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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de solventes verdes na extracdo de compostos fendlicos da casca de abacate.
Foram testados 7 solventes: 1) etanol (100%); 2) etanol (50%) + &gua destilada (50%); 3) agua destilada (100%); 4)
cido latico (100%); 5) acido latico (50%) + &gua destilada (50%); 6) glicerina (100%); 7) glicerina (50%) + &gua
destilada (50%). Para os testes foram usadas aproximadamente 5 gramas de casca de abacate e 100 mL do solvente
testado. Para extracdo dos compostos fendlicos totais, a &gua + glicerina (50%) apresentou maior potencial de
extracdo com 609,9 mg EAG/L, havendo variacdo de aproximadamente 45% em relacdo ao solvente com menor
rendimento (333,9 mg EAG/L) obtido com etanol 100%. Para DPPH, o etanol (100%); &cido latico (100%) e &cido
latico (50%) + &gua (50%); apresentaram diferenga estatistica (p<0,05) dos demais solventes. O acido latico (100%) e
acido latico (50%) + agua (50%) apresentaram maiores valores (1,156 mg EAG/L), seguido do etanol (100%) com
1,129 mg EAGI/L. Entretanto, o etanol (50%), glicerina (50%), agua (100%), etanol (100%) e &cido latico (50%)
apresentaram melhor desempenho na estabilidade do radical ABTS+. Desta forma, pode-se conclui que a glicerina
50% ¢ mais indicada para extragdo dos compostos fendlicos da casca de abacate e também da atividade antioxidante
utilizando o método ABTS e DPPH. A interacédo entre tempo de extragdo e solvente apresentam efeito na proporgao
dos compostos extraidos, sendo, a glicerina 50% demostrou melhores resultado para a extracdo de compostos
fendlicos presentes na casca de abacate.

Palavras-chave: Compostos bioativos; DPPH; Solventes verdes.

Abstract

The objective was to evaluate the use of green solvents in the extraction of phenolic compounds from avocado peel. 7
solvents were tested: 1) ethanol (100%); 2) ethanol (50%) + distilled water (50%); 3) distilled water (100%); 4) lactic
acid (100%); 5) lactic acid (50%) + distilled water (50%); 6) glycerin (100%); 7) glycerin (50%) + distilled water
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(50%). For the tests, approximately 5 grams of avocado peel and 100 mL of the tested solvent were used. For the
extraction of total phenolic compounds, water + glycerin (50%) had the highest extraction potential with 609.9 mg
EAGI/L, with a variation of approximately 45% in relation to the solvent with the lowest yield (333.9 mg EAGI/L)
obtained with 100% ethanol. For DPPH, ethanol (100%); lactic acid (100%) and lactic acid (50%) + water (50%);
showed statistical difference (p<0.05) from the other solvents. Lactic acid (100%) and lactic acid (50%) + water
(50%) had highest values (1.156 mg EAG/L), followed by ethanol (100%) with 1.129 mg EAG/L. However, ethanol
(50%), glycerin (50%), water (100%), ethanol (100%) and lactic acid (50%) showed better performance in the
stability of the ABTS+ radical. Thus, it can be concluded that 50% glycerin is more suitable for extracting phenolic
compounds from avocado peel and also for evaluating the antioxidant activity using the ABTS and DPPH method.
The interaction between extraction time and solvent has an effect on the proportion of extracted compounds, and 50%
glycerin showed better results for the extraction of phenolic compounds present in avocado peel.

Keywords: Bioactive compounds; DPPH; Green solvents.

