substrato Unico ou com a adicdo de melaco,
para a producdo de etanol e para enriquecer nutricionalmente outros produtos

alimentares (Ngadi & Correia, 1992; Kanwa et al., 2012).
2.2.4. EXTRACAO DA PECTINA

A producéo de pectina é considerada a forma mais razoavel de aproveitar o
bagaco de maca, quer do ponto de vista econdmico quer ecoldgico. Em comparacao
com a pectina de citrino, a pectina de maca tem propriedades de gelificacdo de
gualidade superior (Monspart-Senyi, 2006).

A pectina € um polissacarideo estrutural formado por um grupo complexo de
polissacarideos que sdo encontrados na parede celular primaria e nas camadas
intercelulares de plantas terrestres (Monspart-Senyi, 2006). E um dos estabilizantes
mais versateis disponivel no mercado. E gelificante, espessante, e as propriedades
de estabilizacdo tornam-no num aditivo essencial na producdo de muitos produtos
alimentares (Coelho, 2008).

Ihl et al., (1992), estudaram a recuperacdo da pectina a partir do bagaco de
maca, e o precipitado da pectina a partir do extrato em bruto com etanol ou com
2 - 4% (m/v) de cloreto de aluminio (AICIs). O resultado final mostrou um rendimento
de pectina de 7,2% com etanol e de 1 a 4% com AICls. O grau de esterificacado foi mais
elevado para as pectinas extraidas com AIClza 4% (m/v). Os autores concluiram ainda

gue pectina extraida com 3% (m/v) de AICls possuia uma maior resisténcia a

22



gelificacdo e uma quantidade residual de aluminio. No global, a extracdo de pectina
com etanol € a mais recomendada, muito por causa do elevado rendimento e das
propriedades aceitaveis da pectina.

Os subprodutos da industria agroalimentar representam assim um desafio
para a industria, que procura maneiras de tornar o bagaco de maca viavel
financeiramente sem comprometer o meio ambiente. Dado que se produz uma grande
guantidade de bagaco de macd, a preparacdo de um unico produto derivado desse
residuo ndo seria economicamente viavel, pelo que se deve explorar a producéo de

produtos alternativos diferenciados (Mahawara et al., 2012).
2.2.4.1. PRODUCAO DE GELEIA

Outra forma de valorizacdo deste bagaco é usando-o como potencial
ingrediente alimentar para producéo de geleia (Barwal & Kalia, 1997).

Como o bagaco € rico em pectinas, com conteudos médios entre 10 e 15%
em base seca (Endrel3, 2000), € possivel obter geleias sem a incorporacao de aditivos.
A formacao de geleia implica um controlo do tempo de cozedura e da temperatura,
com uma concentracao de acucar suficiente para que a gelificacdo possa ocorrer sem
comprometer o sabor, a cor e a textura da geleia.

Royer et al., (2006), através de avaliacdes sensoriais realizadas por um painel
de 70 participantes, mostrou a possibilidade de obter geleia preparada com o bagaco,
variando as concentracdes de marmelo e de acucar. Os consumidores apreciaram a
geleia preparada com o bagaco com maior concentracdo de marmelo, devido a ser
um sabor mais apreciado. Nesse estudo mostrou-se que era possivel aproveitar o
bagaco de maca utilizando-o como um ingrediente alimentar para a producédo de

geleia (Royer et al., 2006).
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2.3. VALOR NUTRICIONAL E COMPOSTOS BIOATIVOS DO BAGACO DE
MACA

Tal como o fruto ndo processado, o bagaco de maca contém quantidades
significativas de fitoquimicos, como hidratos de carbono, proteinas, vitaminas e
minerais (Bhushan et al., 2008). A sua composi¢ao varia consoante a variedade de
maca utilizada e o tipo de processamento aplicado na extragdo do sumo,
especialmente em relagdo ao numero de vezes que o fruto é prensado (Vendruscolo
et al., 2008).

O perfil nutricional geral do bagaco de macd esta descrito no Quadro 1.
Tipicamente, este possui entre 66 a 78% de humidade, 48 a 62% de hidratos de
carbono expresso em base seca (ms), 4 a 6% (ms) de proteinas, e 11 a 15% (ms) de
acucares livres totais (Dhillona et al., 2012; Mahawara et al., 2012). Em termos de fibra
dietética, o bagaco contém um valor elevado de fibra total, tipicamente entre 61 e 89%
(ms), na qual a maior parte é fibra dietética insoluvel (Figuerola et al., 2005). Os
principais constituintes de fibra dietética do bagaco sao celulose (7 - 43%), lenhina
(15 - 24%), hemicelulose (4 - 24%), pectinas (6 - 12%) e gomas. Estas fibras podem
ser usadas, por exemplo para enriquecer produtos de padaria, através da adicao de
bagaco em po6 juntamente com farinha de trigo (Chen et al., 1988; Gallaher &
Schneeman, 2001; Villas-Boas et al., 2003; Sudha et al., 2007).

Componentes como a celulose, hemicelulose e a pectina ndo séo digeridos
por enzimas presentes no organismo humano, e séo classificadas como sendo fibras
dietéticas (Kaushal et al., 2002; Bhushan et al., 2008). No entanto, o dogma central é
ainda a viabilidade, estabilidade, seguranca e economia do(s) processo(s)

desenvolvido(s) para extracdo destes compostos (Bhushan et al., 2008).
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Quadro 1. Composicdo da maca e do bagaco de maga. (Fontes: Sinha, 2006; Linskens & Jackson,
1999; Mahawara et al., 2012; Dhillona et al., 2012; Figuerola et al., 2005; Baskaran et al., 2007; Joshi

& Attri, 2006). ms, expresso em base seca.

Constituintes Bagaco (%) ms @ Maca (%) ms
Humidade 66,4 - 78,2 85,6
Hidratos de carbono 48,0 - 62,0 72,2
Proteina 39- 57 2,1
Acidez (% acido malico) 25- 33 3,5
Cinzas 2,1- 35 1,4
Acucares livres totais 10,8 - 15,0 72,2
Fibra dietética soluvel 4,1-14,6
Fibra dietética insolavel 56,5 - 81,6
Fibra dietética total 60,7 - 89,8 16,7
Gordura 3,0- 47 1,4

Minerais (% ms)
Fosforo 0,1 11,0
Potassio 04- 10 107,0
Célcio 0,1 6,0
Magnésio 0,0- 04 5,0
Saédio 0,2 1,0
Cobre (mg/kg) 11
Zinco (mg/kg) 15,0 0,0
Ferro (mg/kg) 31,8-38,3

M A variabilidade dos resultados deve-se a diferentes métodos de andlise

realizados por diferentes autores.
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2.4. COMPOSTOS FENOLICOS

Nas ultimas décadas, a atencdo dos mercados para novos produtos capazes
de diminuir o risco de doencas tem impulsionado a pesquisa cientifica para a
identificacdo e a caracterizacdo das propriedades antioxidantes de moléculas em
produtos alimentares e seus derivados. O desenvolvimento de alimentos funcionais
com propriedades benéficas para a saude é atualmente um dos principais objetivos
da investigacdo em alimentos (Francini & Sebastiani, 2013).

Todas as plantas, incluindo os frutos, partes da planta e especiarias sintetizam
um vasto numero de compostos que nao estdo diretamente envolvidos no
metabolismo da planta, mas que tém fun¢Bes associadas a sobrevivéncia da mesma
(Joseph et al., 2009). Normalmente, de acordo com caracteristicas da espécie, estes
compostos estdo presentes nos orgaos da planta (p.e. raizes, caules, folhas, flores,
frutos) e sdo geralmente mais abundantes no tecido epidérmico dos érgéos, como na
casca do fruto (Winkel-Shirley, 2002; Lattanzio et al., 2006).

De entre os varios constituintes dos alimentos, os compostos fendlicos sao
uma das classes mais vulgarmente associadas a propriedades benéficas para a
saude. Na realidade, o papel geral de compostos fendlicos em fisiologia vegetal e
alelopatia tem sido reconhecido ha muito tempo e continua ativamente a ser estudado
por cientistas. Mas mais recentemente, estes compostos foram redescobertos por
nutricionistas como moléculas benéficas e potencialmente interessantes na producéo
de alimentos funcionais, i.e., alimentos que tém um efeito potencialmente positivo
sobre a saude além da nutricdo basica.

Os efeitos positivos dos compostos fendlicos sobre a satde humana foram
propostos pela primeira vez em 1936 por Bensath, (1936). Atualmente este fato pode
ser comprovado pelo aumento notavel no numero de publicacBes cientificas onde o
termo "polifendis" aparece.

Os compostos fendlicos estdo presentes em varios alimentos, principalmente
nos frutos e horticolas, cha verde e cha preto, café e vinho. Mais de 30% dos
compostos fendlicos da alimentacao sédo obtidos através de sumos de frutos, dai que
seja importante conhecer o teor de fendlicos totais destes alimentos (Escarpa &
Gonzalez, 2001).

Em termos quimicos, os compostos fendlicos sédo caracterizados pela

presenca de vérias unidades de fenol (Quideau et al., 2011). Sdo normalmente
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também designados por polifendis e apresentam uma grande diversidade estrutural,

sendo considerados compostos multifuncionais (Balasundram et al., 2006).

Numa definicAo mais restrita, 0 nome "polifenol" deve ser utilizado para

identificar os metabolitos secundarios derivados de plantas exclusivamente a partir do

derivado de chiquimato fenilpropandide e/ou da via (s) de policetideo, apresentando

mais do que um anel fendlico e sendo desprovido de qualquer grupo funcional a base

de azoto na sua expressao estrutural mais basica (Quideau et al., 2011). Os

compostos fenolicos séo classificados de acordo com o nimero de atomos de carbono

do seu esqueleto basico (Quadro 2) e sdo divididos em compostos nao flavondides e

compostos flavonéides (Cam & Aaby, 2010; Suérez et al., 2010).

Quadro 2. Algumas das classes maioritarias de compostos fendlicos

encontrados nas plantas. Adaptado de Mann et al., (1998).

N.° atomos Esqueleto basico Classe
6 Cs Fendis Simples
7 Ce-C; Acidos fendlicos
8 Ce-C, Acidos fenilacéticos
9 Ce-Cs Acidos hidroxicinamicos
Fenilpropenos
Cumarinas
Isocumarinas
Cromonas
14 Cs-C,-Cg Estilbenos
Antraguinonas
15 Cs-C3-Cg Flavondides
Isoflavonoides
18 (Ce-C3)- Linhanos
30 (C6-C5-Cq)- Biflavonoides
n (C6-C3)n Linhinas
(Ce-C3-Co)n Taninos condensados
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2.4.1. ACIDOS FENOLICOS

Os &cidos fendlicos sdo o segundo grupo mais importante de fitoquimicos na
maca (Haminiuk et al., 2012) e podem ser classificados em duas classes: os derivados
do &cido hidroxibenzdico, que possuem sete atomos de carbono e os derivados do
acido hidroxicindmico, com nove atomos de carbono estando presentes em
guantidades significativas em macas, sendo 0s mais comuns 0s 4cidos p-cumarico e
o acido cafeico. Esses dois compostos, geralmente, estdo na forma esterificada com
0 acido quinico, formando os &cidos p-coumaroilquinico e o acido 5-cafeoilquinico,
respectivamente (Nogueira et al., 2003; Soares, 2002).

Os &cidos hidroxicinamicos (HCAs) sao importantes substratos para a
polifenoloxidase. Seus produtos de condensacéo e oxidagcdo ndo somente contribuem
para a formacédo de pigmentos de cor castanha (melanoidinas) em macas, mas
também aumentam a oxidacdo de outros compostos fendlicos, como os 3-flavandis,
por mecanismo acoplado (Alberti, 2014).

O acido 5-cafeoilquinico, conhecido como acido clorogénico, € o &acido
hidroxicinamico mais abundante encontrado na maca representado na Figura 5 (Guyot
et al., 1998).

HO, ,COH

OH
OH

Figura 5. Estrutura quimica do acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico) (Guyot et al., 1998).
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2.4.2. FLAVONOIDES

Os flavondides séo os responsaveis pelo aspeto colorido das folhas e flores,
podendo estar presentes em outras partes das plantas. Segundo Beecher, (2003) ja
foram identificados mais de 8000 componentes da familia dos flavondides. Estes
compostos estdo mesmo entre as moléculas com maior atividade antioxidante
(Robards et al., 1999) e sdo constituidos por um alargado nimero de familias de
compostos.

Quimicamente, os flavondides sdo polifenois de baixa massa molecular
formados por 15 carbonos, que consistem em dois anéis arilo (A e B) ligados por um
anel heterociclico pirano (C) e que formam um heterociclo oxigenado (Figura 6).
Conforme o estado de oxidacdo da cadeia heterociclica do pirano e o padrdo de
substituicdo do anel-C, existem diferentes subclasses de flavonoides: 3-flavandis,

antocianinas, flavonodis, flavonas, isoflavonas e flavanonas (Volp et al., 2008).

Figura 6. Estrutura basica dos flavonéides (Volp et al., 2008).

