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RESUMO

A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg.) é um fruto nativo da regido centro sul do Brasil, que
apresenta formato globuloso, e muito rica em minerais e antocianina. Apresenta tonalidades
que vai desde o verde-claro até o preto-avermelhado com a polpa de cor esbranquicada. As
antocianinas possuem propriedades funcionais antioxidantes e fungdes biologicas, estas podem
ser empregadas tanto na industria alimenticia quanto na industria farmacéutica. Este trabalho
teve por objetivo a caracterizacdo da casca de jabuticaba e extracdo de antocianina por
ultrassom. O experimento foi conduzido em delineamento experimental fatorial 23, sendo 2
niveis e 3 fatores de avaliacao: tempo (1 e 2 h), concentracdo da solucao de solvente etanol (1:5
e 1:10) e temperatura (20 e 40 °C) que foram realizados em dois métodos de extragdo, o0 método
com solvente em banho-maria convencional e 0 método com solvente em banho ultrassénico.
As andlises fisico-quimicas realizadas da casca da jabuticaba foram de cinzas, umidade, solidos
solveis, pH, lipidios, proteinas e carboidratos totais. O delineamento experimental foi
realizado com o programa Statistica assim como a analise de superficie de respostas. Os
resultados dos experimentos de extracdo foram tabulados e submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA), seguida de comparagdo das médias pelo Teste de t student a 5 % de probabilidade
com auxilio do programa SISVAR 5.6. Os resultados da analise proximal da casca de jabuticaba
apresentaram diferencas quando comparados a outros autores, fato justificado pelo uso de
espécies e métodos de preparado da amostra diferentes aos usados no presente trabalho. Na
extracdo e quantificacdo do teor antocianinas, o0 método de extragcdo convencional obteve
valores maiores (371,49 a 766,03 mg. 100 g*) quando comparado a extracao utilizando o banho
ultrassonico (356,71 a 672,34 mg. 100 g1). Portanto, o emprego do ultrassom n&o acarretou
maiores rendimentos de extracdo de antocianinas.

Palavras-chave: compostos fendlicos; tecnologias emergentes; flavonoides.



ABSTRACT

The jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg.) is a native fruit of the south central region of
Brazil, it has a globulous shape and is rich in minerals and anthocyanin. It has shades ranging
from light green to reddish-black with whitish-colored flesh. Anthocyanins have functional
antioxidant properties and biological functions and can be used in both the food and pharmacy
industries. The objective of this work was to characterize the jabuticaba’s peel and to extract
anthocyanin by ultrasound. The experiment was conducted in a 2-factorial experimental design
with 2 levels and 3 evaluation factors: time (1 and 2 h), concentration of ethanol solvent solution
(1: 5 and 1:10) and temperature (20 and 40 ° C) that was performed in two extraction methods,
the solvent in a conventional water bath and the solvent in an ultrasonic bath. The
physicochemical analyzes of jabuticaba’s peel were ashes, moisture, soluble solids, pH, lipids,
proteins and total carbohydrates. The experimental design was performed with the Statistica
program as well as the surface analysis of responses. The results of the extraction experiments
were tabulated and submitted to Analysis of Variance (ANOVA), followed by a comparison of
the means by Student's test at 5 % probability using the SISVAR program 5.6. The results of
the proximal analysis of jabuticaba’s peel presented differences when compared to other
authors, a fact justified by the use of species and preparation methods of the sample different
from those used in the present study. In the extraction and quantification of the anthocyanin
content, the conventional extraction method obtained higher values (371.49 to 766.03 mg.
100 gty when compared to the extraction using the ultrasonic bath (356.71 to 672.34 mg.
100 g1). Therefore, the use of ultrasound did not lead to higher extraction of anthocyanins.
Keywords: phenolic compounds; emerging technologies; flavonoids.
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1. INTRODUCAO

Originaria do centro sul do pais e conhecida ha quase cinco séculos, a jabuticabeira
(Myrciaria spp.) € uma espeécie nativa do Brasil que pode ser encontrada em uma extensa faixa
do pais, onde geralmente é cultivada em pomares domeésticos e pequenas plantacGes
(PEREIRA, 2003; SATO; LOPES, 2007; SASSO, 2009).

A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Berg.) apresenta formato globuloso de ate trés
centimetros de didmetro com coloracgdo preta-avermelhada podendo ter variacdo na tonalidade
pela presenca de antocianinas. A sua polpa é esbranquicada, agridoce e apresenta entre uma e
quatro sementes. Somando o peso total do fruto, casca e semente representam até 50 %
(cinquenta por cento) do total do fruto (LIMA, 2009).

A jabuticaba é rica nutricionalmente, apresentando grandes quantidades de niacina
e ferro, com a casca rica em antocianinas, fator responsavel pelas coloracGes alaranjadas
passando pelo vermelho, violeta e chegando até o azul escuro (PEREIRA, 2003;
CAVALCANTI, 2013).

As antocianinas pertencem a uma grande familia de agentes terapéuticos que atuam
principalmente como antioxidantes e corantes, ao consumir esses alimentos estas propriedades
auxiliam na prevencédo contra auto oxidacdo e peroxidacao de lipidios em sistemas biol6gicos
(NARAYAN et al., 1999).

Grande parte da aplicacdo das antocianinas esta ligada a sua acdo colorifica,
podendo ser usadas no preparo de alimentos (iogurtes, bebidas lacteas, sucos), cosméticos,
tecidos e entre outros. Além da coloragdo, as antocianinas também sdo responsaveis pela
protecdo das plantas da acdo da luz e tém funcgdes bioldgicas (LOPES, 2007; CAVALCANTI,
2013).

