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RESUMO: Com o aumento de produgio de cana-de-agticar é de se esperar que haja um gradual aumento no
excedente de palha no canavial (140 kg de palha/t cana). Uma alternativa vidvel para essa palha pode ser a extracdo de
compostos ativos e a condicdo as quais o material é submetido pode influenciar a quantidade e qualidade de compostos
extraidos. O objetivo do trabalho foi testar diferentes concentracdes de solvente para extragdo, a diferentes temperaturas e
pH, de acordo com um planejamento fatorial. Foram analisadas a quantidade de flavondides e a capacidade antioxidante
obtidas em diferentes combinacdes. O tratamento 5 (pH igual a 4; Temperatura igual a 70°C e 40% de etanol) foi o
tratamento que maior indicou atividade antioxidante, entre todos os tratamentos feitos. E o tratamento que indicou a maior
de extracdo de flavondides foi o de nimero 16 (concentracdo de etanol igual a 60%; pH=7 e temperatura igual a 21,7°).
Pela andlise de superficie de respostas, para a extracao de flavondides, a interacdo entre o pH e a propor¢ao de etanol:dgua
indicou que a faixa de pH ideal para extracdo foi de 6 a 8 e a proporcdo etanol:dgua foi de 50 a 70% e temperatura em
valores inferiores a 30°C e superiores a 70°C. Os resultados demonstraram uma correlagdo positiva com o aumento da
temperatura e de pH, e a proporc¢do de etanol em dgua teve leve influéncia sobre a capacidade antioxidante total. Portanto,

os parametros influenciaram na extracdo de compostos fenélicos de partes aéreas de cana-de-agucar.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharum ssp. Flavonéides. Ponteiros.

INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum ssp.) tem sido
foco de diversos estudos em relagdo ao seu contetido de
possiveis compostos biologicamente ativos, os quais
estdo distribuidos em toda a planta, sendo potenciais
responsdveis por diversas agcdes farmacoldgicas, como,
por exemplo, a capacidade antioxidante.

O Brasil é o pais que apresenta o maior
crescimento na produgdo de cana-de-agticar, com 470
milhdes de toneladas produzidas. Segundo a Unido da
Agroindustria Canavieira (UNICA, 2008), em 1975, a
produtividade média brasileira era de 50 t cana/ha,
enquanto que, em 2005, a produtividade média foi de
mais de 80 t/ha. Esta previsto que a producio do pafs
atinja mais de 450 milhdes de toneladas em 2007/2008
e que, em 2010/2011 esta marca atinja 580 milhdes de
ton. Desde 1975, com a implantagdo do Prodlcool, as
dreas utilizadas na plantacdo de cana-de-agicar (em ha)
se expandiram e a previsdo, até 2012, € que continuardo
a crescer, chegando a 7,8 milhdes de ha. Com todo esse
aumento de producdo € de se esperar que haja um
gradual aumento no excedente de palha no canavial, o
qual poderia ser utilizado para outros fins comerciais,
considerando-se que de cada tonelada de cana-de-
actucar produzida 140 kg sdo de palha (BORBA, 2008).

Desta forma, uma alternativa vidvel para este
material vegetal seria destind-lo a extragdo de
compostos quimicos uteis a quimica de produtos
naturais. As folhas da cana-de-agicar, segundo
Deschamps e Ramos (2002), Takara et al. (2007) e
Nakasone et al. (2005), sdo especialmente ricas em
compostos fendlicos, tais como as isoorientina dimetil
éter. Isoorientina é uma flavona glicosilada, mais
especificamente a luteolina-6-C-glicosil, a qual tem
sido reportada em diversas espécies de plantas, como
Gentiana, Rumex, Swertia e Vitex (HARBONE, 1994).

Os vegetais normalmente s3o desidratados,
liofilizados ou congelados, e ainda peneirados ou
moidos antes do processo de extracdo. Assim, 0s
substratos atingem maior superficie de contato com o
solvente de extracdo e as enzimas lipoxigenase tornam-
se inativas. Tais enzimas, naturalmente presentes em
vegetais, sdo responsdveis pela rancidez oxidativa
enzimatica JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005)

Segundo Shaidi e Naczk (1995), ndo existe
sistema de extragdo com solventes que seja satisfatério
para o isolamento de todos ou de classe especifica de
antioxidantes naturais, devido a diversos fatores. A
natureza quimica desses compostos nos alimentos varia
do simples ao altamente polarizado, hd grande
variedade de compostos bioativos nos vegetais (como
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os acidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes
quantidades presentes, além da possibilidade de
interacdo  dos compostos  antioxidantes = com
carboidratos, proteinas e outros componentes dos
alimentos. Alguns desses complexos, assim como
alguns fendlicos com alto peso molecular, sdo
altamente insoldveis em dgua. Entretanto, os extratos
sempre contém mistura de substincias fendlicas de
diferentes classes que sdo solubilizadas no solvente do
sistema escolhido. Estdgios adicionais podem ser
necessdrios para purificar o isolado e remover
substancias fendlicas e ndo-fendlicas indesejaveis. Os
solventes mais utilizados para a extracdo destes
compostos sdo metanol, etanol, acetona, dgua, acetato
de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinacdes.