Na estrutura da molécula, a posicdo do grupo OH é crucial para as
propriedades antioxidantes dos flavonoides. Para além da capacidade de ceder
atomos de hidrogénio (H) ou eletrbes aos radicais livres, os flavondides poderéo
exercer os seus efeitos através de mecanismos como a modulacdo das vias de
sinalizacéo celular, interacdes com a mitocondria e alteracdes na expressao genética
(Hernandez-Montes et al., 2006).

Pesquisas mostram beneficios para a saude aquando do consumo de
alimentos ricos em flavonéides, referindo melhorias na funcdo cognitiva e atividade
antidepressiva (Samman et al., 2003).

Para além das suas propriedades bioldgicas, os flavondides também sao de

importante interesse na alimentacdo, cosmética, e na industria farmacéutica, devido
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ao fato de poderem ser usados como substitutos de antioxidantes sintéticos (Bektic et
al., 2005).

2.4.2.1. 3-FLAVANOIS

Os 3-flavandis sdo compostos que apresentam um grupo hidroxilo no carbono
3 do anel C (Figura 7), e ao contrario dos outros flavondides, geralmente sao
encontrados na forma aglicona (Shahidi & Naczk, 2004; Awad et al., 2001). Esta
classe compreende as catequinas, epicatequinas e proantocianidinas.

As proantocianidinas sdo polimeros constituidos por duas ou mais unidades
de 3-flavandis sendo as catequinas e galocatequinas as unidades mais simples. Estes
compostos existem na natureza hidroxilados nas posicdes 5 e 7 do anel A e variam
na estereoquimica do carbono 3 do anel C e no grau de hidroxilagdo do anel B (Oldini,
2010).

Figura 7. Estrutura geral dos 3-flavanéis (Oldini, 2010).

As estruturas poliméricas de 3-flavanois nas proantocianidinas, dividem-se em
dois grupos: as proantocianidinas derivadas de catequina e epicatequina e as
prodelfinidinas, derivadas de galocatequina e epigalocatequina (Figura 8). Os nomes
proantocianidinas e prodelfinidinas resultam do fato destes compostos por hidrélise

acida originarem respetivamente a cianidina e a delfinidina (Alberti, 2014).
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R1 R2 R3
+)-catequina OH H H

-)-epicatequina H OH H

(
(
(+)-galocatequina OH H OH
(

-)-epigalocatequina H OH OH

Figura 8. Estrutura dos 3-flavanois mais abundantes em alimentos. Adaptado de Gongalves, (2007).

As proantocianidinas foram inicialmente encontradas em améndoas de cacau,
nas quais apos aquecimento sobre condi¢des acidas, hidrolisam-se em cianidina e
(-)-epicatequina. Estes compostos sao conhecidos por se degradarem ao ar ou sob a
luz, formando derivados estaveis de cor castanha. Contribuem significativamente para
a adstringéncia de alguns alimentos e também para a cor do sumo de maca e outros
sumos de frutos (Damodaran et al., 2010).

No caso das macas elas sdao uma fonte tipica de proantocianidinas
poliméricas de 3-flavandis resultante de uma associacdo de catequinas. Afirma-se que
a variedade de macd Golden Delicious tem como compostos mais abundantes a
epicatequina, proantocianidina B e floridzina (Chinnici et al., 2004).

Nas macas, a proantocianidina também esta envolvida no escurecimento
enzimatico e, particularmente, o seu grau de polimerizacdo € responsavel pela
adstringéncia e amargura de sumos de maca e cidra (Khanizadeh et al., 2006). Além
disso, o grau de escurecimento das macds depende da relacdo de acidos

hidroxicinamicos e proantocianidinas (Alberti, 2014).
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2.4.2.2. DIHIDROCALCONAS

As dihidrocalconas floridzina (floretina 2'-BD-glucésido) e floretina (Figura 9)
também estao distribuidas em todo o fruto e correspondem a cerca de 66% do total
de compostos fendlicos nas sementes de macas, enquanto que no parénquima e
epiderme compreendem menos de 3% dos compostos fendlicos (Guyot et al., 1998).

A floridzina sempre foi conhecida como composto encontrado exclusivamente
em macas, sendo sugerida sua utilizagcdo como indicativo de adulteracdo (Hilt et al.,
2003).

OH
OH
HO OH
HO OH
(l) 0
OH 0 Glucose
Floretina Floridzina

Figura 9. Estrututa da floridzina e floretina. Adaptado de Tokusoglu, (2011).

Estes compostos contribuem para a coloracdo da macd, porém a sua
oxidacao resulta em cor amarela o que sugere que estes compostos nao sao bons

substratos do enzima polifenoloxidase (Sanoner, 1999).
2.4.2.3. ANTOCIANINAS

Antocianinas compreendem um grupo de pigmentos sollUveis responsaveis
pela maioria das cores vermelha, azul e roxa dos frutos, vegetais e flores (Taleoka
& Dao, 2002). Apresentam como estrutura basica o catido flavilico (2-
fenilbenzopirilium), sendo classificadas de acordo com o nimero e posi¢cao de seus
grupos hidroxilo, pelo grau de metoxilacdo destes grupos e pela natureza e nimero
de moléculas de acucares. As antocianinas ocorrem como mono ou diglicosideos de
pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Shahidi &
Naczk, 2004; Taleoka & Dao, 2002).
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Ha presenca de muitas antocianinas em macas como a cianidina-3-
galactosideo, cianidina-3-rutinosideo, malvidina-3-glicosideo e malvidina-3,5-
diglicosideo, ocorrendo predominancia da cianidina-3-galactosideo na casca e em
sumo de maca (Alonso-Salces et al., 2001). Os acUcares mais comuns sao glucose,
xilose, ramnose e arabinose. A glicosilacdo confere aumento na estabilidade e
solubilidade em agua das antocianinas, comparado com as antocianidinas (Shi et al.,
2002).

2.4.2.4. FLAVONOIS

Os flavondis sao considerados a menor classe de compostos fendlicos
presente em macas, sendo encontrados principalmente na epiderme dos frutos
(Guyot et al., 1998; Van Der Sluis et al., 2001). Estdo envolvidos na regulacdo da
textura de macés, agindo como inibidores da [B-galactosidase (Shahidi & Naczk,
2004). Sao caracterizados por uma dupla ligacdo entre o carbono 2 e 3, um grupo
hidroxilo na posi¢céo-3 e um grupo carbonilo na posigéo-4 do anel- C do nucleo flavan
(Figura 10) (Shi et al., 2002; Van Der Sluis et al., 2001).

Kaempferol (R=R’=H)
Quercetina (R=0H, R’=H)
Miricetina (R=R’=0H)

OH O

Figura 10. Estrutura de flavondis. Fonte: Shi et al., (2002).

Muitos glicosideos de quercetina sdo identificados em macéas. Zardo et al.,
(2013) encontraram nas variedasdes Gala, Fuji e Joaquina, teores de 0,49, 0,42 e
0,41 mg/g, respectivamente, sendo que o glicosideo hiperosideo apresentou a maior
concentracao nas trés amostras analisadas. Segundo Golding et al., (2001) e Guyot
et al., (1998) os compostos como rutina, hiperosideos (quercetina-3-p-D-
galactosideo), isoquercitina (quercitina-3-3-D- glicosideo), reinoutina (quercetina-3--
D-xilosideo), avicularina (quercetina-3-a-L-arabinofuranosideo) e quercitrina

(quercetina-3-a-L-ramnosideo) sdo encontrados em macés de forma frequente.
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mMgEAG em 100g na base himida

2.4.3. COMPOSTOS FENOLICOS DA MACA

Tal como referido anteriormente, as macés sdo uma excelente fonte de
compostos fendlicos e possuem uma capacidade antioxidante elevada.

Usando o método de Folin-Ciocalteu, compilou-se o contetdo de fendlicos
totais de 70 frutos, entre eles 12 variedades de maca. Os resultados mostram valores
de compostos fendlicos variaveis entre 11,88 mgEAG na péra a 585,52 mgEAG/100
g em massa humida na jujuba. Neste estudo, representado na Figura 11, as
variedades de macgéa Green Delicious, Red Delicious e Rosa Vermelho apresentaram
valores intermédios de 68,29, 73,96 e 70,57 mgEAG/100 g de massa humida,
respetivamente. Outras variedades de maca demostraram ainda possuir contetdos
de fendis totais superiores. Em particular, o valor mais elevado (221 mg EAG/100 g
na base humida) foi obtido para a macé Panaia-vermelho (Fu et al., 2011; lacopini et
al., 2010; Minnocci et al., 2010).
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Figura 11. Teor total de compostos fendlicos de 70 frutos, incluindo varias variedades de maca. As
barras verdes indicam as diferentes variedades de macé (Fontes: Fu et al., 2011; lacopini et al., 2010;
Minnocci et al., 2010).

Estudos realizados por Vrhovsek et al., (2004) mostraram que o nivel médio

de polifendis totais em macas (entre as quais oito das variedades das macds mais
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cultivadas na Europa Ocidental) se encontram entre valores de 66,2 e 211,9 mgEAG
por 100 g de massa humida, dependendo da variedade de maca. Neste estudo os
principais compostos fendlicos descritos para a maca foram os 3-flavanois (catequinas
e proantocianidinas) (71 - 90%), o &cido hidroxicinamico (4 - 18%), outros flavonoides
(1 - 11%) e dihidrochalconas (2 - 6%). Para além disso, foi igualmente descrito a
presenca de antocianinas (1 - 3%) nas macéas vermelhas (Vrhovsek et al., 2004).

Naturalmente, na mac¢éd, como em outros frutos, a variabilidade do perfil de
compostos fendlicos € grandemente influénciada pela variedade.

A Figura 12 mostra os principais compostos bioativos presentes na maca, de

acordo com Tokusoglu, (2011). Destes, salientam-se os compostos fendlicos.

Compostos Bioativos da Maca

Compostos Fendlicos Vitaminas
Acidos Fendlicos Flavondides e Acido Ascorbico
Acidos . B _ | o
hidroxicinamicos: 3-Flavandis: Flavondis Dihidrocalconas Antocianinas:
e Acido e (-)-Epicatequina e Quercetina e Floretina e Cianidina e
Clorogénio e (+)-Catequina e Rutina e seuse Floridzina seus
e Acido Cafeico ® Procianidina B1 glicosideos glicosideos

e Procianidina B2
Figura 12. Compostos bioativos da maca (adaptado de Tokusoglu, 2011).

A semelhanca do fruto, os principais compostos fendlicos presentes no sumo
de maca sédo o acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico,
catequina, epicatequina, proantocianidina (B1, B2, C1 trimero), rutina e floridzina. O
tipo e a quantidade destes compostos apresentam variacdes importantes em relacéo
as variedades de origem a partir do qual o sumo de maca é produzido (Gliszczynska-
Swiglo & Tyrakowski, 2003; Karaman et al., 2010; Wu et al., 2007).
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2.4.3.1. DISTRIBUICAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NA
CASCA, SEMENTE E POLPA DE MACA

No processo de producdo do sumo de macgd, cascas e sementes sao
descartadas, incluindo uma parte significativa da polpa. Como as cascas e polpa da
maca sao ricas em compostos fendlicos e sdo os principais constituintes na morfologia
do bagaco, € importante fazer-se uma caracterizacdo dos mesmos constituintes na
maca, com o intuito de saber se a casca, polpa e semente tém valores significativos
de compostos fendlicos (Kotodziejczyk et al., 2007).

Wolfe et al., (2003) determinaram os compostos fendlicos totais, flavonoéides
e antocianinas de quatro variedades de macds (Roma Beleza, idared, Cortland e
Golden Delicious) na polpa e casca do fruto. Neste estudo, os autores concluiram que
o conteudo de compostos fendlicos totais da casca eram mais elevados na variedade
Idared e Roma Beleza (588,9 e 500,2 mg de EAG / 100 g de casca, ha base humida),
sendo os valores na polpa de 75,7 e 93,0 mg de EAG / 100 g de polpa, na base
hamida, respetivamente (Wolfe et al.,, 2003). Os autores registaram ainda uma
tendéncia semelhante para os flavondides na variedade Idared: a concentracdo
destes compostos na casca era de 303,2 mg de equivalentes de catequina / 100 g na
base humida, o que correspondia a concentragcdes seis vezes maiores ao encontrado
na polpa (Wolfe et al., 2003).

As antocianinas foram detetadas apenas na casca, com valores muito
diferentes para as diferentes variedades. Em mais pormenor, estes compostos foram
descritos em quantidade muito residuais na variedade Golden Delicious enquanto o
valor mais elevado (26,8 mg equivalentes de cianidina 3-glicosideos / 100 g na base
hamida) foi encontrado na casca da variedade Idared (Wolfe et al., 2003).

Proantocianidinas sdo encontradas em todo o fruto de maca e os seus valores
podem aumentar de 1,2 mg/g nas sementes, até 5,0 mg/g em base humida na parte
epidérmica da maca (Guyot et al.,, 1998). Sanoner et al., (1999) encontrou mais
proantocianidinas polimerizadas na parte do cértex de algumas variedades de macas.