Normalmente, as moléculas de antocianinas sdo compostas de duas ou trés partes
(uma antocianidina (aglicona), um agucar e muitas vezes de um acido de acilo) (LOPES, 2007)
e devido aos grupos substituintes polares e glicosilas residuais ligados aos anéis aromaticos,
essas moléculas sdo mais sollveis em agua do que em solventes ndo-polares (HARBORNE;
GRAYER; 1998).

A extracdo é um método utilizado para obtencao de diversos compostos entre eles
0s bioativos, nos quais se enquadram as antocianinas. Diversos fatores podem contribuir para
uma melhor obtencdo de compostos bioativos, como por exemplo, a composicdo quimica do
material, tamanho das particulas, solvente a ser utilizado, tempo e temperatura de extracdo
(ANDREO; JORGE, 2006).
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As extracGes de forma geral com solventes sdo as mais utilizadas, método que
consiste na combinagéo do solvente com a juncdo de outros fatores como o aquecimento, por
exemplo, o que facilita a transferéncia de massa entre 0s compostos presentes na matriz vegetal
e o0 solvente, porém, altas temperaturas podem causar degradacdo de compostos termolabeis e
possiveis reacfes com o material, prejudicando assim os resultados (BARBA et al., 2016).

Segundo Corrales e colaboradores (2008), a extracdo com solventes (métodos
convencionais) sdo 0os mais utilizados para a extracdo de antocianinas, porém as tecnologias
emergentes como a extracdo com liquido pressurizado, extracdo com fluido supercritico,
extracdo por pulso elétrico, extragdo assistida por micro-ondas e extracdo assistida por
ultrassom, ja vém sendo utilizadas em pesquisas buscando processos com melhores
caracteristicas econdmicas, ambientais, seguranca e qualidade ao produto obtido.

A extracdo assistida por ultrassom foi estudada e pesquisada, Shirsath e
colaboradores (2012), realizaram pesquisas sobre a intensificacdo de extracdo de compostos
naturais e concluiram que o ultrassom pode melhorar a extracdo de compostos como
antioxidantes, pigmentos e corantes naturais devido as taxas de transferéncia de massa e
possiveis rupturas da parede celular causadas pela cavitacdo. O estudo demonstrou que com

ISSO 0 processo leva a maiores rendimentos do produto com reducéo de tempo e de solventes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Jabuticaba

A jabuticabeira apresenta porte médio com copas de formas variadas e folhas
avermelhadas quando novas. A frutificagdo da espécie se da nos ramos e troncos das arvores,
sendo seu fruto arroxeado, possui casca, polpa adocicada e de baixa acidez. A jabuticaba
apresenta entre trés e quatro sementes que junto com a casca equivalem a 50 % do peso total
do fruto (LIMA, 2009; JESUS et al., 2004; GARCIA, 2014).

Devido o fruto ser ndo climatério, ele pode ser colhido ap6s seu amadurecimento,
quando a casca apresenta uma colora¢do vermelho escura (Figura 1). A jabuticaba possui vida
util de cerca de trés dias, apos esse periodo comecam a apresentar mudangas na sua textura e
sabor (LIMA, 2009; JESUS et al. 2004).

Conhecido por grande parte da populagdo brasileira, a jabuticabeira apresenta
producdo média de 45 kg de fruto e tem o valor comercial relativamente baixo. Além disso,
devido o curto prazo de vida util hd uma dificuldade na sua comercializacdo in natura, com
iss0, a sua industrializacdo ¢ uma das melhores formas de minimizar sua perda (LIMA, 2009;
SATO; LOPES, 2007).

Figura 1- Frutos de jabuticaba.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Rica nutricionalmente, a jabuticaba apresenta em sua composicao (Tabela 1), uma
gama de compostos como carboidratos, fibras, sais minerais (calcio e fosforo). A maioria desses
compostos estdo presentes na casca da fruta, o que permite uma grande variedade de estudos e

trabalhos acerca do assunto (GARCIA, 2014).

Tabela 1 - Composic¢ao por 100 g de jabuticaba in natura

Componentes Teor
Umidade 83,60 %
Energia 58,00 Kcal
Proteina 0,609
Lipidios 0,109
Carboidrato 15,39
Fibra Alimentar 2,30 ¢
Cinzas 0,409
Calcio 8,00 mg
Ferro 0,10 mg
Fosforo 15,00 mg
Potassio 130,00 mg
Vitamina C 16,20 mg

Fonte: LIMA et al., 2011.

Além dos compostos citados na tabela acima, a jabuticaba é rica em compostos
fenolicos, como as antocianinas que estdo presentes em grandes quantidades em sua
composicao. O que foi confirmado pela pesquisa realizada por Terci (2004) no qual encontrou
teores de 310 a 315 mg de antocianinas por 100 g do fruto. Reynertson (2007) ao analisar a
jabuticaba inteira e desidratada encontrou cerca de 433 mg.100 g* para a cianidina-3-glicosideo
e 81 mg.100 g* para a delfinidina-3-glicosideo, sendo que, ambas sdo tipos de antocianinas

encontradas na natureza.
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2.2. Antocianinas

As antocianinas pertencem a classe dos flavonoides, e sdo pigmentos encontrados
em abundancia na natureza, sendo responsaveis pelas cores azuis, violetas e de todas as
tonalidades de vermelho encontrados em flores, frutos, folhas e entre outros (MALACRIDA;
MOTA, 2005).

As antocianinas sdo moléculas mais polares devido a presenca de grupos hidroxilas,
carboxilas, metoxilas e glicosilas residuais ligadas aos seus anéis aromaticos, devido a estes
grupos presentes na molécula as mesmas sao mais sollveis em agua do que em solventes ndo-
polares, fatores que auxiliam e facilitam a extracdo e separacdo de antocianinas (XAVIER,
2004).

