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Resumo

Os residuos agroalimentares provaram ser um biorecurso que pode ser usado para obter uma variedade de materiais,
ingredientes e produtos quimicos valiosos. Neste trabalho foram testadas as condigbes 6timas para extracdo de compostos
bioativos dos carogos de cereja com diferentes solventes e temperaturas. Os critérios escolhidos basearam-se na capacidade
de extragéo mais eficiente, buscando técnicas mais limpas e com menor impacto no meio ambiente. Alguns solventes de extragcao
foram testados em diferentes combinagbes e temperaturas. Os extratos obtidos foram avaliados utilizando métodos
espectrofotométricos quanto a compostos fendlicos totais, bem como algumas familias de compostos fendlicos.

Os resultados obtidos mostraram que a maior extragdo de compostos fendlicos totais foi a 70°C com razéo agua:etanol de 60:40
(% vlv) (2,65 mg GAE/g), enquanto os maximos resultados para flavonoides foram obtidos a 80°C e solugéo aquosa etandlica
50% (7,26 mg QE/g). O maior valor para orto-difendis foi de 21,47 mg GAE/g para 50°C e solugao agua:etanol 50:50. As maiores
quantidades de proantocianidinas e flavonéis foram obtidas para solugdo 50:50 a 70 °C (6,43 mg CE/g e 3,88 mg QE/g,
respetivamente), enquanto a mesma solucédo a 80 °C permitiu obter o maximo de acidos fendlicos (1,68 mg CAE/ g). A extragéo
de antocianinas varia significativamente com a concentragdo e temperatura, sendo mais alta na faixa de 35-40 °C, quando se
utiliza uma solugédo de agua:etanol 80:20. Em concluséo, verificou-se que os extratos de carogos de cereja obtidos possuem
compostos bioativos relevantes com aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica ou cosmética.

Palavras-chave: Extragéo, antocianinas, compostos fendlicos, carogo de cereja.

Abstract

Agri-food waste has proved to be a valuable bioresource that can be used to obtain a variety of valuable materials, ingredients
and chemicals. The optimum conditions for extracting bioactive compounds from sweet cherry seeds (SCS) with different solvents
and temperatures were tested in this work. The choice criteria were based on the most efficient extracting capacity while looking
for cleaner techniques with lower health or environmental impacts. Some extracting solvents were tested in different combinations
and temperatures. The obtained extracts were evaluated for total phenolic compounds, as well as some families of phenolics,
using spectrophotometric methods.

The results obtained showed that the highest extraction of total phenolic compounds was at 70 °C with 60:40 ratio water:ethanol
(2.65 mg GAE/g), while maximum flavonoids were obtained at 80 °C and 50% ethanolic aqueous solution (7.26 mg QE/g). The
highest value for ortho-diphenols was 21.47 mg GAE/g for 50 °C and water:ethanol 50:50 solution. The highest proanthocyanidins
and flavonols were obtained for 50:50 solution at 70 °C (6.43 mg CE/g and 3.88 mg QE/g, respectively), while the same solution
at 80 °C allowed obtaining maximum phenolic acids (1.68 mg CAE/g). The extraction of anthocyanins was found to vary
significantly with concentration and temperature, being highest in the range 35-40 °C, when using an 80:20 water:ethanol solution.
In conclusion, it was found that extracts obtained from sweet cherry seeds have relevant bioactive compounds that might be
applied in the food, pharmaceutical or cosmetic industries.

Keywords: Extraction; anthocyanins; phenolic compounds; cherry seeds.

Introducao

Os residuos agroalimentares sdo um biorecurso valioso que pode originar uma variedade de
materiais, ingredientes e produtos quimicos convenientes (Lin et al., 2013; Pfaltzgraff et al.,
2013), e ja foram identificadas oportunidades de aplicagao na industria de transformacao
alimentar da simbiose industrial na valorizagcao de residuos. Porque o desperdicio alimentar
tem um grande potencial para proporcionar beneficios sociais e ambientais, varios paises
estdo a promover estratégias para a sua valorizagdo (Mirabella et al., 2014). Além dos
beneficios ecoldgicos, ha também um ganho econdémico para as empresas, vinculado a
integracéo de ingredientes recuperados nas cadeias de abastecimento de alimentos humanos
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(Garcia-Garcia et al., 2019). A cereja doce (Prunus avium L.) € amplamente cultivada (Proietti
et al.,, 2019), e os consumidores apreciam muito os frutos devido as suas excelentes
caracteristicas organolépticas (Svarc-Gaji¢ et al., 2018). A pesquisa mostrou que a cereja tem
um alto valor nutricional e um importante conteudo de compostos bioativos (Martinez-Espla
et al., 2014). A producao global de cereja € de cerca de 4,0 milhdes de toneladas por ano. A
cota na produgao de cereja em 2021/2022 nos principais paises produtores foi a seguinte:
Turquia (21,4%), seguida pela Unidao Europeia (16,6%), China (14,9%), Chile (9,9%) e
Estados Unidos (9,8%) (Stone Fruit: World Markets and Trade | USDA Foreign Agricultural
Service, 2021).

