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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de extrato fluido a
partir de residuos de casca de soja (CS) e casca de sementes de algoddo (CSA) com
o intuito de desenvolver novas formas de obtencdo de metabdlitos secundarios de
plantas com propriedades antioxidantes de interesse industrial. Foram comparadas a
extracao por maceracao com e sem agitacao, protegida ou néo da luz, utilizando uma
propor¢cdo de 1:10 residuo:solvente. Os macerados foram submetidos a
caracterizagdo para determinacdo do teor de fendis totais, flavonoides totais e
atividade antioxidante, através das metodologias de sequestro de radical livre (DPPH
e ABTS) e teste de estabilidade oxidativa através do aparelho Rancimat. Testes
estatisticos de comparacao de médias e analise de correlacdo foram realizados com
auxilio do software R Core Team (2013) e GraphPadPrism®. Os resultados obtidos
para o teor de fendis totais para a CSA variaram de 95,79 £ 9,27 a 188,51 + 3,94 mg
EAG/ g de extrato seco, enquanto para a casca da soja a variacao foi de 23,74 + 4,02
a 30,51 £ 1, 55 mg EAG/ g de extrato seco. No entanto, ndo foram detectados
flavonoides totais em ambos os residuos com o método empregado. Para o método
de DPPH os resultados obtidos para a casca da semente do algodao tiveram variacao
de 183,4 + 15,91 a 335,6 + 19,84 uM equivalente de Trolox/ g de extrato. Para o ABTS
os valores foram de 103,1 + 6,37 a 207,6 + 21,23 uM TEAC/ g de extrato. As cascas
da soja apresentaram atividade antioxidante abaixo do limite detectado pela curva
padrao de Trolox. Para o ensaio realizado no aparelho Rancimat, o tempo de inibicao
da oxidacao lipidica néo teve diferenca significativa do controle para o extrato da casca
de soja, enquanto para as cascas da semente do algoddo o macerado produzido por
maceracao dinamica apresentou diferenca significativa (p<0,05) quando comparado
ao controle. Segundo a analise de correlacdo, a quantidade fendis totais apresentou
forte correlagéo positiva com DPPH, ABTS e Rancimat para a casca da semente do

algodéo.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais. Atividade Antioxidante. Casca da semente

do algodao. Casca da soja. Extratos.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antioxidant activity of fluid extract
from residuals of soybean hulls (CS) and cotton seed hulls (CSA) to develop new forms
of production of secondary metabolites plants with antioxidant properties of industrial
interest. The maceration extraction was compared with and without agitation, protected
or not of light, using a ratio of 1:10: solvent residue. The muddled underwent
characterization for determination of total phenols, flavonoids and antioxidant activity,
through the kidnapping of free radical methodologies (DPPH and ABTS) and oxidative
stability test through the appliance Rancimat. Statistical tests for the comparison of
means and correlation analysis were carried out with the aid of software R Core Team
(2013) and GraphPadPrism ®. The results obtained for the total phenols content for
CSA ranged from 95.79 + 9.27 to 188.51 + 3.94 mg EAG/g dry extract, while the shell
of soybeans variation was 23.74 + 4.02 to 30.51 + 1.55 mg EAG/g dry extract.
However, total flavonoids were not detected in either the waste with the method
employed. For the DPPH method the results obtained for the cotton seed shell had
variation 183.4 + 15.91 to 335.6 = 19.84 uM Trolox equivalent/g of extract. For the
ABTS the values were of 103.1 £ 6.37 to 207.6 + 21.23 uM TEAC/g of extract. The
shells of soy showed antioxidant activity below the limit detected by Trolox standard
curve. For the test carried out in the Rancimat apparatus the inhibition of lipid oxidation
time had no significant difference from control to the shells, while soybeans to cotton
seed hulls the macerated produced by maceration introduced dynamic difference
significant (p<0.05) when compared to the control. According to the correlation analysis
the amount total phenolics showed strong positive correlation with DPPH, ABTS and

Rancimat for cotton seed shell.

Keywords: Agro-waste Antioxidant Activity. Cotton seed shell. Soy shell. Extracts.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, extratos fluidos sédo preparacdes
liguidas obtidas de drogas vegetais ou animais por extracdo com um liquido
apropriado, nas quais uma parte do extrato, em massa ou volume, corresponde a uma
parte, em massa, da droga seca, utilizada na sua preparacédo. Os extratos fluidos
podem ser padronizados, em termos de concentracdo do solvente, teor de
constituintes ou de residuo seco (BRASIL, 2010).

Extratos vegetais sdo cada vez mais incorporados a formulagbes cosméticas,
e a adicao destes ocorre devido as atividades clinicas atribuidas aos mesmos, como
atividade antioxidante, atividade anti-inflamatéria e antienvelhecimento. Os
antioxidantes desempenham um papel importante na inibigcao e eliminagao de radicais
livres, e com isso conferem protecdo aos seres humanos prevenindo o
envelhecimento dos 6rgaos, o cancer, a disfuncédo imunoldgica e outras doencas que
estdo intimamente relacionadas com o dano oxidativo em células induzidas por
radicais livres (ZHANG et al., 2011).

Os antioxidantes sintéticos tais como o hidroxianisole butilado (BHA), o
hidroxitolueno butilado (BHT) e a tert-butilhidroquinona (TBHQ) tém sido amplamente
utilizados como antioxidantes nos alimentos, mas as preocupa¢des com a seguranca
do uso levaram a interesses em antioxidantes naturais. Esses antioxidantes sintéticos
sdo compostos fendlicos substituidos. Posteriormente grande parte da pesquisa sobre
antioxidantes naturais também se concentrou em compostos fendélicos, em particular
os flavonoides e os acidos hidroxicinamicos (BALASUNDRAN et al., 2006).
Produzidos como metabdlitos secundarios de plantas, os antioxidantes possuem larga
aplicacdo nos setores farmacéutico, cosmético e nutricional, destacando-se por
servirem como aditivos naturais (MELO et al., 2011).

No entanto, um grande problema ao se extrair metabdlitos secundarios para
fins industriais é a falta de domesticacdo dos recursos naturais que pode levar a
subutilizacdo ou a extingdo de inumeras espécies vegetais (CGEE, 2010). A
exploracéo desregrada de uma espécie da biodiversidade brasileira pode leva-la ao
risco de extingdo; por outro lado a instabilidade na cadeia produtiva por falta de
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matéria-prima representa um risco econémico para a industria. Uma opcéo viavel para
estas questdes seria a utilizacdo de matérias-primas como a casca de soja e a casca
de algoddo que s&o residuos gerados pelas atividades agroindustriais ja
estabelecidas. A casca de soja é o residuo de maior valor comercial em uma industria
processadora de soja, sendo definida como um coproduto oriundo do processamento
da soja e representa de 7 a 8% do peso do grao (KLINGER, 2014) e sua principal
utilizacdo atualmente € como ingrediente na alimentac&o animal.

O Brasil é o terceiro maior exportador de algoddo do mundo, tendo produzindo
cerca de 3,8 milhdes de toneladas no ano de 2017 (IBGE, 2018), principalmente no
Mato Grosso e Bahia, responsaveis por cerca de 80% da safra nacional. O algodao
apresenta varios subprodutos provenientes da separacao da fibra e extracado do 6leo
da semente. Destes subprodutos, esta a casca de algoddo, que compreende a
camada externa do caroco de algoddo com algum linter aderido, que € separado
durante o beneficiamento para a producédo de 6leo por via quimica (extragdo com
solventes) (ARAUJO et al., 2003). A semente de algoddo apresenta, em média, a
seguinte composicdo: 12,5% de linter, 15,2% de 6leo bruto, 46,7% de torta (residuo
da extracédo do 6leo), 20,7% de casca e 4,9% de residuos, produzidos no processo
industrial (BELTRAO, 2000).

