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RESUMO

Evidéncias cientificas sugerem que compostos fenolicos obtidos através
da dieta sdo responsaveis pelos beneficios a salide como: aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo, processos inflamatérios, disfungdes
endoteliais, funcdes vasculares e plaquetarias; pressao sanguinea e perfil
lipidico. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi a aplicacdo de métodos
de extracdo, sem uso de solventes organicos, para obtencao de extratos de
jamboldo ricos em compostos bioativos. Os maiores rendimentos de
extracdo foram obtidos pelo método solido-liquido convencional. O
maior teor de compostos fenolicos dos métodos de extragdo avaliados foi
encontrado para o extrato do jamboldo liofilizado, obtido por extracdo
s6lido-liquido convencional (ensaio 6: 9g/ 30 °C/ 5 h) com 5763 EAG/
100 g de extrato. O menor valor de EC50 (ug'mL*) (concentracdo de
extrato que neutraliza 50 % dos radicais livres), determinado pelo método
do radical DPPH, também foi obtido por um extrato do fruto liofilizado,
mas, dessa vez, para a extracdo solido-liquido assistida por ultrassom
(71,80 pgrmL?* - EC50). O maior valor da atividade antioxidante por
FRAP foi 19819,14 pmol-100 g de extrato, para o extrato proveniente
do método sdlido-liquido convencional para a amostra liofilizada. Os
compostos identificados pela analise de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrdmetro de massas (CG-EM) em um maior nimero de amostras
foram: carvestreno e canfeno. Os compostos quantificados pela analise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando detector de
arranjo de diodo, em um maior nimero de amostras foram: catequina,
tirosol e epicatequina. O potencial das propriedades terapéuticas
encontradas para 0s extratos aquosos de jamboldo levam a importantes
resultados que possibilitam a posterior aplicacdo desses compostos, como
encapsulamento e avaliacdo in vivo.

Palavras-chave: Extrato aquoso, jamboldo, Syzygium cumini,
Cromatografia Gasosa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
antocianinas.






ABSTRACT

Research suggests that phenolic compounds obtained in diet are usually
associated with health benefits, such as: Increase on the oxidative stress
resistance, inflammatory  processes, endothelial  dysfunctions,
cardiovascular and platelet functions; blood pressure and lipid profile.
Realizing it, the objective of this work was the application of the
extraction methods without organic solvents, for the obtainment of
jambolan extracts rich in bioactive substances. The highest yields were
achieved by the liquid-liquid extraction, also the highest level of organic
compounds, considering all the evaluated extraction methods, was
obtained by the solid-liquid extraction (test 6- 9g/ 30 °C/ 5 hours) with
5763 EAG/100 g of extract. The lowest value of EC50 (extract
concentration which neutralises 50% of free radicals) determined by the
DPPH method was also presented by the lyophilised fruit, but the
extraction process was assisted by ultrasound (71.80 EC50). The best
value of antioxidant activity achieved by the FRAP method was of
19819.14 umol/100g of extract, for the lyophilised sample using the
regular solid-liquid extraction. The identified substances using the gas
chromatography (CG-EM) in greater number of samples were the
carvestrene and camphene. By high efficiency liquid chromatography
(HPLC) analysis the substances higher quantified were catechin, tyrosol
and epicatechin. The potential of therapeutic application of the jambolan
aqueous extracts provide important data for posterior application of those
substances, such as encapsulation and in vivo evaluation.

Keywords: Aqueous extract, jambolan, Syzygium cumini, gas
chromatography, HPLC, anthocyanins.
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1. INTRODUCAO

A espécie Syzygium cumini conhecida como jamboldo é uma
frutifera exotica da familia Myrtaceae nativa da India, amplamente
cultivada no Brasil como arvore ornamental e de sombra. Os frutos, assim
como cascas, sementes e folhas sdo utilizados pela medicina popular para
0 tratamento de diabetes e diferentes distlrbios gastrointestinais
(RUFINO, 2008; MIGLIATO etal., 2006; MERCADANTE, 2011). E um
fruto que se destaca pelo alto teor de antocianinas, especialmente
encontrados em sua casca, na fruta madura é cerca de 731mg/100g de
peso fresco (SANTOS, 2015). Muitas propriedades medicinais tém sido
atribuidas a esta planta, como atividade antioxidante, cicatrizante,
antitumoral e antimicrobiana (CESPEDES et al., 2008; FLOEGEL et al.,
2011; WANG; STONER, 2008).

Alimentos que contém compostos fendlicos totais e outros
antioxidantes em sistemas experimentais (in vitro, estudos com animais,
ensaios clinicos) mostram também efeitos anticancerigenos (CESPEDES
et al., 2008; FLOEGEL et al., 2011; WANG; STONER, 2008; KAY;
KROON; CASSIDY, 2009; SARI et al.,, 2012; FRANK; KOHLER;
SCHUCHMANN, 2012).

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a salde
e com 0 meio ambiente, com isso as buscas por produtos naturais e com
menor impacto ambiental crescem. Diante dessa realidade, as pesquisas
no ambito académico, bem como no setor industrial, passaram a buscar
processos alternativos que possam atender as demandas do mercado
consumidor. Em destaque encontra-se a técnica de extracdo chamada
“quimica verde”, aplicada aos produtos naturais. Dentro deste segmento,
estdo os processos que ndo geram poluentes quimicos e nem degradam os
compostos de interesse, como 0s processos de extra¢do por ultrassom ou
gue fazem uso de altas pressdes e fluidos no estado supercritico (PRADO,
2003).

Alguns dos compostos naturais também séo capazes de conservar
alimentos, é o caso de substancias com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. A utilizacdo desses compostos permite produzir
alimentos com maior seguranca a satde de quem os ingere (JOANA GIL-
CHAVEZ et al., 2013; STARMANS; NIJHUIS, 1996).

Meétodos tradicionais de extragdo, incluindo a extracdo com
solventes orgéanicos e a destilagdo a vapor, sdo bastante utilizados para a
obtencdo de extratos e dleos essenciais de diversas matrizes vegetais.
Porém, estas técnicas geralmente envolvem altas temperaturas de
processo, 0 que pode ocasionar alteragdes quimicas e destruigdo de
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compostos termossensiveis, assim como a perda de qualidade do extrato,
tanto pelo uso da temperatura, quanto pelo uso dos solventes organicos.
De maneira geral, os solventes ndo sdo incorporados ao produto final,
sendo necessario a sua remocao, e além da geracéo dos residuos durante
0 processo de remocdo, alguns solventes sdo perigosos para 0 meio
ambiente e toxicos para os seres humanos e devem ser utilizados com
cuidado (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013; STARMANS; NIJHUIS,
1996).

A complexidade quimica de um extrato, caracteriza o seu valor
terapéutico, pois atuam de diversas maneiras, ao contrario dos produtos
sintéticos que atuam de um Unico modo, relativo ao composto quimico
ativo (CORAZZA, 2002). Os compostos naturais sao sensiveis as fatores
externos, como luz, oxigénio e temperatura, assim, torna-se necessaria a
investigacdo de técnicas que preservem a integridade destes compostos
frente & degradacdo (GOMES et al., 2011).

O estudo de extratos vegetais é de grande interesse académico e
industrial, visto o uso popular dos mesmos; desde os ja conhecidos em
hortifritis quanto os ainda ndo comercializados; por causa das suas
capacidades terapéuticas (SANCHES, 2004). Frente ao exposto, faz-se
necessaria a investigacdo de tecnologias que possibilitem a obtencédo e o
aproveitamento de extratos com qualidade biologica, devido a
preocupagdo em utilizar cada vez mais técnicas e solventes
ambientalmente amigaveis, como no caso das técnicas para obter os
extratos de jambolao relatados neste trabalho.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Empregar métodos de extracdo a baixas pressoes, utilizando agua
destilada como solvente, para a obtencdo de extratos da casca e polpa de
jamboldo (Syzygium cumini (L.) skeels), para aproveitar suas
potencialidades como fonte de compostos antioxidantes.

1.1.2 Objetivos especificos

e Auvaliar as caracteristicas das amostras formadas pelos diferentes
pré-tratamentos em termos de tamanho e morfologia;

e Comparar e avaliar, em termos de rendimento, potencial
antioxidante e composi¢do quimica, as técnicas de extracdo
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(s6lido-liquido percolado, sélido-liquido convencional e so6lido-
liquido assistida por ultrassom), utilizando como solvente a 4gua
destilada;

Avaliar, comparar e relacionar as condi¢cbes e métodos de
extracdo em relacdo ao seu potencial antioxidante, utilizando
técnicas in vitro (método do radical DPPH e método FRAP) e
pelo teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteu;

Determinar o teor de flavonoides e antocianinas totais dos
extratos;

Selecionar um ou mais extratos a partir dos resultados obtidos
pelo teor de compostos fendlicos totais (para cada técnica de
extracdo) e pelo potencial antioxidante;

Identificar os compostos volateis presentes nos melhores
extratos, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) e;

Quantificar as antocianinas e flavonoides por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em detector de camada de diodo
(CLAE) dos melhores extratos encontrados para cada método de
extracdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 JAMBOLAO (Syzygium cumini (L.) skeels)

Originaria da india a espécie syzygium cumini (L.) Skeels,
popularmente conhecida no Brasil como azeitona roxa, jameldo e
jamboldo, é uma dentre as mais de 300 espécies pertencentes a familia
Myrtaceae. A Syzygium foi introduzida em muitos paises tropicais
pertencentes a Africa e 8 América Latina. No Brasil ela é encontrada em
diversos estados das regides norte, nordeste e sudeste (ARAUJO, 2014;
VEIGAS et al 2007; MORTON, 1987; ROSS, 1999; ALBERTON et al.,
2001; MAHMOUD et al., 2001; GROVER et al., 2001).

As mirtaceas brasileiras geralmente ndo produzem madeiras
valiosas, restringindo-se ao fornecimento de lenha. As espécies frutiferas
gue sdo exploradas comercialmente sdo goiaba, jabuticaba e pitanga, além
disso tem grande nimero de espécies utilizadas para fins medicinais
(71,4%) (CERQUEIRA, 2002).

O género Syzygium (sinbnimo: Eugenia) possui 14 espécies,
todas apresentam comprovado efeito fisiologico (ALBERTON et al.,
2001). E uma arvore de copa frondosa e densa, mede de 15 a 20m de
altura, com tronco geralmente tortuoso, como mostrado na Figura 1. E
uma planta que adapta-se bem ao clima quente e imido (RUFINO, 2008).

Figura 1 - Arvore do jamboldo em Florianépolis - SC

Fonte: Autora, 2016.
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2.1.1 Composi¢ao quimica dos frutos

O fruto maduro do jambol&o apresenta em torno de 3 a 5¢cm de
comprimento e 2cm de didmetro (Figura 2), com cerca de 88% de
umidade, 0,34% de cinzas, 0,30% de lipidios, 0,67% proteinas, 5,91% de
acidez (acido citrico), 10,7% de carboidratos totais, 1% de agUcares
redutores, 0,28% de fibra alimentar, 9,0 °Brix de sélidos sollveis totais e
pH de 3,9. A vitamina em maior abundancia é a vitamina C (VIZZOTTO,
FETTER, 2009; TACO, 2011; AYYANAR, SUBASH-BABU, 2012).

Figura 2 - Fruto do jambolao

A"'. 2\,

Fonte: Autora, 2016.

As arvores de jamboldo entram em safra de janeiro a maio. Sua
coloragdo, inicialmente branca, torna-se vermelha e posteriormente roxa
no estagio maduro, quando despencam e acumulam-se no chao. Apesar
dessa abundancia, esses frutos, cuja semente fica envolvida por uma polpa
carnosa e doce, mas adstringente, ndo séo tradicionalmente consumidos
como outras frutas popularmente comercializadas como por exemplo,
goiaba, morango e uva.

No Brasil, o fruto é geralmente consumido in natura maduro e
em outros paises é processado na forma de compotas, licores, vinhos,
vinagre, geleias, tortas, doces, entre outros (VIZZOTTO, FETTER,
2009).

2.1.2 Atividades bioldgicas do fruto

O jamboléo é considerado uma importante fonte de compostos
fendlicos em dietas alimentares (ARAUJO, 2011).
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As diferentes partes do jamboldo sdo citadas na literatura por
possuirem propriedades medicinais. Isso porque sdo encontradas
substancias quimicas denominadas fitoquimicas ou compostos
secundarios no jamboldo. Estes compostos sdo produzidos naturalmente
pelas plantas para se protegerem do ataque de pragas e doencas
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Muitos destes
fitoquimicos, como os flavonoides (antocianinas, quercetina, rutina,
mirecetina com seus glicosideos e os taninos hidrolisaveis) atuam na
prevencdo de certas doengas (ANGELO; JORGE, 2007; VIZZOTTO;
FETTER, 2009). Assim como as outras partes da planta do jambol&o, as
folhas possuem substancias com acéo antidiabética, exercendo fungéo
hipoglicemiante, mimetizando as a¢des da insulina, regulando os niveis
glicémicos e influenciando no metabolismo e estoque de glicogénio
hepatico. Estudos mostram que o extrato das sementes de jamboldo reduz
danos no tecido cerebral de ratos diabéticos, além de apresentar atividade
antifingica e antibacteriana (GROVER; VATS; RATHI, 2000;
VIKRANT et al., 2001; AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; PRINCE
etal., 2003; CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004).

2.2 ESPECIES REATIVAS, ANTIOXIDANTES E COMPOSTOS
FENOLICOS

Radicais livres, também conhecidos como espécies reativas, sao
atomos ou moléculas que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados em sua Orbita externa, sdo compostos altamente
instdveis e quimicamente  muito  reativos (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990). A geracdo de radicais livres constitui um processo
continuo e fisiolégico, com importantes fungGes nos processos
metabdlicos. Os radicais livres sdo capazes de oxidar aleatoriamente
moléculas biolégicas essenciais como lipidios, proteinas, glicosideos e
acidos nucleicos, 0 que resulta na perda de suas fungdes fisiologicas e
inducdo de efeitos deletérios (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Os
radicais livres de maior importancia biol6gica compreendem as espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN).

Muitas pesquisas tém mostrado que o consumo de alimentos com
propriedades antioxidantes resultam em uma acdo protetora efetiva contra
0S processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo. Os
estudos indicaram que doengas entre as quais aterosclerose, diabetes,
artrite, cancer e problemas cardiovasculares, podem estar ligadas aos
danos causados por formas de oxigénio muito reativas, que estdo
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relacionadas aos processos de envelhecimento do organismo (BRENNA,;
PAGLIARINI, 2001; YILDIRIM; MAVI; KARA, 2002).

Assim, os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer
substancias que, presentes em baixas concentragfes frente a um substrato
oxidavel, retardam, reparam ou previnem a oxidacdo. Eles protegem as
células inibindo as reacGes associadas a formacdo de radicais livres,
impedindo a perda da integridade celular e, também, reparando o0s danos
causados por esses radicais (HALLIWELL, 2007).

Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se as vitaminas C e E,
0s carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides,
que sdo os antioxidantes mais abundantes na alimentagdo humana
(PODSEDEK, 2007).

2.2.1 Compostos fendlicos

As frutas, principalmente as que apresentam a coloragdo
vermelha a azul, sdo as fontes mais importantes de compostos fenélicos
em dietas alimentares, dos quais se conhecem mais de 4000 estruturas
com atividades bioldgicas (AHERNE; O’BRIEN, 2002; MIRANDA,
2000).

