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RESUMO

Com a crescente busca por alimentos mais saudaveis, naturais e com aparéncia
agradavel, a obtencdo e uso de corantes naturais tornam-se importantes no
mercado atual. Além da funcdo de corante, existem interesses nas propriedades
medicinais e seus efeitos na saude humana. No grupo de corantes naturais, 0S
carotenoides sdo 0s principais pigmentos naturais responsaveis pelas coloracdes
amarela, laranja ou vermelha de muitos alimentos. Seus efeitos benéficos estao
associados as suas propriedades antioxidantes e antidegenerativas. Uma fonte de
carotenoides é o abacate (Persea americana), que contém esses pigmentos em sua
casca, polpa e caroco. No processamento do fruto, o caro¢co € descartado, mas
contém carotenoides. Logo, o caroco de abacate tem potencial para servir de
matéria-prima para a extracdo de corante natural. Este trabalho teve por objetivo
realizar extracdo de carotenoides a partir do caroco de abacate utilizando etanol
como solvente. Os ensaios foram determinados por meio de um Planejamento
Experimental Completo (23) para avaliar os efeitos do volume de solvente (mL),
namero de extracdes e tempo de extracdo (minutos). Foram obtidos extratos com
concentracdo de carotenoides totais entre 9,2 mg/100 g e 14,13 mg/100 g de
amostra. Através da andlise estatistica para cada variavel, observou-se que as
variaveis numero de extracdes e tempo de extracdo foram significativas com efeitos
positivos, indicando que o aumento dos valores dessas variaveis fazem crescer o
teor de carotenoides extraidos. O modelo desenvolvido por superficie de resposta
explica essa variabilidade.

Palavras-chave: extracdo de carotenoides, caroco de abacate, solvente,
planejamento experimental.



ABSTRACT

With the growing demand for healthier food, natural and pleasing appearance,
obtaining and using natural dyes become important in the current market. Besides
the function of dye, there are interests in medicinal properties and their effects on
human health. In the group of natural pigments, carotenoids are the main natural
pigments responsible for the colors yellow, orange or red in many foods. Its beneficial
effects are associated with its antioxidant and antidegeneratives. A source of
carotenoids is the avocado (Persea americana), which contains these pigments in
their peel, pulp and seed. In the processing of the fruit, the seed is discarded, but
contains carotenoids. Therefore, the avocado seed has the potential to serve as raw
material for the extraction of natural dye. This study aimed to perform extraction of
carotenoids from avocado seeds using ethanol as a solvent. The assays were
determined by an experimental design (2 3) for evaluating the effects of solvent
volume (mL), numbers of extractions and extraction time (minutes). Extracts were
obtained with total carotenoid concentration between 9.2 mg/100 g and 14.13
mg/100 g sample. Through statistical analysis for each variable noted that the
variable number of extractions and extraction time were significant with positive
effects indicating the increased values of these variables do grow the content of
carotenoids extracted. The model developed by response surface explains this
variability.

Key-words: extraction of carotenoids, avocado seed, solvent, experimental design.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de corantes em alimentos € um assunto atual e polémico, uma
vez que a principal justificativa, na maioria dos casos, € tornar o produto mais
atrativo. Os corantes sintéticos tém sido questionados devido a seus efeitos
adversos a saude e progressivamente banidos da composicdo de alimentos. Por
isso, é crescente 0 emprego de corantes naturais na indastria alimenticia e de
bebidas por apresentarem auséncia de toxidez, possibilitando uma qualidade de vida
melhor e menos riscos para a saude do consumidor (CONSTANT; STRINGHETA;
SANDI, 2002).

Sabe-se que grande parte da aceitacdo do produto esta relacionada a cor. A
cor € uma caracteristica sensorial muito importante e, embora subjetiva, acaba
induzindo a sensacao global do alimento, sendo associada ao aroma, ao sabor e a
textura. Mais que necessaria para a sobrevivéncia, a alimentacéo é fonte de prazer e
satisfacdo. Dessa forma, a indUstria de alimentos preocupa-se com a aparéncia da
cor dos produtos, para que sejam agradaveis aos olhos dos consumidores
(COLLINS e PLUMBLY, 1995; FREUND et al., 1988).

Os consumidores se mostram cada vez mais interessados nos beneficios da
boa alimentacdo para controle e até mesmo prevencao de doencas. Dessa forma, a
presenca de ingredientes e aditivos naturais € muito valorizada, ainda mais quando
se trata do uso de corantes em alimentos (HARDY, 2000).

Dentre os corantes naturais disponiveis para utilizacdo em alimentos, tem-se
0 grupo de carotenoides. S&o importantes pigmentos naturais e sao responsaveis
pela cor amarela, laranja ou vermelha de muitos alimentos, o que os caracterizam
com propriedade de importancia tecnoldgica, uma vez que a cor € um dos atributos
que tem maior influencia na aceitacdo dos alimentos. Alguns carotenoides sao
precursores de vitamina A e alimentos contendo tais pigmentos podem ser utilizados
no combate a deficiéncia desta vitamina. (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

Uma fonte para extracdo de carotenoides s&o os residuos produzidos no
processamento de vegetais: as cascas, folhas, sementes e carogos. Esses residuos,
em sua grande maioria, descartados poderiam ter utilidade benéfica aos seres

humanos e ao ambiente, ja que contém nutrientes e compostos bioativos.
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Lu et al. (2005) estudaram o abacate e encontraram que a polpa da variedade
Hass continha os seguintes pigmentos e concentragdes: 2,93 ug/g de luteina, 0,11
Mg/g de zeaxantina, 0,25 u/g de B-criptoxantina e a-caroteno, e 0,60 u/g de -
caroteno.