Moure e colaboradores (2001) estudando varios residuos agricolas,
concluiuram que as cascas de cereais e oleaginosas concentram as substancias
antioxidantes presentes no gréo. No entanto, ndo foi encontrado trabalho avaliando o
poder antioxidante da casa de soja e de algodao. Diante disto, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar a atividade antioxidante de extrato fluido padronizado a
partir de residuos de oleaginosas com o intuito de desenvolver novas formas de
obtencado ecologicamente correta de metabdlitos secundarios de interesse industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Cenario do biodiesel no brasil e o0 uso de oleaginosas

O biodiesel foi incorporado na matriz energética brasileira na ultima década,
contribuindo para fortalecer ainda mais nossa aptiddo para uma matriz energética
renovavel. A mistura de biodiesel ao diesel fossil teve inicio em dezembro de 2004,
em carater autorizativo, quando o governo federal lancou o Programa Nacional de
Producao e Uso de Biodiesel (PNPB) visando a sua implantacdo e producéo, social e
ecologicamente sustentavel, levando em consideracdo o desenvolvimento regional
(BRASIL, 2017). Em linhas gerais, esse programa tinha como objetivos reduzir a
dependéncia do petréleo; expandir os mercados das oleaginosas; impulsionar a
demanda por combustiveis alternativos; e reduzir a emissdo de gases poluentes,
visando atender as regras do Protocolo de Kioto, do qual o Brasil é signatario
(MATTEIL, 2010).

Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatéria de 2%
(B2), em todo o territério nacional. Com o perceptivel amadurecimento do mercado
brasileiro, esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE) sucessivamente até atingir 5% (B5) em janeiro de 2010, antecipando em trés
anos a meta estabelecida pela Lei n°® 11.097/2005. De acordo com a Lei n°
13.263/2016 que revisou o0s percentuais de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel
comercializado em territério nacional, em mar¢co de 2017 o percentual passou a ser
de 8%. Ainda de acordo com a lei, as composi¢cOes deverao ser elevadas para 9% e
10%, respectivamente, a partir de 1° de marco de 2018 e 1° de marco de 2019. Mas
a meta foi antecipada, e, portanto, desde marco de 2018 todo diesel combustivel
comercializado no Brasil contém 10% de biodiesel. Os novos percentuais de adicao
do biodiesel colocam o Brasil em destaque no mercado internacional do produto
(BRASIL, 2017).

A Associacao Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (Abiove), prevé uma
producao de 5.3 bilhdes de litros de biodiesel em 2018, aumento de 25% em relacao
a este ano. Como consequéncia havera uma elevacao de 3,7 milhdes de toneladas
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no processamento de soja em funcdo da demanda por Oleo de soja e paralelamente
a isto ocorrera o0 aumento da producdo de residuos decorrentes de tais
processamentos, o0 que torna este setor uma fonte promissora de substancias
bioativas naturais. Diante disto cresce a importancia de se avaliar novas aplicacoes
para os residuos desta cadeia, como a casca de soja e de algoddo. Uma destas
aplicacoes seria a obtencédo de compostos bioativos com atividade antioxidante, tendo

em vista a ampla gama de utilizacdes possiveis onde estes poderdo ser empregados.

De acordo com a lei 11.097/2005, o biodiesel € um produto para uso em
motores de combustdo de ciclo diesel, capaz de substituir parcial ou totalmente os
combustiveis de origem fossil, sendo constituido por uma mistura de ésteres de acidos
graxos através da reacao de transesterificacéo de triglicerideo com alcool (metanol ou
etanol) na presenca de um catalisador, tendo a seguinte propor¢cdo de componentes:
87%, bleo vegetal; 12%, alcool e 1%, catalisador. O produto resultante deste processo
tem a seguinte composicao: 86% de 6leo biodiesel; 9% de glicerina; e 5% de alcool
reprocessado, além de coprodutos como torta, farelo etc. que podem constituir outras
fontes de renda importantes para os produtores. Geralmente, a torta ou farelo gerado
na extracdo do Oleo ndo passam por processo de agregacdo de valor porque sao
desconhecidas as suas potencialidades econémicas (MATTEI, 2010; ABDALLA,
2008).

A producdo de biodiesel ainda esta dependente das produtoras de 6leo vegetal,
sendo a maior parte do biodiesel produzido no Brasil de origem vegetal, com notavel
predominéancia da soja. A porcentagem de biodiesel brasileiro derivado da soja vem
variando, mas em média oscila entre 70% e 85% do total da produc&o nacional. Entre
outras oleaginosas que estao presentes na producdo brasileira ou que sao apostas
para um futuro proximo estéo o algodao e o dendé. Desses, 0 algodéao € o que ja esta
tendo maior utilizacdo nas usinas, chegando a atingir perto de 4% da producéo
nacional (BIODIESELBR, 2017). Em 2017, no acumulado até o més de junho, a
participacéo das trés principais matérias-primas foi de 70,02% soja, 12,94% gordura
bovina e 0,14% algodédo (BRASIL, 2017), mostrando a retracdo desta ultima matéria-
prima neste ultimo ano. A Figura 1 apresenta a evolugéo da participacdo das matérias-

primas utilizadas na producéo de biodiesel.
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Figura 1. Figura 1. Percentual de participacdo de cada fonte de matéria-prima
utilizada na producgdo de biodiesel, desde o inicio da obrigatoriedade da adi¢éo de
biodiesel no diesel. Fonte/Elaboracao: ANP/ABIOVE — Coordenadoria de Economia e

Estatistica.

2.2.Residuos como fontes de antioxidantes naturais

De acordo com a Politica Nacional de Residuos Sdlidos, residuos industriais
sdo 0s gerados nos processos produtivos e instalagBes industriais. Padrdes
sustentaveis sédo definidos para a producédo e consumo de bens e servigos de forma
a atender as necessidades das geracdes atuais permitindo melhorias na condicdo de
vida, sem comprometer a qualidade ambiental e o atendimento das necessidades das
geracfes futuras. Uma das responsabilidades desta politica é promover o
aproveitamento de residuos sélidos, direcionando-os para a sua cadeia produtiva ou

para outras cadeias produtivas (BRASIL, 2010).

19



Sao gerados milhdes de toneladas de residuos provenientes de atividades
agroindustriais em todo o mundo e o destino dado a esses residuos, tal como é feito,
causa um déficit econdmico na cadeia produtiva. Muitos deles s&o ricos em compostos
bioativos, alguns capazes de combater danos oxidativos causados por radicais livres,
como é o caso dos antioxidantes, e tem elevado valor comercial (MELO et al., 2011),
ainda pouco explorado. A preocupacdo com a sustentabilidade e a melhoria da
qualidade ambiental tem assumido papel de destaque nos mais diversos segmentos
da sociedade do século XXI. Dentre as quais destaca-se a preocupac¢ao com o destino
correto dos residuos solidos, onde esses diferenciam-se do termo lixo, tendo em vista
gue este ultimo ndo tem nenhum valor, sendo apenas descartado, enquanto o primeiro
possui valor econdmico agregado, por possibilitar reaproveitamento no préprio
processo produtivo (DEMAJORIVIC, 1995).

