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Antocianinas sdo pigmentos naturais, pertencentes a familia dos flavondides,
responsaveis pela coloracdo de flores, frutas e folhas do azul ao vermelho. A
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é uma fruta nativa do Brasil e sabe-se que suas
cascas sao fontes de antocianinas e de importantes compostos fendlicos de elevada
acao antioxidante. Apesar da abundancia de antocianinas na natureza, padrbes
comerciais sdo escassos e apresentam custo elevado. Nesse contexto, este estudo
teve como objetivo otimizar a extracdo de antocianinas da casca dos frutos da
jabuticaba e avaliar sua atividade antioxidante, visando maximizar a quantidade de
antocianinas extraidas. Para essa finalidade foram testados dois métodos de
extracdo: maceracdo com solventes organicos (método convencional) e extracao
com ultrassom usando casca da jabuticaba in natura e liofilizada. Para otimizar o
processo extrativo, empregou-se a técnica de planejamento de experimentos. No

processo de extracdo convencional, as condi¢cdes estudadas foram: temperatura, pH



e volume de solvente. No processo de extracdo com ultrassom, as condi¢des
estudadas foram a temperatura e a frequéncia (kHz). Para a quantificagcdo das
antocianinas obtidas utilizou-se o método do pH diferencial, para a avaliacdo da
atividade antioxidante o método do DPPH radical (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e a
identificacdo de antocianinas foi realizada por cromatografia em camada delgada
(CCD) comparando-se o fator de retencdo (Fr) das bandas de antocianinas dos
extratos com dados da literatura. Em ensaios preliminares da extragdo convencional
foram testados: etanol, acetona, metanol, acetonitrila e agua; sendo que 0s maiores
teores de antocianinas obtidos foram de 169 e 435 mg/100 g em base seca, ao
empregar etanol e metanol, respectivamente. Um planejamento fatorial 23 permitiu
maximizar a extracao de antocianinas com teor maximo 435 mg/100 g empregando
100 mL de metanol, 10 g de casca liofilizada, pH=1, temperatura de 40 °C e 3 horas
de extragcdo. Este extrato apresentou, também, a maior atividade antioxidante (ICso)
de 0,2 mg/uL. Na extracdes em banho ultrassbnico empregou-se 0 metanol como
solvente e os melhores resultados foram de 354 mg de antocianinas totais/100 g em
base seca e atividade antioxidante (ICsp) de 0,3 mg/uL, na condicdo experimental
maximizada (frequéncia 40 kHz, temperatura 40 °C, 100 mL de metanol, pH=1, 10 g
de casca e tempo de extracdo de 1h). Nestes extratos foram identificadas as
seguintes antocianinas: delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e peonidina-

3-glicosideo.

Palavras-chave: Extracao, jabuticaba, antocianinas.
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Anthocyanins are naturally occurring pigments from the family of flavonoids,
they are responsible for the coloring of flowers, fruit and leaves, from blue to red.
Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) is a fruit native from Brazil and it is known that their
peels are sources of major anthocyanins and phenolic compounds with high
antioxidant activity. Despite the abundance of anthocyanins in nature, commercial
standards have high cost and limited availability. In this context, this study had the
objective to optimize anthocyanin extraction of jabuticaba peels and evaluate its
antioxidant activity, to maximize the amount of anthocyanins extracted. Two
extraction methods were tested: maceration with organic solvents (conventional

method) and ultrasound extraction using jabuticaba peel, fresh and lyophilized. To



optimize the extraction process, was used the experimental design technique. In the
conventional extraction process, the conditions were: temperature, pH and volume of
solvent. In the extraction process with ultrasound, the studied conditions were the
temperature and frequency (kHz). For the quantification of anthocyanins was used
the differential pH method, for the evaluation of the antioxidant activity the method
used was the DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and anthocyanins
identification was performed by thin layer chromatography (TLC) by comparing the
retention factor (Rr) bands of anthocyanin extracts with literature data. In preliminary
tests of conventional extraction, the solvents tested were ethanol, acetone, methanol,
acetonitrile and water, the highest anthocyanin content obtained were 169 and 435
mg/100 g by employing ethanol and methanol, respectively. A 23 factorial design
allowed to maximize the extraction of anthocyanins with maximum content of 435
mg/100 g using 100 mL of methanol, 10 g of lyophilized jabuticaba peel, pH=1, 40 °C
temperature and 3 hours of extraction. This extract also presented the highest
antioxidant activity (ICso) of 0,2 mg/uL. On the extractions with ultrasonic bath
methanol was used as solvent, the best results were 354 mg/100g for anthocyanins
and antioxidant activity (ICso) of 0,3 mg/uL, in the maximized experimental conditions
(frequency 40 kHz, temperature 40 °C, 100 mL of methanol, pH=1, 10 g of jabuticaba
peel and 1h extraction time). In these extracts the following anthocyanins have been

identified: delphinidin-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside and peonidin-3-glucoside.

Key Words: Extraction, jabuticaba, anthocyanins.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de corantes na industria de alimentos é pratica comum, ja que a cor
e a aparéncia tém um papel decisivo na aceitacdo dos produtos pelo consumidor.
Partindo dessa premissa, 0s corantes vem sendo empregados como forma de

agregar valor comercial aos produtos.

Ainda frequente na industria de alimentos, os corantes de origem sintética sédo
utilizados pelas vantagens que eles apresentam, como menores custos de
produgdo, maior estabilidade e capacidade tintorial. No entanto, ao longo dos anos,
0 numero de aditivos sintéticos permitidos vem diminuindo devido as alteracdes
organicas gque a sua ingestdo constante pode causar a seus consumidores (ALVES,
2011; LOPES et al., 2007).

No Brasil, em 1987, foi proibida a utilizacdo de alguns corantes sintéticos na
industria, entre eles, o Amarelo Acido, Azul de Indatreno, Vermelho Sélido E,
Escarlate GN e Laranja GCN, restando permitido apenas o uso dos corantes
Amarelo Crepusculo, Azul Brilhante FCF, Bordeaux S ou Amaranto, Eritrosina,
Indigotina, Ponceau 4R, Tartrazina e Vermelho 40. Com base nestes aspectos e
devido a necessidade de substituir varios corantes artificiais, a industria de alimentos
recorreu a uma série de pigmentos naturais de origem vegetal e animal (LOPES et
al., 2007).

Existe hoje uma grande demanda de pesquisas para desenvolver corantes
alimenticios a partir de fontes naturais, visando diminuir e/ou eliminar,
gradativamente, a dependéncia do uso de corantes alimenticios sintéticos no
processamento de alimentos (FRANCIS, 1989).

Uma importante caracteristica das plantas € a sua capacidade de sintetizar uma
grande diversidade de compostos com baixo peso molecular, denominados
metabdlitos secundarios, 0s quais se tornam essenciais para seu crescimento e
reproducdo, promovendo defesa contra agressfes externas, como infec¢les,
ferimentos, radiacbes UV, dentre outras funcfes. Grande parte destes metabdlitos

sdo compostos fendlicos, que se encontram largamente distribuidos nas plantas e
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constituem um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados da fenilalanina e
tirosina, englobando desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo (OLIVEIRA, 2010). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos
secundarios que ocorrem naturalmente em plantas, dentre essa classe de

compostos estéo os flavonoides, grupo ao qual pertencem as antocianinas.

As antocianinas sdo consideradas 0s principais pigmentos naturais responsaveis
pela coloragdo vermelha, azul e roxa de flores e frutos. As cores desenvolvidas,
dependem, entre outros fatores, do pH do meio e da temperatura (TERCI, 2004).
Além de serem fontes naturais de corantes para o segmento alimenticio, as
antocianinas também trazem possiveis beneficios a saude devido ao seu potencial

antioxidante.

Esse grupo de pigmentos séo considerados como potenciais substitutos para os
corantes sintéticos, devido as suas cores atrativas e também, em grande parte, pela
sua solubilidade em agua, caracteristicas que fazem delas pigmentos interessantes
para sua posterior incorporacdo em uma grande variedade de sistemas alimenticios
(BORDIGNON-LUIZ et al., 2007).

Algumas frutas, como a jabuticaba, apresentam conteudo significativo de
antocianinas e consideravel atividade antioxidante, sendo que tais compostos séo

encontrados em maiores proporcdes apenas em sua casca (CIPRIANO, 2011).

As novas perspectivas do uso de antocianinas como corantes é que ilustram a
importancia da pesquisa, como o desenvolvimento de processos de extracao,
guantificacdo e também identificacdo de antocianinas presentes nos extratos,

visando, dessa forma, a obtencao de extratos padronizados.

Sendo assim, foi delineado como principal objetivo deste estudo, a otimizacéo
do processo extrativo de antocianinas presentes na casca dos frutos da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) e a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos nas
diferentes condi¢cdes de extracdo. Para tanto, alguns objetivos especificos também

foram tracados:
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Avaliar a concentragdo de antocianinas nos extratos obtidos a partir de
cascas de jabuticaba liofilizadas e in natura maceradas com nitrogénio liquido

em diferentes solventes organicos;

Avaliar os efeitos das variaveis temperatura, volume dos solventes e pH, na

extracdo de antocianinas totais pelo método convencional (maceragao);

Empregar o sistema ultrassbnico avaliando os efeitos da frequéncia e da

temperatura;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos nas diferentes condicbes
de extracao;

Identificar por Cromatografia de Camada Delgada as antocianinas dos

extratos obtidos nas condi¢gdes maximizadas de extragao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordadas, de forma sucinta, a fundamentacao teorica
necessaria para o desenvolvimento do trabalho, apresentando topicos sobre
antocianinas e suas principais técnicas de extracao, assim como aspectos analiticos

e 0s sistemas estudados.

2.1 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

Nativa do Brasil, a Jabuticabeira é conhecida desde o periodo do
descobrimento. Sua fruta foi chamada pelos Tupis de lapoti’kaba, que quer dizer

“fruta em botdo”, numa referéncia a sua forma arredondada (CIPRIANO, 2011).

A espécie é encontrada de norte a sul do pais, desde o Para até o Rio Grande
do Sul, mas é na regido sudeste do pais que tem maior ocorréncia e produtividade.
Tradicionalmente € cultivada como planta de fundo de quintal em pomares
domeésticos, sendo sua comercializagdo mais frequente em feiras de produtos

coloniais (SILVA, 2012).

Frutifera pertencente a familia Myrtaceae, floresce na primavera e no verao,
produzindo grandes quantidades de frutos, os quais crescem em aglomerados no
tronco e ramos (LIMA et al., 2008).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora), embora popular em todo o pais, ndo chega a
ter um alto valor comercial, por ser muito perecivel, porém, tem sua venda
assegurada. Apesar de ser grande a producdo de uma unica arvore, depois de
colhida, a fruta tem uma vida (til de até trés dias, o que prejudica a sua
comercializacdo (SILVA, 2012).