Os compostos fendlicos podem ser classificados em dois grupos:
os flavonoides e os ndo flavonoides, sendo que ambos sdo metabdlitos
secundarios presentes em frutas e vegetais. Os principais grupos dos
compostos fenolicos de maior importancia sdo os flavonoides, taninos,
acidos fenolicos e antocianinas (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004), que
serdo brevemente descritos a seguir. Dentro dos ndo flavonoides e na
classe dos estilbenos, destaca-se o resveratrol, composto este estudado
extensivamente desde a década de 1990, frente a evidéncias de suas
propriedades bioativas como antioxidante, anti-inflamatério e
anticarcinogénica, bem como seu efeito cardioprotetor (PACE-ASCIAK
etal., 1996; DAGLIA, 2011).

2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos naturalmente presentes em frutas
e vegetais, eles exercem efeitos protetores contra danos produzidos por
agentes oxidantes (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002). S&o divididos em
classes de acordo com sua estrutura molecular. A estrutura quimica basica
dos flavonoides consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis
aromaticos (anel A e B) unidos por carbono heterociclico do pirano
(Figura. 3).
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Figura 3 - Estrutura quimica genérica dos flavonoides

isoflavonas,

(@]
[
/

Q

Fonte: Angelo; Jorge, 2007.
Variagbes na substituicdo do pirano resultam em importantes
classes de flavonoides como antocianinas, flavonois, flavanas,

flavononas e flavonas.

(ANGELO; JORGE, 2007

NIVELDT et al., 2001). Os grupos de flavonoides de maior importancia
e sua fonte alimentar estdo descritos na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 - Grupo dos flavonoides, componentes individuais e fontes alimentares

Grupos Componente principal Fonte alimentar

Flavonas Apigenina Casca de maga
Chrisina Berrie
Kaempfenol Brocolis
Luteolina Peles de fruta
Miricetina Cranberrie
Rutina Uva
Sibelina Alface
Quercetina Oliva

Alho

Isoflavonas Daidzeina Soja
Genisteina
Biochanina A

Flavanonas Fesetina Frutas citricas
Hesperetina Pele de fruta citrica
Narigina
Naringenina
Taxifolina

Catequinas Catequina Vinho tinto
Epicatequina Cha
Epigalocatequina galato

Antocianinas Cianidina Berrie
Delfinidina Cereja
Malvidina Uva
Pelargonidina Raspberrie
Peonidina Uva, jabuticaba
Petunidina Morango

Cha

Pele de fruta com pigmento
escuro

Fonte: Nijveldt et al., 2001.
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Devido grande importancia do grupo polifendlico da antocianina
ela é descrita como item a parte.

2.2.3 Acidos fenélicos

Estes acidos consistem em dois grupos, o grupo derivado do
acido hidroxibenzdico; que inclui os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e siringico, com estrutura comum C6-C1; e 0
grupo derivado do &cido hidroxicindmico, que tem mais comuns os acidos
caféico, ferulico, p-cumérico e sinaptico (ANGELO; JORGE, 2007).

2.2.4 Taninos

Classe de polifénois que possui maior massa molecular e
apresentam uma rica diversidade estrutural. Os taninos condensaveis,
denominados proantocianidinas, sdo oligdmeros e polimeros de catequina
e/ou leucocianidina. S&o denominados proantocianidinas  por
apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas,
como a cianidina e a delfinidina (ANGELO; JORGE, 2007).

2.2.5 Antocianinas

As antocianinas sdo compostos da familia dos flavonoides e seu
espectro de cor varia do vermelho ao azul e atualmente sabe-se que sdo
responsaveis também pelas colorac@es violeta, amarela e plrpura de uma
grande variedade de espécies do reino vegetal (TERCI; ROSSI, 2002;
JACKMAN et al., 1987). Estruturalmente, as antocianinas sdo derivados
glicosilados do céation 2-fenilbenzopirilium, também denominado de
cation flavilium (Figura. 4) (JACKMAN et al., 1987).

Figura 4 - Estrutura bésica das antocianinas

S
(1

Cation Benzopirlium

Cation 2-fenilbenzopirilium (favilitm)

Fonte: Adaptado por Bobbio e Bobbio (1995).
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As antocianinas apresentam-se, na maioria das vezes, ligados a
acucares, que auxiliam na estabilidade da molécula (FRANCIS, 1982).
S8o compostos sollveis em agua e sensiveis ao calor (SHAHIDI &
NACZK, 1995). Sdo encontradas em diversos vegetais como uva, maca,
feijdo preto, morango, amora, jabuticaba, cerejas, jamboldo, chicéria,
cenouras purpuras, dentre outros, estando presente também em alimentos
derivados de frutas como sucos, geleias, licores e vinhos (JAIN;
SESHADRI, 1975; GOIFFON et al., 1991; LEE; HONG, 1992;
GOIFFON et al., 1999; CHANDRA et al., 2001; LAZCANO et al., 2001;
MATAIX; CASTRO, 2001; OKUMURA et al., 2002; TERCI; ROSSI,
2002).

Atualmente se conhece 20 antocianinas, mas apenas seis destes
compostos sdo importantes na tecnologia de alimentos: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. A Figura 5
mostra a representacdo estrutural das antocianinas mais comuns e a
nomenclatura das antocianinas de cada estrutura estad apresentada na
Tabela 2. As demais sdo relativamente raras e sdo normalmente
encontradas em flores e folhas (FENNEMA, 1993).

Figura 5 - Estrutura geral das antocianinas mais comuns

Fonte: Adaptado por Bobbio e Bobbio (1995).

Tabela 2 - Identificagdo da antocianina de cada estrutura referente a Figura 5

Antocianinas R R2 R3
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina OMe OH H

Fonte: Adaptado por Bobbio e Bobbio (1995).
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As antocianinas sdo alternativas para corantes sintéticos,
principalmente em alimentos e cosméticos pela coloragdo vermelha
(TURKER; ERDOGDU, 2006).

2.2.6 Capacidade Antioxidante

Frutas e hortalicas apresentam em sua composicdo compostos
com acdo antioxidante que variam em funcgdo da sua cultivar, estagio de
maturacdo, tipo de solo e clima de cultivo, sendo por esse motivo,
necessaria a determinacdo da capacidade antioxidante, como meio de
avaliar a prote¢do contra a oxidacdo e a deterioragdo do alimento e,
consequentemente, dispor de um instrumento para poder recomendar o
consumo de alimentos que disponham de uma melhor qualidade e de
elevado valor nutricional (ARAYA; CLAVIJO; HERRERA, 2006).

Dentre os métodos que determinam a capacidade dos
antioxidantes em sequestrar radicais livres, destacam-se aqueles que
envolvem um radical cromoéforo como o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e o FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), simulando
as espécies reativas ao oxigénio (ARNAO, 2000).

2.3 EXTRACAO
2.3.1 Conceitos
2.3.1.1 Extratos

Segundo as farmacopeias brasileira, americana dentre outras, 0
extrato € definido como, preparacdes obtidas pela concentracdo, até
determinado grau, das solugBes resultantes de esgotamento das
substancias medicamentosas por um dissolvente, que pode ser agua,
alcool, éter, acetona ou outros solventes a depender da finalidade, (DAR,
1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et
al., 2000).

2.3.1.2 Processos extrativos

Apesar de inumeros fatores influenciarem no processo extrativo,
tais como temperatura, agitacdo, granulometria e pH, o sucesso da
extracdo é estreitamente dependente do solvente escolhido (SOARES et.
al., 1998; FELLOWS, 2006). Neste sentido, pode-se dizer que a
seletividade da extragdo pode atingir um elevado grau, trabalhando-se
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com a polaridade relativa dos constituintes que se pretende extrair e dos
solventes. A seletividade exigida fundamenta-se em dois principais
fatores, as caracteristicas do solvente e o processo extrativo aplicado
(DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996;
ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

2.3.1.3 Pré-tratamentos

Independente do processo extrativo, a secagem do material € um
procedimento de extrema importancia (COSTA, 1994; SCHULZ et al.,
2002). A secagem pode ser realizada ao ar livre, em estufas empregando
ar quente, ou com o emprego de liofilizadores.

Na secagem por ar quente utilizam-se estufas equipadas com
termostato para garantir a manutencao de temperatura durante o processo;
€ conveniente deixar escapar o ar da estufa, a fim de evitar a sua saturagéo
com o vapor d’agua que vai sendo desprendido do material a secar. A
secagem a frio com liofilizadores é usada para preservar a integridade da
amostra sensivel ao aquecimento. Independente de como é realizada, a
operacdo de secagem propicia a reducdo de volume e de massa e facilita
a moagem dos materiais (DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982;
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

2.3.2 Técnica
2.3.2.1 Extragéo

A granulometria do material influencia diretamente na eficiéncia
da extracdo. Como o poder de penetragdo dos solventes depende, entre
outros fatores, da consisténcia dos tecidos que formam o material a
extrair, quanto mais rigido for o material menor deve ser sua
granulometria (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade
de qualquer substancia, entretanto, nem sempre o calor pode ser
empregado, ja que muitas substancias sdo instaveis em altas temperaturas
(DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996;
ANSEL et al, 2000; SIMOES et al., 2003; FENNEMA, 1993,
FELLOWS, 2006).

O tempo de extragao varia em fungéo da natureza das substancias
a extrair, do solvente empregado e do emprego — ou ndo — de temperatura
elou agitacdo (DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et
al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003, FELLOWS, 2006).
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As técnicas de solido-liquido percolado, sélido-liquido
convencional e sélido-liquido assistido por ultrassom foram utilizadas
nesse trabalho e estdo descritas abaixo.

2.3.2.2 Solido-liquido percolado

A percolacdo, ao contrario da maceracdo € um processo
dindmico, onde se faz o arrastamento do principio ativo pela passagem
continua do liquido extrator. Também permite obter solucdes extrativas
mais concentradas, economia do liquido extrator e tempo relativamente
curto. A percolagdo é indicada em processo extrativos de substancias
farmacologicamente, muito ativas, presentes em pequena quantidade ou
pouco soliveis (DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et
al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Na percolacdo, a amostra vegetal moida é colocada em um
suporte adaptado para a passagem do solvente, neste caso foi usado um
filtro através do qual foi passado o liquido extrator. (DAR, 1981; VOIGT;
BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al.,, 1996; ANSEL et al., 2000;
SIMOES et al., 2003). A percolagao tem por principal vantagem a rapidez
e simplicidade do processo. A desvantagem deste processo é que, pelo
pouco tempo de contato entre solvente e soluto, de acordo com a
permeabilidade do solvente e solubilidade da amostra, alguns compostos
ndo sdo extraidos.

2.3.2.3 Solido-liquido convencional

A extracdo solido - liquido convencional € uma operagao unitaria
gue envolve a extracdo de um componente desejado (soluto) de um
alimento em sua fase solida usando-se um liquido (solvente); isso
compreende a mistura do alimento com o solvente, que pode ser realizada
em um estagio ou em varios.

Durante a extracdo ocorre a transferéncia de massa do soluto para
0 solvente, que acontece em trés etapas: o soluto se dissolve no solvente,
a solucdo penetra através da particula do alimento para sua superficie e
por Ultimo a solugcdo se torna dispersa no volume total do solvente.
Durante a extracdo, o tempo de contato é muito importante, pois ¢ ele
guem determina se a quantidade extraida é suficiente desejada para a
operacgdo (FELLOWS, 2006).

As principais desvantagens desse processo sao seus altos tempos
de residéncia e com isso h degradagdo térmica, além disso, 0 uso de
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2.3.2.5 Solventes

determinados solventes organicos pode resultar em possiveis residuos
muitas vezes proibidos em alimentos (SEBASTIAN et al., 1998).
Diferente da percolagdo os tempos de contato assim como efeitos da
temperatura podem ser controlados de acordo com a sua influéncia no
processo.

2.3.2.4 Extragdo sélido-liquido assistida por ultrassom

Este método utiliza a energia das ondas ultrassdnicas (mecanicas)
que sdo transmitidas em frequéncia superior ao limite audivel do limite
humano, numa frequéncia acima de 20khz. Estas ondas sonoras criam
uma Unica vibragdo, que causa variagdo na pressdo do meio liquido,
gerando cavitacdo. A ciéncia do ultrassom se divide em duas areas: alta e
baixa poténcia (MELECCHI, 2005; LUZ, 1998).

As ondas de alta poténcia (menores que 1W-cm™ a milhares de
W.cm?) as quais causam mudanca fisica e quimica permanente, pois
produzem a cavitacdo e microfluxos nos liquidos, aquecimento e ruptura
nos solidos e instabilidade na superficie da face do sistema solido-liquido.
As principais utilidades deste tipo de onda ultrass6nica esta nos banhos
de limpeza, soldas, reacdes quimicas e outras coisas; € as ondas
ultrassonicas de baixa poténcia (frequéncia maior que 20kHz) com baixa
amplitude de propagacédo, onde o que importa é o efeito do meio sobre a
onda, estes sdo usados em muitos campos da ciéncia, engenharia e
medicina, para testes e diagnosticos técnicos (ADAMS, 2002;
MELECCHI, 2005; FREITAS, 2007; LUZ, 1998).

A extracdo por ultrassom apresenta como vantagens a alta
reprodutibilidade da técnica, a possibilidade de utilizagdo para uma ampla
faixa de tamanho da amostra, a simplicidade do equipamento, a rapidez
no processamento da amostra e seu baixo custo inicial; porém sua
inabilidade de renovacdo do solvente durante o processo, faz com que a
capacidade de extracdo seja limitada pelo equilibrio de fases, e 0 perigo
de perda ou contaminacdo do extrato durante a manipulacdo, 0s quais
podem ser citados como desvantagens (ADAMS, 2002; CASTRO;
GARCIA-AYUSO, 1998; MELECCHI, 2005; FREITAS, 2007, LUZ,
1998), porém este erro ndo se aplica ao processo realizado em questao,
uma vez que o solvente ndo é reciclado e tem volume controlado a partir
do planejamento.
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O mundo esta em um processo de conscientizagdo em relagdo ao
meio ambiente. A exploragéo, o uso descontrolado das fontes naturais e o
descarte inadequado nas fontes naturais causou Severos prejuizos
ambientais. Silva (2005) iniciou estudos baseado no desenvolvimento
sustentavel, conhecido como quimica verde, onde visa diminuir os
residuos dos processos, e assim diminuir danos ao meio ambiente.

Um dos principais problemas da inddstria quimica, bem como
das pesquisas a nivel académico, esta relacionado com a utilizacdo de
solventes organicos (volateis ou ndo) em seus processos e dependendo do
solvente utilizado, a manufatura, o transporte, 0 estoque, 0 manuseio e 0
descarte representam aspectos que demandam cuidado e capital
(KAKABADSE 1984).

Pensando neste sentido foi escolhido a &gua como solvente, uma
vez que seu descarte ndo causa dano drastico ao meio ambiente, além do
mais, 0 contato € com material vegetal inerte de interferentes tdxicos, uma
vez que a agua é um solvente ndo toxico, ndo corrosivo, ndo inflamavel,
ambientalmente amigavel, naturalmente abundante e disponivel a baixo
custo (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015; PLAZA; TURNER,
2015). A utilizacdo de 4gua como solvente costumava ser descartada dos
estudos de reacOes organicas por diversas razoes; entre elas, podem ser
citadas a insolubilidade dos reagentes, a sua incompatibilidade com os
intermediarios e a competicdo da reacdo desejada com processos de
hidrélise dos reagentes.