Outras variedades ja foram estudadas, onde a luteina foi o carotenoide
presente em maior quantidade, com carotenoides totais variando 10 a 14 p/g em
peso fresco. A casca apresentou 40 pg/g (peso fresco), enquanto que a
concentracéo de luteina na polpa, era cerca de 50% do contetdo da casca (GROSS,
1973).

Assim como a polpa e a casca, 0 caro¢o do abacate, mais precisamente a
casca que envolve o caroco apresenta relevante quantidade de carotenoides e pode
ser reaproveitada. Um modo de reutilizacdo interessante seria a extracdo desses
pigmentos naturais.

De acordo com a legislacao brasileira, € permitido o uso de corantes naturais
em alimentos obtidos por meio de extracdo com etanol, que é um solvente de custo
acessivel (BRASIL, 2012).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Corantes Naturais

A cor dos alimentos é um dos pardmetros sensoriais mais importantes e esta
diretamente ligado com a sua aceitagdo pelos consumidores. A cor é a primeira
caracteristica percebida pelo publico e, muitas vezes, é decisiva para compra ou
consumo de um produto.

Essa caracteristica € ainda importante para associacdo com o sabor dos
alimentos. Por isso, os fabricantes preocupam-se em aplicar corantes para
reestabelecer uma cor perdida no processamento do alimento, e tornar novamente
esse alimento desejavel (CLIFFORD, 2000).

Para utilizacdo em alimentos, tém-se disponiveis corantes de duas grandes
principais classes: naturais e sintéticos. Os corantes sintéticos possuem baixo custo
de producdo e, a0 mesmo tempo, maior estabilidade. Porém, o uso de aditivos
sintéticos permitidos no Brasil diminui a cada ano, abrindo espaco no mercado para
0s pigmentos naturais (CONSTANT, 2002).

Os anos passam e a expectativa de vida aumenta. Inerente a isso, estado as
especulacdes na midia sobre questdes relativas a saude e bem-estar. Os
consumidores se mostram cada vez mais interessados nos beneficios da boa
alimentacdo para controle e até mesmo prevencdo de doencas. Dessa forma, a
presenca de ingredientes e aditivos naturais € bastante valorizada, principalmente
guando se trata do uso de corantes em alimentos (HARDY, 2000).

No Brasil, a legislacdo vigente para o emprego de corantes em alimentos
conta do decreto de 1965, modificada em 1997, pela portaria n° 540. De acordo com
o Ministério da Saude, os corantes sao classificados como: corante organico natural
(obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha
sido isolado com o emprego de processo tecnoldgico adequado), corante organico
sintético (aquele obtido por sintese organica mediante o emprego de processo
tecnolégico adequado), corante artificial (corante organico sintético ndo encontrado
em produtos naturais), corante organico sintético idéntico ao natural (corante
organico sintético cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo isolado de
corante organico natura) e corante inorganico ou pigmento (obtido a partir de

substancias minerais e submetido a processos de elaboracdo e purificacdo
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adequados a seu emprego em alimento). Os alimentos adicionados de corantes
organicos naturais nao precisam apresentar o termo “colorido artificialmente” em sua
rotulagem, ja aqueles que contém corantes artificiais devem, impreterivelmente, ter
essa declaracdo (BRASIL, 2012).

Segundo Netto (2009), os corantes que tém sido mais empregados pela
industria de alimentos séo extratos de urucum, carmim de cochonilha, curcumina,

antocianinas e betalainas.

2.1.1 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis por conferirem cor
amarela, laranja ou vermelha a muitos alimentos. A cor € uma propriedade de
grande importancia tecnolégica, pois influencia diretamente na aceitacdo dos
produtos. No entanto, os beneficios que esses compostos sdo capazes de trazer a
saude humana é que séo alvos de estudo de grupos de pesquisa do mundo inteiro
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Na Figura 1, sdo apresentadas as estruturas dos

carotenoides considerados mais importantes para a saude humana.

Figura 1 - Estruturas dos carotenoides considerados importantes para a

saude (Fonte: Tabela Brasileira de Carotenoides, 2008).
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Com mais de 600 estruturas ja caracterizadas, os carotenoides formam um
grande grupo de pigmentos amplamente presentes na natureza (FRASER, 2004;
ASTORG, 1997; SU, 2002; WINTHERHALTER, 2002). Identificados em organismos
fotossintetizantes e néo fotossintetizantes, plantas superiores, algas, fungos,
bactérias e em alguns animais (FRASER, 2004; SU, 2002; MALDONADO-
ROBLEDO; 2003), sédo responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho de frutas,
vegetais, fungos e flores (MALDONADO-ROBLEDO, 2003). Além disso, s&o
utiizados comercialmente como corantes alimenticios e em suplementos
nutricionais, com um mercado global estimado em US$ 935 milh&es no ano de 2005
(FRASER, 2004).

2.1.2 Acao Antioxidante

Alguns carotenoides sdo precursores de vitamina A e, para combater a
deficiéncia dessa vitamina, alimentos ricos em pré-vitaminas A sao bastante
indicados. Além disso, o fortalecimento do sistema imunoldgico, a diminuicdo do
risco de doencas degenerativas como o cancer, doencas cardiovasculares,
degeneracdo macular e catarata tem sido atribuidas aos carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Estudos indicam que os carotenoides desempenham papel importante na
saude dos seres humanos, sendo, por exemplo, essenciais para a visdo. Embora
muitas hipoéteses ja tenham sido comprovadas, suas funcdes ndo sao consideradas
elucidadas por completo em seres vivos. O B-caroteno e outros carotenoides sdo
reconhecidos desde século XX como as principais fontes de vitamina A. Mais
recentemente, efeitos benéficos de carotenoides contra canceres, doencas
cardiovasculares e degeneracdo macular foram detectados e estimularam intensas
investigacdes sobre a funcdo desses compostos como antioxidantes e como
reguladores do sistema imune (DELGADO-VARGAS, 2000).

