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RESUMO

O epicarpo da maca é uma fonte valiosa de fitoquimicos, com destaque aos polifendis,
gue estdo mais concentrados nesta parte da fruta. As antocianinas sdo um exemplo
destes compostos, as quais sao responsaveis pela coloracdo vermelha, caracteristica
das macas. Estes compostos podem ser extraidos com Solventes Eutéticos Profundos
- DES, que sao biodegradaveis e possuem grande potencial de extragdo. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a extracdo com solventes eutéticos
profundos e o efeito da radiacdo gama na estabilidade de antocianinas de maca.
Inicialmente, a extracdo das antocianinas do epicarpo fresco de macas Fuji Suprema
foi realizada usando sete solventes, sendo eles: Etanol 70% acidificado com HCI (1%);
Metanol 70% acidificado com HCI (1%); DES 1 composto por Cloreto de Colina (ChCl)
e propilenoglicol; DES 2 composto por ChCl e acido tartarico; DES 3 composto por
ChCl e &cido citrico; DES 4 composto por ChCl e acido malico e DES 5 composto por
ChCl e glicerol. Dentre estes, os trés solventes com melhor extragdo de antocianinas,
foram expostos a radiacdo gama nas doses de 0,5 e 1,0kGy. Uma amostra do
epicarpo foi irradiada nas doses citadas anteriormente, para posterior extracdo com
0S mesmos solventes. Em seguida, a estabilidade dos extratos foi analisada, frente a
luz e temperatura (60°C, 70°C, 80°C e 90°C) em relacdo ao conteudo de antocianinas
monomericas totais, pelo método de pH diferencial e por CLAE. A atividade
antioxidante por DPPH e o contetdo de compostos fendlicos totais foram analisados.
Os melhores solventes extratores de antocianinas foram: Etanol 70% acidificado (1%)
com HCI (20,55 mg de cianidina-3-glicosideo/g massa seca); DES 1 composto por
ChCI e propilenoglicol (20,82 mg de cianidina-3-glicosideo/g massa seca) e DES 2
composto por ChCl e &cido tartarico (22,22 mg de cianidina-3-glicosideo/g massa
seca). Os extratos irradiados tiveram maior teor de Antocianina Monomérica Total -
AMT (até 14% a mais) do que os nado-irradiados. Na cinética de degradacao, obteve-
se uma reducéo significativa no teor de antocianinas logo nos 30 min iniciais, e iSso
ocorreu em todos 0s extratos analisados, independente de dose de radiacdo ou do
solvente. Nas temperaturas de 80°C e 90°C as antocianinas chegaram préximo a
serem totalmente degradadas. Os extratos realizados com o epicarpo irradiado,
mostraram-se mais estaveis a degradacéo frente a temperatura (60°C e 70°C) e a luz.
A exposicdo a luz e a temperatura diminuiu os Compostos Fendlicos Totais e a
atividade antioxidante pelo método de DPPH. A extragdo com DES bem como, a
aplicacdo de radiagdo, mostrou-se promissora na extracdo de antocianinas do
epicarpo da maca, mostrando potencial para uso na industria.

Palavras-chave: Epicarpo. Irradiacdo. Fuji. Malus domestica. Flavonoides.



ABSTRACT

The apple epicarp is a valuable source of phytochemicals, especially polyphenols,
which are more concentrated in this part of the fruit. Anthocyanins are an example of
these compounds, which are responsible for the red color, characteristic of apples.
These compounds can be extracted with Deep Eutectic Solvents - DES, which are
biodegradable and have great extraction potential. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the extraction with deep eutectic solvents and the effect of gamma
radiation on the stability of apple anthocyanins. Initially, the extraction of anthocyanins
from the fresh epicarp of Fuji Suprema apples was performed using seven solvents,
namely: Ethanol 70% acidified with HCI (1%); Methanol 70% acidified with HCI (1%);
DES 1 composed of Choline Chloride (ChCI) and propylene glycol; DES 2 composed
of ChCl and tartaric acid; DES 3 composed of ChCl and citric acid; DES 4 composed
of ChCl and malic acid and DES 5 composed of ChCI and glycerol. Among these, the
three solvents with the best anthocyanin extraction were exposed to gamma radiation
at doses of 0.5 and 1.0kGy. A sample of the epicarp was irradiated at the doses
mentioned above, for later extraction with the same solvents. Then, the stability of the
extracts was analyzed, against light and temperature (60°C, 70°C, 80°C and 90°C) in
relation to the content of total monomeric anthocyanins, by the differential pH method
and by HPLC. The antioxidant activity by DPPH and the content of total phenolic
compounds were analyzed. The best anthocyanin extractor solvents were: Ethanol
70% acidified (1%) with HCI (20.55 mg of cyanidin-3-glycoside/g dry mass); DES 1
composed of ChCl and propylene glycol (20.82 mg of cyanidin-3-glycoside/g dry mass)
and DES 2 composed of ChCl and tartaric acid (22.22 mg of cyanidin-3-glycoside/g
dry mass). The irradiated extracts had a higher Total Monomeric Anthocyanin - AMT
content (up to 14% more) than the non-irradiated ones. In the kinetics of degradation,
a significant reduction in the anthocyanin content was obtained in the initial 30 min,
and this occurred in all extracts analyzed, regardless of radiation dose or solvent. At
temperatures of 80°C and 90°C anthocyanins were close to being completely
degraded. The extracts made with the irradiated epicarp showed to be more stable to
degradation against temperature (60°C and 70°C) and light. Exposure to light and
temperature decreased Total Phenolic Compounds and antioxidant activity by the
DPPH method. The extraction with DES, as well as the application of radiation, showed
to be promising in the extraction of anthocyanins from the epicarp of the apple, showing
potential for use in the industry.

Keywords: Epicarp. Irradiation. Fuji. Malus domestica. Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

A maca é uma das frutas mais consumidas no mundo, e devido ao seu teor de
compostos bioativos, se tornou aliada na promocao da saude. Estudos indicam que a
maca pode contribuir para a diminuicdo do colesterol, prevencdo de doencas
respiratorias, diminuicdo do risco de diabetes e do acidente vascular cerebral - AVC,
melhora as fungbes cerebrais, auxilia na prevengdo o cancer, regula o intestino
evitando constipacdes, auxilia na perda de peso e na diminuicdo do ritmo de
envelhecimento.

Estes efeitos benéficos sdo atribuidos aos compostos fendlicos e flavondides
abundantes em legumes e frutas, inclusive na maca. Entre os flavondides, as
antocianinas sado consideradas 0s compostos mais ativos biologicamente,
contribuindo para o alto potencial antioxidante. As antocianinas sao responsaveis pela
maioria das cores vermelha, azul e roxa dos vegetais, podendo ser extraidas e
utilizadas como corante natural. O interesse da industria de alimentos em substituir
corantes sintéticos por pigmentos naturais, se deve tanto por a¢ées legislativas quanto
por demandas de consumidores, 0 que fez aumentar os estudos que otimizem a
extracdo das antocianinas. Na maca, a concentracdo de antocianinas € maior na
casca, e 0 teor pode variar de acordo com a cultivar, com a biossintese de
antocianinas em presenca de luz, com o grau de maturacdo, ambiente de plantio e
condi¢cOes de estocagem.

As antocianinas sdo suscetiveis a mudanca de cor e degradacéo devido a suas
estruturas frageis, e sua estabilidade € influenciada pela temperatura, luz, radiacéo
ultravioleta, ions metalicos, acido ascoérbico e pH. Além disso, as tecnologias
empregadas no método de extracdo e o solvente utilizado, influenciam fortemente na
sua estabilidade.

Além das tecnologias utilizadas para melhorar a extracao, existem também as
que favorecem a conservacao. Neste sentido, a irradiacdo gama surgiu como um
meétodo alternativo para o aumento de vida de prateleira, dispensando o uso de
conservantes quimicos. A aplicagdo desse tratamento tem apresentado resultados
muito satisfatérios em diversos aspectos da tecnologia de alimentos, como
desinfestacédo, esterilizacéo, inibicdo da brotacdo e prolongamento da vida util de
materiais vegetais. Além disso, baixas doses de radiacdo ndo oferecem perigo

toxicolégico, tampouco comprometem o valor nutricional. Estudos tem demonstrado
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que a irradiacdo pode aumentar o conteudo de certos fitoquimicos, elevando a
capacidade antioxidante, e consequentemente, melhorando a qualidade do produto
final. Os efeitos do tratamento por radiacdo sobre estes compostos sdo dependentes
da dose aplicada, da especificidade do produto, e da sensibilidade de cada composto.

Muitos estudos tém avaliado a aplicacdo de Solventes Eutéticos Profundos
(DES) na extracdo, como também, a utilizacdo da radiacdo gama na conservacéao de
alimentos. Porém, até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliem estas
duas tecnologias associadas na extracdo e estabilidade de antocianinas. Diante do
exposto, o presente trabalho pretende avaliar a estabilidade das antocianinas do
epicarpo da maca obtidas através da extracdo com diferentes solventes eutéticos

profundos, associadas a radiacdo gama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da extracdo com solventes eutéticos profundos e da radiacao

gama na estabilidade de antocianinas de maca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a extracdo de antocianinas do epicarpo de macgd por método
convencional com solvente organico e utilizando solventes eutéticos profundos;

e Analisar o conteudo de antocianinas monomeéricas totais nos extratos do
epicarpo de macgas;

e Investigar o efeito da radiacdo gama na estabilidade das antocianinas nos
extratos.

e Verificar o efeito da radiacdo gama nas antocianinas do epicarpo das macas

antes do processo de extragao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MACA

A macéa (Malus domestica Borkh), pertence a familia Rosaceae e subfamilia
Maloideae (Pomoidae). Representa um dos frutos de arvore caducifélia mais
importantes que geralmente s&o cultivados em regides temperadas e tropicais
(FERREE; WARRINGTON, 2015).

A maca é a terceira fruta mais produzida em todo o mundo, depois da banana
e da melancia com uma producédo que atingiu 87 milhdes de toneladas em 2019. A
China é o maior produtor com 40,5 milhdes de toneladas por ano. Em seguida, os
principais paises produtores sao Estados Unidos da América, Turquia e Pol6nia onde
cada um produz cerca de 4 milhdes de toneladas por ano. A producdo do Chile,
Russia, Ucrania e Brasil giram em torno de 1,2 milhdo de t por ano (FAOSTAT, 2022).

A quantidade de macéas produzidas no Brasil em 2021 foi de 1.297.424
toneladas, em uma area de 32.879 ha. Os Estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul sdo os maiores produtores de maca do pais, responsaveis por 52,6% e 44,8%
respectivamente. No estado de Santa Catarina as cidades com maior producdo média
de macéas sdo: Sdo Joaquim e Fraiburgo e no estado do Rio Grande do Sul (RS) as
cidades com maior producédo séo: Vacaria, Caxias do Sul e Bom Jesus (EPAGRI,
2006).

Levantamento realizado pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extenséo
Rural de Santa Catarina — EPAGRI, mostra que entre os anos de 2014 e 2019, a
meédia de participacdo de cultivares na producéo brasileira de maca foi a seguinte:
56% do grupo Gala; 39% de Fuji; e 6% de outros (ABPM, 2019).

As condi¢des climéticas da regido sul do Brasil séo favoraveis para o cultivo da
macieira, onde a faixa ideal de temperatura durante o ciclo vegetativo fica entre 18 e
23°C (RICCE et al., 2018). As variaveis climatologicas que mais influenciam a macieira
sao precipitacao pluviométrica, temperatura, luminosidade, vento e radiacdo solar. A
altitude e a topografia ao redor do pomar também séo fatores importantes a serem
considerados (EPAGRI, 2006).

A exportacdo das macas do Brasil foi de US$ 23,21 milhdes, no primeiro
trimestre de 2021, com um volume de 30,2 mil toneladas da fruta. Embora os dados

estatisticos da safra 2020/2021 ainda nao estejam definidos, observou-se que o pais
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apresentou crescimento de 112% no valor das exportacfes entre estes anos
(EPAGRI, 2021).

As macas também estéo entre as frutas mais consumidas no mundo e isto se
deve principalmente, a alguns fatores como, disponibilidade da fruta no mercado
durante todo o ano, o custo relativamente baixo, as caracteristicas funcionais e
antioxidantes da fruta, a facilidade de consumo bem como, a variedade produtos
existentes (SHINOHARA et al., 2010; DACCACHE et al., 2020).

O fato do consumo da maca estar relacionado a beneficios a salde também
contribui para sua popularidade. Varios estudos mostraram que 0S compostos
bioativos nela presente, conferem efeitos funcionais positivos ao organismo (RANA;
BHUSHAN, 2016; LYU et al.,, 2020). A fruta pode exercer efeito protetor contra
doencas cardiovasculares, asma, disfungées pulmonares, diabetes, hipertensao,
hiperlipidemia, hiperglicemia, funcdo endotelial, estresse oxidativo e obesidade
(CICERO; FOGACCI; COLLETTI, 2017, COSTA et al., 2017, SAMPATH et al., 2017,
BONDONNO et al., 2018, CORY, et al., 2018, GIGLIO et al., 2018, ZIELINSKA et al.
2019). Pesquisas revelaram que os polifendis da maca reduzem o risco de varios
tipos de céancer, como cancer de colon, prostata, bexiga, mama e figado
(JAGANATHAN et al., 2014; KAO et al., 2015; LOUNG et al., 2019; REAGAN-SHAW
et al., 2010; YANG et al., 2009). Além dos efeitos anticancerigenos, 0s compostos
fendlicos, mostraram efeitos anti-inflamatérios significativos sob sistemas in vitro e in
vivo (DENIS et al., 2016; FERNANDES et al., 2019; ZHANG; YING, 2011).

3.1.1 Composicao Fisico-quimica e Compostos Fendlicos da Maca

As macas quando maduras sdo compostas majoritariamente por cerca de 85%
de agua, carboidratos, acidos organicos, proteinas, lipidios, minerais e vitaminas
(Figura 1) (LOZANO, 2006). O acido L-malico é o principal &cido organico encontrado
nas macas. O acido citrico € encontrado em concentra¢cdes muito baixas. A acidez da
fruta pode variar de 0,1 a 2,5 g de acido malico em 100 g de suco (VALOIS; MERWIN;
PADILLA-ZAKOUR, 2006). O sabor das macas é adocicado, devido ao teor elevado
de acucares, os quais podem ser citados, frutose, galactose, sacarose e glucose
(FELICIANO et al., 2010). A fruta também € fonte de vitamina C, vitamina B12,
vitamina D e tocoferoéis (BELITZ; GROSCH, 2009).
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As macas possuem grandes quantidades de pectinas, celuloses, hemiceluloses
e ligninas (FELICIANO et al., 2010), e constituem uma boa fonte de fibras com uma
adequada proporcéo entre fracao insoltvel e soltvel. A fracao de fibra soltvel contribui
de forma decisiva para o aumento de volume do bolo alimentar e, portanto, para a
sensacao de saciedade, uma vez que possui a capacidade de reter agua numa

quantidade varias vezes superior ao seu proprio peso (FIGUEROLA et al., 2005).

Figura 1: Representagdo esquematica simplificada dos componentes mais importantes das macas.
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Fonte: (adaptado de Lozano, 2006).

Na composicdo bioguimica, os compostos fendlicos, que compreendem o0s
acidos fendlicos e os flavonoides, sdo metabdlitos de grande importancia, pois,
desempenham um papel importante nas propriedades sensoriais, nutricionais e
antioxidantes da fruta (DACCACHE et al., 2020).

As principais classes de compostos fendlicos na fruta sdo os flavondides e os
acidos fendlicos (Figura 2), este ultimo representado pelo acido clorogénico e acido p-
cumaroilquinico. Na classe dos flavonoides estdo os flavanodis (epicatequina,
catequina e procianidinas), dihidrochalconas (floretina e floridzina), flavonois
(glicosideos de quercetina) e as antocianinas (cianidina galactosideo) (ALBERTI et
al., 2014; KSCHONSEK et al., 2018).

Esteres de acido hidroxicinamico representam uma das principais classes de

acidos fenolicos em diferentes espécies de macids (TSAO et al., 2003). Acido
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clorogénico e o acido quinico, estao presentes em concentracdes altas tanto na casca
guanto na polpa da maioria dos cultivares de maca. O acido 5-p-cafeoilquinico, que
também pode ser chamado de acido clorogénico, € comumente encontrado na maca
(GUYOT et al., 1998). A oxidacao do acido clorogénico é o principal responséavel pelo
escurecimento que ocorre no suco de macéa e na sidra (RICHARD-FORGET; GOUPY,
1994).