Resumen

El objetivo fue evaluar el uso de solventes verdes en la extraccion de compuestos fendlicos de la cascara de aguacate.
Se ensayaron 7 disolventes: 1) etanol (100%); 2) etanol (50%) + agua destilada (50%); 3) agua destilada (100%); 4)
4cido lactico (100%); 5) &cido lactico (50%) + agua destilada (50%); 6) glicerina (100%); 7) glicerina (50%) + agua
destilada (50%). Para las pruebas se utilizaron aproximadamente 5 gramos de céscara de aguacate y 100 mL del
solvente probado. Para la extraccion de compuestos fendlicos totales, 4gua + glicerina (50%) presentd el mayor
potencial de extraccion con 609,9 mg EAG/L, con una variacion de aproximadamente 45% con relacion al solvente de
menor rendimiento (333,9 mg EAG/L) obtenido con etanol al 100%. Para DPPH, etanol (100%); acido lactico (100%)
y acido lactico (50%) + &gua (50%); mostré diferencia estadistica (p<0.05) de los otros solventes. El 4cido lactico
(100%) vy é&cido lactico (50%) + agua (50%) presentaron los valores mas altos (1,156 mg EAGI/L), seguido del etanol
(100%) con 1,129 mg EAG/L. Sin embargo, etanol (50%), glicerina (50%), agua (100%), etanol (100%) y acido
lactico (50%) mostraron mejor desempefio en la estabilidad del radical ABTS+. Por lo tanto, se puede concluir que la
glicerina al 50% es méas adecuada para extraer compuestos fendlicos de la cascara de aguacate y también para evaluar
la actividad antioxidante mediante el método ABTS y DPPH. La interaccidn entre el tiempo de extraccién y el
solvente tiene efecto en la proporcion de compuestos extraidos, y la glicerina al 50% mostré mejores resultados para
la extraccion de compuestos fendlicos presentes en la cascara de aguacate.

Palabras clave: Compuestos bioactivos; DPPH; Disolventes verdes.

1. Introducéo

As substancias fendlicas sdo 0os compostos bioativos mais comuns encontrados em 6éleos essenciais de plantas,
produto do metabolismo secundario dos vegetais, encontradas na forma livre ou ligadas a aglcares e proteinas, conferindo a
planta propriedades sensoriais, e principalmente envolvidos na defesa contra pragas e danos oxidativo (Liu, 2007). Essas
substancias podem ser isoladas de diferentes partes das plantas tais como sementes, frutas, folhas e raizes (Silva et al., 2013;
Saraiva et al., 2019).

Estudos com 6leos esséncias ja demostraram seu potencial na conservagdo com efeitos sobre a validade dos alimentos,
reduzir o uso de antioxidantes sintéticos, agentes antimicrobianos por combater bactérias patogénicas e neutralizar radicais
livres (Guimaraes et al., 2008; Gutierrez; Barry-Ryan & Ebrahimabadi, 2010; Andrade et al., 2012). Pesquisas apontam que 0s
compostos fendlicos sdo capazes de neutralizar radicais livres, devido a sua estrutura quimica formada por, pelo menos, um
anel aromatico com grupamentos hidroxila (Lee et al., 2005). O desequilibrio entre radicais livres e compostos antioxidantes
no organismo resulta em estresse oxidativo, essa condi¢do tem sido associada ao surgimento de inflamagdes, aterosclerose,
infarto do miocardio, artrite reumatoide, catarata, mal de Parkinson, envelhecimento precoce, cancer, dentre outras (Manach &
Donovan, 2004).

O abacate (Persea americana Mill), pertence a familia Lauraceae e ao género Persea, que inclui todas as variedades
de abacates de interesse comercial no mundo (Koller, 2002). O fruto possui notavel qualidade nutricional, pois apresenta uma
grande quantidade de vitaminas, minerais, proteinas e fibras, além do elevado teor de &cidos graxos insaturados que trazem
beneficios & saude (Yahia, 2010). Daiuto et al. (2014) demostrou valores significantes ao avaliar a casca de abacate “Hass”,

sendo os teores de ferro 63,27% maiores na casca em relacdo a polpa. Os teores de calcio também foram descritos semente
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superiores aos encontrados na semente e na polpa do abacate. Em resumo os teores de minerais foram superiores na casca
guando comparada a poupa € a semente.

