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Resumo 

 

As plantas e frutas presentes na natureza são importantes fontes de vitaminas, 

minerais e compostos bioativos. Com o aumento no número de doenças causadas por radicais 

livres a busca por alimentos e plantas que contenham antioxidantes vem se tornando 

crescente. O Camu Camu é um fruto nativo da floresta amazônica pertencente à família 

Myrtaceae com grande potencial antioxidante, possuindo vitaminas, compostos fenólicos, 

antocianinas e outros antioxidantes. A avaliação da capacidade antioxidante do fruto, 

determinação de compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas foi avaliada por meio de 

um planejamento experimental de misturas com três diferentes solventes, totalizando ao final 

7 extratos diferentes avaliados, com ponto central realizado em triplicata, ao final das análises 

os dados foram avaliados através do software Statistica versão 10.0.  A avaliação do potencial 

antioxidante foi realizada pelo método de DPPH e FRAP que se baseiam na redução 

oxidativa e pelo sequestro de radicais livres. O teor de compostos fenólicos foi avaliado pelo 

método de Folin-Ciolcateu por espectroscopia de UV-vis, além disso também foi avaliado o 

teor de flavonoides e antocianinas por espectroscopia de UV-vis. O etanol foi o melhor 

solvente extrator para antocianinas e o 2º melhor para flavonóides, enquanto para compostos 

fenólicos a melhor extração ocorre com a mistura dos três solventes. Para FRAP e DPPH a 

água é solvente que mais se destaca, observando que sempre que a mesma está presente, seja 

sozinha ou em mistura ocorrem maiores interações, além da água, a mistura dos três solventes 

também obteve valores significativos e elevados. Ao final do trabalho foi possível comprovar 

os elevados índices de antioxidantes em Camu Camu e também pode-se otimizar a extração 

para grande parte das respostas, principalmente em relação à literatura, entretanto a 

otimização conforme planejamento não foi possível para antocianinas e FRAP, isso se deve 

ao fato de que cada resposta obteve uma equação da desejabilidade diferente, logo não seria 

possível otimizar todas as respostas.  

 

Palavras-chave: Antioxidantes. DPPH. FRAP. Radicais livres. Superfície de 

resposta. Planejamento experimental. 

 



 

 

Abstract 

 

Plants and fruits present in nature are important sources of vitamins, minerals and 

bioactive compounds. With the increase in the number of free radical diseases, the search for 

antioxidante contained in foods and plants is growing. Camu Camu is a native fruit of the 

Amazon rainforest belonging to the Myrtaceae family with great antioxidant potential, 

having vitamins, phenolic compounds, anthocyanins and other antioxidants. The evaluation 

of the antioxidant capacity of the fruit, determination of phenolic compounds, flavonoids and 

anthocyanins was evaluated through an experimental design 2³ aiming to optimize the 

extraction process, reducing errors, number of trials and ensuring quality. The antioxidant 

potential was evaluated by the DPPH and FRAP method based on oxidative reduction and 

free radical sequestration. In the other hand, the content of phenolic compounds will be 

evaluated by the Folin-Ciolcateu method by UV-vis spectroscopy, and also the content of 

flavonoids and anthocyanins by UV-vis spectrometry. All analyzes were perfomed from an 

experimental design of mixtures with three solvents, totaling at the end seven different 

extracts to be evaluated, with the central point performed in triplicate, at the end of the 

analysis the data were evaluated using the Statistica software and was performed. response 

surface modeling, obtaining contour diagrams and extract optimization. Ethanol was the best 

extraction solvent for anthocyanins and the second best for flavonoids, while for phenolic 

compounds the best extraction occurs with the mixture of the three solvents. For FRAP and 

DPPH water is the most outstanding solvent, noting that whenever it is present alone or in 

mixture there are more interactions, besides water, the mixture of the three solvents also 

obtained significant and high values. At the end of the work it was possible to prove the high 

levels of antioxidants in Camu-Camu and it is also possible to optimize most of the responses, 

especially in relation to the literature. Because each answer obtained a different desirability 

equation, it would’nt be possible to optimize all of them. 

 

Keywords: Antioxidants. DPPH. FRAP Free radicals. Response surface. 

Experimental planning. 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui uma grande diversidade de frutas, por ser um país de grande 

extensão geográfica, muitas delas são pouco exploradas, porém podem ter um grande 

potencial nutricional e econômico. Além disso as frutas fazem parte da vida das pessoas, 

sendo grande fonte de nutrientes, fibras, vitaminas e antioxidantes. 

  Os antioxidantes presentes nessas frutas são muito importantes pois ajudam a 

controlar e diminuir o dano oxidativo em células que ocorre pela presença de radicais livres, 

agindo assim de forma a melhorar a saúde da vida das pessoas. Devido a seu caráter 

terapêutico se torna cada vez mais imprescindível realizar pesquisas envolvendo 

antioxidantes (FEITOSA, 2017).  

As frutas podem possuir diversos antioxidantes, porém algumas tem seu potencial e 

atividade pouco estudado, é o caso do Camu-Camu. O Camu-Camu (Myrciaria dúbia) é um 

fruto produzido por um arbusto de pequeno porte, sendo de origem amazônica, abrangendo 

países como Brasil, Peru, Venezuela e Colômbia. Conhecido pela população da região e 

sendo mais utilizados no Peru, o fruto possui grandes quantidades de vitamina C e 

antocianinas, demonstrando grande potencial e atividade antioxidante, como flavonoides e 

compostos fenólicos, dentre outros (PETERS, C. M., VASQUEZ, A., 1987).  

Dentre os antioxidantes existem diversas classes, sendo algumas divididas em 

diversas outras subclasses. Os compostos fenólicos por exemplo abrangem classes como, 

flavonoides, antocianinas, flavonas dentre outras. Além disso, vitaminas como o ácido 

ascórbico também fazem parte da classe dos antioxidantes (FEITOSA, 2017). 

Os processos de extração influenciam muito na determinação de antioxidantes, pois 

diferentes solventes, em diferentes condições podem ter maior ou menor eficácia, garantindo 

melhores ou piores resultados (FEITOSA, 2017). 

Desta forma estudar a atividade antioxidante e os efeitos dos processos de extração, 

avaliando solventes e como eles influenciam na determinação destes compostos bioativos, é 

muito importante. 

O estudo então pode vir a dar suporte fornecendo informações sobre a concentração 

de substâncias e compostos que apresentam potencial para a produção de produtos 

nutracêuticos e alimentícios, tendo em vista que a medicina tem buscado melhorias para 

novos fármacos, principalmente derivado de espécies vegetais.  
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 2. OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a influência dos solventes e suas misturas no processo de extração sobre 

atividade antioxidante, compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas em Camu-Camu. 

  

 2.2 Objetivos específicos 

 

● Preparar extratos do fruto Camu-Camu com base em planejamento estatístico, com 

três diferentes solventes, sendo eles água destilada, etanol absoluto, acetato de etila e 

suas misturas. 

● Determinar atividade antioxidante dos extratos por meio dos métodos de DPPH e 

FRAP. 

● Determinar compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas. 

● Avaliar os fatores de desejabilidade obtendo a equação de otimização, e testar a 

extração nestas condições. 
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 4. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 4.1 O FRUTO CAMU CAMU 

 

O fruto Camu-Camu pertencente à família Myrtaceae cresce em um arbusto de 

pequeno porte conhecido como Camu camuzeiro, próximo a rios e regiões alagadas, 

sobrevivendo a diversas condições. O Camu camuzeiro consegue se desenvolver e produzir 

em diversos tipos de solo, desde solos férteis, úmidos até solos arenosos (YUYAMA, 2011). 

Conhecido também como caçari, araçá-d'água entre outros, se encontra disperso na região 

amazônica, se distribuindo entre países como Peru, Venezuela, Colômbia e Brasil (PETERS, 

C.M., VASQUEZ, A. 1987). No Brasil o fruto está distribuído entre os estados do 

Pará, Amapá, Amazonas, Rondônia, Roraima e Mato Grosso (MAUES, COUTURIER, 

2002). 

O Camu camuzeiro pode crescer de 1 a 4 metros de altura, o arbusto se adapta 

conforme seu habitat.  Possui caule estreito e muitas ramificações, em solos mais férteis 

possui raízes mais curtas e próximas ao caule já em solos mais arenosos suas raízes podem 

crescer até três vezes mais (YUYAMA, 2011). No Brasil estudos feitos em Camu camuzeiros 

nativos na Amazônia e Pará, mostraram que os arbustos tinham em torno de 1,5 metros de 

altura, possuindo floração durante quase todo o ano com variações nas quantidades, as flores 

são brancas e hermafroditas com tamanho em torno de 1,4 cm (MAUES, COUTURIER, 

2002).  

 Após o período de floração vem o período de frutificação que pode variar de 

novembro a março ou dezembro a abril no Brasil, cerca de 5 meses, com variações conforme 

o terreno (YUYAMA, 2002). Maues e Couturier, 2002, em seus resultados observaram que 

o período de frutificação no Brasil nos anos de 1997 e 1998 foram mais intensos nos meses 

de maio a julho, com amadurecimento até agosto. 