A industria de frutas minimamente processadas descarta grandes percentagens de
subprodutos, como cascas, sementes ou mesmo polpa que ndo é utilizada por motivos
especificos de qualidade. No entanto, esses residuos podem apresentar teores semelhantes
de compostos bioativos ou até superiores as partes efetivamente utilizadas, como a polpa.
Esses compostos bioativos incluem, por exemplo, compostos fendlicos, carotenoides e
vitaminas (Mirabella et al., 2014). Os caroc¢os de cereja resultam do seu processamento para
a producao de doces, sumos e geleias. Geralmente, os carogos sao considerados como
residuos de producgdo, o que tem ganhado grande interesse devido aos aspetos ambientais
relacionados com a gestdo de residuos. Por outro lado, estda bem documentado que os
residuos da producao, como cascas, carocos € bagaco, contém compostos bioativos de alto
valor (Tomsone et al., 2020). Os diferentes compostos fendlicos presentes nas matrizes
vegetais, apresentam propriedades antioxidantes e podem desempenhar um papel importante
na prevencao de formagéao radicais livres e proteger contra doengas degenerativas. Assim, o
presente trabalho centra-se na valorizagdo de carogcos de cereja, que sao residuos
provenientes de industrias de fabricacdo de alimentos. O potencial de extracdo de varios
solventes organicos e diferentes condigbes de extragdo, nomeadamente tipo de solvente e
temperatura, foi investigado de forma a maximizar o rendimento de extracdo dos compostos
bioativos. As substancias bioativas avaliadas nos extratos foram compostos fendlicos totais e
diferentes familias de compostos fendlicos.

Material e métodos

Os carogos de cereja para este estudo foram obtidos na Nutrofertil, uma empresa de gestao
de residuos, localizada em Tondela, no distrito de Viseu (Portugal). As amostras foram pré-
secas ao sol, moidas num moinho de facas Retsch SMI (Retsch GmbH, Haan, Alemanha) e
crivadas posteriormente num crivo Retsch AS200 (Retsch GmbH, Haan, Alemanha) com
agitacao mecénica durante 30 min a 50 rpm. A fragcdo acima de 0,425 mm (> 35 mesh) foi
secada numa estufa durante 24 horas a 40 °C, para uma melhor conservagao durante o
armazenamento até a utilizagao posterior.

Foi efetuada uma experiéncia preliminar (fase 1) a fim de determinar o melhor método de
extragdo para novos ensaios. As extragdes preliminares foram efetuadas a temperatura
ambiente sob agitagdo magnética usando diferentes solventes de extragdo: metanol, agua e
solucdo agua-etanol 50:50 (%, v:v). Uma outra extragéo foi realizada com agua em banho
ultrassénico. Com base nos resultados da fase 1, as experiéncias seguintes (fase 2) foram
efetuadas com base numa metodologia semelhante, mas diferentes condigbes de
processamento, nomeadamente o solvente de extragao foi agora reduzido a misturas de
agua:etanol em varias proporgdes (50:50; 60:40; 80:20; 100:0 (%, v:v)) e a extragcéo foi
realizada a diferentes temperaturas (35 °C, 50 °C, 70 °C e 80 °C), sempre sob agitagéo
magnética durante 40 minutos. Alguns ensaios complementares foram feitos para investigar
melhor os resultados obtidos para as antocianinas e compostos fendlicos totais.

Para determinar o conteido de compostos fendlicos totais usu-se o método de Folin-
Ciocalteu. A absorvancia foi medida em a 760 nm e os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg GAE/g). A
determinagdo de antocianinas foi realizada em meio ligeiramente acido na faixa de
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comprimento de onda de 490-550 nm (Khoddami et al., 2013) e o teor de antocianinas no
extrato foi expresso em microgramas de equivalentes de malvidina-3-glicosideo (Mv3G) por
grama de amostra (ug Mv3G/g) (Matos, 2015). A determinagao de proantocianidinas (taninos
condensados) foi realizada por meio do ensaio de vanilina (Butler et al., 2002). A absorvancia
foi medida a 500 nm e os resultados expressos como miligramas equivalentes de catequina
por grama (mg CE/g). O cloreto de aluminio (AICI3) foi utilizado para quantificar o teor de
flavonoides (Costa, 2018). O teor de ortodifendis foi determinado colorimetricamente pela
complexacdo dos ortodifendis com os ides molibdato (Maestro Duran et al.,, 1991). A
determinagdo de acidos fendlicos totais foi realizada de acordo com o método de Arnov,
medindo absorvancia a 490 nm do complexo formado entre acidos fendlicos e molibdato de
sédio - nitrito de sédio como equivalente ao acido caftarico. A quantificagao de flavonois foi
realizada a 440nm, e os resultados finais foram apresentados em miligramas de equivalentes
de quercetina por grama de amostra (mg QE/g). Todos os resultados foram calculados como
valor médio e desvio padrao de trés réplicas de medi¢des espectrofotométricas para cada
amostra.