A obtencdo de compostos com valor agregado tem crescido nos ultimos anos
com a reutilizacéo de residuos da industria, dentre estes compostos, destacam-se 0s
compostos fendlicos que geralmente sdo encontrados em residuos como cascas,
bagacos e tortas e que podem apresentar elevada atividade antioxidante e serem
utilizados para diversos fins em varios segmentos da industria. O desenvolvimento de
pesquisas para o0 tratamento/aproveitamento dos residuos agroindustriais tem
contribuido para a insercédo de novos produtos no mercado, tanto no setor alimenticio
humano e animal, como no ramo dos cosméticos e producdo de energia (COSTA,
2013). Moure e colaboradores publicaram uma revisdo abordando a extracdo de
compostos antioxidantes (principalmente polifendis) de residuos industriais e da
agroindustria, nos quais identificaram importantes antioxidantes. Ajila e colaboradores
(2007) estudaram compostos bioativos e o potencial antioxidante de extratos
provenientes da casca de manga, relatando uma alta atividade antioxidante, segundo
diferentes sistemas de medida. Okonogi e colaboradores (2007) avaliaram a
capacidade antioxidante de residuos de cascas de diferentes frutas: Punica granatum
(rom&), Nephelium lappaceum (rambutam) e Garcinia mangostana (mangostéo), e

concluiu que poderiam ser aproveitadas devido ao grande potencial antioxidante.

A Tabela 1, adaptada a partir do artigo publicado por Oliveira e colaboradores
(2009), reune resultados de fontes naturais atrativas de antioxidantes a partir de

residuos da agricultura e da industria alimenticia.
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Tabela 1. Residuos como fontes naturais de antioxidantes

Fontes

Principais resultados

Residuos da vinicultura

Residuos sélidos de azeitona

Residuos de carambola

Bagaco de uva

Bagaco de maca

Residuos de macga, pérae
alcachofra

Folhas de cha velho e residuos de
cha preto

Sementes (soja) e residuos

agricolas de soja

Residuos de sementes de
groselha preta

Sementes, casca de semente,

cascae 6leo de ab6bora

Residuos de cebola

Casca de batata

O extrato etandlico dos residuos estudados exibiu elevada atividade
antioxidante, quando comparado com 0S extratos em outros
solventes, contra o antioxidante sintético BHT, o palmitato de
ascorbila e a vitamina E. Nao foi observada correlagédo positiva entre
atividade antioxidante e conteudo total de fenais.

O extrato (1-20 pg/mL) analisado foi pré-incubado em células
endoteliais e preveniu a peroxidacao lipidica e a morte celular. Os
resultados indicam uma grande capacidade antioxidante dos extratos
estudados.

A alta quantidade de fendis e a elevada capacidade antioxidante dos
residuos estudados indicam que poderiam ser empregados como
aditivos alimentares.

Encontraram-se 17 tipos de compostos polifendlicos diferentes, entre
eles, acido galico, catequina, epicatequina, quercetina.

Todos o0s compostos antioxidantes encontrados apresentaram
elevada atividade antioxidante, sendo a atividade antioxidante maior
do que a das vitaminas C e E em 1 a 3 vezes (DPPH) e, 10 a 30
vezes (sequestradora do anion radical superoxido).

Foram encontrados extratos com elevado conteddo de fendis e
elevada capacidade antioxidante.

O residuo de chéa preto apresentou maior capacidade antioxidante
guando comparado com a folha de cha velho. Recomendam o uso
destes chas como fontes naturais de antioxidantes.

Os extratos das sementes mostraram variagdes no conteldo de
fenolicos (6,4 a 81,7 mg EAG/g), de flavonoides (3,5 a 44,6 mg QE
(quercetina)/g) e atividade antioxidante (7,5 a 74,7%).

Fendis e os tocoferois foram os mais importantes constituintes do
residuo pressionado de semente de groselha preta estudado.

O &cido p-hidroxibenzoico foi o composto fendlico mais abundante
nas amostras estudadas.

Residuos de cebola mostraram ser fonte de antioxidantes e de
compostos antiescurecimento, podendo ser utilizados como
ingredientes de alimentos.

Extrato da casca de batata foi capaz de proteger eritrécitos contra o
estresse oxidativo, provavelmente por atuar como potente
antioxidante.
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2.3.Compostos bioativos de interesse industrial

Os compostos fenodlicos sdo uma classe com mais de oito mil estruturas
quimicas que podem ser classificados pelo niumero e arranjo de seus atomos de
carbono, divididos em pelo menos dez grupos, a saber: fendis simples, acidos
fendlicos, cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos,
antraquinonas, flavondides e ligninas (CROZIER et al., 2009). Entre estas varias
substancias muitas sao importantes antioxidantes, uma vez que possuem esqueleto
carbdnico propicio para a estabilizacdo de radicais livres (LARRAURI et al., 1996).
Lachman e colaboradores (2010) mostraram que uma grande variedade de fontes
vegetais biossintetizam compostos que possuem atividade antioxidante e podem ser
utilizados como uma fonte natural de substancias que possuem a capacidade de
sequestrar os radicais livres. Os extratos cuja composicdo possuem compostos

fendlicos antioxidantes sdo de patrticular interesse para a industria de cosméticos.

A importancia dos compostos fendlicos torna o estudo de subprodutos
interessante para as industrias de alimentos, nutracéutica, farmacéutica e quimica,
principalmente devido a possibilidade de aproveitar os residuos, ricos em compostos
fendlicos, para producéo de extratos e produtos de manutencdo da saude humana. A
extracdo desses compostos de materiais derivados das praticas industriais representa
uma alternativa atrativa, sustentavel e de baixo custo para obter bioativos com alto
valor biolégico, os quais podem ser incorporados em alimentos e cosméticos (JARA-
PALACIOS et al., 2015).

2.4.Métodos de determinacéo da atividade antioxidante

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial entre 0s
compostos fendlicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliagdo da

capacidade antioxidante de amostras. Sendo o mais populares o 2,2-Azinobis-3-
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etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), Oxygen
Radical Absorbancy Capacity (ORAC) e o ferric reducing antioxidant power (FRAP).
Estes ensaios diferem em relagdo ao mecanismo de acdo, as espécies-alvo, as
condi¢Oes reacionais e na forma como os resultados sdo expressos. Nao existe um
procedimento metodoldgico universal, este fato impde a necessidade de avaliar a
capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos de
acao diferentes (OLIVEIRA et al 2009).

A oxidagdo ocorre naturalmente em organismos vivos, sendo causada
principalmente por espécies reativas de oxigénio (ERQ’s). O aumento de niveis de
ERO’s no organismo pode danificar estrutura de biomoléculas, modificar suas
funcbes, levar a disfuncéo e até a morte celular. Em nivel sistémico as consequéncias
desse aumento podem se manifestar sob a forma de diversos problemas de saude
como cancer, doencas relacionadas a idade e doencas cardiovasculares. Para
investigar o potencial antioxidante em produtos naturais, os testes ABTS, DPPH,
ORAC, FRAP, etc sdo os procedimentos analiticos de primeira linha aplicados a
andlise de atividade antioxidante por serem de baixo custo e de protocolos facilmente
implementados (GEOFFROY et al., 2017; MAGALHAES et al., 2014; MISHRA et al.,
2011).