 O fruto é esférico e globular, pode ter de 1 a 3 cm de diâmetro, com casca lisa e 

esverdeada quando verde e coloração vermelha-arroxeada em seu estágio final de maturação, 

além disso possui de 1 a 4 sementes (YUYAMA, 2011). O fruto é apresentado na figura 1. 
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                       Figura 1:Fruto Camu-Camu. 

 
                              Fonte: Silva, 2017. 

 

O fruto que tem característica ácida, pode ser consumido ao natural, ou em sucos, 

sorvetes, chás, dentre outros alimentos, uma característica importante é que mesmo após o 

processamento o pó ainda possui teores de ácido ascórbico e antocianinas (YUYAMA, 

2011). 

Conhecido por seus compostos bioativos, possui uma grande diversidade, minerais 

e antioxidantes, alguns autores como Villanueva-Tiburcio et al, (2010), encontraram 

resultados de antocianinas na casca do fruto de 46,12 mg g⁻¹ para frutos maduros e 3,83 mg 

g⁻¹ para frutos começando a madurar e criar cor, para teores de ácido ascórbico, 0,22 ± 0,01 

mg Ac. Ascórbico 100 g⁻¹  para frutos maduros, 0,20 ± 0,01 mg Ac. Ascórbico 100 g⁻¹  para 

frutos começando a madurar e 0,14 ± 0,01 mg Ac. Ascórbico 100 g⁻¹ para frutos verdes. O 

conteúdo de polifenóis totais encontra 6,02 mg ácido gálico g⁻¹ para frutos maduros e 5,95 

mg ácido gálico g⁻¹ para frutos verdes.  

Solis et al, 2009  encontraram valores de ácido ascórbico de 0,14 ± 0,02 mg de ácido 

ascórbico 100 g⁻¹ para polpa da fruta e 0,1051 mg ± 0,0504 mg de ácido ascórbico 100 g⁻¹   

para casca da fruta, para antocianinas encontraram 74,04 ± 4,7 mg de antocianinas 100 g⁻¹  

para polpa da fruta e 109,50 ± 33,8 mg de antocianinas 100 g⁻¹  para casca da fruta, e para 

polifenóis totais 23168,00 ± 932,7 mg de polifenóis 100 g⁻¹  para polpa da fruta e 17905,50 

± 1302,5 mg de polifenóis 100 g⁻¹  para casca da fruta. 

Chirinos, et. al 2010, ao realizar as análises em diferentes estágios de maturação 

observou que conteúdo de ácido ascórbico diminuiu conforme o fruto amadureceu, e as 

antocianinas, compostos fenólicos bem como DPPH aumentavam nos estágios mais 
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avançados de maturação, assim foi comprovado pelos autores seu alto teor fitoquímico, 

mostrando também a presença de outros antioxidantes como flavonoides e carotenoides. 

 

 4.2 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES 

 

As substâncias químicas que possuírem um ou mais elétrons desemparelhados são 

chamadas de radicais livres, essas substâncias possuem grande facilidade de doação desses 

elétrons, sendo elas espécies muito reativas (HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1988).  

Os radicais livres podem ser classificados como espécies derivadas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs). A maioria das moléculas de radicais livres são produzidas pelo 

próprio metabolismo e sistema fisiológico ou biológico (FEITOSA, 2017; HALLIWEL, 

GUTTERIDGE, 1988).  

Segundo Bianchi e Antunes, 1999, a formação de radicais livres em seres vivos 

ocorre via ação catalítica de enzimas, durante os processos de transferência de elétrons que 

ocorrem no metabolismo celular. Ocorre principalmente quando há deficiência de 

antioxidantes. Um desequilíbrio entre radicais e antioxidantes, pode causar um grande dano 

oxidativo, também chamado de estresse oxidativo. Esses danos causados são associados a 

diversas doenças degenerativas, e quando ocorre no DNA a mutagênese e carcinogênese 

(BIANCHI et at., 1999). 

Os antioxidantes por sua vez são moléculas que inibem e ou reparam o dano 

oxidativo provocado por espécies reativas. Atuam no organismo, e podem ter mais de um 

mecanismo. Podem inibir as reações em cadeia provocadas pelos radicais livres do ferro e 

cobre, ou reparando lesões causadas pelos radicais (BIANCHI, ANTUNES, 1999; 

FEITOSA, 2017). 

Além de serem encontrados e produzidos pelo próprio organismos eles podem ser 

encontrados naturalmente ou ainda podem ser sintetizados. São basicamente um conjunto de 

substâncias, vitaminas, minerais, pigmentos naturais, enzimas além outros compostos 

vegetais (FEITOSA, 2017). 

Os antioxidantes desempenham então um papel de proteção ao organismo, barrando 

o ataque promovido pelos radicais livres a tecidos, células, aminoácidos, lipídeos e proteínas 

ou reparando os danos já causados (BIANCHI et at., 1999; DUARTE-ALMEIDA, et. al., 

2006). 
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 4.3 MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

Existem diversos métodos para a determinação e avaliação de atividade antioxidante 

envolvendo diversos ensaios e técnicas. Eles são importantes devido a sua utilização 

comercial de farmacológica. 

Devido ao fato de existir uma grande diversidade de radicais livres e antioxidantes 

a busca por métodos práticos e rápidos vem se tornado constante, já que justamente por toda 

essa diversidade é impossível encontrar métodos universais (ALVES et al., 2010). 

Alguns métodos são mais conhecidos como DPPH e FRAP que possuem potencial 

antioxidante redutor, o ensaio do DPPH é baseado no sequestro do próprio radical reduzindo-

o a hidrazina, é um método preciso, rápido, muito utilizado para determinações em sucos, 

frutos, extratos e compostos fenólicos. O ensaio FRAP é relativamente simples e baseado da 

redução do Fe (III) (FEITOSA, 2017; BOXIN, et. al., 2002). 

  

 4.3.1 METODOLOGIA DPPH 

 

O método de DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazila é um dos métodos in vitro mais 

antigos utilizados para determinação de atividade antioxidante, muito utilizado para 

determinação de extratos de plantas, frações, compostos fenólicos, flavonoides, cúrcumas e 

diversas amostras, por ser um método prático, rápido e com boa estabilidade (BORGES et 

al., 2011; SUCUPIRA et al., 2012). O DPPH é um radical orgânico e estável, apresenta a 

coloração violeta e possui faixa de absorção máxima na faixa de 515-520 nm (SUCUPIRA 

et al., 2012). A avaliação a atividade antioxidante em DPPH pode ser avaliada em 

espectrofotômetro em um determinado comprimento de onda (FEITOSA, 2017). 

O método DPPH é baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes (BRAND, 

1995). Quando um elétron desemparelhado do radical DPPH recebe um átomo de hidrogênio 

de um composto antioxidante, a solução púrpura perde a coloração se tornando amarela 

(BORGES et al., 2011). A Figura 2 mostra a reação do radical DPPH com um doador de 

hidrogênio. 
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Figura 2:Reação do radical DPPH com um doador de hidrogênio. 

 
               Fonte: OLIVEIRA, 2015. 

 

 4.3.2 MÉTODO FRAP 

 

O método FRAP é um ensaio in vitro muito utilizado, baseado na redução de Fe 

(III), ele possibilita avaliar a atividade antioxidante de diversos compostos (BOXIN, et. al., 

2002). 

Aplicado para determinação de atividade antioxidante em vegetais e fluidos líquidos 

o ensaio também é muito utilizado para determinação em plasma sanguíneo (BENZIE, 

STRAINT, 1996). Com um custo de reagentes baixo, o método é simples e rápido e com 

grande reprodutibilidade se torna muito útil para determinação de potencial antioxidante 

(BENZIE, STRAINT, 1996). 

 O ensaio ocorre com uma reação de redução do Fe³⁺ em Fe²⁺, a mesma envolve o 

complexo TPTZ (2,4,6- tripiridil-s-triazina) e o composto de interesse contendo o 

antioxidante, quando o ferro reduz produz uma coloração azul escura que absorve no espectro 

de UV-vis em 595 nm (BENZIE, STRAINT, 1996). Abaixo é possível ver a reação que 

acontece conforme figura 3: 

 

              Figura 3:Reação do complexo TPTZ de redução do Fe³⁺ em Fe²⁺. 

 
Fonte: URREA-VICTORIA, et. al, 2016. 
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  4.4 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Os compostos fenólicos fazem parte das substâncias antioxidantes, encontrados em 

plantas, muitas vezes sua quantificação em extratos significa um resultado satisfatório para 

capacidade antioxidante (FEITOSA, 2017). Muito distribuídos no reino vegetal são 

substâncias que apresentam anéis aromáticos com um ou mais substituintes (SOARES, 2008; 

MALACRIDA, 2005). 

Em estudos in vitro tem se mostrado muito eficazes para inibição da peroxidação 

lipídica e lipooxigenase, o que traz muita atenção para estes compostos. São divididos em 

diversas classes, como fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarias, flavonoides, taninos, 

lignanas e muitas mais (SOUSA et al., 2007). 