No entanto, a maioria dos processos bioguimicos ocorre em agua,
e as diversas reagfes in vivo levaram 0s quimicos a levantar a
potencialidade do seu emprego como meio em reagdes organicas
(LUBINEAU et al., 1994; KING et al 1992). No caso especifico das
antocianinas, a polaridade do composto quimico, o fato de serem
consideravelmente solUveis em &gua facilita a extracdo, tornando-a
eficiente (JING; GIUST], 2007).

Cada vez que conseguimos cumprir alguns quesitos da Quimica
Verde, caminhamos para uma utilizacdo mais consciente dos nossos
recursos naturais e para a manutencdo da vida no planeta. Ndo sendo essa
a Unica estratégia para essa melhoria, mas é importante considerar.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIA-PRIMA

Os frutos do jambol&o (Syzygium cumini Lamarck skeels) foram
coletados no campus universitario em Floriandpolis - SC, no més de maio
de 2016. A coleta foi feita manualmente nas primeiras horas da manhé&. O
material foi identificado e tem registro no Herbario Flor da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), sob EXSICATA de registro nimero
FLOR 31.270.

Apbs a coleta, os frutos foram acondicionados em caixas
plasticas e transportados para o Laboratério de Termodinamica e
Tecnologia Supercritica (LATESC) no Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da referida universidade. As
amostras foram submetidas a separacdo priméria, removendo folhas,
restos de galhos e demais sujidades. Apds esta etapa, foram lavados em
agua corrente e separados em dois lotes para pré-tratamentos diferentes,
um destinado ao processamento de secagem em estufa com circulagéo de
ar a 55°C por 8h e o outro para secagem em liofilizador por 48h, como
descrito no fluxograma abaixo (Figura 6). As condic¢des definidas para os
diferentes pré-tratamentos foram escolhidas a partir de trabalhos
anteriores.

Figura 6 - Fluxograma das etapas iniciais realizadas. Coleta, higienizagéo, pré-
tratamento e caracterizacdo das matérias-primas
Coleta de frutos

Higienizacio ¢ separacio dos lotes

Lote da ESTUFA Lote do LIOFILIZADOR
Descarogamento Descarogamento
Estufa55°C8h Lioﬁlizidor 48 h
Moagem Moagem
amostra seca em ESTUFA amostra LIOFILIZADA

| Caracterizacio | | Caracterizacio |
- Umidade e Volateis - Umidade e Volateis
- Granulometria - Granulometria
- Morfologia Externa - Morfologia Externa

Fonte: Autora, 2016.
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Os frutos dos lotes foram descarocados (Figura 7), ambas as
amostras foram divididas em polpa e casca onde encontram-se 0s
componentes de interesse para 0 estudo em questéo, e em sementes que
foram descartados do processo para evitar contaminagdo por
componentes interferentes como relatado em outros trabalhos. A
descricdo detalhada desta parte esta descrita a seguir.

Figura 7: Processo de descarogamento do fruto do jambol&o, a) fruto inteiro, b)
polpa e casca e c) sementes

a)
Fonte: Autora, 2016.

3.2 SECAGEM EM ESTUFA

As amostras foram colocadas em bandejas com dimens6es 40cm
de comprimento e 33cm de largura, sendo distribuidas com espessura de
camada aproximada em 1 cm, seguiu-se entdo para a secagem a 55°C em
estufa com circulacéo de ar (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil), por 8 h
ininterruptas (Figura 8). As definicdes de tempo e temperatura foram
definidos a partir de trabalhos da literatura.

Figura 8 - a) estufa, b) amostras em processo de secagem em estufa

a) b)
Fonte: Autora, 2016.
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3.3 SECAGEM EM LIOFILIZADOR

As amostras foram distribuidas nas bandejas do equipamento que
tem 18cm de didmetro, as quais foram distribuidas com espessura de
camada de 2,5cm, as bandejas foram relocadas para o equipamento as
quais foram secas em liofilizador (L 101, LIOBRAS Ind. Com. E Serv.
Ltda, S&o Carlos/SP, Brasil), por 48h ininterruptas, como mostra a Figura
9. O tempo de secagem é determinado de acordo com a espessura da
camada da amostra na bandeja.

Figura 9 - a) liofilizador, b) amostras em processo de secagem em liofilizador

a)

Fonte: Autora, 2016.
3.4 MOAGEM E CARACTERIZAQAO DA MATERIA-PRIMA

A moagem dos lotes da estufa e do liofilizador foi realizada
utilizando um moinho de facas tipo Willey, Figura 10, e o material
produzido foi coletado em saco plastico e armazenado em freezer a uma
temperatura de -18°C até as analises seguintes.

Figura 10 - Moinho utilizado e amostras obtidas, a) moinho, b) amostra da estufa
moida e c) amostra liofilizada moida

)

a) b)
Fonte: Autora, 2016.
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3.4.1 Teor de umidade e substincias volateis

A determinacéo do teor de umidade e de substancias volateis para
as amostras de jambol&o foi realizada conforme as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985) com adaptagBes, cujo procedimento
fundamenta-se na perda de umidade e substancias volateis, quando a
amostra é submetida a 70°C em estufa a vacuo.

A massa de cada amostra foi medida em balanca analitica
(AY220, SHIMADZU, Séo Paulo/SP, Brasil), sendo 5 g de cada amostra
colocados em cépsulas de aluminio taradas, previamente aquecidas em
estufa vacuo (Q819V2, Kimis aparelhos cientificos Ltda, Diadema/SP,
Brasil), a 70°C por 1h, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente
e medidas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a
vacuo, sob pressao reduzida a 70°C por 6h, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente e as massas medidas novamente. As operagdes de
aquecimento e resfriamento foram repetidas em intervalos de meia hora,
até massa constante. Para o calculo do teor de umidade e volateis, foi
utilizada a Equagdo 1.

—my

Teor de compostos volateis (%) = mLT

i

x 100 1)

Em que mi é a massa inicial da amostra (g) e ms é a massa final da amostra

(9).

A determinacdo de umidade e substancias volateis de ambas as
amostras foi realizada em triplicata e o resultado expresso como média +
desvio padrao.

3.4.2 Granulometria

A determinacdo do didmetro médio das particulas foi efetuado
através do calculo proposto por Gomide et al. (1980). Neste ponto,
aproximadamente 50 g de cada uma das diferentes amostras foram
utilizados nas peneiras da série Tyler de mesh 20, 25, 35, 45, 60, 70, 80 e
fundo. Assim, o conjunto foi agitado por 30 min em agitador de peneiras
(Bertel Metalurgic Ind. Ltda., Caieiras/SP, Brasil). As fracdes retidas em
cada peneira foram medidas para realizacdo do calculo do didametro médio
da particula, conforme descrito abaixo pela Equagdo 2 (a) e (b):
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(2a)

(2b)

Onde d, é o diametro médio superficial das particulas (mm), m; é a massa
de amostra retida na peneira i (g), M é a massa total de amostra (g), d; é
o diametro da peneira i (mm) e n é o nimero total de fracdes.

3.4.3 Morfologia externa

A microestrutura das particulas das amostras secas em estufa e
em liofilizador foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As particulas foram aderidas adequadamente nos “stubs” com fita
carbono de dupla face. Apds condicionamento em alto vacuo, as amostras
foram fixadas com ouro (camada de 30 nm de espessura) e submetidas a
analise no Microscépio Eletronico de Varredura (Modelo JEOL/JSM —
6390LV, Jeol), com visualizagdo realizada em aumentos de 50 a 350
vezes, a uma tensdo de 10 kV. As andlises foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica — LCME da Universidade
Federal de Santa Catarina — UFSC.

3.5 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Os ensaios foram determinados a partir de um delineamento
composto central com trés fatores e trés niveis para cada fator,
constituindo um total de 11 experimentos casualizados, sendo oito
fatoriais (combinagdo dos niveis -1 e +1) e trés repeti¢fes no ponto central
(as trés variaveis no nivel zero). Os niveis e os fatores estdo apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3 - Niveis das variaveis independentes para Planejamento 23 de secagem
do jambolao

Niveis -1 0 (ponto central) +1
Massa (g) 3 6 9
Temperatura (°C) 30 40 50
Ciclo (adm) 0 2 4
Tempo (h) 1 3 5

(adm) adimensional.
As variaveis independentes foram: massa (g), temperatura (°C) e
ciclo (lavagem com solvente recirculado) para a extragao sélido-liquido
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percolado, e massa (g), temperatura (°C) e tempo (h) para as extracfes
por sélido-liquido convencional e sélido-liquido assistida por ultrassom.
As massas e tempo de extracdo das amostras do jambol&o foram definidos
de acordo com estudos descritos na literatura, a temperatura de extracao
foi definida através da observacdo da faixa de sensibilidade dos
compostos bioativos presentes em vegetais.

As respostas avaliadas foram: rendimento da extragdo (R),
compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT), antocianinas
totais (AT), atividade antioxidante (AA) por DPPH, e FRAP. A matriz
completa do planejamento esta representada na Tabela 4.

Tabela 4 — Delineamento composto central para as variaveis massa, temperatura,
ciclo e tempo

Niveis Codificados Niveis decodificados
ENSAIO = X, X» X [ m(@ T(C) C(V) t(hora)
1 -1 -1 -1 -1 3 30 0 1
2 1 -1 -1 -1 9 30 0 1
3 -1 1 -1 -1 3 50 0 1
4 1 1 -1 -1 9 50 0 1
5 -1 -1 1 1 3 30 4 5
6 1 -1 1 1 9 30 4 5
7 -1 1 1 1 3 50 4 5
8 1 1 1 1 9 50 4 5
9 0 0 0 0 6 40 2 3
10 0 0 0 0 6 40 2 3
11 0 0 0 0 6 40 2 3

m (massa); T (temperatura); C (ciclo); t (tempo); X,= varidvel massa (g); X.=
variavel temperatura (°C); Xs= varidvel ciclo (adimensional), para extracdo
solido-liquido percolado. Para as extragdes sélido-liquido convencional e sélido-
liquido assistida por ultrassom as variaveis sdo X; = massa (g); X, = temperatura
(°C), X3 =ciclos de lavagem e X, = tempo (h).

As condicfes escolhidas para delinear os experimentos foram
baseadas em estudos anteriores. Para se fazer a codificagdo/decodificacao
dos niveis das variaveis empregou-se a Equagdo 3, conforme descrito em
Teofilo e Ferreira (2006).

Zi—Z
Xi = & ®3)
2
Em que: x; € o valor codificado do planejamento composto central, z; é 0

valor experimental do nivel zero (0), e Az é a diferenca entre os niveis
mais (+) e menos (-).
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Os coeficientes do modelo foram avaliados estatisticamente
guanto a sua significancia e interpretados de acordo com sua importancia
no sistema.

3.6 METODOS DE EXTRACAO

Os métodos selecionados para este estudo foram: sélido-liquido
percolado, sélido-liquido convencional e sdlido-liquido assistida por
ultrassom. Ao final das extracdes, os sistemas foram filtrados a vacuo
(825T, FISATOM, Brasil) com papel filtro para separagdo da amostra
solida e da solugdo com extrato.

Ap0s, passaram por um processo de eliminacdo de solvente, em
liofilizador (L 101, LIOBRAS Ind. Com. E Serv. Ltda, Sdo Carlos/SP,
Brasil) por 48 h. Em seguida, os extratos acondicionados em frascos
ambar foram armazenados em freezer doméstico, a -18 °C.

3.6.1 Extracao solido-liquido percolado (SLP)

Para 0 método de extracdo por percolacdo, o solvente (agua)
entrou em contato com a amostra, por lavagem com e sem recirculagéo
do solvente, através do processo de filtragdo & vacuo (825T, FISATOM,
Brasil) com papel filtro, de acordo com o determinado pelo delineamento
(Tabela 4 acima citada), tomando o cuidado com a temperatura do liquido
extrator e a massa da amostra, para que estivessem de acordo com 0
planejado. O volume das extra¢des foi 25 mL de acordo com estudos da
literatura. Tendo como referéncia metodologia descrita por Migliato
(2005). O diagrama esquematico da extracdo por percolacdo é mostrado
na Figura 11 a seguir:

Figura 11 — Diagrama de processo de extragao por sélido-liquido percolado

[ iy ‘l1
'[L/ Liquido extrator

JaReR,
MR

n ¢ Amostra

v'r.‘.
i
| <'\f =
b ] Coleta para recirculagdo

Filtro a vacuo

Fonte: Simdes et al., (2003) adaptado pelo autor.
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3.6.2 Extracio solido-liquido convencional (SLC)

As extracdes foram realizadas conforme a metodologia descrita
por Santos (2015). Para esse processo, a amostra de 3 a 99 a depender de
cada ensaio foi mantida em contato com o solvente (agua), durante um
periodo de tempo de 1 a 5 horas de acordo com o delineado na tabela 4.
As extracdes foram realizadas com o controle de temperatura pelo uso de
um banho-maria (ALB 250C, Piracicaba - SP, Brasil), sendo as
temperaturas 30, 40 e 50°C. A Figura 12 ilustra uma foto do processo de
extracao.

Figura 12 - Processo de extragdo sélido-liquido convencional utilizado

I ,‘

Fonte: Autora, 2016.
3.6.3 Extracio sélido-liquido assistida por ultrassom (SLU)

O método de extracdo sélido-liquido assistida por ultrassom foi
realizado com os parametros descritos na Tabela 4, no qual as massas
entre 3 e 9g de amostra foram adicionados a 25mL de solvente,
acondicionados em frascos @mbar de 60mL. Os frascos foram submetidos
a banho indireto em ultrassom utilizando uma lavadora ultrassénica
(Unique, USC-1880 A, Brasil, poténcia: 132w, frequéncia: 37kHz), por
tempos entre 1 e 5h. A Figura 13 mostra o equipamento utilizado nesta
etapa. Apds o tempo de extracdo estabelecido, o sistema foi filtrado e
realizou-se a eliminacgéo do solvente, conforme descrito anteriormente.

Figura 13 — Equipamento utilizado no processo de extragdo sélido-liquido

assistida por ultrassom
-

Fonte: utora, 2016.
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3.7 ANALISES DOS EXTRATOS
3.7.1 Rendimento das extragoes (R)

O rendimento do extrato de jamboldo representa a massa de
extraiveis presentes na matriz soélida referente a influéncia de uma dada
massa, temperatura e ciclo ou tempo de extragéo.

Os frascos contendo os extratos foram pesados em balanca
analitica, (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil)
com precisdo ao décimo de miligrama, e armazenados em congelador a -
18 °C até a realizagdo das analises para avaliacdo da qualidade dos
extratos.

O valor de R foi calculado através da razdo entre a massa de
extrato (Mexwato) Obtida e a massa de cada matéria-prima vegetal (m)
utilizada para extragdo, conforme a Equacéo 4.

R(%) = ZErete 4100 @)

3.7.2 Determinacio do teor de compostos fenolicos totais (CFT)

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presente
nos extratos de jamboldo foi realizada pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu (ROSSI; SINGLETON, 1965; PESCHEL et al., 2006).
Este método associa a coloracdo azul devido & oxidagdo dos compostos
fendlicos em meio basico.

