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LOBO, Jamily. Extração de corantes antioxidantes da casca do pinhão 

(Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze), 2022. 43 f. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Bacharelado em Química), Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Pato 

Branco, 2022. 

 
A Araucaria angustifolia é uma espécie encontrada na América do Sul e 

produz sementes chamadas de pinhão. De acordo com alguns trabalhos previamente 

realizados, existe a indicação de compostos fenólicos e atividade antioxidante na 

casca do pinhão. As cascas do pinhão são descartadas após o consumo e, visando 

propor uma utilização mais nobre deste material, o objetivo deste estudo foi otimizar 

o processo de extração de compostos fenólicos com atividade antioxidante presentes 

na casca do pinhão. A partir do delineamento experimental, em que foi variado a 

concentração de etanol e o tempo de extração,foi obtido a melhor condição para extrair 

os compostos, sendo 50% de etanol (v v-1)e 10 minutos no ultrassom para teor 

fenólicos totais, ABTS e FRAP, enquanto para DPPH, a condição ideal foi 20% de 

etanol (v v-1) e 5 ou 10 minutos de extração. O teor de compostos fenólicos para o 

extrato variou de 75,30 a 124,17 mg EAG g-1. A atividade antioxidantes obtida variou 

de 180,15 a 196,52 µmol de Trolox g-1 para o método de sequestro do radical DPPH, 

7127,19 a 17387,22 mmol L-1 de Trolox g-1 para o método de sequestro do radical 

ABTS e de 10787,44 a 14109,76 mmol L-1de Fe2+ g -1 para a metodologia da redução 

do ferro (FRAP). Os resultados mostraram que a casca do pinhão apresentou elevados 

teores de compostos fenólicos e alta atividade antioxidante. 

 
Palavras-chave: casca do pinhão, compostos fenólicos, atividade antioxidante, 

DPPH, ABTS e FRAP. 



 
 
 
 

 

LOBO, Jamily. Extration of antioxidants dyes from pine seeds (Araucaria 

angustifolia (Bertol.) Kuntze), 2022. 43 f. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Bacharelado em Química), Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Pato 

Branco, 2022. 

 
Araucaria angustifolia is a species found in South America and produces pine 

seeds. According to some existing research, there is the presence of phenolic 

compounds and antioxidant activity in the pine shell, material that is discarded after 

consumption. In an attempt to avoid wasting this material, this research aimed to 

optimize the extraction process of phenolic compounds present in the pine shells. From 

the experimental design, in which the ethanol concentration and extraction timewere 

varied, the best condition to extract the compounds was obtained, being 50% ethanol 

(v v-1) and 10 minutes in ultrasound for total phenolic content , ABTS and FRAP, while 

for DPPH, the ideal condition was 20% ethanol (v v-1) and 5 or 10 minutes of extraction. 

The content of phenolic compounds in the extract was 75,30 - 124,17 mg EAG g-1. The 

antioxidant activity had the following values 180,15 - 196,52 µmol of Trolox g-1 for the 

kidnapping method of DPPH radical, 7127,19 - 17387,22 mmol L-1 of Trolox g-1 for the 

kidnapping method of ABTS radical and 10787,44 - 14109,76 mmol L-1 of Fe2+ g-1 the 

methodology for the reduction of iron (FRAP). The results show that for some plants, 

the pine seeds has a high content of phenolic compounds and high antioxidant activity. 

 
Keywords: pine shells, phenolic compounds, antioxidant activity, DPPH, ABTS e 

FRAP. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A flora brasileira merece destaque pela sua biodiversidade. Composta por 

seus sete biomas com características distintas, é estudada cada vez mais visando 

comercializar produtos ou serviços ambientais, além de melhorar a qualidade de vida 

dos seres humanos (PIMENTEL et al., 2015; MAGNUSSON et al., 2016). Em extratos 

obtidos de plantas, destacam-se os metabólitos secundários, principalmente os 

compostos fenólicos. 

Os compostos fenólicos têm capacidade de formar radicais intermediários 

estáveis, eliminando ou inibindo os radicais livres do organismo (SILVA et al., 2010; 

SOUZA et al., 2007). Sendo assim, os antioxidantes naturais impedem a oxidação do 

alimento, mantendo suas propriedades, como sabor e odor, por mais tempo (GÜLÇIN, 

2012). 

O excesso de radicais livres causa doenças sérias para o ser humano, como 

cardiopatia, aterosclerose e problemas pulmonares. Além disso, provocam danos no 

DNA, desempenhando papel importante nos processos mutagênicos e 

carcinogênicos (BIANCHI et al., 1999). Dessa maneira, observa-se a necessidade 

de combater esses radicais livres, podendo ser através de antioxidantes naturais 

(FONSECA et al., 2021). A Araucaria angustifolia é uma espécie que se desenvolve 

na América do Sul, 

e é composta por pinhas que envolvem os pinhões, sendo um alimento com altovalor 

nutricional e alto teor de compostos fenólicos (KUBASKI et al., 2015; BOGONI et al., 

2020; BARROS et al., 2020). Além disso, é uma conífera de grande importância 

econômica, principalmente para o estado do Paraná, região Sul do país,já que as 

sementes são comercializadas e geram renda para os produtores, coletores e 

vendedores (RIBEIRO et al., 2015). 

O sistema de coleta do pinhão é feito manualmente, seja por meio de vara de 

bambu ou as sementes podem ser recolhidas do chão após a maturação, não sendo 

o mais indicado. Em seguida, é necessário realizar a estocagem em locais 

refrigerados, para evitar absorção de água ou problemas com fungos (CRUZ et al., 

2019). 