Com fortes propriedades redutoras, os compostos fenólicos são muito importantes 

pois conseguem neutralizar ou sequestrar radicais livres, além disso fazem o processo que 

quelação de metais em transição, agem em todo o processo de oxidação (SOUSA et al., 

2007). 

 

 4.5 FLAVONOIDES E ANTOCIANINAS 

 

Constituindo uma das classes de compostos fenólicos mais importantes, os 

flavonóides de origem vegetal são encontrados em plantas, flores, alimentos, frutas, e demais 

espécies vegetais (COUTINHO, et. al. 2009).  

Metabólitos secundários, fazem parte de uma ampla classe de compostos poli 

fenólicos. Possuem estrutura química descrita como C6-C3-C6, que se baseia no núcleo 

flavono, que consiste em dois anéis aromáticos fenil ligados a um anel pirano. As variações 

e diversidade nas estruturas dos anéis se dão aos níveis de oxidação e alterações na estrutura 

de base carbônica dos flavonoides (DEGASPARI, 2004; FEITOSA, 2007). 

Podem ser divididos em diversas subclasses como flavanonas, flavonóis, flavonas, 

flavonóis, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas, antocianinas entre outras (COUTINHO, 

2009). 

Para a saúde humana sua importância se deve as características de antimicrobiana, 

antiviral, anti-inflamatória, anticâncer além de outras. Possui capacidade de inibir a oxidação 

de lipoproteínas de baixa densidade, além disso vem sendo associados a diminuição dos 
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efeitos do envelhecimento, doenças trombóticas (COUTINHO, et. al. 2009; DEGASPARI, 

2004). 

As antocianinas fazem parte da classe dos flavonoides, são pigmentos vegetais, que 

constituem cor a diversas plantas, frutas e flores. Amplamente distribuído, com colorações 

que variam do vermelho ao azul e as vezes em misturas de ambas em tons de roxo, são 

influenciadas por fatores como pH. São compostos hidrossolúveis e tem sensibilidade a 

temperatura. Sua estrutura base é policíclica assim como outros flavonoides (LOPES, et al., 

2007; TEIXEIRA, STRINGUETA, OLIVEIRA, 2008). Segue Figura 4 com a estrutura base 

de antocianina. 

 

Figura 4:Estrutura base das antocianinas que compõem o grupo dos 
flavonoides. 

 
           Fonte: LOPES, et al., 2005. 

 

Sua importância se deve ao seu potencial antioxidante, estando presente em uma 

grande variedade de espécies, prevenindo a auto oxidação e peroxidação de lipídeos em 

sistema biológicos (LOPES, et al, 2007). 

Além disso estudos mostram que extratos que possuem antocianinas, melhoram a 

visão, e possuem alta atividade antioxidante, e quimioterápicas (AGUILERA-OTÍZ, et al., 

2011). 

Para manter as características funcionais dos frutos utilizam-se métodos de secagem 

como a liofilização que conseguem manter na maioria dos frutos essas propriedades, sem 

terem grandes impactos. 
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 4.6 LIOFILIZAÇÃO 

 

As frutas e vegetais são ricas fontes de nutrientes, antioxidantes, proteínas e 

minerais. Apresentam como boa parte da sua composição a água, o que prejudica um pouco 

sua armazenagem e diminui seu tempo de vida útil. Os processos de secagem ajudam e 

facilitam o trabalho, armazenagem e estocagem das frutas. Porém poucos processos 

conseguem manter suas características. A liofilização é um processo que preserva os 

nutrientes, vitaminas, antioxidantes que estão presentes nos alimentos na maioria das frutas 

(PUHL, NITZKE, 2010). 

A liofilização é um processo de secagem, onde ocorre a desidratação da fruta, o 

processo é feito sob aumento de pressão e temperatura controlada. A primeira etapa é o 

congelamento, após ocorre um aumento de pressão e ocorre a sublimação da água, passando 

do estado sólido direto pro gasoso. Em seguida ocorre a segunda desidratação por dessorção 

mantendo o alimento no liofilizador por mais um período, garantindo assim a retirada de toda 

a água (MARQUES, 2008; VALIM, 2009; PUHL, NITZKE, 2010). 

A grande vantagem da liofilização é que o processo danifica menos se comparado a 

outros métodos o tecido vegetal. Além disso melhora as condições de armazenamento e 

garante qualidade, porém como desvantagem tem-se o alto custo o que dificulta o acesso e 

utilização (PUHL, NITZKE 2010). 

 

 4.7 EXTRAÇÃO E SOLVENTES 

 

A extração de princípios ativos é um processo importante, feita a partir de um 

solvente e um metabolito primário e ou secundário, ela deve ser realizada de uma forma que 

possibilite a extração do maior número de substâncias, sendo assim os solventes utilizados 

devem ser apropriados para finalidade que se deseja. 

Os extração dos compostos bioativos deve ser realizada com atenção, onde deve se 

observar, temperatura, tempo e a polaridade dos solventes, para que não ocorra nenhum dano 

a esses compostos (ANDREO, JORGE, 2006). Jardini, Mancini (2007) ao avaliarem 

atividade antioxidante observou que havia diferenças nos resultados, onde os valores 

aumentavam conforme a polaridade do solvente. 

Sabe-se que nos processos de extração a escolha do solvente deve levar em conta 

quais os compostos de interesse, onde diversos estudos mostram que etanol e solventes mais 

polares são eficazes para extração de compostos fenólicos (SOUSA, 2007).  
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Zhao, (2009) observou que os resultados de fenólicos totais aumentavam com o 

aumento da proporção de etanol na mistura, bem como a ocorrência da influência que 

temperatura e tempo nos resultados. 

 Frações mais apolares de solvente conseguem extrair compostos mais apolares 

como ácidos graxos e terpenóides, enquanto frações mais polares conseguem a extração de 

flavonoides, polifenóis, tanino etc., logo para determinação de compostos mais polares deve 

se dar preferência a solventes mais polares (MONÇÃO, et. al., 2015). 

 

 4.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O planejamento experimental é um método estatístico que otimiza processos, 

minimiza erros, diminuindo o número de ensaios e experimentos. Muito aplicado para 

otimizar processos de composição e mistura, vem cada vez mais sendo aplicado em diversas 

áreas e na indústria, onde é possível minimizar erros, aumentar produtividade de processos e 

gerar produtos e resultados de melhor qualidade. Em planejamento de misturas o método se 

baseia mais nas proporções das misturas, de modo a verificar variáveis presentes (NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 2010; NUNES, 1998). Existem diversas técnicas de planejamento 

experimental, sendo o simplex centroide é uma delas. 

O método é relativamente simples são selecionados para o experimento além dos 

vértices os centroides do simplex dimensional q ⁻¹ e todos os demais simplex contidos. O 

número de pontos estudados depende somente dos componentes avaliados, ficando 2 q⁻¹ , ou 

seja, o número de pontos depende dos termos e vice-versa (NUNES, 1998). 

O modelo de superfície de resposta utilizado para modelagem e análises de 

interferências, é um modelo que otimiza as respostas obtidas dentro do espaço fatorial onde 

se desejam as especificações (NUNES, 1998). Composta por dois fatores a RMS contêm a 

modelagem que é o ajuste do modelo escolhido em função das respostas de interesse, e o 

deslocamento que é como a resposta se comporta dentro nos limites do planejamento 

(NUNES, 1998). O planejamento pode ser representado por diferentes métodos, levando em 

consideração, o número de componentes e variáveis, podendo avaliar o melhor ajuste entre 

eles. Pode ser representado por um triângulo, onde os vértices representam os pontos e 

coeficientes do planejamento (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

De um modo geral os métodos de planejamento experimentais além de otimizarem 

o processo, garantem qualidade, diminuição de custos e tempo (NUNES, 1998). 
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Verificou-se que na revisão bibliográfica uma demanda por maiores estudos de 

caracterização do Camu-Camu ressaltando seu potencial antioxidante. Verificando que um 

planejamento experimental aplicado para avaliar a extração com diferentes solventes pode 

possibilitar a determinação de melhores resultados por meio das melhores concentrações de 

solvente. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 5.1 MATÉRIA PRIMA 

 

As frutas de Camu-Camu que foram utilizadas para os experimentos são da cidade 

de Tabatinga no estado do Amazonas, colhidas em 2017. As frutas vieram congeladas e 

passaram por um processo de descongelamento e lavagem com água corrente. Após a etapa 

de higienização foram trituradas e processadas inteiras em um  multiprocessador, Philips 

Walita, modelo RI7632.  

As frutas passaram por um processo de secagem por liofilização, onde as amostras 

foram primeiramente congeladas em um ultra freezer a -50 ºC, e em seguida foram colocadas 

em uma bandeja de inox no equipamento liofilizador Liotop, modelo L101, até a retirada 

total de água. Após o processo a amostra foi armazenada em frascos de vidro âmbar em 

geladeira. 