O DPPH é rotineiramente utilizado para avaliar o potencial de eliminagcédo de
radicais livres de uma molécula antioxidante e considerado como padrdo entre os
métodos colorimétricos. Comumente é usado para medir atividade antioxidante de
graos e farelo de trigo, vegetais, acidos linoleicos, ervas, 6leos de sementes em
diferentes sistemas de solventes, incluindo etanol, acetona, metanol e benzeno
(CHENG et al., 2006). DPPH é um radical estavel em solucdo de cor roxa com
absorcdo a 515 nm em metanol. Este ensaio baseia-se no principio de que o DPPH
recebe um atomo de hidrogénio (H) da molécula doadora, isto é, antioxidante,
resultando na reducdo do DPPH para DPPH2, a cor roxa muda para amarelo com
concomitante diminuicdo da absorcdo. A mudanca de cor é monitorada por
espectrofotometria e utilizada para a determinacdo de parametros para propriedades
antioxidantes. Comparado com o ensaio DPPH, o método ABTS pode ser realizado

em meios aquosos e organicos e em uma ampla gama de valores de pH. Além disso,
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como as medi¢cdes sao realizadas em comprimentos de onda mais longos, a

interferéncia de amostras coloridas é diminuida (MISHRA et al., 2011).

Os testes existentes para avaliar a estabilidade oxidativa de dleos e gorduras
recorrem normalmente a condi¢des padronizadas de oxidacéo acelerada (oxigenagao
intensa, tratamento térmico e ou catalise metalica) e permitem quantificar de forma
rapida a estabilidade oxidativa de um 6leo ou a eficacia tedrica de um antioxidante
isolado ou em associacdo (ANTOLOVICH et al., 2002). O Rancimat (Methrom AG,
Suica) é o equipamento que determina a resisténcia de uma base oleosa a oxidacao.
O método baseia-se no registro das variagdes da condutividade da agua destilada, na
qual se faz a coleta dos produtos secundarios da oxidacéo, de baixo peso molecular,
obtidos apds a iniciagdo forcada da oxidacdo a temperatura de 110°C. Por este
método o objetivo é testar a eficiéncia do antioxidante de extratos etandlicos misturado
a amostra de 6leo, ou seja, avaliar a protecdo de bases oleosas (alimentares ou

cosmeéticas) ao dano oxidativo.
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3.OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Determinar o potencial antioxidante de extrato fluido padronizado produzido por
diferentes técnicas a partir de biomassa residual de oleaginosas da cadeia produtiva

do biodiesel, cascas de soja e semente de algodao, para aplicacdo cosmética.

3.2.Objetivos especificos

Selecionar condi¢cdes do processo extrativo que permita maior rendimento de

extracdo de compostos bioativos;

¢ Quantificar os compostos fendlicos: fendis totais e flavonoides totais;

e Avaliar a influéncia da luz e da agitacdo sobre o rendimento da extracéo por

maceracao;

e Caracterizar a capacidade antioxidante dos extratos através dos métodos de
DPPH, ABTS e Rancimat;

e Verificar a correlacao entre os resultados de compostos fendlicos e a atividade

antioxidante.
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4. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a producédo de extratos vegetais movimenta um mercado bilionario.
De acordo com a Industry ARC (2016), o mercado global de extratos vegetais
movimenta US$ 41,5 bilhdes e estima-se que devera crescer para US$ 79,2 bilhdes
até 2020. Esta empresa também afirma que o mercado de extratos vegetais equivale
a 34% do mercado global de cuidados pessoais. No Brasil, estima-se que o mercado
de beleza e cuidados pessoais ira crescer de 3,29 trilhdes de reais em 2014 até 4,50
trilnGes de reais até 2019 (MINTEL, 2016). Portanto, no Brasil, hA uma perspectiva
positiva para a producdo de extratos vegetais e esta crescente demanda impactara
nas diferentes cadeias agricolas devido ao aumento da necessidade de novas fontes
de matéria-prima. Paralelamente, ha um aumento da geracéo de residuos gerados na
extracdo de o6leo empregados na sintese de biodiesel. O biodiesel passou ser
adicionado ao diesel combustivel desde 2008, de forma obrigatéria, em nivel de 2%.
A porcentagem de adicdo € regulada por lei, atual € de 10% (ANP, 2017), sendo o
0leo de soja e o0 Oleo de caroco de algodao, respectivamente, a primeira e terceira
fonte de matéria-prima para a producdo de biodiesel. Nos ultimos 25 anos,
aproximadamente dois tercos dos novos farmacos foram originados a partir da
descoberta de metabdlitos secundéarios encontrados na biodiversidade. Esse fato se
deve principalmente a complexidade estrutural de moléculas encontradas em
organismos vivos, tornando-as de grande dificuldade e custo para serem obtidas por

sintese quimica.
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5.MATERIAL E METODOS

5.1.COLETA E PREPARO DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS:

As cascas da semente do algodao foram adquiridas da empresa Dual Duarte
Albuquerque COM. E IND. LTDA situada na cidade de Campo Novo do Parecis — MT
(Figura 2). Enquanto as cascas da soja foram adquiridas da Cooperativa Agricola do
Rio Preto — COOARP, BR-320, Planaltina/DF. No laboratorio, foram submetidos a
secagem em estufa com circulagao de ar (Marconi, MA 035/BX), durante 2 dias, a
temperatura de 40 °C. Para reducdo do tamanho de particula as cascas da soja foram

submetidas a moagem em moinho ultracentrifugo (Retsch, ZM 200).

) ®)

Figura. Residuos agroindustriais, cascas da semente de algodao (A), e cascas da

soja (B).
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5.2.PREPARACAO DOS EXTRATOS

5.2.1. MACERACAO DINAMICA E ESTATICA, COM E SEM EXPOSICAO A LUZ:

Os residuos agroindustriais, cascas da semente do algodao e cascas de soja,
foram submetidos aos procedimentos de maceracdo com e sem agitacdo mecanica,
denominados como processos dinamico e estatico, respectivamente. Cada processo
extrativo foi realizado em duas distintas condicbes de luminosidade, com e sem
exposicdo a luz. Assim, foram obtidos 4 diferentes extratos para cada residuo,
totalizando 8 tipos macerados que foram submetidos a posterior caracterizacao.

A maceracao dinamica foi realizada com os residuos da casca da semente do
algodado 150 g ou casca da soja 150 g em solu¢éo hidroalcodlica a 80%, com e sem
exposicdo a luz. Nesse ultimo caso, envolvendo os recipientes com papel de aluminio.
A extracao teve duracdo de 72 h e o solvente extrator foi renovado por 3 vezes a cada
24 horas. Obedecendo as proporcdes de 1:10 (amostra:solvente). A agitacdo foi
promovida em banho metabdlico tipo Dubnoff MA 093 (Marconi,Brasil) programado
para rotacdo 5 a temperatura ambiente (Figura 3). O material foi entdo filtrado em funil
de vidro conico com auxilio de um papel de filtro qualitativo. Os extratos liquidos
obtidos foram transferidos para um balédo e levado ao rotaevaporador para remocéao
de solvente em banho-maria a 40 °C, até quase secura. Apos isso foram transferidos
para frascos ambares e em seguida congelados em ultrafreezer - 80 °C e
posteriormente liofilizados.
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Figura 2. llustracdo do processo de maceracao dinamica em banho metabdlico tipo

Dubnoff reciprocante, com (A) e sem exposicao a luz ambiente (B).

Para a maceracao estatica todos os passos descritos no procedimento anterior
foram seguidos, no entanto, sem a agitacdo. Os frascos permaneceram na bancada
por 72 h e o solvente foi renovado a cada 24 h. A Figura 4 mostra a esquematizacao
do processo de extracdo até a obtencao do extrato seco.