Considerando que o pinhão é cozido ou assado e descascado para ser 

consumido, observa-se que a casca é descartada no ambiente e não aproveitada pela 

indústria. Sua composição química corresponde a 32,43% de lignina, 35,16% 



de celulose e 14,83% de hemicelulose, apresentando significativa concentração de 

polifenóis. Apesar de ser um produto pouco estudado, estudos realizados por Santos 

et al. (2011) identificaram os seguintes compostos fenólicos no revestimento do 

pinhão: catequina, derivados de epicatequina, ácido protocatecuico, derivados de 

ácido ferúlico, quercetina-3-o-glicosídeo e eriodictiol-O-hexosideo. Sendo assim, 

esses compostos poderiam ser utilizados como corante alimentício (FONSECA et al., 

2021). 

Os corantes naturais são pigmentos extraídos de vegetal, animal ou mineral. 

A indústria alimentícia utiliza esse pigmento para tornar o alimento mais atrativo 

visualmente, e também, para deixá-lo mais nutritivo, considerando que alguns 

corantes advindos de plantas possuem boa atividade antioxidante (VELOSO, 2012). 

Tendo em vista a importância de antioxidantes naturais para o organismo 

humano, o objetivo do presente trabalho é a otimização de processos de extração de 

corantes com potencial antioxidante da casca do pinhão, utilizando o Modelo Linear 

Generalizado (MLG) e a determinação da atividade antioxidante. 



2 OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 

 
O objetivo do presente trabalho é a otimização da extração de corantes com 

potencial antioxidante da casca do pinhão. 

 
2.2 Específicos 

 
● Realizar a otimização da extração de corantes antioxidantes da casca do pinhão 

por meio de diferentes composições de etanol e tempo de extração. 

● Determinar o teor de fenólicos totais e a atividade antioxidante dos extratos 

etanólicos da casca do pinhão, obtidos pelos ensaios, utilizando-se os métodos de 

sequestro dos radicais DPPH, método por ABTS e pelo método de redução do 

ferro (FRAP). 



3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 

3.1 Biodiversidade brasileira 
 
 

O Brasil é um país privilegiado em relação à diversidade biológica. Seu 

território é composto por sete biomas (Amazônia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlântica, 

Pampa, Pantanal e Zona Costeira e Marinha), podendo ser diferenciados pela 

ocorrência exclusiva de determinadas espécies em cada área (PIMENTEL et al., 

2015). 

A biodiversidade brasileira é pesquisada desde a colonização do país por 

imigrantes europeus. Mais recente este conceito vem sendo estudado com o objetivo 

de comercializar produtos ou serviços advindos do meio ambiente. Entretanto, a 

vegetação nativa do país está em uma situação preocupante, onde áreas naturais já 

foram perdidas devido a exploração humana (MAGNUSSON et al., 2016; METZGER 

et al., 2019). 

Com o objetivo de preservar o ecossistema, foram criadas as áreas protegidas 

(UCs), que são estratégias para a conservação da biodiversidade. Atualmente, 18,6% 

das terras do Brasil são protegidas, porém a distribuição é desigual entre os biomas, 

sendo os mais desfavorecidos a Mata Atlântica e o Cerrado (MARQUES et al., 2022). 

 
3.2 Araucaria angustifolia e pinhão 

 
 

A Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze, conhecida popularmente 

como pinheiro do Paraná ou apenas araucária (Figura 1), é uma espécie muito 

encontrada na América do Sul, mais precisamente no Brasil, Argentina, Paraguai e 

Chile (KUBASKI et al., 2015). 

Pertence à família Araucariaceae e é o símbolo da floresta ombrófila mista 

(associação entre coníferas e folhosas), sendo um elemento importante da região 

subtropical da Mata Atlântica. Entretanto, com a superexploração da madeira no 

século XX, grande parte de sua antiga área foi destruída, tendo atualmente 15% do 

domínio original (BOGONI et al., 2020). 

É uma espécie dioica, isto é, espécimes masculinas e femininas têm seus 

próprios estróbilos, responsáveis pela formação dos gametas (BRANCO et al., 



2015). O estróbilo feminino (pinha) é composto por sementes (pinhão) (Figura 2),que 

correspondem à parte comestível, por conter alto valor nutricional (BOGONI et al., 

2020). Possuem alto teor de amido, fibras alimentares, minerais e compostos 

fenólicos, além de bom nível de aminoácido, tendo a capacidade de combater azia e 

anemia (BARROS et al., 2020). 

 
Figura 1 - Araucária 

 

Fonte: Unipampa (2018) 

Figura 2 - Pinha e pinhões 
 

 

Fonte: Embrapa (2013) 

 
 
 

A maturação da semente se dá em baixas temperaturas. Por esse motivo é 

encontrado, no Brasil, entre março e agosto (outono-inverno no Hemisfério Sul) 

(BOGONI et al., 2020). Durante essa fase do ano, este alimento é apreciado pela 

fauna silvestre e pelo ser humano, mais usual na forma cozida ou assada (SANTOS 

et al., 2002). 

A colheita geralmente é feita a partir dos pinhões que caem no solo ou com 

a ajuda de uma vara de bambu. A primeira maneira deve ser evitada para garantir que 

o alimento não tenha sofrido danos por insetos ou roedores (BARROS et al., 2020). 

Após essa etapa, por conter alta atividade de água, a semente deve ser refrigerada 

durante a estocagem para que não seja atacada por fungos   (CRUZ et al., 2019). 