Figura 2: Compostos fenoélicos da maca.
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Fonte: Adaptado de Zardo, 2019; Shahidi e Naczk; 1995.

Os flavan-3-ois monoméricos constituem a segunda maior classe de polifendis
na maca depois dos acidos hidroxicinamicos. Eles sdo representados apenas por
catequina e epicatequina. Epicatequina e catequina foram identificadas como
substratos da polifenoloxidase, responsavel pelo escurecimento enzimético (ROCHA;
MORAIS, 2001). As dihidrochalconas também representam uma classe especifica de
flavondides encontrados nas frutas da macieira, sendo que sua maior concentracéo
esta nas sementes (GUYOT et al., 1998; JAWAD et al., 2013).

A Tabela 1 mostra as concentracbes de polifendis em macas in natura de
acordo com banco de dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) e o banco de dados Phenol-Explorer (BONDONNO et al., 2017).
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Tabela 1: Teor de polifenéis da maca (Malus domestica) inteira/in natura de acordo com o Phenol-
Explorer e a Base de dados de flavondides e proantocianidinas da USDA.

Classe de Polifenois Compostos Phenol- Bancos
Explorer de dados
(mg/100g) | USDA
(mg/1009)

Antocianinas Cianidina 3-O-arabinosideo 0,06 -
Cianidina 3-O-galactosideo 0,81 -
Cianidina 3-O-xilosideo 0,06 -

Peonidina - 0,02
Diidrochalconas 3-Hidroxifloretina 2'-O-glicosideo 0,11 -
Floretina 2'-O-xilosil-glicosideo 2,58 -
Floridzina 2,69 -
Flavandis (+) -Catequina 1,22 -
(-) -Epicatequina 8,37 -

(+) -Catequina - 1,30

(-) -Epicatequina - 7,53

(-) -Epicatequina 3-galato - 0,01

(-) -Epigalocatequina - 0,26

(-) -Epigalocatequina 3-galato - 0,19

Flavonas Luteolina - 0,12
Flavondis Quercetina 0,13 -
Quercetina 3-O-arabindsido 1,40 -
Quercetina 3-O-galactosideo 2,36 -
Quercetina 3-O-glicosideo 0,64 -
Quercetina 3-O-ramnosideo 1,33 -
Quercetina 3-O-rutinosideo 0,22 -
Quercetina 3-O-xilosideo 0,78 -

Kaempferol - 0,14
Acidos hidroxibenzoicos | Acido gentisico 0,22 -
Acido Siringico 0,9 -
Acidos hidroxicinamicos Acido 4-cafeoilquinico 0,54 -
acido 4-p-cumaroilquinico 2,25 -
Acido 5-Cafeoilquinico 13,37 -
Acido 5-p-Coumaroilquinico 1,05 -
Acido cafeico 0,33 -
Acido fertlico 0,07 -
acido p-cumarico 0,27 -

Nota: Colunas preenchidas com — significam que néo foram encontrados valores no Banco de Dados.
Adaptado de: Bondonno et al. (2017).

O teor de compostos fenolicos na porcao total da maga esta entre 1.000 e 6.000
mg/kg de peso fresco, sendo que em algumas cultivares pode chegar a 10.000 mg/kg
de peso fresco (GORINSTEIN et al., 2001). Nas frutas, o teor destes compostos &
influenciado principalmente pela cultivar, mas outros fatores, como condi¢oes
ambientais, estresse bioldgico e grau de maturacdo, também sao importantes, além
do método de extragcdo dos compostos (ZARDO et al., 2013; ALBERTI, 2014;
ALBERTI et al., 2016).

Apesar de a casca representar apenas cerca de 10% do peso do fruto inteiro,
constitui uma importante fonte de compostos antioxidantes (LATA et al., 2009). O

epicarpo da macga contém mais compostos fendlicos totais e flavonoides em relacao
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a polpa (ALBERTI, 2014) e isso se deve principalmente, a funcédo protetora que a
epiderme tem a luz ultravioleta (SOLOVCHENKO e SCHMITZ-EIBERGER, 2003).

Os polifendis encontrados no epicarpo da macd sdo os flavonodides como
procianidinas, catequina, epicatequina, floridzina e os glicosideos de quercetina. Além
destes, os &cidos hidroxibenzbicos e acidos hidroxicinamicos (como o acido
clorogénico) (ESCARPA e GONZALEZ, 1998). Esses compostos sao encontrados em
concentracfes muito mais baixas na polpa da maca, exceto no acido clorogénico, que
tende a ser maior na polpa do que na casca.

Os glicosideos de quercetina sdo encontrados quase exclusivamente no
epicarpo da maca. A quercetina 3-glicosideo € a principal representante deste grupo,
encontrado majoritariamente na casca (WOJDYLO, OSZMIANSKI, LASKOWSKI:
2008).

Ha um aumento significativo no teor de quercetina no epicarpo de macas
expostas amplamente a luz solar, porém os niveis de catequinas, floridzina e acido
clorogénico sdo em grande parte independente da exposicdo a luz (AWAD,
WAGENMAKERS, E DE JAGER, 2001). Em particular, a concentracdo de
epicatequina na casca pode ser até dez vezes maior do que na polpa (BURDA,
OLESZEK, LEE, 1990).

Além de polifendis, o epicarpo contém quantidades consideraveis de
triterpendides — essencialmente na parte interna — que se encontram concentrados na
camada de cera cuticular, nomeadamente o &cido ursélico (principal constituinte desta
camada de cera), que tem demonstrado possuir propriedades antioxidantes
(FRIGHETTO et al., 2008) E importante ressaltar que, o teor de compostos fendlicos
totais bem como a atividade antioxidante das macas variam de acordo com a cultivar
(ALBERTI, 2014).

3.2 ANTOCIANINAS

Como mencionado anteriormente, as antocianinas pertencem a classe dos
flavondides, que séo sintetizados pelas plantas como parte de seu metabolismo
secundério. As diferengas entre as subclasses é a estrutura basica cétion flavilium
(Figura 3) presente nas antocianinas, onde séo classificadas de acordo com o niumero
e posicado de seus grupos hidroxila, pelo grau de metoxilacdo e pelo numero de

moléculas de acucares. O esqueleto do ion flavilium, que consiste em C-6 (anel A) C-
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3 (anel C) C-6 (anel B) é o esqueleto comum de carbono de antocianidinas agliconas
(HARBORNE, 1998; SHAHIDI; NACZK, 2004).

Figura 3: Estrutura geral das antocianidinas.
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Fonte: (Harborne, 1998).

As antocianinas sédo os tipos mais comuns de pigmentos encontrados nas
plantas. No entanto, apenas seis antocianidinas sdo amplamente distribuidas na
natureza, que sdo: cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e
petunidina (EDER, 2000; KONG et al., 2003; KHOO et al., 2017).

A coloracdo do epicarpo das macas € dividida em cor subjacente e cor da
superficie, cuja funcdo é destinada aos compostos presentes. A cor subjacente é
determinada pela clorofila e carotenoides, e a cor da superficie por clorofilas,
carotendides, antocianinas e flavonoides (NA, WANG E HAN, 2020; AN et al., 2012;
ONIK et al., 2018).

As antocianinas e seus derivados, sdo 0s principais pigmentos que determinam
a coloracdo vermelha da macd (ALLAN, HELLENS E LAING, 2008). A cor verde,
caracteristica do periodo da pré-maturacdo, desaparece quando a maca amadurece,
devido a degradacdo continua das clorofilas (pela acdo da clorofilase). Em
contrapartida, o teor de antocianinas aumenta e a cor vermelha torna-se visivel
(HONDA E MORIYA, 2018).

Na macd, mais especificamente no epicarpo, a antocianina majoritaria é a
cianidina-3-galactosideo (Bl et al.,, 2014; DAR et al., 2019). Esta antocianina foi
identificada primeiramente em 1931 por Robinson e Robinson como um 3-monosideo
da cianidina. Entdo Duncan e Dustman (1936) e Sando (1937) identificaram o

pigmento antocianina predominante em macas como cianidina-3-galactosideo (Figura
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4). Desde entéo, varios pesquisadores confirmaram isso como o principal pigmento
em varias cultivares e espécies de Malus de todo o mundo (SUN E FRANCIS, 1967,
PAIS e GOMBKOTO, 1967; DURKEE e JONES, 1969). Harborne (1967) analisou 15
espécies de Malus e descobriu que todas continham cianidina-3-galactosideo.

Figura 4: Estrutura quimica da cianidina e seus glicosideos.
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Fonte: Adaptado de Duncan e Dustman (1936) e Sando (1937).

As antocianinas sédo responsaveis pelas cores vermelho, azul e roxo das
plantas, sendo sua cor intensificada quando esta presente em pH baixo (HEREDIA et
al., 1998; DELGADO-VARGAS; PAREDES-LOPEZ, 2003). As antocianinas tém sido
amplamente usadas como corantes naturais para alimentos. No entanto, a cor e a
estabilidade desses pigmentos s&o influenciadas pelo pH, luz, temperatura e
estrutura. Em pH acido, as antocianinas apresentam pigmentos vermelhos, enquanto
mudam para o azul em um ambiente béasico. No entanto, em pH basico, as
antocianinas séo instaveis e tendem a se oxidar e formar compostos na cor marrom.

A estabilidade da antocianina também depende do anel B em sua estrutura e
da presenca de grupos hidroxila ou metoxila. A presenca de um ion oxoénio adjacente
ao carbono 2 torna as antocianinas suscetiveis ao ataque nucleofilico por compostos

como dioxido de enxofre, acido ascorbico, peréxido de hidrogénio ou agua. A
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presenca de ions metélicos, temperatura, luz e oxigénio também podem afetar sua
estabilidade (KHOO et al., 2017).

Além do uso como corante alimentar, esses compostos sdo utilizados em
produtos nutracéuticos, pois proporcionam inimeros efeitos benéficos a saude. Muitos
estudos in vitro, em animais e em humanos avaliaram o potencial biolégico e
farmacoldgico dessas moléculas e demonstraram que elas possuem a capacidade de
neutralizar o estresse oxidativo, de agir como antimicrobianos e de neutralizar o
aparecimento e progressao de inUmeras doencas ndo transmissiveis, como doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas e cancer (KHOO et al., 2017,
GAPSKI et al., 2019). Eles também sdo bem conhecidos porque protegem a funcéo
visual junto com a vitamina A e os carotenos (KHOO et al., 2019).

Contudo, a cor da casca da macad € um dos fatores mais importantes que
determinam a aceitacdo no mercado da macéa, pois as mais vermelhas sao também
as mais desejadas. Sendo assim, pesquisadores focam em estudos de melhoramento
de variedades e no desenvolvimento de uma cultivar de polpa vermelha também
(CHAGNE et al., 2007).

3.3 METODOS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS DO EPICARPO DA MACA

A extracdo de pigmentos de origem vegetal e suas técnicas de purificacao e
estabilidade, vem sendo investigada pela comunidade cientifica ha muito tempo. O
principal objetivo é aproveitar as caracteristicas funcionais aplicando-as em produtos
nutracéuticos, cosmeéticos e até mesmo em produtos alimenticios, tanto para substituir
algum aditivo sintético quanto para melhorar a qualidade sensorial do produto
(BAKIRTZI; TRANTAFYLLIDOU; MAKRIS, 2016; DJANDE et al., 2018; KARPINSKA-
TYMOSZCZYK, 2014; BENVENUTTI et al., 2019).

Os diferentes métodos de extracdo de compostos fendélicos da magé incluem
extracdo convencional com solvente organicos (etanol, metanol e acetona) em que a
eficiéncia do processo depende do tempo de contato com o solvente, temperatura e
proporcao solido:liquido, por exemplo (WIINGAARD; BRUNTON, 2010; ALBERTI et
al., 2014), como também a utilizagdo de alguns equipamentos como micro-ondas e
ultrassom (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014;
AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017; BARBA et al., 2015; DONSI; FERRARI; PATARO,
2010).
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O método convencional de extracdo, que utiliza apenas os solventes, € um
processo longo, podendo levar a degradacdo das antocianinas durante a extracao,
além de consumir grandes quantidades de solventes organicos (MACHADO et al.,
2015). Outro fator é que, os solventes convencionais usados neste processo nao sao
seletivos e podem apresentar contaminantes, como acucar, alcoois de agucar, acidos
organicos, aminoacidos e proteinas (CHANDRASEKHAR et al., 2012). Entre esses
componentes indesejaveis, 0s agucares sdo conhecidos por acelerar a degradacao
de antocianinas (PATRAS et al., 2010).

O uso de solventes convencionais mostra toxicidade, volatilidade e
inflamabilidade. Portanto, podem ser prejudiciais ao meio ambiente, a saude do
operador e do consumidor (BAKIRTZI et al., 2016). Os solventes mais usados para
extragdo de antocianinas sdo metanol, etanol, agua acidificada ou etanol acidificado
(MUANGRAT, WILLIAMS, SAENGCHAROENRAT, 2016). A Figura 5 resume
diferentes métodos de extracdo de antocianinas.

Em suma, o método de extracdo por solvente tem algumas vantagens, como
operacao conveniente, equipamento simples e facil de implementar, enquanto possui
desvantagens significativas, como baixa eficiéncia, processo demorado, grande

consumo de solvente e alta temperatura (TAN et al., 2022).

Figura 5: Métodos de extragdo de antocianinas.
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Para resolver as limitacbes da extracdo tradicional com solvente, alguns
métodos de extracdo avancados e eficazes foram desenvolvidos para melhorar o
rendimento de antocianinas. Métodos utilizando extracdo assistida por ultrassom
(EAU), extracao assistida por micro-ondas (EAM), extracdo supercritica de dioxido de
carbono (ESDC), extracdo enzimatica assistida por ultrassom (EEAU) e extracao
eutética profunda assistida por ultrassom (EEPAU), tém sido amplamente utilizados
na extragao de antocianinas (TAN et al., 2022).

Apesar dos métodos convencionais de extracdo serem frequentemente
utilizados, pesquisas recentes vém mostrando a importancia de reduzir ou até mesmo
substituir os solventes petroquimicos e solventes organicos volateis devido as suas
caracteristicas, inflamaveis e toxicas. Além disso, existe uma forte preocupacéo com
a reducao do consumo de energia, agua, solventes e emissdo de carbono, o que
aumenta a demanda por processos ecologicamente corretos (CHEMAT et al., 2017).
Nesse sentido, pesquisas vém sendo feitas no campo da extracéo verde para utilizar
solventes ecolégicos e ao mesmo tempo, ajustaveis que podem atender a demanda
tanto econémica quanto tecnolégica (RADOSEVIC et al., 2016; RENARD, 2018).

3.4 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)

Recentemente, véarios estudos tém sido realizados em busca de métodos
sustentaveis como um processo alternativo para a extracdo de compostos fendlicos e
flavondides. O termo “Extragao Verde” é definido como um sistema que permite o uso
de solventes naturais, reduzindo o consumo de energia, e, fornecendo um produto
seguro e de qualidade, sem causar danos a natureza (CHOI et al., 2011; RADOSEVIC
et al., 2016).

A partir disso, os solventes eutéticos profundos — DES, vem ganhando
destaque como um “solvente verde” e uma alternativa para os solventes organicos
(CVIETKO-BUBALDO et al., 2015). Os DES foram relatados pela primeira vez por
Abbott et al. (2003) quando descreveu as propriedades do cloreto de colina (ChCl) e
misturas de ureia. Estes solventes, geralmente sdo compostos por duas moléculas,
sendo uma aceptora de ligacdo de hidrogénio (HBA) e outra doadora ligacdo de
hidrogénio (HBD), misturados sob uma determinada temperatura (ZHAO et al., 2015;

AYDIN et al., 2018). Vale ressaltar que o aceptor de ligagdo de hidrogénio mais
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utiizado € o cloreto de colina devido a sua baixa toxicidade, baixo custo e
caracteristica biodegradavel (ZDANOWICZ et al., 2018).

Em 2003, o primeiro DES foi sintetizado a partir de uma mistura de cloreto de
colina (ChCl) e ureia (ABBOTT et al., 2003). Em seguida, a ureia foi substituida por
acidos carboxilicos (oxalico, malico e succinico) ou alcoois (ABBOTT et al., 2004,
ABBOTT et al., 2011; GUTIERREZ et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

A partir dos DES podem ser sintetizados os Solventes Eutéticos Profundos
Naturais (NADES) que ndo séo téxicos e ndo séo prejudiciais ao meio ambiente,
resultando em um solvente alternativo com alta facilidade de sintese e
biodegradabilidade (CHOI et al.,, 2011; BENVENUTTI, ZIELINSKI e FERREIRA,
2019). Os NADES foram descritos inicialmente por Choi et al. (2011) para representar
misturas eutéticas de dois ou mais compostos naturais como, cloreto de colina, 4cido
citrico, acido malico, &cido maleico, acido acético, glicose, frutose, sacarose, trealose
e agua. No entanto, alguns autores ainda usam a denominacdo apenas como DES,
mesmo para misturas de compostos naturais (CAO et al., 2018; NAM et al., 2015).