A estrutura basica das antocianinas é composta por uma estrutura policiclica de
quinze carbonos constituidas por trés anéis aromaticos, que possuem a capacidade de formar
ligacGes tipo éster entre agucares e acidos orgénicos, sendo assim chamadas de antocianinas
aciladas. Os diferentes grupos ligados em R, assim como os acidos ligados a eles, caracterizam

as diferentes moléculas de antocianinas (Figura 2) (LOPES, 2007).

Figura 2 - Estrutura basica das antocianinas.
Fonte: LOPES, 2007

As antocianinas pertencem a uma grande familia de agentes terapéuticos atuando
como antioxidantes, que sdo capazes de inibir a oxidacdo de outras moléculas e podem ser
facilmente encontrados na natureza. Com variagbes na estrutura base da molécula de
antocianinas, pode-se encontrar compostos com caracteristicas diferentes (Tabela 2), presentes
em flores, frutos, hortalicas entre outros (NARAY AN et al., 1999).
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Na inddstria alimenticia o corante tem como principal funcdo a melhoria de
aspectos visuais como a cor e aparéncia nos alimentos, influenciando diretamente na escolha
do consumidor e na sua percepcéo de qualidade na preferéncia por certos produtos (FAVARRO,
2008).

Tabela 2 - Principais antocianinas encontradas na natureza

Aglicona Substituicao Glicosidica Acilacao
(Substitui¢cao nas (Esterificacao Das
R1 R2 posicoes 3 E 5) Hidroxilas Do Acucar)
H H Pelargoidina D- glicose Acidos cinamicos
OH H Cianidina D- galactose p- cumarico
OH OH Delfinidina  D- xilose feralico
OCH3 H Peonidina L- ramnose caféico
OCH3 OH Petunidina  L- arabinose
OCH3 OCH3 Malvinidina Rutinose acidos alifaticos
Soforose acético
Sambubinose maldnico
Gentiobiose succinico

Fonte: CAVALCANTI, 2013

Para a coloracdo de alimentos industrializados sdo utilizados corantes artificiais e
naturais, porém, ha alguns anos a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
comegou a proibir certos tipos de corantes sintéticos como o vermelho solido, escarlate GN e o
azul alizarina devido a sua toxicidade (CAVALCANT]I, 2013; FAVARRO, 2008°).

Com o inicio dessa proibicdo, aumentaram as buscas para substituicdo dos corantes
sintéticos por corantes naturais. No entanto, ainda sdo necessarios estudos que viabilizem
técnicas, formas de extracédo e principalmente de estabilizacao desses corantes. Uma alternativa
viavel é a extragdo de antocianinas, pois estas podem fornecer uma gama de cores, além de
serem um composto natural que pode ser encontrado em diversas matrizes vegetais, como
jabuticabas, casca de berinjela, beterraba, uva, repolho roxo, acai entre outros (SILVA et al.,
2010).
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2.3 Métodos de extracéo

Os compostos fendlicos antioxidantes estdo localizados nas matrizes vegetais em
pequenas quantidades. Sua extracao tem por objetivos a liberacéo de tais compostos, resultando
em extratos com alta atividade antioxidante. Devido a sua sensibilidade a luz, temperatura e
pH, 0 método de extracdo é de suma importancia, pois 0 mesmo é considerado um dos fatores
determinantes no rendimento final do extrato (SANTOS, 2013).

Sendo assim, a extracdo € um importante método para separacdo, isolamento,
quantificacdo e utilizagdo desses compostos (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). A variedade de
métodos voltados para extracdo de compostos bioativos é ampla, tanto para métodos
convencionais (extracdo por Soxhlet, extracdo hidro alcodlica e solventes em geral) como para
aqueles que utilizam as tecnologias emergentes (extracdo em contracorrente, por ultrassom,
assistida por micro-ondas, solvente pressurizado e extracdo supercritica). A escolha do método
deve ser pautada na viabilidade econdmica e adequabilidade a cada situagdo (HANDA et al.,
2008; VIERA et al. 2016).

O principio da extracdo assistida por ultrassom, consiste na atuacdo de ondas
mecanicas de baixa frequéncia, formando assim cavidades, onde os gases dissolvidos deslocam-
se, formando-se microbolhas que aumentam e diminuem até que elas implodam, liberando calor
e pressdo proximos a implosdo. O ultrassom facilita a extracdo de elementos, sedimenta o
material particulado e ocorre a ruptura das células vegetais. As vantagens dessa operacdo é a
simplicidade, baixo custo, eficiéncia, pouco periodo para preparo das amostras e a auséncia de
altas temperaturas e pressao (CAVALHEIRO, 2013).

Os fatores que caracterizam as ondas de ultrassom s&o a velocidade, comprimento
de onda, frequéncia, amplitude e intensidade. Para solidos e liquidos, a velocidade de
propagacdo esta ligada com a densidade e elasticidade de uma base sélida ou liquida
(FAUSTINO, 2013).

Em relacdo a eficiéncia do ultrassom quando comparado a outros métodos
tradicionais de extracdo, a reducdo de tempo € um grande fator positivo. A cavitacdo formada
pelo mesmo permite uma maior ruptura da parede celular e maior penetracdo do solvente,
permitindo assim uma maior liberagdo de compostos, além de reduzir consumo de solvente
organico e energia (COTTA et al., 2009).

Pesquisas ja utilizaram a extracdo assistida por ultrassom como método para
extracdo de compostos bioativos, Mazza e colaboradores (2016), por exemplo, analisaramo

bagaco da uva Syrah utilizando o método assistido por ultrassom.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagéo da casca de jabuticaba

e analisar o efeito do ultrassom na extracdo de antocianinas.