Uma caracterizacdo aprofundada sobre os compostos fendlicos das macas
associada a sua localizacdo na casca, polpa e sementes, prova que as cascas e
também as sementes, sdo ricos nestes compostos. Uma representacdo esquematica

de varias gamas de concentracdo de compostos fendélicos especificos na casca (tata
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et al., 2009), polpa (McGhie et al., 2005) e sementes (Schieber et al., 2003), séo

apresentadas na Figura 13.

Casca mg/g ms
(+) - Catequina 0,99 - 4,42
(-) - Epicatequina 1,24 - 5,75
Rutina 2,76 -11,4
Eloridzina 0,71-2,42
Acido Clorogénico 0,26 - 2,33
Semente mg/g ms

(+) - Catequina -

(-) - Epicatequina 0,01
Rutina -
Acido Clorogénico 0,12
Fl_oret[na-xno 0.05
glicosideo

Proantocianidina B2 0,02
Floridzina 1,9

Polpa e casca mg/g ms

(+) - Catequina 0,38-1,47
(-) - Epicatequina 0,38-1,28
Rutina 0,37 -1,59
Floridzina 0,11-0,43
Acido Clorogénico 0,25-2,31
Acido Cafeico 0,04 - 0,17

Figura 13. Distribuicdo de compostos fendlicos na casca, semente e polpa. — Nao medido (Adaptado
de tata et al., 2009; McGhie et al., 2005; Schieber et al., 2003; lacopini et al., 2010).

Ao comer a maca a casca € geralmente descartada, no entanto a casca

representa uma parte da massa do fruto que pode fornecer uma fracao significativa

de compostos fendlicos, tornando-se uma fonte importante destes compostos (tata et
al., 2009; McGhie et al., 2005).
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2.4.3.2. COMPOSTOS FENOLICOS DO BAGACO DE MACA

Durante a producdo do sumo de maca, apenas uma fracdo dos compostos
fendlicos séo extraidos, enquanto que outra parte permanece no bagaco de maca
(Van Der Sluis et al., 2005). Devido ao fato de cascas e sementes serem descartados
durante a producéo de sumo, compostos fendlicos tais como quercetina e glicosideos
dihidrocalconas, sdo encontrados em pequenas quantidades no sumo de maca
(Markowski & Ptocharski, 2006).

Sumo produzido a partir de macgas da variedade Jonagold, obtido por
polpacdo ou diretamente pressionando, tinha um valor significativamente menor ao
nivel dos compostos fendlicos e atividade antioxidante em relagdo a macads nédo
processadas. Os valores reduziram em meédia 50% no caso do acido clorogénico e
3% nas catequinas. A atividade antioxidante foi reduzida entre 10 a 13% em relagéo
a macas frescas pelo processo de producdo do sumo. Determinou-se que a maior
parte dos compostos fendlicos ficam retidos no bagaco ou no bolo de prensagem e
nao foram extraidos. Estes resultados oferecem informacdo importante para a
industria de processamento de sumo de maca, interessada em produzir um sumo com
maior valor nutricional ou pelo menos, para utlizar o bagaco como uma fonte de
antioxidantes (Root & Barrett, 2004).

Os compostos fendlicos presentes no bagaco de maca sao principalmente
acidos fendlicos e flavondides, onde se incluem os 3-flavanois, os flavondis e as
dihidrocalconas. Os acidos fendlicos identificados séo principalmente derivados de
acidos hidroxicinamicos, embora alguns acidos hidroxibenzoicos estejam presentes
em menor quantidade (Foo & Luo, 1999). Os principais flavonodides identificados no
bagaco incluem catequinas, glicosideos de floridzina, glicosideos de quercetina e
proantocianidinas (Quadro 3). Uma vez que alguns compostos fendlicos tém
demonstrado apresentar forte atividade antioxidante in vitro, a exploracdo comercial

para a recuperacdo destes compostos parece promissora (Schieber et al., 2001).
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Quadro 3. Compostos fendlicos identificados no bagago de maca (Lu & Foo, 1997; Cetkovic et al., 2008;
Aguedo et al., 2012; Kotodziejczyk et al., 2007; Schieber et al., 2003). nd, n&o detetado. ms, massa seca.

(Lu&  (Cetkovic (Aguedo et  (Kofodziejczy (Schieber et al., 2003)
Foo, et al.,
al., 2012) k et al., 2007) (mg/kg ms)
s 1997) 2008)
Compostos fenolicos
mg / kg ms de
mg/kg  mg/kg bagaco de mg / kg (ms) Seco em Liofilizado
(ms) (ms) ~ . tambor
maca cozida

Catequina nd 17 - 127 33,3 nd 2,4
Epicatequina 640 24 - 173 76,7 54,9 - 114,6 nd 9,3
Acido cafeico 280 25 - 87 nd nd nd
3-Hidroxi florizina 270 nd nd
Acido clorogénico nd 30-176 396,1 nd 14,3
Floretina -xilo glicosideo 170 nd nd
Floretina nd nd nd
Floridzina 14 7-85 114,9 654,6 - 879,8 nd 11,4
Quercetina 3- 16 224,2 nd
galactosideo
Proantocianidina B2 nd 71,0 - 102,2 nd 9,3
Quercetina 3-glucésido 870 286 - 610 855,4 - 973,6 27,6 3,9
Quercetina 3-xilosido 530 1144 1,8
Quercetina 3-arabindsido 980 223 1,1
Quercetina 3-ramnose 470 297,5 4,7
p-acido cumaroilquinico nd nd nd 1,8
Rutina 211 - 477 nd
Quercetina 8,2 4,8-5,8
Proantocianidina C1 88,3 - 98,9

Sanchez-Rabaneda et al., (2004) identificaram 60 compostos fendlicos no

bagaco de macé, tendo 23 deles (principalmente derivados de naringenina e luteolina)

sido descritos por esses autores pela primeira vez. A presenca de todos estes

compostos fendlicos presentes no bagaco de maca, alguns deles com propriedades

antioxidantes bem conhecidas, tais como floridzina, acido clorogénico, quercetina e

glicosideos de quercetina (glicosideo, galactosideo, ramnosideo, arabinosideo e

xilosideo), faz com que esta matéria-prima seja uma interessante fonte de

antioxidantes naturais, potencialmente exploravel pela industria alimentar ou por

outras industrias como a de produtos nutracéuticos ou de suplementos dietéticos, de

cosmética e até farmacéutica.

39



Estudos adicionais revelaram ainda que os compostos fendlicos responsaveis
pela atividade antioxidante na macéa ficam retidos no bagaco durante o processo de
producdo de sumo e podem ser facilmente extraidos para fins de fortificagdo de
alimentos ou desenvolvimento de produto nutracéutico (Root & Barrett, 2004).

De notar que varios autores tém estudado diferentes métodos de extracao que
permitem obter mais eficazmente a extracdo de compostos fendlicos da maca e do
bagaco. O Quadro 4 apresenta um resumo dos valores de literatura relativos aos
teores de compostos fendlicos obtidos por diferentes técnicas. Fatores como pressao,
temperatura, concentracdo e tempo de extracdo foram descritos como agentes que
influenciam a extracdo de compostos fendlicos do bagaco de maca. Por outro lado, a
secagem do bagaco de maca tem sido descrita como um fator pouco importante sobre
o rendimento total ou no perfil fendlico, muito embora possa afetar a extracao de 3-
flavanois (Adil et al., 2007).

Quadro 4. Teor de compostos fendlicos totais no bagaco de maca de acordo com determinadas condicdes
de temperatura, tempo de extracdo e tipo de solvente.

Referéncia Tempo (min) Temperatura Solvente Teor de compostos fendlicos
(Sudha et al., 2007) 15 Ambiente  Agua; Metanol 100% 4,65; 5,51 mgEAG/g ms
] ) 4,22 - 8,67 mg/g equivalente de
(Cetkovic et al., 2008)  60+60+30 Ambiente Metanol 80% . o
acido clorogénico ms
(Vasantha et al., 2008) 3x15 <30°C Metanol 100% 4,63 - 5,59 mgEAG/g ms
(Aguedo et al., 2012) 15 50 °C Acetona 70% 4,49 mgEAG/g ms
(Wijngaard et al., 2009) - - Metanol 8,70 mgEAG/g ms
(Reis et al., 2012) 40+40+10 Ambiente Agua 1,72 mgEAG/g ms
i Acetona 70%;
(Suérez et al., 2010) - 20°C 6,48; 3,63 mMgEAG/g ms
Metanol 80%
(Adil et al., 2007) 40 55,7- 58,4 °C Etanol 20% 1,71 mgEAG/g ms
(Pingret et al., 2012) 40 40 Agua 2,57 - 4,60 mgeEAG/g ms
(Ajila et al., 2011) 30 40 °C Agua; Etanol 80% 5,78 ; 4,20 mgEAG/g ms
(Sato et al., 2010) - - - 2,29 - 7,15 mg/g catequina ms
(Candrawinata et al., i
15-30 85-95°C Agua ~ 4,15 - 6,25 mgEAG/g ms

2015)
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Reis et al., (2012), demonstrou que a 4gua € um bom solvente para extrair
uma quantidade consideravel de compostos fendlicos presentes no bagaco de maca.
No entanto, a fim de maximizar a recuperacdo de compostos fendélicos do bagaco, é
sugerido o uso subsequente de solventes organicos aquosos, tais como o metanol e

a acetona
2.5. ANTIOXIDANTES

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que,
guando presentes em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, séo
capazes de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidagdo do substrato (Niki,
2010). Existem duas categorias de antioxidantes, os de origem natural e o0s
designados sintéticos (Cheung et al., 2003).

Devido aos seus beneficios, os alimentos processados e produtos
farmacéuticos contém, normalmente na sua composicdo, antioxidantes sintéticos.
Estes foram introduzidos na década de 40, na industria alimentar, para retardar a
oxidacdo (Wettasinghe & Shahidi, 2000), aumentando assim a durabilidade dos
produtos. Daqueles que foram aprovados pela Unido Europeia, os mais utilizados sao
o BHA (2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol), o BHT (2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol) e o TBHQ (2-(1,1-dimetiletil)-1,4-benzenodiol), com aplicacdo na
preservacao de alimentos (Ndhlala et al., 2010).

Cada vez mais, os antioxidantes sintéticos tém vindo a serem substituidos
pelos antioxidantes naturais, uma vez que a ingestdo destes compostos tem sido
associada a propriedades nefastas (p.e. carcinogénicas). Como consequéncia disso,
a procura de antioxidantes naturais por parte dos consumidores aumentou de forma
exponencial nestes ultimos anos e em paralelo estes compostos tém sido objeto de
estudo por muitos investigadores (Contini et al., 2008; Dudonné et al., 2009).

Muitos alimentos que fazem parte da dieta no quotidiano s&o ricos em
antioxidantes que promovem a prevencao e/ou reducao das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células. As principais classes de antioxidantes provenientes da
alimentacdo englobam os compostos fendlicos, as vitaminas, os carotenoides, 0s
compostos organossulfurados e os minerais (Ratnam et al., 2006; Halliwell, 2011).
Estes compostos apresentam uma vasta gama de efeitos bioldgicos, incluindo acao

antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria e antialérgica (Babbar et al., 2011).
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2.5.1. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NAS MACAS

O nivel de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante dos frutos
parecem estar relacionados com fatores genéticos (Khanizadeh et al., 2007), mas
também com o meio ambiente, fatores pés-colheita, a maturacdo dos frutos, a
exposicdo a luz, armazenamento e processamento (Tokusoglu, 2011).

Verificou-se que, quando em comparacdo com muitos outros frutos
geralmente consumidos, as macgds possuem o segundo nivel mais elevado de
atividade antioxidante (Figura 14) (Boyer & Liu, 2004; Sun et al., 2002).
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Figura 14. Capacidade antioxidante de frutos comuns (adaptado de Sun et al., 2002). Letras diferentes
indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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2.5.2. BENEFICIOS PARA A SAUDE

A Organizac¢do Mundial de Saude (OMS) recomenda a ingestéo diaria de 400
a 600g de frutos e horticolas, por dia e por pessoa (Barrett & Lloyd, 2012). A maioria
dos europeus (incluindo as criancas) nao segue as recomendacodes, 0 que se revela
preocupante considerando a reconhecida funcdo e importancia de alguns constituintes
destes alimentos, como a fibra alimentar e os fitoquimicos (incluindo os compostos
fendlicos) na potencial prevencao de doencas cronicas e cancro (Del Rio et al., 2010).

E necessario compreender as suas fungbes biolégicas e o seu modo de
atuacdo, tendo em conta a sua importancia na alimentacdo humana. A nivel
cardiovascular os antioxidantes demonstraram possuir um efeito vasodilatador, sendo
esta propriedade atribuida a capacidade de aumentar a sintese do 6xido nitrico
endotelial (eNOS) em mais de 400% (Nathan & Brumaghim, 2009).