O ChCl, principal HBA utilizado, apresenta caracteristicas relevantes como
biodegradavel e ndo toxico (FRANCISCO, VAN DEN BRUINHORST E KROON, 2013;
ZHAO et al., 2015). Para fins comerciais, o ChCIl também é facilmente sintetizado por
trimetilamina, 6xido de etileno e acido cloridrico. Como essa rea¢ao quimica nao gera
residuos, seu fator ambiental (relacdo massa de residuo para produto desejado) é
zero, portanto, é considerado um processo limpo e sustentavel (ABBOTT et al., 2011,
SHELDON, 2007). O uso desses solventes, tem se destacado por causa de suas
propriedades como preparacdo simples, volatilidade desprezivel, alta solubilidade,
sem efeito toxico, viscosidade ajustavel e ampla faixa de polaridade para diferentes
compostos (BUBALO et al., 2018).

Os DES ou NADES séao sintetizados a partir da mistura de dois ou mais
componentes e agitados em temperatura especifica até a formacgéo total de um liquido
homogéneo. Em seguida, é resfriado a temperatura ambiente, sem a necessidade de
purificacdo. Em geral, a sintese do DES pode levar de 30 min a 6 h (DAI et al., 2013;
HAYYAN et al., 2014).

Benvenutti et al. (2020) analisou algumas formulacbes de NADES para
extracdo de antocianina e pectina do subproduto da fruta Myrciaria cauliflora, e apos
as analises observou que a combinacéao de Cloreto de colina com Propilenoglicol foi

o NADES mais promissor para extracdo de antocianinas. Turker e Dogan (2021) ao
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analisar o uso de solventes eutéticos na extracdo de antocianinas de cenouras pretas,
observaram que cloreto de colina e acido citrico formam um solvente com alta
capacidade de extracdo. Além disso, quando o DES foi associado com o ultrassom,
obteve-se a maior quantidade de antocianinas.

Chanioti e Tzia (2018) compararam os diferentes métodos de extracdo HAE,
MAE, UAE e HHPAE para a recuperacdo de compostos fenolicos de bagaco de
azeitona usando quatro NADES diferentes. O ChCI: &cido citrico e o ChCl: acido latico
foram os solventes mais promissores para a recuperacgao de fendlicos, principalmente
em comparacao com agua e etanol (70%) como solventes.

Diante do exposto anteriormente, este trabalho tem importancia significativa,
pois, ndo foram encontrados na literatura, artigos que avaliaram o emprego de DES
ou NADES na extragédo de antocianinas do epicarpo da maca.

3.5 IRRADIACAO EM ALIMENTOS

A radiacdo em alimentos como método de conservagdo, € estudada e
regulamentada pela FDA (Food and Drug Administration) desde 1963. A técnica foi
liberada pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS para todos o0s tipos de alimentos
a partir de 1997 (FDA, 2019; WHO, 2019)

No Brasil, os primeiros estudos sobre a irradiacdo de alimentos foram
realizados pelo Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) (CENA/USP, 2019)
na década de 50. A legislacdo brasileira segue as recomendacdes internacionais
sugeridas pela Food and Agriculture Organization (FAO) (FAO, 2019), International
Atomic Energy Agency (IAEA) e Codex Alimentarius (ANVISA, 2016).

O processo de irradiacéo envolve a exposi¢cdo do material a radiagéao ionizante,
gue, no caso de irradiagcédo por raios gama, comumente utiliza-se o 60Co como fonte
de energia. O processo é feito em instalagbes chamadas irradiadores, com uma fonte
de 60Co instalada em um “bunker”, ou seja, em uma camara de irradiagado cujas
paredes sdo blindagens em concreto e possuem aproximadamente dois metros de
espessura (0 que assegura que a radiacao ionizante ndo escape para fora da sala)
(LIMA FILHO et al., 2012; MODANEZ, 2012; SILVA, 2011; GHOBRIL, 2008).

Com relacdo as doses geralmente aplicadas em alimentos, podem ser
classificadas em trés niveis de irradiacdo conforme a necessidade (LIMA FILHO et al.,
2012):
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e Doses baixas, de até 1,0 kGy, também chamado de radurizacdo. S&o doses
ionizantes que reduzem sensivelmente a carga microbiana sem que haja
alteracao do produto;

¢ Doses médias ou intermediérias, de 1,0 kGy a 10,0 kGy, também chamado de
radicidac&o ou radiopasteurizagao;

e Doses elevadas, acima de 10,0 kGy, também chamado de radapertizacado ou
esterilizacdo comercial. S&o doses de radiagdo suficientes para eliminar todos
0s microrganismos vivos de forma que nao possam ser detectados por nenhum
meétodo microbioldgico.

As doses aplicadas variam de acordo com o objetivo desejado em cada tipo de
alimento e sdo medidas em Gray (Gy) ou QuiloGrays (kGy). Um Gray equivale a um
Joule de energia por quilograma de alimento irradiado (FERREIRA et al., 2020).

Vérios artigos foram publicados sobre o impacto positivo da radiacdo na
preservacdo de produtos vegetais com potencial antioxidante (ALIGHOURCHI;
BARZEGAR; ABBASI, 2008; KHAN et al., 2015; PEREIRA et al., 2014; SONG et al.,
2006).

A radiacdo gama provou ser um método eficaz e seguro para esterilizacdo de
certos produtos. Uma grande variedade de produtos alimentares pereciveis (carne e
frutas) sao submetidos a radiagdo gama para conservagdo, controlando
microrganismo patdégenos de origem alimentar e reduzir a carga microbiana e a
infestacdo de insetos, estendendo assim, a vida util (OLIVEIRA et al., 2007; KASERA
et al., 2012).

Baixas doses de radiagdo gama nao apresentaram qualquer perigo
toxicoldgico, tampouco, problemas nutricionais ou microbiolégicos, sendo assim
seguros para consumo humano (TSIOTSIAS et al., 2002).

O Comité Conjunto de Especialistas FAO / IAEA / OMS afirmou "que a radiagédo
gama em qualquer produto alimentar até uma dosagem meédia geral de 10 kGy néo
apresenta perigo toxicologico” (FAO / IAEA / WHO, 1980).

A irradiacdo gama torna-se uma tecnologia importante na industria de
alimentos, incluindo a preservacédo de uma variedade de frutas e vegetais (CAST,
1996). Ito et al. (2017) analisaram as caracteristicas fisico-quimica e
termogravimeétrica e também as propriedades microestruturais e microbiolégicas da
farinha do bagaco da macé expostos a radiacdo gama, e, observaram que 0s niveis

de calcio foram maiores nas amostras irradiadas. As amostras irradiadas
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permaneceram estaveis durante o armazenamento em relacdo ao conteudo de
proteinas, lipidios, fibra alimentar total, acucares redutores totais, potassio, zinco, ferro
e manganés. A presenca de bolores foi presenciada aos nove meses de
armazenamento, apenas na dose de 1,0 kGy de radiagdo gama, no entanto, os niveis
ficaram abaixo da tolerancia indicativa e para 2,0 kGy de radiacdo nao houve
contaminacao de bolores e leveduras.

Ayed, Yu e Lacroix (1999) avaliaram o efeito da radiacdo gama, nas doses 0,
1, 3, 6 e 9 kGy, em bagaco de uva durante o armazenamento, e 0s resultados
mostraram que, apos a irradiacdo e 17 dias de armazenamento a 4°C, o conteudo de
antocianina aumentou em todas as doses, especialmente a 6,0 kGy.

Dixit et al. (2010) analisaram a influéncia da radiagdo gama nas doses de 0,5;
2,0 e 5,0 kGy em sementes de soja do genotipo Kalitur, Hara soya e NRC37 que
apresentavam tegumento preto, amarelo e verde respectivamente. O teor de
compostos fendlicos totais e de isoflavonas aumentaram com a aplicacédo da radiacao
em todas as variedades, e, o teor de antocianinas e a atividade antioxidante foi maior
na variedade Kalitur (preta).

Ito et al. (2019) avaliaram o efeito da radiacdo gama nas doses de 1, 2 e 3 kGy,
na estabilidade dos compostos fendlicos da farinha de arroz negro armazenados
durante 120 dias em temperaturas variadas. O estudo mostrou que a dose de 3,0 kGy
foi a de maior rendimento no conteldo total de antocianinas e especificamente para
cianidina-3-glicosideo e que a melhor temperatura de armazenamento seria a de 4°C.

Portanto, este estudo pretende analisar as antocianinas de extratos do epicarpo
de macas. A otimizacdo da extracdo com solventes NADES e com a aplicacdo de
radiacdo gama visa obter um extrato sustentavel ao meio ambiente e a0 mesmo tempo

com aplicabilidade em produtos alimenticios na substituicdo de corantes sintéticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As macas da variedade Fuji Suprema foram adquiridas do comércio local de
Ponta Grossa, Parana, Brasil.

Os reagentes de Folin-Ciocalteu, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico), DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), metanol, padrdo de cianidina-3-
glicosideo, cloreto de colina (ChCI), acido formico, acetonitrila, acido cloridrico,
propilenoglicol, glicerol e acido galico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA).
Cloreto de potassio (KCI), acetato de sédio (C2H3sNaO2), acido tartérico, acido citrico,
acido mélico foram adquiridos da LabMaster Ltda (PR, Brasil), e 4gua ultra-pura foi

utilizada para analise de CLAE.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencéao do Epicarpo

As macas foram lavadas em agua para retirada de sujidades seguidas de
higienizacdo em solucgéo de hipoclorito de sédio 200 mg/L por 10 minutos (GOMES et
al., 2014). O epicarpo (casca) foi retirado através de um descascador doméstico, e em
seguida a polpa que permaneceu na casca foi raspada com auxilio de uma espatula.
A aparéncia do epicarpo da macé pode ser observada na Figura 6.

Em seguida o epicarpo foi congelado (- 80°C, ultrafreezer) e liofilizadas
(TERRONI, LS3000, SP, Brasil). Parte desta amostra foi utilizada na extracao e parte

foi irradiada (GAmmacell 220 Excell — MDS Nordion), para ser extraida na sequéncia.



29

Figura 6: Epicarpo (casca) fresco de macéa Fuiji.

Fonte: A autora (2022).

4.2.2 Preparacao dos Solventes Eutético Profundo - DES

Os solventes eutéticos foram preparados de acordo com o método de
aguecimento utilizado por Dai et al. (2013) com adaptacfes. Cada DES foi misturado
e aguecido em banho-maria a 80°C até a formacédo de um liquido homogéneo (Figura
6). Através de uma triagem preliminar, foram avaliados quanto a capacidade de extrair
antocianinas os seguintes DES:

. DES 1: cloreto de colina e propilenoglicol (propor¢do 1mol : 2mol)
(BENVENUTTI et al., 2020).

. DES 2: cloreto de colina e acido tartarico (propor¢ao 1mol : 1mol)

. DES 3: cloreto de colina e acido citrico (propor¢céo 1mol : 1mol)

. DES 4: cloreto de colina e acido malico (propor¢cado 1mol : 1mol)

. DES 5: cloreto de colina e glicerol (proporgdo 1mol : 1mol) (TURKER e DOGAN,
2021).

Dentre os solventes citados acima, os trés melhores extratores de Antocianinas
Monomeéricas Totais (AMT) foram irradiados com radiagdo gama, nas doses de 0,5 e
1,0 kGy, sendo que o controle ndo foi irradiado (Tabela 2), seguido da analise de

cinética.
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4.2.3 Extracao

A extragao convencional foi realizada utilizando dois solventes:
e Etanol 70% (v/v) acidificado com acido cloridrico 1%;
¢ Metanol (v/v) acidificado com &cido cloridrico 1%.

Aos DES foram adicionados 50% de agua, apos a fuséo, para facilitar a
extracdo. Para a extracdo, cada solvente foi misturado com a amostra na propor¢ao
de 1:3 (m/v) por uma hora em incubadora refrigerada (Modelo MA 332/1 — Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil) sob agitacdo e protecéo a luz, a temperatura de 40°C (TURKER
e DOGAN, 2021; DAI et al.,, 2013). Em seguida os frascos foram mantidos em
refrigerador na temperatura de (8°C * 2) por 12 horas e filtrados com papel filtro
(Figura 7).

Os extratos convencionais foram rotaevaporados (TECNAL, TE-211, SP,
Brasil), e apds com os demais permaneceram em ultra freezer (NUAIRE, NU-9668GC,
MN, USA) a - 80°C, até serem liofilizados. O teste preliminar de escolha dos DES

consistiu em analisar qual melhor extrator de antocianinas monomeéricas totais (AMT).

Figura 7: Fluxograma da metodologia da dissertacéo.
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4.2.4 Irradiacao dos Extratos

A radiagcdo gama foi aplicada no epicarpo de maga e nos extratos avaliados
como melhores na analise de AMT (Tabela 2). Portanto, as amostras foram irradiadas
em duas doses 0,5 e 1,0 kGy com taxa de dose de 0,091 kGy/hora, através de um
irradiador (GAmmacell 220 Excell — MDS Nordion, cidade, pais) com fonte de Cobalto
60. O controle consistiu na amostra sem ser irradiada. O experimento foi conduzido
no Laboratério de Melhoramento de Plantas do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA), na Universidade de Sdo Paulo (USP) Campus Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) em Piracicaba (SP) (ITO, 2015).

Tabela 2: Denominagdo das amostras irradiadas.

Composicao Amostra Dose Denominagao
Irradiada

1 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Extrato 0,0 DES 1 (0,0 kGy)
2 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Extrato 0,5 DES 1 (0,5 kGy)
3 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Extrato 1,0 DES 1 (1,0 kGy)
4 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Extrato 0,0 DES 2 (0,0 kGy)
5 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Extrato 0,5 DES 2 (0,5 kGy)
6 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Extrato 1,0 DES 2 (1,0 kGy)
7 Etanol/Agua/HCl (70:29:1) (V/VIv) Extrato 0,0 EtOH (0,0 kGy)
8 Etanol/Agua/HCl (70:29:1) (V/VIV) Extrato 0,5 EtOH (0,5 kGy)
9 Etanol/Agua/HCl (70:29:1) (V/VIv) Extrato 1,0 EtOH (1,0 kGy)
10 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Casca 0,0 C-DES 1 (0,0 kGy)
11 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Casca 0,5 C-DES 1 (0,5 kGy)
12 ChCl/Propilenoglicol (1:2) (m:m) Casca 1,0 C-DES 1 (1,0 kGy)
13 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Casca 0,0 C-DES 2 (0,0 kGy)
14 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Casca 0,5 C-DES 2 (0,5 kGy)
15 ChCl/Acido Tartarico (1:1) (m/m) Casca 1,0 C-DES 2 (1,0 kGy)
16 Etanol/Agua/HCI (70:29:1) (v/v/v) Casca 0,0 C-EtOH (0,0 kGy)
17 Etanol/Agua/HCl (70:29:1) (V/VIV) Casca 0,5 C-EtOH (0,5 kGy)
18 Etanol/Agua/HCI (70:29:1) (v/v/v) Casca 1,0 C-EtOH (1,0 kGy)

4.2.5 Caracterizagao dos Extratos

4.2.5.1 Antocianinas monomeéricas totais (AMT)

A determinagdo das antocianinas totais e monoméricas foi efetuada pelo

método de pH diferencial, conforme descrito por Giusti e Wrolstad (2001). Utilizou-se
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solucbes tampéo de cloreto de potassio pH 1,0 (0,025 M) e de acetato de sodio pH
4,5 (0,4M). As analises foram realizadas em microplacas (fundo chato, com
capacidade de 300 uL, Kasvi) adicionando 290 uL dos tampdes e 10 pL da amostra.
Apods 30 minutos a leitura da absorbancia foi feita em Leitor de microplaca (modelo
Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, USA), no
comprimento de onda de 520 e 700 nm. A equacédo a seguir representa o célculo das
antocianinas monomeéricas totais, expresso em mg de cianidina-3-O-glicosideo por g

de amostra seca.