3.2 Objetivos Especificos

= Anadlise proximal como: teores de cinza, umidade, lipidios, proteina e carboidratos;

= Anadlise do teor de sélidos sollveis e pH da casca da jabuticaba;

» Extracdo de antocianinas pelo método de extragdo com solvente e assistido por
ultrassom;

= Auvaliacdo dos melhores parametros de extracdo (tempo, temperatura e concentragéo);

= Comparacdo de rendimento dos métodos de extracdo (ultrassom x convencional).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia de Goias — Campus Inhumas, nos Laboratorios de Frutas e Hortalicas, Energia e
Meio Ambiente, Fisico-Quimica e Bromatologia. As andlises proximais da casca foram
realizadas em parceria com o Centro de Pesquisa (CPA) da Universidade Federal de Goias

(UFG) e executados de acordo com as metodologias descritas por 1AL, 2005.

4.1 Obtencao da amostra

As jabuticabas (Myrciaria jaboticaba Berg.) foram adquiridas na zona rural do
municipio de Inhumas — GO, coletadas no periodo matutino, transportadas para o laboratorio
de Frutas e Hortalicas e armazenadas sob refrigeragdo por 24 horas.

Iniciando o processo de preparo das amostras, as jabuticabas foram higienizadas e
sanitizadas em solugdo de hipoclorito de sédio a 200 mg/L em recipientes apropriados com
capacidade volumétrica de 11 L, a sanitizagdo ocorreu utilizando trés quilogramas de jabuticaba
sendo completado com a solucdo até a margem de 10 L, onde permaneceu por 20 minutos
(Figura 3). Logo apds a sanitizagdo deu-se inicio ao processo de despolpamento.

Figura 3 - Sanitizacdo das jabuticabas com solugdo 200 mg/L.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Apo6s o despolpamento as cascas de jabuticabas foram acondicionadas em
embalagens de polietileno, contendo 0,265 kg de amostra em cada (Figura 4), e posteriormente
lacradas com seladora, totalizando 4,5 kg de amostras de cascas.

As amostras foram mantidas congeladas a -18 °C até o momento das analises.
Posteriormente, as cascas foram descongeladas lentamente e trituradas a fim de apresentarem

uma maior superficie de contato, para maior interagdo do solvente com a amostra.

Figura 4 - Cascas de jabuticabas.
Fonte: Arquivo Pessoal.

4.2 Analises fisico-quimicas

4.2.1 Cinzas

Para andlise de cinzas, 3 g da amostra foram adicionadas em cadinhos com
capacidade de 30 mL e em seguida levadas a mufla (FORNITEC - IND. E COM. LTDA,
Modelo de 2006), a temperatura foi aumentada de 50 em 50 °C até 550 °C, onde a amostra ficou
por 5 horas. Ap6s esse periodo as cinzas foram levadas ao dessecador com silica para que nao
houvesse absorcdo de dgua pela amostra e atingisse temperatura ambiente até o momento de
pesagem. Em seguida, pesou a amostra em balanca analitica e sua massa final anotada (1AL,
2005).
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4.2.2 Umidade

Na verificacdo de umidade foram utilizadas 3 g de amostra acondicionadas, em
cadinhos com capacidade de 30 mL e posteriormente levadas a estufa (Estufa de Esterilizagdo
e Secagem Thoth, Modelo - 500-50) a temperatura de 105 °C por 16 horas, em seguida as
amostras foram levadas ao dessecador e sua massa final anotada (1AL, 2005).

4.2.3 Solidos Solaveis

Para observar os sélidos soluveis 5 g da amostra foram diluidos em um béquer de
50 mL com agua destilada. Posteriormente a leitura foi efetuada em refratdmetro (BEL, Modelo
RFC, 1 — 32 °Brix) e os dados obtidos anotados para tabulacéo (IAL, 2005).

4.2.4 pH

O ensaio de pH foi realizado com auxilio de um pHmetro de bancada (ADWA,
Modelo AD11 & AD12) 5 g da amostra foram diluidas em um béquer de 50 mL com &gua
destilada e homogeneizada com bastdo de vidro. Posteriormente a leitura foi realizada (1AL,
2005).

4.2.5 Lipidios

As analises de lipidios foram realizadas em parceria com o CPA, que seguiu 0
método de Soxhlet em triplicatas de acordo com a metodologia descrita por 1AL, 2005.

4.2.6 Proteinas

A andlise de proteina foi realizada seguindo o método de Kjeldhal em triplicata,
posteriormente o resultado foi convertido de acordo com o fator de corregéo do IAL, 2005. A
andlise foi realizada em parceria com o CPA.
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4.2.6 Carboidratos totais

O teor de carboidrato foi calculado pelo método por diferenca, subtraindo-se de cem

os valores de cinzas, proteinas, lipidios e umidade como descrito por AOAC (2010).

4.3. ExtracOes das antocianinas

4.3.1. Delineamento experimental das extragoes

O planejamento das extracBes de antocianinas foi realizado com um delineamento
experimental fatorial 23 (programa Statistica) com dois niveis e trés fatores (Tabela 3), sendo
eles tempo (1 e 2 horas), temperatura (20 e 40 °C) e concentracdo de solvente (1:5 e 1:10), que
foram utilizados em dois métodos de extracdo, 0 método convencional e o banho ultrassénico.
No experimento foi utilizado como solvente extrator, o etanol 99 % acidificado com &cido

cloridrico.

Tabela 3 - Fatores e niveis decodificados usados no experimento de extracdo de antocianinas.