CASCAS DE SEMENTE DO ALGODAO RESIDUO
AGROINDSUTRIAL

CASCAS DE SOJA (150g)

MACERAGAO
RESIDUO AGROINDUSTRIAL: SOLUGAO
HIDROALCOOLICA 80% DINAMICA
1:10 (amostra:solvente)

ESTATICA
EXPOSTO PROTEGIDO EXPOSTO PROTEGIDO

LUMINOSIDADE DO AMBIENTE

SECAGEM ROTAEVAPORAGAO » CONGELAMENTO » LIOFILIZAGAO

Figura 3. Esquematizacdo do processo de obtencdo dos extratos secos para 0s
diferentes residuos vegetais em estudo.
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O rendimento extrativo (R%) foi calculado a partir dos valores de massa inicial
de residuo (mo) e massa de extrato liofilizado (mf) dos diferentes vegetais, segundo a
equacao 1 (RODRIGUES et al, 2011).

mf x 100
R(%) =——

5.3. TEOR DE EXTRATIVOS

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos métodos de extracdo empregados,
foi realizada a anadlise de teor de extrativos da amostra bruta e do residuo solido
recuperado apos a etapa de filtracdo do extrato.

O método tem como principio a determinacdo de materiais ndo estruturais
sollveis presentes em uma amostra de biomassa. Ocorre em duas etapas de extracédo
para remover o material sollvel em agua (extrato aquoso) e sollvel em etanol (extrato
etandlico). Os compostos sollveis em agua podem incluir material inorganico,
acucares nao estruturais, material nitrogenado, entre outros. O material inorganico do
extrato aquoso pode ser proveniente da biomassa ou de qualquer material solivel que
esteja associado a biomassa, como o solo ou o fertilizante. Esse método ndo tem o
objetivo de distinguir a fonte do material inorgéanico. O extrato etandlico inclui clorofila,

ceras ou outros componentes minoritarios (SLUITER et al, 2008).

O ensaio foi realizado de acordo com o proposto pelo NREL - National
Renewable Energy Laboratory (NREL/TP-510-42619), em equipamento de extracao
acelerada por solvente (ASE 350, Thermo Scientific, USA), como mostra a Figura 4.
Este aparelho emprega alta pressao para realizar extracdo exaustiva da biomassa.
Os parametros da extragdo aquosa e etandlica foram temperatura 100°C, Static Time
de 7 minutos, 3 ciclos, Rinse com 150% do volume, Purge de 60 segundos e Cell Type
SST de 10 mL.
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Os tubos coletores do equipamento foram tarados em estufa a 105°C por 24h,
e entdo deixados em dessecador até atingirem a temperatura e pesados em balanca
analitica (Tuboinicial), antes de serem levados ao equipamento para coletar os extratos.
Para cada amostra contida em uma cela extratora, foram utilizados 2 tubos coletores
(um para o extrato aquoso e outro para o extrato etandlico). Ao final das extracdes os
tubos foram rotaevaporados com auxilio de um multivapor (Buchi, Suica) e
posteriormente levados a estufa por 48 horas, e resfriados em dessecador antes da
pesagem final (Tuboextrativos).

Figura 4. Extrator Acelerado por Solvente (ASE 350), Thermo Scientific, USA.

As amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados séo relatados, em
peso seco, como porcentagem em peso da biomassa. As percentagens de extrativos
sdo medidas e utilizadas para converter composi¢cdes de uma base sem extrativos
(material livre de extrativos) e como base recebida (material bruto). Os teores de
extrativos aquosos e extrativos etandlicos sdo determinados segundo a formula

abaixo:
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(TUbOinicial - Tuboextrativos )
Massaamostra

% extrativos = ( )x 100

O teor de extrativos totais é calculado a partir da formula a seguir:

% Extrativosiyiais = % Extrativosggyese + % EXtrativoSeiansiicos

Eq.3

Os resultados s@o expressos em base seca (xos), tendo-se como base de
correcao a matéria seca a 105°C. Para isso, basta multiplicar o resultado (x) por 100
e dividir pela porcentagem de matéria seca (% MT), de acordo com a férmula genérica

abaixo:

_ x X100
bs = To4MT

Eq.4
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5.4.CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

5.4.1. QUANTIFICACAO DE FENOIS TOTAIS

A quantificacdo de fendis totais foi realizada através do Método de Folin-
Ciocalteu com adaptacdes de Waterhouse (2000). A curva de calibracao foi obtida
fazendo-se uso de seis diluicbes de acido galico (50-200 pg/mL). As amostras em
analise foram submetidas ao mesmo procedimento. As mensuracfes das
absorbancias em funcao da concentracéo foram feitas em espectrofotometro UV/VIS
a 765 nm, em triplicata. Os resultados foram expressos como pg de equivalente de

acido galico (EAG) por grama de amostra.

5.4.2. QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificacdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Siatka & Kasparova (2010). A curva de calibracdo foi obtida fazendo-se
diluicdes de quercetina (5-30 pug/mL). As mensuracdes das absorbancias em funcao
da concentracao foram feitas em espectrofotbmetro UV/VIS (Agilent, Cary 60) a 425
nm, em triplicata. Os resultados foram expressos como pg de equivalente de

guercetina por grama de amostra.

5.5.DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.5.1. DPPH

O DPPH é rotineiramente utilizado para avaliar o potencial de eliminacdo de
radicais livres de uma molécula antioxidante e considerado como padrdo entre 0s

meétodos colorimétricos. Este ensaio baseia-se no principio de que o DPPH recebe um
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atomo de hidrogénio (H) da molécula doadora, isto €, antioxidante, resultando na
reducéo do DPPHe para DPPH2, a cor roxa muda para amarelo com concomitante
diminuicdo da absor¢do. A mudanca de cor € monitorada por espectrofotometria e
utilizada para a determinacdo de parametros para propriedades antioxidantes
(MISHRA et al., 2011). O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos adaptado
de Fukumoto & Mazza (2000). A partir da solugao estoque de Trolox 2 mM foram feitas
diluicdes para a construcédo de uma curva padrdo com 6 pontos (80-480 uM), ilustrada
na Figura 6. Foram preparadas solu¢des do extrato de 0,3 mg/mL. Na microplaca
foram transferidos 22 pyL de cada amostra e 200 yL da solu¢do de DPPH 150 uM. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro para microplaca (SpectraMax M3, Molecular
Devices, CA, USA) a 520 nm por 5 horas sendo que durante a primeira hora foi
realizada de 15 em 15 minutos e depois de 1 em 1 hora. Com os dados obtidos foi
construido gréfico inibicdo do DPPH vs Tempo. A atividade antioxidante foi dada em
equivalentes de Trolox.

Figura 5. Placa de 96 pontos contendo a curva de calibragédo de Trolox, cada coluna

representa uma concentracao diferente (80-480 uM).
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5.5.2. ABTS

O ensaio foi realizado segundo o proposto por Torres e colaboradores (2017)
com adaptagdes. Partindo de uma solugdo estoque de Trolox 2mM foram feitas
diluicdes para a construgao da curva de calibracao (10-300 uM), ilustrada na Figura 7.
Para a analise das amostras foram feitas solu¢des dos extratos na concentracéo de
0,3 mg/mL em triplicata. Para a microplaca foram transferidos 10 pL das solu¢fes dos
extratos para 0s pocos correspondentes e 290 yL do radical ABTS. A leitura foi
realizada apos 6 minutos espectrofotémetro a 734 nm. A atividade antioxidante dos

extratos foi expressa em equivalentes de Trolox.

Figura 6. Placa de 96 pontos contendo a curva de calibracdo de Trolox com 9 pontos

(10-300 pM), cada coluna representa uma concentracéo diferente.