Originalmente, as principais alegacfes de saude sobre os compostos
fendlicos baseavam-se nas suas propriedades como sequestradores de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (ERO) Enquanto os compostos fendlicos podem ter
uma atividade antioxidante significativa in vitro, a absor¢do no corpo humano é bem
mais complicada, e formas mais complexas de polifendis tém uma biodisponibilidade
limitada (Van Duynhovena et al., 2011). Consequentemente, o nivel de circulacdo no
plasma sanguineo € baixo e uma grande parte dos compostos fendlicos continuam no
célon onde sofrem alteracbes metabdlicas antes de entrar na circulacao sistémica.
Por essas razoes, a bioatividade dos compostos fenélicos no corpo humano é um
tema que permanece sob investigacado/debate (Francini & Sebastiani, 2013).

No caso da macgda, os compostos fendlicos podem desempenhar um papel na
reducdo do risco de varias doencas originarias do stress oxidativo, p.ex. doencas
coronarias, danos do sistema imunitario, asma, e diabetes. Estas hipoteses séo
corroboradas por estudos epidemiolégicos que evidenciam gque o consumo de maca
ou do seu sumo causa beneficios na reducédo dos niveis de LDL (Boyer & Liu, 2004).
Adicionalmente, o consumo de maca/sumo maca possui efeitos benéficos no combate
a infecbes da garganta, fortalece o cérebro e os 0ssos e facilita o funcionamento do
figado (Tokusoglu, 2011).

Mais recentemente, varios compostos fendlicos presentes na mac¢a (acido
cafeico, catequina, acido clorogénico) demostraram influenciar processos

epigenéticos (mudancas hereditarias ndo codificados na propria sequéncia de ADN),
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tais como processos de metilacdo do ADN (acido desoxirribonucleico), a modificacédo
da proteina histona e expressédo Micro-RNA (Link et al., 2010; Pan et al., 2013). Estas
alteracbes podem explicar o papel quimiopreventivo que estas moléculas podem
exercer na prevencdo de cancro e outros doencas que afetam o ser humano, no
entanto sdo ainda necessérios estudos adicionais no sentido de se obter uma
conclusao fundamentada.

Segundo Boyer & Liu, (2004) e Leontowicz et al., (2002), extratos de macga
tém mostrado ter atividade antioxidante e atividade antiproliferativa contra células
cancerosas humanas.

Deste modo, os frutos e os sumos provenientes do mesmo tém um papel
importante na promoc¢ao de uma alimentacdo saudavel, devido a presenca na sua
composicdo de compostos bioativos naturais denominados ‘fitoquimicos” ou
“fitonutrientes”. Os compostos antioxidantes possuem um papel importante no
organismo humano na protec&o contra o stress oxidativo, através de mecanismos que

reduzem o risco de doencas cronicas (Brody et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios da Escola Superior Agraria de

Viseu tendo como objetivo avaliar o teor de compostos fendlicos, flavondides,

proantocianidinas e atividade antioxidante no bagaco de mac¢d da industria de

transformacao de pomoideas.

Por motivos de conservacao da amostra, liofilizaram-se os extratos do bagaco

de maca do lote outubro 2013, para as determinacfes da capacidade antioxidante,

flavonoides e protoantocianidinas.

3.1. AMOSTRAGEM

Este estudo teve como amostra alvo um lote de bagaco de maca obtido na

transformacao industrial de macé em sumo de outubro de 2013, sendo a sua origem
10% de macd Royal Gala, 80 % Golden e 10 % Starking. Para efeitos de

comparacao, alguns ensaios foram também efetuados com uma amostra de bagaco

de marco de 2013, cuja origem foi de 70% de maca Royal Gala, 20 % Golden e 10

% Starking. No Quadro 5 registam-se os principais dados referentes aos dois lotes

acima mencionados.

Quadro 5. Identificacdo das amostras analisadas no presente trabalho.

Identificac&o Origem do Bagaco Conservagao

das magas Processamento

Maca Royal Gala (70%
¢ y (70%) Em atmosfera

Lote margo 2013 Maca Golden (20%) controlada 13/03/2013 14/03/2013
Magca Starking (10%)
Maca Royal Gala (10%) .

Lote outubro 2013 Maca Golden (80%) Diretamente do 15100013 15/10/2013

Magca Starking (10%) pomar
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3.2. DETERMINACAO DA HUMIDADE

A humidade, ou teor de agua, € um dos mais importantes e mais avaliados
indices nos alimentos, uma vez que reflete o teor de solidos de um produto e a sua
perecibilidade. Os niveis de humidade acima das recomendacfes técnicas resultam
em grandes perdas na estabilidade quimica, na deterioracdo microbiol6gica, nas
alteracdes fisioldgicas e na qualidade geral dos alimentos (Lemos, 2012).

Para a determinacéo da humidade de todas as amostras usou-se a balanca de
halogénio, HG53 Halogen Moisture Analyser (Figura 15), a qual foi programada a uma
velocidade 4 e temperatura de 130 °C. Escolheu-se este método por 0 mesmo ser
bastante rapido e permitir um resultado com uma precisdo de 0,01%. Nestas

determinacdes efetuaram-se cinco réplicas para cada amostra.

Figura 15. Balanca de halogénio usada para determinar a humidade.

3.3. EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Durante este trabalho foram executadas varias extracbes em diferentes
condicBes, na tentativa de se otimizar a extracdo de compostos fendlicos a partir do
bagaco de maca. Os fatores testados incluiram temperatura, tempo, razao
massa:volume e solvente.

Na extracdo com solvente aquoso, adicionaram-se 200 mL de agua destilada
(acidificada com acido acético a 0,5 % v/v) as amostras. Esta extracdo foi realizada
em banho-maria com agitagdo magnética a 400 rpm numa placa de aquecimento
a diferentes temperaturas, designadamente a 80 °C, 90 °C e 100 °C e para
diferentes tempos de extracdo: 1 hora, 2 horas e 4 horas. A temperatura foi

controlada com a ajuda de um termémetro colocado no interior do Erlenmeyer e o
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tempo de extracao foi contabilizado a partir da estabilizagéo da temperatura no valor
desejado. Foi utilizado condensador nas extracfes efetuadas as temperatura de
90 °C e 100 °C. Todas as extragdes foram efetuadas em triplicado.

No final da extragdo, a mistura foi arrefecida em banho de agua fria durante
15 minutos e filtrada através de dois panos de nylon sobrepostos. Mediu-se o volume
do filtrado e armazenou-se a 5 °C. As extracbes foram realizadas variando as
condi¢cbes de tempo, temperatura, razdo m:v e solvente, com o objetivo de encontrar
as condicdes ideais com a qual se conseguisse uma maior extracdo de compostos
fendlicos. As extracdes com etanol (50% e 70% v/v) e metanol absoluto foram
efetuadas durante 3x20 minutos a temperatura ambiente. No final da extracéo

reuniram-se os extratos liquidos e filtrou-se através de um filtro G2.

3.4. DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (TPC, do inglés
Total Phenolic Compounds) usou-se uma adaptacdo do método Folin-Ciocalteau
segundo o descrito em Ferreira et al., (2002). Este método baseia-se nas reacdes de
oxidacdo-reducdo entre os compostos fendlicos e os ibes metalicos. Em meio
alcalino ha uma reducdo dos acidos fosfotungsténico e fosfomolibdénico, a
molibdénio, cuja coloracdo é azul com uma absorvancia maxima de 765 nm.
Adicionou-se num tubo de ensaio 0,5 mL de extrato liquido, ou no caso de
amostras liofilizadas preparou-se uma solucédo de concentracdo de 10 mg/mL, ao
gual se juntou 250 pL de reagente Folin, homogeneizou-se no vortex e permaneceu
cerca de 3 min em repouso. Adicionou-se ainda 1 mL de solucdo de carbonato de
sédio (Na,CO3) a 20% (m/v) e 3,25 mL de agua destilada, de modo a perfazer 5 mL.
Colocou-se o tubo de ensaio tapado em banho-maria a 40 °C durante 30 minutos e
deixou-se arrefecer cerca de 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. A leitura
das absorvancias foi realizada a um comprimento de onda de 765 nm num
espectrofotometro UV/Visivel Shimadzu 265, utilizando células de plastico de 10 mm
de percurso o6tico. As leituras e o teste foram efetuados em triplicado.
Realizou-se uma curva de calibracdo com solucéo padréo de acido galico (0,5

mg/mL) em diferentes concentracdes, medindo-se os seguintes volumes: 10, 20, 30,
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40, 50, 60 e 70 uL. Os resultados séo apresentados em mg/g de bagaco, na base

seca, e expressos em equivalente de 4cido galico (EAG).
3.5. DETERMINAC;AO DO TEOR DE FLAVONOIDES

O conteudo em flavondides foi determinado pelo método colorimétrico de
aluminio adaptado de Grigoras et al., (2013), com algumas alterac6es. Neste método
preparou-se uma solucdo a partir do extrato liofilizado numa concentracdo de 10
mg/mL. De seguida foi colocada durante 15 min em banho de ultrassons e 30 min em
banho-maria a 80 °C, de modo a se obter uma solubilizacdo completa.

Foi colocado em cada tubo de ensaio 0,5 mL de amostra e 0,5 mL de 4gua
destilada. Juntou-se 1 mL de solu¢éo de cloreto de aluminio (AICIs6H20) a 2% (m/v)
em agua. Aguardou-se 20 min a temperatura ambiente e efetuou-se a leitura da
absorvancia no espetofotometro a 435 nm.

A reta de calibragdo foi efetuada com uma solugéo de rutina (1 mg/mL) em
metanol, em diferentes concentracdes, medindo-se os seguintes volumes: 20, 50, 80,
110 e 140 uL. Os resultados sao apresentados em mg/g de bagaco, na base seca e

expresso em equivalentes de rutina.
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3.6. DETERMINACAO DO TEOR DE PROANTOCIANIDINAS

O método de 4-dimetilamino cinamaldeido (DMAC) tem um grande potencial
como um método analitico rapido. DMAC € um aldeido aromatico, que reage com 0S
3-flavandis e proantocianidinas para formar um croméforo verde com um maximo de
absorcéo a cerca de 640 nm. E um método colorimétrico que se julga ser mais preciso
do que outros métodos e tem sido utilizado com sucesso para quantificar
proantocianidinas (Krueger et al., 2013).

O conteudo em proantocianidinas foi determinado pelo método DMAC
adaptado de Taylor & Giusti, (2010). Para este método, preparou-se uma solucao a
partir do extrato liofilizado numa concentracdo de 10 mg/mL, a qual foi colocada
durante 15 min em banho de ultrassons e 30 min em banho-maria a 80 °C, de modo
a se obter uma solubilizagdo completa.

Em cada tubo de ensaio foi colocado 0,2 mL de amostra, 2,2 mL de metanol
absoluto e 100 pl de solugdo DMAC a 2 % (m/v) em solucéo 1:1 de H2SO4 6N e
metanol, de modo a perfazer 2,5 mL em cada tubo. A leitura da absorvancia foi
efetuada a 640 nm apds um periodo de repouso no escuro durante 35 min.

A reta de calibracdo foi efetuada com uma solucdo de epicatequina (0,5
mg/mL) em metanol e 0,2 mL de agua destilada para simular o conteudo de agua da
amostra, medindo-se 0s seguintes volumes: 2, 4, 6, 12, 16 e 20 uL. Os resultados séo
apresentados em mg/g de bagaco, na base seca, e expressos em equivalente de

epicatequina (MgEEC/Q).
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3.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do baga¢o de maca foi efetuada ao extrato liofilizado
de outubro de 2013, tendo esta propriedade sido avaliada através de dois métodos
distintos: método de di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)iminoazanio (DPPH-) e método do
poder redutor (FRAP). Para comparacdo de resultados analisou-se a atividade
antioxidante ao extrato liofilizado do lote marco de 2013 a temperatura de 80 °C e
100 °C.

3.7.1. METODO DE CAPTACAO DE RADICAIS LIVRES (DPPH")

O ensaio do DPPH- tornou-se bastante popular no estudo de antioxidantes
naturais por se apresentar como um método simples e altamente sensivel.

O DPPH- é um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor violeta e possui
absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. Na presenca de um doador de eletrdes, a
intensidade de absorcdo diminui e a solucdo com o radical perde cor, tornando-se
amarela, de acordo com o numero de eletrbes capturados (Brand et al., 1995).

O método de DPPH- foi efetuado de acordo com o descrito por Pereira et al.,
(2013), com algumas modificacbes. Neste ensaio foi utilizada uma solucéo
metandlica 7,6 x 10° M de DPPH- e foram preparadas solucdes de amostra
dissolvidas em agua destilada num eppendorf na concentracdo de ~12,5 mg/mL.

A cada tubo de ensaio foi colocado uma quantidade variavel de solucao de
extrato (25, 50, 75e 100 pl) e completou-se o volume (100 pl) com agua destilada.
Juntou-se 1,9 mL de solucédo de DPPH- e agitou-se no vortex. Guardou-se no escuro
0os tubos durante 30 minutos a temperatura ambiente e efetuou-se a leitura da
absorvancia no espetrofotometro (Dr Lange, XION 500) a 517 nm. A calibracdo do
espetrofotometro foi efetuada com metanol.