Inicialmente, foi necessario construir uma curva analitica de
acido galico, a fim de representar a absorbancia da amostra frente a curva.
Preparou-se uma solugéo estoque de 0,002g-mL"* de &cido galico em agua
destilada, e a partir desta solucdo estoque, foram diluidas aliquotas em
balGes volumétricos de 10mL para a obtengdo de solugdes de
concentracdes finais de 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 500pg-mL?t. A
reacdo de oxidacgdo foi realizada em tubos de ensaio, sendo transferidos
para estes 6000uL de dgua destilada, 100uL de cada uma das diluicdes,
500uL de Folin-Ciocalteu. Apo6s 30 segundos da adi¢do do reativo foi
adicionado 1500 pL de solu¢do aquosa de carbonato de sodio a 20%
(m/v). Os tubos foram completados com agua destilada até a marca de
10mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente por 2 h para que a reagdo ocorresse. A absorbancia de cada uma
das solucGes foi medida a 765 nm em espectrofotdmetro (FEMTO, 800
X1, Séo Paulo, SP, Brasil) e o branco foi realizado com &gua destilada. A
curva analitica de &cido galico foi representada através do gréafico de
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absorbancia versus concentragdo de 4acido galico (ug'mL™) e estd
apresentada no Apéndice A.

Os extratos avaliados foram diluidos em agua destilada, mesmo
solvente da extragdo, e seguiu-se 0 mesmo procedimento de reacdo de
oxidacdo descrito para a curva analitica de acido galico. Os valores de
absorbancia encontrados para cada tipo de extrato foram correlacionados
com a curva analitica, e o teor de compostos fendlicos totais (CFT) foi
determinado através da Equacdo 5. Os ensaios foram realizados em
triplicata, e os resultados expressos em mg de EAG/100g de extrato, como
média + desvio padréo.

EAG __ (EAG*1000)
CFT (mgg de extrato) - Dgxtrato (5)

Sendo: EAG o equivalente em &cido galico, obtido através da curva
analitica (mg EAGI/L) e D a dilui¢io da amostra (mg de extrato/L).

3.7.3 Flavonéides Totais (FT)

Os flavondides presentes nas amostras foram determinados
segundo método desenvolvido por Francis (1982). A uma amostra de
aproximadamente 0,5 g foi adicionado de 10mL de solucdo extratora
etanol 95% HCI 15N na proporcdo de 85:15. A mistura foi
homogeneizada e macerada por 2 min. Em seguida foi transferida para
um tubo envolto em papel aluminio, ficando em repouso durante 24h. O
material resultante foi filtrado e este acrescido de uma solug&o etanol/HCI
até atingir o volume de 10mL. A absorbancia da solucéo final produzida
foi obtida em espectrofotémetro (FEMTO, 800 XI, Sdo Paulo, SP, Brasil)
a 374nm e os resultados expressos em mg/100g da amostra, calculados de
acordo com a Equacao 6 (a) e (b) descrita abaixo.

mg \ __ FdxAbs
T (100g) T 766 (6a)
Fd= 2 (6b)

v
Onde: Fd = fator de dilui¢do, Abs. = absorbancia a 374nm, m = massa (g)
e v =volume (mL).

3.7.4 Antocianinas Totais (AT)

O teor de Antocianinas foi verificado de acordo com metodologia
de Francis (1982). A uma amostra de aproximadamente 0,5g foi
adicionado cerca de 10 mL de solucdo extratora etanol 95% HCI 1,5 N na
proporgdo de 85:15. A seguir a mistura foi homogeneizada e macerada
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por 2 min e transferida para um tubo envolto em papel aluminio, ficando
em repouso por 24h. O material resultante foi filtrado e acrescido de uma
solucdo etanol/ HCI até atingir o volume de 10mL. A absorbancia desta
solucdo foi lida em um espectrofotdmetro (FEMTO, 800 XI, S&o Paulo,
SP, Brasil) a 535nm e os resultados calculados pela Equacéo 7, expressos
em mg/100 g da amostra.

mg \ _ FdxAbs
AT (IOOg) T 982 (72)
Fd= 2 (7b)

14
Onde: Fd = fator de diluicdo, Abs. = absorbancia a 374 nm, m = massa
(9) e v=volume (mL).

3.7.5 Avalia¢ao da Atividade Antioxidante (AA)

O comportamento da atividade antioxidante dos extratos,
determinado pelas metodologias descritas a seguir, foi utilizado para
avaliar a qualidade dos extratos obtidos pelas extracdes a baixa presséo,
bem como comparar os resultados entre eles.

3.7.5.1 Método 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A técnica de determinacdo de atividade antioxidante pelo método
DPPH constitui na reacdo do composto em analise em uma solucédo
etandlica de DPPH na concentracdo de 0,3mM e com concentraces
crescentes (5 a 900mg-mL1) dos extratos analisados (amostra seca em
estufa por SLP, SLC, SLU e amostra liofilizada também por SLP, SLC,
SLU), por 30 min, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido
0 tempo de reacdo, fez-se a leitura das absorbéncias em espectrofotdmetro
(FEMTO, 800 XI, Séo Paulo, SP, Brasil) a um comprimento de onda de
517 nm.

Quanto maior a atividade antioxidante da amostra testada, mais
estavel o radical DPPH se torna, provocando a descoloragdo da solucéo
(DPPH e extrato) e diminuindo sua absorbancia (MENSOR et al, 2001).
Assim, o percentual de inibicdo das amostras testadas sobre o radical pode
ser calculado convertendo-se a absorbancia em porcentual de atividade
antioxidante (AA %), segundo a Equagéo 8:

AA (%) =100 — (Absamostra_Absbranco)*loo] (8)

AbScontrole

A concentragdo das amostras necessarias para captar 50% do
radical livie DPPH (EC50 - Effective concentration) é calculada por
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analise de regressdo exponencial e linear (MENSOR et al., 2001). Os
resultados encontrados de concentracdo efetiva (EC50) foram expressos
como média.

3.7.5.2 Método Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP foi
realizada no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia Supercritica
(LATESC) por meio do método descrito por Benzie e Strain (1993),
modificado por Arnous et al. (2002).

Inicialmente preparou-se a solugdo de Trolox 2mM para
construgdo da curva padrdo. Dilui¢Ges de 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450 e 500M foram criadas. Dessas diluigdes, passou-se 200uL
para tubos de ensaio mais 200uL da solucdo de cloreto férrico anidro
3mM em duplicata. Os tubos foram agitados na méo e colocados em
banho-maria a 37°C por 30min. Posteriormente, adicionou-se 3,6mL da
solucdo de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) (Sigma Aldrich), os tubos
foram homogeneizados em vortex e colocados em banho de gelo por
10min para estabilizacdo da reacdo. As absorbancias foram lidas em
espectrofotdmetro (FEMTO, 800-XI, S&o Paulo, SP, Brasil) no
comprimento de onda de 620nm. Para construcdo da curva, plotou-se a
concentracdo de Trolox PM no eixo X e as respectivas absorbancias no
eixo Y, calculando a equacdo da reta. A curva é apresentada no Apéndice
A.

Para o preparo da “solugdo-mae”, dissolveu-se 0,01g de extrato
em 5mL de alcool etilico P.A. Utilizou-se de ultrassom durante 5 min sem
acréscimo na temperatura, para melhor solubiliza¢do dos extratos. O meio
reacional foi preparado semelhantemente a curva padréo de Trolox, sendo
que, 200pL de solugdo mae foram pipetados em triplicata em tubos de
ensaio, adicionando-se de 200uL de cloreto férrico anidro 3mM, para o
branco, ao invés da solucdo mae, adicionou-se 200uL de alcool etilico
P.A., os tubos foram agitados manualmente e colocados em banho-maria
a 37°C durante 30 min. Apds isso, adicionou-se 3,6mL de TPTZ aos tubos
e agitou-se em vortex, sendo colocados em banho de gelo por 10min. As
absorbancias foram lidas em espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, Séo
Paulo, SP, Brasil) a 620nm. Para os calculos utilizaram-se as Equaces 9

(a) e (b).

C = (Abs—x;bsb)—A (98.)
Onde C (umol-L-1), A e B s8o os coeficientes da curva padrdo, Abs a
absorbancia da leitura da amostra e Absb a absorbancia do branco.
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Calculo da atividade antioxidante:
C — C*Dx*100 (gb)

m
Onde C (umol-100g-1de amostra), C (umol-L-1), D é a dilui¢do utilizada
€ m a massa de amostra.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global, teor de compostos fenolicos
totais, flavonoides totais, antocianinas totais e atividades antioxidante
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), pelo teste F (p <
0,05), utilizando o software Statistica para Windows 7,0 (Statsoft Inc,
EUA). Quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey.

3.9 DETERMINAGAO DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS

3.9.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM)

O perfil de compostos volateis dos extratos de jamboldo secos em
estufa e liofilizado foram realizados na Central de Anélises do curso de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal
de Santa Catarina.

Para cada experimento realizado, 1000pL da fase vapor foram
recolhidos com seringa HD-Type Syringe Plunger (HAMILTON, USA)
e injetados no cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas
(CG-EM). As condicOes utilizadas foram selecionadas avaliando-se a
guantidade e a area relativa dos picos no cromatograma referentes aos
compostos extraidos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas e agitacdo de 250rpm.

Os compostos volateis foram separados e identificados
utilizando-se um cromatdgrafo a gas da Agilent Technologies (GC
7890A) acoplado a um espectrémetro de massas (MS 5975C), com coluna
capilar HP-5MS (Agilent Technologies), fase estacionaria composta por
5% fenil e 95% dimetilsiloxano (30m x 250pum d.i. x 0,25um de espessura
do filme) e hélio como gas de arraste a ImL-mint.

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: temperatura
do injetor 250°C; a coluna inicialmente a 60°C, posteriormente foi
aquecida a uma taxa de 3°C min até 260°C, permanecendo nessa
temperatura por 5min. A temperatura de transferéncia da interface foi de
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250°C e a injecdo do tipo splitless. O volume de amostra introduzido foi
de 1000uL.

3.9.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas no Laboratdrio de Bioquimica de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina, utilizando
um cromatografo Shimadzu (Quioto, Japdo) equipado com bomba
guaternaria, desgaseificador, forno para coluna e detector de arranjo de
diodos (DAD). A separacdo analitica foi realizada em coluna de fase
reversa C18 Shim-pack CLC-ODS (250 x 4,6mm, 5um), equipada com
uma coluna de guarda G-ODS (10 x 4mm, 5 um) (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). As amostras de extrato de jamboldo foram diluidas em agua
acidificada 1% HCI, filtradas através de 0,45um de filtro de membrana de
PTFE (Millipore, Massachusetts, EUA) e 20ul foram injetados
diretamente no sistema cromatogréafico. A quantificagdo de antocianinas
(malvidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-O-glicosideo, delfinidina 3-O-
glicosideo, peonidina 3-O-glicosideo, Malvidina-3,5-diglicosideo e
cianidina-3,5-diglicosideo) foi realizada de acordo com método descrito
por Revilla e Ryan (2000) usando um sistema de solvente binario
constituido por agua ultra pura: acido férmico (90:10 v/v) (A) e metanol:
agua ultra pura (50:50 v/v) com acido férmico a 10% (B). A separagdo foi
realizada através de um programa de eluicdo gradiente, conforme a seguir:
20-40% B durante 40 min, 40-100% B durante 10 min, 100% B Durante
! e a deteccdo dos compostos foi realizada em 520nm.

Os compostos fendlicos (+) catequina, (-) epicatequina, tirosol,
acido caféico, é&cido caftarico, acido p-cumarico, acido ferdlico,
miricetina, quercetina, kaempferol e trans-resveratrol foram determinados
de acordo com Cadahia et al. (2009). A fase binaria movel consistiu em
agua ultra pura:acido acético (98:2 v/v) (A) e agua ultra pura:acetonitrila
(60:40 v/v) com écido acético a 2% (B), a um fluxo de 1,0 mL-min’t. A
elucdo dos compostos foi realizada utilizando o gradiente linear: 20-40%
B durante 40 min, 40- 100% B durante 10 min e 100% B mantido durante
5 min. A deteccéo foi realizada em 280nm para flavandis e tirosol,320 nm
para os &cidos cindmicos e em 360 e 306nm para flavondis e trans-
resveratrol, respectivamente. Todas as analises cromatograficas foram
realizadas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERISTICAS DAS MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS
4.1.1 Teor de umidade e substincias volateis

Os valores de umidade e substancias volateis determinados em
triplicata para jamboldo in natura e apds as secagens estéo apresentados

na Tabela 5 como média + desvio padréo.

Tabela 5 — Teor de umidade e substancias volateis do jamboldo in natura e das
amostras seca em estufa e liofilizada

Matéria-prima Teor de umidade e volateis (%)
In Natura 79+0,6
Estufa55°C—-8h 28 +0,70
Liofilizado 48 h 3,7+0,5

O teor de umidade de um alimento esta relacionado com sua
estabilidade, qualidade e composic¢ao, por isso essa secagem como pré-
tratamento, teve por finalidade a conservacgao das substancias de interesse,
presentes no vegetal, uma vez que a retirada de agua impede possiveis
reacdes de hidrolise e o crescimento microbiano (SIMOES et al., 2003).
Além disso, o processo de secagem facilita 0 manuseio da amostra,
evitando a formacéo de aglomerados.

Por meio de pesquisas em estudos semelhantes, pode-se dizer que
um maior tempo de secagem, ou a aplicacao de temperatura mais elevada
a utilizada no pré-tratamento da estufa levavam a queima da matéria-
prima, fato observado pela coloragdo escura que os frutos adquiriam.
Assim, o valor de umidade obtido para o jamboldo, em ambas o0s
processos de eliminagdo da agua do fruto (estufa 28 % + 0,7, liofilizador
3,7 % £ 0,5) foram adequados aos processos de extracdo estudados e
suficiente para evitar a formacdo de aglomerados de amostra durante o
armazenamento.

O resultado encontrado para o fruto in natura (79 % + 0,6), é
semelhante ao encontrado por Aradjo (2014) (79,50 % % 0,42) e préximo
aos valores encontrados por Barcia (2009) que ao estudar composicao
centesimal e fitoquimica de jamboldo proveniente de trés diferentes
cidades encontrou valores entre 83,68% + 0,59 e 84,68% + 2,76. Segundo
Barcia (2009), a diferenca de clima e solo causam pequenas modificagdes
na composicdo do fruto, essas diferencas sdo mais expressivas para a
guantidade de acucares redutores. A quantidade de acucares e as ligacGes
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com a estrutura das antocianidinas determina o tipo e a quantidade de
antocianinas disponiveis em frutos e consequentemente nos extratos.

O resultado do fruto liofilizado (3,7% + 0,5) foi semelhante ao
encontrado nos trabalhos de Araujo (2014) com 3,5% + 0,07 e Moreira et
al. (2013) de 3,14%. A secagem a frio, usando liofilizador,
frequentemente é usada para preservar a integridade da amostra sensivel
ao agquecimento, além da sua moagem ser facilitada.

4.1.2 Caracterizacio da matéria-prima moida

A moagem possibilitou reduzir mecanicamente o material
vegetal, para a proxima etapa, a extracdo. Pequenas dimensGes de
particulas aumentam a area de contato do material sélido com o liquido
extrator, desta forma a operacdo de extracdo torna-se mais eficiente
(DAR, 1981; SIMOES et al., 2003).

4.1.2.1 Granulometria

A avaliacdo granulométrica do material moido é um parametro
imprescindivel a ser estabelecido, pois representa uma influéncia direta
sobre a eficiéncia no processo extrativo. Os resultados da avaliagdo da
granulometria estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Granulometria caracteristica das amostras do jambol&o nos diferentes
pré-tratamentos

Pré-tratamento Didmetro médio de particula (mm)
Estufa 55°C -8 h Acima de 0,85*
Liofilizador 48 h 0,23 £ 0,002

* O didmetro das particulas da amostra seca em estufa é de tamanho maior ou
igual ao didmetro m&ximo da peneira utilizada nesta analise.