Por exemplo, o licopeno, que é um caroteno presente em produtos de tomate,
previne a oxidag&o do LDL, diminuindo o risco de doencas do coracdo (AGARWAL,

1998). Carotenoides sao eficientes a favor do sistema imunolégico e na
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comunicacao intracelular, sendo considerados benéficos contra males trazidos pelo
envelhecimento (UENOJO, 2007).

Estudos demonstram que tanto a luteina e a zeaxantina sdo seletivamente
depositada na retina e que impedem contra a degeneracdo macular, uma das
principais causas de cegueira em pessoas com mais de 60 anos de idade
(KRINSKY, LANDRUM, e BONE, 2003). A luteina, embora ndo tenha atividade de
pré-vitamina A, possui atividade antioxidante, o que é uma das propriedades mais

importantes do grupo dos carotenoides.

2.1.3 Fontes de Carotenoides

Carotenoides constituem um grupo importante de pigmentos naturais e sao

responsaveis pelas cores de muitas frutas, hortalicas, gema de ovo, crustaceos e
alguns peixes (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).
Apesar de existirem em um numero muito maior, apenas cerca de 40 deles estéo
presentes na dieta diaria das pessoas. Quase 90% dos carotenoides ingeridos pelos
humanos sao representados por [B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina e
criptoxantina (GERSTER, 1997).

Segundo Rodriguez-Amaya (2008), buriti, manga e goiaba sao fontes de (-
caroteno. Ja nectarina, caja, mamao papaia e pitanga sao fontes de B- criptoxantina.

Nos vegetais folhosos, os principais carotenoides encontrados sao: luteina, B-
caroteno, violaxantina e neoxantina (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Murillo et al (2010) estudaram o conteudo de carotenoides totais e
comprovaram que a presenca desses pigmentos é significativa. Obtiveram
resultados como 124 + 8, 7 ug/g para espinafre, 97,7 + 10,5 ug/g para agriao, 97,2 £
12,6 pg/g para chicéria, 173 + 35,2 ug/g para abdbora, 140 + 18,6 ug/g para pimenta

vermelha e 91,0 = 8,3 pg/g para cenoura.

2.2Abacate

O abacate (Persea americana Mill.) € um alimento com boa qualidade nutritiva,
porque possui alto teor de fibras, sais minerais, vitamina E (USDA, 2007) e também
significativo conteudo de acidos graxos insaturados, que auxiliam na prevencao de

doencas cardiovasculares (TANGO et al., 2004). Além disso, estudos demonstram
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que no abacate tem-se a presenca de carotenoides, compostos lipofilicos benéficos
para a saude (DING et al., 2007).

Sao muitas variedades de abacates no mundo, o que ajuda a sua difusdo e sua
qualificacdo comercial nas diferentes regibes e paises consumidores, cuja
preferéncia segue o habito alimentar, sendo escolhidas conforme suas
caracteristicas. Os cultivares mais consumidos no Brasil sdo Geada, Quintal, Breda,
Fortuna e Margarida, 0s quais possuem um gosto mais doce, atendendo as
caracteristicas do habito alimentar do consumidor brasileiro. As regides sudeste e
nordeste do Brasil sdo aquelas que mais compram a fruta para consumir como fonte
de alimentacdo, para consumo in natura. Além disso, o abacate pode ser excelente
fonte de 6leos e pode ainda ser utilizado em produtos do setor de cosméticos
(ABACATE, 2012).

O abacateiro € cultivado por toda a extensao do territério brasileiro. Tango e
Turatti (1992) afirmam que € uma das plantas que mais rende por unidade de &rea
cultivada.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a producédo de
abacates no Rio Grande do Sul, em 2011, foi de 6.907 toneladas, com uma area
plantada de 552 hectares. O rendimento médio do cultivo foi de 12.512 kg/hectare,
totalizando um valor de producéo de R$ 6.631.000,00.

Abacates apresentam altos teores de lipideos em sua polpa e, portanto,
constituem-se uma matéria-prima importante para obtencdo de 6leo. Analisando a
quantidade de 6leo que pode ser obtida por unidade de area plantada, de acordo
com estudos comparativos realizados por Canto et al. (1980) com algodéao,
amendoim e soja, € bem mais elevada do que de qualquer dessas sementes
oleaginosas cultivadas. Ou seja, a extracdo de 6leo de abacate torna-se interessante
no cenario brasileiro, mas deve-se pensar ainda em um destino comercial para seus

subprodutos: casca e caroco, que representam cerca de 30% do total do fruto.

2.2.1 Caroco de Abacate

O Brasil € um dos grandes exportadores de alimentos do mundo. Porém, é
também um dos maiores contribuintes quando se trata de desperdicio e geracéo de

lixo no planeta. Com uma producéo que alcanca cerca de 140 milhGes de toneladas
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de alimentos por ano (GONDIM et al., 2005), o pais exporta grande quantidade de
produtos agricolas, mas mantém uma parcela da sociedade excluida, sem acesso a
alimentacéo de qualidade.

O desperdicio, aléem da enorme geracdo de residuos, esta ligado a outros
problemas sociais, como a fome e a desnutricdo, que atingem parte da populagao
brasileira. Fatos como esses motivam estudos para maximizar o aproveitamento dos
alimentos e até mesmo sua utilizacdo integral, visando melhorar aspectos
nutricionais das refei¢des, incorporando subprodutos ricos em compostos bioativos
na dieta dos brasileiros, além de diminuir o impacto ambiental e a despesa do
consumidor.

Ao consumir o abacate, utiliza-se, na grande maioria das vezes, apenas a
polpa do fruto. O restante, casca e caro¢o, ndo tem nenhum aproveitamento e séao
jogados no lixo, embora ja tenham sido realizados estudos que comprovam a
presenca de micronutrientes importantes para os seres humanos, tanto na casca
guanto no caroco de abacate.

