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RESUMO - A Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg é nativa do Brasil e fornece um fruto
conhecido como jabuticaba e sua casca apresenta alto teor de compostos fendlicos. Neste contexto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a extracdo de antocianinas 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 antocianinas 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
solido-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 extracdo assistida por US obtendo-se um teor maximo de 700,94 mg.100g™* de antocianinas
totais nas condicdes proximas de 48 °C e 75 min de extracdo.

Palavras-chave: Compostos fenolicos, Maximizacao, Recuperacao, Pigmento natural.

ABSTRACT — Myrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg is native to Brazil and provides a fruit known
as jabuticaba and its bark has a high content of phenolic compounds. In this context, the objective of the
present work was to evaluate the extraction of anthocyanins from the bark of Jabuticaba using
ultrasound-assisted (US) extraction. The experiment planning methodology was used in order to
maximize the extraction of anthocyanins by US, varying the extraction time (11.55 to 138 min) and
temperature (16.67 to 53.3 °C), keeping the potency amplitude fixed. (40%), solid-ethanol ratio (1:25,
m/v), quantity of freeze-dried husks (10 g, ~3.5% moisture), particle size (1 mm) and acidified ethanol
volume pH 1 (250 mL). A second-order coded model allowed us to maximize the US-assisted extraction,
obtaining a maximum content of 700.94 mg.100g* of total anthocyanins in conditions close to 48 °C and
75 min of extraction.

Keywords: Phenolic Compounds, Maximization, Recuperation, Natural pigment.

| DESENVOLVIMENTO DE
PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube - UFTM - IFTM 1



1. INTRODUCAO

Os residuos ou subprodutos da industria de processamento de alimentos sdo excelentes candidatos
para a producdo comercial de uma gama diversificada de compostos nutracéuticos, que contribuem para
a reducdo de residuos (NAZIR et al., 2019). Recentemente, atencdo 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 Mpyrciaria cauliflora (Vell.) O. Berg é nativa do Brasil e fornece um fruto tipico conhecido
como jabuticaba que é amplamente consumido principalmente na parte sudeste deste pais. Essa fruta
tem sido chamada de “super fruta”, principalmente na industria de alimentos (BAILAO et al., 2015). A
casca de jabuticaba € um subproduto e apresenta alto teor de compostos bioativos, como &cidos
fendlicos, 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, dentre 0s quais encontram-se a cianidina-3-O-glucésido e delfinidina-3-O-
glucosideo, principais antocianinas encontradas nesta fruta (QUATRIN et al., 2019).

Para que as antocianinas possam ser usadas como aditivos alimentares, 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 € de grande importancia
(PATIL et al., 2009), pois o crescente interesse em polifenois derivados de plantas estimula a busca
continua por técnicas ndo convencionais de extracdo. Até o momento, o desenvolvimento de um método
padrdo Unico para a extracdo eficiente e rapida de polifendis, a partir de matrizes vegetais, ainda € um
desafio, devido as limitagbes de varios metodos convencionais de extracdo. As técnicas néo
convencionais, representam abordagens promissoras para superar essas limitacbes, permitindo
aplicacbes de amplo alcance e em escala industrial, em mercados globais emergentes (AMEER;
SHAHBAZ; KWON, 2017).

A extracdo assistida por ultrassom é uma técnica de extracdo aprimorada, eficiente e passivel de
automacao. Sua aplicacdo permite tempos de extragdo mais curtos, consumo reduzido de solventes
organicos, economia de energia e reducdo de custos (PLAZA et al., 2016; GALLEGO; BUENO;
HERRERO, 2019; QUATRIN et al., 2019). A excepcional eficiéncia de extracdo do US esta relacionada
ao fenbmeno chamado cavitacdo acustica, que se refere a criacdo, progressdo e quebra de bolhas
(AZMIR et al., 2013; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020; LAMEIRAO et al., 2020).

Os compostos fenolicos podem ser consideravelmente afetados pelas condi¢cfes de extracdo como
temperatura, pressdo, frequéncia, tempo de sonicacdo e poténcia ultrassbnica. A otimizacdo dessas
varidveis é importante para garantir o maior rendimento de extracdo 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 Sabara (Myrciaria
cauliflora (Vell.) O. Berg) pelo método de ultrassom, avaliando os efeitos das variaveis de processo
(tempo e temperatura) visando a méaxima recuperacao de antocianinas.
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2. MATERIAL E METODOS

A jabuticaba da cultivar Sabarda, 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 médios de umidade de 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 antocianinas da casca da jabuticaba foi utilizado um banho
ultrassdnico (marca UNIQUE, modelo USC-1800A), com frequéncia de 40 kHz, poténcia maxima do
US de 123 W e volume maximo de 3,8 L. Realizaram-se extragdes 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 variaveis independentes fixas foram a concentracdo 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 concentracdo de
antocianinas (mg.100 g™2).