Em virtude disto e entre outros aspectos, empresas nacionais estao
comercializando a polpa da jabuticaba nas formas congelada e em embalagens
asseépticas, o que implica na geracdo de uma grande quantidade de residuos de
suas cascas (SILVA, 2012).

A espécie mais difundida no Brasil é a Myrciaria cauliflora, sendo que as

principais variedades sdo a Sabar4, mais apreciada, doce e intensamente plantada,
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e a Paulista, cujos frutos sdo grandes e de maturacdo um pouco mais tardia
(TORRES et al., 2011).

Existe muito pouca informacdo sobre a producdo e a comercializacdo de
jabuticaba no Brasil. Em 2008 foram comercializados 1.849.735 kg de jabuticaba, na
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP), sendo
95,6 % oriundos do préprio Estado. A comercializacdo de jabuticaba nas centrais de
Abastecimento S.A. (CEASA) de outros estados totalizou 488.972 kg, sendo mais
expressivo Vitdria - ES, com 170.166 kg, Belo Horizonte - MG, com 126.126 kg e
Curitiba - PR, com 108.609 kg (CIPRIANO, 2011).

Os frutos da jabuticabeira sao classificados como baga, tem forma redonda ou
arredondada, e, quando maduros, sua casca apresenta coloracdes roxa-escura ou
preta. A polpa do fruto é branca, com leve acidez, doce e saborosa, com numero de

sementes podendo variar de uma a quatro (SASSO, 2009).

A jabuticaba é um fruto climatérico bastante interessante do ponto de vista
nutricional, pois apresenta boa quantidade de niacina, ferro e antocianinas em sua
composicéo. E rica em compostos fenolicos, apresentando aproximadamente 314
miligramas de antocianina por 100 gramas de fruto, porém esses pigmentos naturais

estdo presentes apenas na casca da fruta (TERCI, 2004).

Possuindo diversas finalidades, a jabuticaba também € utilizada para fins
culinarios e medicinais. Segundo Lima et al. (2008) sua casca € adstringente, sendo
atil contra diarréia e irritacdes de pele, possuindo também indicacdes na medicina

popular contra asma e outras doencas.

Tudo o que se pode fazer com a uva, pode-se da mesma forma fazer com a
jabuticaba, que fornece ao consumidor produtos de qualidade, como: aguardente,
compota, geléia, licor, sucos, xaropes (para preparo de sorvetes ou refrescos),
vinagres e vinhos. A jabuticaba também é utilizada na fabricacdo de um extrato que
serve como corante de vinhos e vinagres, substituindo outras fontes que sé&o
importadas (MANICA, 2000).
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2.2 Flavondides

Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos: primarios e secundarios.
Enquanto os metabdlitos primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal,
exercendo funcao ativa nos processos de fotossintese, respiracéo e assimilacao de
nutrientes; os metabdlitos secundarios estdo intimamente associados a estratégias
de defesa das plantas. Além disso, por apresentarem atividade biolégica contra
herbivoros e microrganismos, por exemplo, muitos desses metabdlitos sao utilizados
como inseticidas e fungicidas. Os principais metabélitos secundarios sdo distribuidos
em trés grupos de acordo com a sua rota biossintética: terpenos, compostos

fendlicos e compostos contendo nitrogénio (SILVA et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios diferem dos metabdlitos primarios por
apresentarem distribuicdo restrita no reino vegetal. Isto significa que certos
metabolitos secundarios especificos sdo restritos & uma espécie vegetal ou a um
grupo de espécies relacionadas, enquanto que o0s metabolitos primarios, s&o
encontrados em todo o reino vegetal (DOGENSKI, 2013).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios que ocorrem
naturalmente em plantas. Eles estdo presentes em frutas, legumes, folhas,
castanhas, sementes, flores e cascas de vegetais (SELLAPPAN et al., 2002). Sao
classificados em pelo menos 10 grupos diferentes, dependendo da sua estrutura
guimica e reatividade. Quimicamente, podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromatico ligado a um ou mais substituintes hidroxilas, incluindo
seus derivados funcionais (CIPRIANO, 2011).

Dentre as classes de compostos fendlicos presentes em plantas e
reconhecidos como componentes da dieta estdo, principalmente, os flavonodides. A
coloracéo das espécies vegetais pode ser atribuida a varias classes de substancias,
denominadas de agentes croméforos, destacando-se entre elas as porfirinas, os
carotendides e os flavondides (ALKEMA e SEAGER, 1982) (Quadro 1).



Quadro 1 - Exemplos de corantes naturais.
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Classe Grupo caracteristico Exemplos Ocorréncia
Porfirinas Clorofila Folhas verdes
B-caroteno
Carotendides Cenoura, tomate
Licopeno

Y\ﬁ
Flavondides @v\/ﬂ\
=

»

Antocianinas

Falvonois

Maca, framboesa

Flores amarelas

Fonte: TERCI (2004).

O consumo humano diario de flavonoides varia de 6 a 64 mg, podendo chegar

até 1 g por dia. Estes compostos, exclusivamente produzidos por vegetais, sdo
geralmente encontrados em chas verdes, frutas, verduras, plantas medicinais,

vinhos tintos e fitoterapicos. Mais de 400 flavonéides ja foram estudados, sendo

conhecidas suas estruturas e atividades biologicas (MIRANDA, 2000).

Em plantas, os flavondides sdo encontrados ligados a acucares como

glicosideos e séo bastante estaveis. A Figura 1 apresenta uma estrutura genérica

comum para a maioria dos flavonoides, os quais sdo diferenciados apenas por

insaturacdes, hidroxilacdes e substituicbes (CAMPOS, 2006).
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OH

HO, 0

CH O

Figura 1 - Estrutura quimica genérica dos flavondides. Os anéis A e C sdo aromaticos e o

anel B € um heterociclo contendo oxigénio vizinho a um carbono ligado ao anel C.

Os principais agentes cromoforos de flores e frutos séo os flavonodides. Estes
compostos sao subdivididos em 11 classes menores, sendo que as mais
importantes sdo as flavonas, os flavondis e as antocianinas (FAVARO, 2008; TERCI,
2004), cujas estruturas estdo demontradas na Figura 2.

ISOFLAVONAS FLAVONOIS ANTOCIANINAS

Figura 2 - Estruturas dos principais flavonoides

2.3 Antocianinas

As antocianinas pertencem a familia dos flavondéides, compostos polifenélicos

cujas propriedades biologicas vem sendo extensamente descritas na literatura.
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Apesar da abundancia de antocianinas na natureza, padrbes comerciais S&ao

escassos e apresentam custo elevado (CAMPOS, 2006).

As antocianinas compreendem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua
do reino vegetal e sdo especialmente caracteristicas das angiospermas ou plantas
com flores, que proporcionam a nossa principal fonte de producao de alimentos. Em
plantas alimenticias, as antocianinas sdo comuns em aproximadamente 27 familias,
73 géneros e uma infinidade de espécies (BRIDLE e TIMBERLAKE, 1997).

Segundo Schwartz et al. (2010) as antocianinas sao responsaveis por diversas
cores nas plantas, como azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja. A palavra

antocianina deriva do grego: anthos (flor) e kyanos (azul).

Uma das principais fungbes das antocianinas em flores e frutas é o poder de
atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes, além de proteger diversos
tecidos da planta de processos oxidativos, durante diversas etapas de seu ciclo
vegetativo, principalmente em fases iniciais de seu crescimento (HARBORNE,
1967).

As antocianinas sdo compostos polihidroxi e polimetoxi glicosados, cuja
estrutura fundamental é o cétion flavilico, representado na Figura 3 (HARBORNE et
al., 1975).

Figura 3 - Estrutura do cétion flavilico.

Essa classe de compostos ocorre naturalmente na forma heteroglicosidica,
contendo duas ou trés porcdes, uma aglicona (antocianidina), um grupo de acgUcares

e, frequentemente, um grupo de acidos organicos (CIPRIANO, 2011).

Aproximadamente 22 agliconas séo conhecidas, das quais 18 ocorrem

naturalmente e apenas seis (pelargoidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
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petunidina e malvinidina) séo importantes em alimentos (FRANCIS, 2000). Segundo

Alves (2011), pelargoidinas séo responsaveis pela coloragdo laranja, salmao, rosa e

vermelho, enquanto que as cianidinas pela coloragdo vermelha e azulada e as

delfinidinas, puarpura. No Quadro 2 sdo apresentados alguns exemplos de

antocianinas frequentemente encontradas em frutas.

Quadro 2. Antocianinas encontradas em frutas.

Antocianinas

Estruturas

Fonte

Pelargonidina

O

Morango

Amora, ameixa,

Cianidina _ d )
jambolao, uva, maca
OH
OMe
' -
Peonidina HO OH Jabuticaba, uva,
ameixa
==
OH
OH
e
[)
Petunidina HO OH Uva
-
OH OH
OH
Malvinidina Uva

OH

Fonte: TERCI (2004).
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A distribuicdo das seis mais comuns antocianidinas em diferentes partes de
frutas e vegetais é: cianidina — 50 %, delfinidina — 12 %, pelargonidina — 12 %,
peonidina — 12 %, petunidina — 7 % e malvinidina — 7 %. Os derivados glicosidicos
mais frequentes na natureza sdo 3-monosideos, 3-biosideos, 3,5- e 3,7-
diglicosideos. A presenca dos derivados 3-glicosideo é 2,5 vezes mais frequente
qgue os derivados 3,5-diglicosideos e, por conseguinte, a antocianina mais comum é
a cianidina-3-glicosideo (KONG et al., 2003).

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides devido a sua
caracteristica de esqueleto carbbnico CeéC3:Cs (SCHWARTZ et al.,, 2010). Sé&o
derivadas das antocianidinas, sendo que estas, ndo possuem grupos glicosideos e a
maioria € hidroxilada nas posi¢bes 3, 5 e 7. JA nas antocianinas, uma ou mais
destas hidroxilas estdo ligadas a acucares, sendo 0s mais comuns: glicose, xilose,
arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos por esses acgucares,
aos quais podem estar ligados a acidos fenolicos como: p-counario, cafeico, fenilico
e vanilico. O acgucar presente nas moléculas de antocianinas confere maior
solubilidade e estabilidade a estes pigmentos, se comparados com as antocianidinas
(HARBORNE et al., 1975).

Diferentes grupos R e R’ ligados nas posi¢des 3, 5 e 7 e agucares, assim como
também os acidos ligados a eles, é que vao dar origem aos diferentes tipos de
antocianinas encontradas em frutas (TERCI, 2004). Segundo Alkema e Seager
(1982), a coloracdo das solucdes de antocianinas sofre influéncia do nimero de
hidroxilas, grupos metoxilas e glicélicos presentes na estrutura. Entdo, quanto maior
for o nimero de metoxilas, mais intensa sera a cor vermelha; enquanto que mais

hidroxilas e grupos glicélicos intensificam a cor azul.