Tratamento Tempo (horas)  Concentracdo (g/mL)  Temperatura (°C)
1 1(-1) 1:5(-1) 20 (-1)
2 2 (+1) 1:5(-1) 20 (-1)
3 1(-1) 1:10 (+1) 20 (-1)
4 2 (+1) 1:10 (+1) 20 (- 1)
5 1(-1) 1:5(-1) 40 (+1)
6 2 (+1) 1.5(-1) 40 (+1)
7 1(-1) 1:10 (+1) 40 (+1)
8 2 (+1) 1:10 (+1) 40 (+1)

De acordo com o delineamento proposto, os experimentos foram realizados em
ordem aleatéria e em triplicata, sendo que a resposta do experimento foi a quantidade de

antocianinas extraidas em mg.100 g.
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4.3.2. Extracdo de antocianinas

Durante a extracdo foram utilizados dois métodos, que apresentou como diferenca
entre eles o equipamento utilizado na extracdo. Na extracdo com solvente convencional foi
utilizado o banho maria e na extracdo com solvente assistida por ultrassom foi utilizado o
equipamento de banho ultrassonico.

Para extracdo e quantificacdo das antocianinas foi necessario a elaboracdo de 3
(trés) solucdes, etanol acidificado (pH 4), tampédo com pH 1 (0,025 M de cloreto de potassio) e
tampdo pH 4,5 (0,4 M de acetato de sddio), seguindo metodologia proposta por Montes e
colaboradores (2005) com algumas alteragfes

O preparo do etanol acidificado foi realizado utilizando etanol 99 % e acido
cloridrico (HCI). Com auxilio de uma pipeta, pHmetro e bastdo de vidro, a solucdo de etanol

foi acidificada com HCI até atingir pH 4,0.

4.3.3. Quantificacdo da antocianina

A quantidade total de antocianinas foi determinada por espectrofotometria,
seguindo o método do pH diferencial descrito por Giusti e Wrolstad (2001).

Na obtencdo do extrato, 1g de casca de jabuticaba previamente triturada foi
adicionada em um béquer coberto com folha de papel aluminio (Figura 5) para protecdo da
amostra devido a sensibilidade da mesma. A solucdo de etano (pH 4) foi adicionada nas
proporcoes de 1:5 e 1:10 (g casca / mL de solucdo) e submetidas aos banhos para a extracao,
banho maria (Solab — Modelo: SL — 175) a 40 °C durante 1 e 2 horas e banho ultrassénico
(Unique — Modelo: USC — 1400A) na frequéncia (US) de 40 kHz, a 20 e 40 °C, de acordo com
0 delineamento proposto.
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Figura 5 - Béqueres lacrados para extracao de antocianinas.
Fonte: Arquivo Pessoal

Ao final da extracdo (1 ou 2 horas), foram coletados 0,5 mL dos extratos com
auxilio de pipeta volumétrica e diluidos em 3 mL de cada solucdo tampédo, em béqueres
separados.

Posteriormente, os dois extratos diluidos foram submetidos as leituras em
espectrofotbmetro (BEL Equipamentos, Modelo UV — M5,1) nos comprimentos de onda de
520 e 700 nm. As concentracdes de antocianina foram calculadas utilizando as Equacdes 1 e 2
(AOAC 2010).

Inicialmente foi calculado o valor de A (Equacdo 1). Os valores encontrados nos
comprimentos de ondas 520 e 720 nm, para as duas dilui¢Ges, tanto no tampdo pH 1, quanto no

tampdo pH 4, foram substituidos na Equacao 1.
A = (A520 — A700)pH 1 — (A520 — A700)pH 4,5 1)

Apbs encontrado o valor de A foi calculado a quantidade do pigmento de

antocianina presente na amostra com a Equagéo 2.

Pigmento antocianina (mgC3G/L) = 2% MV\; z ?F X1

Sendo, MW o peso molecular do pigmento cianeto-3-glucésido (449,2 g.mol™?); DF é
o fator de diluicdo; € ¢é a absorcdo molar de cianidina-3-glucésido (26900 L.molicm?) e 1 é

comprimento da cubeta (1 cm).
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4.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi realizado no programa Statistica (Statistica 6,0;
Stat Soft Inc., Tulsa, OK, EUA), assim como a andlise das respostas. Os resultados dos
experimentos de extragdo foram tabulados e submetidos a Anélise de Variancia. As médias
foram comparadas pelo Teste de t student a 5 % de probabilidade com auxilio do programa
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).
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5. RESULTADOS E DICUSSOES
5.1 Analises fisico-quimicas da matéeria-prima

Os resultados encontrados para analise proximal estdo descritos na Tabela 4,
juntamente com os resultados encontrados na literatura.

O pesquisador Lima (2008) utilizou duas espécies de jabuticabas e analisou todas
as suas fracdes (casca, polpa e fruto inteiro). Cavalcanti (2013) analisou residuos da producéo
de geleia, sendo a espécie analisada pelo autor a variedade Paulista. Lima e colaboradores
(2011) analisaram o fruto por inteiro, ndo separando suas fracdes. Sato e Lopes (2007) e Faria

e colaboradores (2016) analisaram a variedade Sabara.

Tabela 4 - Resultados da analise proximal (g.100 g*) em comparagio com a literatura

Autores
Analises Média Lima  Cavalcanti Lima Fariaetal. Satoe
(2008) (2013) (2011) (2016) Lopes
(2007)
Cinzas* 0,71 £ 0,01 4,39 0,48 0,40 0,03 0,34
Umidade* 83,17 +£ 0,01 84,24 82,00 83,30 85,36 85,51
Lipidios 0,23 0,57 0,22 0,10 0,67 0,14
Proteinas 2,13 1,16 2,00 0,60 8,00 0,33
Carboidrato 13,80 - 6,00 15,30 4,45 11,80

*Valores expressos por meio de média + desvio padrao.