Além das vantagens em relação ao consumo, o pinhão também representa 

grande importância econômica para o estado do Paraná, especialmente em regiões 

de maior pobreza. A comercialização da semente gera fonte de renda para coletores, 

produtores rurais, atacadistas e varejistas (RIBEIRO et al., 2015). 

Entretanto, a casca do pinhão é descartada no ambiente como resíduo. Este 

revestimento representa aproximadamente 22% da semente. Os constituintes 

químicos da parede celular correspondem a 32,43% de lignina, 35,16% de celulose 



e 14,83% de hemicelulose, sendo um material rico em polifenóis e pouco estudado 

(SAMPAIO et al., 2014). 

 
3.3 Antioxidantes 

 
 

3.3.1 Radicais Livres e Antioxidantes 
 
 

Os radicais livres desempenham funções importantes no organismo, podendo 

citar a produção de energia, regulação do crescimento celular e síntese de 

substâncias biológicas. Quimicamente, são espécies com elétrons desemparelhados 

e, consequentemente, altamente instáveis. Sendo assim, seu excesso provoca 

alteração nas estruturas celulares, o que causa patologias como câncer e doenças 

neurológicas. Para tentar combater este problema, o organismo produz antioxidantes, 

isto é, substâncias capazes de sequestrar os radicais livres (ALVES et al., 2010; 

GÜLÇIN, 2012; BARROS et al., 2020). 

Os antioxidantes também podem ser obtidos por meio da alimentação 

(ALVES et al., 2010). Atualmente, têm sido realizados diversos estudos para encontrar 

antioxidantes naturais, já que o consumo de sintéticos vem trazendo alguns 

problemas, podendo causar câncer se consumidos em excesso (SOUZA et al., 2007). 

Pesquisas mostram que a casca do pinhão é um exemplo de produto rico em 

compostos fenólicos naturais (FONSECA et al., 2021). De acordo com estudos 

realizados por Santos (2016), foram identificados catequina, derivados de 

epicatequina, ácido protocatecuico, derivados de ácido ferúlico, quercetina-3-o- 

glicosídeo e eriodictiol-O-hexosideo. 

No contexto da alimentação, os antioxidantes retardam ou impedem a 

deterioração do sabor e a perda de qualidade nutricional, pois evita a oxidação. 

Podem agir de diferentes maneiras: os antioxidantes primários eliminam diretamente 

os radicais livres através da doação de hidrogênio para essas moléculas; enquanto 

os antioxidantes secundários eliminam o átomo de oxigênio, convertendo 

hidroperóxidos em espécies não radicais (GÜLÇIN, 2012). 

 
3.3.2 Compostos Fenólicos 



Os compostos fenólicos são metabólitos especializados encontrados em 

vegetais, plantas e frutas. Podem proporcionar coloração ao alimento e/ou impedir a 

oxidação dos ingredientes do alimento, devido a formação de radicais intermediários 

estáveis, com ressonância no anel aromático (SILVA et al., 2010; SOUZA et al., 2007). 

Esses compostos apresentam grupos benzênicos, tendo como substituintes 

hidroxilas (-OH). Além disso, são divididos em flavonoides, que correspondem aos 

polifenóis, e não-flavonoides, que correspondem aos fenóis simples ou ácidos (SILVA 

et al., 2010). 

 
3.3.2.1 Flavonóides 

 
 

A estrutura básica de um flavonoide (Figura 3) depende da combinação do 

grupamento, podendo formar antocianinas, flavonas, flavonóis, auronas, cauconas, 

isoflavonas, flavononas, catequinas e dihidroflavonois. Possui ação antiinflamatória, 

antiviral, antibacteriana, antialérgica e vasodilatadora e é encontrada em alimentos 

na forma de O-glicosídeos, como uva, cacau, soja e chá (OLIVEIRA et al., 2010). 

 
Figura 3 - Estrutura básica do flavonoide 

 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 
 

Os flavonoides, por meio da doação de átomos de hidrogênio, removem os 

íons superóxidos e radicais hidroxil, formando o radical flavonol (OLIVEIRA et al., 

2010; SAVI et al., 2017). 



3.3.2.2 Não-flavonoides 
 
 

A atividade antioxidante dessa classe está relacionada com a posição da 

hidroxila (-OH) e com a proximidade da carboxila (-CO2H) (SILVA et al., 2010). Podem 

se ligar entre si ou com outras moléculas, sendo o ácido caféico a combinação mais 

importante (SOARES et al., 2002). 

Os ácidos fenólicos são divididos em ácidos benzóicos, ácidos cinâmicos e 

as cumarinas (ciclização da cadeia lateral do ácido o-cumárico) (Figura 4) (SOARES 

et al., 2002). 

 
Figura 4 - Estrutura química do ácido benzóico (A), ácido cinâmico (B) e cumarina (C) 

(A) (B) 
 

(C) 
 
 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

3.4 Corantes naturais 
 
 

Corante é um pigmento que quando aplicado a um alimento, medicamento ou 

cosmético é capaz de conferir coloração. É obtido a partir de um processo de síntese 

ou extraído de um vegetal, animal ou mineral (SCHIOZER et al., 2007). Pode ser 

adicionado no alimento para restituir a aparência do produto, conferindo ou reforçando 

as cores presentes, com o objetivo de tornar o alimento mais atrativo (VELOSO, 

2012). 



Os corantes naturais são divididos em cinco classes e cada uma delas 

representa um corante, sendo tetrapirrol (clorofila), tetraterpeno (ß-caroteno, 

astaxantina e bixina), flavonoide (luteolina e cianidina), antraquinona (ácido 

carmínico) e betalaína (betanina) (VELOSO, 2012). 