Outros fatores também podem influenciar na coloracdo das solucdes de
antocianinas, tais como: presenca de pequenas quantidades de outros pigmentos,
guelacdo com metais, pH do fluido da célula vegetal e copigmentacdo com outros
flavondides (ALKEMA e SEAGER, 1982).

O principal mecanismo de estabilizacdo das antocianinas em solucdo é a
copigmentacao, que pode envolver interacdes inter ou intramoleculares (MALIEN et
al., 2001). As interacfes intermoleculares podem ocorrer por associacao de duas ou
mais moléculas de antocianina, envolvendo ou ndo um ion metalico. Também

podem ocorrer por associacdo com outros compostos fendlicos, proteinas, acucares,
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acidos nucleicos, acidos organicos e minerais, aminoacidos, alcaloides e outros
flavonoides. Todos esses fatores levam a uma protecao efetiva contra o ataque
nucleofilico pela agua, principalmente nas posi¢cdes 2 e 4, sendo confirmada por
espectros de RMN-H (FAVARO, 2008).

Dentro de cada grupo ha muitos compostos diferentes, e sua cor depende da
presenca e do numero de substituintes ligados a molécula (DAMODARAN, 2010). A
Figura 4 apresenta as transformacdes estruturais das antocianinas em solu¢ao, com
a mudanca do pH do meio.

pH 1,0-2,0 pH 6,5-8,0
anidrobase, violeta
>3
+ -
7% H[loH R
X 0
0.
R'
OAglicar
OH
pH 9,0-12,0
pH < 6,0 ,.” - anidrobases, azuis
H-I-
B —
OH

pH 13,0-14,0
pseudobase chalcona, amarelo

Figura 4 - Mudancas estruturais das antocianinas em fungéo do pH
Fonte: Terci (2004).

Elas sdo consideradas como potenciais substitutos para os corantes sintéticos,
devido as suas cores atrativas e, em grande parte, pela sua solubilidade em agua,
caracteristicas que fazem delas pigmentos interessantes para posterior incorporacéo
em uma grande variedade de sistemas alimenticios (BORDIGNON-LUIZ et al. 2007).

No entanto, a estabilidade dessas moléculas pode ser afetada ainda por
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diversos fatores além do pH, como a temperatura, sua estrutura quimica,
concentragéo, luz, oxigénio, solventes, a presenca de enzimas, outros tipos de
flavondides, proteinas e ions metalicos. A maior estabilidade de uma molécula de
antocianina se dara em pH &cido, baixas temperaturas, baixa concentracdo de
oxigénio, auséncia de luz e baixa atividade de 4gua (SCHWARTZ et al., 2010).

Devido a alta reatividade, as antocianinas facilmente podem se degradar,
ocasionando a formacdo de compostos incolores ou de coloracdo marrom e
produtos insoltveis (MAZZA e BROUILLARD, 1987).

O pH nédo s6 influencia a cor das antocianinas mas também a estabilidade
delas. A estrutura basica das antocianinas na forma de cation flavilico (AH*) de cor
vermelha é predominante em um pH inferior a 3; & medida que o pH aumenta o
cation perde um préton e sofre uma hidratacdo, formando uma pseudobase ou
carbinol incolor em pH menor que 6; aumentando o pH acima de 6, o cation flavilico
perde prétons, formando a base quinoidal de cor azul; em pH 12 e 13 o carbinol se

transforma por tautomerismo numa chalcona amarelo-palida (ALVES, 2011).

2.4 Antioxidantes

As antocianinas sao agentes corantes naturais, e, também, antioxidantes
naturais. Além dos atributos de coloracdo proporcionados pelas antocianinas, o
interesse no uso desses compostos tem sido intensificado devido a seus possiveis
beneficios a saude (FAVARO, 2008).

Os antioxidantes sdo compostos quimicos com capacidade de reagir com
radicais livres e assim restringir alguns efeitos maléficos que eles podem causar ao
organismo. O corpo humano é capaz de produzir alguns antioxidantes endégenos,

ou entao, estes podem ser consumidos na dieta (PIMENTEL et al., 2005).

O oxigénio é altamente reagente com a maior parte das substancias organicas,
sejam elas naturais ou sintéticas. Sua alta reatividade €, entdo, um fator
determinante para a manutencéo da salude humana assim como para a preservacao
dos alimentos. A peroxidacao lipidica € uma das principais razdes da deterioracao
de produtos alimenticios durante o processamento e estocagem. Uma forma de
aumentar a validade destes produtos, especialmente os que contenham gordura, € a
adicéo de antioxidantes (JAYAPRAKASHA et al., 2001).
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Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais, e, para serem utilizados em
alimentos, devem ser seguros para a saude. Em geral, antioxidantes sintéticos séo
compostos com estrutura fendlica com diferentes graus de substituicdo do radical
alquila, enquanto antioxidantes naturais podem ser compostos fendlicos (tocoferais,
flavonoides e acidos fendlicos), compostos nitrogenados (alcaléides, derivados de
clorofila, aminoacidos e aminas) ou carotendides, assim como o &cido ascérbico
(vitamina C) e a vitamina E. As restricbes ao uso das mais diversas substancias
sintéticas em alimentos tém sido impostas por suspeitas de serem carcinogénicos.
Sendo assim, o interesse por antioxidantes naturais, especialmente derivados de

plantas, aumentou consideravelmente (OLIVEIRA, 2010).

A oxidacao tem inicio pela presenca de radicais livres, gerados por exposi¢cao
ao calor, a luz ou a acbes combinadas, seguido por reacdes de propagacdo
(oxidacao) levando a formacéo de radicais peroxido. O radical livre € uma molécula
ou fragmento molecular que contém um ou mais elétrons desemparelhados
guimicamente, e é esta valéncia livre que torna a molécula extremamente reativa e,
fisicamente, este elétron desemparelhado torna a molécula paramagnética
(GALATO, 2004).

Os mecanismos de atuacdo dos antioxidantes podem ser diferenciados, ou
seja, podem consistir na inativacdo de radicais livres, na complexacdo de ions
metalicos ou na reducdo de hidroperdxidos para produtos incapazes de formar

radicais livres ou produtos de decomposicédo (ARAUJO, 2011).

Os organismos Vvivos estao constantemente sujeitos a reacdes de desequilibrio
gue levam a formacéao de radicais livres, que, por sua vez, podem prejudicar a saude
humana, aumentando o risco de doencas crbnicas ndo-transmissiveis, além de
contribuir para o envelhecimento (BERTOLDI, 2006; BRENNA e PAGLIARINI, 2001).
Para impedir ou equilibrar esse tipo de dano celular, o organismo tem a protecéo de
enzimas enddgenas (como superéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase,
entre outras), capazes de catalisar reacdes para ocasionar a inativacdo de radicais
livres. Muitas vezes, pode ocorrer grande desequilibrio entre a producéo e inativacao
de radicais livres, seja pela queda na capacidade do sistema enzimético ou pelo

excesso de producéo de espécies radicalares (CIPRIANO, 2011).
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O excesso de radicais livres no organismo pode ser combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta, que protegem o sistema
biolégico contra os efeitos nocivos de processos ou reagdes que possam causar
oxidacao excessiva. O stress oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de
muitas doencas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer, e esta envolvido no

processo de envelhecimento (TONON, 2009).

NARAYAN et al (1999), descrevem que o0s antioxidantes derivados das
antocianinas sao altamente potentes se comparados, por exemplo, com
antioxidantes classicos como butilato hidroxi anisol, butilato hidroxi tolueno e alfa
tocoferol (vitamina E). Este agente natural, quando adicionado a alimentos, além de
conferir coloracdo, propicia também a prevengdo contra auto-oxidacdo e

peroxidacéo de lipideos em sistemas biolégicos (LOPES et al., 2007).

O uso de antocianinas como corante desperta grande interesse, mas, cada vez
mais, um dos motivos que se destacam é a sua capacidade antioxidante, que chega
a ser maior qua da vitamina E, o butyl hidroxianisol (BHA) e o butyl hidroxitolueno
(BHT). Por serem fortemente polares, podem substituir os antioxidantes lipofilicos
como por exemplo, a vitamina E (ROCKENBACH, 2008).

2.5 Métodos de Obtencédo de Antocianinas a partir de Vegetais

2.5.1 Extracéo

O crescente interesse na utilizacdo de antocianinas como corante alimenticio e
em formulacbes de drogas e cosméticos tem destacado a necessidade do
desenvolvimento e/ou aprimoramento de métodos analiticos para extracdo destes

pigmentos obtidos a partir de espécies vegetais (TERCI, 2004).

A técnica de extracdo empregada para obtencdo de extratos de produtos
naturais influencia diretamente em sua qualidade e em sua composicdo final. O
procedimento de extracdo € determinado por um conjunto de diversos fatores, mas
principalmente, pela familia de compostos a ser extraida e se o0 objetivo é

quantitativo ou qualitativo. Os métodos de extracdo dependem de fendmenos de
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difuséo, logo, a renovacao do solvente e a agitacdo séo importantes para a eficacia
e duracgao do processo (OLIVEIRA, 2010).

O método de extracdo mais utilizado para obtencdo de antocianinas de frutas e
hortalicas é por meio de solventes orgéanicos (SILVA, 2011). A escolha de um
método para extrair antocianinas vai depender, além do propdsito de extracdo, da
natureza dos constituintes das moléculas de antocianinas (JACKMAN e SMITH,
1996), sendo igualmente importante que tais métodos ndo sejam complexos,
demorados ou de alto custo.

As antocianinas sao geralmente muito sollveis em solventes polares e,
portanto sdo facilmente extraidas utilizando agua, metanol e etanol. Geralmente, a
extracdo € realizada utilizando acidos redutores, para prevenir a oxidacdo destes
pigmentos (LEE e HONG, 1992).

Concomitantemente com os solventes alcodlicos, segundo Favaro (2008) o uso
de acidos favorece na extracdo, pois auxilia na penetracdo do solvente nos tecidos
das frutas e vegetais, além de aumentar a estabilidade dos extratos por dificultar o

aparecimento de fungos que degradam as antocianinas.

O meio acido também faz com que as antocianinas se encontrem
predominantemente na forma de cation flaviium, o qual apresenta coloragéo
vermelha em solucdo aquosa (REVILLA et al., 1998). O fato de o cation flavilico ser
estavel em meio &cido torna indicavel a utilizacdo de solventes contendo acidos
organicos ou minerais na extracdo de antocianinas de frutas, como acido cloridrico,
férmico e acético (CIPRIANO, 2011).

Outro fator que influencia na quantidade de antocianinas a ser extraida, é a
temperatura de extracdo, que, para estes pigmentos, ndo deve exceder 60 °C,
temperatura maxima na qual Terci (2004), sugere que ainda sao termicamente
estaveis. Segundo Ju e Howard (2005), elevar a temperatura de extracdo facilita a
liberacdo de antocianinas dos vacuolos celulares das frutas, aumentando assim a

guantidade de antocianinas extraidas e reduzindo o tempo de extracao.