Lu et al. (2005) estudaram o abacate e encontraram que a polpa da variedade
Hass continha os seguintes pigmentos e concentracfes: 2,93 pg/g de luteina, 0,11
Mg/g de zeaxantina, 0,25 u/g de B-criptoxantina e a-caroteno, e 0,60 p/g de B-
caroteno.

Outras variedades ja foram estudadas, onde a luteina foi o carotenoide
presente em maior quantidade, com carotenoides totais variando 10 a 14 p/g em
peso fresco. A casca apresentou 40 pg/g (peso fresco), enquanto que a
concentracdo de luteina na polpa, era cerca de 50% do conteudo da casca (GROSS,
1973).

Assim como a polpa e a casca, 0 caro¢o do abacate, mais precisamente a
casca que envolve o caroco apresenta relevante quantidade de carotenoides e pode
ser reaproveitada. Um modo de reutilizacdo interessante seria a extracdo desses

pigmentos naturais.

2.3Extracao e Separacao de Carotenoides

O solvente a ser utilizado na extracdo de carotenoides varia de acordo com a

amostra em analise. Segundo Mercadante (1999), a acetona € um solvente eficiente
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guando se trabalha com alimentos in natura; jA o acetato de etila e o dietil éter sdo
capazes de realizar extragcbes mais eficazes quando aplicados em produtos secos
ou liofilizados.

Ja foram realizadas pesquisas de extracdo e separacdo de carotenoides em
diversos alimentos. Ashton et al (2006) estudaram a variedade de abacate Hass
quanto a presenc¢a de pigmentos na sua casca, utilizando acetona como solvente,
encontrando 2,05 mg de luteina a cada 100 g de amostra.

Ja Ajila et al (2007) pesquisaram, na india, o contetido de carotenoides totais
na casca de manga e essas extragoes foram realizadas com etanol e acetona. O
melhor resultado obtido foi de 403 mg/100g de casca, utilizando o método
espectrofotométrico de Davis.

Outro estudo realizado em subproduto da industria de alimentos foi uma
pesquisa realizada por Lutterodt et al (2011), em farinha de semente de uva, dessa
vez utilizando hexano como solvente. O teor mais elevado de B-caroteno foi 466
mg/100g de farinha de semente de uva, para luteina foi de 96 mg/100g, 15,95
mg/100g para zeaxantina e 5,4 mg/100g de criptoxantina.

Um dos métodos mais utilizados para separacdo de carotenoides € a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), onde s&o utilizadas colunas de
silica gel (C3 ou Cig) (MECARDANTE, 1997). Métodos espectrofotométricos
também podem ser utilizados para analise de carotenoides, segundo Ajila et al

(2007), no estudo da casca de manga.

2.4Mercado e Aplicagdo em Alimentos

Sabe-se que as diversas etapas de processamento na industria de alimentos
podem degradar os pigmentos naturais presentes nos produtos. Corantes sao
adicionados para retomar a cor original do alimento ou até mesmo ligar a cor ao seu
aroma, tornando-os mais atrativos aos consumidores (CONSTANT, 2002).

Durante anos o maior representante dos carotenoides, o 3-caroteno, tem sido
aplicado como corante na industria de alimentos. Calcula-se que esse mercado
tenha movimentado cerca de 242 milhdes de dolares em 2004 (GUZMAN, 2005).

A legislacdo brasileira vigente permite a utilizacdo dos seguintes solventes e

veiculos de emprego autorizado na elaboracdo e processamento dos corantes:
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agua, acucares, alcool etilico, amidos, cloreto de sodio, dextrina, gelatina, glicerol,
Oleos e gorduras comestiveis (BRASIL, 2012). Logo, tem-se uma gama de
compostos 0s quais podem estar presentes na etapa de extracdo, no caso dos
pigmentos naturais, ou na etapa de producédo dos corantes artificiais, 0 que permite
a aplicagcdo de diversas tecnologias no processo de obtencdo dos mesmos,

permitindo, posteriormente, seu uso em alimentos.
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3. ARTIGO — OBTENCAO DE CORANTE NATURAL A PARTIR DE CAROCO
DE ABACATE (Persa americana)

3.1INTRODUCAO

Os carotenoides sdo importantes pigmentos naturais e sao responsaveis pela
cor amarela, laranja ou vermelha de muitos alimentos, o que os caracterizam com
propriedade de importancia tecnoldgica, uma vez que a cor € um dos atributos que
tem maior influencia na aceitacdo dos alimentos. Alguns carotenoides sé&o
precursores de vitamina A e alimentos contendo tais pigmentos podem ser utilizados
no combate a deficiéncia desta vitamina. Outras atividades biologicas tém sido
atribuidas aos carotenoides, como fortalecimento do sistema imunolégico e a
diminuicio do risco de doencas degenerativas como cancer, doencas
cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata (RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008).

Os carotenoides podem ser encontrados em frutos como abacate, uma vez
que estudos revelaram que este contém tais componentes lipofilicos potencialmente
anticarcinogénicos (Ding, Chin, Kinghorn, & D’Ambrosio, 2007). O abacate também
€ rico em acidos graxos insaturados, fibras, vitaminas B e E, dentre outros nutrientes
(Gomez Lopez, 1998).

Segundo dados do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a
area plantada para producao de abacate no Brasil, em 2010, foi de 11.051 hectares
e seu volume de producédo foi de 152.181 toneladas. Essa producdo teve um
aumento de 9,4% em relacdo ao ano anterior e equivale a aproximadamente R$
73,5 milhdes.