As antocianinas, do grupo flavonoide, são usadas na coloração de alguns 

produtos e estão presentes nas frutas vermelhas, vinhos e outros alimentos. 

Entretanto se restringe a produto ácido, devido à instabilidade a luz, pH, enzimas, 

temperatura e presença de oxigênio (SCHIOZER et al., 2007). 

As indústrias alimentícias têm preferência por extratos de urucum, cenoura, 

óleo de palma, açafrão e páprica. Isso decorre da grande produção desses alimentos 

dentro do Brasil (SCHIOZER et al., 2007). 

 
3.5 Otimização de processos de extração 

 
 

3.5.1 Extração 
 
 

A extração de compostos antioxidantes advindos de vegetais pode ser 

realizada a partir de técnicas tradicionais, com solventes orgânicos, ou por meio de 

processos mais avançados, como utilizando microondas (GARCIA et al., 2012). 

Quando se trata de corantes naturais, os solventes orgânicos são usados e 

conseguem extrair uma porcentagem alta do antioxidante. Como a variação da 

concentração de solvente influencia no processo de extração, as proporções de cada 

pigmento podem ser diferentes (GARCIA et al., 2012). 

 
3.5.2 Otimização do processo 

 
 

A extração de bioativos pode ser realizada por diferentes métodos, sendo 

possível variar condições que otimizem o processo. Essa variação das condições 

pode gerar resultados enganosos se os efeitos se relacionarem entre si (OLIVEIRA 

2014). 

O delineamento experimental é utilizado para planejar o experimento a partir 

da estatística. Por meio desse procedimento, são definidos os fatores do processo 

para que em seguida seja realizado o tratamento matemático para saber os efeitos 



quando cada condição é variada. Dessa maneira, são obtidas muitas informações 

sobre a extração, reduzindo o número de experimentos (OLIVEIRA 2014). 

Com base nas respostas sobre os fatores dependentes e independentes, a 

otimização visa encontrar as condições em que os parâmetros dependentes 

apresentem melhores resultados (PÉREZ, 2022). 

O Modelo Linear Generalizado (MLG) é uma extensão dos modelos de 

regressão. Tem como objetivo aumentar o número de suposições admitidas e 

examinar não somente as relações lineares entre as variáveis explicativas e a 

resposta. A distribuição de probabilidade Gama, uma das principais distribuições da 

classe MLG, pode ser usada para modelar dados positivos e assimétricos. Essa 

regressão modela variáveis contínuas (PÉREZ, 2022). 



4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1 Material 
 
 

Os pinhões foram adquiridos no mês de julho de 2022, em mercado local, na 

cidade de Pato Branco, Paraná, Brasil. Para os processos de extração e identificação 

foram utilizados os seguintes reagentes: água, etanol 96%, Folin- Ciocalteu, 

carbonato de sódio, DPPH, trolox, ABTS, persulfato de potássio, tampão acetato, 

TPTZ, cloreto férrico, ácido acético e acetonitrila. 

 
4.2 Métodos 

 
 

4.2.1 Extração 
 
 

Os pinhões foram descascados crus e as cascas foram deixadas em estufa a 

40ºC, por 3 dias. Em seguida, foram moídas em moinho tipo willye TE-650. 

Os extratos foram preparados a partir de 2 g da casca do pinhão e 25 mL 

das diferentes concentrações de etanol:água (v v-1), sendo submetidos ao ultrassom, 

à temperatura ambiente, para evitar a degradação dos antioxidantes presentes nas 

amostras. Após este processo, os extratos foram centrifugados, filtrados e 

armazenados sob refrigeração. 

O delineamento experimental foi utilizado para avaliar a influência dos 

parâmetros: concentração de etanol (20 - 80%/ X1) e tempo de extração (5 - 15 min./ 

X2). No total, 15 corridas foram realizadas (Tabela 1), com repetição no ponto central. 

 
Tabela 1 - Fatores e delineamento experimental 

Corrida X1 (v v- 
1) 

X2 (min.) 

1 20 (-1) 5 (-1) 

2 20 (-1) 5 (-1) 

3 20 (-1) 5 (-1) 

4 80 (+1) 5 (-1) 

5 80 (+1) 5 (-1) 



6 80 (+1) 5 (-1) 

7 20 (-1) 15 (+1) 

8 20 (-1) 15 (+1) 

9 20 (-1) 15 (+1) 

10 80 (+1) 15 (+1) 

11 80 (+1) 15 (+1) 

12 80 (+1) 15 (+1) 

13 50 (0) 10 (0) 

14 50 (0) 10 (0) 

15 50 (0) 10 (0) 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 
 

4.2.2 Análise do conteúdo fenólicos totais 
 
 

O conteúdo fenólico total foi determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu: 

volumes de 0,5 mL dos extratos hidroalcoólicos da casca da Araucaria angustifolia 

diluídos 1:100 v v-1, 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (100 mL L-1) e 2,0 mL de solução de 

carbonato de sódio (40 g L-1) foram colocados em um tubo de ensaio. As misturas 

foram mantidas por 2 horas, sem luz, à temperatura ambiente e, em seguida, a 

absorbância foi determinada a 740 nm em um espectrofotômetro. 

Para o branco, foi utilizada uma mistura contendo 0,5 mL de água destilada, 

2,5 mL de Folin-Ciocalteu e 2 mL de carbonato de sódio. Os resultados foram 

encontrados com base em uma curva de calibração usando ácido gálico como padrão, 

expressa em mg EAG g-1 (SINGLETON et al., 1998). 