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 (g:mL) e granulometria de 1 mm, visando a méaxima recuperacao de
antocianinas.

Apos as extracOes as amostras foram submetidas a filtracdo a vacuo em papel filtro 26-44 pum
(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 conteddo de antocianinas de cada amostra foi determinado pelo método diferencial de pH
proposto por Jiang et al. (2018) e De Oliveira et al. (2018). Uma aliquota de amostra de antocianina foi
misturada com tamp&o pH 1,0 (mistura das solucdes de cloreto de potassio 0,2 mol.L e &cido cloridrico
0,2 mol.LY) e uma aliquota misturada com tampdo pH 4,5 (mistura das solugdes de acetato de sédio
2,0 mol.L"t e &cido cloridrico 0,2 mol.L™?), atingindo o volume total de diluicio desejado para a amostra.
As leituras da absorbancia das amostras do extrato de jabuticaba Sabard foram medidas em 2 pHs (1,0 e
4,5) para dois comprimentos de onda distintos (520 nm e 700 nm).

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através da metodologia de planejamento de
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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 antocianinas totais (mg.100 g2)
obtidas a partir da extragdo por US. A maior concentracio de antocianinas foi de 700,94 mg.100g*
(Ensaio 3), com tempo de extragdo de 30 min e temperatura de 48°C.

Tabela 1 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 (valores codificados e reais) e resposta em
antocianinas totais

VARIAVEIS INDEPENDENTES* RESPOSTA
ENSAIOS %, %, Antocianinas Totais

(mg.100g?)
1 -1 (30) -1 (22) 152,96
2 +1 (120) -1 (22) 186,69
3 -1 (30) +1 (48) 700,94
4 +1 (120) +1 (48) 570,43
5 0 (75) 0 (35) 538,96
6 0 (75) 0 (35) 538,54
7 0 (75) 0 (35) 538,12
8 -1,41 (11,55) 0 (35) 308,09
9 +1,41 (138) 0 (35) 495,12
10 0 (75) -1,41 (16,67) 349,42
11 0 (75) +1,41 (53,3) 685,49

*X;= tempo (min), X,= Temperatura (°C). Variaveis independentes fixas: concentracdo 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 das antocianinas totais (Tabela 1) foram tratados estatisticamente e a Tabela 2 0s
efeitos das variaveis. A Equacdo 1 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve o
teor de antocianinas em funcdo das variaveis independentes (tempo e temperatura). O modelo foi
validado pela andlise de variancia, 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 construcdo da superficie de
resposta e/ou curva de contorno, apresentadas na Figura 1.

AT = 538,76 + 20,93X, — 83,15X2 + 176,22X, — 24,87X2 — 41,06X,.X, 1)
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Onde, AT é o teor de antocianinas totais (mg.100 g1), X1 é o tempo (min) e X, a temperatura (°C).

Tabela 2 - Efeitos das variaveis, erro padréo, t(2) e p do DCCR 22 para extragdo de antocianinas totais

Efeitos Erro padréo 1(2) p
Média 538,76 0,241 2235,29 0,0000001
(1) Tempo (min) (L)* 20,92 0,147 141,59 0,0000500
Tempo (Q) -83,14 0,176 -471,39 0,0000050
(2) Temperatura (°C) (L)* 176,22 0,147 1192,13 0,0000010
Temperatura (Q) -24,87 0,176 -141,03 0,0000500
1L.2L -41,05 0,208 -196,70 0,0000260
*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Figura 1- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcdo do tempo e da temperatura para a
extracdo com ultrassom de antocianinas totais (mg.100 g™).
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Analisando a superficie de reposta e curvas de contorno (Figura 1) verifica-se a existéncia de uma
regido 6tima para extracdo de antocianinas, préxima a 75 min e temperatura maior que 48 °C. A faixa
Otima de temperatura para extracdo das antocianinas 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 antocianinas, novos ensaios foram
realizados empregando maiores temperaturas (48, 55, 60 e 65 °C) e fixando o tempo (75 min), sendo que
os teores de antocianinas sdo apresentados na Tabela 3. Observou-se que 0 aumento da temperatura
reduziu o teor de antocianinas, sendo que na temperatura de 55 °C a concentracdo de antocianinas foi
21% menor, quando comparado a 48 °C. A partir dos resultados obtidos nos testes adicionais de
validacdo, fixou-se a temperatura na faixa proxima a 48 °C e tempo de 75 min, como recomendada nos
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ensaios do planejamento.

