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RESUMO - A extracdo assistida por ultrassom (US), técnica ndo convencional, vem sendo utilizada na obtencdo de
compostos bioativos. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a extracdo de fendis totais da casca de
Jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg). Empregou-se a metodologia de planejamento de experimentos visando
maximizar a extracdo pelo US de fenois totais, variando o tempo (11,55 a 138 min) e a temperatura (16,67 a 53,3 °C) de
extragdo, mantendo fixas a granulometria (1 mm), volume de etanol acidificado pH 1 (250 mL), amplitude da poténcia
(40 %), relacdo sélido-etanol (1:25, m/v) e quantidade de cascas liofilizadas (10 g, umidade de ~3,5 %). Um modelo
codificado de segunda ordem permitiu maximizar a extragdo de fendis totais (129,01 mg.gt) com tempo de extracéo de
75 min de extragdo e temperatura de 48 °C.
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1 INTRODUCAO

Os residuos ou subprodutos da indistria de processamento de alimentos sdo excelentes candidatos para a
producdo comercial de uma gama diversificada de compostos nutracéuticos, que contribuem para a reducéo de residuos
(NAZIR et al., 2019). Recentemente, aten¢do especial foi apontada para esses subprodutos e o desenvolvimento de novos
produtos com valor de mercado (CASTRO-MUNOZ et al., 2020; TORRES-VALENZUELA; BALLESTEROS-
GOMEZ; RUBIO, 2020).

A Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é a fruta da Plinia sp., conhecida popularmente como jabuticabeira, € uma
arvore frutifera nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae tém ocorréncia principalmente no sul e sudeste do pais
(NEVES et al., 2018; QUATRIN et al., 2019). A Jabuticaba é rica em vitamina C e minerais, especificamente potassio e
calcio (COSTA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015; NEVES et al., 2018) e uma grande variedade de compostos
fendlicos, incluindo flavonoides, antocianinas, taninos, acidos fenolicos, bem como polifenéis menos conhecidos como
depsidos (WU; LONG; KENNELLY, 2013). Na casca da jabuticaba é que se concentram grande nimero desses
compostos fendlicos (LAMAS et al., 2018).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas
simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante (ANGELO; JORGE, 2007). Os principais compostos
fendlicos comumente encontrados em vegetais podem ser classificados de acordo com o tipo e o nimero de anéis fendlicos
(SOUZA, 2017) e de uma forma geral dividem-se em flavonoides (polifendis) e ndo-flavonoides (fendis simples ou
acidos) (SILVA et al., 2010).

O processo de extracdo permite que 0s componentes sejam extraidos e caracterizados (SASIDHARAN et al.,
2011; ZHANG; LIN; YE, 2018). O método de extragdo deve ser cuidadosamente pensado para garantir o sucesso da
extracdo dos compostos de interesse a serem isolados (AZMIR et al., 2013). Nos Gltimos anos, as crescentes preocupagées
com o meio ambiente e a expansdo da “quimica verde” estimularam o desenvolvimento de técnicas de extracdo mais
ecoldgicas para substituir os métodos convencionais de extracdo com o objetivo de aumentar a extracdo de compostos
bioativos em uma escala maior (SHARMILA et al., 2016; ROCCHETTI et al., 2019). A extracéo assistida por ultrassom
é uma técnica usada para a extracdo e recuperagdo de ingredientes bioativos de fontes naturais, mas com menor consumo
de solventes (WEN et al., 2018; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020). Por isso, 0 US é considerado um método
economicamente vidvel (CHEMAT et al., 2017; TROJANOWSKA et al., 2019).

O meio para a propagacao das ondas sonoras de ultrassom pode ser solido, liquido ou gas, que ocorrem como
uma série de ciclos de expansdo e compressdo, uma caracteristica que distingue essas ondas das ondas eletromagnéticas.
Os dois principais fendmenos fisicos que ocorrem durante a extracao de amostras de plantas por ondas de ultrassom séo
(1) ruptura na parede celular e (1) liberagdo dos componentes celulares internos apos a quebra das paredes celulares
(YAHYA; ATTAN; WAHAB, 2018); YUAN et al., 2019).