No Brasil, existem algumas industrias que realizam a extracdo do Oleo de
abacate, mas esse volume ainda é muito pequeno. O 6leo de abacate apresenta
propriedades semelhantes ao 6leo de oliva, que possui alto custo sendo
amplamente consumido (CANTO, 1980). Embora haja uma pequena producéo
desse Oleo e ndo existam ainda muitas tecnologias para melhorar suas qualidades
sensoriais e assim difundi-lo, residuos como a casca e o caro¢o do abacate ndo tém

aproveitamento comercial.
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Devido a preocupagdo com o0 meio ambiente torna-se cada vez mais
importante a o desenvolvimento de tecnologias que sejam capazes de aproveitar ao
maximo todos os residuos gerados pelas industrias. Segundo pesquisa realizada
pela FEPAM, instituicdo responsavel pelo licenciamento ambiental no Rio Grande do
Sul, no ano de 2003, o setor de alimentos foi responsavel por 665.451 toneladas/ano
de residuos sélidos industriais ndo perigosos, esse valor equivale a 30% de todos 0s
residuos solidos gerados por todos os setores industriais no Estado. Diante do
exposto, a utilizacdo do caroco de abacate como fonte para extracdo de
carotenoides, que possam ser utilizados como corantes naturais em alimentos,
torna-se uma opcéao de interesse econdémico.

Aliado a estes fatos, nos ultimos tempos a utilizacdo de corantes artificiais
vem sendo questionada pela populacédo, e cada vez mais, o publico se interessa
pela aplicacdo de corantes naturais, o que 0s torna uma tendéncia no mercado e
possui apelo comercial positivo pelos seus beneficios a sadde humana
(MICROENCAPSULAMENTO, 2006).

A utilizacdo de corantes naturais ainda € vantajosa na questdo de que,
atualmente, os consumidores valorizam os produtos naturais como substitutos de
corantes sintéticos. Dessa forma, o desenvolvimento de produtos atrativos e naturais
torna-se uma oportunidade no mercado de alimentos.

Em busca de alternativas para aproveitamento de residuos de alimentos, este
trabalho teve por objetivo avaliar parametros para de extracdo de carotenoides a

partir de caroco de abacate (Persa americana).

3.2MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

Os abacates (Persea americana) da variedade Fortuna foram adquiridos nas
Centrais de Abastecimento do Rio Grande do Sul S.A — CEASA/RS, em Porto
Alegre, no més de setembro de 2012. Todos os frutos foram provenientes do mesmo

lote, para evitar variagdes inerentes as analises realizadas.
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Visualmente, os abacates foram selecionados no mesmo grau de maturidade,
sendo mantidos a temperatura ambiente, até a retirada do caro¢o, quando o fruto
apresentava estagio 6timo de maturacéo para 0 consumo.

Devido a cor mais intensa na parte externa do caroco (casca) e a coloracéo
branca do miolo, para controle -da amostragem, evitando variagoes inerentes, optou-
se pela retirada da casca do caroco e a utilizacdo da mesma nos ensaios
experimentais.

Apés a retirada dos carocos dos abacates, estes foram descascados
manualmente e as cascas foram trituradas em liquidificador para formacdo de
pequenas particulas, para realizacdo dos ensaios de extracdo. O processamento foi
realizado no Laboratério de Compostos Bioativos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICTA/UFRGS).

O solvente utilizado para extracdo dos carotenoides da casca do caroco de

abacate foi etanol absoluto (minimo 99,5%; marca Nuclear).

3.2.2 Umidade

Para expressar os resultados em base seca, foi realizado ensaio para
determinacdo de umidade na casca do caroco de abacate, de acordo com
metodologia da AOAC (2005), obtida pela perda de peso em estufa regulada a
105 °C.

3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises de separacdo e identificacdo de carotenoides presentes no
caroco de abacate foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Os carotenoides foram obtidos por meio de extragdo exaustiva de uma
amostra de 1,0 g através do equipamento Ultra-Turrax® da marca IKA®, modelo T25
digital.

O extrato foi concentrado em rotaevaporador (marca Fisatom, modelo 801)
em temperatura de 35 °C, posteriormente foi diluido em 1,0 mL de éter terc-metil-
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butilico (MTBE) grau HPLC, colocado em ultrasom (Unique, modelo USC 1400, S&o
Paulo, Brasil) por 5 minutos e filtrado em filtro Millipore (0,45um).

As analises foram realizadas em Cromatografo Agilent 1100 Series equipado
com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters série 2695) e
detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual |).

Utilizou-se o método proposto por Zanatta e Mercadante, (2007), coluna Czq
YMC polimérica de fase reversa, 250 mm de comprimento x 4,6 mm de diametro
interno, 3 um de tamanho das particulas. O gradiente de eluicdo da fase movel foi
composto por: dgua / metanol / terc-metil-butil-éter (MTBE) iniciando na proporcao
de 5:90:5, atingindo em 12 minutos: 0:95:5, em 25 minutos: 0:89:11, em 40 minutos:
0:75:25 e, finalmente, ap6s 60 minutos 00:50:50, com vazao de 1 mL/min, a 33°C.

Os cromatogramas foram processados em comprimento de onda fixo de 450
nm. A identificacdo foi realizada comparando os tempos de retencdo dos picos
obtidos para o padréao e para as amostras, analisados sob as mesmas condi¢des.

A quantificacéo foi realizada através da construcédo de curvas padrées para
os carotenoides. As faixas de concentracdo utilizadas nas curvas foram de 5 a 50
pg/mL para p-caroteno, a-caroteno de 2 a 25 pg/mL, luteina de 1 a 65 pg/mL,
criptoxantina de 4 a 100 pg/mL e zeaxantina de 1 a 40 pg/mL.

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) sao, respectivamente, para
B-caroteno: 6,53x107 e 10,89x102 mg/kg; para luteina: 6,9x10° e 1,15x102 mg/kg;
para criptoxantina: 2,11x10? e 3,51x10° mg/kg; para zeaxantina: 9,56x107 e
1,59x102 mg/kg e para a-caroteno: 1,97x10? e 3,28x10 mg/kg.