O controlo contém todos os reagentes exceto o extrato. Determinou-se a
percentagem de inibicdo para cada concentracdo através da formula:

o Abs, — Absg
%Inibicao = b x 100
Cc

Absc: Absorvancia do controlo
Abse : Absorvancia do extrato apos 30 minutos ao escuro

Os resultados foram expressos em % inibicdo vs concentracao extrato e no
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valor de ICso (mg/mL), que é definido como a concentracdo de extrato capaz de
inibir 50% do radical DPPH-. Utilizou-se o acido ascorbico (0,055 mg/mL) como
padrdo, numa gama de concentracdes de 0,001; 0,002; 0,003; 0,005; 0,006 e 0,012
mg/mL.

3.7.2. METODO DO PODER REDUTOR (FRAP).

O ensaio do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), foi desenvolvido
inicialmente para quantificar o acido ascorbico em soro ou plasma (Benzie & Strain,
1996). Este método é baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe**
em Fe?*. Quando isso ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e
em condicdes &cidas, a reducdo é acompanhada pela formacdo de um complexo
corado (azul intenso) com o Fe?*, com uma absor¢édo méxima a 593 nm.

A capacidade redutora dos extratos foi determinada de acordo com o método
de Kiran et al., (2012) com algumas modifica¢des.

Foram usadas diferentes quantidades (85, 165, 250, 315, 375 e 500 pl) de
uma solucéo aquosa de extrato (12,5 mg/mL) e o volume de 500 pl foi completado
com agua destilada. Juntou-se 2,5 mL de tampao fosfato (0,2 M, pH 6,6), 2,5 mL de
KsFe(CN)s (1% m/v) e agitou-se no vortex. Apos 20 minutos de incubacéo a 50 °C
adicionou-se 2,5 mL de acido tiobarbitirico (10% m/v) e agitou-se novamente no
vortex. Transferiu-se de cada tubo de ensaio 2,5 mL de solucdo para novos tubos
de ensaio. Neste novo tubo de ensaio, adicionou-se 2,5 mL de agua destilada, 0,5
mL de FeCl; (0,1% m/v) e agitou-se no vortex. Efetuou-se a leitura da absorvancia no
espetrofotometro (Dr Lange, XION 500) a 700 nm. Anteriormente, acertou-se o0 zero
no espetofotometro com um branco que contem todos os reagentes exceto o extrato.

Os resultados foram expressos em absorvancia (700 nm) vs concentracéao do
extrato e no valor de ICso (mg/mL), que é definido como a concentracdo para a qual
a absorvancia foi de 0,5. Para comparacdo usou-se o butil hidroxianisol (1 mg/mL)
como padréo, numa gama de concentracdes de 0,008; 0,011; 0,013; 0,016; 0,024 e
0,032 mg/mL.
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados do teor de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante
foram sujeitos a uma andlise estatistica com recurso ao SPPS Statistics 22 para
avaliar as diferencgas significativas entre as amostras. Estas foram determinadas por
meio de andlise de variancia (ANOVA teste de homogeneidade de variancia e teste
robusto de igualdade de médias) e o uso de mdltiplos testes (Post Hoc: Tukey,
Gabriel e Games-Howell). A analise estatistica foi efetuada com um nivel de
significancia de 0,05.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS
4.1. HUMIDADE

O conhecimento do valor da humidade nos alimentos é essencial para se
proceder a quantificacao da fracdo de matéria seca e de 4gua na amostra.

O contetildo em &gua das varias amostras analisadas e respetiva massa seca,
por 100 g de produto, apresentam-se no Quadro 6. A analise ao lote de marco de 2013
foi realizado por Afonso, (2013).

Quadro 6. Valores de humidade dos dois lotes de bagaco utilizados neste

estudo. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao.

Lotes Humidade (%)
Margo 2013 83,31+ 0,25
Outubro 2013 79,30 £ 2,79

Da andlise dos resultados apresentados do Quadro 6 pode-se verificar que 0
teor de humidade presente nos varios lotes sdo muito proOximos, uma vez que estes

valores diferem em apenas 4%.
4.2. OTIMIZACAO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Neste trabalho executaram-se extracfes variando a temperatura, razao
massa:volume, tempo de extracao e o solvente. Estas experiéncias realizaram-se com
o intuito de se obter uma maior extracéo de compostos fenodlicos. A excecéo do estudo
realizado sobre o efeito da liofilizacdo, a quantificacdo de TPC foi sempre efetuada no

extrato liquido.
4.2.1. EFEITO DA TEMPERATURA DE EXTRACAO

Tal como descrito na seccao 3.4, o conteido em compostos fendlicos totais
dos extratos aquosos obtidos a partir do bagaco de maca foi determinado pelo
método de Folin-Ciocalteu e os resultados sédo expressos em mg de equivalentes de
acido galico (EAG), por grama de bagaco, na base seca.

Afonso, (2013), avaliou anteriormente o efeito da temperatura em extracées

aquosas do bagaco de mac¢a do lote de margco de 2013, no teor de compostos
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fendlicos totais. Nesse trabalho a autora ndo verificou distingdo estatisticamente
significativa entre os valores médios obtidos as temperaturas de 80 °C, 90 °C e 100
°C bem como entre os obtidos as temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 °C, sendo os
primeiros os mais elevados. Contudo, o grupo de temperaturas de 80 °C, 90 °C e
100 °C distingue-se estatisticamente do grupo de temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60
°C. O valor médio do TPC de extratos obtidos a temperatura de 70 °C apenas se
distinguiu significativamente do valor a temperatura de 100 °C, que foi
tendencionalmente o mais elevado comparativamente com o0s obtidos para os
restantes extratos as varias temperaturas estudadas. Considerando estes
resultados, as extragbes aquosas efetuadas ao lote de outubro de 2013 foram
apenas efetuadas as temperaturas de 80 °C, 90 °C e 100 °C.

Na Figura 16 apresentam-se os resultados relativos a quantificacdo dos
compostos fenolicos totais nos extratos aquosos obtidos nas diferentes

temperaturas, ao lote de outubro de 2013.

6 -

mgEAG/g

80°C 90 °C 100 °C

Figura 16. Efeito da temperatura no teor de compostos fendlicos totais mgEAG/g do lote de bagaco de
maca de outubro de 2013, expresso em equivalentes de &cido gélico, na base seca, apds extracdo em
meio aquoso, com uma concentracdo de amostra de 75 mg/mL. Foram efetuadas 3 réplicas para cada
amostra. Letras diferentes indicam que os valores sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

Da analise da Figura 16 pode-se concluir que, no lote de outubro de 2013 o
resultado com maior rendimento de extracdo de compostos fendlicos ocorreu para
uma temperatura de 100 °C, ndo sendo estatisticamente diferente do valor obtido
para 90 °C. A temperatura de 100 °C o valor foi de 4,70 mg/g, correspondendo a um
aumento de 37% em relacdo ao obtido a temperatura de 80 °C. Em termos
estatisticos a extracdo a uma temperatura de 80 °C ¢é diferente da temperatura de
90 °C e 100 °C
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Na Figura 17 séo apresentados os resultados relativos a quantificacdo dos
compostos fendlicos totais nos extratos aquosos obtidos nas diferentes
temperaturas, ao do lote de margo de 2013 por Afonso, (2013).

mMgEAG/g
O B N W M O O N 00O ©

80 °C 90 °C 100 °C

Figura 17. Efeito da temperatura no teor de compostos fenélicos totais mg/g do lote de bagaco de maca
de marco de 2013, expresso em equivalentes de acido galico, na base seca, apés extragdo em meio
aqguoso, com uma concentracdo de amostra de 75 mg/mL. Foram efetuadas 3 réplicas para cada
amostra. Letras diferentes indicam que os valores sédo estatisticamente diferentes (p<0,05). Fonte:
Afonso, (2013).

Da analise da Figura 17 pode-se concluir que, a semelhanca dos resultados
obtidos para o lote de outubro 2013, o maior rendimento de extracdo de compostos
fendlicos ocorreu para uma temperatura de 100 °C. Para o lote de mar¢co 2013, a
esta temperatura, esse valor foi de 7,42 mg/g, correspondendo a um aumento de
26% em relacdo ao obtido a temperatura de 80 °C. Ainda assim, as diferencas
obtidas ndo demonstraram ser estatisticamente distintas. No Quadro 7 comparam-
se resultados obtidos no teor de compostos fendlicos totais entre os diferentes lotes

para as temperaturas de extracdo de 80 °C, 90 °C e 100 °C.

Quadro 7. Efeito da temperatura no teor de compostos fendlicos totais mg/g dos
lotes de bagaco de mac¢é de margo e outubro de 2013, expresso em equivalentes
de &cido galico, na base seca, apds extracdo em meio aquoso.

Temperatura de extracao

Lote
80 °C 90 °C 100 °C
Outubro 2013 3,42 £ 0,22 4,31 +0,36 4,70+ 0,31
Margo 2013 5,90 £ 0,48 6,24 + 0,44 7,42 +0,81

Dos resultados apresentados € possivel concluir que para uma temperatura
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de 100 °C, o lote de mar¢o apresenta um teor muito superior de compostos fendlicos

gue o lote de outubro de 2013, de aproximadamente 58%.

Tais diferencas podem ser justificadas pela variedade de maca que constitui

a composicdo dos dois lotes. De fato, o lote de outubro 2013 apresenta

aproximadamente 80% da sua composicdo em macéa Golden, enquanto o lote de

margo 2014 apresenta 70% de variedade Gala. Note-se que a magéd Golden

geralmente apresenta valores de TPC inferior & variedade Gala (Serra et al., 2012).

Os estudos seguintes foram realizados apenas no lote de outubro de 2013

por ser a amostra alvo do trabalho.

4.2.2. ESTUDO DA RAZAO MASSA:VOLUME DE EXTRACAO

De modo a estudar o efeito razdo massa:volume no teor de compostos

fendlicos extraidos, fez-se variar a concentracdo da amostra do lote de outubro de

2013 nas seguintes concentracoes: 50; 75; 100; 150; 200 e 250 mg/mL. Este estudo

foi efetuado para as temperaturas de 80 °C e 100 °C, sendo os resultados

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Teor de compostos fendlicos totais expresso em equivalente de acido galico, na base seca,
para extragfes realizadas a 100 °C e a 80 °C a diferentes concentra¢gfes no lote de outubro de 2013.
Foram efetuadas 2 réplicas para cada amostra. Letras diferentes indicam que os valores sao

estatisticamente diferentes (p<0,05).

Pela analise da Figura 18 é possivel concluir que a quantidade de compostos

fendlicos extraidos varia numa razdo inversa a da razdo massa:volume utilizada.

Pelos resultados conclui-se que a uma concentracdo de 50 mg/mL, se obtém o valor
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mais elevado de compostos fendlicos, cerca de 5,6 mgEAG/g na base seca, sendo
estatisticamente igual em comparagéo com 75 mg/mL, para ambas as temperaturas.

Nos restantes resultados verificam-se similaridades entre a proporgédo de
100 e 150 mg/mL e entre 200 e 250 mg/mL.

4.2.3. EFEITO DO TEMPO DE EXTRACAO

Apéds andlise dos resultados anteriores, estabeleceu-se como condi¢Bes de
extracao a temperatura de 100 °C e propor¢des de 50 e 75 mg/mL, para otimizacao
da extracdo dos compostos fendlicos do bagaco de maca no lote de outubro de 2013.
A Figura 19 resume a quantidade de compostos fendlicos totais obtidos nessas
condi¢cbes de temperatura e concentracao de 50 mg/mL, para diferentes tempos de
extracao.
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1 hora 2 horas 4 horas 2x4 horas

Figura 19. Comparacéo do teor de TPC (MgEAG/g, na base seca) obtido para os diferentes tempos de
extracdo a temperatura de 100 °C, com uma concentra¢do de amostra de 50 mg/mL no lote de outubro
de 2013. Foram efetuadas 3 réplicas para cada amostra. Letras diferentes indicam gque os valores sédo
estatisticamente diferentes (p<0,05).

Tal como pode ser observado na Figura 19, aparentemente o teor de
compostos fendlicos totais extraido do bagaco de maca aumenta para periodos de
extracdo mais elevados. Destaca-se a extracdo 2x4 horas sem repouso, onde o
aumento do teor de TPC parece ser mais pronunciado, com cerca de 9,4 mgeAG/g
em base seca. Este valor corresponde a um aumento de cerca de 84% em relagédo
ao obtido na extracdo de 1 hora.
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Pode-se concluir dos resultados apresentados que, com 1 hora de extracéo
apenas se conseguiu extrair parte dos compostos fendlicos presentes na amostra,
pelo que ao prolongar-se o tempo de extracao se obtém uma extracao mais eficiente.

A Figura 20 demonstra os varios valores de TPC para temperaturas de
extracdo de 80 °C e 100 °C para varios tempos com a mesma concentracao de
amostra (50 mg/mL), para tempos de extragdo de 1 hora, 2 horas e 4 horas, no lote
de outubro de 2013.

m100°C m80°C

mgEAG/g
I

w
1

1 hora 2 horas 4 horas

Figura 20. Comparacéo do teor de TPC (MgEAG/g, na base seca) obtido para os diferentes tempos de
extracao a temperatura de 100 °C e 80 °C, com uma proporgdo de amostra de 50 mg/mL no lote de
outubro de 2013. Foi efetuada 1 réplica para cada amostra.

