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RESUMO — A Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg € nativa do Brasil e fornece um fruto conhecido como jabuticaba e
sua casca apresenta alto teor de compostos fenolicos. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a extracéo
de flavonoides da casca de Jabuticaba aplicando extracdo assistida por ultrassom (US). Empregou-se a metodologia de
planejamento de experimentos visando maximizar a extracdo pelo US de flavonoides variando o tempo (11,55 a 138 min)
e a temperatura (16,67 a 53,3 °C) de extracdo, mantendo fixas a amplitude da poténcia (40 %), relacdo s6lido-etanol (1:25,
m/v), quantidade de cascas liofilizadas (10 g, umidade de ~3,5 %), granulometria (1 mm) e volume de etanol acidificado
pH 1 (250 mL). Um modelo codificado de segunda ordem permitiu maximizar a extra¢do assistida por US obtendo-se um
teor maximo de 700,94 mg.100g™ de flavonoides nas condi¢des préximas de 48 °C e 75 min de extracéo.

Palavras-chave: Antioxidantes. Compostos fendlicos. Planejamento experimental. Subproduto. Ultrassom.

1 INTRODUCAO

A valorizacdo de subprodutos para obter compostos de alto valor agregado tem sido o foco de uma extensa
pesquisa na Ultima década (TORRES-VALENZUELA; BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO, 2020). Por razdes
econdmicas, as fontes preferidas sdo os coprodutos do processamento de frutas e hortalicas, pois sdo baratos e possuem
compostos bioativos de interesse (RENARD, 2018).

A Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg é nativa do Brasil e fornece um fruto tipico conhecido como jabuticaba
que ¢ amplamente consumido principalmente na parte sudeste deste pais. Essa fruta tem sido chamada de “super fruta”,
principalmente na inddstria de alimentos (BAILAO et al., 2015). A casca de jabuticaba é um subproduto e apresenta alto
teor de compostos bioativos, como acidos fenélicos, flavonoides e antocianinas, normalmente considerados como residuo
alimentar (BARROS et al., 2019). Embora ndo sejam extensivamente consumidas, os principais polifendis da jabuticaba
concentram-se na casca (PLAZA et al., 2016; QUATRIN et al., 2019).

Os flavonoides sdo encontrados em vegetais, sementes, frutas e bebidas. Mais de 7000 flavonoides foram
identificados e considerados substancias com uma acdo benéfica para a salde humana, particularmente de multiplos
efeitos positivos devido a sua acio antioxidante e de eliminagao de radicais livres (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020).

Os flavonoides isoquercitrina, querceritrina, quercitrina, mirricitrina, quercitina e rutina foram identificadas na
Myrciaria cauliflora (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008; RUFINO et al., 2010). Flavonoides como rutina,
quercetina e isoquercetina sdo considerados inibidores da a-glucosidase. A inibi¢do da a-glucosidase impede a absor¢éo
de glicose e consequentemente reduz os niveis de glicose no sangue p6s-prandial. Dessa forma, a jabuticaba possui a¢éo
antidiabética pela presenca destes compostos (CARO-ORDIERES et al., 2020).

H4& o interesse da extracdo de compostos bioativos das cascas da jabuticaba (RODRIGUES et al., 2015) e no
desenvolvimento de novos produtos com propriedades antioxidantes (MAZZARINO et al., 2018). A industria
farmacéutica prevé um futuro promissor do uso de flavonoides em doengas inflamatérias, aumentando a porcentagem de
pureza dos compostos, otimizando sua formulag&o, a fim de obter maior estabilizac&o in vivo e visar a biodisponibilidade
tecidual, prolongando seu efeito terapéutico (CARO-ORDIERES et al., 2020). Atualmente os agentes antioxidantes
sintéticos mais usados como hidroxitolueno butilado e hidroxianisole butilado foram associados a efeitos prejudiciais a
salde humana. Portanto, a busca por antioxidantes eficazes e ndo toxicos de origem natural é altamente desejavel
(MAZZARINO et al., 2018).