 

 5.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para avaliar a diferença no processo de extração com diferentes solventes, um 

planejamento experimental de misturas foi realizado. O planejamento utilizado foi o 

planejamento experimental de misturas do tipo Simplex central design, no software Statistica 

versão 10. Os solventes utilizados foram água destilada, etanol absoluto e acetato de etila. O 

planejamento foi delimitado nas concentrações de 0 a 100% de solventes. Com base no 

planejamento experimental as proporções de solventes definidas para as extrações são: 
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Tabela 1: Planejamento experimental de misturas para extração de compostos 

antioxidantes de Camu-Camu, variáveis codificadas e não codificadas 

Extratos Água destilada Etanol absoluto Acetato de etila 

A 1 0 0 

B 0 1 0 

C 0 0 1 

D 0,33 0,33 0,33 

E 0,33 0,33 0,33 

F 0,33 0,33 0,33 

G 0,5 0,5 0 

H 0,5 0 0,5 

I 0 0,5 0,5 

Proporção em volume: 1-100% v/v; 0,5-50% v/v; 0,33-33% v/v.  Fonte: Autoria própria, Software 
Statistica versão 10. 

 
Os extratos foram preparados em Erlenmeyer de boca esmerilhada de 125 mL, 

pesando 1 grama de amostra liofilizada para 50 mL proporção de solvente, em seguida o 

erlenmeyer foi tampado e levado a agitadora orbital, Thoth modelo 6430, por cerca de 2 

horas, a 150 rpm e temperatura ambiente de 25 ºC a 28 ºC. Os extratos obtidos foram 

guardados em frascos de vidros âmbar e armazenados em geladeira (VIZZOTTO, PEREIRA 

2009). 

 
 5.3 MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

  

 5.3.1 MÉTODO DPPH 

 

Para a determinação da atividade antioxidante foi utilizado o método do DPPH, 

segundo Brand Willians et al. (1995) e Choi et al, (2002). Os extratos foram avaliados em 

diferentes concentrações e cada concentração realizada em triplicata.  

Primeiramente realizou-se o preparo da curva de calibração a partir de três soluções 

estoques do padrão de Trolox. Foi realizada a pesagem de 25 mg para balão volumétrico de 

50 mL (500 μg mL ⁻¹). Após o preparo das soluções estoques foram feitas diluições nas 

concentrações de 25, 125, 250, 375 e 500 µg mL-1.  
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Em seguida foram pipetados 30 µL de cada concentração de padrão para tubos de 

ensaio, adicionando 2,0 mL de solução de DPPH (0,06 mili mol) mantendo as soluções em 

ao abrigo da luz em repouso por 60 minutos. 

A partir de cada extrato anteriormente preparado, pipetou-se 0,5 mL para tubo de 

ensaio e 2,0 mL da solução de DPPH, deixando as amostras em repouso por 60 minutos ao 

abrigo da luz. Um branco foi realizado com ausência do extrato. 

As leituras foram realizadas em 517 nm em espectrofotômetro UV-Vis PG 

Instruments, modelo T80+ e o resultado foi expresso em equivalente de Trolox conforme 

curva de calibração. 

 

 5.3.2 MÉTODO FRAP 

 

A atividade total antioxidante foi determinada por FRAP conforme metodologia 

descrita por Benzie e Strain (1996) e Rufino, et. al (2006), com adaptações, primeiramente 

foi feito o preparo do reagente FRAP que consiste em mix de 100 mL de tampão acetato 0,3 

M, 10 mL de uma solução de TPTZ 10 mili mol e 10 mL de uma solução aquosa de cloreto 

férrico 20 mM. 

Em seguida foi realizada uma curva padrão com sulfato ferroso 2000 micro mol, 

realizando diluições que variam entre 100 a 2000 micro mol.  

A partir das diluições foi transferido uma alíquota de 100μL das diluições para tubos 

de ensaio, adicionando 300 μL de água destilada e 3,0 mL do reagente FRAP, os tubos foram 

homogeneizados em agitador de tubos e mantidos em banho maria a 37 ºC por 40 minutos, 

após esse período foram realizadas leituras em 593nm em espectrofotômetro UV-Vis PG 

Instruments, modelo T80+. 

As amostras foram diluídas nas seguintes concentrações (Tabela 2). 
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Tabela 2: Diluições das amostras para FRAP. 

Amostra (mg mL⁻¹) Volume pipetado Balão volumétrico Concentração (mg mL⁻¹) 

0,5 1,0 5 0,1 

0,5 2,0 5 0,2 

0,5 3,0 5 0,3 

0,5 4,0 5 0,4 

0,5 5,0 5 0,5 

Fonte: Autoria própria. 

 

A partir das diluições realizadas, foram transferidas alíquotas de 100 μL das 

diluições para tubos de ensaio, adicionado 300 μL de água destilada e 3,0 mL do reagente 

FRAP. Os tubos foram homogeneizados em agitador de tubos e mantidos em banho maria a 

37 ºC por 40 minutos. Após esse período foram realizadas leituras em 593 nm em 

espectrofotômetro UV-Vis PG Instruments, modelo T80+, utilizando o reagente FRAP como 

branco. 

A atividade total antioxidante foi determinada pela equação da reta obtida dos 

extratos, onde o valor de x foi substituído pela concentração de 1000 micro mol do padrão 

de sulfato ferroso e por fim o valor encontrado foi transformado em gramas e dividido por 

1000 para obter o resultado em mg de sulfato ferroso/g de fruta. 

 

 5.4 COMPOSTOS FENÓLICOS 

  

O teor de compostos fenólicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu 

utilizado por (BOROSKI, 2015). 

Uma curva de calibração foi realizada a partir de três soluções estoque. Para cada 

estoque foi pesado 20 mg de padrão de ácido gálico e diluído em balão volumétrico de 100 

mL com água destilada ficando com concentração de 200 µg mL-1. 

Após homogeneizar cada estoque realizaram-se as diluições nas concentrações de 

5,00/7,50/10,00/14,00/17,00/20,00 µg mL-1. 

Foram coletadas alíquotas de extrato de 2,0 mL e transferiu para tubos de ensaio 

protegido da luz. Em seguida foi adicionado 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau diluído 

(1:10). A mistura permaneceu em repouso de por cerca de 5 minutos. Em seguida foi 
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adicionado 2 mL de carbonato de sódio 4% e os tubos foram deixados em repouso por 1 hora, 

ao abrigo da luz (Figura 14). 

Um preparo de amostra foi realizado igualmente, mas com a ausência de extrato que 

serviu de branco no momento da leitura em espectrofotômetro UV-Vis PG Instruments, 

modelo T80+. 

Os resultados foram expressos por meio da interpolação dos resultados das amostras 

frente a curva de calibração em miligrama por equivalente de ácido gálico por grama (mg 

EAG g-1). 

 

 5.5 FLAVONOIDES 

 

Para a determinação de flavonoides será empregada metodologia descrita por 

Woiski, Salantino 1998 e Boroski, 2015 com adaptações. A metodologia aplicada será 

realizada em triplicata e por espectroscopia de UV-vis. 

O preparo da curva de calibração foi realizado a partir de três soluções estoques de 

Quercetina. Para cada estoque pesou-se 10 mg de padrão de quercetina e diluído em balão 

volumétrico de 5 mL com metanol ([quercetina] = 2000 mg L-1). 

 Após a homogeneização de cada estoque realizaram-se as diluições nas 

concentrações de 10,0/30,0/50,0/80,0/100,0 mg mL-1. A partir dos extratos previamente 

preparados foi transferida uma alíquota de 1,00 mL para tubos de ensaio protegido da luz. 

Em seguida adicionou-se 0,25 mL do cloreto de alumínio 5% e 3,70 mL de metanol. A 

mistura permaneceu em repouso por meia hora, ao abrigo da luz. As amostras foram lidas 

em 425 nm em espectrofotômetro UV-Vis PG Instruments, modelo T80+, utilizando metanol 

como branco. 

A partir da equação da reta obtida foi determinado o teor de flavonoides em mg de 

quercetina mL⁻¹ de extrato. 

 5.6 ANTOCIANINAS 

 

A determinação do teor de antocianinas foi feita conforme metodologia Giusti, 

Wrolstad, (2001) com adaptações. As antocianinas são pigmentos influenciados diretamente 

pelo pH podendo ocorrer variações reversíveis em sua estrutura. 

A análise foi realizada em triplicata e o método utilizado será o de pH diferencial. 

A partir de cada extrato foram transferidos 1 mL para balão volumétrico de 25 mL e 
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completado com tampão cloreto de potássio pH 1,0 e tampão acetato de sódio pH 4,5 cada 

amostra com um tampão, as amostras então ficaram incubadas por um período de 15 minutos 

e posteriormente foram determinadas as absorbâncias das amostras em 510 e 700 nm em 

espectrofotômetro UV-Vis PG Instruments, modelo T80+, como branco foram utilizados os 

tampões pH 1,0 e 4,5. 

A quantificação será feita através da equação 1 descrita abaixo e o resultado será 

expresso em equivalente da antocianina cianidina-3-glucosídeo. 

 

AT = (A510 – A700 x MM x 100 x FD) / (ε x 1)                      (1) 

 

Onde (AT) são as antocianinas totais, (A) é a absorbância no determinado 

comprimento de onda, (MM) é a massa molecular da cianidina-3-glucosídeo, (FD) é o fator 

de diluição e (ε) é a absortividade molar do comprimento de onda de 510nm conforme 

literatura. 