Da analise da Figura 20, é possivel concluir que a extracao por um periodo
de 4 horas é a que permite obter maior TPC para as duas temperaturas analisadas.
A temperatura demonstra ter grande influéncia na extracdo dos compostos fendlicos,
uma vez que independentemente do tempo de extracdo, os valores de TPC obtidos
a 100 °C foram mais elevados do que os obtidos a temperatura de 80 °C.

Outro fato a assinalar € o de que a 80 °C e para um tempo de extracao de 1
hora ndo se obtém valores muito diferentes dos obtidos num periodo de 2 horas para
a mesma temperatura. No entanto, o valor de TPC obtido por extragdo num periodo
de 4 horas é claramente superior ao das condi¢cdes restantes. No caso da
temperatura de 100 °C, existe um aumento gradual no valor de TPC quando se
aumenta o tempo de extracao.

Neste trabalho efetuou-se ainda uma extragdo a 80 °C durante 1 hora

seguida de mais 1 hora (Figura 21). Analisaram-se os valores de TPC do extrato
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obtido na primeira hora de extracao (1° fase), na segunda hora de extracéo (2° fase),
de forma separada, e ainda das 2 fra¢des liquidas juntas. Com isto, pretendia-se
avaliar se o valor de TPC do extrato 2x1h seria igual & soma do teor de compostos

fendlicos das fracdes em separado.

mgEAG/g

O J
2x1 hora 1° fase 2° fase

Figura 21. Teor de compostos fendlicos totais (NgEAG/g, na base seca) obtidos para 1 hora mais 1
hora de extracéo, 1° e 2° fase, a temperatura de 80 °C e concentra¢éo de amostra de 50 mg/mL no lote
de outubro de 2013. Foi efetuada 1 réplica para cada amostra.

Da analise desta Figura 21 podemos observar que a juncdo das duas
fracOes liquidas corresponde na pratica a soma do teor de compostos fendlicos de
cada uma. Pode-se afirmar que a primeira extracdo € mais eficiente que a segunda,
correspondendo a um rendimento de 75% na extracdo dos compostos fendlicos.

A Figura 22 resume a quantidade de compostos fendlicos totais obtidos com

uma concentracdo de 75 mg/mL, para diferentes tempos de extracao.
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Figura 22. Comparacéo do teor de TPC (MgEAG/g, na base seca) obtido para os diferentes tempos de
extracdo a temperatura de 100 °C, com uma concentracdo de amostra de 75 mg/mL no lote de outubro
de 2013. Foram efetuadas 3 réplicas para cada amostra. Letras diferentes indicam que os valores sédo
estatisticamente diferentes (p<0,05).

Da analise da Figura 22, o teor de compostos fendlicos do bagaco de maca
aumenta consoante periodos de tempo mais prolongados, tal como aconteceu com
a concentracdo de 50 mg/mL (Figura 19). A extracao 2x4 horas sem repouso obteve
o valor mais elevado de TPC, com cerca de 7,74 mgEAG/g em base seca,
correspondendo a um aumento de cerca de 70% em relacdo ao obtido na extracao
de 1 hora. Os resultados demonstram que estatisticamente, os valores de TPC
obtidos com diferentes tempos de extracdo sao diferentes entre si.

Pode-se concluir que a semelhanca dos resultados apresentados com uma
concentracdo de amostra de 50 mg/mL, com 1 hora de extracdo apenas se
conseguiu extrair parte dos compostos fendélicos presentes na amostra, pelo que ao

prolongar-se o tempo de extracdo se obtém uma extracdo mais eficiente.
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4.2.4. EFEITO DA LIOFILIZACAO

Os extratos das extragbes de 2x1h, 2 horas e 4 horas para uma
concentragédo de amostra de 50 mg/mL foram liofilizados e determinou-se o teor de
TPC. Esses resultados estéo presentes na Figura 23, onde se compara o valor de

TPC do extrato liquido com do extrato liofilizado.

m Extrato Liquido = Extrato Liofilizado

mgEAG/g

2x1 hora 2 horas 4 horas

Figura 23. Teor de compostos fendlicos totais (MgEAG/g, na base seca) em extratos liquidos e
liofilizados, a uma temperatura de 80 °C e propor¢cdo de 50 mg/mL no lote de outubro de 2013. Foi
efetuada 1 réplica para cada amostra.

Da analise da Figura 23 é possivel concluir que o extrato obtido por extracéo
de 2x1h é a amostra com maior teor de compostos fendlicos totais, superando a
extracdo de 2 horas. Verifica-se ainda que, no geral, os valores quantificados nos
extratos liofilizados séo inferiores aos dos extratos liquidos. Como exemplo, na
extracdo de 2x1h, o extrato liofilizado foi 2,14 mg/g mais baixo que o extrato liquido,
ja na extracdo de 2 horas a diferenca foi de 1,18 mg/g. Conclui-se que a liofilizacéo
afeta de alguma maneira a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais.

Na Figura 24 sdo apresentados os resultados do lote de outubro de 2013
relativos ao teor de compostos fenodlicos a diferentes temperaturas e tempos de
extracdo, com uma propor¢cdo de 75 mg/mL, comparando o extrato liquido com o

extrato liofilizado.
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m Extrato Liquido  m Extrato Liofilizado

80 °C 1 hora 100 °C 1 hora 100 °C 2x4 horas

Figura 24. Teor de compostos fendlicos totais (NMgEAG/g de bagaco, na base seca) em extratos
liquidos e liofilizados, para os diferentes tempos de extracdo a temperatura de 100 °C e 80 °C, e
concentracdo de amostra de 75 mg/mL no lote de outubro de 2013. Foi efetuada 3 réplicas para cada
amostra. Letras diferentes indicam que os valores sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

De forma semelhante ao verificado anteriormente, a Figura 24 permitiu
concluir que o teor de compostos fendlicos dos extratos liofilizados sdo sempre
inferiores aos dos extratos liquidos, para diferentes temperaturas e tempos de
extracdo. Tal fato pode-se dever a falta de acessibilidade dos compostos fendélicos na
matriz liofilizada ou de eventuais interacdes com outros constituintes do extrato
durante a liofilizacdo que torne os compostos fenolicos menos reativos.

Aproximadamente regista-se nos extratos liofilizados valores 40% a 45%
menores em relacdo aos extratos liquidos.

A semelhanca dos resultados anteriores apresentados na Figura 23, o
processo de liofilizacdo demonstra ter influéncia significativa na determinacéao do teor

de compostos fendlicos totais.
4.2.5. EFEITO DO SOLVENTE DE EXTRACAO

Neste trabalho foi ainda analisado o efeito do solvente na extracdo de
compostos fendlicos a partir do bagaco de maca do lote de outubro de 2013 com
concentracdo de amostra de 75 mg/mL. Para tal, usaram-se os solventes etanol a

50% e 70% (v/v) e metanol absoluto, a temperatura ambiente durante 1 hora,
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comparando os resultados obtidos com os dos extratos aquosos a temperatura de 80
°C e 100 °C (Figura 25).
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Figura 25. Comparacédo do teor de TPC (MgEAG/g de bagaco, na base seca) de extratos aquosos, que
foram obtidos a uma temperatura de 80 °C e 100 °C durante 1 e 2x4h, com extratos de etanol (50% e
70%) e de metanol obtidos a temperatura ambiente durante 1 hora. Concentragcdo de amostra de 75
mg/mL. Foi efetuada 3 réplicas para cada amostra. Letras diferentes indicam que os valores sao
estatisticamente diferentes (p<0,05).

A andlise da Figura 25 permite concluir que o teor de TPC é mais baixo para
0 extrato de etanol 50% (v/v) em comparacdo com as restantes amostras. O extrato
de etanol 70% e o de metanol apresentaram valores semelhantes de TPC aos dos
extratos de agua a 80 °C e 100 °C, 1 hora. No entanto, existe uma diferenca
significativa em relacdo ao extrato aquoso a 100 °C durante 2x4h, que obteve um valor
de 7,74 mg/g, aproximadamente 95% mais que o extrato de metanol.

Tendo em atencédo os resultados acima apresentados, € possivel concluir que
0 solvente agua aplicando um aumento de temperatura e de tempo, permite obter
melhores resultados que etanol e metanol, podendo ser uma alternativa mais
interessante em termos econdmicos e ambientais para a industria de concentrados de
sumo.

Deve salientar-se que no geral os resultados da literatura para o solvente agua
indicam uma variacao dos valores de TPC entre 1,72 e 5,78 mgEAG/g, na base seca
de bagaco de macd, para extragbes efetuadas a temperatura ambiente e tempo
variavel entre 15 a 90 minutos (Sudha et al., 2007; Ajila et al., 2011; Reis et al., 2012).

Candrawinata et al., (2015) obteve resultados na mesma gama de valores atras citada
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(4,15 a 6,25 mgEAG/g) em condicdes de extragcdo semelhantes ao trabalho em
estudo, com temperatura de 95 °C durante 30 minutos mas com concentragoes de
amostra de 0,05 mg/mL. No presente trabalho, o teor de compostos fendlicos para
temperaturas entre 80 °C e 100 °C, 1 hora, é concordante com os valores da literatura
cientifica. Contudo, ao aumentar o tempo de extracdo para 2x4h, a uma temperatura
de 100 °C, obtém-se 7,74 mgEAG/g que é um valor superior aos encontrados na
literatura.

Em relacdo ao extrato de metanol, obteve-se 3,95 mgEAG/g, um valor
préximo dos valores da literatura que variam entre 4,63 e 8,70 mgEAG/g, na base
seca, obtidos a temperatura ambiente e tempo variavel entre 15 a 60 minutos (Sudha
et al., 2007; Cetkovic et al., 2008; Vasantha et al., 2008).

De acordo com Ajila et al., (2011), o teor de compostos fendlicos para o extrato
de etanol 80% obtido a temperatura ambiente foi de 4,2 mg/g, na base seca.
Globalmente, os resultados neste trabalho apresentam-se um pouco inferiores, tendo-
se obtido 2,0 e 3,4 mg/g na base seca para uma concentracdo de etanol de 50% e
70%. Estas variacbes podem dever-se as variedades de macd que compdem o
bagaco de maca e as condicbes de extracdo, nomeadamente diferentes tempos e
concentracdo da amostra. Outro fator que teve impacto nos resultados foi o tipo de
extracdo usado. No estudo de Ajila et al., (2011) a extracao foi realizada em banho de

ultrassons, enquanto que no presente trabalho foi apenas com agitacdo magnética.
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4.3. RENDIMENTO DA LIOFILIZACAO

Para as determinacdes do teor de flavondides, proantocianidinas e capacidade

antioxidante, escolheu-se liofilizar o lote de outubro por motivos de conservacgao e

concentragdo da amostra.

Os extratos obtidos a temperatura de 100 °C durante 2x4h, 100 °C e 80 °C

durante 1 hora, com razbes m:v (50 e 75 mg/mL), do lote de outubro de 2013 foram

liofilizados e foi possivel calcular o seu rendimento apresentado no Quadro 8.

Quadro 8. Rendimento dos extratos liofilizados obtidos a partir do bagaco de maca do lote de

outubro de 2013 e teor de compostos fendlicos expresso em mgEAG/g de extrato.

Extratos

% Rendimento +
Desvio Padréao

TPC, mgEAG/g extrato
+ Desvio Padréo

Agua, 50 mg/mL, 100 °C, 2x4h

Agua, 75 mg/mL, 80 °C, 1h

Agua, 75 mg/mL, 100 °C, 1h

Agua, 75 mg/mL, 100 °C, 2x4h

Etanol 50%, 75 mg/mL, Temp Amb, 1h

Etanol 70%, 75 mg/mL, Temp Amb, 1h

Metanol, 75 mg/mL, Temp Amb, 1h

10,32 + 0,47

3,80+0,10

5,63+0,43

6,15+ 0,24

2,64

3,26

3,65

14,65 + 0,58

8,71+ 0,37

10,99 + 0,49

15,22 +1,29

15,75+ 1,84

21,49+ 1,40

22,44 £ 2,15

A partir do Quadro 8 pode-se verificar que existe uma grande diferenca no

rendimento das amostras preparadas com 50 mg/mL em relacdo as restantes com

75 mg/mL. Obteve-se uma percentagem de praticamente o dobro comparando com

uma proporcao de 75 mg/mL nas mesmas condicdes de extracdo. No entanto o teor

de compostos é semelhante, demonstrando que aparentemente houve extracdo de

outros compostos que nao fendlicos. De salientar que o extrato obtido na razdo m:v

de 50 mg/mL foi liofilizado num liofilizador diferente, sofreu concentracdo antes da

liofilizacdo e apresentava uma textura final mais rigida que as restantes amostras.