Tabela 3 - Teor de antocianinas totais obtidos na extracdo assistida por ultrassom nas temperaturas de 48, 55, 60 e 65
°C e tempo de 75 min.

Temperatura (°C) Antocianinas totais** (mg.100g?)
48* 700,942 + 4,13
55 547,16° + 1,27
60 169,48° + 0,83
65 52,59 + 0,83

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

Em comparagdo aos métodos convencionais de extragdo de antocianinas da jabuticaba, utilizando
etanol como solvente, estudados por Haminiuk et al. (2011), Hentz (2015) e Pauletto (2016), a
concentracdo de antocianinas obtida pelo método de extracdo estudado neste trabalho foi 51%, 53% e
80% maior, respectivamente. Comparando com os estudos de Hentz (2015) e Rufino et al. (2010), que
usaram metanol como solvente, a extracao por ultrassom extraiu 37% e 91% mais antocianinas.

Métodos de extracdo simples que alcangcaram uma concentracdo de antocianinas da jabuticaba
maior a obtida na melhor condigdo deste trabalho (700,94 mg.100g™?): Leite-Legatti et al. (2012) (4%) e
Zhang et al. (2018) (29%), alcancaram o seu alto teor de antocianinas em 12 h e 24 h de extracdo,
respectivamente. O elevado tempo de extracdo € o que torna esses métodos menos eficientes que a
extracdo por ultrassom (tempo de extracdo 75 min) segundo Trojanowska et al. (2019), que afirma que
uma extracdo eficiente tem por vantagem a reducdo do tempo de extracdo diminuindo também o
consumo de energia. A diminuicdo do tempo de extracdo causada pelo uso do ultrassom reduz o dano
causado as antocianinas durante o processo (CHEN et al., 2017).

Lenquiste et al. (2015) estudou a extracao simples aquosa, que utiliza como solvente apenas a agua
fervente, para extrair antocininas da casca da jabuticaba. O tempo de extracdo deste método € baixo (30
min) e é considerado ambientalmente seguro por usar apenas agua para extracdo. Mas mesmo sendo um
método a se considerar, ele extraiu 42% menos antocianinas da casaca da jabuticaba que o ultrassom
aplicado neste trabalho (700,94 mg.100g™). Esse efeito também foi identificado por Oancea; Stoia;
Coman (2012) que obtiveram maior teor de antocianinas com etanol a 50% (148,51 mg.100g™),
enquanto o menor foi obtido com agua (3,24 mg.100g1). Outras desvantagens do método aquoso s&o o
alto consumo de agua, numa proporc¢do de 1:50 (m:v) e a taxa de degradacdo das antocianinas a 100 °C
(14,64.10 2 minY) (TURTURICA et al., 2018).

A extracdo assistida por ultrassom também foi mais eficiente na extracdo de antocianinas que
outras tecnologias como a extragcdo supercritica com CO2 e a extracdo enzimatica, ja estudadas, e
consideradas avancadas para extracdo de compostos bioativos. A concentracdo de antocianinas da
jabuticaba obtida pelo método utilizando ultrassom empregado neste estudo foi 50% maior, que as da
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extracdo supercritica com CO: supercritico (BOHN et al., 2014; PIES, 2017 e VEGGI; SANTOS;
MEIRELES,2011). A extracdo enzimatica, também, foi menos eficiente que o ultrassom, onde Miranda
(2019) conseguiu extrair apenas 216,76 mg.100g™ de antocianinas da casca da jabuticaba empregando a
enzima celulase por 3 h de extracdo, quase 70% menos que as extraidas por ultrassom.

4. CONCLUSAO

A méxima a extracdo de antocianinas totais da casca da jabuticaba obtida por processo assistido
com ultrassom foi de 700,94 mg.100g?, na poténcia de 40%, granulometria da casca de 1mm, proporcao
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 extragdo promissora para recuperacao de
compostos fendlicos da casca de jabuticaba, permitindo tempos de extracdo curtos e agregando valor a
um subproduto abundante no Brasil.
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