Além disso, contém elevados niveis de compostos fitoquimicos bioativos, incluindo a vitamina E, carotenoides,
esterdis e compostos fendlicos (Meyer & Terry, 2010; Hurtado-Fernandez; Carrasco-Pancorbo & Fernandez-Gutiérrez, 2011).
A maioria dos estudos, descritos na literatura aponta os compostos fenélicos (incluindo &cidos fenélicos e hidroxicinamicos,
flavonoides e taninos condensados), carotendides, tocoferdis, acetogeninas, acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados
como os principais antioxidantes encontrados no abacate (Bhuyan et al., 2019). Valores médios 63,5 mg GAE/g para a
determinacdo de compostos fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu foram descritos na casca de abacate “Hass” valor
este, superior ao encontrado na poupa e na semente (Daiuto et al., 2014).

Embora o abacate seja uma fruta nutritiva e bastante consumida do Brasil ele é pouco explorado como aditivo ou
fonte de antioxidante. As frutas sdo ricas em nutrientes e compostos bioativos, varios sdo 0s casos em que esses constituintes
se concentram majoritariamente nas cascas e sementes (Melo et al., 2008). Além do consumo in natura, o fruto é processado
para extracdo de polpa ou 6leo sendo utilizado na alimentacdo ou usado como matéria-prima pela indUstria farmacéutica e
cosmeética (Duarte et al., 2016). A casca representa em média 5 a 22% da fruta e a semente 30%, sendo estes classificados
como residuos (Freitas et al., 1993). Estes residuos, apresentam grande potencial para elaboracdo produtos com propriedades
antioxidantes por serem ricos nessas substancias (Tremocoldi, 2015).

Em virtude da demanda por produtos sustentaveis os solventes “verdes” surgem como alternativa aos solventes
organicos, desta forma, possibilitando o emprego de processos quimicos com menor impacto ambiental (Bezerra, 2020). Os
solventes verdes sdo biodegradaveis, tem baixa toxicidade, sdo mais faceis de transportar, armazenar, descartar ao contrario
dos solventes orgéanicos, ndo séo volateis e inflaméveis (De Souza, 2020). Dois solventes que se caracterizam como solvente
verde sdo a glicerina e o &cido latico, ambos vém se destacando e frequentemente sendo objetos de estudos (Decote, 2022).
Desta forma, trabalho busca avaliar o uso de solventes verdes na extracdo de compostos fendlicos da casca de abacate, por

meio da determinacdo de compostos fendlicos totais e avaliacdo da atividade antioxidante.

2. Metodologia
2.1 Material

Foram utilizadas cascas de abacate da variedade Margarida, adquiridas na cidade de Maringa — PR, em janeiro de
2022. Da fruta, foi retirada a poupa sendo a casca levada a estufa com circulagdo de ar a 50°C até peso constante.
Posteriormente a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas do tipo Willey, com peneira em ago inox mesh 30, e
armazenadas.

2.2 Preparagdo de extratos

Foram pesadas aproximadamente 5,0 gramas de casca de abacate moida e adicionado 100 mL do solvente. Para
extracdo dos compostos fendlicos foram testados 7 solventes, sendo: 1) etanol (100%); 2) etanol (50%) + &gua destilada
(50%); 3) dgua destilada (100%); 4) acido latico (100%); 5) &cido latico (50%) + agua destilada (50%); 6) glicerina (100%); 7)
glicerina (50%) + &gua destilada (50%).
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2.3 Atividade Antioxidante
2.3.1 Compostos Fenolicos Totais (CFT)

O contetudo de compostos fenodlicos foi estimado pelo método Folin-Ciocalteau, como descrito por Singleton,
Joseph e Rossi (1965), adaptado. Em um tubo de ensaio adicionou-se uma aliquota de 125 pL de amostra e 125 uL do reagente
Folin-Ciocalteau, agitou-se manualmente por 10 segundos e a mistura ficou ao abrigo de luz por 5 minutos. Em seguida 2250
pL de carbonato de sddio a 3,79 M foi adicionado, agitado por mais 10 segundos e deixado em repouso por 30 minutos no
escuro. Realizou-se leitura da absorbancia a 725 nm em um espectrofotdmetro (Agilent UV-8553). O teor de compostos

fendlicos foi determinado utilizando uma curva de calibracéo, utilizando &cido galico sendo expresso em mg EAG/L extrato.