O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia
de diferentes concentragdes de solvente para extracdo, a
diferentes temperaturas e pH, de acordo com um
planejamento fatorial.

MATERIAL E METODOS
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Coleta dos ponteiros de cana-de-agiicar

Os ponteiros de cana-de-aguicar, da variedade
SP 81-3250, no ano-safra 2009/2010, foram coletados
na fazenda experimental da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, campus da USP,
municipio de Piracicaba/SP, localizado a 554 m, com
latitude 22°42°30”S e longitude 47°38°01”W. O corte
dos ponteiros foi feito acima do 1° internddio do dpice
para a base, sendo em seguida moidos em moinho de
facas mod. Mausa.

Planejamento fatorial

Com o planejamento fatorial, que é constituido
de 2’ experimentos com seus pontos centrais e
adjacentes, foi possivel verificar a influéncia dos
diversos pardmetros na obtencdo de extrato através de
combinacdes, quanto a quantidade e qualidade dos
compostos extraidos. Para este sistema, foi levada em
consideragdo a atuagado de trés varidveis de controle, as
quais foram: concentragdo de etanol; temperatura; e
pH. Na Tabela 1, é possivel visualizar todas as
combinacdes feitas pelo planejamento fatorial para
obtencao da atividade antioxidante e flavondides.

Tabela 1. Valores codificados e reais para o planejamento fatorial completo 2° para otimiza¢io do preparo do
extrato do ponteiro de cana-de-agucar para a andlise de atividade antioxidante e flavondides.

Etanol:Agua destilada

Ensaios %)y pH Temperatura, °C
1 (-1) 40 (-1) 4 (-1) 30
2 (+1) 80 (-1) 4 (-1) 30
3 (-1) 40 (+1) 10 (-1) 30
4 (+1) 80 (+1) 10 (-1) 30
5 (-1) 40 (-1) 4 (+1) 70
6 (+1) 80 (-1) 4 (+1)70
7 (-1) 40 (+1) 10 (+1) 70
8 (+1) 80 (+1) 10 (+1)70
9 (0) 60 0)7 (0) 50
10 (0) 60 0)7 (0) 50
11 (0) 60 0)7 (0) 50
12 (\2) 31,7 0)7 (0) 50
13 (+V2) 88,3 0)7 (0) 50
14 (0) 60 (\V2) 2.8 (0) 50
15 (0) 60 (+V2) 11,2 (0) 50
16 (0) 60 0)7 (\2) 21,7
17 (0) 60 0)7 (+V2) 78,3
18 (0) 60 0)7 (0) 50
19 (0) 60 0) 7 (0) 50

Os valores apresentados entre parénteses representam os valores codificados, enquanto os valores laterais representam os valores

reais para o planejamento fatorial completo 2°.
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Flavondides totais

O contetido de flavondides totais por Park et al.
(1995), com pequenas modificacdes. Os contetidos de
flavondides totais foram determinados a partir de uma
mistura de 0,5 mL das amostras, 4,3 mL de solugdo
80% de etanol, 0,1 mL de solucdo 10% de AI(NO;); e
0,1 mL de solucdo 1 M de acetato de potdssio. Apos 40
min a temperatura ambiente, a leitura da absorbancia
sera feita a 415 nm, sendo o conteido de flavonoides
calculado contra curva de calibragdo de quercetina
(ng/mL).