4.1.2.2 Microscopia eletrbnica de varredura

Na Figura 14 estdo apresentadas as microscopias eletrnicas de
varredura da amostra de jambol&o seco em estufa (Figura 14a) e amostra
liofilizada (Figura 14b), as imagens tem ampliacdo de acordo com o
tamanho da particula.

A comparacdo das imagens deixa clara a diferenca de forma e
tamanho entre as amostras, 230 um para amostra liofilizada (valor este
gue esta de acordo com a granulometria, uma vez que a particula deste
processo ficou mais uniforme), sendo considerada a importancia desta
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analise para identificar apenas a morfologia da particula, uma vez que este
pardmetro pode influenciar na eficiéncia da extracéo.

Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura das amostras de jambol&o a) seco
em estufa e b) liofilizado

PSS
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Fonte: Autora, 2016.

A particula da amostra liofilizada tem formato levemente
arredondado e particula com a porosidade maior que as particulas da
amostra seca em estufa. Isto acontece porque durante o processo de
liofilizacdo, com a retirada da agua sdo formados poros microscépicos por
causa da sublimacgdo dos cristais de gelo (EZHILARASI et al., 2013;
ARAUJO, 2014). A particula da amostra seca em estufa apresenta
formato disforme e é consideravelmente maior que a particula da amostra
liofilizada (valor apresentado pelo resultado de granulometria).

4.1.2.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante

A Tabela 7 apresenta os resultados encontrados em cada amostra,
com resultados apresentados em média e desvio padrao.

O rendimento apresentado em cada processo nao apresentou
valores estatisticamente diferentes. A quantificagdo de compostos
fendlicos totais é uma estimativa do contelido de todos 0s compostos
pertencentes as subclasses de fendlicos presentes em uma amostra. O
resultado encontrado para a amostra liofilizada nesta pesquisa (998 + 93
EAG/100g) mostra-se acima da faixa dos valores encontrados por Santos
(2015) em jamboldo liofilizado proveniente do municipio de Cametd,
regido do baixo Tocantins no Estado do Para, (599 + 1,74 EAG/100g); e
também superior ao resultado encontrado por Aradjo (2014) em jambolao
liofilizado (515 £ 35 EAG/100g) e para jambol&o seco em leito de jorro
(418 + 14 EAG/100g). Como ja mencionado, muitos fatores interferem
nos valores de compostos encontrados em frutas nas diferentes regides,
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como: condicGes de cultivo, tempo de plantio, exposi¢do a luz, método de
colheita, maturagdo, bem como o método de secagem/ conservacdo do
fruto.

Tabela 7 — Teores de compostos bioativos e atividade antioxidante encontrados
nas amostras seca em estufa e amostra liofilizada

AMOSTRA AMOSTRA
RESPOSTA ESTUFA® LIOFILIZADA®

R (%)? 21+ 47 16+2°

CFT (EAG/100g)® 655 +175° 998 + 93?

FT (mg/100g)* 248 +10° 409 + 8°

AT (mg/100g)° 860 + 9° 1564 + 9

AA DPPH (EC50)° 552 + 34° 204 +7°

AA FRAP (umol/100g)’ 3828 +387° 10266 + 4372

(1) Letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa (p<
0,05). (2) R (Rendimento); (3) CFT (Compostos Fendlicos Totais); (4) FT
(Flavonoides Totais); (5) AT (Antocianinas Totais); AA (Atividade
Antioxidante), (6) DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) e (7) FRAP (Ferric
Reducing Ability of Plasma).

Brito (2007) em estudo de identificacdo de antocianinas em
diversas frutas tropicais, encontrou valor de 771 mg/100g (base seca) no
fruto jambol&o, comparando esse valor na fruta com o valor encontrado
nas amostras seca em estufa e liofilizada, pode-se ver que o pré-
tratamento em estufa na temperatura e tempo aplicados, ndo deteriorou a
guantidade das antocianinas presentes no fruto. Os valores de
antocianinas encontradas na amostra liofilizada (1564 + 9 mg/100g)
mostraram-se significativamente superior aos valores encontrados por
Santos (2015) (212 + 2 mg/100g) e Araljo (2014) (673 + 29 mg/100g).
Silva (2011) encontrou valores médios de (56,67 mg/100g) para
antocianinas totais em amostras de jambol&o por spray drier, valores
menores que o encontrado (860 + 9 mg/100 g) no presente estudo, quando
0 jambolao foi seco em estufa com circulacdo de ar. Estudos indicam que,
mesmo sob iguais condicdes de cultivo, crescimento e fertilizagdo pode
observar variagbes de identidade e quantidade das antocianinas
(FAVARO, 2008; SANTOS, 2015). A gquantidade e a identidade das
antocianinas nos vegetais esta relacionada a fatores genéticos e
ambientais. Por esse motivo, a comparacdo de teores destes compostos
entre diferentes culturas de um mesmo vegetal, como frutas, ou dentre
culturas e vegetais diferentes pode gerar resultados bastante distintos
(FAVARO, 2008).
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Diante dos resultados da atividade antioxidante para ambas as
matérias-primas é possivel observar que o pré-tratamento do fruto por
liofilizacdo mantem as caracteristicas originais do produto in natura,
destacando-se, os teores elevados de compostos bioativos (antocianinas e
polifendis totais) e com isso eleva a capacidade antioxidante. Resultados
semelhantes foram encontrados por Faria-Machado (2010) em estudos de
identificacdo e atividade antioxidante de frutas e Bezerra (2015) com
estudos de caracterizacdo e efeitos bioldgicos de polpa de jambolao fresca
e desidratada.

Considerando a diferenca significativa das caracteristicas de cada
uma das amostras, bem como a importancia deste fato para a concluséao
nos resultados deste estudo, os extratos das amostras serdo comparados
separadamente, tratando-os apenas em funcdo do método de extracdo.

4.2 ANALISE DOS EXTRATOS
4.2.1 Rendimento das extrac¢oes

Segundo Silva (2004), o rendimento global de extracdo é
definido como a quantidade total de compostos presentes na matriz sélida
passiveis de serem extraidas pelo solvente em funcéo das condi¢des de
extracao estabelecidas.

Os rendimentos dos extratos de jambolao (amostra seca em estufa
e amostra liofilizada), seguindo as condicGes apresentados na Tabela 4,
estdo apresentados na Tabela 8.

Os resultados de rendimento dos extratos resultantes da
percolagdo variaram de 7,44 (ensaio 1) para 44,10 % (ensaio 5) na a
amostra seca em estufa com o aumento do ciclo, fato esse justificado pelo
aumento do contato entre soluto e solvente, o que resulta e diminuicéo
das limitacGes da transferéncia de massa (MIGLIATO, 2005). Este fato
também é apresentado em outros estudos, que afirmam que a lavagem
exaustiva aumenta a quantidade de compostos extraidos, assim
aumentando o rendimento da extracdo. O rendimento dos extratos por
percolagdo da amostra liofilizada tem rendimento maximo mesmo no
menor ciclo, isso por causa das caracteristicas da particula, 0 menor
tamanho e a porosidade, resultante da liofilizacdo, resultam em maior
transferéncia dos compostos presentes no soluto que sdo compativeis com
o solvente (MIGLIATO, 2005).
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Tabela 8 - Rendimentos das extragfes (%) dos trés diferentes métodos de extracéo
das amostras seca em estufa e liofilizada
SLP? SLC? SLU?
ENSAIO | & ° | & ° |y 1
(3g/30°C/0c—1h) 7,44 4582 | 1426 5819 | 1425 4368
(9¢/ 30°C/0c —1h) 7,48 10,71 | 22,13 26,73 28,52 18,76
(3g/50°C/0c —1h) 27,04 32,76 | 31,36 48,27 29,26 52,95
(99/ 50°C/0c — 1h) 11,62 7,28 30,72 36,22 31,09 23,28
(3g/30°C/4c—-5h) 44,10 40,84 | 10,92 54,15 2494 52,28
(99/ 30°C/4c—5h) 2580 17,40 | 24,45 35,02 30,58 41,07
(3g/50°C/ 4c—-5h) 25,63 29,73 | 20,96 70,53 45,61 48,25
(99/ 50°C/ 4c —5h) 23,00 2491 | 27,94 22,24 33,05 21,37
(6g/ 40°C/2c—-3h) 21,45 3541 | 40,61 34,37 39,00 41,71
(6g/ 40°C/2c—3h) 17,24 31,37 | 38,96 36,61 39,19 31,40
(6g/ 40°C/ 2c —3h) 19,71 33,17 | 41,03 41,24 39,31 41,54
(a) Métodos de extracdo: SLP = Sdlido-Liquido percolado, SLC = Sélido-Liquido
convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom; (b) Métodos de
secagem: | = amostra seca em estufa, Il = amostra liofilizada.

A extracdo solido-liquido representa uma parte importante dos
processos industriais, a transferéncia do soluto da matéria bioldgica para
um liquido adjacente ¢ uma operacdo tradicional na agroindustria e em
indUstrias farmacéuticas (POIROT et al., 2007). Na extracdo por solido-
liquido convencional, para a amostra seca em estufa o rendimento foi de
10,92 % (ensaio 5) e a diminuicdo do tempo para a mesma massa
proporcionou um rendimento correspondente cerca de 4 vezes o valor
obtido (41,03 %), isso porque no tempo médio do planejamento o solvente
ja estava totalmente saturado com os extraiveis do soluto. Para a amostra
liofilizada, o extrato apresentou um rendimento maximo no ensaio 7,
também na minima massa, 70,53%. Um fator importante no rendimento
da extracdo é o tamanho das particula da matriz vegetal. De modo geral a
diminuicdo do tamanho das particulas resulta em um aumento do
rendimento de extragdo, pois facilita 0 acesso do solvente de extracdo até
0 soluto, reduzindo as limitagdes de transferéncia de massa (MIGLIATO,
2005).

O maior rendimento das extracOes ultrassénicas foi utilizando o
nivel minimo de massa, ensaio 7 para a amostra seca em estufa (45,61%)
e ensaio 3 para amostra liofilizada (52,95%). Pode-se observar a
influéncia do tamanho da particula no rendimento da extracdo, para o
ensaio 3 com 0 menor tempo. Para a amostra liofilizada resultou em um
rendimento de extraiveis maior que o rendimento apresentado pelo ensaio
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7 (mesmas condicGes de massa e temperatura, sendo o tempo aumentado)
para a amostra seca em estufa.

A Tabela 9 a seguir, mostra a analise de variancia (ANOVA) dos
valores médios de rendimento de extracdes. Pode-se observar, pela Tabela
9, que o ajuste foi ndo significativo (p > 0,05) para os extratos da amostra
seca em estufa pelos métodos sélido-liquido e assistido por ultrassom,
para os resultados do Box e Wetz (1973) e Neto et al. (2010), rendimento
de extracéo.

De acordo com Box e Wetz (1973) e Neto et al. (2010), para que
uma regressdo nao seja apenas estatisticamente significante, mas também
atil para as médias preditivas, o valor de Feaculado deve ser pelo menos 4
vezes maior que Fabelado, pOr isso, embora 0 R2? dos rendimentos das
extracbes por percolagdo da amostra seca em estufa e por ambos 0s
métodos de extracdo para a amostra liofilizada, 0 seu Fcaiculado N80 foi 4
vezes maior que 0 Franelado. POrtanto existe uma influéncia dos fatores de
entrada no rendimento mas, nao é estatisticamente significativa.

Tabela 9 - Andlise de variancia para o rendimento das extracGes das amostras
(seca em estufa e liofilizada) por solido-liquido percolado, convencional e
assistido por ultrassom

EXTRATO I EXTRATO IT

PERCOLACAO PERCOLACAO

FONTE SQ GL QM F. F¢ |[FONTE SQ GL QM F. F¢
Reg. 950 6 158 4,55 6,16 | Reg. 1321 6 220 681 6,16

Erro 139 4 34 Erro 129 4 32

Total 1089 10 193 Total 1450 10 252

R? 87% R? 91%
CONVENCIONAL CONVENCIONAL

FONTE SQ GL QM F. F¢ |[FONTE SQ GL QM F. Fi
Reg. 382 6 63 0,39 6,16 | Reg. 1644 6 274 2,66 6,16

Erro 660 4 165 Erro 412 4 103
Total 1042 10 228 Total 2056 10 377
R? 36% R? 79%

ASSISTIDO POR ULTRASSOM ASSISTIDO POR ULTRASSOM

FONTE SQ GL QM F. F¢ |[FONTE SQ GL QM F. F¢
Reg. 525 6 87 1,74 6,16 | Reg. 1421 6 236 11,12 6,16

Erro 200 4 50 Erro 85 4 21
Total 727 10 137 Total 1506 10 258
R? 72% R? 94%

I (amostra seca em estufa); Il (amostra liofilizada). SQ (Soma de quadrados); GL
(Graus de liberdade); QM (Quadrado médio); Reg. (regresséo); Fc (F calculado);
Ft (F tabelado).
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Os efeitos das varidveis massa, temperatura, ciclo de lavagem e
tempo de extracgdo e suas interacGes foram estudadas para a identificagdo
do melhor método de extragdo de compostos bioativos nas amostras seca
em estufa e liofilizada.

Como ja mencionado sua comparacao é vertical, a mesma é feita
para os métodos de extracdo em cada amostra. A seguir serdo
apresentados em parte duas partes: respostas da amostra seca em estufa
(), e respostas da amostra liofilizada (11).

4.2.2 Analise dos extratos da amostra seca em estufa
4.2.2.1 Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) determinado por
Folin-Ciocalteu para cada extrato da amostra de jambol&o seca em estufa,
obtido pelos diferentes métodos de extracdo estdo apresentados na Tabela
10. Esses compostos sdo 0s principais responsaveis pela atividade
antioxidante caracteristica dos produtos naturais, no entanto, a
determinacdo destes pelo método de Folin-Ciocalteu ndo caracteriza
completamente a atividade antioxidante, pois expressa os valores em
termos do teor de cido galico presente na amostra, representando apenas
uma boa estimativa desta propriedade (ROGINSKY ; LISSI, 2005).

Tabela 10 - Teor de compostos fendlicos totais (CFT), expressos em equivalentes
de &cido gélico (EAG/100g de extrato) para os extratos da amostra seca em estufa
nos diferentes métodos de extragdo

METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
(39/ 30°C/ Oc — 1h) 465,97 943,83 497,62
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 420,14 507,09 902,78
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 734,63 458,33 577,16
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 372,63 729,17 636,57
(3g/ 30°C/ 4c — 5h) 398,55 788,76 518,12
(9g/ 30°C/ 4c — 5h) 528,36 611,11 625,66
(3g/ 50°C/ 4c — 5h) 461,58 986,11 794,44
(9g/ 50°C/ 4c — 5h) 597,53 655,83 575,58
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 551,49 639,53 529,13
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 486,11 544,04 509,26
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 482,1 803,74 490,31

Métodos de extracdo: SLP = Solido-Liquido percolado, SLC = Sélido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom;
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De acordo com a Tabela 10, o contetido fendlico total para os
extratos por percolagcdo variou de 372,63 para 734,63 EAG/100g de
extrato (ensaio 4 e ensaio 3 respectivamente), isso por conta da
diminuigdo na massa, mantendo temperatura e ciclo constantes. Para
extracdo soélido-liquido convencional os fendlicos totais variam entre
458,33 (ensaio 3) e 986,11 EAG/100g de extrato (ensaio 7), mostrando
gue no tempo minimo de uma hora foi suficiente para a maxima extracao
nas condicbes aqui estabelecidas. No método com ultrassom, o teor de
compostos fendlicos totais maximo foi 902,78 EAG/100g de extrato
(ensaio 2: maxima massa e minimo tempo).