AMT= (Abs*PM+FD=103) / £ 1 (1)

Onde: Abs = (Abs 520 nm — Abs 700 nm) pH 1,0 - (Abs 520 nm — Abs 700 nm) pH 4,5;
PM = peso molecular: 449,2 g.mol! para cianidina-3-O-glicosideo; FD = fator de
diluicdo; € = coeficiente de extingdo molar: 26900 para cianidina-3-O-glicosideo; 103 =

fator de conversao de g para mg.

4.2.5.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de DPPH usando a
metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com pequenas
adaptacdes, usando DPPH como um radical livre. Misturou-se 50uL da amostra com
1,9mL de solucdo metandlica de DPPH em tubos, sendo estes tampados e agitados
em vortex (Vortex Mixer KMC — 13000V, Vision Scientific, Yuseong-Gu, Daejeon-Si,
Coréia). Ap6s 30 min no escuro, a absorbancia foi determinada a 517 nm por
espectrofotometria (modelo Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK,
Winooski, VT, USA).

Para cada amostra de extrato foi calculada a atividade antioxidante pelo
percentual de reducao e os resultados foram expressos em pmol equivalente de trolox
(ET) por g de material seco (umol ET/g massa seca), como pode ser observado na

Equacéo 2.

(% inibicdo)=[1—(abs amostra 517nm/abs branco 517nm)] *100 (2)

4.2.5.3 Determinacéo dos compostos fendlicos totais (CFT)
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Para a determinacdo dos Compostos Fendlicos Totais, utilizou-se a analise
colorimétrica, onde foram adicionados 500uL do reagente Folin-Ciocalteu; 8,4mL de
agua destilada e 100uL da amostra, em um tubo de ensaio. Aguardou-se a reagao por
3 minutos e em seguida, foram adicionados 1mL de carbonato de sédio (20%) em
cada tubo. Cada tubo foi agitado em aparelho voértex (Vortex Mixer KMC — 13000V,
Vision Scientific, Yuseong-Gu, Daejeon-Si, Coréia) e ap0s uma hora de reacdo no
escuro, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro (modelo Epoch
microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, USA) no
comprimento de onda de 720nm. As leituras das amostras foram comparadas com
uma curva de calibragcédo feita com acido galico, e, os resultados, expressos como
miligramas de equivalentes de acido gdlico grama de base seca (mg GAE/Q)
(SINGLETON; ROSSI, 1965).

4.2 .6 Estabilidade dos Extratos

Para realizacdo da estabilidade, os extratos liofilizados foram ressuspensos e
0s extratos elaborados com o epicarpo irradiado, o volume foi completado com agua

destilada, ambos para 100mL.

4.2.6.1 Estabilidade frente a temperatura

A partir dos extratos com maior teor de AMT, avaliou-se o efeito das
temperaturas de 60°C, 70°C, 80°C e 90°C quanto a estabilidade. Os extratos foram
colocados em frascos de vidro com tampas de rosca e imersos em banho-maria pré-
aguecido nas respectivas temperaturas. Uma aliquota das amostras foi retirada aos
15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min e rapidamente resfriados para analise de AMT
(4.2.5.1). As analises, realizadas em triplicata, seguiram a metodologia de Mercali et
al. (2013) e Peron, Fraga e Antelo (2017).

Os dados da mudanca no contetado de antocianina ao longo do tempo em
diferentes temperaturas foram ajustados a um modelo de cinética de degradacdo. A
constante da taxa de degradacdo das antocianinas (K) para cada temperatura, foi
definida por uma regressao dos dados experimentais da concentracdo inicial com o

aumento do tempo, conforme descrito pela equacao 3.
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CA =CAo. e —k.t 3)

Onde, CA é a concentragdo de antocianinas em um determinado tempo, em
mg.gt; CAo é a concentracdo inicial de antocianinas em mg/g; té otempoemse K é

a constante cinética de degradacdo em s,

A partir dos dados da constante cinética de degradagéao foi encontrado o tempo
de meia vida (t¥2). As equacdes usadas para o célculo destes pardmetros séo
representadas a sequir.

T% =1In(0,5)/ 4)

Onde, T% é o tempo de meia-vida.

A energia de ativacdo (Ea) foi determinada a partir da equacao de Arrhenius,

representada pela equacéo 5:

Ink=InA-EalR.T (5)

Onde, A é o fator de frequéncia em s; Ea é a energia de ativagdo da reagao
de degradagédo em kJ.mol%, T é a temperatura em K e R é a constante universal dos
gases em J.molt.K1,

A variacao da entalpia foi definida pela equacéo 6:

AH=Ea-R.T (6)

Onde, AH é a variagdo da entalpia em kJ.mol; Ea é a energia de ativagédo da
reacdo de degradagcdo em kJ.mol?; R é a constante dos gases ideais em kJ.mol1K1

e T é a temperatura em K.

A variagdo da energia livre de Gibbs (AG), pode ser determinada como

expresso na equagao 7:
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EAG =-R.TIn (x.h/xB.T) )

Onde, AG é a variacdo da energia livre de Gibbs em kJ.mol?; R é a constate
universal dos gases ideais em J.moltK1; T é a temperatura em K; k é a constante de
degradagao térmica em s1; h é constante de Planck com valor igual a 6,6262x10-34J.s;

kB é constante de Boltzmann, com valor igual a 1,3806x1023 J.K 1,

A variacao da entropia (AS) é definida pela equagéo 8:

AS = AH-AGIT (8)

Onde, AS é a variagdo da entropia em kJ.mol1.K2

4.2.6.2 Estabilidade frente a luz

O efeito da luz foi determinado em temperatura ambiente (24+2°C) seguindo 0s
métodos descrito por Dai et al. (2014) e Pedro, Granato e Rosso (2016). Tubos de
ensaio contendo os extratos foram expostos a luz direta de uma lampada fluorescente
branca (20 W) em uma caixa de madeira fechada (45 x 45 cm) por 96 horas. O teor
de AMT foi determinada pelo método diferencial de pH (secéo 4.2.5.1), nos tempos
de 0, 3,6, 9, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas. A taxa constante para degradacao
de antocianinas (k) e seu tempo de meia-vida (t%2) foram calculadas conforme descrito

pelas Equacgdes 3 e 4.

4.2.7 Determinacdo de Antocianinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
CLAE

A determinacgao de antocianina por CLAE, foi realizada no tempo zero e tempo
final de cada temperatura (60°C, 70°C, 80°C e 90°C), e, no tempo zero, 24 horas, 72
horas e tempo final da analise de luz. Primeiramente, os extratos foram filtrados
usando uma membrana de nylon 0,22 um e, em seguida, 10 yL de amostra foram
injetados no sistema de CLAE. A analise foi realizada em um modulo de separagéo
da Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado a um detector de fotodiodo
(modelo PDA 2998, Waters, Milford, MA, EUA), uma bomba quaternaria e um auto
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injetor foi utilizado. A separacéo foi entdo realizada usando uma coluna XTerra® MS
C18 com dimensbes de 4,6 x 250 mm, 5 ym (Waters, Milford, MA, EUA) mantida a
20°C com fluxo de 1,0 mL/min. A fase movel consistiu em A (0,1% de acido férmico)
e B (acetonitrila). O seguinte gradiente foi aplicado: 3-22% de B (0-5 min), 22-35% de
B (5-15 min), seguido de lavagem e recondicionamento da coluna. As antocianinas
foram identificadas e quantificadas em 515 nm com um detector DAD comparando o
tempo de retencdo com o padrédo de cianidina-3-glicosideo na faixa de concentracéo
de 0,01 a 0,25 mg/L (y = 25482x - 20152; R2 = 0.999) (ITO et al., 2019).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. As diferencas
entre as amostras foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA, fator Unico),
seguido de teste de médias de Fisher LSD. O modelo dos parametros ajustados nas
equacOes foi determinado por regressdo de quadrados néo lineares usando o
algoritmo de Gauss-Newton.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o software STATISTICA v.13.2
(Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS E ESCOLHA DE DES

A fim de selecionar o melhor solvente extrator, cinco solu¢cdes de DES foram
testadas e comparadas com a extragcdo convencional com etanol e metanol
acidificados (Tabela 3). Dentre os solventes testados, 0 DES 2 (ChCl:Ac. Tartarico) foi
o melhor extrator para todos o0s parametros analisados. O DES 1
(ChCl:Propilenoglicol) foi o segundo melhor extrator de antocianinas e apresentou
maior atividade antioxidante por DPPH. O extrato utilizando etanol foi o terceiro que

mais extraiu antocianinas e o segundo com maior teor de fendis.

Tabela 3: Concentracdo de Antocianinas Monoméricas Totais (AMT), Compostos Fendlicos Totais
(CFT) e atividade antioxidante pelo método de DPPH em diferentes experimentos de extracao.

AMT CFT DPPH
ETANOL 20,55¢ 1,21 6130,32° +154,25  4018,53¢ +55,03
METANOL 12,537 10,61 4453,959 21,06 2748,949 367,94
DES 1 20,82 10,41 4912,06 " +151,71  5029,76° +264,31
DES 2 22,222 1,32 6645,58 2 +111,76  5461,55@ +223,98
DES 3 15,56¢ 1,22 5583,83¢ +190,81 4889,16 ¢ +65,23
DES 4 11,329 +1,63 5988,39¢ +80,44 3870,56 7 +123,56
DES 5 12,79¢ +2,43 5442, 72¢ +129,30 4088,98¢ +279,32

Nota: abc — letras diferentes entre as colunas indica diferenca significativa entre os experimentos
(p<0,05). DES 1 (ChCl e Propilenoglicol); DES 2 (ChCl e Acido tartarico); DES 3 (ChCl e Ac. Citrico);
DES 4 (ChCl e Ac. Mélico); DES 5 (ChCl e Glicerol). Os resultados estdo expressos em mg/g de base
Uumida.

O teor de antocianinas na amostra extraida com DES 2 pode ser atribuido ao
pH do meio de extragdo. Uma vez que o &cido tartarico diminui o pH do meio de
extracdo e aumenta sua acidez, € provavel que obtenha altos teores de antocianinas.
A forma quimica e a estabilidade das antocianinas que sdo compostos altamente
polares dependem do pH e mais sollveis em agua do que os solventes apolares. As
antocianinas sdo comumente encontradas na forma de cations flavilium que
permanecem estaveis em pH menor que dois e sua estrutura muda sendo degradadas
em valores superiores a sete (PANIC et al., 2019).

As estruturas das ligacGes quimicas das antocianinas sdo quebradas quando o
pH aumenta e a cor muda de vermelho para azul (ROMERO e BAKKER, 1999). Para
valores de pH superiores a sete, as antocianinas podem ser degradadas mais
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facilmente (COOPER-DRIVER, 2001). A esse respeito, Ryu et al. (2018) sugeriram
que o teor total de antocianinas poderia ser maior com o aumento da acidez do meio
de extracdo. Além disso, Cabrita et al. (2000) enfatizaram que a absor¢do molar de
antocianinas aumentou proporcionalmente com o aumento do valor de pH.

Como mencionado anteriormente sobre o pH, o etanol acidificado também
resultou em bom rendimento de antocianinas, uma vez que este parametro é um dos
principais fatores relacionados a solubilidade e estabilidade desta molécula
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Tlrker e Dogan (2021) avaliaram a extragao de antocianinas da cenoura preta
com cinco tipos de DES, utilizando o ultrassom. Neste estudo, o DES composto por
ChCl e Acido citrico foi 0 que apresentou maior rendimento de antocianinas. No
entanto, os DES compostos por ChCl e acido tartarico e ChCl e glicerol também se
destacaram, e ndo obtiveram diferenca significativa com o DES com acido citrico.
Benvenutti et al. (2020) avaliaram a capacidade de extracdo de antocianinas da
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) usando seis tipos de DES, sendo a solu¢do contendo
ChCIl e propilenoglicol a mais promissora na extracao.

Sang et al. (2018) também estudaram a capacidade de diferentes DES na
extracdo de antocianinas do Goji Berry preto (Lycium ruthenicum). O DES obtido pela
adicao de ChCl e propilenoglicol na proporcao de 1:2 foi selecionado como ideal para
a extracdo. Os estudos mencionados anteriormente, estdo de acordo com o0s
resultados encontrados neste trabalho, onde o DES composto por ChCl e
propilenoglicol é eficaz na extracdo de antocianinas.

De acordo com Panic et al. (2019), a viscosidade do NADES é outro parametro
gue exerce grande influéncia no rendimento da extracao de antocianinas. Portanto, a
menor viscosidade aparente do ChClI:Pro favoreceu a extracao deste composto alvo.

Vieira et al. (2009) analisaram a extragao (com acetona 80%) de compostos do
epicarpo de seis cultivares de macd produzidas no sul do Brasil, sendo elas:
Imperatriz, Daiane, Fred Hough, Fuji Suprema, Galaxy e Baronesa. Quanto ao
conteudo de AMT, os resultados variaram de 4,79 mg/g de cianidina-3-galactosideo
de massa fresca (Fred Hough) a 41,96 mg/g de cianidina-3-galactosideo de massa
fresca (Galaxy). Os autores também observaram que, quanto maior a intensidade de
cor da casca, maior a atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais e AMT.

Lin et al.,, (2018) analisou o epicarpo, polpa, bagaco e a fruta inteira das

variedades Fuji, Granny Smith e High-acid apple (Malus sieversii f. niedzwetzkyana



39

(Dieck) Langenf). A variedade Fuji apresentou na casca, teor de AMT de 23,41 mg de
cianidina- 3-glicosideo por kg de Peso Fresco, CFT de 2363 mg de AGE por kg de
Peso Fresco e atividade antioxidante pelo método de DPPH de 19850 umol ET por kg
de Peso Fresco. E importante ressaltar que, além das condigdes de extracdo, as
condicbes ambientais em que as macas foram expostas afetam a sintese e acumulo
das antocianinas no cultivo. Pois, condi¢des climaticas frias estimulam a biossintese
de antocianinas e uma leve seca pode promover a coloracdo dos frutos (AN et al.,
2020; GAO et al., 2021).

Dentre os DES estudados, os selecionados foram o DES 1 e o DES 2 que
tiveram o melhor rendimento na extracdo de antocianinas e também, mostraram-se
eficientes na extracdo de CFT e atividade antioxidante. Como solvente convencional
de extracdo, o extrato etanodlico foi o que obteve maior teor de antocianinas, e
geralmente € um dos solventes convencionais mais utilizados e por isso, continuou-
se o0 estudo utilizando este solvente como controle. Além disso, o etanol acidificado
geralmente resulta em bom rendimento de antocianinas, uma vez que o pH é um dos
principais fatores relacionados a solubilidade e estabilidade desta molécula
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

A segunda etapa deste estudo consistiu na avaliacdo do efeito da radiacao
gama (doses de 0,5 e 1,0 kGy) aplicada nos extratos escolhidos e também no epicarpo

de maca previamente liofilizada.

5.2 EFEITO DA RADIACAO GAMA NOS EXTRATOS

A radiacdo gama foi aplicada em duas doses (0,5 e 1kGy), sendo o controle
sem aplicacdo, no epicarpo da maca para posterior extracao e nos extratos utilizando
etanol, e agora denominados, DES1: ChCI e propilenoglicol e DES2: ChCl e acido
tartarico.

Na Figura 8 pode ser observado o teor de AMT, CFT e atividade antioxidante
pelo método de DPPH nos extratos liofilizados (Figura 8 A), e, nos extratos com o
epicarpo irradiado (Figura 8 B). As doses de radiagéo de 0,5 e 1,0 kGy foram capazes
de aumentar significativamente o teor de antocianinas em relacdo ao extrato néo-

irradiado em todas as amostras, exceto nos extratos etandlicos liofilizados.



Figura 8: Efeito das doses de radiacdo gama (0,5 e 1kGY) no ter de antocianinas monomeéricas totais, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
pelo método de DPPH nos extratos.
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Nota: Graficos A referem-se aos extratos irradiados, e, graficos B referem-se aos extratos com epicarpo irradiado, onde: Des 1 (0kGy) composto por ChCl e
propilenoglicol irradiado sem radiacao; DES 1 (0,5kGy) composto por ChCI e propilenoglicol irradiado na dose de 0,5kGy; Des 1 (1kGy) composto por ChCl e
propilenoglicol irradiado na dose de 1kGy; Des 2 (OkGy) composto por ChCl e 4cido tartarico sem radiacéo; Des 2 (0,5kGy) composto por ChCl e &cido
tartarico irradiado na dose de 0,5kGy; Des 2 (1kGy) composto por ChCl e &cido tartarico irradiado na dose de 1kGy.
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Os extratos etandlicos que foram liofilizados apresentaram coloracdo preta
(Figura 9), tendo um aspecto de contetudo degradado, sendo que todas as amostras
(0,0; 0,5 e 1,0kGy) apresentaram-se desta maneira. Apesar do ocorrido, estes extratos

foram analisados igualmente, e os resultados foram apresentados no trabalho.