 

5.7 OTIMIZAÇÃO E ESCOLHA DO MODELO 

 

Com base nos resultados encontrados a partir do planejamento experimental para as 

cinco respostas que foram compostos fenólicos, flavonóides, antocianinas, DPPH e FRAP, 

foi possível determinar as equações da otimização por meio do software Statistica versão 10. 

Assim com as equações determinadas, os ensaios foram repetidos nas novas condições 

otimizadas. 

A escolha do modelo utilizado foi realizada a partir do planejamento experimental 

onde se avaliou qual modelo se ajustava melhor entre os modelos linear, quadrático e cúbico, 

com base no R² e a quantidade de resíduos gerados pelo modelo, ou seja, o modelo que 

apresenta a menor diferença entre os valores preditos e observados, sendo modelo escolhido 

o especial cúbico por apresentar os resíduos mais próximos da linha identidade com o melhor 

ajuste. O Apêndice 1mostra todos os diagramas de resíduos dos modelos lineares, quadráticos 

e especial cúbico para todas as respostas, confirmando assim o melhor modelo. 
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 6. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

   A avaliação da atividade antioxidante do fruto camu-camu se deu por meio das 

análises de potencial antioxidante, compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas, com 

base em um planejamento experimental e otimização da extração. 

 

 6.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O planejamento experimental tem por objetivo avaliar as proporções de solvente, 

com base nas respostas de interesse, para assim determinar as equações das condições 

otimizadas. 

Nos extratos preparados com base no planejamento experimental foram avaliados 

os seguintes parâmetros: compostos fenólicos, flavonoides, FRAP, DPPH e antocianinas. A 

Tabela 3 apresenta os resultados encontrados. 
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Tabela 3: Resultados para determinação de atividade antioxidante dos 9 extratos obtidos no 
planejamento variando de 0 a 100% a fração de solventes. 

EXTRATOS 

  A B C D E F G H I 

Fenólicos 
totais mg 
EAG 100 
g⁻¹ AS²  

7222,99 4488,90 1785,03 12237,99 12600,52 12766,68 11769,70 11885,46 4232,11 

Flavonoide
s mg EQ4 

g⁻¹ AS²  
11,25 21,63 11,17 23,78 23,94 24,09 19,78 16,86 22,25 

FRAP  
PRE 5 [ ] 

mg de 
sulfato 

ferroso g⁻¹ 
AS²  

1029,46 746,49 273,82 1930,21 1935,09 1972,29 1951,07 2488,62 842,64 

DPPH mg 
EQ. Trolox 

g⁻¹ AS²  
14031,09 

13693,1
9 

12721,7
4 

16269,64 16692,01 16593,85 15424,9 15011,88 
15087,0

1 

Antocianin
as mg EQ 
cianidina-

3-
glicosídeo 

100 g⁻¹ 
AS²  

31,31 198,3 13,92 27,83 27,83 38,27 125,24 6,96 6,96 

 
1. EAG = equivalente em ácido gálico; 2. AS = Amostra seca; 3. EQ = equivalente em quercetina; 4. 
PRE = Poder redutor equivalente; 5. A = 100 % Água v/v; 6. B = 100% Etanol v/v; 7. C = 100% 
Acetato de Etila v/v; 8. D = 33,3% Água v/v, 33,3% Etanol v/v e 33,3% Acetato de Etila v/v; 9. E = 
33,3% Água v/v, 33,3% Etanol v/v e 33,3% Acetato de Etila v/v; 10. F = 33,3% Águav/v, 33,3% 
Etanol v/v e 33,3% Acetato de Etila v/v; 11. G = 50% Água v/v e 50% Etanol v/v; 12. H = 50% Água 
v/v e 50% Acetato de Etila v/v; 13. I = 50% Etanol v/v e 50% Acetato de Etila v/v. 
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Na segunda etapa do planejamento experimental, primeiramente foram 

estabelecidas as variáveis dependentes que são flavonoides, compostos fenólicos, 

antocianinas, DPPH e FRAP e em seguida os independentes que foram água, etanol e acetato 

de etila.  

A partir dos resultados obtidos nos ensaios com base no planejamento, foi possível 

a determinação da equação da desejabilidade para todos os parâmetros, conforme Equação 

2, além da obtenção de uma equação com foco nas respostas de interesse que são compostos 

fenólicos, flavonoides e antocianinas, conforme Equação 3. 

Assim foi possível obter o diagrama de contorno, a equação da otimização para cada 

resposta e determinação da atividade antioxidante, bem como fatores estatísticos ANOVA e 

o diagrama de Pareto para avaliar a linearidade, resíduos e qualidade dos resultados. 

 

D=0,25*x + 0,75*y                              (2) 

 

D = 0,5*x +0,4*y+0,1*z                     (3) 

 

Onde (x) é água, (y) é etanol e (z) é acetato de etila. 

 

Com as equações conhecidas foram realizadas novas extrações utilizando os valores 

otimizados, realizando as análises de atividade antioxidante para os extratos otimizados. 

 
 6.2      FLAVONOIDES 

 
Para o ensaio de flavonoides foi possível a determinação da presença dos mesmos e 

a otimização da extração tanto no extrato otimizado dos compostos de interesse (1) e o extrato 

otimizado geral (2).  
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                 Tabela 4: Resultados flavonoides. 

FLAVONOIDES 

  
Otimizado 1 

25/75/0 
Predito  

Otimizado 2 
50/40/10 

Predito 
Melhor 

resultado 

Flavonoides 
mg EQ g⁻¹ AS²  

30,14 21,54 29,89 21,57 24,09 

   1.EQ – Equivalente de quecitina; 2.AS² - Amostra seca; 3. Otimizado 1 = 25% Água v/v 75% 
    Etanol v/v; 4. Otimizado 2 = 50% Água v/v, 40% Etanol v/v e 10% Acetato de etila v/v; 

 

Na Tabela 4 é possível visualizar bem os valores otimizados, o melhor resultado 

obtido na primeira parte do planejamento foi a mistura igual de água, etanol e acetato de etila, 

com um resultado de 24,09 mg EQ g⁻¹ AS², já os valores preditos para os extratos otimizados 

foram de 21,54 e 21,57 mg EQg⁻¹  AS². Desta forma,  os valores obtidos tanto para o extrato 

otimizado 1 com o otimizado 2 ficaram acima dos valores preditos e tiveram sua extração 

realmente otimizada, ficando cerca de 28% acima do valor predito, isso se deve ao fato da 

maior solubilidade do extrato em moléculas polares, como água e etanol ambos com forte 

influência na extração desses compostos.  

Solis, et. al. (2009), avaliou teor de flavonoides para polpa, casca e sementes do 

fruto de Camu-Camu, e obteve o maior resultado para flavonoides na casca de 20,12 mg EQ 

g⁻¹, para polpa de 9,95 mg EQ g⁻¹, e para as sementes 2,19 mg EQ g⁻¹, se compararmos os 

resultados obtidos pelos extratos otimizados 1 e 2  pode-se observar que ficaram acima do 

valor dos autores. Essa diferença acontece, pois, como o presente trabalho utilizou o fruto 

por inteiro, logo o valor encontrado deveria ser maior e demonstra a otimização frente aos 

autores. 

SOUZA, et. al, (2018) ao analisar genótipos diferentes obteve valores para o fruto 

verde, sendo o maior de 3,44 mg EQ g⁻¹ e para frutos começando a madurar sendo o menor 

valor de 1,38 mg EQ g⁻¹. Os resultados encontrados no presente estudo ficaram cerca de 9 

vezes acima do maior resultado encontrado de 3,44 mg EQ g⁻¹ , é 22 vezes maior que o menor 

resultado encontrado de 1,38 mg EQ g⁻¹ pelos autores. 

Gonçalves, (2012) encontrou valores de 1,0 mg g⁻¹ para derivados de quercetina no 

fruto, e 5,0 mg g⁻¹ para polpa comercial, valores também menores do que o que foi 

encontrado no presente trabalho. Porém utilizou metodologia por CLAE para quantificar e 

outro solvente extrator, isso pode ter acarretado a baixa extração desses compostos e a 

diferença observada. 
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Observa-se que ocorrem variações quanto ao estágio de maturação, método 

utilizado, solventes e partes do fruto. Além disso, frutos em estágios de maturação mais 

avançados tendem a diminuir seus teores de compostos antioxidantes, tendo os maiores 

resultado durante o estágio de início até a maturação. Outro fator importante é que a maior 

quantidade desses compostos é encontrada na casca da fruta, seguida pela polpa e sementes. 

Desta forma, como o fruto estava no estágio de início da maturação seus valores foram 

elevados de flavonoides, ao utilizar o fruto quase maduro poderíamos obter maiores 

quantidades.  O planejamento obteve um bom resultado para flavonoides, uma vez que se 

obtiveram resultados maiores do que os existentes na literatura. Sendo assim, o método foi 

eficiente e conseguiu a otimização da extração com os solventes propostos. 