Em estudos de extragdo de compostos fendlicos por diferentes
métodos Mazzutti (2016) também encontrou valores maximos de CFT
nas extrages usando a maxima temperatura. Esse fato foi atribuido as
reacdes que ocorrem durante o processo de extracdo. O melhor método
para a extracdo de compostos fendlicos totais na amostra seca em estufa
foi o sélido-liquido convencional no ensaio 7 (3 g/50°C/5h).

Ha grande variacdo no teor dos compostos fendlicos para os
métodos de extracdo. As diferencas encontradas na literatura para uma
mesma fruta ou vegetal depende, principalmente, das diferentes técnicas
empregadas para a extracdo e quantificacdo destes compostos (TOMAS-
BARBERAN; ESPIN, 2001; RAPISARDA et al., 1999).

4.2.2.2 Teor de flavonoides totais

A determinac&o de flavonoides totais nos extratos da amostra de
jambolao seca em estufa estdo apresentados na Tabela 11.

No método de extracdo por percolagdo o extrato que apresentou
maior valor de flavonoides totais foi o do ensaio 7 (3g/50°C/4 ciclos) com
103,59 mg/100g de extrato; em estudos semelhantes Faria-Machado
(2010) encontrou 20,8 mg/100g de extrato em extratos de jamboldo com
etanol a 5% de H3POa.

O contelido de flavonoides totais para os extratos solido-liquido
convencional variou de 179,40 (ensaio 6: 99/30°C/5h) a 355,40 mg/100g
de extrato (ensaio 4: 99/50°C/1h). Este foi o melhor método de extracéo
para a amostra seca em estufa. Em estudos semelhantes Faria-Machado
(2010) encontrou 86,3 EAG/100g de extrato, em extrato com etanol a 5%
de H3POa. Esta diferenca pode ser atribuida a variabilidade inerente da
matéria-prima, bem como as diferengas na metodologia ou padrdo de
reacdo utilizados. Os fatores temperatura e tempo, tém efeito negativo
guando em conjunto, sendo observado que embora os flavonoides sejam
compostos termossensiveis a temperatura foi menos degradativa do que o
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tempo de contato. Estudos com &cido ascdrbico presente em frutas,
tiveram resultados semelhantes quando se comparava a influéncia do
tempo e da temperatura, sendo que a relacdo minima temperatura e
maximo tempo degrada o composto.

Tabela 11 - Teor de flavonoides totais (FT), expressos em mg/100 g de extrato,
para 0s extratos da amostra seca em estufa nos diferentes métodos de extragao

METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
(3g/ 30°C/ Oc — 1h) 96,26 180,69 276,40
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 61,14 179,98 242,14
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 91,97 257,18 210,24
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 87,04 355,40 194,78
(3g/ 30°C/ 4c¢ — 5h) 80,31 242,69 231,07
(9g/ 30°C/ 4¢ — 5h) 59,09 179,40 164,28
(3g/ 50°C/ 4¢ — 5h) 103,59 186,81 228,83
(9g/ 50°C/ 4¢ — 5h) 57,86 205,20 210,05
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 50,43 166,08 204,45
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 69,84 187,56 182,63
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 43,66 212,43 187,57

Métodos de extragdo: SLP = Solido-Liquido percolado, SLC = Sélido-Liquido
Convencional, SLU = Solido-Liquido assistida por ultrassom;

Apresentando valor 276,40 mg/100g de extrato, 0 ensaio 1
(3g9/30°C/1h) foi 0 melhor resultado apresentado para FT em extracdo
solido-liquida assistida por ultrassom. Em estudos de extratos aquosos de
bagaco de uva assistidos por maceragdo ultrassonica Oliveira (2010)
encontrou 16,7 EAG/100g; esse valor é bem abaixo do encontrado no
trabalho em questdo; quando comparado com o método de soxhlet
Oliveira (2010) encontrou valores mais altos (118 EAG/100g de extrato).
Mesmo mudando o método de extracdo os valores estdo abaixo do
encontrado na extracdo utilizando agua e variando tempo e temperatura.

4.2.2.3 Teor de antocianinas totais

A leitura das antocianinas totais nos extratos da amostra de
jamboldo seca em estufa estdo apresentados na Tabela 12.

O teor de antocianinas totais nos extratos por percolacéo,
variaram de 252,19 a 642,5 mg/100g de extrato (ensaio 6 e 7
respectivamente); pode-se verificar que embora a temperatura tenha sido
a maxima delineada neste estudo, 0 tempo em que essa variavel esteve em
contato com a amostra nao foi suficiente para degradar as antocianinas.
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Kapasakalidis et al., (2006) e Metivier et al., (1980) viram que 0s teores
de antocianinas e compostos fendlicos totais sdo influenciados pelo tipo
de solucdo utilizada para a extragao.

Tabela 12 - Teor de antocianinas totais (AT), expressos em mg/100g de extrato,
para os extratos da amostra seca em estufa nos diferentes métodos de extracdo

METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
(3g/ 30°C/ Oc — 1h) 468,36 984,46 1328,46
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 328,66 968,91 1136,36
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 626,39 1611 1230,34
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 557,91 1404,68 1143,85
(3g/ 30°C/ 4¢ — 5h) 566,72 1489,23 148371
(9g/ 30°C/ 4c — 5h) 252,19 921,43 1088,84
(3g/ 50°C/ 4¢ — 5h) 642,50 1212,88 1408,31
(9g/ 50°C/ 4¢ — 5h) 230,27 1188,49 1173,44
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 299,16 960,16 1199,78
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 349,13 1071,91 935,11
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 246,98 1352,00 1122,47

Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom;

Merece destaque também a quantidade de antocianinas totais
extraidas pelo método sélido-liquido convencional 1611 mg/100g de
extrato (ensaio 3: 3g/50°C/1h). O método de extracdo sélido-liquido
assistido por ultrassom apresentou valor de antocianina maximo préximo
ao encontrado no extracdo sélido-liquido convencional 1483,71 mg/100g
de extrato (ensaio 5: 3g/30°C/5h); nesse método o possivel aumento da
temperatura causado pela agitacdo cria a necessidade de controle
adequado. A temperatura de saturagdo do solvente também é um fator
recorrente a extracéo.

A massa teve influéncia negativa, o que pode ser explicado pela
saturagdo do solvente com 0 aumento da massa.

4.2.2.4 Atividade antioxidante por DPPH e FRAP

Em estudos sobre a capacidade antioxidante, muitos
pesquisadores avaliam a capacidade dos compostos fenolicos
isoladamente. No entanto, ha certa divergéncia na ordem de grandeza dos
resultados de acordo com o método de avaliagdo utilizado. Yilmaz e
Toledo (2004) compararam a capacidade de sequestro de radical peroxil
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de alguns fendlicos e relataram os resultados e ordem decrescente
apresentados: resveratrol > catequina > epicatequina > &cido galico.
Sanchez-Moreno et al. (1999) na comparacdo da atividade antioxidante
de compostos fendlicos e antioxidantes comerciais (naturais e sintéticos),
por dois métodos: inibicdo da oxidacdo de lipidios com resultados nessa
ordem: Rutina = 4cido ferrdlico > &cido tanico = &cido galico = resveratrol
> quercetina > tocoferol >4cido cafeico; e através do sequestro do radical
DPPH obtendo alta atividade para o &cido gélico, atividade moderada para
os acidos quercitina, tanico e cafeico, BHA e rutina, e baixa atividade para
resveratrol. Dessa forma, a avaliagdo desses compostos ndo se
correlaciona diretamente a uma Gnica analise da atividade antioxidante. E
sugerido que a atividade antioxidante é influenciada também, pelos
produtos das reacGes de Maillard e termoxidacdo que ocorrem em altas
temperaturas, as quais sdo influenciadas pelos processos de extragdo
(AMAROWICZ, 2010; RODRIGUEZ-MEIZOSO et al., 2010).

A Tabela 13 apresenta os resultados da atividade antioxidante
determinada através dos métodos DPPH e FRAP nos extratos da amostra
seca em estufa obtidos por solido-liquido percolado, solido-liquido
convencional e solido-liquido assistido por ultrassom.

Tabela 13 - Avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos da amostra seca em
estufa nos diferentes métodos de extragdo através do método DPPH e FRAP
METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
DPPH | FRAP | DPPH | FRAP |DPPH | FRAP
(39/30°C/ Oc —1h) 541 7903 542 3857 495 4465
(9g/ 30°C/0c — 1h) 643 11600 473 3906 628 4189
(3g/50°C/0c —1h) 525 10778 415 4202 503 4204
(9g/ 50°C/ 0c — 1h) 498 11975 607 4335 578 3996
(3g/ 30°C/ 4c —5h) 658 3480 511 3549 563 4627
(9g/ 30°C/ 4c-5h) 710 6885 667 2898 358 4134
(3g/50°C/ 4c —5h) 476 4564 520 3263 617 3969
(9g/ 50°C/ 4c —5h) 587 5909 621 2820 535 4624
(6g/ 40°C/2c—3h) 510 5671 457 5350 437 4036
(6g/ 40°C/2c—3h) 560 5766 586 5015 475 3161
(6g/ 40°C/ 2c —3h) 534 7254 675 5058 258 3575
Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom; DPPH (2,2 difenil-
1-picrilhidrazil) com resultado em EC50; FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) com resultado em pmol/ 100 g de extrato.
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O potencial antioxidante do extrato por DPPH ¢ inversamente
proporcional ao valor do EC50, ou seja, quanto menor o valor de EC50
apresentado pelo extrato, menor quantidade de amostra no extrato é
necessaria para reduzir em 50% a concentracéo inicial do DPPH e, dessa
forma, maior sua atividade antioxidante (SUCUPIRA et al., 2012).

A atividade antioxidante dos extratos obtidos por percolagdo
identificou ensaios diferentes com melhor atividade, visto que cada
método avalia a atividade por diferentes caminhos, no entanto pode-se
verificar que a relacdo “minima massa/ maximo ciclo” ou vice-versa,
foram os fatores de referéncia para a melhor atividade antioxidante, (476
EC50, ensaio 7: 3g/50°C/4 ciclos para DPPH; e 11975 umol/100g de
extrato, ensaio 4: 99/50°C/0 ciclos para FRAP).

A maior atividade antioxidante por DPPH foi obtida para o
extrato assistido por ultrassom (358,76 EC50). Isso pode ser explicado
pela forma de extracdo, pois as ondas proporcionam cavitacdo, 0 que
resulta em maior transferéncia de massa entre o soluto e o solvente
extrator.

4.2.3 Analise dos extratos da amostra liofilizada
4.2.3.1 Teor de compostos fendlicos totais

Os fenolicos sdo relatados como os principais responsaveis pela
atividade antioxidante caracteristica dos produtos naturais (ROGINSKY;
LISSI, 2005). O teor de compostos fendlicos totais (CFT) determinado
por Folin-Ciocalteu para cada extrato da amostra de jamboldo liofilizada,
obtido pelos diferentes métodos de extracdo estdo apresentados na Tabela
14,

De acordo com a Tabela 14, os compostos fenolicos totais
variaram de 2046 (ensaio 5: 39/30°C/4 ciclos) até 4777 EAG/100g de
extrato (ensaio 2: 9g/30°C/0 ciclos) com a diminuicdo do ciclo de
lavagem. Isso porque o volume do solvente tem o limite de extracdo por
causa da sua saturacdo. Kang et al. (2006) determinaram o teor de CFT
de solugdes aquosas de p6 da casca de laranja e encontraram 350
EAG/100g de extrato. Os valores encontrados nesta pesquisa, estao acima
da faixa encontrada por Anagnostopoulou et al. (2006), que estudando
extratos de casca de laranja obtidos com solventes orgénicos encontrou
valores entre 300 a 10500 EAG/100g de extrato. Cruz (2010) em estudos
de extracdo de compostos bioativos em bagago de uva, encontrou valores
otimizados para as condi¢Bes de ensaio com méaxima temperatura (285,14
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EAG/100g de bagaco para fenodlicos totais e 32,81 mg/100g para
antocianinas totais) a temperatura em questdo era 50°C.

Tabela 14 - Teor de compostos fenélicos totais (CFT), expressos em equivalentes
de acido galico (EAG/100g de extrato) para os extratos da amostra liofilizada nos
diferentes métodos de extragdo

METODOS DE EXTRACAO

ENSAIO SLP SLC SLU
(39/ 30°C/ Oc — 1h) 3392 3601 3142
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 4777 4042 4465
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 3197 3277 1003
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 4677 1986 3208
(3g/ 30°C/ 4c — 5h) 2046 2824 2856
(9g/ 30°C/ 4c — 5h) 2566 5763 4091
(3g/ 50°C/ 4c — 5h) 3192 1971 1023
(9g/ 50°C/ 4c — 5h) 3275 3327 2734
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 2625 3775 3200
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 3109 3964 2575
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 2670 3321 2573

Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Solido-Liquido assistida por ultrassom;

O contetido de CFT para os extratos solido-liquido convencional,
aumentaram significativamente do ensaio 7 (3g/50°C/5h) para o ensaio 6
(99/30°C/5h) (1971 e 5763 EAG/100g de extrato, respectivamente), foi a
melhor resposta dentre os extratos apresentados.

De acordo com a Tabela 14, a quantidade de compostos fendlicos
totais encontrados nos extratos de jamboldo da amostra SLU variam de
1003 a 4465 EAG/100g de extrato, sendo 0 minimo no ensaio 3
(3g/50°C/1h) e 0 maximo para o ensaio 2 (99/30°C/1h). Em estudos com
extracdo assistido por ultrassom, utilizando agua como solvente extrator
no bagaco de uva syrah, Oliveira (2010) encontrou 2120 EAG/100g de
extrato, utilizando 3g de amostra seca, com 50 ml de solvente por 30 min.
Benelli (2010) em estudos de extracdo assistido por ultrassom em bagaco
de laranja utilizando etanol, encontrou 4600 EAG/100g de extrato.

Além das interpretagcBes individuais dos resultados, por
intermédio do delineamento composto central 23, foi possivel medir o
efeito da utilizacdo das diferentes condicOes de massa, temperaturas, ciclo
e tempo de extracdo bem como a interacdo entre eles em toda a faixa
avaliada. Os efeitos podem ser melhor observados pelo Grafico de Pareto,
apresentado nas Figuras 15, 16 e 17.
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As respostas com variaveis independentes significativas, foram
avaliadas estatisticamente e estdo apresentados nas Tabelas 15, 16 e 17 a
sequir.

Figura 15 - Grafico de Pareto com os efeitos lineares (L) e de interagdo das
variaveis massa, temperatura e ciclo de lavagem para a resposta teor de
compostos fendlicos totais na extragdo solido-liquido percolado da amostra
liofilizada

byaL -1.55274 .
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Tabela 15 - Anélise de variancia para o teor de compostos fendlicos totais na
extracdo por percolacdo para a amostra liofilizada

FONTES SQ GL QM F. F¢
Regressao 6116093 6 1019348 4,35 6,16
Erro 937835 4 234458
Total 7053928 10 1253807
R? 86,73%

Nivel de significancia, a: 0,05 %; SQ (Soma de quadrados); GL (Graus de
liberdade); QM (Quadrado médio); Fc (F calculado); Ft (F tabelado).