Figura 9: Amostras dos extratos etandlicos
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Fonte: A autora (2022).

Tezotto-Uliana et al. (2013) avaliaram o efeito da radiacdo gama (doses 0,5;
1,0 e 2,0 kGy) em framboesas (Rubus idaeus L.). A aplicacdo de radiacdo na dose de
0,5 kGy aumentou significativamente o teor de AMT em relagcdo as amostras nao-
irradiadas (controle 32,75 mg/g de fruta - dose 0,5 kGy=43,86 mg/g de fruta), enquanto
as doses 1,0 e 2,0 kGy nao teve alteracdo. Em estudo similar, Ito et al. (2019) analisou
o efeito da radiagdo gama nas doses de 1,0; 2,0 e 3,0 kGy na farinha de arroz negro.
Para o teor de AMT, observou-se que as amostras com a dose de 3,0 kGy
apresentaram valores superiores em relagdo ao controle. Ja as doses de 1,0 e 2,0
kGy nao diferiram estatisticamente do controle.

Os extratos liofilizados/irradiados elaborados com DES demonstraram valores
de CFT maiores na dose de 0,5 kGy de radiacdo, em relacdo ao controle. Todos os
extratos realizados com o epicarpo irradiado na dose de 0,5 kGy foram superiores ao

contetdo fendlico total em relacdo ao extrato ndo-irradiado. Estudos anteriores,
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realizados em diversas matérias-primas como, mel monofloral da Malasia (SAXENA,
GAUTAM e SHARMA, 2010), péssegos (HUSSAIN et al., 2010), folhas de cha (LEE
et al., 2006), casca de améndoa (HARRISON e WERE, 2007), canela (TAHERI et al.,
2014) e cravo (SUHAJ e HORVATHOVA, 2007) demonstraram aumentos
significativos nos CFT, apos tratamentos de doses variadas com radiacdo gama.

Recentemente, pesquisa feita por Singh et al. (2022) mostrou que o tratamento
com radiagdo gama aumentou o teor de compostos fendlicos totais em todas as
amostras de arroz (branco e preto) analisadas. Krishnan et al. (2018) analisando as
doses de 0,25; 0,5 e 1,0 kGy em extratos de soja preta, observou uma diminui¢cao
significativa no teor de CFT na dose de 1,0 kGy em ambas as variedades. Os autores
concluiram que a radiacdo de 1,0 kGy é alta o suficiente para induzir degradacéo ou
desestabilizacdo de fendlicos, resultando em perda de atividade. Toledo et al. (2007)
também relatou uma diminuicdo nos compostos fendlicos em graos de soja, nas doses
de 2,0 e 4,0 kGy.

Quanto a atividade antioxidante por DPPH, pode-se observar que a dose de
radiacdo de 0,5kGy foi a mais promissora, nos extratos liofilizados/irradiados (Figura
8). Ja nos extratos realizados com o epicarpo irradiado, ambas as doses de radiacdo
foram capazes de aumentar a capacidade antioxidante dos extratos em relacdo ao
nao-irradiado.

Hussain et al. (2010) avaliou o efeito da radiagdo gama em péssegos (Prunus
persica Bausch, Cv. Elberta) através da atividade antioxidante pelo método de DPPH
e FRAP, AMT por pH diferencial e CFT. A atividade antioxidante revelou aumento
significativo, principalmente nas doses de 1,6-2,0 kGy. As AMTs foram maiores
gquando submetidas a radiacdo nas doses de 1,8 a 2,0 kGy. J4 os CFTs foram
superiores em todas as doses aplicadas (1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 kGy). Este estudo,
sugere ainda que, o aumento do contetudo de antocianinas em materiais vegetais esta
associado a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL). Esta enzima catalisa
a desaminacao da L-fenilalanina para produzir amdnia e acido transcinamico, a partir
dos quais sdo produzidos compostos fenodlicos (CHALKER-SCOTT e FUCHIGAMI,
1989).

A irradiacdo exerce seus efeitos induzindo estresse oxidativo nas células. A
radiolise da agua resulta na producdo de radicais livres, como radicais hidroxila,
radicais hidroperoxido e elétrons hidratados. Esses radicais podem quebrar as

ligagBes glicosidicas de trimeros de procianidinas, tetrdmeros e hexameros de
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polifendis, levando a formacdo de monémeros de procianidinas ou fendis soluveis,
gque aumentam o conteudo fendlico total (LEE et al., 2006). Jamshidi, Barzegar e
Sahari (2014) relataram que os fendis solUveis também resultam da quebra de
ligacBes covalentes de componentes polifenélicos que, por sua vez, aumentam o
conteudo fendlico total quando submetidos a irradiacao.

Portanto, a irradiagdo gama pode ter varios efeitos nas amostras testadas.
Essas variacoes relatadas podem estar relacionadas a diferencas no tipo e espécie
de planta, componentes quimicos, condicdes geograficas, ambientais e de
armazenamento, tipo e conteudo fendlico, dose de irradiacdo gama (ARBIDAR et al.,
2022).

Como citado anteriormente, € importante ressaltar que os extratos utilizando
DES podem ter influenciado diretamente no contetdo de antocianinas, visto que existe

uma interacao entre as moléculas entre os componentes dos DES e a matéria-prima.

5.3 EFEITO DA TEMPERATURA NOS EXTRATOS IRRADIADOS

Em todas as amostras analisadas, observa-se uma queda no teor de AMT ja
nos primeiros 30 min nas quatro temperaturas (Tabelas 4, 5, 6 e 7). Além disso, 0
processo de degradacdo das antocianinas foi intensificado com o aumento da
temperatura. Estes dados também podem ser visualizados na Tabela 8, referente a
concentracéo de cianidia-3-galactosideo por CLAE.

Patras et al. (2009) demonstraram gque as antocianinas (cianidina-3-glucosideo
e pelargonidina-3-glucosideo) em puré de amora e puré de morango foram
significativamente afetadas pelo tratamento térmico em processamento com
temperaturas de 70°C durante 2 minutos. Takikawa (2014) avaliando a degradacéo
térmica de antocianinas de frutas vermelhas, observou que, em temperaturas
superiores a 50°C é visivel uma maior degradacdo de antocianinas. Além disso, a
concentracao inicial das amostras se degrada em aproximadamente 50% em relacao
a concentracéo inicial nos primeiros 30 minutos de tratamento térmico. Estes estudos
estdo de acordo com os resultados encontrados neste trabalho, mostrando que as
antocianinas sdo degradadas em altas temperaturas num curto periodo de exposi¢ao.

Na temperatura de 60°C e 70°C os extratos feitos com o epicarpo irradiado,
apresentaram-se mais estaveis em relacdo aos extratos liofilizados/irradiados, no teor

de AMT. No entanto, com o aumento da temperatura para 80°C e 90°C este efeito,
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nestes extratos, ndo € mais visto. Inclusive, o conteido de AMT chega a zero em todos
0S extratos nestas temperaturas.

Estudos anteriores mostraram que a 4gua interage fortemente com o aceptor e
com o doador de ligagcado hidrogénio (MA et al., 2018; ZHAO et al., 2015), o que
significa que a presenca de agua influenciaria a rede de ligacbes de hidrogénio e
estado entropico dos DES. Além disso, a adicdo de agua resulta na diminuicdo da
densidade e viscosidade dos DES, facilitando a aplicacdo. Isto justifica a maior
estabilidade dos extratos feitos com o epicarpo irradiado.



Tabela 4: Concentracdo de AMT (expressos em mg/g cianidina-3-glicosideo de massa seca) expostas a temperatura de 60°C.

Extratos Irradiados

Tempo Des 1 Des 1 Des 1 Des 2 Des 2 Des 2 EtOH EtOH EtOH

(min) (0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy) (0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy) (0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy)
0 19,522+0,77 21,722+0,15 21,892+0,52 30,592+0,25 35,292+0,39 35,382+0,23 9,112+0,72 6,762+0,30 7,232+0,70
30 15,46°+0,36 13,80°+0,09 13,03*+0,19 16,03"*+0,22 14,53°+0,71 13,41°+0,67 6,00 +0,23 4,38°+0,17 5,44 0,21
60 7,24c+0,03 7,12¢+0,81 5,64°+0,05 9,05¢+0,73 11,53¢+0,73 8,50°+0,56 3,94¢+0,25 3,12¢+0,10 3,48°+0,27
120 6,94°+0,57 5,829+0,05 5,59¢+0,36 7,59¢+0,63 10,129+0,74 7,76°+0,85 2,209+0,17 2,149+0,12 2,249+0,11
180 5,82¢+0,77 5,379¢+0,86 4,28¢10,67 5,45°+0,12 8,19¢+0,29 6,169+0,36 1,05¢+0,06 1,70°+0,18 1,51°¢+0,33
240 5,5591+0,32 5,059¢+0,09 3,979+0,45 5,00°+0,16 5,75'+0,38 5,02¢+0,68 0,35'+0,10 0,63'+0,08 0,707+0,16
300 4,19¢+0,05 4,69¢+0,45 3,11¢+0,59 4,62°+0,97 4,269+0,09 3,76+0,54 0,00'+0,00 0,009 +0,00 0,009 +0,00

Epicarpo Irradiado

C-Des 1 C-Des 1 C-Des 1 C-Des 2 C-Des 2 C-Des 2 C-EtOH C-EtOH C-EtOH

(0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy) (0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy) (0,0kGy) (0,5kGy) (1,0kGy)
0 24,422+0,36 26,572+0,35 28,832+0,53 52,282+0,03 59,362 +0,30 54,712+0,28 34,422+0,25 37,122+0,90 35,592 10,37
30 18,68°+0,48 19,27°+0,54 24,59°+0,47 30,53°+0,47 31,70°+0,89 24,13°+0,89 29,30 +0,52 28,99 +0,75 26,55°+0,47
60 18,370 +0,59 18,27¢+0,09 23,04°+0,16 27,79°¢+0,27 27,94¢+0,77 21,35°+0,81 28,41°¢+0,03 26,92¢+0,38 22,84°+0,19
120 17,55°+0,34 17,269+0,23 21,199+0,16 26,359+0,37 25,419+0,37 19,559 +0,47 27,499+0,24 23,479+0,78 21,539+0,24
180 15,599+0,48 16,21°+0,34 21,049+0,38 23,25°+0,83 22,47¢+0,45 17,76°+0,19 26,32¢+0,22 20,34°+,20 20,30¢ +0,41
240 15,429+0,44 14,63'+0,63 20,909+0,93 17,70'+0,47 20,16+0,52 16,567+0,14 23,517+0,17 18,38"+0,93 17,877+0,34
300 13,74¢+0,33 13,659 +0,07 19,57¢+0,72 15,179 +0,87 14,049 +0,55 15,659 +0,23 16,859+0,95 15,109 +0,65 16,809 +0,60

Nota: Letras diferentes em uma mesma linha significam diferenca estatistica a cada tempo.
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Tabela 5: Concentracdo de AMT (expressos em mg/g cianidina-3-glicosideo de massa seca) expostas a temperatura de 70°C.

Extratos Irradiados

Tempo Des 1 Des 1 Des 1 Des 2 Des 2 Des 2 EtOH EtOH EtOH
(min) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 19,522 +0,77 21,72+0,15 21,892+0,52 30,592+0,25 35,292+0,39 35,382+0,23 9,11a+0,72 6,762+0,30 7,232+0,70
30 15,25 +0,81 13,71°+0,09 12,26°+0,09 12,85°+0,69 16,38°+0,24 12,23°+0,34 2,71b+0,51 2,42°+0,34 2,85"+0,53
60 9,72¢+0,42 5,64°+0,05 6,44°+0,24 9,39¢+0,35 9,46°+0,43 8,39°+0,39 2,79b+0,24 1,31°+0,30 0,74°¢+0,21

120 6,95¢+0,17 4,019+0,86 6,40°+0,18 7,559+0,39 6,88¢+0,22 4,899+0,81 0,50c +0,21 0,819%0,12 0,47910,12
180 4,579+0,36  3,34°+0,27 3,139+0,12 5,61°+0,52 4,82¢+0,47 3,33¢+0,11 0,16c +0,07 0,30°+0,06 0,459 +0,03
240 2,369+0,05 2,367+0,18 2,62¢+0,13 3,63'+0,31 2,741+0,12 2,21+0,18 0,45c +0,41 0,00¢ 0,00 0,519 +0,06
300 1,32¢+0,05 1,509+0,06 1,377£0,09 1,619+0,20 1,299+0,15 1,717+0,15 0,00°+0,00 0,00 +0,00 0,009 £0,00
Epicarpo Irradiado
C-Des 1 C-Des 1 C-Des 1 C-Des 2 C-Des 2 C-Des 2 C-EtOH C-EtOH C-EtOH
(OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 24,422 +0,36 26,572+0,35 28,832+0,53 52,282+0,03 59,362+0,30 54,712+0,28 34,422+0,25 37,122+0,90 35,592+0,37
30 18,68°+0,48 19,27°+0,54 24,59 +0,47 30,53"+0,47 31,70°+0,89 24,13*+0,89 29,30°+0,52 28,99*+0,75 26,55 +0,47
60 18,37¢+0,59 18,27¢+0,09 23,04°¢+0,16 27,79°¢+0,27 27,94¢+0,77 21,35°+0,81 28,41°+0,03 26,92°¢+0,38 22,84°¢+0,19

120 17,559+0,34 17,269+0,23 21,199+0,16 26,359+0,37 25,419+0,37 19,559+0,47 27,499+0,24 23,479+0,78 21,539+0,24
180  15,59¢+0,48 16,21°¢+0,34 21,04¢+0,38 23,25¢+0,83 22,47¢+0,45 17,76°+0,19 26,32°+0,22 20,34¢+,20 20,30°+0,41
240 15,42 +0,44 14,63'+0,63 20,907+0,93 17,707+0,47 20,16f+0,52 16,567+0,14 23,517+0,17 18,38"+0,93 17,877+0,34
300 13,749+0,33 13,659 +0,07 19,579+0,72 15,179+0,87 14,049 +0,55 15,659+0,23 16,859+0,95 15,109+0,65 16,809 +0,60

Nota: Letras diferentes em uma mesma linha significam diferenca estatistica a cada tempo.
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Tabela 6: Concentracdo de AMT (expressos em mg/g cianidina-3-glicosideo de massa seca) expostas a temperatura de 80°C.

Extratos Irradiados

Tempo Des 1 Des 1 Des 1 Des 2 Des 2 Des 2 EtOH EtOH EtOH
(min) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 19,522+0,77 21,72+0,15 21,892+0,52 30,592+0,25 35,292+0,39 35,382+0,23 9,112 +0,72 6,762+0,30 7,232+0,70
30 8,30°+0,81 6,90 +0,59 6,90°+0,14 11,94°+0,71 11,85°+0,70 14,28°+0,58 3,09 +0,30 1,16°+0,06 1,25°+0,12
60 7,60°+0,16 5,19¢+0,50 4,42°¢+0,77 10,29°+0,25 7,78°+0,97 4,30°+0,11 1,84°+0,71 0,94°c+0,05 0,93°¢+0,07
120 2,849+0,14 3,479+0,21 3,42¢+0,24 7,439+0,12 5,329+0,14 4,09¢+0,07 0,949+0,07 0,71°+0,04 0,67¢+0,02
180 4,51¢+0,27 1,76°+0,14 1,94°+0,19 4,60°+0,56 4,52¢+0,58 3,239+0,32 0,80¢+0,09 0,369+0,18 0,59¢+0,30
240  1,22f+0,14 1,15°+0,74 1,62¢+0,54 1,617+0,32 1,22¢+0,14 1,49¢+0,14 0,539%0,18 0,379+0,16 0,01 +0,01
300 0,009+0,00 0,007+0,00 0,00°+0,00 0,009+0,00 0,007+0,00 0,007+0,00 0,00¢+0,00 0,00¢+0,00 0,009 +0,00

Epicarpo Irradiado
C-Des 1 C-Des 1 C-Des 1 C-Des 2 C-Des 2 C-Des 2 C-EtOH C-EtOH C-EtOH
(OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 24,423+0,36 26,572+0,35 28,832+0,53 52,282+0,03 59,362+0,30 54,712+0,28 34,422+0,25 37,123+0,90 35,592+0,37
30 14,49°+0,87 14,15°+0,51 15,37°+0,80 17,98°+0,70 16,24°+0,07 19,55°+0,28 28,27°+0,77 29,23°+0,56 23,53+1,17
60 6,77¢+0,75 11,53%t+0,22 12,23°t0,29 12,46°t0,10 13,59°+0,38 15,33°+0,11 16,34°+0,17 15,07°+0,77 12,88°+0,47
120 4,249+0,12 7,469+0,39 8,55¢+0,39 8,999+0,05 6,049+0,26 9,88910,26 9,429+0,46 8,479+0,29 6,349+0,08
180 3,819+0,22 3,93°+0,32 5,69¢+0,55 5,11¢+0,13 3,21¢+0,12 5,16°+0,47 2,41¢+0,05 2,35°+0,39 2,42¢+0,15
240 1,39¢+0,06 1,417+0,13 1,017+0,08 1,00'+0,01 1,427+0,15 2,137+0,09 2,01¢+0,02 1,55%%+0,10 1,82%+0,08
300 0,86°+0,12 0,859 +0,15 0,337+0,13 0,447+0,08 0,759+0,27 0,939+0,13 1,30¢+0,28 0,59°+0,15 0,65 +0,20

Nota: Letras diferentes em uma mesma linha significam diferenca estatistica a cada tempo.