Apesar da toxicidade, o metanol é o solvente mais utilizado para extracdo de

antocianinas. Entretanto, para algumas aplicacdes dos extratos nas quais 0 aspecto
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guantitativo ndo € o mais importante, e sim o qualitativo, etanol e agua podem ser
utilizados. A limitacdo do uso de etanol e agua esta relacionada com a menor
eficiéncia na extracdo de antocianinas. Metanol & 20 % mais eficiente que etanol e
73 % mais eficaz que agua (TERCI, 2004).

Um método alternativo as técnicas convencionais € a extracdo com banho de
ultrassom. E uma técnica relativamente nova, que se baseia na utilizacéo de energia
das ondas sonoras transmitidas em frequéncia superior a da capacidade auditiva
humana. Apesar de, inicialmente, ter sido desenvolvida para limpeza de materiais,
atualmente vem sendo empregada numa ampla variedade de processos e produtos,
devido a simplicidade da técnica e do equipamento (OLIVEIRA, 2010; TERCI, 2004).

s

Na industria, dificlmente € aplicada como um processo isolado, mas,
geralmente, como um coadjuvante, que auxilia no desempenho de outros processos
para homogeneizacdo e emulsificacdo de amostras, aceleracdo de reacdes,
rompimento de estrutura celular e, consequentemente, tratamento de agua e na
extracdo de substancias (OLIVEIRA, 2010).

A energia é irradiada verticalmente pelas ondas sonoras geradas na base do
banho e sdo transmitidas através das paredes do vaso para o frasco com a mistura
reacional. O banho de limpeza, a mais ampla fonte laboratorial disponivel de
irradiacdo ultrassonica, apresenta como vantagens uma melhor distribuicdo de
energia através das paredes do vaso de reacdo e o fato de ndo requerer adaptacao
especial para o frasco reacional. Apresenta como desvantagens o fato de que a
guantidade de energia fornecida para o frasco reacional ndo € facilmente
guantificavel, porque depende do tamanho do banho, do tipo de recipiente, da
espessura das paredes do recipiente e da posi¢cédo do frasco de reacdo no banho; o
dificil controle da temperatura do sistema, porque o0 equipamento tende a aquecer
guando usado por longos periodos; a temperatura do meio reacional € mais alta que
a temperatura do liquido no banho; e ndo operarem na mesma frequéncia, pois cada
fabricante produz equipamentos com frequéncias pré-determinadas (LUZ, 1998).
Tais aspectos afetam os resultados particularmente quando se tem a tentativa de

reproduzir os dados citados na literatura.
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2.5.2 Quantificacao e Identificacdo de Antocianinas

A quantidade de antocianinas presentes em frutas esta relacionada a fatores
climaticos, em particular a luz e a temperatura (MACHEIX et al. 1990). Assim, é
dificil fazer uma comparacdo de diferentes culturas de uma mesma fruta e mais

dificil ainda é fazer a comparacgé&o entre culturas e frutas diferentes (TERCI, 2004).

Ha diversos métodos descritos na literatura para quantificar antocianinas (totais
ou individuais), dentre os quais se destacam aqueles que envolvem: polarografia,
colorimetria, espectrofotometria, cromatografia em camada delgada e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (FAVARO, 2008; TERCI, 2004).

Vale destacar que dados de composicdo de extratos antocianicos de frutas néo
sao triviais, jA que, para uma mesma espécie vegetal, os tipos e proporcdes de
antocianinas presentes podem variar em funcdo de varios fatores como o clima,
época da colheita e caracteristica do solo. Neste contexto, o método do pH
diferencial para a quantificacdo de antocianinas totais representa uma das opc¢oes
mais vantajosas (CAMPOS, 2006).

Aspectos quantitativos podem ser inferidos pelas caracteristicas espectrais das
antocianinas. A quantidade total de antocianinas em um extrato bruto contendo
outros materiais fenolicos tem sido determinada principalmente  por
espectrofotometria, usando a medida da absorbancia da solucdo num dado
comprimento de onda. Isto é possivel por que as antocianinas tém uma banda de
absorcao tipica na regido do visivel, entre 490 e 550 nm. Esta banda esta distante
das bandas de absorcdo de outros compostos fendlicos, que apresentam uma

absorcdo maxima na regido do ultravioleta (FULEKI e FRANCIS, 1968).

Em muitos casos, um método simples pode sofrer interferéncias de produtos de
degradacdo de antocianinas ou de reacdes de perda da coloracédo. Nestes casos, o
método do pH diferencial e o subtrativo sdo os mais indicados para quantificar as

antocianinas e seus produtos de degradacéo (TERCI, 2004).

O método do pH diferencial vem sendo amplamente utilizado para a
guantificacdo de antocianinas. A proposta de Fuleki e Francis (1968) que
fundamenta o método do pH diferencial esta baseada na obtencdo de espectros das
solucbes em dois valores de pH, visto que com a alteracdo do pH, observam-se

transformagdes nas estruturas das antocianinas e, consequentemente, nas cores
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das solucdes onde estéo contidas (Jackman et al., 1987). As leituras sdo feitas em
dois comprimentos de onda, 510 nm, onde a absor¢cdo € méaxima e 700 nm, que
serve para corrigir eventuais espalhamentos de luz causados por particulas em
suspensao, que de acordo com Fuleki e Francis (1968), podem estar presentes em
extratos de frutas.

A identificacdo individual de antocianinas é possivel com o0 uso de técnicas
cromatograficas. Fatores de retencdo (Fr) obtidos por cromatografia em placa ou
papel — ou tempos de retencdo (Tr), quando se utiliza cromatografia em coluna —
obtidos experimentalmente sdo comparados com o0s reportados na literatura,
guardadas as devidas limitac6es de cada procedimento. Ha uma relacdo direta entre
a estrutura da antocianina e sua mobilidade cromatogréfica, sendo que a quantidade
de grupos hidroxilas, bem como o grau de metilacdo, acilagdo e o numero de
unidades de acucar ligadas a molécula, influenciam diretamente nos valores de
retencdo (JACKMAN et al.,, 1987). Segundo Goiffon et al. (1999), a mobilidade
cromatografica representada pelo valor de Fr ou Tr € a caracteristica mais

importante para se identificar uma antocianina.

Para a identificacdo de antocianinas em alimentos e plantas, dois procedimentos
podem ser utilizados: comparacdo direta, quando ha disponibilidade de material
padrdo, ou comparacao indireta, se nao houver material padréo. Neste caso, uma
comparacdo cuidadosa com os dados da literatura é aceitavel. A comparacao
indireta, embora seja um método sujeito a erros, é justificada pela falta de padrdes e
pelo trabalhoso procedimento para identificacdo de antocianinas (HARBORNE,

1998).

Como os alimentos sdo considerados uma matriz complexa, a cromatografia
tornou-se uma etapa indispensavel na andlise dos mesmos, tanto para remover
substancias interferentes, como para separar os compostos de uma mesma familia,
possibilitando sua identificacao individual (AUGUSTA, 2011).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacédo de componentes de
uma mistura complexa através do fracionamento desses componentes em duas
fases que estdo em contato intimo. Uma delas permanece estacionaria (FE), que
pode ser um solido, liquido ou gel; ja a outra move-se através da FE, chamada de

fase movel (FM), que percola através de uma coluna em uma direcdo definida.
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Durante a passagem da FM (geralmente um solvente organico, um gas inerte ou um
fluido supercritico), os componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas fases, de
tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, de acordo
com sua afinidade por ela e pela FM, o que resulta em migracdes diferenciais dos
diferentes componentes (CANUTO, 2011).

2.5.3 Atividade Antioxidante

Os vegetais, em particular as frutas, apresentam em sua constituicdo varios
compostos com agao antioxidante, os quais incluem o acido ascorbico, carotendides
e polifendis. A quantidade e o perfil destes fitoquimicos variam em funcao do tipo,
variedade e grau de maturacdo da fruta, bem como, as condi¢bes climaticas do
cultivo (LEONG e SHUI, 2002). A eficacia da acao antioxidante vai depender ainda,
da estrutura quimica e da concentracao destes fitoquimicos no alimento (MELO et
al., 2008).

N&o existe um método satisfatorio que consiga avaliar a atividade antioxidante
total de uma amostra visto que ela depende da técnica utlizada, do tipo e
concentracdo do substrato, dos constituintes presentes no extrato avaliado,
parametros metodologicos como tempo e temperatura do ensaio, fenbmeno de

particdo, fatores interferentes, dentre outros (BERTOLDI, 2006).

Segundo Robards (2003), os métodos espectrofotométricos in vitro mais usados
sdo o ensaio do DPPH radical (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), o teste do branqueamento

— caroteno e o método ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico).

Para fins deste projeto, somente o método do DPPH sera abordado. Tal método
se baseia na habilidade redutora dos antioxidantes, presentes na amostra, sobre o
DPPH, um radical organico estavel, através de uma reacdo de transferéncia de
elétrons, a qual € medida através do decréscimo da absorbancia a 515 nm (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

O radical DPPH é considerado um radical estavel a temperatura ambiente,
produz uma solucdo violeta quando adicionado ao etanol e tem sua absor¢éo
maxima em 517 nm. Quando esse composto recebe um elétron ou um radical
hidrogénio para se tornar mais estavel, sua absorcédo diminui. Esse processo pode

ocorrer de duas maneiras: processo direto ou processo de transferéncia de elétron,
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como apresentado na Figura 5 (OLIVEIRA, 2010):

DPPH* + RXH — DPPHH + RX*

(processo direto, separagéo do atomo)

DPPH* + RXH — DPPH™ + RXH*" — DPPHH + RX*

(processo de transferéncia de elétron)

Figura 5 — Processo da estabilizacdo do composto DPPH.

No processo direto o antioxidante (RXH) doa um hidrogénio para o radical
DPPH*, tornando-o estavel. Sendo o radical RX* relativamente estavel, ele nao
reage com os lipidios. No processo de transferéncia de elétron, primeiramente um
elétron é cedido para o radical DPPH* pela molécula do antioxidante e, em seguida,
€ cedido o hidrogénio, estabilizando o radical DPPH e formando o radical estavel
RX* (OLIVEIRA, 2010).

2.6 ConsideracOes Finais

Considerando o quadro de escassez de fontes utilizadas comercialmente e a
ampla distribuicdo desses compostos na natureza, torna-se necessario avaliar novas
fontes de antocianinas, buscando vegetais de menor valor agregado e de facil
disponibilidade. A busca por novas fontes, investigando vegetais comumente
encontrados pela populacdo ou de consumo cotidiano, permite também informar
acerca do teor de antocianinas presente nesses vegetais e incentivar 0 consumo

baseado nos beneficios advindos da ingestdo das antocianinas e seus antioxidantes.