Embora 0 R2 tenha apresentado um valor alto, o que € bom para
0 ajuste; a analise de variancia e o teste Fisher mostram que os fatores de
entrada ndo tem influéncia significativa na resposta dos compostos
fendlicos totais, como pode ser observado no graficos de Pareto da Figura
16. No entanto, € importante deixar claro que o ensaio que apresentou
melhores respostas foi o ensaio 2 (99/30°C/0 ciclo - (nica passagem).
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Figura 16 - Gréafico de Pareto com os efeitos lineares (L) e de interagdo das
varidveis massa, temperatura e tempo de extragdo para a resposta teor de
compostos fendlicos totais na extracdo soélido-liquido convencional da amostra
liofilizada
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Tabela 16 - Analise de variancia para o teor de compostos fenolicos totais na
extraco sélido-liquido convencional para a amostra liofilizada

FONTES SQ GL QM F. F:
Regressio 10405323 6 1734220 1474 6,16
Erro 470501 4 117625
Total 10875824 10 1851845
R? 95,67%

Nivel de significancia, a: 0,05 %; SQ (Soma de quadrados); GL (Graus de
liberdade); QM (Quadrado médio); Fc (F calculado); Ft (F tabelado).

O Gréfico de Pareto (Figura 16) ilustra a influéncia significativa
das variaveis independentes sobre as respostas. A temperatura é o fator de
maior interferéncia nos resultados de composicdo dos extratos, isso
porque 0s compostos bioativos sdo termosensiveis, assim 0 aumento da
temperatura causa degradacdo dos componentes, como pode ser
observado pelos valores de compostos fendlicos totais (AZEVEDO et al,
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2014; OLIVEIRA e PETROVICK, 2010 e FUJITA et al, 2013). A massa
juntamente com a temperatura, tiveram influéncia negativa quando seus
parametros foram aumentados, o que pode ser explicado pela degradacéo
causada pela temperatura e a saturagdo do solvente com o aumento da
massa.

O R2 representou 95% da significancia para o ajuste e a analise
de variancia pelo teste F mostra que as variaveis, embora influentes na
resposta dos compostos fenolicos totais; quando comparados para os 11
ensaios ndo ha diferenca estatistica significativa, apesar disto € importante
salientar que a condigdo do ensaio 6 (99/30°C/5h) teve resultados
expressivos quanto aos compostos fendlicos totais, podendo assim
conservar componentes de interesse para posterior aplicagao.

Figura 17 - Gréfico de Pareto com os efeitos lineares (L) e de interacdo das
varidveis massa, temperatura e tempo de extragcdo para a resposta teor de
compostos fendlicos totais na extragdo SLU da amostra liofilizada
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De acordo com o Gréfico de Pareto (Figura 17) e a partir dos
valores de compostos fenélicos totais pode-se concluir que, a temperatura
€ o principal interferente na extragdo, tendo resultado significativo
negativo, ou seja, quando aumenta a temperatura de extracdo diminui a
quantidade de compostos no extrato, isso devido a sensibilidade desses
compostos quando expostos a temperaturas mais elevadas. Para as
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antocianinas 0 maximo extraido foi alcangado no tempo minimo de 1
hora.

Para variaveis independentes significativas, seguiu-se a analise
de variancia. A Tabela 17 a seguir, mostra a (ANOVA) para os valores de
Compostos Fendlicos Totais.

Conforme demonstram os dados da tabela 17 pela observagéo do
valor de R?, pode-se afirmar que os mesmos sdo adequados para a
extracdo de compostos bioativos na amostra liofilizada em extracdo
assistida por ultrassom tendo como solvente a gua.

Os resultados obtidos neste trabalho levaram a um modelo
preditivo significativo no método de extragdo sdlido-liquido assistido por
ultrassom para o teor de compostos fendlicos totais, uma vez que o R2 se
obteve um bom ajuste (R2=0,97) com 0 Fcaiculado 4,22 Vezes maior que o
Fravelado Obtido na tabela de distribuicéo de Fisher (NETO et al., 2010).

Tabela 17 - Analise de variancia para o teor de Compostos Fendlicos Totais na
extracdo sélido-liquido assistida por ultrassom para a amostra liofilizada

FONTES SQ GL oM Fc F¢
Regressao 11092364 6 1848727 26,00 6,16
Erro 284421 4 71105
Total 11376785 10 1919832
R? 97,50%

Nivel de significancia, a: 0,05 %; SQ (Soma de quadrados); GL (Graus de
liberdade); QM (Quadrado médio); Fc (F calculado); Ft (F tabelado).

O modelo que descreve o comportamento dos compostos
fenolicos totais (EAG/100g de extrato) da amostra liofilizada de jamboléo
é representado pela Equagdo 10, mostrado abaixo.

CFT =2806,969 + 809,044 m — 823,328 T (10)
Em que CFT = compostos fenolicos totais; m = massa; T = temperatura.

O modelo de sistema representado pela equacdo 10 foi construido
a partir dos coeficientes de regressdo das variaveis de processo
significativas, neste caso temperatura e massa. A equacdo foi construida
a partir das variaveis codificadas (-1, 0, +1). De acordo com os resultados
da ANOVA e do teste de Fisher, a equacdo do modelo gerado é
significativa e preditiva, portanto, o uso de variaveis codificadas permite
a previsdo dos valores de CFT para os extratos da amostra liofilizada.

Uma vez que o modelo é significativo, é possivel gerar
superficies de resposta para melhor visualizar as regifes de valores
maximo e minimo de compostos fendlicos, como mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Superficie de resposta para o fatores de entrada significativos na
extracdo de compostos fendlicos totais por SLU na amostra liofilizada,
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Analisando a superficie de resposta, nota-se que temperatura teve
maior influéncia do que a massa, no valor dos compostos fendlicos totais.
Quando trabalhou-se com temperatura minima, independentemente da

massa utilizada, maior foi o teor de CFT encontrado nos extratos.
Mediante a analise da superficie de resposta a extracdo dos CFT
na amostra de jambol&o liofilizado teve nivel 6timo no ponto que utilizou
a massa de 99 e a temperatura de 30°C. Tendendo a aumentar em
temperatura mais baixa e massas maiores.
O ajuste do modelo pode também ser verificado por meio do
gréafico de valores observados vs. valores preditos, apresentado na Figura

19, em que a distribuicdo dos pontos (valores observados) encontra-se, de
forma geral, proxima a reta (valores preditos).

Figura 19 — Gréfico de valores observados vs. valores preditos
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4.2.3.2 Teor de flavonoides totais

Na percolacdo, os flavonoides totais tem resposta aumentada
guando o ciclo aumenta, indo de 216 (ensaio 5: 3g/30°C/4 ciclos) para
341 mg/100g de extrato (ensaio 1: 3g/30°C/0 ciclos), isso porque o
contato entre as partes é aumentada com o aumento dos ciclos. A
atividade antioxidante estd provavelmente associada a presenca dos
compostos fendlicos e flavonoides.

A extracdo com &gua resulta em maior concentracdo das
capacidades bioativas presentes no fruto in natura, por causa da atracdo
de compostos de mesma polaridade.

O conteldo de flavonoides totais para os extratos sélido-liquido
convencional variaram de 259,29 (ensaio 7: 3g/50°C/5h) a 379,62
mg/100g de extrato (ensaio 2: 99/30°C/1h). A leitura maxima por este
método quando comparada com o0 método por percolagdo ndo difere tanto.
Considerando o tempo requerido 0 método de extracdo por percolacao é
mais efetiva.

A leitura de flavonoides totais nos extratos da amostra de
liofilizada estéo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Teor de flavonoides totais (FT), expressos em mg/100g de extrato
para a amostra liofilizada nos diferentes métodos de extracdo

METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
(39/ 30°C/ Oc — 1h) 341,38 300,36 336,50
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 299,76 379,62 265,65
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 292,82 340,86 294,78
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 297,66 325,04 356,86
(3g/ 30°C/ 4c — 5h) 216,96 359,38 333,97
(9g/ 30°C/ 4c — 5h) 319,25 313,75 299,59
(3g/ 50°C/ 4c — 5h) 227,10 259,29 281,55
(9g/ 50°C/ 4c — 5h) 329,85 310,56 243,14
(69/ 40°C/ 2¢ — 3h) 237,24 261,93 257,30
(69/ 40°C/ 2¢ — 3h) 299,22 318,56 294,23
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 282,47 325,98 256,46

Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom;

4.2.3.3 Teor de antocianinas totais

A leitura das antocianinas totais nos extratos da amostra
liofilizada estdo apresentados na Tabela 19.
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Para a percolagdo, as antocianinas totais (ensaio 1 de 1444 a
2081mg/100g de extrato no ensaio 8), tem seu resultado aumentado
quando a temperatura e o ciclo sdo 0s maximos no mesmo ensaio. Como
0 tempo de contato é rapido embora a temperatura tenha aumentado, nao
“passa” tempo suficiente que interfira na conservagdo das antocianinas.
Santos (2015), estudando variacdo de razdo massa de soluto por
temperatura de solvente extrator, encontrou valores maximos para
antocianinas quando a temperatura do solvente extrator aumentava (32,94
mg/100g). Assim a massa é o menor fator de influéncia e como verificado
nos demais ensaios € inversamente proporcional a resposta de
antocianinas. Cruz (2010) em estudos de extracdo de compostos bioativos
em bagaco de uva, encontrou valores otimizados para as condi¢des de
ensaio com maxima temperatura (285,14 EAG/100g de bagago para
fenolicos totais e 32,81 mg/100g para antocianinas totais) a temperatura
em questéo era 50°C.

Tabela 19 - Teor de antocianinas totais (AT), expressos em mg/100g de
extrato para os extratos da amostra liofilizada nos diferentes métodos de
extragéo

METODOS DE EXTRACAO

ENSAIO SLP SLC SLU
(3/ 30°C/ Oc — 1h) 1444 1975 2221
(9g/ 30°C/ Oc — 1h) 964 2165 1771
(3g/ 50°C/ Oc — 1h) 1746 2769 2460
(9g/ 50°C/ Oc — 1h) 1747 2194 2405
(3g/ 30°C/ 4c — 5h) 1669 2479 1716
(9g/ 30°C/ 4c — 5h) 1865 1902 1701
(3g/ 50°C/ 4c — 5h) 1685 1824 2116
(9g/ 50°C/ 4c — 5h) 2081 2095 1631
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 1780 1964 1830
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 2016 2105 1878
(6g/ 40°C/ 2¢ — 3h) 1878 2022 1761

Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom;

O valor das antocianinas totais para 0 método solido-liquido
convencional é representado para o extrato do ensaio 3 (3g/50°C/1h) com
2769 mg/100g de extrato, o maior valor encontrado para os extratos da
amostra liofilizada. Em extratos etanoicos Santos (2015) encontrou 32,94
mg/100g de extrato em jamboldo também liofilizado. Ao extrair
pigmentos antocianicos com solugdo extratora contendo etanol e acido
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cloridrico, Faria, Marques e Mercadante (2011), reportam para o fruto de
jambolao, resultados inferiores ao desta pesquisa, de 210 + 9,1 mg/100g.
Santos (2015) realizando extragdo com etanol encontrou valores variando
de 7,68 a 8,68 mg/100g, variando massa, temperatura e tempo; o valor
méaximo de compostos fenodlicos totais foi encontrado para a maxima
temperatura e tempo do estudo (40°C/4h).

4.2.3.4 Atividade antioxidante por DPPH e FRAP

A atividade antioxidante estda provavelmente associada a
presenca dos compostos fenolicos e flavonoides. A Tabela 20 apresenta
os valores da atividade antioxidante determinada através dos métodos
DPPH e FRAP nos extratos da amostra liofilizada obtidos por percolacao,
solido-liquido convencional e sélido-liquido assistido por ultrassom.

De um modo geral os extratos da amostra liofilizada
apresentaram maior atividade antioxidante. Essa resposta pode ser
relacionada a maior extracdo dos compostos, devido a porosidade da
particula e ao tamanho, uma vez que quanto menor a particula, maior a
area de contato entre as partes soluto e solvente.

Tabela 20 - Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos da amostra
liofilizada nos diferentes métodos de extragdo através do método DPPH e FRAP
METODOS DE EXTRACAO
ENSAIO SLP SLC SLU
DPPH | FRAP | DPPH | FRAP | DPPH | FRAP
(3g/ 30°C/0c —1h) 75,33 16100 180,40 17445 157,82 15458
(9g/ 30°C/0c —1h) 90,13 16909 93,06 15871 95,83 15415
(3g/50°C/0c—1h) 87,46 15730 152,10 10465 153,92 8439
(9g/50°C/0c —1h) 83,27 15838 166,68 19819 143,46 11645
(3g/ 30°C/4c—5h) 251,95 13159 154,01 14029 142,82 11938
(99/ 30°C/ 4c-5h) 86,14 15958 104,60 18162 100,87 14908
(3g/50°C/4c—-5h) 82,67 16983 272,72 9546 215,85 7776
(9g/50°C/ 4c —-5h) 83,99 16823 14513 13573 71,80 12171
(6g/ 40°C/2c —3h) 150,87 15036 188,37 14703 132,48 13088
(6g/ 40°C/2c—3h) 157,74 12709 119,55 13492 166,58 13813
(6g/ 40°C/2c —3h) 103,82 15110 14891 13311 14450 12781
Métodos de extragdo: SLP = Soélido-Liquido percolado, SLC = Solido-Liquido
Convencional, SLU = Sélido-Liquido assistida por ultrassom; DPPH (2,2 difenil-
1-picrilhidrazil) com resultado em EC50; FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) com resultado em pumol/100g de extrato.
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A medida da atividade antioxidante foi diferente para cada um
dos métodos, visto que cada método avalia a atividade por diferentes
caminhos, o melhor resultado para o método DPPH foi para o ensaio 8
(99/50°C/5h) com EC50 de 71,8 pelo método de extracdo assistida por
ultrassom.

Em andlise de atividade antioxidante por DPPH, Oliveira (2010)
encontrou na uva da variedade syrah EC50 346, no mesmo estudo com
agua como solvente em extracdo assistida por ultrassom para a uva da
variedade merlot o valor de EC50 encontrado foi de 1321. O potencial
antioxidante do extrato por DPPH é inversamente proporcional ao valor
do EC50, ou seja, quanto menor o valor de EC50 apresentado pelo extrato,
menor quantidade de amostra no extrato é necessaria para reduzir em 50
% a concentracdo inicial do DPPH e, dessa forma, maior sua atividade
antioxidante.

Um cuidado a ser tomado nesse tipo de extracdo é o controle das
variaveis de processo: massa, temperatura e tempo mantido sob a
frequéncia ultrassénica para a estabilidade dos compostos, evitando
degradacdes e perdas de atividade (JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

4.3 PERFIL QUIMICO DOS MELHORES EXTRATOS

A determinacdo do perfil quimico dos extratos foi realizado
apenas para alguns extratos, selecionados em funcéo dos resultados de
compostos fendlicos totais. A Tabela 21 apresenta 0s ensaios dos
melhores extratos de cada método de extragao.