48



Tabela 7: Concentracdo de AMT (expressos em mg/g cianidina-3-glicosideo de massa seca) expostas a temperatura de 90°C.
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Extratos Irradiados

Tempo Des 1 Des 1 Des 1 Des 2 Des 2 Des 2 EtOH EtOH EtOH
(min) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 19,522 +0,77 21,722 +0,15 21,892+0,52 30,592 +0,25 35,292+0,39 35,382+0,23 9,112 +0,72 6,762 +0,30 7,232 +0,70
30 9,38 +0,86 6,70° £0,55 5,010 +0,22 8,76 +0,75 6,68 0,55 8,75 0,88 2,86 +0,61 1,80° +0,01 1,49° +0,13
60 4,42¢ +0,21 3,46¢ +0,42 3,17¢+0,19 4,29¢ +0,04 4,12¢ +0,37 3,32¢ +0,25 2,11¢+0,15 1,61°¢ +0,05 1,22 +0,20
120 2,979 £0,02 2,489 £0,50 2,71¢+0,18 2,669 +0,39 2,214 +0,25 2,209 +0,21 1,53¢+0,16 1,52¢ +0,06 0,76¢ +0,22
180 1,24¢ +0,52 0,59¢ +0,05 1,89¢ +0,36 2,319 10,24 1,679+0,11 1,13¢ +0,16 0,539+0,18 1,164 +0,09 0,45% 10,09

240 0,347+0,34 0,55¢ +0,29 0,55¢ +0,53 1,452 +0,16 0,81¢ +0,16 0,39 +0,06 0,00¢ 0,00 0,00¢ +0,00 0,14¢ +0,19

300 0,00 +0,00 0,00¢ £0,00 0,00¢ £0,00 0,007 0,00 0,007 0,00 0,007 +0,00 0,00¢ 0,00 0,00e £0,00 0,00e+0,00
Epicarpo Irradiado

C-Des 1 C-Des 1 C-Des 1 C-Des 2 C-Des 2 C-Des 2 C-EtOH C-EtOH C-EtOH

(OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy) (OkGy) (0,5kGy) (1kGy)

0 24,422 +0,36 26,572 +0,35 28,832 +0,53 52,282+0,03 59,362+0,30 54,712 +0,28 34,422 +0,25 37,122+0,90 35,592 +0,37
30 11,46 +0,48 15,10°+0,43 16,05 +1,04 16,90°+0,73 19,76 +0,84  15,79°+0,07 28,99»+0,87 28,86°+0,93 29,01 +0,16
60 9,10¢ +0,04 10,04¢ +0,38  14,24°+0,67 13,16°+0,76  15,25°+1,06  14,87¢+0,19 22,23°+0,45 23,38°+0,88  20,68° +0,64
120 8,70°¢ +0,22 9,62¢ +0,38 14,44¢ +1,29  11,299+0,20 13,399+1,03 12,61°+0,52 13,369+0,11  18,52¢+0,27 20,56°+0,49
180 7,119 £1,22 7,859 £0,64 9,739 +0,76 9,39¢ +0,06 8,39¢ +0,64 10,22¢ +1,06  5,95°¢ +0,07 6,50¢ £0,06 7,249 £0,06
240 2,908 +0,12 2,57¢ +0,12 1,782 10,21 2,491 +0,16 1,757+0,13 1,961 +0,07 0,757 +0,23 0,457 +0,31 1,132 +0,12
300 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,007 +0,00 0,009 +0,00 0,009 +0,00 0,009 +0,00 0,009 +0,00 0,007 +0,00 0,007 +0,00

Nota: Letras diferentes em uma mesma linha significam diferenca estatistica a cada tempo.
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Tabela 8: Efeito da radiacdo gama na concentracéo de cianidina-3-galactosideo nos extratos.

Extratos Co Cf 60°C Cf 70°C Cf 80°C Cf 90°C
DES 1 (0 kGy) 21,93%2+0,16  6,86™ 0,02  6,41°+0,03 3,06 +0,12 2,417 +0,01
DES1(0,5kGy)  22,71M2+0,31  5094b+012 377\ +0,07  1,8510,03 1,14% +0,02
DES 1 (1kGy) 14,63%2+0,27 4,58 +0,06  3,39°°+0,06 1,930 +0,01 1,11% 0,07
DES 2 (0kGy) 33,58%2+0,15 13,0372 40,10  7,52%+0,12  2,46%1+0,04 1,577 +0,06
DES 2 (0,5kGy)  28,47Ha+0,42  12,91F°+0,08  6,50% +0,04 2,577 +0,23 1,00 +0,04
DES 2 (1kGy) 23362+0,23 11,040 +0,05  6,21M +0,06 1,95 0,06 0,90 +0,01
EtOH (0kGy) 3,02°2+0,29  1,000+0,02  0,96R" +0,25 <lod <lod
EtOH (0,5kGy) 2,019 +0,31 1,01 +0,011 1,009 +0,18 <lod <lod
EtOH (1kGy) 1,53R2 40,22 1,000+0,02 1,097 +0,01 <lod <lod
C-DES 1(0kGy)  28,160,15 2543 0,18 17,57 +0,03 8,508¢+0,12 1,46%¢ +0,06
C-DES 1(0,5kGy) 27,12%2+0,18 24,91¢+0,13  19,71A°+0,08  9,27A9+0,02 1,948¢ +0,05
C-DES 1 (1kGy) 23,98Kka+0,34 22,128+0,34  18,798c+0,02 8,27°¢+0,013 1,28 +0,09
C-DES 2 (0OkGy)  46,3582+0,32 22,73 0,15 12,614 +0,09 1,78Md+0,05 1,80C¢ +0,02
C-DES 2 (0,5kGy) 49,5942 40,45 2538 0,11 13,687 +0,14 1,64N +0,02 1,770 +0,03
C-DES 2 (1kGy)  44,80€2+0,26 25,19 +0,28  13,556c+0,01 2,244 +0,03 1,76 +0,06
C- EtOH (OkGy)  33,285240,08 27,07 +0,21 10,39 +0,05 2,42Hi+0,15 0,91t +0,02
C- EtOH (0,5kGy) 29,98F2+0,24 26,1180 +0,32  13,97€¢+0,13  2,785¢+0,08 0,87V +0,01
C- EtOH (1kGy)  29,27%2+0,03  26,76*°+0,12  1579°°+0,11  0,88°¢ +0,01 0,83\ +0,01

Nota: Co= Concentracao Inicial; Cf= Concentracdo final em cada temperatura apos a aplicacdo do
tratamento térmico; <lod= menor que o limite de detec¢éo. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo; Letras mailusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os
extratos; Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre
concentracao inicial e final de cada temperatura.

5.3.1 Efeitos da Radiacdo Gama na Cinética de Degradacdo Térmica do Conteudo
Total de Antocianinas (CTA)

Os modelos cinéticos sdo frequentemente utilizados para uma avaliacao
objetiva, rapida e econdmica da seguranca alimentar. O conhecimento da cinética de
degradacédo, incluindo ordem de reacdo, constante de velocidade e energia de
ativacdo, é importante para prever a perda de qualidade dos alimentos durante o
armazenamento, bem como os tratamentos de processos térmicos. Portanto, estudos
cinéticos sdo necessarios para minimizar a alteragdo indesejada e otimizar a
qualidade de alimentos especificos (PATRAS et al., 2010).

A medida que a temperatura aumenta, a constante da taxa de degradacéo de
antocianinas (k) se eleva e o tempo de meia vida diminui (Tabela 9), em todos os
extratos, confirmando que as antocianinas sdo termoestaveis. Outros estudos que
analisaram a estabilidade térmica de antocianinas, também encontraram valores em
que, a constante de degradacao (K) se eleva com o aumento de temperatura (XU et
al., 2014; PERON, FRAGA E ANTELO, 2017). Mercali et al. (2013) avaliaram a
degradacdo térmica de antocianinas de polpa de acerola (Malpighia emarginata D.C.)

sendo que, entre as temperaturas de 75°C a 90°C, os valores de K variaram entre
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0.0059 min't a 0.0171 min, respectivamente. Os autores também observaram que o
tempo de meia-vida diminui de com a elevagcdo da temperatura, de 119 min a 75°C
para 41°C a 90°C.

O tempo de meia vida na temperatura de 60°C, em todos os extratos feitos com
o epicarpo irradiado, foram superiores aos extratos liofilizados e irradiados nas
mesmas condi¢des. Huarancca-Huarcaya et al. (2022) observou em seu estudo com
alaybili (Vaccinium floribundum Kunth) e macha-macha (Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer), que as antocianinas foram mais susceptiveis a degradacao de acordo com
0 aumento de temperatura, confirmado pelo tempo de meia-vida.

Observou-se que a Ea foi maior nos extratos com o epicarpo irradiado do que
nos extratos irradiados. Isso mostra que estes extratos necessitam de mais energia
para ativar a reacdo de degradacédo térmica do que os demais. Comportamento similar
foi observado por Wang e Xu (2007) que obtiveram valor de Ea 58,95 kJ/mol para a
degradacédo de antocianina em suco de amora, tratado a 60, 70, 80 e 90°C. Harbourne
et al. (2008) calcularam uma energia de ativacao para degradacéo de antocianina em
suco de groselha preta de 73 £+ 2 kJ/mol na faixa de 21 a 100°C. Verbeyst et al., (2010)
encontrou valor de 94,4 + 2,54 kJ/mol de Ea em degradacdo de antocianinas
(pelargonidina-3-glicosideo) em pasta de morango na faixa de temperatura de 80 a
130°C.

A degradacéo térmica das antocianinas pode resultar em uma variedade de
espécies, dependendo da dose e natureza de aquecimento. A aplicacao de calor nas
antocianinas resulta na abertura do anel heterociclico da sua molécula, formando
entdo chalconas, que, devido a sua termolabilidade, se degradam instantaneamente
em um acido fendlico e um aldeido (OLIVEIRA et al., 2020). Segundo Patras et al.
(2010) a degradacao é causada principalmente pela oxidagéo, clivagem de ligacdes

ou reacOes de oxidagdo aumentadas devido ao processamento térmico.



Tabela 9: Efeito da temperatura nos valores k, T% e Ea para degradacdo de antocianinas nos extratos entre 60 a 90°C.
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Extrato Irradiado

Extrato T° K (min) T¥%(min) Ea (KJ/mol)[Extrato T° K (min) T%(min) Ea (KJ/mol) [Extrato T° K (min) T % (min) Ea (KJ/Kmol)
DES 1 60 0,0079 87,74 38,42 DES 2 60 0,0155 44,72 26,99 EtOH 60 0,0131 53,07 25,83
(OkGy) 70 0,0091 76,17 (OkGy) 70 0,0184 37,67 (OkGy) 70 0,0291 23,82

80 0,0177 39,07 80 0,0192 36,10 80 0,0306 22,65

90 0,0227 30,54 90 0,0378 18,34 90 0,0298 23,26
DES 1 60 0,0110 63,01 40,66 DES 2 60 0,0158 43,87 38,15 EtOH 60 0,0106 65,39 38,71
(0,5kGy) 70 0,0163 42,52 (0,5kGy) 70 0,0202 34,31 (0,5kGy) 70 0,0307 22,58

80 0,0292 23,74 80 0,029 23,90 80 0,0511 13,56

90 0,0348 19,92 90 0,05 13,86 90 0,0314 22,07
DES 1 60 0,0146 47,48 39,53 DES 2 60 0,0237 29,25 19,89 EtOH 60 0,0102 67,96 49,52
(1kGy) 70 0,0150 46,21 (1kGy) 70 0,027 25,67 (1kGy) 70 0,0325 21,33

80 0,0313 22,15 80 0,0304 22,80 80 0,0517 13,41

90 0,0427 16,23 90 0,0443 15,65 90 0,0441 15,72

Epicarpo Irradiado

Extrato T° K (min) T Y (min)Ea (KJ/mol)[Extrato T° K (min) T % (min) Ea (KJ/mol) [Extrato T° K (min) T % (min) Ea (KJ/mol)
DES 1 60 0,0023 301,37 62,62 DES 2 60 0,0055 126,03 46,33 EtOH 60 0,0019 364,81 61,89
(OkGy) 70 0,0043 161,20 (OkGy) 70 0,0338 20,51 (OkGy) 70 0,0024 288,81

80 0,0141 49,09 80 0,0274 25,30 80 0,0112 61,89

90 0,0122 56,82 90 0,0265 26,16 90 0,0088 78,77
DES 1 60 0,0028 247,55 51,53 DES 2 60 0,0068 101,93 46,36 EtOH 60 0,0033 210,04 37,08
(0,5kGy) 70 0,0053 130,78 (0,5kGy) 70 0,0163 42,52 (0,5kGy) 70 0,0057 121,60

80 0,0134 51,73 80 0,0338 20,51 80 0,0127 54,58

90 0,0112 61,89 90 0,0257 26,97 90 0,0085 81,55
DES 1 60 0,0016 433,22 63,02 DES 2 60 0,0089 78,15 46,36  |EtOH 60 0,0033 210,04 38,57
(1kGy) 70 0,0044 157,53 (1kGy) 70 0,0225 30,81 (1kGy) 70 0,0047 147,48

80 0,013 53,32 80 0,0338 20,51 80 0,0151 45,90

90 0,0088 78,77 90 0,0272 25,48 90 0,0079 87,74
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5.3.1.1 Andlise Termodinamica do Processo de Degradacédo de Antocianinas

Em todos os extratos, a variacdo da entalpia (AH) é positiva, indicando um
estado endotérmico (Tabela 10). Nos extratos realizados com o epicarpo irradiado,
AH é maior em relacdo ao demais extratos, exceto nos extratos etandlicos irradiados
com 0,5 e 1kGy (Tabela 10). Segundo Georgieva et al. (2012), Mercali et al. (2013),
Mercali et al. (2015), o valor positivo calculado para o AH representa um estado
endotérmico entre o reagente e o complexo ativado, que produz um aumento da
degradacdo com o aumento da temperatura. Como seu valor representa a medida da
barreira a ser quebrada para que as moléculas entrem em reagao se o valor AH for
baixo, ele favorece a formagéo do complexo ativado.

A variacdo da energia livre de Gibbs (AG) foi similar em todos os extratos
analisados e os valores positivos demonstram a ndo espontaneidade da reacdo. A
variacdo da entropia (AS) também foi similar em todos os extratos analisados,
apresentando valores negativos.

Resultados similares foram encontrados por Mercali et al. (2013), que analisou
as funcbes termodinamicas do processo degradativo das antocianinas da polpa de
acerola, para uma faixa de temperatura de 70 a 90°C. Para a temperatura de 80°C os
valores do AH, AG e AS foram de 71,87 e 100,97 kJ/mol e -82,43 J/mol.K,
respectivamente. Em outro estudo, Mercali et al. (2015) determinou valores para AH
de 71 kdJ/mol, AG de 102,5 kdJ/mol e AS de -91,7 kJ/mol, para uma temperatura de
70°C em antocianinas de jabuticaba.

Segundo Vikram et al. (2005) e Mercali et al. (2013) AS demonstra a desordem
das moléculas e seu valor negativo sugere que o estado de transicdo das moléculas
esta mais organizado quando comparado com o inicio da reacdo. Consequentemente
a formacdo do complexo ativado estd interligada a uma diminuicdo da entropia.
Georgieva et al. (2012) diz que baixos valores de entropia indicam que o material esta
mais proximo do seu estado de equilibrio termodinamico, ou seja, esta pouco reativo
e consequentemente ha um aumento no tempo necessario para formar o complexo

ativado.
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Tabela 10: Parametros termodinamicos obtidos para a degradacdo de antocianinas durante o
aguecimento.