O valor experimental para cinzas difere do descrito por Lima e colaboradores
(2011) que encontrou (0,40 g.100 g%), tal variacdo pode ser justificada pelo fato de ter sido
usado apenas a fruta inteira, ja o presente trabalho analisou apenas a casca. O valor encontrado
por Cavalcanti (2013), é similar ao descrito pelos cientistas anteriores (0,48 g/100 g2), o que
justificaria essa variagédo seria 0 processo utilizado no preparo da amostra para realizagdo da
analise. Lima (2008) encontrou valores significativamente maiores (4,39 g/100 g) que todos
0s autores citados.

Ao comparar a composi¢do proximal da casca da jabuticaba com a literatura
percebeu-se, que Lima (2008) encontrou valores similares referentes a umidade para a casca da

jabuticaba Sabara (84,24 %). Valores semelhantes também foram encontrados por Cavalcanti
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(2013) ao analisar residuos de jabuticaba na producdo de geleia (82 %) e valores parecidos
também foram observados por Lima e colaboradores (2011) ao analisar o fruto (83,3 %).

Os resultados da andlise de lipidios se mostraram maiores ao serem comparados
com o valor encontrado por Lima e colaboradores (2011) (0,10 g.100 g%). Ao ser analisado os
resultados encontrados por Lima (2008), observou-se uma maior quantidade de lipidios
(0,57 /100 g1) que o valor encontrado no presente trabalho e valores menores aos encontrados
por Sato e Lopes (2007) (0,14 g/100 g).

Os valores de proteina encontrados na casca de jabuticaba se mostraram mais altos
em referéncia ao encontrado por Lima e colaboradores (2011), (0,60 g/100 g); e o dobro ao
ser comparado por Lima (2008) ao analisar a casca de diferentes espécies de jabuticaba
(1,16 9/100 g?).

Em relacdo ao valor encontrado para carboidratos, se mostrou menor quando
comparado ao valor encontrado por Faria et al. (2016), (4,45 g/100 g*) para cascas de jabuticaba
in natura, se aproximando do valor de carboidratos para o fruto inteiro por Lima e
colaboradores (2011), (15,3 g/100g).

Como os compostos bioativos de natureza antioxidante, presente na jabuticaba se
mostram ligados aos agucares, isto pode explicar a grande quantidade de carboidratos presentes,
em maiores teores na polpa, seguidos pelo fruto inteiro, semente e por ultimo a casca. (LIMA
etal., 2011).

Os valores da analise proximal observados no presente trabalho, quando
comparados aos pesquisadores citados acima (LIMA, 2008; CAVALCANTI, 2013; LIMA et
al., 2011; FARIA et al., 2016 e SATO e LOPES, 2007), apresentam diferencas no fruto.

As jabuticabas do mesmo cultivar podem ser desenvolvidas em localidades
geogréficas e condigdes climéticas diferentes, apresentando como consequéncia a diferenca na
proporcdo de cada nutriente, tamanho, aspecto e formato. Isso se deve em decorréncia da luz,
umidade, vento, altitude, pluviosidade e textura do solo, fatores que ndo podem ser controlados
pelo homem (CHITARRA e CHITARRA, 1994).

Os dados obtidos na anélise de pH e de sélidos soltveis juntamente com seu desvio

padréo e com os dados encontrados na literatura, estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados das andlises quimicas de pH e sélidos soltveis (°Brix)

Autores
. . Satoe Sato e
Lima Lima Lopes Lopes
(2008) (2008) 5507 (2007)
Resultados pH Sélidos Soluveis pH SS pH SS
Média* 3,70+ 0,44 11,30 £ 0,47 3,39 9,30 3,22 13,00

*Valores expressos por meio de média + desvio padrdo

Os dados obtidos na Tabela 5 para analise de pH se mostram préximos aos
encontrados por Lima (2008) e diferindo de Sato e Lopes (2007). Ao observar os dados para
solidos sollveis, os dados de Sato e Lopes (2007) mais se aproximam do encontrado na presente
pesquisa, os valores diferentes encontrados nesta pesquisa podem ser atribuidos por fatores
climaticos, tipo de plantio, espécies diferentes de jabuticaba e o pré-tratamento da amostra antes

da realizacdo das analises.

5.2 Extracdo das Antocianinas

Na Tabela 6, pode-se observar que os Tratamentos 2, 3 e 5 se mostraram
estatisticamente diferentes (p<0,05), divergindo dos outros tratamentos que ndo obtiveram
diferenca estatistica entre os métodos convencional e 0 método com ultrassom.

Observou-se que o Tratamento 3 [(1h), (1:10) e (20 °C)] obteve o maior rendimento
(766,03 + 45,78%) de extracdo de antocianina no método convencional, diferindo
estatisticamente do método utilizando banho ultrassénico (650,63 + 2,02°). O Tratamento 5
com metodo convencional foi que obteve o segundo maior rendimento (739,32 + 40,45%) que
diferiu estatisticamente do método com ultrassom (571,19 + 41,89"). O Tratamento 7 [(1h),
(1:10) e (40 °C)] foi o terceiro maior rendimento no método com ultrassom (672,34+ 40,12%) e
0 método convencional (693,60+ 17,61?), entretanto ndo houve diferenca significativa entre os

dois tratamentos.
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Tabela 6 - Resultados das extragGes do teor de antocianinas (mg.100 g!) extraidas da casca de
jabuticaba pelos métodos convencional e ultrassom.

t [C/S] T Tratamento Tratamento com
Tratamento  (horas) (g/mL) (°C) Convencional Ultrassom
1 1 1:5 20 62587 £2354 555,29 + 70,63
2 2 15 20 481,76 + 41,33% 356,71 + 23,44
3 1 1:10 20 766,03 + 45,78% 650,63 + 2,028
4 2 1:10 20 572,21 + 30,85% 549,25 + 22,01%
5 1 15 40 739,32 + 40,45% 571,19 + 41,89°¢
6 2 1:5 40 371,49 + 7,543 361,02 + 58,65%C
7 1 1:10 40 693,60 + 17,61% 672,34 + 40,12%
8 2 1:10 40 475,59 + 54,123 562,37 + 8,20%°

* Resultados expressos por médias + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenga significativa entre os métodos de extra¢do. Letras mailsculas na mesma coluna, indicam diferenca
significativa entre os tratamentos (ANOVA seguido pelo teste t student p <0,05).