A Figura 5 apresenta o diagrama de contorno e as concentrações ótimas de extração 

com base nas respostas obtidas na primeira etapa do planejamento experimental, conforme 

tabela 3. 

 

                               Figura 5:Diagrama de contorno para flavonoides. 

 
                                       Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 
 
Por meio do diagrama de gráfico de curvas de nível é possível visualizar o ponto 

ótimo para determinação de flavonoides. Avaliando o diagrama de contorno visualizou-se 

que a melhor extração ficaria com uma concentração de em torno de 50% de etanol e 34% 

de acetato de etila, mas além disso uma porção menor de água de 16%. O coeficiente de 

correlação R² obtido foi de 0,9998 ficando muito próximo de 1, isso demonstra a qualidade 

dos resultados. A equação 4 mostra a equação específica para o modelo com base nas 

interações dos solventes. 
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v=+11,25*x+21,63*y+11,17*z+13,36*x*y+22,6*x*z+23,4*y*z+71,76*x*y*z+0, 

(4) 

 

Onde (x) é água, (y)  é etanol e (z) é acetato de etila. 

O diagrama de Pareto consegue demonstrar o grau de significância de cada solvente 

ou mistura de solventes. A linha vermelha indica o valor do tcritico, as variáveis que estão 

acima da linha são as que apresentam valores significativos para resposta de interesse, 

observando que o etanol apresentou um elevado grau de significância, seguido pela água e 

acetato de etila. Observa-se que as misturas dos três solventes são significativas, com valores 

acima da linha de tcritico contribuindo de forma positiva para a resposta. Os resíduos obtidos 

foram de 0,024, ou seja, baixa quantidade de resíduos, boas interações, demonstrando que o 

método está bem ajustado.  

 

Figura 6: Diagrama de Pareto para flavonoides. 

 
                                Autoria própria, software Statistica versão 10. 

A análise de variância gerada para Flavonoides traz então uma comparação do ajuste 

da amostra com o coeficiente de determinação, o R² foi de 0,9998 o que mostra um bom 

ajuste, e o valor de p<0,05 mostrando que as interações e os resultados foram significativos. 

     



 
36 

 

,  

 6.3 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Os compostos fenólicos também se mostraram presentes nos extratos, demonstrando 

a otimização dos extratos 1 e 2. A Tabela 6 é apresenta os resultados otimizados 

 
Tabela 5: Resultados dos extratos otimizados para compostos fenólicos. 

COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

   
Otimizado 1 

25/75/0 
Predito  

Otimizado 2 
50/40/10 

Predito 
Melhor 

resultado 

Fenólicos totais 
mg EAG 100 g⁻¹ 

AS²  
9625,00 9607,00 13432,00 12853,00 12776,68 

1.EAG = Equivalente de ácido galico; 2.AS² = Amostra seca; Fonte: Autoria Própria, software 

Statistica. 

 

Na Tabela 5 pode-se verificar que o melhor resultado obtido na primeira etapa do 

planejamento que foi de 12766,68 mg EAG 100g⁻¹ AS² para a mistura igual de água, etanol 

e acetato de etila. Os resultados obtidos para os extratos otimizados ficaram acima dos valores 

preditos, sendo que o extrato otimizado A ficou quase igual ao valor predito, porém ficou 

abaixo do melhor resultado encontrado. O valor do extrato otimizado B ficou acima do valor 

predito e do melhor resultado obtido na primeira etapa do planejamento, ou seja, para esse 

extrato houve a otimização dos resultados para determinação de compostos fenólicos obtendo 

resultados acima dos valores preditos. 

Jáugueri, (2007) ao analisar conteúdo de polifenóis totais encontrou para o Camu-

Camu resultado de 2393,72 mg EAG 100g⁻¹ AS², sendo o fruto com maior conteúdo acima 

dos 8 outros frutos analisados, além disso o autor traz que o fruto é promissor e tem elevados 

teores de fenólicos. Souza, (2018) já encontrou valores de 3298,98 mg EAG 100g⁻¹ para 

Compostos Fenólicos e observou-se que ocorreu um aumento no conteúdo na maturação para 

todos os frutos.  

Villanueva-Tiburcio, (2010) encontrou valores de 770,0 mg EAG 100g⁻¹ para o 

fruto semi-maduro, 602,0 mg EAG 100g⁻¹ para o fruto maduro e 595,0 mg EAG 100g⁻¹ para 

frutos verdes, observando que o conteúdo aumentava no estágio semi-maduro em relação ao 

verde, mais havia uma diminuição no fruto maduro. 
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Os valores verificados no presente estudo ficam bem acima dos valores encontrados 

pelos autores Jáuregui, (2007), Souza (2018), Villanueva-Tiburcio, (2010). Logo as 

condições foram otimizadas maximizando os resultados, ficando acima da maioria dos 

autores presentes na literatura.  

Os compostos fenólicos possuem estruturas aromáticas com hidrogênios e 

hidroxilas ligadas, essas ligações têm facilidade de doar hidrogênios e elétrons para radicais, 

e ainda assim conseguirem se estabilizar por terem o anel aromático, o que facilita reações 

com solventes polares como água e etanol, conseguindo um boa solubilização e extração da 

maior quantidade de compostos. O etanol além de ser polar por ter hidroxilas em sua 

molécula, também tem uma parte apolar, o que facilita a extração. Como os três solventes 

utilizados são polares a melhor extração com ponto ótimo se dá na mistura dos três solventes, 

sendo a maior porção de água pois a mesma é a molécula mais polar dos solventes utilizados 

(FREIRE, 2013). 

Por meio da Figura 8 do gráfico de curvas de nível, é possível visualizar as 

quantidades ótimas de solventes para determinação desses compostos. 

 

                 Figura 7:Gráfico de curvas de nível para compostos fenólicos. 

 

                    Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

Observa-se então que para essa resposta o melhor solvente extrator foi a água, e sua 

quantidade ótima de extração é de 50,00% da região ótima, seguida de etanol com 25,00% e 

25,00% de acetato de etila. O coeficiente de determinação R² obtido para o modelo especial 

cúbico foi de 0,9990 ficando muito próximo de 1 que representa um bom ajuste do modelo. 
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A equação 5 mostra a equação específica para o modelo com base nas interações dos 

solventes. 

 

v=+72,22*x+44,88*y+17,85*z+236,56*x*y+294,86*x*z+43,82*y*z+444,*x*y*z

+0,   (5) 

 

 Figura 8:Diagrama de Pareto para compostos fenólicos. 

 
Fonte: Autoria própria, software Statistica. 

 

O diagrama de Pareto demonstra as variáveis solventes, onde é possível visualizar 

que a água é a que melhor se ajusta e com maior grau de significância, seguida pelas misturas 

de  água e acetato de etila e água e etanol, o gráfico também demonstra que a mistura entre 

etanol e acetato de Etila não é significativa para o método, e os demais solventes tiveram um 

bom ajuste e significância, porém pelo fato de uma das misturas ficar com valor menor que 

tcritico  nota-se um aumento nos resíduos gerados pelo método especial cúbico, com valor de 

7,31. 

Pareto diz que 80 % dos efeitos, ou no caso atual dos erros, são gerados por 20 % 

das causas, o que é bem visível já que o aumento na quantidade de resíduos se dá por apenas 

uma das interações estar abaixo do valor de tcritico. Se compararmos o diagrama de pareto de 

compostos fenólicos com o de flavonoides é possível ver a diferença, como em flavonoides 

não houveram valores abaixo da linha de tcritico, os erros foram baixíssimos, e no caso em 
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questão como uma das variáveis ficou abaixo, houve um aumento significativo da quantidade 

de resíduos gerados pelo método, porém, mesmo que o método deixe resíduos mais altos, em 

relação aos modelos lineares  e quadrático,  o modelo especial cúbico ainda foi o que melhor 

se ajusta, logo, ainda é o modelo mais vantajoso. O coeficiente de determinação R² para o 

modelo especial cúbico foi de 0,9990, confirmando assim um bom ajuste e melhor qualidade 

dos resultados. 

A análise de variância para Compostos fenólicos traz o coeficiente de correlação 

como já foi observado em Pareto de 0,9990 o que é considerado um valor com bom ajuste 

ficando muito próximo de 1. O valor de p ficou abaixo de 0,05, logo os resultados foram 

significativos. 

 

 6.4 ANTOCIANINAS 

 

As antocianinas foram determinadas nos extratos, porém não tiveram seus 

resultados otimizados como flavonoides e compostos fenólicos conforme Tabela 6. Ao 

observar os resultados obtidos na primeira parte do planejamento nota-se que o extrato que 

conseguiu o melhor resultado foi com etanol. 

Esses compostos derivados de fenólicos, apresentam uma estrutura de anéis 

aromáticos e hidroxilas, o que facilita reações envolvendo hidrogênios, o etanol por sua vez 

possui um grupamento OH em sua estrutura que facilidade em se ligar e solubilizar esses 

compostos, por esse motivo sua facilidade em extrair diversos compostos como já foi 

observado. 

 
Tabela 6: Resultados dos extratos otimizados para Antocianinas. 