Mas para que possam ser usadas como aditivos alimentares, esses compostos exigem um processamento de
extracdo e matéria-prima disponivel (VIEIRA et al., 2018). A casca da jabuticaba precisa ser processada, sendo necessaria
a extracdo dos compostos fendlicos para facilitar a sua aplicacdo (SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2010). O procedimento
de extracdo é de grande importancia (PATIL et al., 2009), pois o crescente interesse em polifendis derivados de plantas
estimula a busca continua por técnicas modernas de extracdo verdes e economicamente vidveis. Até o momento, o
desenvolvimento de um método padrdo Unico para a extracao eficiente e rapida de polifendis, a partir de matrizes vegetais,
ainda é um desafio, devido as limitacfes de varios métodos convencionais de extragdo. As técnicas modernas, representam
abordagens promissoras para superar essas limitac@es, permitindo aplicacdes de amplo alcance e em escala industrial, em
mercados globais emergentes (AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017).
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A extracao assistida por ultrassom é uma técnica de extracdo aprimorada, eficiente e passivel de automagi
aplicacdo permite tempos de extracdo mais curtos, consumo reduzido de solventes organicos, economia de energla
reducdo de custos (PLAZA et al., 2016; GALLEGO; BUENO; HERRERO, 2019; QUATRIN et al., 2019). A excepciona
eficiéncia de extracdo do US esta relacionada ao fendmeno chamado cavitacdo acUstica, que se refere a criacdo, progressao
e quebra de bolhas (AZMIR et al., 2013; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020; LAMEIRAO et al., 2020). Quando o US é
aplicado a superficie dos materiais, as bolhas de cavitacdo colapsam assimetricamente e geram um micro jato rapido em
direcdo a superficie dos materiais. O micro jato produzido pelo colapso de bolhas de cavitacdo que causa a descamacéo
da superficie, a erosdo, a quebra das paredes celulares e a exsudacdo do contetido celular, de modo que varios compostos
podem ser extraidos de plantas naturais (WEN et al., 2018; MACHADO et al., 2019) e aumentando o rendimento de
extracdo quando comparado ao método tradicional (TROJANOWSKA et al., 2019).

A capacidade antioxidante e o perfil de compostos bioativos podem ser consideravelmente afetados pelas
condi¢Bes de extracdo como temperatura, pressao, frequéncia, tempo de sonicacdo e poténcia ultrassdnica. A otimizagédo
dessas varidveis é importante para garantir o maior rendimento de extragdo com o menor custo e consumo de energia
possiveis (ESCLAPEZ et al., 2011; GIL-CHAVEZ et al., 2013; YAHYA; ATTAN; WAHAB, 2018).

Baseado no exposto, o objetivo foi otimizar a extracdo da casca da Jabuticaba Sabard (Myrciaria cauliflora
(Vell.) O. Berg) pelo método de ultrassom, avaliando os efeitos das varidveis de processo (tempo e temperatura) visando
maximizar a extracdo de flavonoides.

2 MATERIAL E METODOS

A jabuticaba da cultivar Sabard, 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 pm, 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 préximos a 3,5 %. As cascas de jabuticaba na forma de p6 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 varidvel dependente (resposta) foi a concentragdo de flavonoides (mg.100 g1).

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 extracBes 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 apos extracdo).

O conteldo de flavonoides de cada amostra foi determinado pelo método espectrofotométrico (GARRIDO;
ORTIZ; POZO0, 2013). Uma aliquota de 0,5 mL das amostras, diluidas 1:5 (v/v) foram transferidas para tubos de ensaio,
onde adicionou-se 4,3 mL de etanol a 70 % (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10 % (m/v) e 0,1 mL de acetato de
potassio a 10 % (m/v). O branco foi realizado com etanol 70 % e nitrato de aluminio 10 %. As amostras permanecem em
repouso por 40 min, ao abrigo da luz, a 22°C (+2°C) e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (marca PRO-
ANALISE, modelo UV-1600 Epectrophotometer) a 415 nm. A quantificacio foi baseada em curva padro de quercentina
(10 a 200 pg.mL* de quercetina) e os resultados foram expressos em mg equivalente de quercetina por 100 g de extrato
seco.

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, versdo 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 resposta em flavonoides (mg.100 g*) obtidas a partir da extracdo por
US. A maior concentracdo de flavonoides foi de 945,21 mg.100g™* (Ensaio 3), com tempo de extragdo de 30 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 resposté‘ 0
flavonoides totais. '

VARIAVEIS INDEPENDENTES* RESPOSTA

Ensaios X1 X2 'E:ggi%%';f)s
1 -1 (30) -1 (22) 333,51
2 +1 (120) -1(22) 429,26
3 -1 (30) +1 (48) 945,21
4 +1 (120) +1 (48) 923,94
5 0 (75) 0 (35) 664,63
6 0 (75) 0 (35) 657,54
7 0 (75) 0 (35) 661,85
8 -1,41 (11,55) 0 (35) 388,15
9 +1,41 (138) 0 (35) 638,15
10 0 (75) -1,41 (16,67) 374,14
11 0 (75) +1,41 (53,3) 796,55

*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 flavonoides (Tabela 1) foram tratados estatisticamente e a Tabela 2 os efeitos das variaveis. A
Equacdo 1 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve o teor de flavonoides em funcéo das varidveis
independentes (tempo e temperatura). O modelo foi validado pela analise de variéncia, onde se obteve um coeficiente de
correlacdo de 0,92 e F calculado 1,21 vezes maior que o valor do F tabelado (5,05), o qual permitiu também a construgéo
da superficie de resposta e/ou curva de contorno, apresentadas na Figura 1.

Tabela 2 - Efeitos das varidveis, erro padréo, t(2) e p do DCCR 22 para extra¢do de flavonoides.