Capacidade antioxidante total

O método de complexacio pelo
fosfomolibdénio, descrito por Prieto et al. (1999),
fundamenta-se na redu¢do do molibdénio (VI) a
molibdénio (V) ocorrida em presenca de determinadas
substincias com capacidade antioxidante, com
formacdo de um  complexo verde entre
fosfato/molibdénio (V), em pH 4&cido, o qual ¢
determinado espectrofotometricamente a 695 nm. O
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complexo fosfomolibdénico é formado pela reagdo da
solucdo de Na;PO, (28 mL, 100 mM) com solugdo de
(NH4)sM07,024.4H,0O (12 mL, 30 mM) e solu¢do de
H,SO,4 (20 mL, 3 M), em meio aquoso, sendo o volume
final, ajustado com H,O destilada para 100 mL. Os
resultados foram expressos em CAT (Capacidade
Antioxidante Total), sendo que a curva de calibragdo
foi elaborada com 4cido ascérbico P.A. nas
concentracdes de 20 a 200 pg/mL e a CAT foi expressa
em equivalentes de 4cido ascérbico (ug de 4cido
ascorbico por mL de solu¢do).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Siqueira et al. (1997), o
antioxidante € “qualquer substdncia que, quando
presente em baixas concentragdes, comparada ao
substrato oxidante, retarda ou inibe o processo de
oxidacdo”. A seguir, sdo apresentadas as concentragdes
médias calculadas de capacidade antioxidante dos 19
ensaios considerados para este planejamento fatorial
completo (Tabela 2).

Tabela 2. Capacidades Antioxidantes Totais médias perante o delineamento estatistico do planejamento fatorial

3 .. .
completo 2° com seus valores reais indicados.

Etanol: Agua

Capacidade Antioxidante Total

Ensaios destilada pH Temperatura, °C (%)
Y0 (VIV)

1 40 4 30 15733,3
2 80 4 30 15745,8
3 40 10 30 18870,8
4 80 10 30 18183,3
5 40 4 70 22008,3
6 80 4 70 20608,3
7 40 10 70 20300,0
8 80 10 70 19116,7
9 60 7 50 10501,3
10 60 7 50 12545,8
11 60 7 50 9916,7
12 31,7 7 50 8604,2
13 88,3 7 50 11966,7
14 60 2,8 50 6758,3
15 60 11,2 50 10975,0
16 60 7 21,7 5770,8
17 60 7 78,3 9175,0
18 60 7 50 10362,5
19 60 7 50 12700,0
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Como pdde-se observar pela tabela acima, o
tratamento 5 (pH igual a 4; Temperatura igual a 70°C e
40% de etanol) foi o tratamento que maior indicou
atividade antioxidante, entre todos o0s tratamentos
feitos, sendo a combinacdo entre os parametros que
melhor possibilitou a extracdo de substincias com
propriedade antioxidante. J4 o tratamento que
demonstrou menor atividade antioxidante foi o 16 (pH
igual a 7; Temperatura igual a 21,7°C e 60% de etanol),
ou seja, foi a combinagdo que menos permitiu a
extracdo de compostos antioxidantes.
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O comportamento dos resultados oriundos das
andlises realizadas de flavondides extraidos ndo se
manifestou regular como os resultados observados na
atividade antioxidante, ou seja, ndo houve uma faixa
critica para o aumento ou para a diminui¢do da
concentracdo desse composto fendlico de acordo com a
atuacdo dos parametros em cada tratamento. A seguir,
na Tabela 3, encontram-se todos os resultados obtidos
nas andlises das extra¢des de compostos fendlicos, os
flavondides.

Tabela 3. Resultados obtidos nas andlises das extragdes de flavondides do ponteiro de cana-de-agicar, em relagdo
aos parametros percentagem de etanol em dgua destilada, pH e temperatura.

Etanol:Agua
Ensaios destilada pH Temperatura, °C Flavonéides totais, mg/mL
Yo(VIV)

1 40 4 30 11,8
2 80 4 30 12,8
3 40 10 30 10,2
4 80 10 30 14,8
5 40 4 70 22,5
6 80 4 70 22,1
7 40 10 70 20,8
8 80 10 70 18,5
9 60 7 50 14,5
10 60 7 50 16,7
11 60 7 50 14,4
12 31,7 7 50 8,8
13 88,3 7 50 11,3
14 60 2,8 50 6,4
15 60 11,2 50 4,2
16 60 7 21,7 33,7
17 60 7 78,3 24,6
18 60 7 50 8,7
19 60 7 50 16,7

Meétodos estatisticos como o planejamento
fatorial completo tem sido extensivamente utilizado
como ferramenta de otimizacdo de processos de
extracdo dos mais variados componentes quimicos em
matrizes alimentares, como por exemplo, a extracdo
protéica a partir de farelo de soja demonstrado em
Aguiar et al. (2009b).

O tratamento que indicou a maior de extracdo
do composto em questdo foi o de numero 16
(concentragdo de etanol igual a 60%; pH=7 e
temperatura igual a 21,7°C). J4 o tratamento que
demonstrou a menor extracdo de flavondides foi o
ensaio 15 (concentragdo de etanol igual a 60%;
pH=11,2 e temperatura igual a 50°C), mostrando,

assim, que a combinagdo feita pelo modelo estatistico
ndo se mostrou eficiente para essa atividade.