3.2.4 Extracao de Carotenoides

Os ensaios de extragcdo foram realizados baseados em um Planejamento
Experimental Completo (23), para avaliar a variacdo do volume de solvente (mL), o
namero de extracdes e o tempo (minutos) das mesmas e, dessa forma, obter as

melhores condi¢Oes para essa extracao (Tabela 1).
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Tabela 1 - Niveis das variaveis para o planejamento experimental fatorial completo
2°,

Niveis
Variaveis < -1 0 1 g
Volume de Solvente (mL) 24,8 35 50 65 75,2
Numero de Extracdes 1 2 4 6 7
Tempo de Extracao (min) 1,6 5 10 15 18,4

A extracdo foi realizada por meio de agitador magnético (marca Fisatom,
modelo 752A). Apés o tempo estabelecido, o material foi filtrado a vacuo em funil de
Buchner com papel filtro, para reter o residuo, sendo o extrato foi evaporado
totalmente em rotaevaporador (marca Fisatom, modelo 801) em temperatura de
35°C. Na etapa seguinte, o extrato foi redissolvido para posterior leitura em
espectrofotometro (Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-visible).

Todos os ensaios foram realizados em ordem aleatoria (Tabela 2).

Tabela 2 - Condi¢Bes experimentais para o planejamento fatorial completo 23,

Numero de Tempo de Extracao
Ensaio Volume de Solvente (mL) Extracoes (minutos)
1 35 2 5
2 65 2 5
3 35 6 5
4 65 6 5
5 35 2 15
6 65 2 15
7 35 6 15
8 65 6 15
9 50 4 10
10 50 4 10
11 50 4 10
12 24,8 4 10
13 75,2 4 10
14 50 1 10
15 50 7 10
16 50 4 1,6
17 50 4 18,4
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3.2.5 Quantificacdo de Carotenoides

A quantificacdo dos carotenoides presentes no extrato obtido a partir da casca
do caroco do abacate foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel da (Agilent 8453
Sistema de Espectroscopia UV-visible), efetuando-se leituras das absorbancias em
comprimento de onda de 445 nm de acordo com Rodriguez-Amaya (2001).

O célculo do teor de Luteina por 100 gramas de casca de caro¢o de abacate

foi obtido pela Equacéo.

A+y(mL)-10° x(ng)
x (1g) = : X (ng/g)=
A%+ 100 weight of sample (g)

Onde:
A: absorbancia da amostra.

Y: volume da solugéo que originou a absorbancia A.

A, ... coeficiente de absorbancia do carotenoide no solvente utilizado, nesse
caso com valor de 2550.

Os resultados foram analisados estatisticamente pela utilizagdo do Software
Statistica 7.1, com um intervalo de confianga de 95%.

3.3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analise realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia indicou que o
carotenoide encontrado em maior quantidade no caroco do abacate foi a luteina.
Também foram identificados os carotenoides a-caroteno, (3-caroteno e zeaxantina,
em menores quantidades (Figura 1 e Tabela 3). A luteina tem sido indicada como

um carotenoide importante, sobretudo para a visdo. Segundo Krinsky et al (2003), a
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luteina € um carotenoide com efeito protetor oftalmolégico. Bone et al (2001) ainda
ressalta que altas concentracdes de luteina na retina diminuem consideravelmente

as chances de desenvolvimento de degeneracdo macular.

Figura 2 — Cromatograma obtido para analise de carotenoides a partir da
casca do caroco de abacate. Identificacdo dos picos vide Tabela 1. CondigGes
cromatografica vide texto.

Sinal a450 nm {mAU)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de retencdo (minutos)

Pico Tempo de Retencdo (min) Carotenoide Identificado
1 19,2 Luteina
2 28,2 Zeaxantina
3 39 a-Caroteno
4 43,7 B-Caroteno

Tabela 3 — Identificacdo dos picos numerados na Figura 2.
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3.3.2 Teor de Umidade

O teor de umidade da casca, encontrado de acordo com a metodologia AOAC
(2005), foi de 94,8% =+ 0,14. Esse resultado foi utilizado para expressar a

qguantificacdo dos extratos de carotenoides em quantidade de matéria seca.

3.3.3 Quantificacdo dos Extratos de Carotenoides
Os resultados da quantificacdo de carotenoides totais em teores de luteina

para cada ensaio de extracdo realizado sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 4 - Resultados da extracdo de carotenoides totais da casca do caroco

de abacate para cada ensaio do planejamento experimental completo 23,

Concentracao*
Volume de Numero de Tempo de Extracéo
Ensaio  Solvente (mL) Extracdes (minutos) (mg/100g)
1 35 2 5 9,692
2 65 2 5 10,284
3 35 6 5 13,303
4 65 6 5 10,130
5 35 2 15 11,719
6 65 2 15 13,849
7 35 6 15 12,100
8 65 6 15 12,087
9 50 4 10 10,571
10 50 4 10 10,930
11 50 4 10 9,812
12 24,8 4 10 12,487
13 75,2 4 10 11,592
14 50 1 10 9,205
15 50 7 10 13,613
16 50 4 1,6 10,451
17 50 4 18,4 14,139

*Os valores estdo expressos em matéria seca.
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Os valores de concentragdo de carotenoides totais obtidos nos ensaios de
extracao variaram de 9,205 até 14,139 mg/100g de amostra. O ensaio numero 14
apresentou o menor valor e foi realizado com apenas uma extracdo de dez minutos,
utilizando 50 mL de solvente.

A maior concentragao de carotenoides foi encontrada no ensaio 17, que foi
realizado por meio de 4 extracbes de 18,4 minutos, com 50 mL de solvente. Na
tabela 4 sdo apresentados os efeitos das variaveis independentes e suas interacdes

para o conteudo de carotenoides totais de cada ensaio.

