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RESUMO

A crescente demanda por compostos naturais e estudo da
atividade biolégica desses compostos tem impulsionado pesquisas na
area de extracdo, e a extracdo supercritica (SFE) tem se mostrado uma
alternativa vidvel e promissora em relacdo aos processos de extracao
com uso de solventes e altas temperaturas. A extragao supercritica com
suas vantagens de ndo-inflamabilidade, extratos sem residuos de
solventes e temperaturas baixas de extracdo vem se firmando como uma
tecnologia limpa e com isso tem conquistado o interesse de diferentes
indUstrias. Devido as caracteristicas da SFE, que permitem a obtengdo
de produtos puros, sem residuos quimicos, esta técnica de extracdo vem
sendo muito utilizada para obtencdo de compostos com alto grau de
pureza, utilizados para estudos e aplicagbes de suas atividades
bioldgicas. Sendo que nesta area os compostos fendlicos e antocianinas
se destacam por apresentar atividade anticarcinogénica, podem atuar na
inibicdo de enzimas oxidativas e inflamatorias demostrando acéo
antialergénica, antiviral, bactericida, fungicida e anti-hemorragica. O
presente trabalho tem como objetivo estudar o processo de extracdo de
compostos fenolicos de cascas de jabuticaba com CO, supercritico. As

extracbes foram realizadas variando a pressdo de 100 a 300 bar e a
temperatura de 35 a 55 °C. Também foi avaliado o uso de etanol 95%
como cossolvente na SFE em 100 bar e 55 °C. Apos a extragdo foram
avaliados o efeito da temperatura e pressdo no teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante. O melhor rendimento da SFE
sem cossolvente foi 0,48% nas condicdes de 300 bar e 55 °C, enquanto
com o uso de cossolvente a 100 bar e 55 °C o rendimento foi de 4,52 %.
Os melhores resultados para conteldo de fendlicos totais e atividade
antioxidante foram percebidos a 100 bar tanto nas temperaturas de 35 e
55 °C. Com o0 uso de cossolvente houve uma maior extracdo de
compostos fenodlicos e consequentemente, maior atividade antioxidante.
Os resultados obtidos indicam que as melhores condicfes de extracdo
supercritica de antocianinas de casca de jabuticaba sdo 100 bar e
temperaturas de 35 e 55 °C.

Palavras-chave: Extragdo supercritica. Antocianinas. Antioxidantes.






ABSTRACT

The increasing demand for natural compounds and study of the biological
activity of these compounds has been driving research in the extraction area,
and supercritical extraction (SFE) has been shown to be a viable and
promising alternative to solvent extraction and high temperature extraction.
Supercritical extraction with its advantages of non-flammability, extracts
without solvent residues and low temperatures of extraction has been
established as a clean technology and with this has conquered the interest
of different industries. Due to the characteristics of SFE, which allow the
production of pure products without chemical residues, this extraction
technique has been widely used to obtain compounds with a high degree of
purity, used for studies and applications of their biological activities. In this
area, the phenolic compounds and anthocyanins are distinguished by their
anticarcinogenic activity. They can act in the inhibition of oxidative and
inflammatory enzymes, demonstrating antiallergenic, antiviral, bactericidal,
fungicidal and anti-hemorrhagic action. The present work aims to study the
process of extracting phenolic compounds from jaboticaba shells with
supercritical CO,. The extractions were carried out varying the pressure
from 100 to 300 bar and the temperature from 35 to 55 °C. It was also
evaluated the use of 95% ethanol as a cosolvent in SFE at 100 bar and 55
°C. After the extraction, the effect of temperature and pressure on total
phenolic compounds and antioxidant activity were evaluated. The best yield
of SFE without cosolvent was 0.48% under the conditions of 300 bar and 55
°C, while with the use of cosolvent at 100 bar and 55 °C the yield was of
4.52%. The best results for total phenolic content and antioxidant activity
were observed at 100 bar at both temperatures of 35 and 55 °C. With the use
of cosolvents there was a greater extraction of phenolic compounds and
consequently, greater antioxidant activity. The results indicate that the best
supercritical extraction conditions of jabuticaba bark anthocyanins are 100
bar and temperatures of 35 and 55 °C.