Tomando como um conceito geral a otimizacdo de processos extrativos em
detrimento a crescente expansdo do mercado de produtos naturais, objetiva-se
extratos padronizados de antocianinas. A partir disso, alinham-se dois interesses
distintos da sociedade atual: o reaproveitamento de residuos industriais através de
procedimentos seguros e que garantam a qualidade do produto; e o consumo de
produtos compostos por ingredientes naturais que oferecam beneficios a saude

humana.
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3 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo demonstradas, através do esquema descritivo abaixo, as
etapas seguidas ao longo dos experimentos realizados neste estudo.

OBTENCAD JABUTICABA
LIOFILIZACAO WNITROGENIO LIQUIDOD
EXTRACAC
COMNVENCIONAL ULTRASSON
ETAMOL METAMOIL
| : )
QUANTIFICAZAO - ATIVIDADE
AMTOCIANINAS ANTIOXKIDANTE
| Y ]
IDENTIFICACAD
DAL

ANTOCIANINAS

v

CINETICA TEMPO
EXTRAGCAD
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3.1 Material Vegetal

Os frutos de Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foram obtidos entre os meses de
Dezembro de 2013 e Janeiro de 2014, de diferentes produtores da regido Noroeste
do Estado do Rio Grande do Sul.

3.2 Reagentes e Equipamentos

3.2.1 Reagentes

Etanol (Quimica Moderna), Metanol (Quimica Moderna), Acetona (Vetec),
Acetonitrila (Vetec), Acido Cloridrico (Vetec), Hidroxido de Sddio (Vetec), Solucéo de
DPPH (Sigma Aldrich), Hexano (Cinética), Butanol (Cinética), Acido Acético (Vetec),
Cloreto de Potassio (OHEMIS), Acetato de Sodio (Synth).

3.2.2 SolugBes Tampao

- Tampéo pH 1,0: Cloreto de potassio 0,2 mol L (1,5 g) + acido cloridrico 0,2 mol L
(1,7 mL);

- Tampdao pH 4,5: Acetato de sédio 2,0 mol L (16,5 g) + acido cloridrico 0,2 mol L
(1,7 mL).

3.2.3 Equipamentos

- Liofilizador Modulyo, Edwards;

- Embaladora a Vacuo 200B, Selovac;

- Freezer -80 °C MDF — U30865, Sanyo Ultra;

- pHmetro DM-22, Digimed;

- Shaker Incubadora 430 RDB, Nova Etica;

- Banho Ultrassom USC-1800A, Unique 3.8 L (Poténcia 132W);
- Centrifuga MPW-315R, Med. Instruments;

- Espectrofotdmetro 8453E, Agilent Technologies;
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3.3 Estabilizacdo do material vegetal

Os frutos foram acondicionados e levados para o laboratério para serem
despolpados, embalados a vacuo (-740 mmHg) em sacos de polietileno de baixa
densidade (espessura de 10 micras) e congelados em freezer a 80 °C negativos.

3.3.1 Liofilizag&o

A liofilizacdo consiste em um processo de separacdo por sublimagdo, onde a
agua ou a substancia aquosa é retirada como vapor do produto congelado passando
da fase sdlida para a fase gasosa (BORTOLATTO e LORA, 2011).

As cascas de jabuticaba foram retiradas do freezer e imediatamente
distribuidas em bandejas do liofilizador, onde permaneceram sob abrigo de luz por 5
dias, atingindo assim, valores de umidade em torno de 10 %. Assim que retiradas do
liofilizador, foram trituradas até apresentarem-se sob o0 aspecto de p0, oportunidade
em que foram peneiradas em peneira de aco inox - ASTM 10 — MESH/TYLER 9 —

Abertura 2 mm.

A conservacao do material em po6 foi feita sob temperatura ambiente (22+2 °C)

em frasco de vidro ambar e sob abrigo da luz.

3.3.2 Maceracgdo com Nitrogénio Liquido

As cascas de jabuticaba in natura foram retiradas do freezer e mergulhadas em
hexano, por 40 segundos, para retirada das ceras epicuticulares (PAROUL et al.,
2009), facilitando na maceracdo das cascas com nitrogénio liquido. Apds a
maceracdo o material vegetal foi submetido a extracdo convencional e em banho de

ultrassom.
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3.4 Extracao de Antocianinas Totais

3.4.1 Extracdo Convencional (maceracao)

A extracdo convencional (maceragédo) foi feita fixando a massa da casca
(liofilizada ou in natura macerada com nitrogénio liquido) em 10 g (base seca).
Foram escolhidos dois tipos de solventes, etanol e metanol, acidificados com &cido

cloridrico.

O efeito das variaveis independentes (volume do solvente = 100 a 250 mL, pH
= 1 a 3 e temperatura de extracdo = 14 a 40 °C) foi avaliado, empregando-se um
planejamento fatorial 23, com triplicata no ponto central (Tabela 1).

Tabela 1. Varidveis independentes e niveis estudados no planejamento fatorial 2° para

extracdo de antocianinas totais por maceracao (méetodo convencional).

Niveis
Variaveis Independentes* -1 0 1
Volume do solvente (mL) 100 175 250
pH 1 2 3
Temperatura (°C) 14 27 40

*Variaveis Independentes Fixas: tempo de extracdo (3 h), massa de casca liofilizada (10 g).

A extracdo foi realizada em agitador orbital (shaker) durante trés horas e sob

abrigo de luz.

Apés este periodo, o extrato foi centrifugado (10 min — 4000 RPM) a
temperatura ambiente e duas aliquotas de 10 mL foram retiradas, adicionadas em
dois baldes volumétricos de 50 mL e completados com solucdo tampéo pH 1,0 e

solucéo tampao pH 4,5, para posterior quantificacao.

A variavel dependente (resposta) foi a concentracdo de antocianinas totais

expressa em mg de antocianina por 100 g de material vegetal liofilizado.
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3.4.2 Extragcao Assistida por Ultrassom

O mecanismo para melhor extracdo utlizando ultrassom é atribuido ao
comportamento das bolhas formadas pela cavitagdo na propagacao das ondas, que
acontece quando a pressao negativa resultante dos ciclos de expansao/compressao
excede a tensdo superficial do liquido naquele ponto. O colapso das bolhas produz
efeitos que resultam no aumento da permeabilidade das paredes celulares,

melhorando o processo de difusdo e de transferéncia de massa (OLIVEIRA, 2010).

Ocorrendo a ruptura da parede celular, ocasionard a saida de compostos
aromaticos da célula, além de aumentar a eficiéncia da extracdo e/ou reducdo do

tempo de extragao.

Na extracdo assistida por ultrassom, as variaveis independentes avaliadas
foram frequéncia e temperatura de extracdo. A extracdo foi realizada somente com
metanol acidificado com &acido cloridrico (pH 1), empregando 10 g de casca
liofilizada e casca in natura macerada com nitrogénio liquido nas condicdes pré-

determinadas no planejamento experimental fatorial 22 (Tabela 2).

Tabela 2. Variaveis independentes e niveis estudados no planejamento fatorial 22 para

extracdo de antocianinas totais por ultrassom.

Niveis
Variaveis Indenendentes*
-1 0 1
Frequéncia (kHz) 16 28 40
Temperatura (°C) 14 27 40

*Variaveis Independentes Fixas: tempo de extracdo (1h), massa de casca (10g), volume de
solvente (100mL).

A extracdo foi realizada em banho de ultrassom durante uma hora e sob abrigo

de luz.

Apés este periodo, os extratos foram centrifugados (10 min — 4000 RPM) a
temperatura ambiente e duas aliquotas de 10 mL de cada um dos extratos foram
retiradas, adicionadas em dois baldes volumétricos de 50 mL e completados com

solucao tampao pH 1,0 e solugao tampéo pH 4,5 para posterior quantificacao.
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A variavel dependente (resposta) foi a concentracdo de antocianinas totais

expressa em mg de antocianina por 100g de material vegetal liofilizado.

3.5 Quantificacao de Antocianinas

Os métodos diferenciais tém sido os mais utilizados na determinagdo
guantitativa de antocianinas. Esses métodos se baseiam nas mudancas de
absorbancia resultantes da variacio do pH das solucbes e no fato das
caracteristicas espectrais dos produtos de degradacdo ndo serem alteradas por
mudancas no pH (LEIDENS, 2011).

O conteudo de antocianinas foi determinado utilizando o método do pH
diferencial de Giusti e Wrolstad (2001), sendo as medidas de absorbancias em
510 nm e 700 nm realizadas em pH 1,0 e pH 4,5 e expresso em mg de antocianina
por 100 g de amostra.

Segundo Favaro (2008), a medida em 700 nm é introduzida, em alguns
extratos de frutas, para corrigir efeitos de espalhamento da luz que ocorrem devido
as suspensdes coloidais; neste comprimento de onda a correcdo € tida como

eficiente e ndo ocorre absorcéo de antocianinas.

A absorbancia foi calculada a partir da equacéo 1:

A = (Asionm— A700nm)pH1 - (As1onm — A700nm)pH4,5 (1)

A concentracdo de antocianinass no extrato foi calculada utilizando a equacéao 2:

C=(AxMxD x100) x FD (2)
exL

Onde: C - concentracao de antocianinas (mg/100g); A — diferenca de absorbancia
calculada na equacéo 1; M — massa molar da cianidina-3-glicosideo = 449,2 g.mol;
D — diluicio da leitura em espectrofotébmetro; FD — fator de dilui¢do; € — absortividade

molar = 26900 L.molt.cm; L — caminho 6ptico da cubeta = 1 cm.
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3.6 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi apresentada em ICso, definido como a quantidade
de antioxidante necessaria para reduzir a concentragéo inicial de DPPH em 50 %.
Na presenca de antioxidantes, o radical DPPH recebe um elétron (ou hidrogénio),
tornando-se um composto mais estavel. Assim, sua absorbancia diminui. Esse
processo pode ser visto a olho nu pela descoloracdo da solugédo de DPPH com
extrato e através da utilizacdo de um espectrofotometro (OLIVEIRA, 2010).

Quanto menor o valor de ICso, maior a atividade antioxidante do produto, ou
seja, menor a quantidade de extrato que € necesséaria para inibir em 50 % a

atividade dos radicais livres.

A metodologia foi fundamentada na medida da absorc¢ao do radical 2,2 difenil-
1-picril hidrazil (DPPH) em 515 nm. A determinagdo da atividade antioxidante foi
realizada por método espectrofotométrico. A técnica constitui na incubacédo, por
10 min, de 500 pL de soluto contendo concentragdes crescentes da amostra (0,1 ;
0,25;05;0,75;1;1,25;5; 75 ; 10 mg/mL em etanol. No controle utilizou-se
500 yL de DPPH. Para cada diluicdo foi preparado um branco, utilizando as
diferentes concentracbes de amostra com o solvente. O percentual de captacdo do
radical DPPH foi calculado em termos de porcentagem da atividade antioxidante

(AA%) conforme equacéo 3:

AA% = 100 - (Absorb. Amostra — Absorb. Branco) x 100 (3)

Absorb. Controle

Apés a avaliacdo da faixa de concentracdo ideal, calculou-se a concentracao
de amostra necessaria para capturar 50 % do radical livre DPPH (ICso) por analise

de regressao.