Em relacdo ao rendimento das restantes amostras, com concentracao de 75

mg/mL, a que obteve maior percentagem foi a extraida a 100 °C durante 2x4h
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(6,15%) em contraste com a extraida a 80 °C durante 1h que obteve o valor mais
baixo (3,80%).

As amostras obtidas usando o solvente etanol e metanol, tiveram valores de
rendimento semelhantes entre si, rondando os 3%, e sdo comparaveis com 0S
valores para o0 extrato aquoso cerca de 4% a uma temperatura de 80 °C durante 1
hora.

Em relacdo ao TPC expresso em mgEAG/g de extrato, verifica-se que 0s
extratos de etanol e metanol obtiveram valores superiores aos extratos aquosos e
um menor rendimento na liofilizacdo, o que parece indicar uma maior concentracéo

de compostos fendlicos nos extratos alcoolicos.
4.4, TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

Na Figura 26 encontram-se representados os resultados obtidos para a analise
do teor de flavondides totais no bagaco de maca do lote de outubro de 2013, expresso
em mg equivalentes de rutina (ER) por g de bagaco, na base seca, com concentracao

de amostra de 75 mg/mL.
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Agua 1h 80°C Aguailh 100°C Agua2x4h 100°C Etanol 50% 1h  Etanol 70 % 1h Metanol 1h Temp
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Figura 26. Teor de flavondides (NgER/g de bagaco de maca, na base seca) dos extratos aquosos e
dos de etanol 50% e 70% e de metanol, para os diferentes tempos e temperatura de extragdo, e
concentracdo de amostra de 75 mg/mL. Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para
cada 2 réplicas. Letras diferentes indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Os resultados relativos aos extratos aquosos evidenciam que a extragao 2x4h
a 100 °C foi a que permitiu obter o teor mais elevado de flavondides, nomeadamente
3,89 mgER/g de bagaco, na base seca. Por outro lado, de forma semelhante aos
resultados obtidos para o teor de compostos fendlicos totais (Figura 25), a amostra
extraida a 80 °C durante 1 hora foi a menos enriquecida em flavonoides (1,60
mgER/g). Desta forma conclui-se que a temperatura e o tempo de extracao
influenciam os valores de flavondides, em semelhanca ao verificado para o teor total
de compostos fendlicos. A partir da analise estatistica, verifica-se que os resultados
sao diferentes entre si.

Os resultados relativos ao extrato de etanol 50% mostram que este possui um
teor de flavondides de 3,31 mgER/g, que € comparavel ao obtido com agua a 100 °C,
1h, e metanol absoluto. Por outro lado, o extrato de etanol 70% possui um valor de
flavonoides (4,35 mgER/g) que néo é estatisticamente diferente do valor determinado
para o extrato aquoso 2x4 horas a 100 °C (4,27 mgER/qg).

Foi ainda comparada a quantidade de flavondides para extracfes com
diferentes raz6es massa:volume (50 e 75 mg/mL) a temperatura de 100 °C e tempo
de extracao de 2x4 horas, sendo os resultados apresentados na Figura 27.

6 -

75 mg/mL 50 mg/mL

Figura 27. Comparacao do teor de flavondides (mgER/g de bagaco de maca, na base seca) com razdes
massa:volume 50 e 75 mg/mL a temperaturas de extracdo de 100 °C durante 2x4h. Por amostra, foram
efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas.

Os resultados obtidos permitem concluir que, a semelhanca do observado
para os valores de TPC, a razdo massa:volume solvente tem influéncia no valor de

flavonoides recuperados do bagaco de maca, sendo esta exercida com tendéncia
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semelhante ao TPC. Assim, o extrato obtido com uma raz&o m:v de 50 mg/mL possui
valores superiores comparando com 75 mg/mL, evidenciando um aumento de cerca
de 30% no teor de flavonoides.

Comparando os valores obtidos neste trabalho com os resultados descritos
pelo estudo de Cétkovic et al,. (2008), realizado ao bagaco de macéd, é possivel
concluir que existe uma diferenca acentuada em relacdo aos valores encontrados. Os
valores descritos séo inferiores aos obtidos neste trabalho (Figura 26) e variam entre
0,45 a 1,19 = 0,06 mgER/g bagaco de macéd, em base seca. Analisando o0 mesmo
solvente usado no estudo, o extrato de metanol conseguiu recuperar teores de
flavonoides aproximadamente 3 vezes superiores (3,21 mgER/g) aos analisados no
estudo de Cétkovic et al., (2008). Esta diferenca pode-se dever ao fato de o bagaco
usado no presente estudo ter origem em 3 variedades de maca (Quadro 5), enquanto
gue no estudo descrito a analise foi efetuada a partir de varios bagacos cuja variedade
de macé (Pinova, Reinders, Jonagold, Iduna, Braeburn e Nectar) ndo corresponde a
nenhuma das variedades de maca presentes no bagaco do lote de outubro 2013.

68



4.5. TEOR DE PROTOANTOCIANIDINAS

Na Figura 28 apresenta-se o teor de protoantocianidinas no bagaco de maca
para uma concentracdo de 75 mg/mL, em extratos aquosos, de etanol (50% e 70%
v/v) e de metanol absoluto. Os resultados séo referentes ao lote de outubro de 2013
e sao expressos em mg equivalentes de epicatequina (EEC) por g de bagaco de maca,

na base seca.
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Figura 28. Teor de protoantocianidinas (MgEEC/g de bagaco de maca, na base seca), em extratos
aguosos, de etanol 50% e 70% e de metanol, para os diferentes tempos e temperatura de extracéo, e
concentracdo de 75 mg/mL. Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2
réplicas.

Da analise da Figura 28 é possivel concluir que, de entre os extratos aquosos,
a semelhanca das andlises efetuadas anteriormente (TPC e flavondides), a amostra
com uma temperatura de extracdo de 80 °C foi a que deu origem a menos quantidade
de protoantocianidinas (0,14 mgEEC/g de bagaco, na base seca). Por outro lado, o
extrato obtido a 100 °C, e com um tempo de extracdo de 2x4h, foi 0 que proporcionou
o valor mais elevado de proantocianidinas (0,62 mgEEC/g de bagaco, na base seca),
aproximadamente 4 vezes superior ao valor mais baixo (0,14 mgEEC/g). Para a
amostra extraida a 100 °C durante 1 hora obteve-se o valor de 0,49 mg/g. Estes
resultados parecem indicar que a temperatura favorece mais a extracdo de
proantocianidinas do que propriamente o tempo de extracdo. E igualmente possivel

afrmar que a agua quente demonstra ser um bom solvente na extracdo de
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protoantocianidinas, pois em geral conseguiu-se valores superiores em relagdo aos
obtidos para os extratos de etanol e de metanol.

As amostras extraidas com etanol (50% e 70%) e metanol absoluto possuem
valores de proantocianidinas semelhantes entre si e com a amostra extraida em agua
a 80 °C, sendo estas as amostras com menor teor de protoantocianidinas.

Foi ainda comparada a quantidade de protoantocianidinas para extracdes com
diferentes razées m:v (50 e 75 mg/mL) a temperatura de 100 °C e 2x4h (Figura 29).
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Figura 29. Comparacédo do teor de protoantocianidinas (mgEEC/g de bagaco de maca, na base seca)
a diferentes razbes m:v (50 e 75 mg/mL), a temperaturas de extracdo de 100 °C durante 2x4h. Por
amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas.

A concentracdo de 50 mg/mL revela valores superiores comparando com 75
mg/mL, evidenciando um aumento no teor de protoantocianidinas. Conclui-se que,
como nos teores de TPC, a concentracdo da amostra tem influéncia na quantidade de
protoantocianidinas que se consegue extrair do bagaco de maca.

Através dos resultados apresentados anteriormente verifica-se que o bagaco
de maca tem teores de protoantocianidinas baixos, mesmo tendo em conta o valor
mais elevado 0,77 mg/g. Reis et al., (2012) também obteve valores relativamente
baixos de cerca 0,43 mg/g expresso em equivalentes de catequina, usando como
solvente 4gua, muito embora tenha usado uma outra reta de calibracéo efetuada com

catequina e neste trabalho usou-se a epicatequina.
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4.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As metodologias implementadas para a determinacdo da atividade
antioxidante sdo os métodos: DPPH- (di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)iminoazanio) e o
método do poder redutor (FRAP). A atividade antioxidante do bagaco de maca foi
efetuada no extrato liofilizado de outubro de 2013. Por motivos comparativos, foram
também efetuadas analises aos extratos liofilizados do lote de marco 2013 obtidos por
Afonso, (2013) a temperatura de 80 °C e 100 °C com 1h de extracéo.

4.6.1. CAPTACAO DE RADICAIS LIVRES (DPPH")

Na Figura 30 comparou-se a atividade antioxidante do extrato liofilizado de
bagaco de macé do lote de outubro 2013 com o de marc¢o 2014 realizado por Afonso,
(2013). Nesta determinacao utilizou-se o método DPPH:, com concentracdo de
amostra 75 mg/mL para os diferentes lotes, extraidas a uma temperatura de 80 °C e
100 °C, durante 1 hora.
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Figura 30. Comparagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH- de extratos obtidos as
temperaturas de 80 °C e 100 °C durante 1h com concentragdo 75 mg/mL a partir do lote de outubro e
marco de 2013. Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas. Letras
diferentes indicam que os valores séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os resultados apresentados na Figura 30 revelam que o valor de ICso do lote
de outubro é superior ao de marco na temperatura de 80 °C e 100 °C. Os valores de

ICso variam entre 0,72 (mg/mL) relativo & amostra de outubro extraida a 80 °C e o valor
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mais baixo 0,39 (mg/mL) correspondente ao lote de mar¢co a mesma temperatura. A
partir destes resultados é possivel afirmar que estatisticamente, o lote de outubro é
diferente do de margo no que diz respeito a sua atividade antioxidante.

Na Figura 31 é apresentada a atividade antioxidante realizada pelo método de
DPPH- quantificada na amostra do lote de outubro de 2013, para temperaturas de
extracao diferentes, com uma concentracdo de amostra de 75 mg/mL, em extratos
aquosos de etanol (50% e 70%) e de metanol absoluto.
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Figura 31. Atividade antioxidante quantificada pelo método DPPH- para extratos obtidos a temperatura
de 80 °C e 100 °C e diferentes tempos de extragdo com concentracdo da amostra de 75 mg/mL a partir
do lote de outubro de 2013. Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2
réplicas. Letras diferentes indicam que os valores sado estatisticamente diferentes (p<0,05).

Por andlise da Figura 31, e em relacdo aos extratos aquosos € possivel
destacar a temperatura de extracdo de 100 °C durante 2x4h, para a qual se obtém o
valor de ICso mais baixo (0,49 mg/mL) sendo este valor estatisticamente diferente do
das amostras de 1 hora a 80 °C. E também possivel concluir que em relacdo aos
extratos aquosos, a excecdo dos obtidos a temperatura de 80 °C, os restantes sao
bastante semelhantes entre si.

No caso dos extratos de etanol a 50% e 70% verifica-se que os resultados sao
comparaveis com 0s extratos aquosos, obtidos as temperaturas de 80 °C e 100 °C
durante 1 hora e 2x4 horas.

O extrato de metanol exibiu o valor de ICso mais elevado de todos os extratos
(0,91 mg/mL). De notar ainda que os valores de ICsp, das amostras com maior

capacidade captadora de radicais livres, o extrato aquoso obtido a 100 °C durante
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2x4h, é aproximadamente 49 vezes superior ao do acido ascorbico (0,01 mg/mL), que
€ um antioxidante potente.
Na Figura 32 avalia-se o efeito da razdo massa:volume da extracdo realizada
a 100 °C, 2x4h, a partir do lote de outubro 2013, na atividade antioxidante pelo método
de DPPH-.
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Figura 32. Atividade antioxidante quantificada pelo método DPPH- na amostra do lote de outubro de
2013, a temperatura de extragao de 100 °C durante 2x4 horas, com diferentes razbes massa:volume
(50 e 75 mg/mL). Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas. Letras
diferentes indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Da analise da Figura 32 destaca-se que a concentracdo tem influéncia no
valor de ICsp das amostras. A razdo 75 mg/mL apresentou o valor mais baixo em
comparacgdo com 50 mg/mL a mesma temperatura e tempo de extracao.

Segundo Cétkovic et al., (2008), a atividade antioxidante de extratos obtidos
a partir de bagaco de maca de origem industrial, em condicdes de extracao diferentes,
variou entre 6,33 £ 0,31 a 15,72 £ 0,78 mg/mL em ICso, pelo método de DPPH:. Como
se pode verificar os resultados relativos ao bagaco de macéa do lote de outubro de
2013, apresentados na Figura 30 e 31, sdo bastante mais baixos que os obtidos por
Cétkovic et al., (2008) demonstrando uma melhor capacidade antioxidante.

A Figura 33 representa o efeito da concentragdo do extrato na atividade
antioxidante estimada pelo método de DPPH- de extratos obtidos a temperatura de 80
°C e 100 °C.
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Figura 33. Atividade antioxidante quantificada pelo método DPPH- em % de inibigdo vs concentracao
de extrato, para as temperaturas de extracdo de 80 °C e 100 °C, a diferentes tempos de extracédo. Por
amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas.