Tabela 5 - Efeitos estimados pelo modelo de regressao para a quantificacao

de carotenoides a partir da casca de caroco de abacate.

Variaveis Efeitos
) Erro Puro t - valor p - valor
Independentes Estimados

Interceptagéo 10,46160 0,511308 20,46046 0,000000
Volume (L) -0,28834 0,480510 -0,60007 0,567368
Volume (Q) 0,97380 0,529367 1,83955 0,108416
Nl]me~ro de 1,38996 0,480510 2,89268 0,023227

Extracdes (L)

Extracdes (Q) 0,52683 0,529367 0,99521 0,352785
Tempo (L) 1,83816 0,480510 3,82544 0,006496
Tempo (Q) 1,15488 0,529367 2,18161 0,065484

Volume - Extracoes -1,47711 0,627540 -2,35381 0,050802
Volume - Tempo 1,17404 0,627540 1,87086 0,103547
Extrac6es - Tempo -1,20927 0,627540 -1,92700 0,095342

Os resultados indicaram que as duas variaveis numero de extracdes (p
=0,023227) e tempo (p =0,006496) foram significativas com efeitos positivos. Esse
fato indica que para aumentar o teor de carotenoides no extrato, devem-se aumentar
tais variaveis.

O modelo desenvolvido por meio de analise de superficie de resposta para o
total rendimento de carotenoides (Tabela 4) foi significativo para p < 0,05 e 85,8% da
variabilidade foi explicada pelo modelo (R®> = 0,858). Através da ANOVA da



32

regressao (anexo 1), observou-se que F calculado (6,3284) foi maior que o F
tabelado (3,2927), validando o modelo e tornando possivel, dessa forma, a
apresentacdo das superficies de resposta e contorno. As duas variaveis sao
responsaveis por afetarem linearmente o resultado da extracdo de carotenoides.

As superficies de resposta (Figura 3a) e de contorno (Figura 3b) mostram os
efeitos volume de solvente (mL) e do nimero de extracdes na quantificacdo de

carotenoides a partir de casca de caroco de abacate.

Figura 3 - Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) para os
efeitos de volume de solvente (mL) e nUmero de extracdes expresso em conteldo

de carotenoides (mg/100g).
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Numero de Extragdes

248 35 50 65 75,2
Volume (mL)

A extracdo de carotenoides da casca do caro¢co de abacate desse estudo foi
influenciada, também, pelo volume de solvente e pelo tempo de extracdo. O volume
de solvente ndo aumentou significativamente a extracdo dos pigmentos, para 95%
de confianca no modelo quadratico, sendo que os melhores resultados foram obtidos
com os valores de volume de solvente de 50 mL. Porém, para 90% de confianca,
esse parametro seria considerado significativo. As superficies de resposta (Figura

4a) e de contorno (Figura 4b) mostram tais efeitos.

Figura 4 - Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) para os
efeitos de volume de solvente (mL) e tempo (minutos) de extracdo expresso em

conteudo de carotenoides (mg/100g).
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O tempo de extracdo (minutos) mostrou-se estatisticamente significativo
quanto a extracao de carotenoides totais, sendo os melhores resultados obtidos com
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os valores dessas variaveis sendo de 4 extragfes e 18,4 minutos, o tempo maximo
utilizado nos ensaios (14,139 mg/100g).

Durante a realizacdo dos ensaios, percebeu-se que as primeiras extracdes
apresentaram maior efetividade, com coloragdo mais intensa. Dessa forma, ndo é de
interesse extrair muito mais do que 2 a 4 vezes, pois iSSO representaria um perda de
solvente e tempo de extracdo para obtencdo de uma pequena quantidade de
pigmento.

Os efeitos das variaveis tempo de extracdo (minutos) e niumero de extracoes,
parametros significativos no planejamento, sdo bem representados pelas superficies
de resposta (Figura 5a) e de contorno (Figura 5b), tratando-se da obtencéo de
carotenoides a partir de casca do caroco de abacate. Os maiores teores de
carotenoides totais foram obtidos nos ensaios com numero de extragbes = 4 e com
tempo = 15 minutos.

A mesma observagdo em relacdo ao numero de extracbes vale para o tempo,
uma vez que foi observado que nos primeiros minutos ocorre maior extracdo dos
carotenoides. Uma extracdo por longo tempo ndo apresentaria vantagens, pois
esses compostos degradam-se facilmente com na presenca de luz, oxigénio e

temperaturas mais elevadas (Rodriguez-Amaya, 2008).

Figura 5 - Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) para os
efeitos de tempo de extracdo (minutos) e numero de extracdes expresso em

conteudo de carotenoides (mg/100g).
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Na literatura consultada nao foram encontradas pesquisas avaliando a
quantidade de carotenoides presentes na casca do caro¢o de abacate, mas existem
estudos referentes a casca externa do fruto. Ashton et al (2006) estudaram a
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variedade de abacate Hass quanto a presenca de pigmentos na sua casca. Foram
realizadas extracées com 5 mL de BHT 0,1% em acetona, com adi¢do de 100 mg de
NaCO3 para cada 1g de amostra. A maceracédo foi feita em homogeneizador Ultra
Turrax por até 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado Na,SO, e a solucéo foi
deixada em repouso por uma noite, sendo mantida a 4°C. J4& em temperatura
ambiente, 2 mL de éter dietilico e 8 mL de NaCl 10% foram adicionados a 2 mL do
extrato. A nova solucao foi seca sob N, em 30°C. O concentrado foi redissolvido em
0,8 mL de BHT 0,1%/acetona e agitado em vortex. O sobrenadante foi analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Segundo Ashton et al (2006) a luteina foi o carotenoide encontrado em maior
quantidade na casca do abacate Hass, 2,05 mg/100g de amostra. Esse pigmento é
muito importante sob a perspectiva de saude e em mais um estudo demonstra-se a
sua presenca em parte do fruto que é geralmente descartada.