Extratos Irradiados

Epicarpo Irradiado

Extratos T° AHKJ/mol AG KJ/mol AS J/mol|Extratos T° AHKJ/mol AG KJ/mol AS J/mol
DES 1 60 35,66 95,22 -178,85|DES 1 60 59,86 98,63 -116,43
(OkGy) 70 35,58 94,91 -178,17 | (OkGy) 70 59,78 96,98 -111,72
80 35,50 93,14 -173,11 80 59,70 93,77 -102,33
90 35,41 92,54 -171,55 90 59,61 94,26 -104,03
DES 1 60 37,90 94,30 -169,38|DES 1 60 48,77 98,09 -148,12
(0,5kGy) 70 37,82 93,30 -166,61|(0,5kGy) 70 48,68 96,41 -143,31
80 37,73 91,76 -162,25 80 48,60 93,92 -136,09
90 37,65 91,35 -161,27 90 48,52 94,49 -138,06
DES 1 60 36,77 93,52 -170,41|DES 1 60 60,26 99,64 -118,26
(1kGy) 70 36,69 93,53 -170,68 | (1kGy) 70 60,18 96,92 -110,35
80 36,61 91,57 -165,06 80 60,09 94,00 -101,83
90 36,52 90,79 -162,96 90 60,01 95,16 -105,56
DES 2 60 24,22 93,35 -207,60|DES 2 60 43,56 96,22 -158,13
(OkGy) 70 24,14 92,96 -206,67 |0 kGy 70 43,48 91,28 -143,53
80 24,06 92,92 -206,81 80 43,40 91,94 -145,77
90 23,97 91,13 -201,66 90 43,32 92,11 -146,53
DES 2 60 35,39 93,30 -173,91|DES 2 60 43,60 95,63 -156,26
(0,5kGy) 70 35,31 92,70 -172,36|(0,5kGy) 70 43,52 93,30 -149,49
80 35,22 91,78 -169,84 80 43,43 91,36 -143,92
90 35,14 90,35 -165,80 90 43,35 92,19 -146,68
DES 2 60 17,12 92,18 -225,39|DES 2 60 43,60 94,90 -154,05
(1kGy) 70 17,04 91,90 -224,80|(1kGy) 70 43,52 92,40 -146,81
80 16,96 91,65 -224,31 80 43,43 91,36 -143,92
90 16,87 90,69 -221,66 90 43,35 92,04 -146,21
EtOH 60 23,07 93,83 -212,50 | EtOH 60 59,13 99,16 -120,22
(OkGy) 70 22,98 91,69 -206,34 | (0kGy) 70 59,05 98,60 -118,77
80 22,90 91,63 -206,41 80 58,96 94,41 -106,46
90 22,82 91,78 -207,11 90 58,88 95,16 -108,95
EtOH 60 35,95 94,41 -175,54 | EtOH 60 34,31 97,63 -190,15
(0,5kGy) 70 35,87 91,54 -167,20|(0,5kGy) 70 34,23 96,20 -186,10
80 35,78 90,21 -163,45 80 34,15 94,07 -179,93
90 35,70 91,64 -167,98 90 34,07 95,26 -183,75
EtOH 60 46,75 94,51 -143,42 | EtOH 60 35,81 97,63 -185,66
(1kGy) 70 46,67 91,39 -134,29 | (1kGy) 70 35,73 96,74 -183,22
80 46,59 90,18 -130,92 80 35,64 93,59 -174,01
90 46,50 90,70 -132,72 90 35,56 95,46 -179,87
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5.3.2 Efeito da Temperatura nos Extratos Irradiados na Atividade Antioxidante e

Compostos Fenolicos Totais (CFT)

O DES2 0,5 kGy (composto por ChCl e &c. Tartarico) foi o extrato que teve
maior teor de CFT, e, o C-DES1 1,0 kGy (composto por ChCl e propilenoglicol)
elaborado com o epicarpo irradiado destacou-se por ter a maior atividade antioxidante,
por DPPH. Nestes DES citados, a aplicacao de radiagdo gama nas doses de 0,5 e
1kGy, pode ter contribuido para tal resultado.

Estudo feito por Madureira et al. (2018) em residuos de azeite, mostrou que, 0
tratamento com radiacdo gama melhorou em duas vezes a capacidade de extracéo
de compostos fendlicos. A irradiacado € capaz de romper as ligagcdes quimicas dos
compostos bioativos, liberando compostos fendlicos solUveis de baixo peso molecular
e aumentando esses compostos com potencial antioxidante (ADAMO et al., 2004).

Vieira et al. (2009) analisou o epicarpo de seis cultivares de macéa e o teor de
CFT variou de 132,93 mg GAE /100g e massa fresca da variedade Galaxy a 269,76
mg GAE /100g de massa fresca da variedade Imperatriz. Este mesmo estudo, avaliou
também a atividade antioxidante pelo método de ABTS, sendo que os valores
variaram de 335,15 umol TEAC /100g de massa fresca da variedade Fuji Suprema a
739,85 umol TEAC 100 g* da variedade Imperatriz.

Carbone et al. (2011) encontrou valores mais baixos para atividade antioxidante
por DPPH e CFT em epicarpo de maca. O contetdo fendlico total foi de 1,66 mg CTE/g
de peso fresco e a atividade antioxidante de 19,72 mg EC50/g de peso fresco, em
extratos aquosos. Alberti (2014) analisou o epicarpo, mesocarpo e endocarpo de
macas Fuji nos estadios de maturacdo, pré-maturacdo e senescéncia. No estadio
maduro, o teor Fendis Totais no epicarpo foi de 2538,97mg/kg em base umida, e a
atividade antioxidante por DPPH e ABTS foram 6538,05 umolTE/kg e 8677,43
MmMOITE/kg, respectivamente.

Por outro lado, a temperatura influenciou significativamente o teor de CFT
(Tabela 12) e a atividade antioxidante (Tabela 11) dos extratos analisados, podendo
ser vista a diminuicdo a medida que a temperatura se eleva. Estes resultados
apontam que estes compostos bioativos podem ser instaveis e sensiveis quando
expostos a temperaturas elevadas.

Estudos ja demonstraram que a aplicacdo de altas temperaturas em frutas e

vegetais reduz o conteldo de seus compostos bioativos e do nivel de atividade
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antioxidante (BUSHRA et al., 2008; CISSE et al., 2009; FERRACANE et al., 2008;
JIMENEZ-MONTRAL et al., 2009; ARANCIBIA-AVILA et al. 2012).

Estudo feito por Zheng et al., (2022) analisou extratos de farelo de milheto rabo
de raposa, elaborados com DES a base de betaina e glicerol (proporcéao de 1:2). O
teor de CFT aumentou com a elevacao da temperatura de extracdo, antes de atingir
um maximo em 60°C e diminuir ligeiramente apds este ponto. Os autores destacam
que, 0 aumento da temperatura melhorou a solubilidade dos polifen6is no DES,
acelerando o processo de transferéncia de massa dos polifendis das células vegetais.
No entanto, os polifendis apresentaram certa instabilidade térmica o conteudo
diminuiu ligeiramente a 70°C.

E importante destacar que, os dois DES utilizados no trabalho foram capazes
de extrair significativamente os CFT, além de obterem potencial antioxidante. Nesse
sentido, a aplicacao de radiacdo também pode ter influenciado neste efeito, mostrando

gue as duas tecnologias poderiam ser aplicadas na industria de alimentos.
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Tabela 11: Atividade antioxidante pelo método de DPPH (expresso umol ET/g peso seco) nas amostras expostas a temperatura de 60°C, 70°C, 80°C e 90°C.

Extrato

Co

Cf 60°C

Cf 70°C

Cf 80°C

Cf 90°C

DES 1 (0 kGy)
DES 1 (0,5kGy)
DES 1 (1kGy)
DES 2 (OkGy)
DES 2 (0,5kGy)
DES 2 (1kGy)
EtOH (0kGy)
EtOH (0,5kGy)
EtOH (1kGy)
C-DES 1 (0kGy)
C-DES 1 (0,5kGy)
C-DES 1 (1kGy)
C-DES 2 (0kGy)
C-DES 2 (0,5kGy)
C-DES 2 (1kGy)
C- EtOH (0kGy)
C- EtOH (0,5kGy)
C- EtOH (1kGy)

2154,94K2+2 84
2193,38% +1,72
2126,34%2 +0,75
2205,52'2 +1,24
2275,52¢2 +3,58
2217,25M2 +2,65
561,46R +1,21
621,52P2 +0,87
602,359 +4,56
2759,72C2 £3,45
2835,2082 +1,63
2892,40%2 +2,57
2560,1272 +0,79
2654,42Pa +4 32
2615,27F2 +3,65
1691,74%2 +2,31
1741,25Na +2 54
1796,32M2 +6,52

1348,27K+1,23
1497,75F°+3,73
1374,15%°+1,56
1423,52'0 +1,24
1563,21¢P+2,03
1489,6360+1,54
143,23Fb+2,07

156,150°+1,45

156,2305+3,25

1489,36°b+3,15
1547,23Pb+2,42
1465,35Hb+1,27
1533,655+1,58
1642,747+1,18
1569,688°+2,34
1005,36N°+1,98
1026,410+1,54
1015,18MP+1,12

1136,54¢+1,36
1146,35%¢+1,74
1141,15Ke+1,27
1289,65H +1,61
1296,41¢¢+2,54
1276,32'°+2,36
121,369°+1,15
125,14P¢+1,97
122,399°+2,36
1375,63P+3,74
1489,414¢+3,24
1389,23%+2,61
1345,69F¢+2,47
1427,32B¢+1,58
1365,15F¢+1,46
904,64°°+1,36
915,41Mc+2 31
910,11N¢+0,98

964,32%9+1,73

978,43%+2,36

971,25Kd+4 21

1015,36'4+3,69
1022,4164+1,54
1019,32H4+2 64
104,32%%+1,73

108,6474+2,15

105,6999+3,47

1236,4789+2 56
1245,8749+3,01
1207,15¢4+2,74
1115,3654+1,63
1119,58P4+1,05
1112,5979+0,74
703,5409+2 34
711,41Md+2 25
708,69Nd+2 47

754,32Kex3,41
773,47%°4£2,63
736,85-¢+1,34
875,21"¢+1,96
898,32F¢+0,65
863,69'+1,47
81,23PR¢+1,56
82,45Pe+2 25

80,57°¢+1,47

971,41%+3,41
986,25%¢+3,04
974,368¢+0,97
896,367+1,18
915,41Pe+1,01
894,23%¢+2,43
525,32Ne+3,25
533,41Me+2 15
515,569¢+2,63

Nota: Co= Concentracdo Inicial; Cf= Concentracgdo final em cada temperatura. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo; Letras mailusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os extratos; Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre

concentracao inicial e final de cada temperatura.



Tabela 12: Concentracdo de Compostos Fendlicos Totais (CFT) (expresso em mg/g de massa seca) nas amostras expostas a temperatura de 60°C, 70°C,

80°C e 90°C.

Extratos

Co

Cf 60°C

Cf 70°C

Cf 80°C

Cf 90°C

DES 1 (0 kGy)
DES 1 (0,5kGy)
DES 1 (1kGy)
DES 2 (OkGy)
DES 2 (0,5kGy)
DES 2 (1kGy)
EtOH (0kGy)
EtOH (0,5kGy)
EtOH (1kGy)
C-DES 1 (0kGy)
C-DES 1 (0,5kGy)
C-DES 1 (1kGy)
C-DES 2 (0kGy)
C-DES 2 (0,5kGy)
C-DES 2 (1kGy)
C- EtOH (0kGy)
C- EtOH (0,5kGy)
C- EtOH (1kGy)

5370,4412+217,21
5823,40¢2+215,63
4451,032+376,22
6183,1972+111,31
8848,382£294,82
7647,57P2+362,98
165,44K2+11,78
227,93%a+11,57
120,72Ka+7,71
5179,682+279,15
6581,56F2+287,91
5960,83%2+230,72
8108,02¢2+59,06
8536,1283+83,85
8014,12C2+71,12
4141,79%+91,82
4517,162+37,61
4355,512+52,79

4027,93°+45,69
4264,66"°+84,39
3728,967°+69,85
5047,465°+42 25
5398,94Pb+68,96
4634,06"¢+48,05
117,25Mb+2 42
133,42Mb+2 63
99,11M+2, 04
4529,706"+93,27
4730,117°+69,96
3997,42'°+27,96
6050,998°+56,95
6416,75/°+147,87
5673,29¢v+147,77
3077,02-°+69,55
3295,07%P+52,99
2997,38v+40,24

3732,30'°+56,02
3936,37H°+43,69
3426,25%0+74,51
4377,785°+41,75
4587,07P°+50,39
4082,72FCc+48,17
113,14%°+1,50
121,940¢+0,36
95,690bc+1,95
4031,626H+59,68
4182,78%¢+50,24
3586,24¢+66,46
5165,24B¢+135,91
5861,154°+109,70
4877,77¢°£127,59
3024,50Mb+38,86
3231,88-v+76,89
2749,14N¢+153,39

3129,35F4+71,01
3152,94F4+95,13
2879,77F¢+£163,73
3923,85%4+76,88
4048,13B¢4+66,59
2693,01¢H9+116,82
94,07Kc£1,03
95,08K°+1,08
90,12K¢+0,84
3246,285¢+202,90
3590,40P9+43,27
2793,32F¢d+143,37
4120,198¢+95,99
4413,969+85,52
3899,11°9+138,50
2419,29'°+134,46
2594,87H1c+139,26
2112,16%4+90,86

2555,90Pe+224,57
2635,10°e+172,32
2156,92F9+101,90
3055,678¢¢+95,98
3166,39/8¢+62,33
2150,12F2+97,34
76,05H4+2,06
84,621+0,69
61,79H4+1,47
2292,875+158,88
2598,61Pe+120,42
1643,37¢¢+141,61
2940,06¢¢+75,52
3300,574e+£128,27
2654,89Pe+65
1921,87F9+44,67
1944,4779+108,76
1527,64%¢+102,73

Nota: Co= Concentragdo Inicial; Cf= Concentragédo final em cada temperatura. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo; Letras mailsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os extratos; Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre
concentracao inicial e final de cada temperatura.
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5.3.3 Efeito da Luz na Estabilidade dos Extratos Irradiados

E amplamente conhecido o fato que, alimentos ricos em antocianinas muitas
vezes sofrem descoloracdo quando armazenados em um ambiente sem protecao da
luz. Este fato revela a sensibilidade e a degradacao ou fotodegradacéo induzida pela
luz nas antocianinas. Estudos mostram que, a taxa de degradacao das antocianinas
depende da fonte de luz, da intensidade e tempo de irradiacdo. Em termos de fontes
de luz, a maior fotodegradacao das antocianinas ocorre com luz ultravioleta, seguida
de fluorescéncia e luz natural (HE et al.,2015; MA et al., 2016; QUAN et al., 2019).

Pode-se observar que os extratos irradiados foram mais susceptiveis a luz dos
gue os extratos feitos com o epicarpo irradiado (Tabela 13). Sendo que o teor de AMT
ao final do experimento chegaram proximas a zero (Tabela 14). Os extratos feitos com
0 epicarpo irradiado tiveram queda de pouco mais da metade da concentracdo de
AMT. A maior estabilidade vista nestes extratos pode ser atribuida a formacéo do
DES, sem que houvesse a ressuspensdo com agua, tornando a rede de moléculas
mais forte. Em todos os extratos a maior queda de antocianinas foi no periodo inicial
de trés horas de exposicdo a luz. Com o passar do tempo este declinio ndo foi de
maneira exponencial.

O mecanismo que explica a fotodegradacao das antocianinas ainda nao esta
bem estabelecido, e existem diferentes visdes ou suposi¢cdes propostas sobre este
tépico. Primeiramente, foi relatado um processo conjunto de hidrélise/clivagem, no
qgual as antocianinas, como fotossensibilizantes, absorveram energia da luz para
formar um estado excitado por fotossensibilizacdo. Em seguida, as antocianinas
excitadas hidrolisaram na posicdo C-4 para formar um aduto C-4, que foi
posteriormente hidrolisado na posicédo C-2 e sofreu abertura do anel para obtencao
de uma 4-OH-chalcona. A 4-OH chalcona resultante clivou na ligagdo com C-2 e C-3
via cisdo homolitica e finalmente resultou nos mesmos produtos da degradacédo
térmica, como 2,4,6-trihidroxibenzaldeido e acido 3,4,5-trihidroxibenzico (FURTADO
et al., 1993).