Resultados e discussao

Analisando os resultados obtidos para os compostos fendlicos totais, antocianinas e
flavonoides nos extratos obtidos no ensaio preliminar (fase 1), verificou-se que os solventes
mais eficientes para a recuperagao dos polifendis foram a agua ou entao mistura de agua e
etanol, utilizando agitagdo magnética (extraindo aproximadamente 1,3 mg GAE/g em ambos
os casos e sem diferencas estatisticamente significativas entre eles). As condicbes de
extragdo menos interessantes foram agua com agitagdo por ultrassons ou metanol com
agitacdo magnética. O metanol também foi ineficiente na extragéo de flavonoides, que foram
maximos para solugdes de 50% agua:etanol (1,04 £ 0,06 mg QE/g). Por outro lado, o metanol
extraiu a maior quantidade de antocianinas, mais de 250 ug Mv3G/g. Estes resultados
indicaram as condi¢cées mais adequadas para serem utilizadas nas seguintes experiéncias.

Os resultados das experiéncias realizadas na fase 2 mostram que a melhor proporgao para
recuperar compostos fendlicos totais a 35°C foi agua:etanol 50:50 (1,54 + 0,14 mg GAE/g)
sem diferengas significativas para a proporgéo 60:40 (1,41 + 0,01 mg GAE/ g). Observou-se
que um maior teor de agua reduz significativamente os compostos fendlicos totais no extrato.
Em termos globais verificou-se que o aumento da temperatura, bem como o aumento da
percentagem de etanol, produz elevadas concentragdes de flavonoides, sendo maximas a 80
°C e 50:50 (7,26 £ 0,05 mg QE/g). De notar que a amostra com a maior quantidade de orto-
difendis (21,47 + 0,40 mg DE GAE/g) foi obtida a 50 °C e a solugdo mais eficiente foi
agua:etanol 50:50. As melhores condicdes para maximizar a concentragdo de
proanthocyanidinas foram a temperatura de 70 °C e relagdo agua:etanol 50:50 (6,43 + 0,38
mg CE/g), embora nao significativamente diferente da relagdo 60:40. A temperatura menos
eficiente para a extragéo de flavonais foi de 50 °C em todas as concentragdes e o valor mais
elevado foi alcangcado com uma solugédo de 50:50 a 70 °C (cerca de 4 mg QE/g).
Relativamente a quantidade de acidos fendlicos, a extracdo a 70 °C e 80 °C apresentou um
resultado de rendimento significativo em comparagdo com os resultados da extragdo a 35 °C
e 50 °C. A quantidade mais elevada foi obtida a 80 °C com a solugéo agua:etanol 50:50 (1,68
+ 0,05 mg CAE/g).

No que diz respeito aos resultados da extragcdo de antocianinas totais, observou-se que o teor
maximo foi de 66,08 + 0,49 yg Mv3G/g a 35 °C e utilizando uma solugdo com uma relagao
80:20. Para confirmar estes dados, realizou-se um teste confirmatério, para o qual foi
escolhida a relacao 80:20 agua:etanol e a extracao foi efetuada a temperaturas diferentes em
torno de 35 °C (variando de 30 a 45 °C). Tal como anteriormente observado para a
temperatura de 35 °C, foi obtido um aumento ainda maior da quantidade extraida a 40°C
(125,37 + 3,90 pygMV3G/g), que parece ser a melhor temperatura para a extracédo de
antocianinas.

—18-—



Conclusodes

Este trabalho mostrou que a extragao com solugédo agua:etanol 50:50 foi mais eficiente para
a maioria das familias de compostos fendlicos estudados, apenas com exceg¢do dos
compostos fendlicos totais (a melhor razéo foi de 60:40) e antocianinas (a melhor razéo foi de
80:20). Atualmente procura-se a utilizagado de métodos de extragdo menos impactantes no
ambiente, numa abordagem mais sustentavel, que permita a recuperacdo maxima de
compostos bioativos utilizando solventes ecologicamente corretos e custos minimos de
processamento. Os extratos de compostos bioativos obtidos a partir de carogo de cereja
podem encontrar outras aplicagbes nas industrias alimentar, farmacéutica ou cosmeética,
contribuindo assim para a eco-valorizagao dos residuos agricolas ou industriais e para os
principios da economia circular.
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