*AbreviagOes: t = tempo; [ C/S ] = Concentracdo Casca/ Solvente ; T = Temperatura.

Diferente do esperado, as amostras submetidas ao ultrassom apresentaram
rendimentos menores, o0 que é explicado por Pourcel e colaboradores (2010). Segundo 0s
autores a cavitagdo causada pelas ondas ultrassdnicas aumentam a transferéncia de massa a
partir da matriz vegetal do sélido para o solvente, o que melhora a extragdo. Porém, os radicais
livres, alta pressdo e temperatura formadas pela cavitacdo podem degradar as antocianinas
guando expostas a esses fatores por mais de 90 minutos (MEREGALLI, 2017,
CAVALHEIRO, 2013). Assim, justifica-se o fato de os tratamentos com ultrassom expostos
por 2 horas obterem resultados menores

Na Tabela 7 estao os valores de antocianinas encontrados experimentalmetne e os
dados da literatura.

Os valores de teor de antocianinas encontrados se diferenciam, visto que tais teores
podem variar de acordo com meétodo de extracdo utilizado, a variedade da espécie, epoca de

colheita, se houve ou ndo pré-tratamentos e as condi¢des operacionais (CAVALCANTI, 2013).
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Tabela 7 - Resultados das extracdes expressos pelo teor de antocianinas (mg.100 g%),
comparado com valores encontrados na literatura.

Autores
Tratamento Tratamento Com  Teixeira et al. Souza Leite Rubio
Convencional Ultrassom (2008) (2014) (2010) (2014)
766,03 672,34 641,01 510,00 532,9 192,37

Ao analisar os valores encontrados, percebeu-se que Teixeira e colaboradores
(2008) obtiveram valores semelhantes ao utilizar o meétodo convencional encontrando
641,01 mg.100 g de antocianina na casca de jabuticaba. O valor préximo ao encontrado na
amostra com ultrassom e menor ao ser comparado com o método convencional, sendo que a
metodologia para quantificacdo de antocianinas utilizada pelo autor foi a mesma (pH
diferencial), e na extracdo utilizou o mesmo solvente (etanol acidificado pH 4) , diferindo nos
fatores tempo (24 horas) e temperatura (5 °C), o que influencia nos resultados obtidos.

Na pesquisa realizada por Souza (2014) foi utilizado ondas de ultrassom para
extracdo de antocianinas do bagaco de jabuticaba, encontrou valor de 510 mg.100 g%, que foi
préximo ao valor encontrado nessa pesquisa. A pesquisadora utilizou a mesma temperatura (20
°C) para extracdo, no entanto utilizou dgua acidificada a 1 % com acido citrico, na concentracdo
1:9. Além disso, vale ressaltar que a metodologia de quantificacdo de antocianinas utilizada por
Souza (2014), se mostrou distinto do método de pH diferencial realizado no presente trabalho.

Para analisar a composicdo e a capacidade antioxidante in vivo e in vitro de
antocianinas da casca de jabuticaba, Leite (2010) utilizou varios métodos para extracdo de
antocianinas. Ao avaliar o efeito do ultrassom o pesquisador extraiu 532,9 mg. 100 g de
antocianinas, resultado abaixo do encontrado no presente trabalho, o que justifica esse resultado
sdo mudangas na metodologia usadas pelo autor como o uso de metanol, 4gua e &cido acético
(85:15:0.5, v/v, MeOH), e 0 uso do ultrassom por apenas 5 minutos.

Rubio (2014), analisou a biossorcdo de antocianinas da casca de jabuticaba através
do método convencional com solvente, e encontrou resultados significativamente menores em
relacdo aos outros autores citados na Tabela 7. A autora utilizou 0 mesmo método de
quantificacdo de antocianinas (pH diferencial), solvente (etanol), concentragcdo de solvente
(1:4) préxima a utilizada neste trabalho, leitura no mesmo comprimento de onda (520 — 700

nm), encontrou 192,37 mg.100 g de antocianinas na jabuticaba. Tal resultado pode ser
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explicado pela pesquisadora ter utilizado etanol a 50 %, diferindo do etanol acidificado que foi
utilizado neste trabalho.

5.2.1 Comparagéo entre fatores de extracao

Para comparacdo e determinacdo dos melhores fatores utilizados (tempo,
concentracdo de solvente e temperatura) foram plotados os graficos de Pareto e superficies de
resposta das extracOes realizadas pelos dois métodos. O gréafico de Pareto de cada procedimento
pode ser observado nas Figuras 6 (extragcdo convencional) e 7 (extracdo com ultrassom).

Considerando a Figura 6, observou que o fator 1 (tempo) teve influéncia negativa
nos resultados, indicando que 0 menor tempo proporcionou uma maior extracdo. Averiguando
o fator 2 (concentracdo) pdde-se observar que a concentracdo influenciou de forma positiva na
quantidade de antocianinas extraidas, sendo que a maior concentragdo obteve maior rendimento
na extracdo. Com o fator 3 (temperatura) percebeu-se que ndo houve significancia durante a
extracdo. Entretanto, ao analisar a interacdo do fator 1 (tempo) com o fator 3 (temperatura)

(1x3), foi verificado um efeito significativo negativo na extracao.