Efeitos Erro padréo t(2) p
Media 660,90 2,06 320,66 0,000010
(1) Tempo (min) (L)* 107,06 2,52 42,34 0,000557
Tempo (Q) -93,61 3,01 -31,03 0,001037
(2) Temperatura (°C) (L)* 426,76 2,52 168,81 0,000035
Temperatura (Q) -20,98 3,01 -6,95 0,020041
1L.2L -58,51 3,56 -16,38 0,003702
*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).
F = 660,90 + 53,53X; — 46,80X? + 213,38X, — 10,49X2 — 29,25X,.X, (D)

Onde, F: Flavonoides (mg.100 g1), Xi: tempo (min) e X,: Temperatura (°C).

Analisando a superficie de reposta e curvas de contorno (Figura 1) verifica-se a existéncia de uma regido 6tima
para extracdo de flavonoides, prdxima a 75 min e temperatura maior que 48 °C. A faixa 6tima de temperatura para extracao
dos flavonoides encontra-se no limite superior estudado.

Para validar a tendéncia do aumento da temperatura apresentado no modelo, o qual sugere que aumentando a
temperatura aumentar-se-ia a concentracdo de flavonoides. Desta forma, novos ensaios foram realizados empregando
maiores temperaturas (48, 55, 60 e 65 °C) e fixando o tempo (75 min), sendo que os teores de flavonoides sdo apresentados
na Tabela 3. Observou-se que 0 aumento da temperatura reduziu o teor de flavonoides, sendo que na temperatura de
55 °C a concentracdo de flavonoides foi 41 % menor, quando comparado a 48 °C. A partir dos resultados obtidos nos
testes adicionais de validacdo, fixou-se a temperatura na faixa préxima a 48 °C e tempo de 75 min, como recomendada
nos ensaios do planejamento.
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Figura 1 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em fungéo do tempo e da temperatura para a extr
flavonoides (mg.100 g*) com US.
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Tabela 3 — Teor de flavonoides obtidos na extracdo assistida por ultrassom nas temperaturas de 48, 55, 60 e 65 °C e
tempo de 75 min.

Temperatura (°C) Flavonoides** (mg.100g1)

48* 945,212 + 3,76
55 557,32 £ 2,16
60 359,769 + 3,29
65 457,46° + 1,52

*Ensaio 3: melhor condigdo de extracdo (Tabela 3). ** média + desvio padréo; letras diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca
significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

A quercetina é um dos flavonoides presentes na casca da jabuticaba (CARO-ORDIERES et al., 2020). A
degradacéo térmica da quercetina foi estudada por Wang; Zhao (2016), com valores de 0,245 h* a 50 °C e 1,42 h' a
65 °C (pH 6,8), indicando que na temperatura de 65 °C, a taxa de degradagao foi 6 vezes maior que a 50 °C.

Haminiuk et al. (2011) para extrair compostos fenélicos da jabuticaba, aplicaram o método convencional por
agitacdo em um misturador rotativo e extrairam apenas 31,6 mg.100g™*, uma concentracdo de flavonoides quase 97 %
menor que ao obtido no presente estudo (945,21 mg.100g™?), indicando que o sistema ultrassonico é eficaz na extracdo de
compostos fendlicos.

Lenquiste et al. (2015) utilizando 70 % de metanol e tempo de sonicac¢éo de 10 min, na extragdo de flavonoides
da casca da jabuticaba, obteve uma concentracdo de flavonoides de 759,00 mg.100g™, uma concentracdo
aproximadamente 33 % inferior aos resultados do presente estudo (945,21 mg.100g™).

O uso de etanol acidificado (pH 1,0) como solvente auxiliou no aumento da taxa de extracdo de flavonoides.
Segundo Anand David; Arulmoli; Parasuraman (2016) a quercetina é insoltvel em agua fria, pouco soltvel em agua
guente e altamente soltvel em élcool e lipidios. Buchner et al. (2006) demonstraram que ocorre uma forte degradacao de
flavonoides sob condic8es basicas e oxidativas fracas, também, identificaram que em pH &cido, os flavonoides mantém-
se estaveis e resistentes a degradagio térmica. Segundo Momi¢ et al. (2007), a quercetina, um dos flavonoides majoritarios

da casca de jabuticaba, encontra-se na sua forma neutra ou com carga elétrica positiva, em pH inferior a 5,0. Altemimi et
al. (2017) ressaltam que os solventes utilizados na extracdo devem ter a mesma polaridade do soluto de interesse.

4 CONCLUSAO

A maxima a extragdo de flavonoides da casca da jabuticaba obtida por processo assistido com ultrassom foi de
945,21 mg.100g%, na poténcia de 40 %, granulometria da casca de 1mm, proporgdo massa seca/solvente (etanol
acidificado em pH 1,0) de 1:25 (g:mL), tempo de extracdo de 75 min e temperatura de 48 °C.

A extracdo assistida por ultrassom é uma técnica de extracdo promissora para recuperacdo de compostos

fendlicos da casca de jabuticaba, permitindo tempos de extragao curtos e agregando valor a um subproduto abundante no
Brasil.
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