ANTOCIANINAS 

  
Otimizado 1 

25/75/0 
Predito  

Otimizado 2 
50/40/10 

Predito 
Melhor extrato 

(Etanol) 

Antocianinas 
mg EQ 

cianidina-3-
glicosídeo 
100g⁻¹ AS²  

121,07 163,63 68,19 83,28 198,3 

                  EQ = Equivalente; AS = Amostra seca;  

 

Os resultados obtidos com o planejamento para o extrato otimizado 1 tiveram uma 

proporção maior de etanol e uma menor de água o que aumentou o potencial extrativo uma 
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vez que o etanol foi o melhor solvente para extrair Antocianinas, porém não conseguindo 

alcançar os resultados da primeira etapa e o valor predito, porém ao comparar o resultado 

obtido com o resultado da segunda melhor extração que foi de 125,24 mg EQ cianidina-3-

glicosideo 100g⁻¹ AS² nota-se uma proximidade e ambos os solventes extratores foram uma 

mistura de etanol e água, desta forma o resultado obtido foi significativo.  

Já o resultado do extrato otimizado 2 que também ficou abaixo do valor predito, isso 

se deve ao fato do método otimizar todas as respostas em uma única vez. Como cada resposta 

teve solventes diferentes que foram os melhores extratores, a equação não consegue otimizar 

100% para todas as respostas a extração. 

Ao compararmos com outros autores Souza, (2018) encontrou diferentes valores 

para diferentes estágios de maturação, sendo para estágio semi-maduro de 35,34 mg 100g⁻¹ 

e para estágio maduro de 165,91 mg 100g⁻¹. Villanueva-Tiburcio, (2010) por sua vez 

encontrou valores de 46,42 mg 100g⁻¹ para fruto maduro e 3,83 mg 100g⁻¹ para o fruto semi-

maduro fresco. 

Favaro, (2008) ao avaliar a extração de antocianinas por um processo de otimização, 

concluiu que os melhores extratos eram com etanol, demonstrando a eficiência do solvente 

para extrair esses compostos. 

As variações no conteúdo de antocianinas podem ocorrer por fatores genéticos, 

assim como por estágios de maturação, nota-se que no estágio maduro seu conteúdo aumenta 

muito, o que se justifica por serem pigmentos e estarem mais presentes nesses estágios. 

Ao comparar os resultados obtidos pelos autores nota-se uma diferença entre os 

valores, isso pode ocorrer principalmente pelas variações já citadas, mas também porque um 

dos autores utilizou amostra fresca. Já em comparação com o presente trabalho nota-se que 

os resultados ficaram dentro dos valores encontrados na literatura, sendo o extrato otimizado 

1 e 2 ficaram mais elevados que o valor encontrado por SOUZA (2018) para o estágio semi-

maduro, o que mostra um bom resultado, mesmo não estando otimizado em relação ao 

planejamento, os resultados ficaram acima em relação à literatura. 
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                                  Figura 9: Gráfico de curvas de nível para antocianinas. 

 
                      Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

A Figura 9 mostra o gráfico de curvas de nível para o resultado ótimo de 

antocianinas, onde é possível visualizar que a maior proporção de solvente foi o Etanol, ou 

seja, sua equação da otimização para Antocianinas ficou com 100 % da extração com etanol. 

A equação 6 mostra a equação específica para o modelo com base nas interações dos 

solventes.  

 

            Figura 10: Diagrama de Pareto para antocianinas. 

 
              Fonte: Autoria própria, software Statistica. 
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O diagrama de Pareto para antocianinas Figura 10 mostra os efeitos observados dos 

solventes, onde é possível observar que o maior efeito sobre a resposta foi do etanol. A 

mistura BC de etanol e acetato de etila apresenta valores negativos, assim como todos os 

solventes que apresentem acetato de etila, isso se deve ao fato de que o modelo especial 

cúbico ao traçar um gráfico de respostas estimadas, o acetato de etila apresentou valores 

negativos, ou seja, a combinação de misturas contendo acetato de etila atuam no sentido de 

diminuir o teor de antocianinas. Desta forma apenas etanol e água obtiveram efeitos 

significativos e positivos sobre a resposta de interesse ficando acima da linha de tcritico. 

 

Figura 11: Gráfico de valores estimados. 

 
Fonte:Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

Onde o eixo y representa os valores do efeito da resposta, eixo x a fração de solvente, 

a linha vermelha etanol, linha azul água e linha verde acetato de etila. 

A Figura 11 apresenta o gráfico de valores estimados, assim é possível visualizar 

como já foi apresentado que para o acetato de etila os valores estimados são negativos, 

principalmente por sua dificuldade em extrair esses compostos, já o etanol se observar que é 

o solvente que mais consegue extrair e tem o maior valor estimado, a água por sua vez 

apresenta valores menores, porém com um pequeno aumento, sendo mais significativa que o 

acetato de etila. 
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Seus resíduos foram de 36,33 para o modelo especial cúbico, isso se deve ao fato 

que grande parte dos solventes não interagiram bem, além do acetato de etila que teve uma 

dificuldade maior para extrair esses compostos, logo grande parte dos solventes extratores 

geraram uma quantidade maior de erros, aumentando assim seus resíduos. Apesar disso o 

coeficiente de determinação R² ficou em 0,9979, que é um valor muito próximo de 1, sendo 

um bom ajuste de dados. 

A análise de variância para antocianinas foi positiva com valor de p<0,05, ou seja, 

os resultados foram significativos. O coeficiente R² ficou com um valor de 0,9979 o que 

representa um bom ajuste e bons resultados. 

 

 

 6.5 DPPH 

 

A determinação do potencial antioxidante foi realizada por dois métodos sendo um 

deles DPPH. Foi realizada a determinação da atividade antioxidante, observando bons 

resultados, onde o DPPH foi medido em equivalente a Trolox. Para esse teste quanto menor 

a absorbância melhor o resultado, pois o teste se baseia na inibição do radical DPPH.  

 

                 Tabela 7: Resultados para DPPH. 

DPPH  

  
Otimizado 1 

25/75/0 
Predito  

Otimizado 2 
50/40/10 

Predito 
Melhor 

resultado 

DPPH mg 
EQ. Trolox 

g⁻¹ AS²  
15054,91 14949,74 18297,01 16052,06 16692,01 

                    EQ = Equivalente; AS = Amostra Seca; DP = Desvio padrão; 

 

É possível observar por meio dos resultados que ambos os extratos foram otimizados 

em relação aos valores preditos. O extrato otimizado 1, ficou acima do valor predito, porém 

não ficou acima do melhor resultado encontrado, diferença essa pois o melhor resultado 

encontrado na etapa anterior tinham uma proporção de acetato de etila, como a equação da 

desejabilidade para esse parâmetro já mostrou, o extrato ótimo para DPPH leva proporções 
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dos três solventes, se formos comparar com o extrato de mistura igual de água e etanol o 

resultado fica um pouco abaixo mais muito próximo do obtido na etapa inicial.  

Já o extrato otimizado 2 os valores dos resultados ficaram acima do valor predito e 

do maior valor obtido na primeira etapa, o que mostra a otimização do parâmetro, alcançando 

valores elevados de potencial antioxidante. 

Gonçalves, (2008) considerou o Camu-Camu frente a diversas frutas como o fruto 

com maior capacidade antioxidante, obtendo valor de 3601,67 mg EQ Trolox g⁻¹, bem acima 

de frutas como maracujá doce, graviola, cupuaçu etc. Gonçalves, (2012) em uma nova 

pesquisa encontrou valor mais elevado de 4202,37 mg EQ Trolox g⁻¹. 

Jáuregui, (2007) encontrou o resultado de 276,6 mg EQ Trolox g⁻¹ para Camu-

Camu, sendo o maior valor frente a outros 8 frutos, trazendo o Camu-Camu como um fruto 

promissor para uma alimentação saudável. 

Se compararmos os valores encontrados na literatura nota-se que os valores obtidos 

no presente trabalho foram bem elevados tanto para o extrato otimizado 1 quanto para o 

extrato otimizado 2, o que demonstra a otimização do processo de extração, possibilitando a 

maximização das respostas. 

No diagrama de contorno, conforme figura 13, é possível visualizar o ponto ótimo 

da extração para determinação de DPPH. 

 

        Figura 12: Gráfico de curvas de nível para DPPH. 

 
          Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 
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É possível visualizar que o resultado ótimo para DPPH foi na proporção de 25% de 

água seguida por etanol com 37,5% e acetato de etila com 37,5%. A equação 7 mostra a 

equação específica para o modelo com base nas interações dos solventes. 

 

v=+31,31*x+198,3*y+13,92*z+37,74*x*y-62,62*x*z-396,6*y*z-81,96*x*y*z+0,  

(7) 

. 

                  Figura 13: Diagrama de Pareto para DPPH. 

 
                                        Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

Por meio do diagrama de Pareto Figura 13, é possível ver os efeitos dos três 

solventes, onde o maior efeito foi da água, seguida de etanol e acetato de etila, com exceção 

da mistura dos três solventes, todos os demais ficam acima da linha de  tcrítico. Desta forma, 

os valores acima de tcrítico foram significativos e obtiveram efeito positivo sobre essa resposta. 