3.7 Cinética da Extracao

Para determinar 0 menor tempo necessario para extracdo de antocianinas foi
realizado um estudo cinético nas melhores condicdes experimentais determinadas

nas etapas anteriores. As aliquotas de 1 mL foram retiradas durante a extracdo
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(maceracdo e ultrassom) nos tempos 0,5 h; 1,0h; 1,5h; 2,0 h; 2,5h; 3,0 h; 3,5 h;
4,0 h; 4,5 h e 5,0 h, onde avaliou-se a concentracdo de antocianinas em base seca.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

3.8 Identificacdo de Antocianinas

A identificacdo de antocianinas presentes nos extratos obtidos pelo método
convencional e pela extracdo assistida por ultrassom foi realizada por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) usando como eluente uma mistura de butanol:acido
acético:agua (4:1:5 vivlv), e a revelacdo foi feita com vapor de aménia,

transformando a coloragdo em azul.

Os fatores de retencédo (Fr) das antocianinas foram calculados pela razéao
entre a distancia percorrida pelo pigmento e a distancia total percorrida pela fase
mével (CAMPOS, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secédo estdo relatados os resultados obtidos ao longo da pesquisa,
complementados por graficos gerados através de andlise estatistica das etapas de
extracdo (convencional e em banho de ultrassom) e ensaios da capacidade
antioxitante dos extratos. Ao final de cada procedimento, o conjunto de resultados é

discutido em relacdo as observacdes obtidas neste experimento.

4.1 Otimizacdo dos Processos de Extracao

Dos solventes testados (acetona, acetonitrila, &gua, etanol e metanol), na etapa
preliminar, os melhores resultados de antocianinas totais foram obtidos ao utilizar
agua, etanol e metanol com teores de 137, 169 e 435 mg/100 g em base seca,
respectivamente. Desta forma, nas proximas etapas realizaram-se extracdes com

etanol e metanol.

4.1.1 Extracdo com Etanol

A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento fatorial 23 (valores reais e
codificados) das variaveis e a resposta em termos de antocianinas totais (mg/100g)
obtidas a partir da extragdo com etanol. Verifica-se que a condicdo experimental
relativa & maior concentracdo de antocianinas totais (169 mg/100g) foi encontrada
no ensaio 7 (volume de etanol de 100 mL, temperatura de 40°C e pH = 3,0). Estes
resultados podem ser melhor visualizados pelo grafico de pareto (Figura 6) que
descreve os efeitos estimados das variaveis estudadas no planejamento fatorial,

tratados estatisticamente.
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Tabela 3. Matriz do planejamento experimental 23 realizado com as respostas em termos

de antocianinas totais em etanol.

Variaveis Independentes*

Ensaios Volume Temperatura pH Antocianinas
(mL) °C) (mg/100g)
1 (-1) 100 (-1)14 (1)1 115
2 (+1) 250 (-1) 14 1)1 161
3 (-1) 100 (+1) 40 1)1 114
4 (+1) 250 (+1) 40 (-1)1 134
5 (-1) 100 (-1) 14 (+1) 3 40
6 (+1) 250 (-1) 14 (+1) 3 46
7 (-1) 100 (+1) 40 (+1) 3 169
8 (+1) 250 (+1) 40 (+1) 3 154
9 (0) 175 (0) 27 (0) 2 155
10 (0) 175 (0) 27 (0) 2 150
11 (0) 175 (0) 27 (0) 2 161

* Variaveis independentes fixas: tempo de extracdo (3 h) e massa de casca liofilizada (10g).
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Figura 6 - Gréafico de Pareto com os efeitos estimados das varidveis estudadas no

planejamento fatorial 2° da extragéo de antocianinas com etanol

Observou-se que em 3 horas de extracdo por maceragdo a temperatura e o pH
apresentaram efeitos significativos, sendo que a temperatura apresentou efeito

significativo (p<0,05) positivo e o pH negativo.

O efeito negativo encontrado para o pH indica que um deslocamento do nivel
de pH estudado para valores inferiores, resultaria em um aumento da concentracao
de antocianinas totais. Como o nivel inferior (-1) € o pH de 1,0, esta variavel foi
fixada no menor valor, pois valores inferiores a esse podem resultar, segundo Revilla
et al. (1998), em hidrdlise parcial das antocianinas aciladas e, conseqientemente,

na estimacao incorreta do total de antocianinas.

A temperatura é outro fator importante relacionado a estabilidade das
antocianinas porqgue a medida que se submete a solucdo de antocianinas a uma
temperatura significativamente superior a ambiente (25 °C), a sua degradacao é
maior. A estabilidade das antocianinas frente a temperatura € influenciada pelo grau
de acilacdo (LOPES et al., 2007). Em estudo sobre a estabilidade das antocianinas
em vinhos, Van Buren et al. (1968), relatam que os vinhos que continham pigmento

acilado mantiveram sua cor inalterada numa temperatura de até 50 °C.
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Lima et al., (2011), utilizando-se de maceracdo com etanol acidificado (HCI),
estudou duas variedades de jabuticaba, encontrando 159 e 206 mg/100 g (base
seca) nas variedades Paulista (Myrciaria caulifiora) e Sabara (Myrciaria jabuticaba),
respectivamente. Kato et al. (2012), em sistema convencional com etanol 60%,
acidificado com HCI até pH 2, obteve resultado igual a 203,67 mg/100 g para
antocianinas encontradas na uva (Vitis vinifera L.). Para cascas de jabuticaba
(Myrciaria ssp.) in natura, também em extracdo com etanol acidificado (HCl) e
temperatura em torno de 30 °C, Silva et al. (2010), relata valor de 48,06 mg/100 g de

conteudo antocianico total.

Essas variacOes podem ser explicadas em razao das diferentes condi¢cdes de
extracdo envolvidas, desde o solvente extrator utilizado, pH, temperatura, tempo de
extracdo e a relacdo da utilizacdo de casca seca ou in natura, até mesmo, as

diferentes regides e safras de colheitas da jabuticaba.

Na Figura 7, esta representada a leitura em espectrofotometro da melhor
condicdo da extracdo convencional com etanol, confirmando a maior absorbancia

em 510 nm, sendo que a faixa avaliada foi de 350 a 700 nm.

15

—G 1

pHAS

Figura 7 - Aspecto dos espectros de absorgdo eletrbnica das antocianinas (comprimentos
de onda de 350 a 700 nm), obtidos o dos extratos etandlicos (pH 1,0 e 4,5) da casca de

jabuticaba .
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Segundo Terci (2004), o espectro de absorcdo eletrénica das antocianinas é
caracterizado por duas bandas separadas, uma na regido do visivel (465 nm a
550 nm) e outra na regidao do ultravioleta (270 nm a 280 nm). No espectro
demonstrado pela Figura 7, essas absorcfes caracteristicas podem ser observadas,
em 510 nm, indicando a presenca deste grupo de pigmentos nos extratos etandlicos
de jabuticaba.

4.1.2 Extragdo com Metanol

A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados) das variaveis e a resposta em termos de antocianinas totais (mg/100 @)
obtidas a partir da extracdo com metanol. De acordo com a Tabela 4, o teor de
antocianinas dos extratos metanolicos variou de 274 a 435 mg/100 g de casca de
jabuticaba em base seca. Conforme relatado na literatura (TERCI, 2004), a utilizacao
de metanol proporcionou maiores teores de antocianinas, quando comparado a

extracdo com etanol (Tabela 3).

Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 2° (valores reais e codificados) e resposta em
termos de antocianinas totais, da extracdo com metanol.

Variaveis Independentes* .
Antocianinas

Ensaios

V(()rIT:JLn)]e Temp()oeé;;ltura pH mg/100g
1 (-1) 100 (-1) 14 -1 368
2 (+1) 250 (-1) 14 -1)1 341
3 (-1) 100 (+1) 40 -1)1 435
4 (+1) 250 (+1) 40 -1)1 407
5 (-1) 100 (-1) 14 (+1) 3 292
6 (+1) 250 (-1) 14 (+1) 3 274
7 (-1) 100 (+1) 40 (+1) 3 325
8 (+1) 250 (+1) 40 (+1) 3 295
9 (0) 175 (0) 27 0) 2 375
10 (0) 175 (0) 27 0)2 338
11 (0) 175 (0) 27 0)2 372

* Variaveis independentes fixas: tempo de extracdo (3 h) e massa de casca liofilizada (10g).
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A partir da Tabela 4 pode ser observado que a melhor resposta em termos de
extracdo de antocianinas (435 mg/100 g), foi obtida no ensaio 3 (volume de metanol
=100 mL, temperatura = 40 °C e pH = 1).

Os resultados da Tabela 4 foram tratados estatisticamente e os efeitos
absolutos estdo apresentados na forma de Grafico de Pareto (Apéndice 1). A Unica
variavel independente que apresentou efeito significativo (p<0,05) e negativo, dentro
da faixa estudada, foi o pH, segundo analise do gréfico de pareto (Apéndice I).

Soares et al. (2008), em estudo sobre as antocianinas contidas na casca da
uva (Niagara e Isabel) trabalhando com extracdo metandlica e acidificada (HCI),
também utilizando o método do pH diferencial, encontrou teores de antocianinas
variando de 7,02 e 82,15 mg/100g (base fresca) e 47,65 até 214 mg/100 g de

antocianinas em base seca para as duas variedades estudadas.

Para um extrato obtido da fruta fresca de jabuticaba, com metanol, acetona e
agua, o teor de antocianinas encontrado foi de 440 mg/gGAE (gramas equivalentes
a acido gélico) (RUFINO et al., 2010). Teixeira et al. (2008), em comparacao de
métodos para quantificacdo de antocianinas em diferentes frutas, relataram um
conteudo de 492 mg/100 g de antocianinas na casca da jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba), valor semelhante ao obtido no presente estudo (Tabela 4, ensaio 3), de

435 mg/100 g, também em extracdo utilizando metanol acidificado.

Terci (2004) destaca que a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) € uma fruta que
contém alto teor de antocianinas e que € preciso considerar que 0s pigmentos
naturais estdo presentes apenas na casca da fruta, enquanto que, quando
comparadas a outras espécies, como o0 jamboldo (386 mg/100g), a amora
(290 mg/100 g) e a uva (227 mg/100 g), as substancias sdo encontradas, também,

na polpa.