Pode-se observar que os pardmetros estudados
(solvente, temperatura e pH) influenciam nos teores de
flavondides obtidos e na capacidade antioxidante. Em
estudo feito por Vedana et al. (2008), foi observado que
a trituragdo associada a uma extragao hidroalcodlica
quente favoreceu a extragdo dos compostos fendlicos e
consequentemente a0 aumento da  atividade
antioxidante. Ou seja, um valor de temperatura maior,
permitiu uma maior extragao de compostos fendlicos.

Com relagdo a influéncia do solvente utilizado,
Spagolla et al. (2009) verificaram que, na extragdo
alcodlica em mirtilo, foram obtidos maiores teores de
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fendlicos e flavondides totais na mistura metanol/dgua
80:20 (v/v) e na mistura etanol/dgua 60:40 (v/v). Assim
como Park et al.(1998) mostrou que para extratos
etandlicos de propolis foi possivel extrair uma maior
quantidade de flavondides nas concentragdes alcodlicas
entre 60 e 80% e os extratos etandlicos a 70 e 80%
apresentaram grande atividade antioxidante.

Portanto, considera-se que o tipo de solvente,
temperatura e pH afetam a quantidade de compostos
fendlicos a serem extraidos. Porém, ndo existe na
literatura estudos que relacionem os trés pardmetros
estudados, obtendo assim uma condi¢do ideal para a
extracao.

Pela andlise de superficie de respostas (Figuras
1, 2 e 3), pode-se observar que a extracdo hidro-
alcodlica de flavonéides do ponteiro de cana-de-agtcar
foi mais eficiente, conforme a variacdo dos fatores (pH
e percentagem de etanol em 4gua destilada), indicando
uma correlagdo com os pardmetros investigados. Na
Figura 1, pode-se notar que as melhores condigdes para
a extracdo de flavondides totais de ponteiros de cana-
de-actcar foram para propor¢do de etanol em 4gua na
faixa de 50 a 70% e de pH na faixa de 6 a 8.

B ETVRGERE
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Diversos autores tém demonstrado que a
extragdo de flavondides de diferentes matrizes vegetais
tem sido eficiente na combinagdo de etanol em dgua e
na propor¢do de 60% (v/v) (AGUIAR et al., 2007,
AGUIAR, 2004; COLOMBO, 2003). No entanto,
quando foi analisado o efeito de interagdo entre
propor¢do de etanol em &dgua e a temperatura de
extracdo, os resultados para a superficie de resposta
foram completamente diferentes (Figura 2).

Na Figura 2 acima, os resultados para a
extracdo de flavondides mostrou-se desfavordvel ao
efeito da variagdo da temperatura, sendo que o efeito de
correlacdo foi positivo para temperaturas mais baixas e
para as mais altas. Os teores de flavondides totais
foram maiores para temperaturas inferiores a 30°C, em
média e; para temperaturas superiores a 70°C. Este fato
pode ser corroborado pela grande quantidade de
literatura a respeito de extracdo de flavondides
relatando em suas técnicas analiticos o uso de
temperaturas entre 60 e 80°C. O aumento da

temperatura promoveria um aumento da reatividade do
etanol, o que facilitaria o processo extrativo das fibras
vegetais.

Figura 1. Superficie de respostas para a extragdo de flavondides totais de ponteiros de cana-de-agticar em fungéo
da interag@o das varidveis pH e propor¢do de etanol:dgua destilada (v/v, %).
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Figura 2. Superficie de respostas para a extragao de flavondides totais de ponteiros de cana-de-acticar em fungdo
da interag@o das varidveis temperatura e propor¢do de etanol:agua destilada (v/v, %).
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Figura 3. Superficie de respostas para a extragdo de flavondides totais de ponteiros de cana-de-agicar em fungdo
da interacdo das varidveis temperatura e pH.
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Lee et al. (2003) demonstraram em seus
estudos que flavondides, como os isoflavonéides, estdo
relacionados como importantes agentes quimicos
naturais na atividade antioxidante in vitro. Outros
trabalhos também relacionam a presenca de flavondides
as atividades bioldgicas de extratos vegetais (MAKRIS
e ROSSITER, 2001); muito embora, Aguiar et al.
(2007) e Aguiar et al. (2009a) tenham observado que ha
grande variacdo nos conteidos de flavondides
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dependendo da espécie vegetal e/ou condigdes de
processamento industrial.