2.3.2 Capacidade de capturar o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O Método DPPH, baseia-se na medicdo da capacidade redutora dos antioxidantes contra o radical livre DPPH,
determinado através da diminuicdo da absorbancia. Adicionou-se em tubo de ensaio 100 pL da amostra e 1,9 mL de solucéo
metanolica de DPPH (solugdo estoque: 2,4 mg de DPPH dissolvidos em 100 mL de metanol, retirou-se 1 mL da solucéo
estoque e diluiu-se em mais 45mL de metanol), essa mistura permaneceu por 20 minutos em local escuro. Em seguida, mediu-
se a absorbancia em espectrofotdmetro (Agilent UV-8553) a 515 nm. A atividade antioxidante foi determinada de acordo com
0 método DPPH e os resultados expressos em 1C50 (mg/mL) de extrato (Brand-Willians et al. 1995; Rufino et al. 2007). O

valor IC50, que representa a concentracdo de antioxidante que proporciona 50% de inibi¢cdo do DPPH.

2.3.3 Captura do radical livre ABTS [2,2'-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]

Para o radical ABTS, técnica baseada na geracdo de um radical catidnico de longa vida, ABTS +, com cor azul-
esverdeada e absorbancia méxima entre 414 a 815 nm. Foi preparada uma solugdo de ABTS foi diluida até se atingir a
absorbancia 0,70 nm, a 734 nm. As amostras foram preparadas no escuro, em que foram adicionadas em tubo de ensaio 40 pL
dos extratos obtidos e 1,96 mL de solucdo de ABTS (Rufino et al., 2007). Depois de 6 minutos em espectrofotdmetro (Agilent
UV-8553) leu-se absorbancia em 734 nm. A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS foi expressa em atividade

antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) /g de extrato, de acordo com uma curva de calibragéo.

2.4 Anélise estatistica
Os resultados de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidantes foram avaliados através da andlise de
varidncia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05), com o auxilio do software AgroEstat (2015), aplicando o teste

de Tukey para verificar as diferencas dos tratamentos testados.

3. Resultados e Discusséo

Estdo descritos na tabela 1, os valores de compostos fenolicos totais e da atividade antioxidante determinada pelos
ensaios de DPPH e ABTS da casca de abacate utilizando diferentes solvente.

O solvente apresentou diferenca significativa no rendimento dos compostos fendlicos e atividade antioxidante
(p<0,05). Os valores de CFT variaram aproximadamente 45%, sendo o maior valor de 609,9 mg EAG/L obtido com a
utilizacdo de 50% de agua + 50% de glicerina, e 0 menor de 333,9 mg EAG/L, obtido com etanol 100% (Tabela 1).

Os solventes que utilizaram &gua (etanol (50%) + agua (50%); glicerina (50%) + agua (50%)) mostraram-se mais
eficientes quando comparado com os mesmos solventes sem adicdo de agua (etanol (100%); glicerina (100%)). O etanol (50%)

+ agua (50%) apresentou eficiéncia 42% maior para extracao de compostos fenolicos do que 0 mesmo solvente sem adigao de
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agua (etanol (100%)), comportamento semelhante ao demostrado pela glicerina (50%) + agua (50%), onde o resultado foi 65%

maior do que com a glicerina pura.

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS+ da casca de

abacate com diferentes solventes.