Keywords: Supercritical extraction. Anthocyanins. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

Com o apelo nutricional da populacdo mundial e o avanco dos
estudos envolvendo produtos naturais, houve uma crescente demanda
por estudos com frutas e vegetais, além da separacdo de componentes
presentes nos mesmos. Com isso, 0 desenvolvimento de técnicas de
extracdo alternativas sem uso de solventes orgéanicos, com melhor
seletividade e eficiéncia se torna necessério.

Processos tradicionais de extracdo, como a extragdo com
solventes orgéanicos deixam residuos no extrato. A extracdo com fluido
supercritico € uma técnica ambientalmente segura e eficiente para
materiais solidos. A tecnologia supercritica tem sido muito empregada
em processos de extracdo, devido a necessidade de obter compostos com
alto grau de pureza para uso na industria alimenticia e farmacéutica.

O uso de cossolventes (etanol e agua) no processo de extracao
com fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction)
possibilita a extracdo de substncias mais polares, possuindo grande
potencial de uso na indistria de alimentos e farmacéutica (TAYLOR,
1996).

Do ponto de vista industrial, a otimizacdo de opera¢Ges com
fluidos supercriticos, que geralmente envolvem o contato de uma fase
solida com um fluido supercritico, requer o conhecimento dos aspectos
termodindmicos (solubilidade e seletividade) e dos aspectos cinéticos
(taxa de transferéncia de massa) do processo. Os aspectos
termodinamicos definem a maxima concentracdo de soluto obtida na
fase supercritica, como funcéo das condigdes de operacdo (temperatura e
pressdo do solvente) e da composicdo da fase condensada, e 0s aspectos
cinéticos representam a descricdo e, eventualmente, a predicdo da taxa
na qual o soluto é transferido da fase condensada para a fase supercritica
(DEBENEDETTI & REID, 1986).

A jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel), tem
despertado grande interesse entre os produtores rurais devido a sua alta
produtividade, rusticidade e aproveitamento de seus frutos in natura ou
pela industria alimenticia. No Brasil, a comercializacdo da jabuticaba
tem aumentado anualmente.

Essa fruta possui um grande interesse econdmico devido as
muitas formas que é usada. Em funcdo do seu sabor, os frutos séo
frequentemente consumidos frescos. As jabuticabas sdo muitas vezes
utilizadas para a producdo de sucos, vinhos, licores, vinagre, geléias e
compotas de frutas. A jabuticaba é um fruto tropical de grande valor
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sensorial e nutricional, pois possui alto teor de carboidratos, fibras,
vitaminas e sais minerais tais como ferro, célcio e fosforo, além de
compostos fendlicos, os quais apresentam um efeito benéfico a salde
(RUFINO et al., 2010).

Antocianinas consistem no maior e mais importante grupo de
pigmentos aquasollveis naturais sendo responsaveis por cores que vao
desde laranja e vermelho a violeta e azul de diversas flores, frutos e
folhas (CAVALCANTI, SANTOS, e MEIRELES, 2011;
REYNERTSON et al., 2006). Além de sua capacidade colorifica
diversas sdo as atividades bioldgicas atribuidas as antocianinas como:
atividade anticarcinogénica (HAGIWARA et al., 2001), antioxidante
(WANG et al., 2000) e antiviral (KAPADIA et al., 1997).

O poder antioxidante de uma planta, por exemplo, pode ser
atribuido ao conteddo de compostos fenolicos. Os compostos fenolicos
sdo incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo
muito eficientes na prevencdo da auto oxidacdo dos lipidios. Além da
captura de radicais livres, esses compostos podem atuar como quelantes
de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacgdo do
processo oxidativo (SHAHIDI et al., 1995).