As fortes forgas fisicas do bombardeamento acUstico trabalham em conjunto com o solvente empregado para
rapidamente romper e desintegrar a parede celular do material vegetal, liberando e dissolvendo assim maiores quantidades
dos compostos bioativos, esse efeito promove uma maior taxa de transferéncia de massa entre o soluto e o solvente (GIL-
CHAVEZ et al., 2013; RENARD, 2018). Os principais parametros que afetam o rendimento da extracdo por ultrassom
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sdo o tipo de solvente e a temperatura (TROJANOWSKA et al., 2019). Dependendo do solvente usado, podesses

diferentes resultados de extracdo (TROJANOWSKA et al., 2019). O etanol, obtido a partir de uma fonte renovavel (Can

de-aglcar), produzido em biorrefinaria, é acessivel e € classificado como solvente GRAS (geralmente reconhecido com

seguro), sendo adequado para ser o solvente em uma extracao de abordagem de quimica verde (RODRIGUES et al., 2015;

DE MEJIA et al., 2020), além de ser ideal para extrair os constituintes polares e semi-polares (ALTEMIMI et al., 2017).

Baseado no exposto, o objetivo foi maximizar a extracdo da casca da Jabuticaba Sabara (Myrciaria cauliflora

(Vell.) O. Berg) pelo método de ultrassom, avaliando os efeitos das variaveis independentes (tempo e temperatura),
empregando a metodologia de planejamento de experimentos, na extracdo de fendis totais.

2 MATERIAL E METODOS

A jabuticaba da cultivar Sabara, espécie Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg foi adquirida de diferentes
produtores da regido Noroeste do RS/Brasil, coletadas nos meses de dezembro de 2018 e janeiro de 2020. Os frutos foram
despolpados manualmente. As cascas (300 g) foram acondicionadas em embalagens de polietileno de baixa densidade
(espessura de 10 um, marca Premium Pack), seladas a vacuo (-740 mmHg) e armazenadas em ultra-freezer (marca
SANYO, modelo: MDF-U3086S) a temperatura de -80 °C. As cascas congeladas foram distribuidas em bandejas do
liofilizador (marca Edwards, modelo Modulyo), onde permaneceram sob o abrigo de luz por aproximadamente 5 dias,
atingindo valores de umidade proximos a 3,5 %. As cascas de jabuticaba na forma de pd foram armazenadas em frasco
de vidro &mbar com tampa veda rosca e acondicionado a temperatura ambiente, sob abrigo da luz.

No processo de extracdo de flavonoides da casca da jabuticaba foi utilizado um banho ultrassénico (marca
UNIQUE, modelo USC-1800A), com frequéncia de 40 kHz, poténcia méaxima do US de 123 W e volume méximo de 3,8
L. Realizaram-se extrac6es com US empregado metodologia de planejamento de experimentos — Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22, onde as variaveis independentes de estudo foram o tempo (11,55 a 138 min) de ultrassom
e a temperatura (16,87 a 53,3 °C) e os respectivos niveis foram baseados em dados da literatura (HENTZ, 2015;
PAULETTO, 2016) e testes preliminares. As varidveis independentes fixas foram a concentragdo massa:etanol pH 1 (1:25
g:mL), granulometria da casca de jabuticaba (1 mm — 16 Mesh) e poténcia do ultrassom (52,8 W), ambas definidas por
testes preliminares. A variavel dependente (resposta) foi a concentragdo de flavonoides (mg.100 g2).

Baseado nos resultados do planejamento de experimentos, novos ensaios foram realizados deslocando os niveis
de temperatura (55, 60 e 65°C), tempo de contato de 75 min, poténcia do ultrassom de 52,8 W, concentracdo de 1:25
(9:mL) e granulometria de 1 mm, visando maximizar a extracéo.

Apos as extragBes as amostras foram submetidas a filtragdo a vacuo em papel filtro 26-44 yum (0,2 mm). O
filtrado foi removido e reservado em refrigerador (marca Electrolux, modelo DC47) em frasco de vidro &mbar, ao abrigo
da luz (ndo ultrapassando 24 h ap0s extracao).