Varidveist Solventes? CV (%)  P-valor
ET100 ETS50 H>O 100 AL100 ALS50 GL100 GL50

CFT 333,947d 576,883b 560,235¢ 257,115  257,115e  213,456f 609,910a 2,301 <0,001

DPPH 1,129a 1,094b 1,046¢ 1,156a 1,156a 0,714d 1,078bc 8,768 <0,001

ABTS 318,571a 321,869a 319,497a 306,865b  318,507a 132,365c  321,275a 1,400 <0,001

1Compostos fenolicos Totais (mg EAGI/L extrato); DPPH (IC50 mg EAG/L); ABTS (TEAC /mg de extrato); 2ET100 = 100% Etanol; ET50 =
50% Etanol + 50% Agua Destilada; H20100 = 100% Agua Destilada; AL100 = 100% Acido latico; AL50 = 50% Acido latico + 50% Agua
Destilada, GL100 = 100% Glicerina, GL50 = 50% Glicerina + 50% Agua Destilada; *> Médias na mesma linha seguidas de letras diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); 3CV (%) = Coeficiente de variacdo. Fonte: Autores (2022).

A variacdo na eficiéncia de extragdo dos polifendis totais determinada entre os solventes avaliados, podem ser
atribuidas as caracteristicas quimicas dos compostos extraidos, que possuem interacdo diferente com cada solvente utilizado
segundo Gris et al. (2021). Como descrito, os compostos fendlicos formam o principal grupo dos antioxidantes presentes na
casca de abacate, estes, por apresentarem em sua estrutura, um grupo funcional OH, ligado a um atomo de carbono de um anel
aromatico, formam ligacfes de hidrogénio com a agua, possibilitando maior solubilidade dos compostos em agua decorrente
da interacdo intermolecular e a formag&o das ligagdes de hidrogénio. O etanol apresenta apenas um grupo OH o que limita o
nimero de ligagdes de hidrogénio que ocorreria entre 0 composto e o solvente, tornando menor a forca intermolecular de
arraste.

A glicerina (50%) + agua (50%) mostrou-se mais eficiente na extracdo dos compostos fendlicos, fato estes,
empregado ao efeito combinatério das caracteristicas dos solventes. A glicerina, por apresentar uma estrutura que contém trés
hidroxilas (grupos OH), sua densidade é maior que a da dgua, sendo considerada uma molécula polar. A glicerina ao entrar em
contato com 4gua torna o sistema homogéneo, pois a interagdo intermolecular é favoravel, quando a casca de abacate é
adicionada e ocorre o inicio da extragdo, os grupos OH interagem com a estruturas polifendlicas (moléculas polares
hidrofilicas) permitindo que a mesma seja mais sollveis em agua, se tratando de um solvente verde a estabilidade da glicerina
é muito maior comparada ao etanol que possui apenas 1 grupo OH em sua estrutura e alta volatilidade.

Vizzoto et al. (2011) identificou melhores resultados para compostos fendlicos totais da amora-Preta (Rubus sp.) ao
combinar diferentes solventes. Os resultados demostraram que a agua pura como solvente extrator ndo foi tdo eficiente,
contudo, quando em combinacdo com outros solventes orgadnicos contribuiu para criar um meio moderadamente polar,
favorecendo a extragdo dos polifendis. Resultados estes que corroboram com os encontrados no estudo atual, uma vez que, 0s
sistemas que utilizaram a agua (ET50 e GL50) foram superiores para CFT, quando comparados com 0s mesmos solventes sem
a presenca da agua no sistema. Solventes considerados verdes tem por caracteristicas sua alta estabilidade, baixa toxicidade e
alta pressdo de vapor, diferente dos solventes tradicionais que tem por caracteristica sua alta volatilidade, apresentam
toxicidade.

A atividade antioxidante medida através do método de DPPH mostrou diferenca significativa (Tabela 1) para o etanol
(100%), o acido latico (100%) e &cido latico (50%) + &gua (50%). O &cido latico (100%) e &cido latico (50%) + agua (50%)
sendo os solventes com maior atividade antioxidante (1,156 IC50 mg EAGI/L), seguido do etanol puro (1,129 1C50 mg
EAGI/L).
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A CAT pelo método da captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS+), apenas 0
acido latico (100%) e glicerina (100%) apresentaram valores abaixo dos demais (p<0,05). Desta forma, o etanol (50%),
glicerina 50%, &gua pura, etanol puro e acido latico 50%, apresentaram melhor eficiéncia para mediar a estabilidade do radical
ABTS+, entretanto sem diferenca significativa entre estes (p<0,05).