 
4.2.3 Análise de atividade antioxidante usando o método de eliminação de radicais 

livres DPPH 

 
Foram adicionados em um um tubo de ensaio: 0,5 mL dos extratos da casca 

da Araucaria angustifolia diluídos 1:100 v v-1, 3 mL de etanol e 0,3 mL de solução de 

radical DPPH em etanol (0,5 mmol L-1). As misturas foram mantidas no escuro à 



temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, a absorbância da mistura foi medida 

em um espectrofotômetro a 517 nm. 

Para o branco, foi utilizado etanol 80%. 

Para a curva analítica, foi utilizado Trolox e o resultado expressa em µmol 

de Trolox g-1 (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 

 
4.2.4 Análise de atividade antioxidante usando o método de sequestro de radical 

ABTS 

 
O radical ABTS foi obtido a partir da reação de 5 mL de ABTS (7 mmol L-1) 

com 88 μL de solução de persulfato de potássio (140 mmol L-1), na ausência de luz 

por 16 horas. A solução radical ABTS foi diluída em etanol por absorbância de 0,700 

± 0,050 à 734 nm. Foram adicionados em um tubo de ensaio, 30 μL das amostras 

diluídas 1:100 v v-1 e 3 mL de solução contendo o radical ABTS. A absorbância foi 

medida em espectrofotômetro, após 6 minutos da reação no escuro e à temperatura 

ambiente. 

Para o branco, foi utilizado o etanol PA e a quantificação foi feita usando a 

curva padrão de Trolox, sendo expressa em mmol L-1 de Trolox g-1 (Re et al., 1999). 

 
4.2.5 Análise de atividade antioxidante usando o método de redução do ferro 

(FRAP) 

 
O reagente FRAP foi obtido a partir de uma mistura de 25 mL de tampão 

acetato (0,3 mol L-1), 2,5 mL de solução TPTZ [2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina; 10 

mmol/L) e 2,5 mL de solução aquosa de cloreto férrico (20 mmol L-1). Em um tubo 

de ensaio foram adicionados 100 μL dos extratos da casca da Araucaria angustifolia 

diluídos 1:100 v v-1 e 3 mL do reagente FRAP, mantendo a mistura em banho-maria, 

a 37°C, por 30 minutos. 

A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 595 nm e o FRAP foi 

utilizado como branco. A quantificação foi expressa em mmol L-1 de Fe2+ g-1 (BENZIE 

E STRAIN, 1996). 



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

5.1 Delineamento experimental 
 
 

O delineamento experimental teve como finalidade avaliar as condições de 

extração dos corantes com atividade antioxidante, variando o tempo de extração e a 

concentração de etanol. Foi possível observar uma diferença visual na coloração dos 

extratos (Figura 5), indicando que a composição química pode ter variado devido às 

condições de extração que as amostras foram submetidas. 

 
Figura 5 - Diferença na coloração dos extratos 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Os extratos que foram produzidos com o solvente etanol 50% e 80% v v-1 

apresentaram colorações mais avermelhadas, enquanto os extratos obtidos a partir 

da utilização do etanol 20% v v-1 apresentaram-se mais alaranjados (menor 

intensidade de cor). Apenas pela avaliação visual, a variação do tempo de extração 

não alterou a coloração das amostras (os extratos 4 e 10, por exemplo, foram 

obtidos pela mesma concentração de etanol, porém com variação no tempo no 

ultrassom e mesmo assim a coloração se manteve). 



5.2 Concentrações obtidas nos ensaios 
 
 

A influência dos fatores foi avaliada a partir dos resultados obtidos por meios 

dos extratos para a determinação de compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidante pelos métodos de sequestro dos radicais DPPH e ABTS e método de 

redução do ferro (FRAP) (Tabela 2). 

 
Tabela 2 - Concentração de fenólicos totais e atividade antioxidante 

 

Corrida Fenólicos totais 
(mg EAG g-1) 

DPPH 
(µmol de Trolox g-1) 

ABTS FRAP 
(mmol L-1 de Trolox g-1) (mmol L-1 de Fe2+ g- 
1) 

1 90,05 ± 0,071 196,52 ± 0,14 9946,74 ± 0,21 12705,58 ± 0,14 

2 92,80 ± 0,35 196,19 ± 0,35 16290,73 ± 0,42 12834,07 ± 0,42 

3 91,67 ± 0,28 196,19 ± 0,071 10494,99± 0,42 12742,29 ± 0,85 

4 120,67 ± 0,42 192,52 ± 0,42 15507,52 ± 0,28 12935,02 ± 0,35 

5 117,05 ± 0,35 193,51 ± 0,35 15585,84 ± 0,35 13127,75 ± 0,28 

6 120,67 ± 0,35 193,52 ± 0,071 15507,52 ± 0,42 12944,20 ± 0,14 

7 78,92 ± 0,42 185,49 ± 0,35 7832,08 ± 0,42 10787,44 ± 0,35 

8 75,55 ± 0,21 190,17 ± 0,21 8771,93 ± 0,28 10897,58 ± 0,21 

9 75,30 ± 0,21 187,50 ± 0,071 7127,19 ± 0,35 10851,69 ± 0,28 

10 104,30 ± 0,35 184,83 ± 0,21 15742,48 ± 0,21 12779,00 ± 0,71 

11 105,05 ± 0,49 187,16 ± 0,14 15350,88 ± 0,071 13100,22 ± 0,21 

12 107,80 ± 0,35 187,50 ± 0,35 15899,12 ± 0,35 13008,44 ± 0,071 

13 123,67 ± 0,14 180,15 ± 0,21 17387,22 ± 0,28 14109,76 ± 0,49 

14 117,17 ± 0,28 181,15 ± 0,21 16917,29 ± 0,14 13724,30 ± 0,35 

15 124,17 ± 0,14 180,15 ± 0,21 17152,25 ± 0,071 14073,05 ± 0,071 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Foi possível verificar que os ensaios que apresentaram maior atividade 