Diante disso, as antocianinas representam uma alternativa
atrativa como fonte de pigmentos vegetais de alto poder corante. Além
de ser empregada como agente antioxidante na indudstria farmacéutica.
Assim o presente trabalho tem como objetivo principal estudar o
emprego do processo de extragdo supercritica na obtencdo dos extratos
de casca de jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel). Este estudo
visa extrair compostos fendlicos da casca de jabuticaba e determinar a
composi¢cdo de antocianinas dos extratos obtidos nas extracOes
supercriticas com e sem cossolvente.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral
O objetivo geral desta pesquisa consiste em avaliar o processo de
extracdo de compostos fendlicos e antocianinas da casca de jabuticaba
utilizando diéxido de carbono supercritico como solvente.
1.1.2  Objetivos Especificos
e Avaliar o efeito das varidveis de processo como temperatura e
pressdo na extracdo de compostos fendlicos da casca de

jabuticaba;

e Avaliar a influéncia do uso de cossolvente na extracdo e
comparar com 0s extratos obtidos sem o uso de cossolvente;

e Determinar a concentracdo de compostos fenolicos totais pelo
método do reagente Folin-Ciocalteu.

e Determinar as antocianinas monoméricas totais pelo método de
pH diferencial;

e Determinar pelo método DPPH a atividade antioxidante dos
extratos obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EXTRACAO SUPERCRITICA (SFE)

Processos de extracdo convencionais baseiam-se no uso de
grandes quantidades de solventes organicos e a aplicagéo de calor e/ou
agitacdlo (LUQUE DE CASTRO et al., 1998). As principais
desvantagens sdo as grandes quantidades de solvente requeridas,
degradacdo térmica, e a presenca de residuo de solventes organicos, o
que é frequentemente inaceitavel na inddstria de alimentos (LOPEZ-
SEBASTIANL et al., 1998). Dentre 0os novos métodos de extracdo
existentes, o que utiliza fluido supercritico tém se tornado foco de
estudos, ja que este possui varias vantagens em relacdo aos demais
métodos, pecas condi¢des brandas de operacdo, auséncia de residuos
apos a extracdo, dentre outras (SANTOS et al., 2011).

O processo de extracdo supercritica consiste em usar um fluido
supercritico, quando suas condicfes de temperatura e pressdo em que se
encontram sdo maiores que o0s seus valores criticos. As variagdes das
propriedades de estado acima do ponto critico podem ser intensas,
causando diferentes efeitos em solutos e reagentes (SANDLER, 1989).

A SFE tem vantagens considerveis em comparacdo com as
técnicas convencionais. O solvente pode ser facilmente removido da
mistura mediante reducdo da pressao e/ou o ajuste da temperatura. Além
disso, existe uma exigéncia de energia menor em comparagdo com
outros métodos, e a extracdo pode ser mais rapida, conforme a matéria
prima, devido a baixa viscosidade, alta difusividade, e poder solvente
adequado do fluido supercritico.

A tecnologia supercritica utilizando como solvente o CO, é
considerada uma tecnologia limpa, sendo este considerado um solvente
GRAS (Generally Recognized as Safe). O diéxido de carbono utilizado
pode ser reciclado ou incorporado ao meio ambiente. A utilizacdo do
dioxido de carbono mantém o extrato isento de tracos residuais de
solvente, resultando assim em um produto mais puro em relagéo a outras
metodologias de extracdo (BRAGA, 2005).

Devido as propriedades dos fluidos supercriticos, como a alta
difusividade e baixa viscosidade, ocorre um aumento do poder de
difusdo do fluido na matriz. A facilidade de difusdo aliada & densidade
alta do fluido, melhora a solvatacdo da matriz pelas moléculas do fluido
e, portanto aumenta a transferéncia de massa entre a matriz e o fluido,
permitindo desta maneira extracBes mais eficientes, utilizando volume
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menor de solvente e tempo menor de extracdo se comparado aos
processos de extracdo convencional (LOU et al. 1993).

O poder de solvatacdo de um solvente aumenta ndo somente a
solubilidade de um certo produto, como o nimero de compostos
solubilizaveis. Os aromas e 6leos essenciais sdo extraidos utilizando-se
0 solvente em condicfes proximas ao seu ponto critico, enquanto que
oleoresinas de especiarias e 6leos vegetais sdo extraidas em condicGes
de altas pressdes, acima do ponto critico (BROGLE, 1982).