Ao avaliar a concentragdo de compostos fendlicos (Tabela 2) ao longo do tempo (10, 20, e 30 minutos), o tempo de 30
minutos apresentou maior valor (437,03 mg EAGI/L) sendo diferente estatisticamente dos demais tempos (p<0,05). No tempo
de 30 min a glicerina (50%) + agua (50%), apresentou maior rendimento para compostos fenélicos com 614,307 mg EAGI/L,
seguidos por H2O (100%) com 6010,25 mg EAG/L e etanol (50%) + agua (50%) com 609,307 mg /EAG/ L.

Tabela 2. Concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante de casca de abacate extraido em

diferentes tempos.

Tempo (minutos)

Variaveis! CV (%)? P-valor
10 20 30

CFT 349,153c 417,526b 437,033a 2,301 <0,0001

DPPH 0,957b 1,099a 1,103a 3,367 <0,0001

ABTS+ 226,165b 233,699a 235,212a 1,437 <0,0001

1Compostos fendlicos Totais (mg EAG/L extrato); DPPH (IC50 mg EAG/L); ABTS (TEAC /mg de extrato). #° Médias na mesma linha
seguidas de letras diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) = Coeficiente de variagdo. Fonte: Autores (2022).

O ensaio de DPPH avaliando o efeito do tempo de extracdo (10, 20 e 30min), apresentou valores superiores nos
tempos de 20 e 30 min. N&o havendo diferenca minima significativa (p<0,05) entre os tempos 20 e 30 min, possibilitando uma
maior escolha para a anélise de DPPH, com os solventes etanol (100%); &cido latico (100%) e &cido latico (50%) + agua
Destilada (50%), sendo estes os solventes que obtiveram efeito significativo (P<0,05) diferente aos demais. Comportamento
semelhante apresentado para a varidvel ABTS+, com diferenca significativa ao tempo de 10min (p<0,05) e maiores valores
para os tempos de 20 e 30min. A partir dos desdobramentos os solventes, etanol (50%) e glicerina (50%) destacaram-se aos
demais avaliados para os tempos 20 e 30min respectivamente.

Tempo de extracdo, caracteristicas dos solventes e tipos de amostras sdo descritos como fatores que possibilitam
alteracBes no rendimento, interferindo significativamente na eficacia de uma extragéo (Cardozo, 2021). Outro fator passivel em
causar alteracBes nos resultados, sdo atribuidas as distintas metodologias empregadas nos estudos para avaliagdo de compostos
secundarios das plantas, influenciando diretamente nos resultados obtidos e dificultando a comparacéo dos dados por falta de
padronizacBes metodologicas (Da Silva, 2021).

4. Concluséao

Os parametros avaliados demostraram a possibilidade de a casca de abacate ser utilizada como fonte de compostos
antioxidante. A partir dos resultados obtidos neste estudo, evidenciou a eficiéncia da glicerina 50% na extracdo dos compostos
fendlicos da casca de abacate e também a atividade antioxidante utilizando o método ABTS e DPPH. Ao combina, tempo de
extracdo e solvente, a glicerina mais uma vez proporciona maior rendimento devido a interacdo intermolecular que provoca
entre 0os compostos fendlicos e a agua, para ambas as variaveis avaliadas.

Destaca-se que o resultado promissor para a extracdo com uso de solventes verdes, possibilita a substituicdo dos

solventes organicos levando a reducdo do uso e posterior descarte, ocasionando reducdo do impacto ambiental. Entretanto, ndo
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é uma tarefa facil encontrar um método Unico que seja adequado para a analise de um grupo diverso de fendlicos devido a
diversidade das estruturas quimicas e variacdo de sensibilidade dos compostos as condi¢des de extracdo.
Para trabalhos futuros é importante testar outras metodologias que avaliem a atividade antioxidante a fim de confirmar

gue a extracdo com solventes verdes representa significativos resultados frente aos solventes organicos.
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