antioxidante para os métodos de sequestro de radical ABTS, de poder antioxidante 

redutor férrico (FRAP) e maior teor de compostos fenólicos foram os ensaios obtidos 

no ponto central 13, 14 e 15 e que utilizaram 50% de etanol v v-1 e 10 minutos de 

extração; e ainda tiveram menor capacidade extratora quando o solvente foi 20% de 



etanol v v-1 (corridas 1, 2, 3, 7, 8 e 9). Para o método de eliminação de radicais DPPH, 

os maiores resultados foram obtidos para os ensaios em que se utilizou 20%de etanol 

v v-1 e 5 minutos de extração (1, 2 e 3). A partir dessas observações, notou-se que os 

testes de FRAP, ABTS e teor de fenólicos totais (TPC) correlacionaram-se 

positivamente, já que as condições para melhores extrações de antioxidantes foram 

muito semelhantes. Em contrapartida, o teste DPPH foi inversamente correlacionado 

com os demais (Figura 6). 

 
Figura 6 - Correlação entre os testes de conteúdo de fenólicos totais (TPC), FRAP, ABTS, 

DPPH 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 
 

O resultado médio obtido para análise de fenólicos totais variou de 75,30 a 

124,17 mg EAG g-1. De acordo com os estudos realizados por Santos et al. (2011), 

foram encontrados 77,78 mg EAG g-1 em seu experimento. Entretanto, as condições de 

extração foram diferentes (concentração de etanol variando de 38,07 a 96,93% e 

temperatura de 21,48 a 63,52 ºC), podendo ser o motivo da pequena variação nos 

valores encontrados. 

Para a análise de radicais livres DPPH, o valor encontrado variou de 180,15 

a 196,52 µmol de Trolox g-1. Comparando com as pesquisas de Santos et al. (2011), 

onde foi obtido, em média, 175,65 ± 2,94 µmol de Trolox g-1 nota-se a semelhança 

nos resultados, apesar das concentrações distintas de etanol. 

A variação encontrada na análise de sequestro de radical ABTS foi de 

7127,19 a 17387,22 mmol L-1 de Trolox g-1. Não foram encontrados estudos 



realizados com a casca do pinhão utilizando esse método. Entretanto, Sganzerla et 

al. (2021) desenvolveu filmes biodegradáveis a base de amido de pinhão e pectina 

cítrica contendo farinha da casca de goiaba serrana e quantificou a atividade 

antioxidante dos filmes produzidos, encontrando no máximo 33,53 ± 2,43 mg de Trolox 

equivalente g-1 de biofilme. O valor foi bem inferior ao analisado neste atual trabalho, 

possivelmente pelo extrato ter sido solubilizado em água e pela utilização da semente 

do pinhão. Pigozzi et al. (2019) comprovou em seu estudo sobre a atividade 

antioxidante em pinhão, sob diferentes formas de processamento, que a farinha de 

pinhão cozido apresentou a maior concentração de compostos fenólicos, com 

migração dos compostos da casca para a semente durante o cozimento, ou seja, a 

casca do pinhão mostrou-se com maior atividade antioxidante comparado a semente. 

Os resultados das 15 corridas para o método de redução do ferro (FRAP) 

variaram de 10787,44 a 14109,76 mmol L-1 de Fe2+ g -1. Não foram encontrados 

estudos que utilizaram exclusivamente a casca do pinhão, porém na análise de 

atividade antioxidante de Sganzerla et al. (2021), foi encontrado para o método FRAP 

741,83 ± 0,97 mg de trolox g-1 de biofilme, mostrando novamente que a cascado 

pinhão possui maior atividade antioxidante. 

 
5.3 Teor de fenólicos totais 

 
 

Em relação às variações dos parâmetros estabelecidos, foi possível afirmar 

que a concentração de etanol, o tempo de extração e as duas condições combinadas 

foram significativas para cada fator avaliado (p < 0,05) (Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Influência significativa dos fatores no processo de extração para o teste de 

conteúdo de fenólicos totais 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 2497415,47 1 0,000 

Etanol 2105,89 1 0,000 

Tempo 544,20 1 0,000 

Etanol * Tempo 20,14 1 0,000 

Fonte: Autoria própria (2022) 



Sendo gl: graus de liberdade; 

p: significância. 
 
 

Analisando a tabela 4, observou-se o efeito da concentração de etanol, tempo 

de extração e a combinação das duas condições. Além disso, é possível analisar a 

razão de chance (Exp (B)), definida como a razão entre a chance de algo acontecer 

sobre a chance de algo não acontecer. Pode ser calculada mantendo a condição 

menos eficiente como 1,00 e fazendo uma subtração com o parâmetro a ser 

comparada. Para encontrar a porcentagem, apenas multiplicar o resultado por 100%. 