Um segundo mecanismo foi proposto, através de uma via de auto-oxidagéo na
qual as antocianinas foram clivadas em radicais fenoxi, centrados em oxigénio e
centrados em carbono por uma reacdo de desprotonacdo (GERARD et al., 2019).
Quando esses radicais foram expostos ao oxigénio, eles reagiram com moléculas de

oxigénio para gerar radicais peroxil, melhorando assim a capacidade de oxidar
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antocianinas. Além disso, a luz pode induzir a degradacdo de antocianinas pela
transferéncia de antocianinas diaciladas em antocianinas monoaciladas. A
estabilidade deste ultimo foi muito inferior a do primeiro (SONG et al., 2013).

Tabela 13: Efeito da radiagdo gama na concentra¢éo de cianidina-3-galactosideo (expresso em mg/g
de cianidina-3-glicosideo) em extratos expostos a luz.

Extrato Co C24h C72h Cf

DES 1 (0 kGy) 21,93N2 +0,16 14,31F0 +0,62  7,25F¢ +0,28 4,256d +0,12
DES 1 (0,5kGy) 22,71Ma +0,31 15,2772 +0,34  8,63Ec +0,14 5,62Ed +0,52
DES 1 (1kGy) 14,63%2 +0,27 15,04F2 +0,41  7,74Eb +0,22 4,78FCGc £ 0,32
DES 2 (0kGy) 33,58P2 10,15 18,232 +0,23  9,44Pc +0,18 5,32Fd +0,21
DES 2 (0,5kGy) 28,47H2 10,42 19,65P° +0,43  10,25P¢ +0,32  6,21F4 +0,14
DES 2 (1kGy) 23,362 +0,23 18,64F> +0,31  9,76Pc +0,18 5,91Fd +0,31
EtOH (OkGy) 3,02P2 +0,29 1,02¢b +0,46 <lod <lod

EtOH (0,5kGy) 2,0192 +0,31 1,276b +0,32 <lod <lod

EtOH (1kGy) 1,53R2 +0,22 0,83¢b +0,28 <lod <lod

C-DES 1 (OkGy)  28,16'2+0,15 22,360 +0,24  17,74B¢+0,15  14,65% +0,26

C-DES 1 (0,5kGy)
C-DES 1 (1kGy)
C-DES 2 (0kGy)

27,1272 +0,18
23,98K2 +0,34
46,3582 0,32

23,41¢° +0,18
22,760 0,28
32,418 +0,17
33,694 +0,02

18,27B¢ +0,18
17,368 0,11
28,014¢ +0,08
28,41A¢ +0,35

15,8784 +0,18
14,964 +0,32
26,3274 0,14
27,4179 0,34

C-DES 2 (0,5kGy) 49,5942 +0,45
C-DES 2 (1kGy)  44,80¢ 10,26
C- EtOH (0kGy) 33,28F2 +0,08
C- EtOH (0,5kGy) 29,982 +0,24 19,04%0 +0,32  16,23¢c+0,21  14,87¢¢ +0,31

C- EtOH (1kGy) 29,27%2 +0,03 18,74%° +0,14  15,34°°+0,54  13,62°¢ +0,17

Nota: Co= Concentracao Inicial; C24h= Concentracdo de AMT em 24 horas; C72h= Concentracéo de
AMT em 72 horas; Cf= Concentracao final. Os resultados sao expressos como média + desvio padrao;
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os extratos; Letras
minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre concentracao inicial e final
de cada temperatura.

32,458 0,19
18,2380 +0,21

27,79%¢ 0,31
15,56¢¢ +0,32

26,5474 +0,09
14,63%4 +0,34




Tabela 14: Concentracéo de AMT (expressos em mg/g cianidina-3-glicosideo de massa seca) expostas a luz.
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Extrato Irradiado

Tempo Des 1 Des 1 Des 1 Des 2 Des 2 Des 2 EtOH EtOH EtOH

(h) (0,0 kGy) (0,5 kGy) (1,0 kGy) (0,0 kGy) (0,5 kGy) (1,0 kGy) (0,0 kGy) (0,5 kGy) (1,0 kGy)
0 19,522+0,12 21,732+0,16 21,892+0,52  30,592+0,26 35,292+0,39 35,382+0,23 9,112+0,72 6,762+0,30 7,232+0,70
3 18,225+0,54 11,45b+1,41 10,32°+1,67  17,98°+0,49 14,25°+1,34 13,87°+0,32 6,85+0,95 2,24b+0,21 2,46Y+0,16
6 15,78¢+0,99 13,30¢+0,95 12,08¢+0,18  16,920+0,50 11,67¢+0,16 9,46°+0,65 6,710+0,89 2,08°+0,03 2,37v+0,27
12 7,359+0,05 7,624+0,23 6,909+0,05 13,61¢+0,60 11,77¢+0,80 7,5849+0,91 2,37¢+0,42 2,09°+0,02 2,23%+0,21
24 6,13¢+0,72 5,64¢+0,32 4,33¢+0,36 8,769+1,67 7,619+0,40 7,04910,22 1,1649+0,62 1,01¢+0,06 1,10¢+0,03
36 5,27¢+0,04 5,38¢+0,08 3,60%+0,19 7,79%¢+0,14 7,379+0,50 6,17¢+1,03 0,839+0,18 0,93¢+0,06 0,87¢9+0,13
48 3,92h9+0,23 4,87¢+0,18 2,71%9+0,18 6,96°+0,80 4,898+0,05 3,817+0,17 0,00e+0 0,009+0 0,56%9+0,45
60 4,629/+0,68 4,62¢+0,34 3,0319+0,02 4,98+0,03 3,75+0,01 3,39+0,38 0,008+0 0,00¢+0 0,98+0,15

72 2,93M+0,86 4,69%+1,17 2,8019+0,18 2,809+0,43 2,669+0,08 1,7791£0,16 0,00e+0 0,009+0 0,00e+0

84 2,031+0,95 2,98+0,27 2,449+0,00 1,62"+0,45 1,18"+0,36 1,279+0,09 0,00%+0 0,009+0 0,008+0

96 0,76+0,07 0,609+0,18 0,56M+0,20 0,46'+0,01 0,33+0,12 0,41h+0,05 0,00°+0 0,009+0 0,00°+0

Epicarpo Irradiado
C-Desl C-Desl C-Desl C-Des2 C-Des2 C-Des2 C-EtOH C-EtOH C-EtOH
(OkGY) (0,5kGY) (1kGY) (OkGY) (0,5kGy) (1kGY) (OkGYy) (0,5kGy) (1kGY)

0 24,422+0,36 26,572+0,35 28,832+0,53  52,282+0,03 59,362+0,30 54,712+0,28 34,422+0,25  37,123+0,55 35,592+0,37
3 22,97°+0,56 20,96°+0,60 23,18°+0,28  25,95°+0,80 25,88+0,59 23,76°+0,26 25,61°+0,49  22,90°+0,60 23,63v+0,48
6 20,67¢£1,14 19,40¢+0,76 22,62°+0,26  25,19°+0,21 23,17¢+£0,39 22,79°+0,01 23,70°+0,06  20,61°+0,24 22,59¢+0,47
12 18,619+0,11 18,80¢+0,04 19,54¢+0,75  23,84°+0,59 21,839+0,07 21,05¢+0,51 21,52¢+0,42  19,66°+0,10 20,749+0,33
24 17,432+0,48 17,439+0,42 18,339+0,10  21,319+0,58 21,579+0,32 19,934+0,73 20,849+0,48  17,85%+0,12 17,95e+0,45
36 17,05e+0,05 16,859+0,41  17,94%+0,58 19,04°+0,59 19,76e+0,32 18,65¢+0,45 19,30°+0,20  16,53¢+0,93 17,232+0,06
48 17,102+0,15 15,85¢+0,90 17,699%+0,22  18,82¢+0,54 18,02'+0,52 17,40%+0,90 18,67¢+0,42  15,69¢+0,60 16,06'+0,57
60 17,36°+0,11 14,86'+0,64 17,509%+0,52  18,58°+0,13 17,90%0,30 15,059+0,85 17,47'+0,42 14,94'+0,97 14,919+0,29
72 15,95%+0,58 13,949+0,16 17,23¢+0,87 15,07'+0,25 16,859+0,35 14,659+0,55 16,99+0,95 13,009+0,50 14,659+0,45
84 14,639+1,07 13,479+0,30 14,90%+0,34 13,239+0,98 14,76"+0,44 13,01"+0,31 15,199+0,31 12,439"+0,58  13,74"+0,76
96 13,869+0,81 13,049+0,60 13,819+0,40  13,109+0,50 14,60"+0,50 12,20"+0,75 14,649£0,54  11,50"+0,10 13,15"+0,05

Nota: Letras diferentes entre as colunas significam diferenga estatistica a cada tempo.
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Tabela 15: Concentracédo de CFT (expresso em mg/g GAE de peso seco) no inicio e fim da cinética da

luz.

Extrato

Co

Cf

DES 1 (0,0 kGy)
DES 1 (0,5 kGy)
DES 1 (1,0 kGy)
DES 2 (0,0 kGy)
DES 2 (0,5 kGy)
DES 2 (1,0 kGy)
EtOH (0,0 kGy)
EtOH (0,5 kGy)
EtOH (1,0 kGy)
C-DES 1 (0,0 kGy)
C-DES 1 (0,5 kGy)
C-DES 1 (1,0 kGy)
C-DES 2 (0,0 kGy)
C-DES 2 (0,5 kGy)
C-DES 2 (1,0 kGy)
C- EtOH (0,0 kGy)
C- EtOH (0,5 kGy)
C- EtOH (1,0 kGy)

5370,44H2 + 217,21
5823,40%2 + 215,63
4451,032+ 376,22
6183,1972+ 111,31
8848,3872+ 294,82
7647,57°2 + 362,98
165,44%a+ 11,78
227,93%a+ 11,57
120,722+ 7,71
5179,68M2+ 279,15
6581,56F2+ 287,91
5960,83%2 + 230,72
8108,02¢2 + 59,06
8536,1282+ 83,85
8014,12%2+ 71,12
4141,79%2+ 91,82
4517,16'2+ 37,61
4355,5112+ 52,79

4607,86' + 45,86
4787,28H° + 73,05
3924,83%0 + 62,38
5601,2280 + 50,79
5935,11Pb + 85,49
5183,717 + 83,08
132,91¢0 + 8,35
159,10 + 0,31
109,340 + 1,02
4713,19%° + 77,63
5003,62C" + 36,37
4230,27% + 60,51
6499,488° + 20,74
6812,484 + 91,79
6123,11¢b + 75,97
3184,73Mb + 58,20
3490,08 + 32,02
3070,49"0 + 54,13

Nota: Co= Concentracao Inicial; Cf= Concentracgao final. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrao; Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os
extratos; Letras minlsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre
concentracao inicial e final.

Tabela 16: Capacidade antioxidante pelo método de DPPH (expresso em mg/g TE de peso seco) no
inicio e fim da cinética da luz.

Extrato Co cf
DES 1 (0 kGy) 2154,94%a+2 84 1918,27% +1,53
DES 1 (0,5kGy) 2193,38% +1,72 2149,78™ +3,65

DES 1 (1kGy)
DES 2 (0kGy)
DES 2 (0,5kGy)
DES 2 (1kGy)
EtOH (0kGy)
EtOH (0,5kGy)
EtOH (1kGy)
C-DES 1 (OkGY)

C-DES 1 (0,5kGy)

C-DES 1 (1kGy)
C-DES 2 (0kGy)

C-DES 2 (0,5kGy)

C-DES 2 (1kGy)
C- EtOH (0kGy)

C- EtOH (0,5kGy)
C- EtOH (1kGy)

2126,342 0,75
2205,52'2 +1,24
2275,52¢2 +3,58
2217,25"2 +2,65
561,46R2 +1,21
621,522 +0,87
602,3592 +4,56
2759,72¢2 £3,45
2835,2082 +1,63
2892,40%2 +2 57
2560,12F2 +0,79
2654,42P3 +4,32
2615,2752 +3,65
1691,74%2 +2,31
1741,25Na +2 54
1796,32M2 +6,52

2036,79"° +2,57
1960,85" +0,47
2023,20" +2,61
2102,32%° +1,58
323,87% +1,97
456,02 +3,39
479,69 +2,04
2524,42% 3,67
2651,89% +3,60
2669,24"° +2,33
2148,37™ £4,29
2427,75% +1,64
2446,50 +3,21
1323,14N° +3,47
1658,36 +5,24
1620,61M° +0,68

Nota: Co= Concentracéo Inicial; Cf= Concentracao final. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrao; Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os
extratos; Letras minlsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre
concentracao inicial e final
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Ao analisar CFT e atividade antioxidante pelo método de DPPH, também pode
ser visto uma diferenca significativa da concentracdo inicial e final, em todos os
extratos. Este resultado, ja era previsto, pois com a diminuicdo do teor de AMT,
consequentemente a atividade antioxidante e os CFT também seguiriam o mesmo
caminho.

Uma reducédo acentuada é verificada nos extratos irradiados e isto, pode estar
relacionado com a ressuspensdo dos extratos com agua. Rocha-Parra et al. (2016)
descobriram que a estabilidade de alguns polifendis (malvidin-3-glicosideo, catequina
e epicatequina) diminuiram a medida que a atividade de agua do extrato aumentou.
Esparza et al. (2020) avaliou a estabilidade de compostos em extrato de caule de uva,
e observou que estes, requerem protecdo contra a luz, além do controle da
temperatura, para evitar sua degradacao durante o armazenamento e, assim, manter
sua atividade bioldgica.

Quando se trata de compostos fendlicos dentro de uma matriz ativa, como por
exemplo, a de uma planta, sabe-se que variacbes na incidéncia de luz podem
ocasionar um aumento em sua producdo pela planta, devido aos diversos
mecanismos através dos quais a radiacdo luminosa é aproveitada de maneira
construtiva (GHASEMZADEH et al., 2010). Contudo, com base nos resultados obtidos
neste trabalho, a partir do momento em que a incidéncia de radiacdo luminosa ocorre
diretamente sobre os compostos em um extrato, a situagéo torna-se prejudicial.

Sabe-se que compostos fendlicos sédo geralmente instaveis quando submetidos
a elevadas temperaturas, mudancas de pH ou expostos ao oxigénio. Contudo, esses
compostos também sdo, em sua grande maioria, fotossensiveis. A incidéncia de luz
pode ocasionar mudancas em sua estrutura quimica a ponto de causar instabilidade
na molécula, impossibilitando que esses compostos bioativos permanecam estaveis
quando armazenados por longos periodos de tempo (MUNIN; EDWARDS-LEVY,
2011).
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6 CONCLUSAO

A aplicacdo de DES, como alternativa a extragdo convencional utilizando
etanol, mostrou-se promissora na recuperacéo de AMT, no teor de CFT e na atividade
antioxidante (DPPH) de epicarpo de maca. Da mesma maneira, a aplicacdo de
radiacdo gama nas doses de 0,5 e 1,0 kGy foram capazes de influenciar
significativamente no teor de todos os parametros analisados. Sendo que os extratos
do epicarpo irradiado apresentaram maiores valores de AMT, CFT e DPPH em
comparacao aos extratos irradiados.

Na analise da estabilidade, a maior degradacao de antocianinas foi observada
nos primeiros 30 minutos de exposicdo em todas as temperaturas avaliadas.. Os
extratos realizados com o epicarpo irradiado, ao final das temperaturas de 60°C e
70°C, perderam menos compostos antocianicos em relacdo aos extratos irradiados.
Porém, o mesmo néo € visto nas temperaturas de 80°C e 90°C, onde no tempo final,
todos os extratos apresentam queda significativa de antocianinas.

Os dados cinéticos mostraram que, a elevacdo da temperatura aumenta a
degradacdo das antocianinas. O mesmo resultado foi observado na exposicdo dos
extratos a luz, onde houve um declinio de todos os parametros analisados. Além disso,
€ importante ressaltar que, tanto os DES quanto a radiacdo nao afetaram a
degradacdo das antocianinas nas temperaturas analisadas.

Com base na analise e interpretacdo do resultado deste estudo, concluiu-se
qgue os DES formados com cloreto de colina, propilenoglicol e acido tartarico séao
excelentes alternativas aos solventes convencionais, com caracteristicas
biodegradaveis e ecologicamente corretos. E, a aplicacdo de radiacdo gama mostrou
nao ter efeitos negativos sob as amostras analisadas, e em algumas amostras,

aumentou o teor de compostos bioativos.
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