Os fenois totais foram determinados pelo método de Folin-Denis, conforme descrito por Bernardes et al. (2011)
com algumas modificagdes, o qual envolve a redugdo do reagente por compostos fenélicos da amostra com a formacéo
de um complexo azul no qual a sua intensidade aumenta linearmente a 760 nm. O extrato da casca da jabuticaba foi
diluido adicionando 1 ml de amostra em baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com agua destilada. Em
tubos de ensaio adicionou-se 1,0 mL de amostra diluida, 0,5 ml do reagente de Folin (2 mol.L) e 2,5 mL de 4gua
destilada. Apds agitar os tubos e aguardar 1 min, adicionou-se 1 ml da solugéo de carbonato de sddio 20 % (m/v) e agitou-
se novamente por 30 s. Deixar a mistura descansar por 10 min em local escuro. Registrou-se a absorbancia em
espectrofotdmetro (marca PRO-ANALISE, modelo UV-1600 Epectrophotometer), a 760 nm. Os resultados foram
calculados utilizando-se uma curva padrao de acido gélico (5 a 60 pg.mL™) (SWAIN; HILLIS, 1959).

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através da metodologia de planejamento de experimentos
e pela analise de variancia (ANOVA), seguidos de teste de Tukey e/ou teste de ¢’student (p < 0,05), com auxilio do
software Statistica, verséo 5.0 (StatSoft, Inc., USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a matriz (valores reais e codificados) do planejamento DCCR 22 com as variaveis
independentes estudadas (tempo e temperatura) e a respectiva resposta em termos de fendis totais (mg.gt) obtidas a partir
da extracdo por US. A maior concentragéo de fendis totais foi de 133,19 mg.g! (Ensaio 4) com tempo de extragdo de
120 min e temperatura de 48 °C.
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Tabela 1 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 (valores codificados e reais) e respo

fendis totais.

VARIAVEIS INDEPENDENTES* RESPOSTA
Ensaios X1 X2 Fendis totais (MgGAE.g?)
1 -1 (30) -1 (22) 71,02
2 +1 (120) -1(22) 63,57
3 -1 (30) +1 (48) 129,01
4 +1 (120) +1 (48) 133,19
5 0 (75) 0(35) 62,52
6 0 (75) 0 (35) 61,06
7 0 (75) 0 (35) 62,10
8 -1,41 (11,55) 0 (35) 50,12
9 +1,41 (138) 0 (35) 70,67
10 0 (75) -1,41 (16,67) 54,65
11 0 (75) +1,41 (53,3) 101,69

*X1= tempo (min), X,= Temperatura (°C). Varidveis independentes fixas: concentragdo massa:etanol pH 1,0 (1:25 g:ml), granulometria da casca de

jabuticaba (1,00 mm - 16 Mesh) e poténcia do ultrassom (52,8 W).

Os resultados dos fendis totais (Tabela 1) foram tratados estatisticamente. Estes resultados podem ser melhor
visualizados pelo grafico de pareto (Figura 1), no qual verifica-se que o tempo, a temperatura e a interagdo das variaveis

tiveram uma influéncia significativa (p<0,05) positiva sobre os fendis totais.

Figura 1 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) das variaveis independentes estudadas no

planejamento DCCR para a extragdo por ultrassom em relagdo aos valores obtidos de fendis totais (NgGAE.g™Y).

(2)Temperatura (°C)(L) -

 |o1,00

Temperatura (°C)(Q)

Tempo (min)(Q)

(1)Tempo (min)(L)

2L 7

p=,05

Efeitos estimados (Valor absoluto)

Como a temperatura e tempo tiveram efeitos (p<0,05) positivos, novos ensaios foram conduzidos aumentando a
faixa de temperatura de extracdo (48, 55, 60 e 65 °C), mantendo-se fixo o tempo de 75 min, e outro ensaio isolado foi

realizado fixando a temperatura de 48 °C e tempo de 120 min (Tabela 2).
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Tabela 2 - Teor de fendis totais obtidos na extracao assistida por ultrassom nas temperaturas de 48, 55, 60 e 6586
tempo de extracdo de 75 min, e a 48°C e 120 min.