 
Tabela 4 - Estimativas de parâmetros para fenólicos totais 

 

Parâmetro B Erro padrão Teste de hipótese   Exp(B) 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 4,34 0,0064 459933,21 1 0,000 76,59 

Etanol 50% 0,45 0,0090 2757,98 1 0,000 1,61 

Etanol 80% 0,32 0,0090 1268,93 1 0,000 1,38 

Etanol 20% 0a 
    1,00 

10 minutos 0a     1,00 

5 minutos 0,18 0,0090 386,85 1 0,000 1,19 

15 minutos 0a 
    1,00 

Etanol 50% * 10 minutos 0a     1,00 

Etanol 80% * 5 minutos -0,057 0,013 20,14 1 0,000 0,94 

Etanol 80% * 15 minutos 0a 
    1,00 

Etanol 20% * 5 minutos 0a 
    1,00 

(Escala) .000b 6,34E-05     

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Sendo “a” definido como zero porque este parâmetro é redundante; 

“b”: estimativa de máxima verossimilhança; 

B: coeficientes do modelo; 

gl: graus de liberdade; 

p: significância; 



Exp(B): razão de chance. 
 
 

A partir dos resultados, é possível sugerir que a concentração de etanol de 

80% (v v-1) foi mais eficiente e, por meio da razão de chance, avaliou que teve 60,80% 

a mais de capacidade de extrair os compostos fenólicos quando comparadoa pior 

condição (concentração de etanol de 20% (v v-1)). Quando o tempo de extração foi 

avaliado, 5 minutos no ultrassom indica ser a melhor condição pois extraiu 19,50% a 

mais comparado às demais variações. Quando considerou-se a interação, a condição 

ideal passou a ser 50% (v v-1) de etanol, durante 10 minutos de extração, obtendo 

5,60% de vantagem sob as demais combinações. 

 
5.4 Método de eliminação de radicais livres DPPH 

 
 

A tabela 5 evidenciou que a concentração de etanol e o tempo foram 

significantes para os resultados, tendo p < 0,05, mas a combinação dos dois fatores 

não é significante. 

 
Tabela 5 - Influência significativa dos fatores no processo de extração para o teste DPPH 

 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 9677942,85 1 0,000 

Etanol 10,31 1 0,001 

Tempo 124,27 1 0,000 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Para o etanol, a melhor condição foi 20% (v v-1) e a partir da razão de chance, 

foi observado que a capacidade extratora foi 8,50% a mais que a pior condição. Para 

o tempo, 5 e 10 minutos foram os mais eficientes (Tabela 6). 

 
Tabela 6 - Estimativas de parâmetros para DPPH 

 

 
Parâmetro 

 
B 

Erro 
padrão 

Teste de 
hipótese 

   
Exp(B) 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 5,20 0,0036 2120099,99 1 0,000 180,48 

Etanol 20% 0,082 0,0047 298,85 1 0,000 1,09 



 
Parâmetro 

 
B 

Erro 
padrão 

Teste de 
hipótese 

   
Exp(B) 

 Teste de Wald gl p 

Etanol 80% 0,070 0,0047 220,50 1 0,000 1,07 

Etanol 50% 0a 
    1,00 

15 minutos -0,040 0,0036 124,27 1 0,000 0,96 

5 minutos 0a 
    1,00 

10 minutos 0a     1,00 

(Escala) 7.64E-5b 1,97E-05     

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Para a melhor condição de concentração de solvente de radicais livres DPPH, 

a média foi 193,24 ± 0,50 µmol de Trolox g-1 . No trabalho de Santos et al. (2011), a 

melhor condição também foi dada a partir da menor concentração de etanol, 

provavelmente pela alta capacidade de extrair compostos fenólicos mais polares 

(preferência pela água durante o processo). 

 
5.5 Método de sequestro de radical ABTS 

 
 

As variações de concentração de etanol, tempo de extração e os dois fatores 

combinados foram significativas (p < 0,05) (Tabela 7). 

 
Tabela 7 - Influência significativa dos fatores no processo de extração para o teste ABTS 

 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 203781,61 1 0,000 

Etanol 100,67 1 0,000 

Tempo 21,78 1 0,000 

Etanol * Tempo 23,52 1 0,000 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

A melhor condição obtida para este método quando analisada a concentração 

foi 50% de etanol, tendo capacidade de extrair 116,80% a mais comparado à pior 

concentração (20% de etanol), quando analisada a razão de chance. Para a variável 

tempo, 5 minutos mostrou-se mais eficiente. E por fim, para 



a concentração de solvente e o tempo combinados, a condição ideal foi a 

concentração de 50% de etanol e 10 minutos de extração (Tabela 8), obtendo média 

de 17152,26 ± 787,36 mmol L-1 de Trolox g-1, enquanto a pior condição (20% de etanol 

e 15 minutos) extraiu apenas 7910,40 ± 363,12 mmol L-1 de Trolox g-1. 

 
Tabela 8 - Estimativas de parâmetros para ABTS 

 

Parâmetro B Erro padrão Teste de hipótese   Exp(B) 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 8,98 0,046 38234,36 1 0,000 7910,40 

Etanol 50% 0,77 0,065 142,13 1 0,000 2,17 

Etanol 80% 0,68 0,065 110,75 1 0,000 1,98 

Etanol 20% 0a 
    1,00 

10 minutos 0a     1,00 

5 minutos 0,44 0,06 45,29 1 0,000 1,55 

15 minutos 0a 
    1,00 

Etanol 50% * 10 minutos 0a     1,00 

Etanol 80% * 5 minutos -0,45 0,092 23,52 1 0,000 0,64 

Etanol 80% * 15 minutos 0a 
    1,00 

Etanol 20% * 5 minutos 0a 
    1,00 

Etanol 20% * 15 minutos 0a 
    1,00 

(Escala) .013b 0,0033     

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

5.6 Método de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) 
 

Em relação aos fatores, todas foram significativas (p < 0,05) para obter os 

resultados (Tabela 9). 