Na Figura 3, pode-se observar que o efeito do
pH se manteve inalterado configurando uma melhor
extragdo dos flavondides na faixa de 6 a 8 e; para o
efeito da temperatura em valores inferiores a 30°C e
superiores a 70°C. Note-se que os valores observados
se apresentaram pouco dispersos em relacdo aos valores
preditos (Figura 4).

Observed vs. Predicted Values

40

Predicted Values

0 5 10 15

20 25 30 35 40

Observed Values

Figura 4. Diagrama para interpretagdo de valores preditos e observados do planejamento fatorial 2.

Pela andlise de superficie de respostas
apresentadas nas Figuras 5, 6 e 7, pdde-se observar que
a extracdo hidro-alcodlica de compostos ativos com
atividade antioxidante extraidos do ponteiro de cana-
de-agicar foi mais eficiente conforme a variacdo dos
fatores (pH, temperatura e percentagem de etanol em
dgua destilada), indicando uma correlag@o positiva com
0s parametros investigados.

Os resultados para capacidade antioxidante
total demonstraram uma correlagdo positiva com o
aumento da temperatura, e a propor¢do de etanol em
dgua destilada utilizada na extracdo dos compostos
ativos com atividade antioxidante teve leve influéncia
sobre a capacidade antioxidante total (Figura 5). Pode-
se observar que os resultados para capacidade
antioxidante total sob interacdo da temperatura e pH
demonstraram uma correlagio positiva com o aumento
tanto de um quanto de outro fator analisado (Figura 6).
N3o foi possivel obter um ponto de 6timo para a andlise

em superficie de resposta, no entanto, é possivel
perceber que o aumento do pH promoveu a capacidade
antioxidante total, bem como, o aumento da
temperatura também promoveu da mesma forma.

Da mesma forma que na Figura 6, a Figura 7
ilustra um leve efeito do pH sobre a capacidade
antioxidante total. Por outro lado, o efeito do propor¢ao
etanol:dgua (%, v/v) foi mais pronunciado.

Muitos autores descrevem que a mudanca no
pH de solucdes alcodlicas extratoras de compostos
fendlicos com atividade antioxidante, promovem a
extracdo dos mesmos, fato que pode explicar o
comportamento descrito na Figura 7 pela interacdo de
pH e proporg¢ao de etanol:4gua.

E na Figura 8 verifica-se que os valores
observados apresentaram-se pouco dispersos em
relacdo aos valores preditos; ao contrdrio do perfil
apresentado na Figura 4, que mostra uma grande
dispersdo entre os valores preditos e observados.
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Figura 5. Superficie de respostas para a capacidade antioxidante total dos extratos de ponteiros de cana-de-aciicar em fungdo
da interacdo das varidveis temperatura e propor¢do de etanol:dgua (%, v/v).
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Figura 6. Superficie de respostas para a capacidade antioxidante total dos extratos de ponteiros de cana-de-aciicar em fung@o
da interacdo das varidveis temperatura e pH.
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Figura 7. Superficie de respostas para a capacidade antioxidante total dos extratos de ponteiros de cana-de-acticar
em funcdo da interag@o das varidveis propor¢do de etanol:dgua (%, v/v) e pH.

Observed vs. Predicted Values
170

165
160 | © o
155
150
145
140

135 |

Predicted Values

130 |

125 |
120

115 ©

110

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Observed Values

Figura 8. Diagrama para interpretacio de valores preditos e observados do planejamento fatorial 2°.
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ABSTRACT: With the increase of production of sugarcane is expected that there is a gradual increase in the
surplus of sugarcane straw (140 kg of straw/ t cane). A viable alternative for this straw may be the extraction of active
compounds and the condition which the material is subjected may influence the quantity and quality of extracted
compounds. The objective of this study was to test different concentrations of solvent for extraction at different temperatures
and pH, according to a factorial design. We analyzed the amount of flavonoids and antioxidant capacity obtained in different
combinations. Treatment #5 (pH = 4; temperature equal to 70 ° C and 40% ethanol) was the treatment indicated that greater
antioxidant activity among all treatments did. The treatment was yield the highest flavonoids extraction was #16
(concentration of 60% ethanol, pH 7 and temperature at 21.7 °C). By analyzing the response surface for flavonoids extraction
the interaction between pH and the ratio of ethanol:water indicated that the ideal pH for extraction was between 6 and 8 and
the ratio ethanol: water was 50-70% and temperature below 30°C and above 70°C. The results demonstrated a positive
correlation with increasing temperature and pH, and the proportion of ethanol in water had a slight effect on the total
antioxidant capacity. The parameters influenced the extraction of phenolic compounds from sugarcane tops.

KEYWORDS: Saccharum ssp. Flavonoids. Top.
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