5.6.ESTABILIDADE OXIDATIVA EM APARELHO RANCIMAT

Este ensaio baseia-se na determinacdo da condutividade de acidos volateis
formados durante o processo de oxidagao lipidica. O tempo necessario para produzir
um aumento da condutividade devido a formacdo desses acidos determina o tempo
de inducéo (TI), que pode ser definido como uma medida da estabilidade de uma
gordura ou 6leo (LAUBLI; BRUTTEL, 1986; SILVA, 2017). A capacidade antioxidante

dos extratos foi determinada pela medicdo do tempo de inducdo para oxidacdo da
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banha de porco comercial, sem adicdo de antioxidante, através do equipamento
Rancimat 873 ( Metrohm, EUA), mostrado na Figura 8, que foi configurado para ensaio
na temperatura de 110 °C e taxa de fluxo de ar de 20 L/h. Cada tubo continha
aproximadamente 3 g de banha de porco sem adicdo de conservantes e 100 pL do
extrato metandlico na concentracdo de 200 ppm. O teste foi feito em triplicata e os

resultados foram expressos em média + desvio padrédo do tempo de inducao (h).

Figura 7. Aparelho Rancimat 873 (Metrohm, EUA).

5.7.ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a andlise de variancia para cada caracteristica e
as médias foram agrupadas por meio do teste de Tukey com nivel de significancia de
5%. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software R Core Team
(2013) e GraphPadPrism®.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.RENDIMENTO DAS EXTRACOES

De acordo com Simdes e colaboradores (2007) uma série de fatores interfere
na extracdo, tais como caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisdo, 0
solvente utilizado e a metodologia. Na escolha do método extrativo, deve-se avaliar a
eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas e o custo do processo escolhido,
considerando a finalidade do extrato que se quer preparar. Os distintos métodos
empregados para extragao por maceragao utilizaram a reposigéo do solvente extrator
na tentativa de esgotar o material vegetal, evitando o efeito de saturacéo do solvente.
Os rendimentos obtidos de extrato seco de cada extrato etandlico bruto estdo
ilustrados na Figura 9. Os resultados da maceracéo estatica ficaram préximos dos
obtidos pela maceragéo dindmica e mostraram que nao houve interferéncia da luz na

obtencado do extrato seco para nenhum dos residuos agroindustriais analisados.
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Figura 8. Rendimento da extragédo (%) a partir dos residuos agroindustriais, casca da
semente do algodao (CSA) e cascas da soja (CS). Nota: DCL — Dinamica com luz,
DSL — dinamica sem luz, ECL — estatica com luz e ESL — estatica sem luz.
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A analise conjunta destes resultados permitiu afirmar que para esses residuos
a extracdo por maceracdo estatica foi relativamente equivalente a maceracao

dindmica em relagdo aos valores do rendimento de extrato seco.

6.1.2. TEOR DE EXTRATIVOS

Na Figura 10 podem ser observados no grafico os resultados do teor de
extrativos (%) casca da semente do algod&o para as amostras bruta e para as tortas
restantes ao final do processo de maceracdo. O total de extrativos presentes e
possiveis de ser extraido da amostra (bruto) foi de 9%. Pode-se notar que a
maceracao dinamica com luz (DCL) apresentou a maior porcentagem de residuos nao
extraidos com 4,95%. Enquanto a maceracao dindmica sem luz (DSL), a maceracao
estatica com luz (ECL) e maceracdo estdtica sem luz (ESL) apresentaram
porcentagens residuais equivalentes estatisticamente com 3,71%, 3,83% e 3,88%,
respectivamente. Com isso podemos inferir que estas foram mais eficientes que a

maceracgao dinamica com luz (DCL) em relacdo ao potencial de extracao.
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Figura 9. Teor de extrativos (%) do residuo agroindustrial da casca da semente do
algodao obtidos por extracdo acelerada por solvente (ASE) com as variagOes
dindmica com luz (DCL), dinamica sem luz (DSL), estatica com luz (ECL) e estatica
sem luz (ESL). Cada barra representa a média £ desvio padrdo. Diferenca significativa

entre os grupos representado por diferentes letras (p<0,05), teste de Tukey.
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A Figura 11 apresenta os resultados do ensaio de teor de extrativos (%) da
casca da soja. A amostra bruta apresentou um total de aproximadamente 20% de
extrativos. Para as amostras ECL, ESL e DCL ndo houve diferenca significativa
(p>0,05). No entanto, a DSL apresentou diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado com a DCL, sendo, portanto, a maceracdo dinamica sem luz a que foi mais

eficiente na extracéo, deixando menos extrativos residuais.

Além disto, nota-se que talvez seja adequado realizar ensaios com outros
solventes, pois este nao foi tdo eficiente na extracdo, deixando mais de 50% dos
materiais extraiveis no residuo pos-extracdo. Futuramente, seria adequado avaliar

novos solventes mais eficientes para a casca de soja.
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Figura 10. Teor de extrativos (%) do residuo agroindustrial da casca da soja obtidos
por extracao acelerada por solvente (ASE) com as varia¢cdes dinamica com luz (DCL),
dindmica sem luz (DSL), estatica com luz (ECL) e estatica sem luz (ESL). Cada barra
representa a média + desvio padrdo. Diferenca significativa entre 0s grupos

representado por diferentes letras (p<0,05), teste de Tukey.

6.2. QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os resultados obtidos com a avaliacdo de fendis totais a partir dos macerados
liofilizados dos residuos agroindustriais da casca da semente do algoddo estdo

ilustrados na Figura 12. Os mesmos demonstraram que apesar dos processos de
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maceracao dinamica sem luz (DSL), estatica com luz (ECL) e estatica sem luz (ESL)
terem sido mais efetivo na obtencdo de extrato seco a partir dos residuos das
oleaginosas, o processo de maceragéo dinamica com luz (DCL) € mais vantajoso, em
virtude da maior obtencdo de fendis, tendo em vista que este apresentou a maior
concentracdo de fendlicos com 188,51 + 3,94 mg EAG/g de extrato seco. Enquanto
0 extrato que apresentou menor concentracao foi o obtido por maceracéo estatica sem
luz (ESL) com 95,79 + 9,27 mg EAG/g de extrato.

Em estudo comparando diferentes métodos extrativos entre eles a maceragéo
dindmica e estatica com base no teor de fendis totais obtido por cada método Cardoso
e colaboradores (2017) concluiram que a maceracédo dinamica foi a mais eficiente. A
maceracao dindmica também apresentou maiores teores de flavonoides e polifendis
totais frente a extracdo estatica assistida por ultrassom em estudo realizado por
Cortés-Rojas (2011).
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Figura 11. Concentracdo de fendlicos totais (mg EAG/ g de extrato seco) nos extratos
do residuo da casca da semente de algodao obtidos pelas maceracdes dindAmica com
luz (DCL), dindmica sem luz (DSL), estatica com luz (ECL) e estatica sem luz (ESL).
Cada barra representa a média + desvio padrdo. Diferenga significativa entre os

grupos representado por diferentes letras (p<0,05), teste de Tukey.
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Diversos trabalhos descrevem que os compostos fendlicos sdo as principais
substancias que influenciam diretamente na atividade antioxidante nos extratos
vegetais e que existe a correlacdo entre teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Esta pode ser explicada por diferentes razdes, como por exemplo, todos
os compostos do conteudo fendlico total colaboram de forma sinérgica para

demonstrar a atividade antioxidante (ARRANZ et al, 2008).