Ajila et al (2007) pesquisaram, na india, o contetido de carotenoides totais na
casca de manga, madura e verde. Foram realizadas extracdes com etanol e
acetona. O teor desses pigmentos foi estimado utilizando os métodos
espectrofotométricos de Davis (1976) e Litchenthaler (1987). O melhor resultado foi
obtido pelo método de Davis, para manga madura, de 403 mg/100g de casca. Os
autores nédo identificaram qual o carotenoide majoritario presente na casca do fruto.
O subproduto do processamento de frutas gerado em maior quantidade sédo as
cascas, que, no caso da manga equivalem até 20% em peso da fruta. Atualmente, o
tratamento de residuos tem alto custo e por isso, a utilizacdo das cascas como fonte
de compostos antioxidantes torna-se interessante, principalmente do ponto de vista
de beneficios a saide humana. No caso do abacate, a casca externa representa em
torno de 12% da fruta, e o caroco, em torno de 18%. Ou seja, aproximadamente
30% nao tem aproveitamento e acaba como residuo sélido no meio ambiente. Esse
dado € um incentivo para o desenvolvimento de técnicas de aproveitamento de
compostos bioativos presentes no abacate.

Wang et al (2010) estudaram, separadamente, a casca, a polpa e o carogo do
abacate (inteiro) de sete diferentes cultivares. Anteriormente a extracdo com
solvente, as porc¢des foram liofilizadas. A extragédo foi realizada com amostras de
0,5g com cloroférmio/metanol (2:1, v/v). Os tubos de extracdo foram agitados em

vortex e mantidos a baixas temperaturas. Depois de filtrado e seco, o extrato foi
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redissolvido em acetona 80%. A absorbancia foi medida em espectrofotometro
UV/Visivel, utilizando acetona 80% como branco. A concentracdo de carotenoides
totais foi calculada utilizando A, = 2290 com comprimento de onda fixo de 470
nm.

Os melhores resultados de carotenoides totais obtidos por Wang et al (2010)
foram de 0,67 mg/100g para o caroco inteiro, 0,77 mg/100g para a polpa e 1,93
mg/100g para a polpa do abacate. Comparando esses teores com 0 estudo em
questdo, pode-se dizer que os resultados sdo coerentes, jA que visualmente
percebe-se que a maior quantidade de pigmentos encontra na casca do caroco de
abacate. Wang et al (2010) utilizaram o caroco inteiro e por isso obtiveram um teor
de carotenoides totais bastante reduzido em relacdo a casca do caroco em
particular.

Outro estudo realizado em subproduto da industria de alimentos foi uma
pesquisa realizada por Lutterodt et al (2011), em farinha de semente de uva de
quatro cultivares diferentes. Foram analisados teores de [-caroteno, luteina,
zeaxantina e criptoxantina. A extracdo desses componentes foi realizada utilizando
hexano como solvente. A identificacdo de carotenoides foi obtida por meio de
comparacdo de tempos de retencdo, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

O teor mais elevado de B-caroteno foi 466 mg/100g de farinha de semente de
uva, para luteina foi de 96 mg/100g, 15,95 mg/100g para zeaxantina e 5,4 mg/100g
de criptoxantina. Esses valores apresentam-se bem mais altos em relacdo a casca
de caroco de abacate, mas ressaltam a presenca de compostos antioxidantes
importantes e em grande quantidade em mais um residuo da agroindustria que pode
agregar valor a producéo agricola e diminuir impactos ambientais.

Muitas etapas de processamento na industria de alimentos podem degradar
0S pigmentos naturais presentes nos produtos. Adicionam-se corantes novamente
para retomar a cor original do alimento ou até mesmo ligar a cor ao seu aroma,
tornando-os mais atrativos aos consumidores. (CONSTANT, 2002)

O extrato alcoolico deste estudo contem carotenoides, obtidos através do
caroco de abacate, que € um residuo, e pode ser utilizado como corante natural em
alimentos. Industrialmente, esse tipo de corante pode, sem problema algum, ser

utilizado em bebidas carbonatadas, confeitos, sorvetes, gelatinas e produtos lacteos,
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conferindo cor aos alimentos, de forma natural, além dos beneficios intrinsecos

desses pigmentos.

3.4CONCLUSAO

Pode-se concluir que as variaveis tempo de extracado (minutos) e o0 numero de
extracOes afetam significativamente a extracdo de carotenoides a partir da casca do
caroco de abacate. Melhores rendimentos de carotenoides totais foram alcangados
com os valores altos dessas variaveis. O maior conteiddo de pigmento extraido
(14,139 mg/100g) foi obtido com 4 extracdes de 18,4 minutos, com 50 mL de
solvente. Este valor equivale a 93,7% do valor total de carotenoides presentes na
casca de caroco de abacate. Essa porcentagem é bastante satisfatéria e foi
alcancada em um ensaio com 4 extragcdes, o0 que indicou que as primeiras
extracOes foram as que extraem a maior quantidade desses pigmentos e as mesmas
foram mais influenciadas pelo tempo dessa extracao do que pelo volume de solvente

utilizado.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TABELA ANOVA PARA O MODELO DE REGRESSAO PARA A
EXTRACAO DE CAROTENOIDES DE CASCA DE CAROCO DE ABACATE

0.1. Tabela ANOVA para o modelo de regresséo para a extracao de carotenoides
de casca de caroco de abacate.

Fonte de Soma Graus de Média E calculado  E tabelado
Variagcdo | Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 32,3722 7,0000 4,6246 6,3284 3,2927
Residuo 6,5770 9,0000 0,7308
Total 38,9492 16,0000