A SFE apresenta diversas vantagens, quando comparada aos

métodos tradicionais de extracdo e separacdo. O elevado potencial de
solubilidade que os fluidos apresentam quando estdo nas condicGes
supercriticas; as baixas temperaturas criticas de alguns solventes
supercriticos permitem a extracdo de produtos termossensiveis, sem a
alteragdo nas propriedades dos compostos extraidos; as propriedades
solventes dos gases comprimidos podem ser grandemente variadas,
tanto pelo ajuste apropriado da temperatura e da pressdo quanto pela
introducdo de agentes aditivos que mudem a polaridade dos gases; 0s
extratos quase ndo sofrem hidrdlise, oxidacdo, esterificacdo,
caramelizacdo ou alteragBes térmicas, por isso representam melhor o
material original; com a adi¢do de cossolventes, permite-se a extracdo
diferencial de solutos ndo polares até solutos de polaridade alta; nédo
permanece solvente residual nos extratos obtidos.
Além disso, as propriedades destes solventes podem ser variadas, tanto
pelo ajuste apropriado de pressdo e temperatura, quando pela adigéo de
cossolvente que mudam a polaridade dos gases. O CO, é inerte, ndo
inflamavel e como solvente, depois da agua, é o de menor custo, além de
poder ser reutilizado, baixando o custo operacional (MAUL, 1999).

2.1.1 Histérico

A primeira observacdo de uma fase supercritica foi feita pelo
Bardo Cagniard de La Tour em 1822. Ele observou visualmente que 0s
limites entre gés e liquido desapareciam quando a temperatura de certos
materiais era elevada em um frasco fechado (TAYLOR, 1996).

O interesse por esta aplicacdo de extracdo supercritica foi
evocado pela rapida escalada e incerta disponibilidade de solventes
derivados do petr6leo no inicio dos anos 1980, e também por possiveis
problemas a salide causados pelo uso de solventes hidrocarbonetos e
hidrocarbonetos clorados (SOVOVA, 1994).

Conforme TAYLOR (1996), os primeiros pesquisadores a
perceberem o poder de solvatacdo dos fluidos supercriticos foram
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Hannay e Hogarth, em 1879. Através de estudos de solubilidade do
cloreto de cobalto I, do cloreto de ferro 111, do brometo de potéssio e do
iodeto de potassio em etanol no estado supercritico (Tc=243 °C, Pc=62
atm), detectando que suas concentracdes em etanol supercritico, era
maiores do que as previstas por suas pressdes de vapor.

A extracdo com fluido supercritico, em escala industrial, teve
seu inicio na Alemanha, no final dos anos 70, com o processo de
remocdo de cafeina do café. Processo que se destacou devido a
utilizacdo de uma tecnologia limpa, sem residuos, uso de solventes ndo-
toxicos, extracdo de produtos de alta qualidade e manutencdo das
propriedades organolépticas do produto (MAUL, 1999).

Outras aplicagBes que tiveram crescente desenvolvimento
incluem o tingimento de fibras téxteis (buscando a reducdo da emissdo
de efluentes liquidos), a extracdo de contaminantes do solo (metais
pesados e pesticidas) (PERRUT, 2001).