 
Tabela 9 - Influência significativa dos fatores no processo de extração para o teste FRAP 

 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 29775646,00 1 0,0000 

Etanol 682,13 1 0,0000 

Tempo 482,09 1 0,0000 

Etanol * Tempo 447,09 1 0,0000 



Fonte: Autoria própria (2022) 

Quando foi analisada apenas a concentração de solvente, a melhor condição 

foi a 50% de etanol e a partir da razão de chance (Exp(B)) foi possível analisar que a 

capacidade de extrair foi 28,80% a mais que a pior condição (20% deetanol). Para o 

tempo, 10 minutos teve melhor habilidades extratoras, com média de 13969,04 ± 

52,70 mmol L-1 de Fe2+ g -1. Ao combinar os dois fatores, a condição ideal passou a 

ser 50% de etanol e 10 minutos no ultrassom, com 22,36% a mais depoder de 

extração, comparado com a concentração obtida na pior condição (20% deetanol e 15 

minutos) (Tabela 10). 

 
Tabela 10 - Estimativas de parâmetros para FRAP 

 

Parâmetro B Erro padrão Teste de hipótese   Exp(B) 

 Teste de Wald gl p 

(Intercepto) 9,29 0,0038 38234,36 1 0,000 10845,57 

Etanol 50% 0,25 0,0053 142,13 1 0,000 1,29 

Etanol 80% 0,18 0,0053 6065359,17 1 0,000 1,19 

Etanol 20% 0a 
 2250,05   

1,00 

10 minutos 0a 
 1116,85   

1,00 

5 minutos 0,16 0,0053  1 0,000 1,18 

15 minutos 0a 
    

1,00 

Etanol 50% * 10 minutos 0a 
 928,85   

1,00 

Etanol 80% * 5 minutos -0,16 0,0075  1 0,000 0,85 

Etanol 80% * 15 minutos 0a 
    

1,00 

Etanol 20% * 5 minutos 0a 
 447,09   

1,00 

Etanol 20% * 15 minutos 0a 
    

1,00 

(Escala) 8.540E- 2,21E-05     

 
5b      

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

A melhor condição para a concentração de etanol pode ser explicada pelo 

trabalho de Galanakis et al. (2012), em que foi proposto a variação de solventes e 



temperaturas de extração, para avaliar a atividade dos compostos fenólicos. Os fenóis 

tiveram preferência de solubilidade em solventes com polaridade intermediária, 

comparado a solventes mais polares ou menos polares. Isso pode ter ocorrido devido 

aos grupos hidroxila dos álcoois desenvolverem ligações de hidrogênio com os 

átomos de oxigênio que estão presentes nas moléculas de fenol. Portanto, a 

concentração intermediária de etanol teve maior capacidade de extrairos compostos 

fenólicos da casca do pinhão. 

 
5.7 Análise de componentes principais (ACP) 

 
 

Os resultados obtidos a partir do tratamento dos dados utilizando MLG, 

corroboram com o gráfico de análises de componentes principais (ACP) (Figura 7). 

Os resultados indicam uma porcentagem de variância de 94,5% (72,6% + 21,9%) 

mostrada nos eixos, além de um agrupamento das amostras em função da 

concentração de etanol e tempo de extração. Para os ensaios FRAP, ABTS e teor de 

fenólicos totais (TPC) agrupam-se próximos da condição de 50% de etanol (v v-1) e 

10 minutos no ultrassom como melhor condição de extração. Para o teste DPPH, as 

amostras obtidas com 20% de etanol (v v-1), em 15 minutos no ultrassom também 

indicaram um agrupamento. 

 
Figura 7 - Análises de componentes principais 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Sendo Dim 1: dimensão 1; 

Dim 2: dimensão 2; 



AC20/T15: 20% de etanol durante 15 minutos de extração; 

AC20/T5: 20% de etanol durante 5 minutos de extração; 

AC50/T10: 50% de etanol durante 10 minutos de extração; 

AC80/T15: 80% de etanol durante 15 minutos de extração; 

AC80/T5: 80% de etanol durante 5 minutos de extração. 

 
Os ensaios TPC, ABTS e FRAP contribuíram de forma significativa na 

dimensão 1 (Figura 8), enquanto o ensaio de sequestro do radical DPPH contribuiu 

na dimensão 2 (Figura 9). 

 
Figura 8 - Contribuição dos testes na primeira componente 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 
 

Figura 9 - Contribuição dos testes na segunda componente 
 

Fonte: Autoria própria (2022) 



6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Por meio dos resultados apresentados foi possível afirmar que os fatores 

(concentração de etanol e tempo de extração) influenciaram de forma significativa 

na extração de compostos fenólicos com potencial antioxidante em extratos de casca 

de pinhão. Para o conteúdo de fenólicos totais e os métodos ABTS e FRAP, amelhor 

condição de extração foi a intermediária (50% de etanol e 10 minutos no ultrassom). 

Para o método DPPH, a condição ideal foi 20% de etanol e 5 ou 10 minutos no 

ultrassom. Essa diferença nos resultados pode ser explicada pelas características de 

cada método, ou seja, o DPPH extraiu antioxidantes mais polares,já que teve maior 

afinidade com a água. 

De acordo com as análises, a atividade antioxidante encontrada na casca do 

pinhão foi bem alta comparada a outras plantas e sementes. 
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