Os resultados obtidos da quantificacao de fendis totais da casca da soja estédo
ilustrados na Figura 13. Nesta podemos observar que nao houve diferenca
significativa entre os extratos. A média de fendis da casca de soja foi bem inferior a
da casca de semente de algodao, variando de 23,74 a 30,51 mg EAG/ g de extrato
seco. A Figura 14 apresenta o rendimento de fendis totais em g/g de extrato seco

obtido de cada amostra.

mg EAG/g de extrato seco

DCL DSL ECL ESL

Figura 12. Concentracédo de fendlicos totais (mg EAG/ g de extrato seco) nos extratos
do residuo das cascas da soja obtidos pelas maceracdes: dinamica com luz (DCL),
dindmica sem luz (DSL), estatica com luz (ECL) e estatica sem luz (ESL). Cada barra
representa a média + desvio padrao. Diferenca ndo significativa entre os grupos

representado por letras iguais (p>0,05), teste de Tukey.
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Segundo Kim e colaboradores (2006) a soja € uma rica fonte de isoflavonas e
compostos fendlicos. As isoflavonas primarias presentes na soja total incluem
glicosideos de genisteina e daidzeina, enquanto os &cidos clorogénico, gélico e
feralico formam os principais compostos fendélicos. Porém até o momento existem
poucos trabalhos que avaliam a atividade antioxidante de subprodutos da soja como

a casca, o que dificulta na comparacao dos resultados obtidos.

Na Figura 14 estdo ilustrados o rendimento de fendis totais em grama por
grama de extrato seco obtido das amostras das cascas da semente do algodéo e das
cascas da soja. Esta ultima mesmo apresentando maior rendimento de extrato seco
como mostra a Figura 9 apresentou quantidades de compostos fendlicos bem
inferiores aos dos extratos das cascas da semente do algodao. E entre estes o que
apresentou maior quantidade foi o produzido por maceracao dinamica com 12,48 mg
EAG/g de amostra bruta de amostra bruta. O extrato que apresentou o menor valor foi
0 extrato produzido por maceracdo estatica sem luz (ESL) com 6,45 mg EAG/g de
amostra bruta. Para os extratos da casca da soja o intervalo de obtido foi de 2,66 a
4,04 mg EAG/g de amostra bruta. Esses valores obtidos para a casca da soja podem
estar relacionados a baixa eficiéncia extrativa observada na andlise de teor de

extrativos.
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Figura 13. Rendimento de compostos fendlicos em mg EAG/g de amostra bruta das

cascas da semente do algodao (CSA) e cascas de soja (CS).
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6.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

6.3.1. DPPH

Sanchez-Moreno e colaboradores (1998) propuseram uma metodologia para a
avaliacdo da atividade antioxidante levando em conta ndo somente a concentracao
do antioxidante, mas também o tempo de reacdo necessario para sequestrar este
radical, introduzindo assim a eficiéncia antirradicalar como um novo parametro.

Trés sdo os tipos de cinética existentes que podem ser observadas ao realizar
estudos com DPPH, devido as interacdes diferenciadas das amostras com o radical.
Na literatura sédo descritos compostos que possuem cinética lenta (que demoram mais
de uma hora para reagir), cinética intermediaria (5 a 30 minutos) e cinética rapida que
levam poucos segundos para observar a reducédo do radical (CARPES, 2008; ARBOS,
2009; REZENDE, 2010; LEAL, 2015). O ensaio com DPPH leva em conta a influéncia
da estrutura do composto. Para cada composto quimico o DPPH apresenta uma
cinética diferente devido ao seu radical de nitrogénio estavel e por essa razao, alguns
antioxidantes podem reagir de forma diferente ou até mesmo nao reagir (MISHRA et
al, 2012)

A realizacdo de um estudo cinético para determinac¢do da atividade antioxidante
€ de extrema importancia porque apesar de o DPPH ser um método que avalia a
atividade antioxidante de diversos compostos, é necessario verificar se ndo ha a
interferéncia da amostra com o radical. Outra justificativa para a presenca do estudo
cinético é a de o préprio radical se degradar rapidamente, portanto é necessario
acompanhar o perfil cinético a fim de se conhecer o comportamento da amostra frente
a atividade antioxidante (PRADO, 2009; LEAL, 2015).

A Figura 15 exibe o grafico que mostra o comportamento dos extratos
metandlico dos residuos agroindustriais da casca da semente do algodao frente ao
radical DPPH . Trés concentracbes foram analisadas, no entanto, apenas a
concentracdo de 0,5 mg/mL foi analisada estatisticamente para determinagdo do

tempo ideal de reacéo.
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Figura 14. Cinética da inibicdo do radical DPPH pelo extrato metandlico da casca da

semente do algodao em diferentes concentracoes.

A curva cinética da casca da semente do algoddo foi lenta nas trés
concentracfes. A concentracdo 1,0 mg/mL consumiu aproximadamente 83% do
DPPH em 60 minutos. Enquanto que a para a concentracées de 0,5 mg/mL e 0,1
mg/mL no mesmo tempo a inibig&do do radical foram de aproximadamente 70% e 18%,
respectivamente.Com isso podemos notar que conforme as concentracdes do extrato
metandlico do residuo CSA foram diluidas, houve uma menor interacdo com o radical,
demonstrando a influéncia da concentracdo para a execucdo do método de
determinacéo da atividade antioxidante (CARMONA-JIMENEZ, 2014).

Os dados das concentragfes 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL quando analisados
indicaram que o tempo necessario para que a casca da semente do algodéo atinja a
sua atividade antioxidante maxima € de 180 minutos, momento onde essa atinge um
platd e onde néo existe diferenca significativa quando comparada com 0s outros

tempos.
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Figura 15. Cinética da inibicdo do radical DPPH pelo extrato metandlico da casca da

soja em diferentes concentragoes.

Os extratos metandlicos do residuo da casca da soja ndo apresentaram
atividade antioxidante significante para nenhuma das concentracfes analisadas como
podemos observar na Figura 16. Resultado este contraditorio ao que era esperado
tendo em vista que a soja possui varios compostos bioativos entre eles isoflavonas e
vitamina E que proporcionam inimeros beneficios a saude incluindo prote¢éo contra
o estresse oxidativo (Tripathi & Misra, 2005). Isto pode ser explicado, em parte, pela
baixa eficiéncia de extracdo (menor que 50% dos compostos extraiveis foram
efetivamente extraidos) do método/solvente empregados.

Diversas sdo maneiras de interpretacdo dos resultados provenientes do ensaio
de DPPH. A maioria dos resultados sdo expressos como valor de CEso ou Clso, que é
definida como a quantidade de antioxidante necesséario para diminuir ou reduzir a
concentracgéao inicial do radical DPPHe em 50% (Brand-Williams et al., 1995; Chen;
Bertin; Froldi, 2012). Outra maneira de expressar os resultados € interpolar os valores
da absorbéncia em uma curva dose-resposta de um antioxidante padrdo, como o
Trolox e expressar os resultados em concentracdo em equivalentes de Trolox
(Oliveira, 2015)
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Conforme os resultados obtidos para fendis totais, 0 extrato que apresentou
maior atividade antioxidante no ensaio de DPPH foi o produzido por maceracao
dindmica com exposicdo a luz com 335,6 + 19,84 uM equivalente de Trolox para a
concentracdo de 0,3 mg/mL. Esse obteve diferenca significativa estatisticamente em
relacdo aos demais. Os extratos produzidos por maceracdo dinamica sem luz (DSL)
e o0 estatico com luz (ECL) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre sim com
resultados de 285,1 + 7,59 e 281,9 £ 5,97 uM TEAC/g extrato seco, respectivamente.
O ESCL foi que apresentou a menor atividade antioxidante com apenas 183,4 + 15,91
uM TEAC / g de extrato seco. A Figura 17 apresenta os resultados obtidos para o

ensaio de DPPH para os extratos produzidos a partir do residuo do algodao.
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Figura 16. Atividade antioxidante da casca da semente do algoddo obtido por
maceracdo dindmica sem exposicdo a luz (DSL), com exposi¢do a luz (DCL), e
maceracao estatica sem exposicado a luz (ESL) e com exposicao a luz (ECL), pelo
método DPPH na concentragéo de 0,3 mg/mL por 180 minutos. Cada barra representa
a media com * desvio padrdo. Diferenca significativa entre os grupos representado

por diferentes letras (p<0,05), teste de Tukey.
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6.3.2. ABTS