Os resíduos gerados para esse método foram de 48857,32 isso se deve 

principalmente ao valor abaixo da linha de tcrítico para os três solventes, uma vez que a mistura 

é o que gera a maior quantidade de erros. Porém mesmo com uma quantidade altíssima de 

resíduos o coeficiente de correlação R² ficou em 0,9935, valor esse que é próximo de 1, logo 

o método apresenta um bom ajuste e qualidade dos resultados. 
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A análise de variância para DPPH ficou com valor de p<0,05, além disso seu 

coeficiente de determinação R² ficou em 0,9935, o que demonstra qualidade dos resultados 

e que os mesmos foram significativos. 

  

 6.6 FRAP 

 

O método FRAP também foi utilizado para determinação da atividade antioxidante, 

onde foi realizado uma curva para o padrão de Sulfato ferroso, determinada a absorbância 

para concentração de 1,0 mg mL⁻¹, e realizadas curvas para as amostras determinando sua 

concentração utilizando a absorbância obtida na curva do padrão. 

 

                  Tabela 8: Resultados para FRAP. 

      

FRAP 

  
Otimizado 1 

25/75/0 
Predito  

Otimizado 2 
50/40/10 

Predito 
Melhor 
extrato 

FRAP  PRE⁵ 

[ ] mg de 
sulfato 

ferroso g⁻¹ 

AS²  

1364,6 1614,55 1412,20 2017,77 2488,62 

                    PRE⁵ = Poder redutor equivalente; AS = Amostra seca; DP = Desvio padrão; 

 

É possível observar por meio da Tabela 8 os resultados dos extratos otimizados para 

FRAP. O extrato otimizado 1 ficou abaixo do valor predito para a mistura, ao compará-lo 

com o melhor resultado isso também acontece pois são misturas diferentes de solventes, nota-

se uma facilidade maior de extração para a mistura de água e acetato de etila na resposta 

FRAP. Se comparado com o extrato de água e etanol da primeira etapa, o resultado também 

fica abaixo, isso também ocorre devido às proporções de solventes, uma vez que no extrato 

anterior a proporção de Água é maior em torno de 50%, já para o otimizado 1 foi 25%.   

O extrato otimizado 2 não foi otimizado em relação ao predito, também em relação 

ao melhor extrato anterior, e nem as misturas com os três solventes da etapa anterior. O que 

pode ter acarretado é novamente a questão das proporções de solventes, em ambos os extratos 

a quantidade de etanol foi significativa. Para esse parâmetro é observado que a extração com 

acetato de etila puro na etapa inicial obteve um valor muito baixo, porém ao realizar a mistura 
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com a água obtemos o melhor resultado de extração, sabe-se que ambos os solventes são 

polares, o que pode ter ajudado a extrair uma quantidade maior de compostos bioativos para 

esse parâmetro.  

Ao compararmos com a literatura, Grigio, (2016) encontro valor de 17,54 mg de 

sulfato ferroso g⁻¹ para Camu-Camu. Este valor que está bem abaixo do encontrado para os 

extratos 1 e 2, a extração realizada pelo autor se deu com outros solventes o que pode ter 

influenciado, obtendo valores menores. Na Figura 16 que a maior interação foi com misturas 

contendo água, ou apenas a mesma como constituinte, enquanto na literatura usou-se metanol 

e acetona, além do tempo de extração e temperatura, que não foram avaliados, mas são fatores 

que podem influenciar na extração. 

A Figura 14 do diagrama de contorno para FRAP mostras os valores ótimos para 

determinação do extrato para FRAP, sendo 50% água e 50% acetato de etila. A equação 8 

mostra a equação específica para o modelo com base nas interações dos solventes. 

  

       Figura 14: Diagrama de contorno para FRAP. 

 
          Fonte: Autoria própria, software Statistica. 

 

v=+1029,46*x+746,49*y+273,82*z+4252,38*x*y+7347,92*x*z+1329,94*y*z-

4700,34*x*y*z+0,  (8) 
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Onde (x) é água, (y) é etanol e (z) é acetato de etila.  

 

          Figura 15: Diagrama de Pareto para FRAP. 

 
            Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

Com relação às interações, é observado pela Figura 15 que as interações foram 

positivas para esse parâmetro em quase todas as interações, onde a maior significância foi da 

água e acetato de etila, seguida pela água. A água então entra como um importante fator, uma 

vez que ela e suas misturas são as que tiveram melhores efeitos sobre a resposta e os 

resultados mais positivos, sendo muito significativa para esse parâmetro. Porém a interação 

dos três solventes combinados contribui para diminuição do teor de atividade antioxidante. 

Os  resíduos foram de 529,73. O R² obtido foi de 0,9998 ficando com excelente ajuste do 

método. 

A análise de variância para FRAP foi significativa, uma vez que o valor de p<0,05, 

além disso o coeficiente de determinação R² ficou 0,9998, demonstrando além de 

significância a qualidade dos resultados e o bom ajuste do método. 
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 7. CONCLUSÃO 

  

Foi possível preparar os extratos a partir da amostra liofilizada do fruto, obtendo-se 

respostas para atividade antioxidante, compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas, o que 

permitiu encontrar a  da equação da desejabilidade  e obter o extrato otimizado, e também 

para o extrato otimizado compostos fenólicos, flavonoides e antocianinas. 

Observou-se durante o trabalho a influência dos solventes, suas interações e efeitos, 

observando que a interação dos três solventes obteve bons resultados em quase todas as 

respostas.  Para o extrato otimizado geral a melhor proporção de solventes foi de 50% água, 

40% de etanol e 10% de acetato de etila. Já para o extrato otimizado dos compostos de 

interesse foi de 25% de água e 75% de etanol. Observando os resultados, verificou-se  que 

para  compostos fenólicos o melhor resultado encontrado foi de 13432,00 mg EAG 100g⁻¹ 

referente ao extrato otimizado geral 2, já para flavonoides foi do extrato otimizado dos 

compostos de interesse 1 com valor de 30,14 mg EQ g⁻¹, antocianinas teve o melhor resultado 

na primeira etapa com 100% de etanol, obtendo o valor de 198,00 mg EQ cianidina-3-

glicosideo, DPPH e FRAP tiveram forte influência da água, onde o valor para DPPH foi de 

18297,01 mg EQ Trolox g⁻¹ para o extrato otimizado geral 2 e FRAP foi de 2017,77 mg 

Sulfato ferroso g⁻¹ na primeira etapa do planejamento com o extrato H que contém 50% de 

água e 50 % de acetato de etila. 

Conclui-se então, que apesar da otimização dos resultados em quase todas as 

respostas, e a influência dos fatores foi diferente, logo não seria possível otimizar todas as 

respostas ao mesmo tempo. Contudo, os valores encontrados possibilitaram a comprovação  

dos altos teores presentes na literatura. Além da determinação de Compostos fenólicos totais, 

Flavonoides e Antocianinas, que se mostraram presentes e em quantidades elevadas. 

Portanto, o fruto Camu-Camu pode ser considerado como uma importante fonte de 

antioxidantes, que podem trazer diversos benefícios à saúde. Além disso, futuros trabalhos 

podem ser realizados testando outras condições de extração, avaliando o efeito do tempo e 

temperatura e diferentes estágios de maturação, podendo ser aplicado na indústria alimentícia 

e farmacêutica. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 1: Diagramas de resíduos para flavonoides, compostos fenólicos, 

antocianinas, DPPH e FRAP dos modelos linear e quadrático respectivamente. 

 

Figura A-1: Diagrama de resíduos para flavonoides modelo linear.

 
                    Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

               Figura A-2: Diagrama de resíduos para compostos fenólicos modelo linear. 

 
                    Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                Figura A-3: Diagrama de resíduos para antocianinas modelo linear. 
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                      Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                    Figura A-4: Diagrama de resíduos para DPPH modelo linear. 

 
                       Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

 

              Figura A-5: Diagrama de resíduos para FRAP modelo linear. 
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                                   Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                  Figura A-6: Diagrama de resíduos para flavonoides modelo quadrático 

 
                       Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figura A-7: Diagrama de resíduos para compostos fenólicos modelo quadrático. 
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                         Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                Figura A-8: Diagrama de resíduos para antocianinas modelo quadrático. 

 
                    Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figura A-9: Diagrama de resíduos para DPPH modelo quadrático. 
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                      Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                  Figura A-10:Diagrama de resíduos para FRAP modelo quadrático. 

 
                      Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

 

                    Figura A-11: Diagrama de resíduos para flavonoides modelo especial cúbico. 
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                          Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

             

                  Figura A-12: Diagrama de resíduos para compostos fenólicos modelo especial 

cúbico. 

 
                         Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

                     Figura A-13: Diagrama de resíduos para antocianinas modelo especial cúbico. 
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                            Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

                   Figura A-14: Diagrama de resíduos para DPPH modelo especial cúbico. 

 
                       Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 

 

 

 

 

 

 

                     Figura A-15: Diagrama de resíduos para FRAP modelo especial cúbico. 
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                        Fonte: Autoria própria, software Statistica versão 10. 