Através da andlise da Figura 33 é possivel constatar que o aumento da
concentracdo dos extratos promove o aumento da % de inibicdo dos radicais livres
para todas as amostras.

O extrato com razdo de 75 mg/mL, extraido em metanol mostra uma menor
captacédo de radicais livres quando comparado com as restantes amostras.

Na Figura 34, avalia-se se existe uma correlacédo entre o teor de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante determinada pelo método DPPH-, nas amostras
extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com diferentes razdes m:v (50 e 75

mg/mL).
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Figura 34. Correlacdo entre o teor de compostos fendlicos (TPC) e capacidade antioxidante pelo
método DPPH: (ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com diferentes
razdes m:v (50 e 75 mg/mL).

De acordo com a Figura 34, verifica-se que nao existe uma correlacéo
significativa (R?=0,257) entre o teor de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante determinado pelo método DPPH-. Com os resultados adquiridos ndo se
consegue estabelecer uma relacdo entre o teor de compostos fendlicos do bagaco de
macga e a capacidade antioxidante determinado pelo método DPPH-.

A correlacdo entre o teor de flavonoides totais e a atividade antioxidante
determinada pelo método DPPH-, nas amostras extraidas em agua e etanol (50 e

70%), com uma razdo de 75 mg/mL é avaliada na Figura 35.
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Figura 35. Correlagdo entre o teor de flavonoides totais e capacidade antioxidante pelo método DPPH-
(ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua e etanol (50 e 70%), com uma razdo de 75 mg/mL.
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Da analise da Figura 35, verifica-se que existe uma correlacdo significativa
(R?=0,736) entre o teor de flavondides totais e a capacidade antioxidante determinada
pelo método DPPH-. Com o aumento do teor de flavondides existe um abaixamento
do valor de ICso, assim através destes resultados podemos afirmar que os compostos
flavonoides tém influéncia na capacidade antioxidade do bagaco de maca.

Na Figura 36, avalia-se se existe uma correlacdo entre o teor de
protoantocianidinas e a atividade antioxidante determinada pelo método DPPH-, nas
amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com uma razdo de 75 mg/mL.
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Figura 36. Correlacdo entre o teor de protoantocianidinas e capacidade antioxidante pelo método
DPPH- (ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com uma razédo de 75
mg/mL.

Da analise da Figura 36, verifica-se que existe uma correlacdo moderada
(R?=0,525) entre o teor de protoantocianidinas e a capacidade antioxidante
determinado pelo método DPPH-. Através destes resultados consegue-se estabelecer
uma tendéncia decrescente, ou seja, com o aumento do teor de protoantocianidinas o
valor de ICso do método DPPH- diminui, o que indica aumento da capacidade

antioxidante.
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4.6.2. PODER REDUTOR (FRAP)

Na Figura 37 comparou-se a atividade antioxidante do bagaco do lote de
outubro 2013 com o de marco 2013 que foi realiado por Afonso, (2013). Nesta
determinacao utilizou-se o0 método de poder redutor (FRAP), com as concentracfes
das amostras para os diferentes lotes de 75 mg/mL, extraidas a uma temperatura de
80 °C e 100 °C, durante 1 hora.
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Figura 37. Comparagdo da atividade antioxidante pelo método FRAP, de extratos obtidos as
temperaturas de 80 °C e 100 °C durante 1h com concentragdo 75 mg/mL a partir do lote de outubro e
de marco de 2013. Letras diferentes indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os resultados demonstrados na Figura 37, a semelhanca do que acontece no
método DPPH-, revelam que o valor de ICsodo lote de outubro é superior ao de margo
na temperatura de 80 °C e 100 °C, evidenciando-se assim uma maior atividade
antioxidante do lote de marco 2013. Os valores de ICso variam entre 0,97 mg/mL
relativo a amostra de outubro extraida a 80 °C e o valor mais baixo 0,71 mg/mL relativo
a amostra de marco a mesma temperatura. A partir destes resultados conclui-se que
estatisticamente o lote de outubro € diferente de marco, mesmo comparando a
diferentes temperaturas de extracao.

De seguida é avaliada a capacidade antioxidante (Figura 38) de diferentes
extratos obtidos a 80 °C e 100 °C com 1h e 2x4h a partir do bagago de maca do lote

de outubro.
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Figura 38. Atividade antioxidante quantificada pelo método FRAP para extratos obtidos a temperatura
de 80 °C e 100 °C e diferentes tempos de extracdo, com concentragdo da amostra de 75 mg/mL a partir
do lote de outubro de 2013. Por amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2
réplicas. Letras diferentes indicam que os valores sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

Da analise da Figura 38 verifica-se que o extrato obtido a 2x4 horas e
temperatura de 100 °C, teve o valor mais baixo (0,72 mg/mL) de ICso €
estatisticamente é diferente dos restantes extratos aquosos 80 °C e 100 °C, 1h. Os
resultados demonstram que com o0 aumento da temperatura e tempo de extracao se
obtém um menor valor de ICso para 0 método FRAP.

No caso dos extratos de etanol verifica-se que a concentracdo do solvente
(50% e 70%) nao teve grande impacto nos valores de ICso pois ambos sao
semelhantes. Comparando com as restantes amostras, e tal como se verificou no
método de DPPH:-, os resultados s&do comparaveis com os dos extratos aquosos, 100
°C, 1h e 2x4h.

Com valores de ICso de 0,97 mg/mL, o extrato de metanol obteve o valor mais
elevado, no entanto, ndo é significativamente diferente dos extratos aquosos 80 °C e
100 °C, 1h.

A Figura 39 representa o efeito da concentragdo do extrato na atividade
antioxidante estimada pelo método de FRAP de extratos obtidos a temperatura de 80
°C e 100 °C.
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Figura 39. Atividade antioxidante quantificada pelo método FRAP, a temperaturas de extracdo de 80
°C e 100 °C, a diferentes tempos de extracdo, em % de inibicdo vs concentracdo de extrato. Por
amostra, foram efetuados 3 ensaios independentes e para cada 2 réplicas.

Através da Figura 39 pode-se verificar que um aumento da concentracéo dos
extratos no meio de reacdo promove o0 aumento da % de inibicdo do iAo Fe* para
todas as amostras.

Tal como no método de DPPH-, o extrato aquoso obtido a 100 °C 2x4h foi de
todos o que revelou maior capacidade redutora do metal.

A influéncia da massa da amostra € demonstrada na Figura 40, comparando
diferentes razdes massa:volume, com tempos de extracdo de 2x4 horas a uma

temperatura de 100 °C.
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Figura 40. Atividade antioxidante quantificada pelo método FRAP para extratos obtidos a temperatura
de 100 °C e durante 2x4h, com diferentes raz6es m:v (50 e 75 mg/mL) a partir do lote de outubro de
2013.

Pela observacao da Figura 40, é possivel verificar que a razdo m:v tem
influéncia no valor de ICso, ocorrendo uma diminuicdo no valor de ICso com o0
decréscimo da concentracdo da amostra durante a extracdo, o que evidencia uma
maior capacidade antioxidante.

Na Figura 41, avalia-se se existe uma correlacdo entre o teor de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP, nas amostras
extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com diferentes razdes m:v (50 e 75

mg/mL).
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Figura 41. Correlacdo entre o teor de compostos fendlicos (TPC) e capacidade antioxidante pelo
método FRAP (ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com diferentes
razdes m:v (50 e 75 mg/mL).

Da analise da Figura 41, constata-se que existe uma correlacdo moderada
(R>=0,655) entre o teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante
determinada pelo método FRAP. Ao contrario do método DPPH- em que se obteve
uma correlagdo baixa com o TPC (R?=0,257), no método FRAP consegue-se um valor
superior.

Na Figura 42 é avaliada a correlacdo entre o teor de flavonodides totais e a
atividade antioxidante determinada pelo método FRAP, nas amostras extraidas em

agua e etanol (50% e 70%), com uma razdo de 75 mg/mL.
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Figura 42. Correlagéo entre o teor de flavondides totais e capacidade antioxidante pelo método FRAP
(ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua e etanol (50% e 70%), com uma razao de 75 mg/mL.
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Da analise da Figura 42, verifica-se que existe uma correlacdo elevada
(R?=0,903) entre o teor de flavondides totais e a capacidade antioxidante determinado
pelo método FRAP. Estes resultados mostram que existe uma relacdo entre o
aumento do teor de flavondides e uma diminuicdo do valor de ICso. Pode-se assim
afirmar que os compostos flavondéides tém influéncia na capacidade antioxidade pelo
método FRAP do bagaco de maca.

Na Figura 43, avalia-se se existe uma correlacdo entre o teor de
protoantocianidinas e a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP, nas
amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com uma razédo de 75 mg/mL.
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Figura 43. Correlacéo entre o teor de protoantocianidinas e capacidade antioxidante pelo método FRAP
(ICso mg/mL), nas amostras extraidas em agua, etanol (70%) e metanol, com uma razao de 75 mg/mL.

Da analise da Figura 43, verifica-se que existe uma correlacdo moderada
(R?=0,411) entre o teor de protoantocianidinas e a capacidade antioxidante
determinado pelo método FRAP. Os resultados demonstram que existe uma

tendéncia decrescente, ou seja, com 0 aumento do teor de protoantocianidinas o valor

de ICso diminui.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho procurou-se avaliar o bagaco de mac¢a de uma das industrias
de concentrado de sumo de macd em Portugal de forma a caracterizar este
subproduto soélido ao nivel do seu conteddo em compostos fendlicos totais,
flavonodides, protoantocianidinas e capacidade antioxidante.

ApO6s os varios ensaios, 0 extrato aquoso do baga¢co de maca para uma
temperatura de 100 °C a um tempo de 2x4h, apresentou o teor de compostos fenélicos
mais elevado (9,37 mgEAG/g) em relacdo a todas as outras temperaturas e tempos
de extracao estudadas e solventes utilizados, como etanol (50% e 70%) e metanol. A
agua a 100 °C demonstrou resultados mais satisfatorios que solventes como etanol e
metanol, podendo ser uma alternativa mais econdmica na extracdo de compostos
fendlicos totais. Verifica-se também que a concentracdo Otima para extracdo dos
compostos fendlicos € a de 50 mg/mL, no entanto, néo é significativamente diferente
de 75 mg/mL.

Em relacdo ao teor total de flavonoides, o bagaco de macéa obteve valores
superiores aos da literatura, com o extrato de etanol (70%) a apresentar o valor mais
elevado com cerca de 4,35 mgER/g. O extrato aquoso obtido a 100 °C, durante 2x4h,
apresentou um valor de 4,27 mgER/g, muito similar ao etanol (70%). Estatisticamente
o solvente etanol demonstrou ser tdo bom quanto a agua a 100 °C na extracao dos
compostos flavonadides.

No teor de proantocianidinas no bagaco de maca, o extrato aquoso obtido a
100 °C, 2x4h apresentou o valor mais elevado (0,62 mgEEC/g). Globalmente os
valores de proantocianidinas foram baixos, independente das condicdes utilizadas,
algo que ja era de esperar pelos estudos bibliogréaficos.

Relativamente a atividade antioxidante avaliada a partir de dois métodos
DPPH- e FRAP, é possivel concluir que os extratos obtidos a partir de bagaco de maca
possuem um valor de ICso menor que o encontrado na literatura, e consequentemente
melhor capacidade antioxidante. Tal como na determinacdo dos TPC, a amostra
extraida em meio aquoso, a temperatura de 100 °C a um tempo de 2x4h, demonstrou
ser aquela com maior capacidade antioxidante. De uma maneira geral o solvente dgua
a uma temperatura de 100 °C durante 2x4h exibe valores estatisticamente

semelhantes ao solvente de etanol (50% e 70%) nos dois métodos estudados.
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Através dos resultados obtidos e comparando-os com estudos similares
realizados com bagaco de macé, podemos concluir que o teor de compostos fenélicos
totais, flavonadides, protoantocianidinas e a atividade antioxidante do bagago de macéa
variam consoante as condicBes de extracdo. No geral os valores mais favoraveis
destes compostos foram obtidos usando agua como solvente, uma temperatura de
100 °C e durante um tempo de 2x4 horas. No entanto, um aspeto negativo que teve
influéncia no teor de compostos fendlicos foi o processo de liofilizagdo do extrato, que
demonstrou interferir negativamente no TPC, notando-se uma diminuigdo acentuada
nos extratos liofilizados em relagdo aos liquidos.

Um elevado interesse foi gerado sobre os antioxidantes naturais, devido ao
seu papel como sequestrador de radicais livres, uma vez que estes estao associados
com uma série de doencas degenerativas, tais como o cancro. Reconhece-se atraves
dos resultados obtidos, que o bagaco de maca tem potencial para ser aproveitado
comercialmente pela industria alimentar no que diz respeito aos seus constituintes
bioativos, e portanto, pode ser usado como um ingrediente para produtos
nutracéuticos ou suplementos alimentares, tornando-se uma mais-valia para o

fabricante de sumo de maca.
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