-9,75072+

7

(1) Tempo

(2) Concentracdo 3,050322

1x3
2x3

(3) Temperatura

1,056638|

1x2

p=.05
Figura 6 - Comparacao entre fatores no método de extracdo convencional.
Estimativa de efeito padronizado (valor

A interacéo entre os fatores na extragdo com banho ultrassonico esta expressa na

Figura 7, pode-se comparar os fatores individuais e a interacdo entre cada fator.
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-8,1BSJ

(1) Tempo

Figura 7 - Comparacdo entre Fatores no método de extragdo com ultrassom.

(2) Concentragéo 7,796859

1x2

(3) Temperatura ee

-,266571

1x3

1930115

p=,05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Na Figura 7 observou-se que o fator 1 (tempo) e 2 (concentragao) tiveram a mesma
reacdo ao ser comparado com a Figura 6, sendo o tempo um fator significativamente negativo
e a concentracdo um fator positivo de forte influéncia nos resultados. Observando o fator 3
(temperatura) percebe-se que ndo houve significancia durante a extracdo. Entretanto, ao analisar
a interacdo do fator 1 (tempo) com o fator 2 (concentracdo) (1x2), temos um efeito significativo
positivo na extracdo, indicando maior extracdo de antocianinas.

Com dados relatados acima, pdde-se observar que gquanto maior o0 tempo de
exposicao aos processos, maior seria sua degradacdo. O tempo € um parametro critico, sendo
intimamente ligado com a temperatura, exposic¢do a luz e armazenamento. Analisando o tempo
de meia vida da antocianina, observa-se que a temperatura ambiente, a concentracdo de
antocianinas pode diminuir a metade do valor inicial em menos de 2 dias (LOPES, 2007).

Devido a sua polaridade, as antocianinas fornecem melhores resultados em sua
extracdo em etanol em meio acidificado com uma maior concentracao, € possivel extrair da
matriz vegetal maiores componentes de interesse, gerando assim resultados satisfatorios em
meios mais concentrados (ROCKENBACH et al., 2008). De acordo com Jardini e Mancini
(2007), quando se tem concentragdes elevadas de solvente hd uma maior inibicdo da oxidacao,
e atividade microbiana.

No experimento a temperatura ndo foi um fator significativo, mas sabe-se que é um
dos fatores importantes na estabilidade das antocianinas, pois pode haver degradacdo das
mesmas. O substrato de antocianinas quando submetido a temperaturas superiores a ambiente
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(25 °C), tera sua degradacdo acelerada, devido a desnaturacdo de sua matriz vegetal e mais
acentuada quando se aumenta o pH do meio (STRINGHETA, 1991).

Robustecem as informac6es citadas acima os graficos de superficie apresentados
nas Figuras 8 e 9, onde se pode observar em quais condicdes se obteve melhor resultado.

SYNINVIDOLNY 4d ¥0dL
SYNINVIDOLNY 40 904l

A B
Bl 700
] 600 I 700
1 500 [ s00
Bl 400 1 500
B 400

SVNINVIDOLNY 40 40dL

C

Bl 700
I 650
[]s00
I 550

Figura 8 - Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura, tempo e concentragdo na
extracdo de antocianinas pelo método com solvente convencional. (A) interacdo temperatura e
tempo, (B) interacdo concentracdo e tempo e (C) interacdo temperatura e concentragao.

A Figura 8 representa a extracdo do método convencional, na qual observou que
em relacdo a interacdo temperatura e tempo (Figura 8-A) observamos que a temperatura mais
elevada (40 °C) e o tempo menor (1 hora) se mostrou mais propenso a extrair quantidades

maiores de antocianinas. Ja a interacdo concentracdo e tempo (Figura 8-B), a concentracdo de
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solvente maior (1:10) e 0 menor tempo se mostraram mais eficazes para extracdo dos
compostos. E a interacdo temperatura e concentracdo (Figura 8-C) mostrou que quanto maior a

concentracdo melhor a extracédo obtida e neste caso a temperatura nao foi significante, pode-se
observar pelo eixo do gréafico.

Observando a Figura 9, podemos relacionar o uso do banho ultrassonico com as
variaveis, percebe-se que (9-A) o teor méximo de antocianina foi extraido com maior
concentracdo de solvente (1:10) e com o menor tempo de extracdo, observamos que a
concentracdo do solvente influenciou na extracdo. Figura (9-B) relaciona temperatura e tempo,
o tempo utilizado mostrou que quanto menor, maior a extragdo das antocianinas. Na Figura (9-
C) ainteracdo da temperatura e concentragdo mostrou que com uma menor temperatura e maior

concentracdo se obtém maiores resultados da extracdo, neste caso pode-se observar que a

temperatura ndo foi significativa, seu eixo baixo deixa claro sua intera¢do na extracédo
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Figura 9 - Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura, tempo e concentracdo na
extracdo de antocianinas pelo método com solvente com ultrassom (A) interacdo concentragdo
e tempo, (B) interacéo temperatura e tempo e (C) interagdo temperatura e concentragéo.
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6. CONCLUSAO

Portando, foi verificado que os dados das analises proximais se aproximaram aos
valores encontrados na literatura. As extracGes se mostraram eficazes para os dois métodos
propostos, mostrando diferenca estatistica entre os Tratamentos 2, 3 e 5. Através das anélises
de significancia, demonstraram que os maiores teores de antocianinas foram extraidos quando
foram empregados maior concentracdo e menor tempo, e a temperatura ndo foi um fator

significativo na extracao.
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