Através da analise de variancia (Apéndice 1) verificou-se que o coeficiente de
correlacdo obtido de 0,95 e o F calculado de 3,55 vezes maior que F tabelado,
permitiram validar estatisticamente (p<0,05) o modelo (Equacédo 4) e a construcao
de curvas de contorno, apresentados na Figura 8. Os parametros nao significativos

foram adicionados a falta de ajuste para analise de variancia (ANOVA).
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Concentracao de antocianinas totais (mg/100g) = 347,44 — 45,75(pH) 4)
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Figura 8 - Curvas de contorno para extracdo de antocianinas em funcdo de pH e

temperatura (A) e pH e volume de metanol (B), respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 8, valores de pH mais baixos (~1,0) e
temperaturas proximas a 40 °C (Figura 8A) levam a uma maior extracdo de
antocianinas no extrato metanélico. Pode-se observar ainda, que, niveis inferiores

de pH e volume de metanol (Figura 8B) maximizam a extracdo de antocianinas.

Considerando que os valores de pH alteram o espectro de UV dos extratos,
Bordignon et al. (2009), realizaram em seus estudos, leituras com o intuito de
verificar a influéncia do valor do pH da solucdo extrativa no teor de antocianinas
totais. Evidenciaram que a solucdo extrativa em pH 1,0 foi a mais eficiente para
extracdo de antocianinas em frutos de morangueiro (Fragaria x ananassa), ja que 0s
valores de absorbancia foram significativamente superiores aos demais. Em pH 1, o
teor de antocianinas encontrado foi de 76,60 mg/100 g, enquanto que em pH 4,5 foi

de apenas 7,48 mg/100 g.

Silva (2011), encontrou teores maximos de antocianinas em extracoes com
solucédo metanolica de 60 % a 80 % associadas a valores baixos de pH, ou seja, pH

mais acido. Concluindo que a reducdo do pH poderia se elevar a extracdo de
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antocianinas, compostos fenodlicos e atividade antioxidante dos sistemas e

confirmando o efeito significativo do pH na extracdo destes compostos.

Na extragdo convencional realizada com as cascas in natura maceradas em
nitrogénio liquido, encontrou-se valores de 328 mg/100 g para quantificacdo de
antocianinas. Mesmo apresentando valores inferiores aos obtidos com a casca
liofilizada, os resultados s&o similares ou superiores aos encontrados na literatura
(CAMPOS, 2006; TERCI, 2004; TEIXEIRA, 2008).

Na Figura 9, esta representada a leitura em espectrofotbmetetro da melhor
condicdo da extragao convencional com metanol, confirmando a maior absorbéancia

em 510 nm, sendo que, a faixa estudada foi de 350 a 700nm.
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Figura 9 - Aspecto dos espectros de absorgdo eletrénica das antocianinas (comprimentos
de onda de 350 a 700 nm), obtidos dos extratos metandlicos (pH 1,0 e 4,5) da casca de

jabuticaba .

Sondheimer e Kertz (1948), observaram gque antocianinas dissolvidas em meio
alcodlico apresentam espectros diferentes dos daquelas dissolvidas em meio
aquoso. Em seus estudos com morangos, eles observaram que, em meio alcodlico,
0 Amax das antocianinas de seus extratos estava aparecendo em 520 nm, enquanto

gque em meio aquoso em 500 nm.
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4.2 Extragcao Assistida por Ultrassom

A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados) das variaveis (frequéncia = 16 a 40 kHz e temperatura =14 a 40 °C) e a
resposta em termos de antocianinas totais (mg/100 g) obtidas da extragdo com
metanol em sistema ultrassonico. Baseando-se nos resultados obtidos a partir da
extragdo convencional, o volume do solvente metanol foi fixado em 100 mL,

guantidade de casca liofilizada de 10 g, tempo de extracédo de 1 horaeo pH=1,0.

Tabela 5. Matriz do planejamento experimental 22 realizado com a resposta em termos de

antocianinas totais extraidas com metanol e banho de ultrassom.

Variaveis Independentes*

Ensaio Frequéncia Temperatura Antocianinas
(mg/100g)
(Khz) (°C)
1 (-1) 16 (-1) 14 147
2 (+1) 40 (-1) 14 172
3 (-1) 16 (+1) 40 251
4 (+1) 40 (+1) 40 354
5 (0) 28 (0) 27 169
6 (0) 28 (0) 27 179
7 (0) 28 (0) 27 160

* Variaveis independentes fixas: volume de solvente (100 mL), pH (1,0), tempo de

extracdo (1 h) e massa de casca liofilizada 10 g.

De acordo com a Tabela 5, o teor de antocianinas obtidas dos diferentes
ensaios variou de 147 a 354 mg/100 g nas cascas de jabuticaba em base seca. Na
extragcdo com ultrassom, o maior valor de antocianinas totais encontrado foi de
354 mg/100 g, inferior ao encontrado na extracao convencional, mas em um menor
tempo de extracdo, apenas uma hora. Valores similares (367 mg/100 g) foram
reportados por Santos (2010), com cascas de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e

utilizando banho de ultrassom.
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Chen et al. (2007), testaram o ultrassom na extragdo de antocianinas em
framboesa, os resultados obtidos sugeriram que o tempo de extracdo e o poder
ultrassénico possuem efeito significativo no total de antocianinas. Com o uso do
ultrassom, conseguiram reduzir significativamente o tempo de extracdo, em relacao
ao meétodo convencional, obtendo resultados semelhantes e/ou 0 mesmo contetdo

de antocianinas.

Os resultados da extracdo de antocianinas em ultrassom mostrados na
Tabela 5 foram tratados estatisticamente e estdo apresentados na forma de Grafico
de Pareto (Figura 10).

15,04569

6,733734

Efeito estimado (Valores absolutos)

Figura 10 - Gréafico de Pareto com os efeitos estimados das varidveis estudadas no

planejamento fatorial 2% da extracéo de antocianinas com metanol em sistema ultrassoénico.

Como pode ser observado na Figura 10, tanto a temperatura como também a
frequéncia tém interferéncia significativa (p<0,05) e positiva no teor de antocianinas
extraidas com metanol em sistema ultrassdnico, mostrando que aumentando estas
duas variaveis maximizaria 0 processo extrativo, no entanto, a frequéncia maxima

atingida pelo banho de ultrassom utilizado € de 40 kHz.

Em sintese, quando o procedimento extrativo € realizado com casca in natura

macerada em nitrogénio liquido, o maximo valor obtido foi de 345 mg/100 g e ao
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comparar com a extracdo convencional (328 mg/100 g), o rendimento é similar,
porém o sitema ultrassénico apresenta vantagem em funcdo do menor tempo de

extracao.

Na Figura 11, esta representada a leitura em espectrofotdmetetro da melhor
condicao da extragdo ultrass6nica com metanol, onde a faixa estudada foi de 350 a

700 nm, mostrando a maior absorbancia em 510 nm.
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Figura 11 - Aspecto dos espectros de absorcdo eletrdnica das antocianinas (comprimentos
de onda de 350 a 700 nm), obtidos dos extratos metandlicos (pH 1,0 e 4,5) da casca de

jabuticaba associado ao sistema ultrassénico.

Neste estudo, os espectros obtidos em espectrofotdmetro tem fins apenas de
demonstrar os picos de absorbancia maxima de antocianinas, em extratos alcodlicos
e/ou metandlicos, em cada condicdo extrativa. Favaro (2008), testou a quantificacédo
direta de antocianinas individuais a partir de medidas de absorbancia em UV-VIS,
obtendo indicacbes sobre as estruturas das antocianinas, através de padrbes

comerciais.
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4.3 Atividade antioxidante

4.3.1 Extratos obtidos do Sistema Convencional

4.3.1.1 Extrato Etandlico

Os resultados obtidos apés a determinacao da atividade antioxidante do extrato
com etanol em diferentes concentracdes estdo representados na Tabela 6. Os
valores encontrados demonstram que o0 percentual antioxidante do extrato com
etanol aumenta proporcionalmente as diferentes concentracdo adicionadas,
atingindo o valor maximo de 39 % de atividade antioxidante para a concentracdo de
2,5 mg/mL.

Tabela 6. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do extrato etandlico obtido da extracédo

convencional.
Concentracdes Atividade Antioxidante

(mg/mL) (%)

0,075 4,3

0,1 5,6

0,25 6,7

0,5 8,5

0,75 12,3

1 19,7

2,5 38,7

Apés a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relacao
a atividade antioxidante, tracou-se a equacédo da reta e determinou-se o0 ICso do

extrato etandlico obtido do sistema convencional, como mostra a Figura 12.
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¥ = 14,285x + 3,1152
R? = 0,98655
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Figura 12 - Curva de Calibracdo da Atividade Antioxidante (%) da Extracdo Convencional

com Etanol.

A correlacéo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracgéo utilizada (Y =
14,285 x + 3,1152) com R? = 0,98655 forneceu um ICso de 0,3 mg/uL para o extrato

obtido através da extracdo convencional com etanol.

Katalini¢ et al. (2010) a partir de um extrato de casca de uva Merlot seca
obtido de uma extracdo convencional com solucdo etanol/agua teve resultados de
ICs0 de 0,2 mg/uL. J& Campos et al. (2008), apresentaram valores de ICso de

0,5 mg/uL para extrato Soxhlet de bagaco desidratado de Cabernet sauvignon.

4.3.1.2 Extrato Metanolico

Os valores que foram obtidos com a determinacado da atividade antioxidante do
extrato de metanol em diferentes concentracdes estdo representados na Tabela 7.
Os resultados demonstram que o percentual antioxidante do extrato com metanol
aumenta proporcionalmente as diferentes concentracdo adicionadas, atingindo o

valor maximo de 93% de atividade antioxidante para a concentracédo de 2,5 mg/mL.
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Tabela 7. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do extrato metandlico obtido do sistema

convencional.

Concentracdes Atividade Antioxidante

(mg/mL) (%)

0,25 18,7

0,5 33,2

0,75 47,0

1 54,4

2,5 92,9

ApoOs a identificacdo da faixa de concentragdo com aumento linear em relagao
a atividade antioxidante, tracou-se a equacao da reta e determinou-se o0 ICso doO

extrato metandlico, como mostra a Figura 13.
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Figura 13 - Curva de Calibragéo da Atividade Antioxidante da Extracdo Convencional com

Metanol.

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracéo utilizada (Y =
31,008 x + 18, 227) com R? = 0,96245 forneceu um ICso de 0,1 mg/uL para o extrato

obtido através da extracdo convencional com metanol.
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Reynertson et al. (2006), em seus estudos sobre compostos antioxidantes e
anti-cancer presente em frutas tropicais, verificou que o extrato metandlico de
jabuticaba apresentou forte atividade antioxidante no ensaio DPPH (ICso =
0,35 mg/uL) e em estudo posterior, com mesmo ensaio, apresentou ICso de
0,19 mg/uL (Reynertson et al., 2008).

4.3.1.3 Maceracgao da casca com nitrogénio liqguido e extragdo com metanol

Na Tabela 8 estédo representados os resultados obtidos apds a determinacdo
da atividade antioxidante do extrato metandlico, obtido do sistema convencional de

cascas maceradas com nitrogénio liquido, em diferentes concentragées.