Temperatura (°C) Tempo (min) Fenois totais** (mgGAE.g?)
48 75 129,012 + 2,26
48* 120 133,192+ 1,41
55 75 84,37° + 0,42
60 75 72,99+ 0,61
65 75 65,939+ 0,21

*Ensaio 4: melhor condicéo de extragdo (Tabela 1). **Média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca
significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1, embora o grafico de Pareto tenha demostrado tendéncia
de incremento da extracdo de fendis com o aumento de temperatura e tempo, ele ndo foi constatado nos ensaios, pois ha
um decréscimo dos fendis a medida que se aumenta a temperatura. Além disso, a0 aumentar o tempo de extracdo para
120 min e temperatura de 48 °C, ndo ha incremento significativo (p>0,05) ao comparar com o tempo de extracdo de 75
min, ndo justificando o aumento do tempo de extracao.

Rufino et al. (2010), ao analisarem a quantidade de compostos fendlicos totais em diferentes frutos (em matéria
seca), fizeram a classificacdo desses teores em trés categorias: baixo (<1000 mgGAE.100 g*), médio (1000 a 5000
mgGAE.100 g?) e alto (>5000 mgGAE.100 g*). As cascas da jabuticaba classificam-se com nivel alto apresentando
13319 mgGAE.100 g* na melhor condicdo de extracdo (Ensaio 4 — Tabela 1). Sendo ainda maior que o camu-camu
(11615 mgGAE.100 g?) e a acerola (10280 mgGAE.100 g?') (RUFINO et al., 2010). Os mesmos autores ainda
apresentaram que a jabuticaba inteira (casca + polpa em base seca) teria 3587 mgGAE.100 g, mas este trabalho demostra
que somente a casca possui 73 % mais fenois totais.

O método convencional de extracéo aplicado por Haminiuk et al. (2011), extragdo por agitagcdo em um misturador
rotativo com etanol 40 % por 1 h, extraiu 92 % menos fendis totais (9,55 mgGAE.g™?) da jabuticaba, que o método por
ultrassom (133 mgGAE.g1).

Reynertson et al. (2008) e Santos; Veggi; Meireles (2010), também, testaram o ultrassom para extracdo de
fendlicos da casca da jabuticaba, em conjunto com os solventes metanol acidificado e etanol com pH neutro (20 °C),
obtendo-se 31,60 e 26,33 mgGAE.g™, respectivamente. A baixa concentragdo de fendlicos extraida ndo se remete ao
ultrassom, mas aos solventes e condi¢fes utilizadas nestes estudos, pois 0 método de ultrassom aplicado no presente
estudo extraiu 75 % e 79 % mais fenois totais (Tabela 1). Segundo Trojanowska et al. (2019) os principais pardmetros
que afetam o rendimento do ultrassom s&o o tipo de solvente e a temperatura e foram esses fatores que fizeram a diferenca
na extracdo dos fendis totais neste estudo. Isso comprova que o uso de etanol acidificado (pH 1,0), na temperatura proxima
a 50 °C e tempo de extracdo de 75 min, aumenta a extracdo de fendis totais (ONGKOWIJOYO; LUNA-VITAL,;
GONZALEZ DE MEJIA, 2018).

O ultrassom aplicado neste estudo, comparado com a extragdo supercritica com CO, extraiu 88 % mais de fenois
totais da casca da jabuticaba (SANTOS; MEIRELES, 2011) e quando comparado ao método de extra¢do aquosa (extragdo
em agua a 100 °C) estudado por Lenquiste et al. (2015) extraiu 72 % mais fendis. Esses dados comprovam que 0 uso de
etanol acidificado unido ao ultrassom intensificou a extracdo de compostos fenolicos da casca da jabuticaba.

Segundo Plaza et al. (2016), 27,6 g de casca de jabuticaba oferecem 1,25 g de fendis totais. Mas os estudos
obtidos neste trabalho comprovam que a casca da jabuticaba possui quase 3 vezes mais fendis totais, apresentando
3,67 g de fendis totais em 27,6 g de casca.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram maximizar o processo extrativo de fendis totais da casca da jabuticaba e definir
condi¢Oes operacionais para a extragdo com ultrassom, sendo que as melhores condicGes foram de 75 min e temperatura
de 48 °C, obtendo-se um teor de fendis totais de 133,19 mg.g*, na poténcia de 40 %, granulometria da casca de jabuticaba
de 1 mm, propor¢do massa seca/solvente (etanol acidificado em pH 1,0) de 1:25 (g:mL).

O ultrassom mostrou-se ser uma técnica alternativa e eficiente na extracdo de fendis totais da casca de jabuticaba.
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