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante
expressos em UM de TEAC/g dos extratos obtidos, pelo método ABTS ((2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico)), a partir das cascas da semente do
algodao. O extrato produzido por maceragdo dindmica sem exposi¢ado a luz ambiente
(DSL) apresentou a maior atividade com média de 207,6 + 21,23 diferindo
significativamente (p< 0,001) dos outros extratos. O ECL obteve 180,7 + 7,06 de
atividade antioxidante em equivalente de Trolox. Enquanto o que apresentou menor
atividade foi o obtido por maceracao estatica sem exposicdo a luz (ESL) com atividade
antioxidante de 103,1 =+ 6,37 uM TEAC.
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Figura 17. Atividade antioxidante expressa em equivalente de trolox (uM TEAC/ g de
extrato seco) nos extratos do residuo das cascas da semente de algodao obtidos por
maceracdo com as variacdes dinamica sem luz (DSL), dinamica com luz (DCL),
estatica com luz (ECL) e estatica sem luz (ESL), pelo método de ABTS. Cada barra
representa a média com + desvio padréo. Diferenca significativa entre os grupos

representado por diferentes letras (p<0,05) por teste de Tukey.
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6.4.ESTABILIDADE OXIDATIVA EM APARELHO RANCIMAT

A determinacéo da atividade antioxidante por meio desta metodologia avalia o
potencial do extrato como aditivo em meios ricos em lipidios, evitando a oxidacao
lipidica. O tempo necessario para gerar compostos secundarios perceptiveis pelo
equipamento é chamado de Tempo de Inducao (TI), é caracterizado pela mudanca na
condutividade da 4gua deionizada devido aos produtos gerados no processo (LAUBLI;
BRUTTEL, 1986). Na Figura 18 estdo apresentados os resultados obtidos para o
ensaio de estabilidade oxidativa através do aparelho Rancimat para a casca da
semente do algodao. O extrato produzido por maceragao de dinamica com exposicao
a luz apresentou o maior tempo de inducdo com diferenca significativa quando
comparado aos outros extratos e a amostra controle (branco) que continha apenas
com a banha suina. O ESL apresentou a menor tempo induc¢éo ficando abaixo do
tempo de inducédo do branco e enquanto o DSL e o ECL apresentaram equivalentes

tempos entre si e com o branco.
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Figura 18. Inibicdo da oxidacéo lipidica (h) para os extratos da casca da semente do
algodado. Cada barra representa a média com + desvio padrdo. Diferenca significativa

entre os grupos representado por diferentes letras (p<0,05) no teste de Tukey.
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O tempo de inducado (TI) € um parametro comparativo muito utilizado para
controle de qualidade de matérias-primas e de processo para se avaliar a eficiéncia
da adicdo de antioxidantes a oxidacdo acelerada, sob condi¢cdes padronizadas.
Desenvolvida por HADORN & ZURCHER (1974), a técnica de determinacdo da
estabilidade oxidativa tem como finalidade o aumento da condutividade elétrica,
utilizando o equipamento denominado Rancimat. Neste aparelho, o fluxo de ar passa
através da banha suina (mantida sob aquecimento em temperatura de 110 °C), depois
borbulha em &gua deionizada, arrastando os acidos carboxilicos volateis
(principalmente acido formico), gerados do processo de oxidagao, que se solubilizam,
aumentando a condutividade elétrica da agua (ANTONIASSI, 2001).

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de estabilidade

oxidativa medida pelo aparelho Rancimat para os extratos da casca da soja.
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Figura 19. Inibicdo da oxidacao lipidica (h) para os extratos da casca da semente da
soja. Cada barra representa a média com + desvio padréo. Diferenga significativa

entre os grupos representado por diferentes letras (p<0,05n0 teste de Tukey.

Os extratos obtidos por maceragéo estatica apresentaram os maiores tempos
de inducdo com diferengca significativa quando comparados ao branco. Foram

equivalentes os extratos produzidos por maceracdo dindmica. Com isso pode-se
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sugerir que os extratos analisados néo solubilizaram de maneira eficiente a banha na

banha suina por possuirem composto majoritariamente polares.

6.5. ANALISE DE CORRELACAO

A andlise de correlacdo apresentou resultados positivos entre o teor de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante como mostra a Tabela 2. Os ensaios
de DPPH e ABTS apresentaram correlagao positiva entre si com R=0,86 e entre o
Rancimat foi de R=0,79 para o DPPH e R= 0,70 para o ABTS. Foi utilizado um
delineamento inteiramente ao acaso com seis repeticdes, para a analise das variaveis
DPPH e ABTS e com trés repeticdes, para a andlise das variaveis teor total de fendis
e rancimat. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o software R Core Team
(2013).

As analises de correlacdo linear de Pearson, entre todas as variaveis,
basearam-se na significancia de seus coeficientes. A classificacao de intensidade da
correlacéo para p < 0,05 foi: muito forte (r £ 0,91 a £ 1,00), forte (r + 0,71 a + 0,9),
meédia (r+ 0,51 a+0,70), fraca (r £ 0,31 a £ 0,50) e muito fraca (r< £ 0,30) (CARVALHO
et al., 2004). Diante disso, podemos classificar a correlagdo da concentracdo de
Fenois Totais das cascas da soja e o teste de estabilidade oxidativa Rancimat como

muito fraca tendo em vista que a mesma apresentou R=-0,17.

Tabela 2. Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis estudadas para a

semente da casca de algodao (CSA) e casca da soja (CS).

DPPH ABTS Rancimat
Fenois Totais (CSA) 0.96** 0.84** 0.80**
DPPH (CSA) 0.86** 0.79*
ABTS (CSA) 0.70*
Fendis Totais (CS) -0.17ms

** @ *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t; ns: ndo significativo.
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7. CONCLUSAO

A maceracédo dinamica foi a técnica mais eficiente na extracdo de compostos
fendlicos e como consequéncia disso a que apresentou maior atividade antioxidante.
A maceracao estatica apesar de resultar em rendimentos de extrato seco equivalentes
e em alguns casos até superior & maceracdo dindmica para as amostras analisadas,
apresentou teor de fendis totais e atividade antioxidante inferiores a DCL, com
excecao dos extratos de casca de soja pelo método rancimat. Quando fixamos a
questdo da agitacdo, e comparamos apenas o efeito da luz, podemos verificar que
nao foi vantajoso produzir os extratos ao abrigo da luz, tendo em vista que 0s extratos
produzidos ao abrigo da luz apresentaram concentracfes de fendlicos equivalentes
aos que foram expostos, e as atividades antioxidantes sempre foram iguais ou

inclusive menores para as amostras protegidas da luz.

Os extratos produzidos a partir da casca da semente do algodao apresentaram
concentracéo fendlica e atividade antioxidante superior comparado a casca da soja
para os métodos de DPPH, ABTS e Rancimat. A cinética de inibi¢cdo do radical DPPH
foi de 3 horas para a CSA.

Existe uma alta correlacdo entre os métodos antioxidantes empregados e o teor
de fendlicos totais. O método de rancimat € o que menos se correlaciona,
provavelmente pela maior polaridade dos compostos em questéo, tendo em vista que
a técnica privilegia compostos apolares, solliveis no meio reacional lipidico

empregado.
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