O valor maximo atingido foi de 91 % de atividade antioxidante para a
concentracéo de 2,5 mg/mL. Demonstrando que o percentual antioxidante do extrato

metanolico aumenta proporcionalmente as diferentes concentragcéao adicionadas.

Tabela 8. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do extrato metandélico de cascas

maceradas com nhitrogénio liquido.

Concentracdes Atividade Antioxidante
mg/mL) (%)
0,25 19,6
0,5 24,9
0,75 39,5
1 48,8
2,5 91,0

Apés a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relacéo
a atividade antioxidante, uma equacao da reta foi tracada e assim determinou-se o
ICso do extrato metandlico, da casca macerada com nitrogénio liquido, como

mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Curva de Calibracdo da Atividade Antioxidante de extrato metandlico obtido da

extragdo convencional com metanol de cascas in natura maceradas com nitrogénio liquido.

A correlacéo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracéo utilizada (Y =
31,841 x + 12,944) com R? = 0,9865 forneceu um ICso de 0,2 mg/uL para o extrato
metanolico obtido através da extracdo convencional com casca macerada em

nitrogénio liquido.

Comparando-se o0s resultados obtidos nos testes com a extracdo
convencional, os valores de ICso mantiveram-se lineares, mas, assim como nos
valores da quantificacdo de antocianinas, a atividade antioxidante se mostrou maior
para o extrato da casca de jabuticaba liofilizada e submetida a extracéo

convencional com mentanol.

4.3.2 Extratos obtidos da extragdo em Sistema UltrassOnico

4.3.2.1 Extrato Metanolico

Os resultados obtidos apos a determinacéo da atividade antioxidante do extrato
com metanol apds extracdo em banho de ultrassom em diferentes concentracdes

estao representados na Tabela 9.
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Os resultados demonstram que o percentual antioxidante do extrato com
metanol aumenta proporcionalmente as diferentes concentracdo adicionadas,
atingindo o valor maximo de 46 % de atividade antioxidante para a concentracdo de

1 mg/mL.

Tabela 9. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do extrato metandlico obtido do banho

de ultrassom.

Concentracdes Atividade Antioxidante
(mg/mL) (%)
0,1 5,8
0,25 16,2
0,5 29,2
0,75 39,3
1 46,1

Apos a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relacéo
a atividade antioxidante, tracou-se a equacao da reta e determinou-se o0 ICso do

extrato com metanol, como mostra a Figura 15.
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Figura 15 - Curva de Calibragcdo da Atividade Antioxidante do Extrato Metandlico obtido da

extracdo em Sistema Ultrassonico.
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A correlagéo entre a atividade antioxidante (%) e a concentragéo utilizada (Y =
44,547 x + 4,1733) com R? = 0,97597 forneceu um ICso de 0,1 mg/uL para o extrato
metandlico obtido através da extracdo ultrassénica.

Oliveira (2010), obteve para seus extratos ultrassbnicos de bagaco de uva
Syrah desidratados valor de 1Cso de 0,2 mg/uL.

4.3.2.2 Maceracao da casca com nitrogénio liquido e extragdo com metanol
Os resultados obtidos apés a determinacéo da atividade antioxidante do extrato
metandlico, de cascas macerada com nitrogénio liquido, em diferentes

concentragdes estao representados na Tabela 10.

Os resultados demonstram que o percentual antioxidante do extrato com
metanol aumenta proporcionalmente as diferentes concentracdo adicionadas,
atingindo o valor maximo de 77% de atividade antioxidante para a concentracdo de

5 mg/mL.

Tabela 10. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do extrato do banho de ultrassom de

cascas maceradas com nitrogénio liquido.

Concentracdes Atividade Antioxidante
(mg/mL) (%)
0,25 15,0
0,5 20,4
0,75 23,3
1 25,2
2.5 55,3
5 77,3

Apés a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relacao
a atividade antioxidante, tracou-se a equacdo da reta e determinou-se o ICso do
extrato metanolico, de cascas maceradas em nitrogénio liquido, como mostra a

Figura 16.
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Figura 16 - Curva de Calibracdo da Atividade Antioxidante do extrato metandlico obtidos do

sistema ultrassonico de cascas in natura maceradas com nitrogénio iquido.

A correlacéo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracéo utilizada (Y =
13,394.x + 13,778) com R? = 0,97223 forneceu um ICso de 0,3 mg/uL para o extrato
metanolico obtido através da extracdo ultrassOnica de cascas macerada nitrogénio

liquido.

Em sintese, tanto para quantificacdo de antocianinas totais, como para
valores de atividade antioxidante (ICso), a extragdo convencional com metanol a
partir de cascas liofilizadas se mostrou mais eficiente em termos quantitativos,

seguido da extracdo ultrassénica com extrato metandlico de cascas liofilizadas.

4.4 Cinética da extracao

As Figuras 17 e 18 apresentam a curva cinética de extracdo das antocianinas
totais em sistema convencional e ultrassénico, empregando como solvente o

metanol.

Em relacdo ao processo extrativo em sistema convencional e com solvente
metanol, a Figura 17 mostra teor maximo extraido de antocianinas totais (435
mg/100 g) e melhores resultados em um tempo de 3 horas. Ja para a extracao
ultrassbnica, também com solvente metanol, o maximo de antocianinas ( ~354

mg/100 g) extraidas ocorre em menor tempo, apenas 1 hora (Figura 18). Isso é
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atribuido ao potencial de penetracdo das ondas de ultrassom nas paredes celulares

da amostra.

460

Antocianinas (mg/100g)

30m 1h 1h30m 2h 2h30m 3h 3h30m ah 4h30m 5h

Tempo

Figura 17 - Cinética de extracdo de antocianinas totais em sistema convencional

empregando metanol.

340

220

Antocianinas (mg/100g)

180

______________________________‘

30m 1h30m 2h 2h30m 3h 3h30m ah &h30m 5h

-
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Figura 18 - Cinética de extracdo de antocianinas totais em sistema ultrassénico

empregando metanol.
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A curva de extracdo pode ser utilizada na determinagdo de parametros de
processo, como tempo de extragdo, caracterizacdo das etapas de extragdo e
determinacéo da solubilidade, entre outros fatores (SILVA, 2004).

Observa-se na extracdo de antocianinas, que ha variaveis como o tipo de
solvente, a concentracdo, o pH, a temperatura e o tempo de extracdo. Estas
varaveis ndo atuam isoladamente, e o efeito de cada uma delas deve ser avaliado
em conjunto, considerando as condi¢cdes de cada estudo e principalmente a fonte de
antocianinas, uma vez que a facilidade de extracdo ndo é a mesma para as

diferentes matrizes vegetais (SILVA, 2011).

Segundo Brunner (1994), a curva da cinética de uma extracao depende dos
parametros de processo e dos fendbmenos que ocorrem durante O processo
extrativo, e, devido a influéncia dos mais diversos fatores nesse resultado final é que
seu uso para comparacao de extracOes de diferentes materiais e de diferentes
equipamentos se torna bastante limitado, mas as informa¢cdes que pode fornecer
sdo Uteis para comparar uma seérie de experimentos testes dentro de um mesmo

estudo.

4.5 Identificacédo de antocianinas

Na Tabela 11 estdo demonstrados os resultados (Fr) obtidos de forma
experimental neste estudo, comparados com resultados da literatura (HARBORNE,
1958). A partir da cromatografia por camada delgada foi possivel a identificacdo de
trés tipos de antocianinas provaveis, a delfinidina-3-glicosideo, a cianidina-3-
glicosideo e a peonidina-3-glicosideo, tanto no extrato metandlico obtido do sistema

convencional, como no extrato ultrassonico.

Tabela 11. Antocianinas identificadas por cromatografia em camada delgada dos extratos
metandlicos da casca de jabuticaba.

Fase Movel Fg(literatura)* Fgr(experimental) Antocianinas Identificadas

0,26 0,27 0,25 delfinidina-3-glicosideo
BAA 0,38 0,36 0,38 cianidina-3-glicosideo
0,41 0,43 0,42 peonidina-3-glicosideo

* HARBORNE (1958); TERCI (2004); BAA - Butanol:acido acético:agua (4:1:5, VIiV/v),
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(A) (B)

Figura 19 - Cromatografia por Camada Delgada (CCD) dos extratos antocianicos da

extracdo convencional (A) e assistida por ultrassom (B).

Terci (2004), obteve resultados significativamente semelhantes aos deste
trabalho, aplicando a cromatografia em camada delgada para extratos de jabutica e
amora, foi possivel separar e identificar as antocianinas devido a diferenca dos
valores de Fr encontrados pela autora e entdo comparados aos dados encontrados
em literatura. Também encontrou para seus extratos de jabuticaba os mesmos trés
tipos de antocianinas descritos neste estudo dos extratos metanolicos (sistema

convencional e ultrassonico) da casca de jabuticaba.
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

4.1 Conclusodes

Os resultados obtidos permitiram maximizar 0S processos extrativos de

antocianinas e definir condigbes operacionais dos mesmos. A seguir, detalha-se as

principais conclusdes obtidas no presente estudo:

Os solventes etanol e metanol, em material vegetal liofilizado, se mostraram

mais eficientes para extracao de antocianinas totais.

A maxima concentracao de antocianinas ( 435 mg/100 g base seca) extraidas
com metanol em sistema convencional foi ao utlizar 100 mL de metanol,
pH=1,0, 10 g de casca liofilizada, temperatura 40 °C e 3 horas de extracdo. O
extrato metandlico, obtidos nestas condi¢cdes, também apresentou a maior

atividade antioxidante - ICso (0,2 mg/ pL).

Ao utilizar o sistema ultrassonico de extracdo com o metanol, o teor maximo de
antocianinas totais foi de 354 mg/100 g (base seca) e atividade antioxidante
(ICs0) de 0,3 mg/ yL, na frequéncia de 40 kHz, temperatura de 40 °C, 100 mL de

solvente, pH = 1,0, 10 g de casca liofilizada e tempo de extracdo de 1 hora.

Nos extratos foram caracterizadas com provaveis antocianinas a delfinidina-3-

glicosideo, a cianidina-3-glicosideo e a peonidina-3-glicosideo.

4.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Elenca-se algumas sugestdes para trabalhos futuros:

Realizar estudos de purificacdo e quantificacdo das antocianinas dos extratos

por técnicas cromatograficas;

Estudos de estabilidade das antocianinas, por técnicas de encapsulamento e

secagem,

Para fins de aplicacdo em alimentos, sugere-se extracdo com solventes de grau

alimenticios (exemplo: etanol e outros);
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Efeito estimado (Valores absolutos)

Fontes de Somas de Graus de Quadrados F
Variacao Quadrado Liberdade Médios Calculado
Regresséo 23157,750 6 3859,63 9,12
Residuo 1692,97 4 423,244
Falta de Ajuste 848,31 2
Erro Puro 844,67 2
Total 24850,73 10

correlagédo: R = 0,95