Tabela 21 — Ensaios e leitura de CFT dos melhores extratos das amostra seca em
estufa e liofilizada nos diferentes métodos de extragdo

METODOS ENSAIO CFT
SECA EM ESTUFA
SLP E3 (39/50°C/0c) 734
SLC E7 (39/50°C/5h) 986
SLU E2 (99/30°C/1h) 902
LIOFILIZADA
SLP E2 (99/30°C/1h) 4777
SLP E3 (99/30°C/5h) 4465
SLU E2 (99/30°C/1h) 4465

Métodos de extracdo: SLP = solido-liquido percolado, SLC = s6lido-liquido
convencional, SLU = sélido-liquido assistida por ultrassom; CFT (compostos
fenolicos totais) expressos em equivalentes de acido galico (EAG/100g de
extrato)
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Os resultados de CFT séo bastante variados, tendo em vista que
a concentragdo do composto varia em funcdo do clima, estagio de
maturacao, método de extragdo, dentre outros fatores. Vasco et al. (2008),
em estudos conduzidos em frutos do Equador, classificam os frutos de
acordo com a concentracdo de CFT em niveis: baixo (inferior a 100mg
EAG/100g), médio (entre 100 a 500mg EAG/100g) e alto (acima de
500mg EAG/100g). Com base nesse conceito, a polpa e as amostras secas
de jamboldo podem ser considerados como sendo produtos com alto teor
de compostos fendlicos.

4.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A Tabela 22 apresenta a lista dos componentes identificados nos
extratos selecionados da amostra seca em estufa e da amostra liofilizada.
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O perfil dos compostos volateis dos extratos foi obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), os
compostos quimicos foram identificados baseando-se na comparagéo do
espectro de massa da substancia com um sistema de banco de dados para
CG-EM. Os espectros de massas de todos 0s extratos de jamboléo estdo
apresentados no Apéndice B.

A partir dos dados da Tabela 22, observa-se que foram
identificados dezenove compostos presentes nos diferentes extratos. O
principal composto identificado em termos de percentual de area relativa
dos extratos foi o Ciclo-hexano,1-metil-3-(1-metiletenil)-, (+/-) também
conhecido como carvestreno, independente da técnica de extracdo
empregada, esse composto foi identificado em praticamente todos os
extratos, porém com maior area de reten¢do nos extratos por percolacao.

Ciclo-hexano,1-metil-3-(1-metiletenil), também  conhecido
como carvestreno, € um isdbmero do limoneno. O limoneno, é um
composto organico pertencente a familia dos terpenos, € o responsavel
pelo aroma forte dos citrinos. Apresentando-se principalmente sob a
forma do isémero D, este quando puro, € um liquido incolor, com um
aroma citrico, tem ponto de fuséo -74,35°C e ponto de ebulicdo de 170 a
180°C, com densidade de 0,85. Reage facilmente com a humidade
atmosférica, oxidando-se e dando origem a carveol, carvona, e no seu
Oxido. O limoneno é comumente utilizado em cosmética, como
constituinte de perfumes, além disso, o D-limoneno é usado na inddstria
alimentar para mascarar o sabor amargo dos alcaldides de alguns
alimentos, e na agricultura também é usado como inseticida, e como
desinfetante em toalhetes para as maos, pelo seu alto poder
antimicrobiano. Pode ser utilizado para dissolver poliestireno,
constituindo uma alternativa a acetona (ChemSpider; DESBOIS; SMITH,
2010; ZHENG et al., 2005; ZHOU et al., 2013).

O canfeno foi encontrado em grande quantidade no extrato da
amostra seca em estufa, sendo ele obtidos por sélido-liquido
convencional, com 9g de massa a 30°C por 5h. Esse composto é um
monoterpeno biciclico. Segundo Simdes et al.(2007) os terpenos ou
terpenoides constituem uma grande variedade de substancias vegetais,
sendo o0 termo empregado para todas as substancias cuja origem
biossintética é o isopreno. Os compostos terpénicos sdo frequentes nos
6leos essenciais como monoterpenos (90% dos dleos volateis) e os
sesquiterpenos. Este composto é encontrado em sementes, flores, folhas,
raizes e madeira de plantas assim como em musgos e algas. Os
monoterpenos oxigenados sdo alvos de interesse para as industrias de
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quimica fina, de agroquimicos e de fragrancia, dentre outras aplicacdes
(MAIA, 2016).

Merecem destaque os compostos &cido hexadecandico, éster
metilico (&cido graxo, &cido palmitico) e &cido benzoico, éster metilico
(composto aromatico). Em estudos com mangaba, extratos a baixas e altas
pressdes, Maia (2016) encontrou acido palmitico em todos 0s extratos.
Mazzutti (2016) em estudos com extracao supercritica de compostos em
Plantago major e Plantago lanceolata encontrou em todas as condigdes
de extracdo, consideraveis quantidades de acido palmitico.

O é&cido graxo palmitico apresenta diversas atividades biol6gicas
como: antioxidante, hipocolesterolémica, e também atividades
nematicida e pesticida (DUKE; BECKSTROM-STERNBERG, 2015).
Além disso, apresenta atividade antimicrobiana, tanto para bactérias
Gram-positivas como para Gram-negativas.

O é&cido benzoico é um composto aromatico, classificado como
acido carboxilico; ¢ um é&cido fraco usualmente aplicado como
conservante de alimentos, é de ocorréncia natural em certas plantas. Seu
anel aromatico é similar ao do benzeno e é o mais simples &cido
carboxilico aromatico. Apresenta-se como um sélido cristalino incolor
(DESBOIS; SMITH, 2010; ZHENG et al., 2005; ZHOU et al., 2013). O
acido benzoico € um importante precursor para a sintese de muitas outras
substancias organicas. Entre os derivados do acido benzoico se encontram
0 acido salicilico e o acido 2-acetilsalicilico (ou o-acetilsalicilico),
também conhecido como aspirina.

A composi¢do quimica dos compostos volateis presentes nos
extratos de jamboldo enriquecem e agregam valor pois, 0S compostos
identificados apresentam importantes atividades bioldgicas, o que pode
sugerir a utilizacdo dos extratos em variadas aplicagdes terapéuticas,
sendo necessario, um estudo sobre a viabilidade econémico da extracdo
destes compostos.

4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Na Tabela 23 é possivel observar para os melhores extratos de

jamboldo de ambas as amostras estudados, o conteldo de compostos
guantificados pela cromatografia liquida.
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Os compostos fenolicos encontrados em maior concentragdo nos
extratos foram os flavanois, com destaque a (+)-catequina, tirosol e a
epicatequina. O teor de catequina variou entre 7,29 a 32,06 mg/100g de
extrato. As maiores concentracdes foram para o extrato por sélido-liquido
convencional da amostra seca em estufa, no entanto o valor da amostra
liofilizada por percolacgdo apresentou valores semelhantes. A epicatequina
teve uma pequena variagdo entre os extratos (5,97 a 8,66 mg/100g de
extrato). Esses valores encontrados mostram que a granulometria e a
porosidade das amostras sdo fatores chave na reacdo de extragdo, uma vez
gue em comparagdo de métodos o solido-liquido percolado é mais rapida
gue o método sdlido-liquido convencional, onde um tempo maior é
aplicado no processo.

Os extratos em questdo apresentaram valores de tirosol entre 9,61
e 17,12 mg/100g de extrato (para ambas as amostras, valores minimo e
méaximo, respectivamente). O tirosol é um metabdlito secundario da
tirosina. Amostras de vinhos apresentaram concentra¢des de tirosol que
variaram entre 9,04 a 46,86 mg/100g, em estudos de identificacdo e
quantificacdo de tirosol em vinhos de vérias cidades da regido sul e
sudeste do pais. Sartor (2014) encontrou 28,57 mg/100g. Pifieiro et al.
(2011) em estudos com diferentes vinhos tintos espanhdis, encontrou para
a variedade Syrah A 34,11 mg/L e B 40,98 mg/L, cultivadas sob
diferentes condigdes de vinificacdo. Esses autores sugerem que uma série
de fatores como temperatura, disponibilidade de nitrogénio e teor de
acucar das uvas podem afetar a atividade da levedura durante a
fermentacdo, 0 que consequentemente altera os valores de tirosol no
vinho.

Um componente identificado que merece destaque é o trans-
resveratrol, ele é o estilbeno mais abundante em uvas, enquanto que o
isdbmero cis é formado durante o processo de vinificagdo. Esse isbmero é
produzido nas plantas em resposta a infeccdo por fungos, ou por estresse
pos-colheita (luz ultravioleta e aplicacdo de herbicidas). Atua como
fitoalexinas em resposta a estes fatores causado pelo meio ambiente
(VITRAC et al., 2005).

Entre os estilbenos, o trans-resveratrol é amplamente estudado
por ter importante papel na satde, principalmente devido ao seu potencial
antioxidante e seu efeito cardioprotetor (VITRAC et al., 2005). O trans-
resveratrol foi identificado e pOde ser quantificado nos extratos da
amostra seca em estufa, ja a sua identificagdo nos extratos da amostra
liofilizada foi juntamente com outros compostos ho mesmo pico, o0 que
causa uma interferéncia para a sua quantificacdo. Nos extratos
quantificados o trans-resveratrol foi quantificado em 0,86 mg/100g de
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extrato; em identificagdo compostos em vinhos Sartor (2014) encontrou
para vinhos de diferentes cidades do sul do Brasil concentracbes que
variaram entre 0,50 a 4,94 mg/100g, isso porque condi¢cdes climaticas
especificas da regido de cultivo, que é diferente para cada safra,
considerando que o clima influencia a sintese de estilbenos, uma vez que
estes sdo sintetizados em condi¢des de estresse (VITRAC et al., 2005).

O extrato do jamboldo apresentou os seis tipos de antocianinas
do padrdo de comparacdo. No Apéndice C, estdo apresentados os
cromatogramas das antocianinas dos extratos de jambol&o.

A antocianina majoritaria nos extratos de jamboldo foi a
cianidina-3,5-diglucésido (31,91 no extrato solido-liquido convencional
da amostra seca em estufa e 27,92 mg/100g no extrato por percolagdo da
amostra liofilizada), seguido de cianidina-3-O-glucésido (19,02 para o
extrato solido-liquido convencional da amostra seca em estufa e 20,54
mg/100g no extrato percolado da amostra liofilizada) as identificagdes
foram confirmadas pela comparacdo dos tempos de retencdo com os de
padrdes auténticos. Os resultados estdo coerentes com relatos de estudos
anteriores, Brito et al. (2007) e Li et al. (2009) também identificaram 3,5-
diglucosideos de cianidina. Em todos os trabalhos citados a identificacdo
de antocianinas baseia-se, em dados obtidos por espectrometria de
massas, sendo que Li et al. (2009) fez a identificac¢do das antocianinas por
meio de ressonancia magnética nuclear (RMN). Em um estudo de
diferentes sistemas de eliminacdo de radicais livres, observou-se que a
pele do fruto do jambol&o apresentou atividade antioxidante significativa,
gue foi atribuida em parte a vitaminas antioxidantes, fendlicos ou taninos
e/ ou antocianinas (BRITO et al., 2007).
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, a agua pode ser utilizada
como solvente para a obtengdo de compostos antioxidantes de jambolao
empregando as técnicas de extracdo por percolacdo, sélido-liquido
convencional e sélido-liquido assistido por ultrassom. Dentre as trés, as
mais eficientes na extracdo de acordo com o resultado de compostos
fendlicos totais e pela atividade antioxidante foram: o método sélido-
liquido convencional para a amostra seca em estufa e solido-liquido
percolado para a amostra liofilizada.

As extragOes sélido-liquido convencional na amostra seca em
estufa apesar de ndo manter os teores apresentados no fruto in natura, e
mostrarem-se inferiores quando comparados a amostra liofilizada,
apresentaram valores significativos de compostos bioativos (antocianinas
e polifendis totais) e quando comparados a outras pesquisas com extratos
de jambol&o com solventes organicos e por outros métodos de extracdo,
0s resultados apresentados nesta pesquisa sdo superiores.

O principal composto volatil encontrado nos extratos de casca e
polpa de jambol&o por cromatografia gasosa foi o ciclo-hexano, 1-metil-
3-(1-metiletenil), com maior area de retencdo nos extratos da matéria-
prima liofilizada para as técnicas por percolacéo e assistido por ultrassom
nas condi¢des do ensaio 2 (99/30°C/ Oc-1h) e no extrato da matéria-prima
seca em estufa obtido por percolagdo na condi¢do do ensaio 3 (3g/50°C/
0c). Outros compostos importantes de interesse para a industria quimica
e farmacéutica também foram identificados.

Dentre os componentes quantificados pela cromatografia liquida
de alta eficiéncia nos extratos de jambol&o, em maior quantidade foram
as antocianinas: cyanidin-3,5-diglucoside; cyanidin-3-O-glucoside; e os
fendlicos: catequina, tirosol e epicatequina.

As analises serviram para comprovar o alto poder bioativo dos
extratos aquosos de jamboldo.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Desenvolver um produto alimenticio com a aplicacdo do extrato
de jambolao e posterior analise sensorial, visualizando aplicacdo
como antioxidante;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos; frente as
bactérias Bacillus cereus e Escherichia coli;

e Auvaliar o potencial com a atividade anti-inflamatéria e
antitumoral;

e Avaliagdo do potencial antioxidante in vivo dos extratos
empregando culturas de células endoteliais;

e Purificar a antocianina majoritaria e realizar testes para posterior
aplicagéo;

e Micronizar e encapsular os melhores extratos de jambol&o;

e Testar a atividade antimicrobiana dos extratos micronizados e
encapsulados.
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8. APENDICES

AP]E:NDICE I: CURVAS DE CALIBRACAO
APENDICE II: CROMATOGRAMAS DA CG-EM
APENDICE III: CROMATOGRAMAS DA CLAE- DAD
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APENDICE A — CURVAS DE CALIBRACAO
CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

Figura 20 - Curva padrdo de acido galico utilizada no calculo de compostos
fenolicos totais dos extratos de jamboléo
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Fonte: Autor (2016).
CURVA PADRAO TROLOX DE FRAP

Figura 21 - Curva padrdo de trolox utilizada na determinagdo de atividade
antioxidante pelo método FRAP dos extratos de jambol&o
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APENDICE B — CROMATOGRAMAS DA CG-EM

Figura 22 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa
extraido por sélido-liquido percolado (ensaio 3: 3g/50°C/0 ciclo — passagem
Unica)
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Figura 23 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa
extraido por sélido-liquido convencional (ensaio 7: 3g/50°C/5h)
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Figura 24 — Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa
extraido por sélido-liquido assistida por ultrassom (ensaio 2: 9g/30°C/1h)
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Figura 25 — Cromatograma do extrato de jambol&o da amostra liofilizada extraido
por sélido-liquido percolado (ensaio 2:99/30°C/0 ciclo — passagem Unica)
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Figura 26 — Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra liofilizada extraido
por sélido-liquido convencional (ensaio 6: 99/30°C/5h

Figura 27 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra liofilizada extraido
por solido-liquido assistido por ultrassom (ensaio 2: 99/30°C/1h)
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APENDICE C - CROMATOGRAMAS DA CLAE- DAD

ANTOCIANINAS

Figura 28 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa
extraido por sélido-liquido percolado (ensaio 3: 3g/50°C/ 0 ciclo — passagem

Unica)
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Figura 29 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa

extraido por sélido-liquido convencional (ensaio 7: 3g/50°C/5h)
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Figura 30 - Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra seca em estufa
extraido por solido-liquido assistida por ultrassom (ensaio 2: 99g/30°C/1h)
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Figura 31 — Cromatograma do extrato de jambol&o da amostra liofilizada extraido
por sélido-liquido percolado (ensaio 2:99/30°C/0 ciclo — passagem Unica)
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Figura 32 — Cromatograma do extrato de jamboldo da amostra liofilizada extraido
por sélido-liquido convencional (ensaio 6: 99/30°C/5h)
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Figura 33 — Cromatograma do extrato de jambol&o da amostra liofilizada extraido
por sélido-liquido assistida por ultrassom (ensaio 2: 99/30°C/1h)
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