Nas duas Ultimas décadas numerosos artigos técnicos e
cientificos relatando aplicacbes da SFE para extracdo de Oleos
essenciais, oleoresinas e outros materiais aromaticos de muitas matrizes
vegetais foram desenvolvidos. Entre estes estudos podemos destacar a
SFE foi usada para obter 6leos vegetais de sementes de améndoa
(MARRONE et al., 1998), palma (CORREA et al., 2001), oliva
(ESQUIVEL et al., 1999), 6leo essencial de pimenta-do-reino
(FERREIRA; FERREIRA et al.; 1996, 1999), coentro (ILLES et al.,
2000), oleoresina de caléndula (JOCHMANN; DANIELSKI, et al;
2000, 2001a), oleoresina de cavalinha (FERREIRA et al.; MICHIELIN
et al.; 2001, 2001). Outros estudos foram desenvolvidos para a
recuperacdo de substancias valiosas de diferentes extratos, como a
extracdo de antioxidantes do farelo de arroz (SARMENTO et al., 2001),
recuperacdo de carotendides e lipidios da polpa de buriti (FRANCA et
al., 1999), extracdo dos glicosideos da stévia (YODA, 2001) dentre
outros. Estes estudos avaliaram parametros cinéticos, termodinamicos,
modelagem do processo de transferéncia de massa ou a composicao
guimica dos extratos.

2.1.2  Fluido supercritico

Do ponto de vista termodindmico, o diagrama de fases de uma
substancia € uma representacdo grafica que demonstra as condi¢des de
temperatura e pressdao em que as diferentes fases de uma determinada
substancia sdo termodinamicamente mais estaveis. As curvas que
separam as regifes de cada fase, denominadas curvas de equilibrio,
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fornecem os valores de pressdo e temperatura nos quais as diferentes
fases coexistem em equilibrio, conforme pode ser observado na figura 1
(ATKINS, 2003).
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Figura 1: Diagrama de fases tipico de uma substancia pura (ATKINS, 2003).

Fluidos supercriticos apresentam propriedades caracteristicas de
gases e de liquidos. Possui compressibilidade semelhante a um gas,
enchendo completa e uniformemente um recipiente, dissolucdo de
solutos, como um liquido (quando suficientemente comprimidos), a
viscosidade € baixa como a de um gas (produzindo baixas quedas de
pressdo em colunas de mercurio) e a difusdo ¢ intermediaria entre gases
e liquidos, variando com a sua densidade.
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Tabela 1: Propriedades criticas de solventes que podem ser usados na extragdo
supercritica.

Solvente Temperagura Critica  Presséo Critica (bar)
C

Dioxido de carbono 31,(10 : 73,76
Etano 32,30 48,84
Etanol 240,75 61,40
Etileno 9,30 50,36
Propano 96,70 42,45
Propileno 91,90 46,20
Ciclohexano 280,30 40,73
Benzeno 289,00 48,94
Tolueno 318,60 41,14
Clorotrifluormetano 28,90 39,21
Triclorofluormetano 198,10 44,70
Amonia 132,50 112,77
Agua 374,20 220,48

FONTE: DIEHL, 2008.

Para a aplicacdo da tecnologia supercritica, existe uma série de
substancias que podem ser usadas como fluido supercritico,
principalmente compostos polares. A Tabela 1 apresenta alguns
exemplos dessas substancias, e suas respectivas temperaturas criticas
(Tc) e pressoes criticas (Pc).

Em alimentos e produtos farmacéuticos, o dioxido de carbono
(CO,) é o fluido mais utilizado como solvente, seja como fluido
supercritico ou liquido subcritico, uma vez que suas caracteristicas se
assemelham a de um solvente ideal (FERREIRA, 1996).

O didxido de carbono supercritico é essencialmente um solvente
ndo polar, e seu poder solvente varia consideravelmente com a
densidade. Portanto, permite extrair grande variedade de substancias,
dependendo da presséo aplicada (ARAUJO, 1999).

2.1.3 CO, supercritico

O didxido de carbono (CO5) supercritico, assim como a maioria
dos fluidos supercriticos, tem a densidade préxima a de um liquido,
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baixa viscosidade e se difunde como um gas. Estas caracteristicas Ihe
conferem excelentes qualidades de extracao.

Entre as razbes que o CO, supercritico é indicado para SFE
pode-se citar a sua baixa temperatura critica, Tc = 31,04°C, permitindo
que as extra¢Oes sejam realizadas a uma temperatura que ndo prejudique
as propriedades organolépticas e quimicas dos extrato e sua pressao
critica, Pc = 73,76 bar, de facil obtencéo para o CO, em um processo de
producdo industrial. O diagrama de fases e a variagdo de densidade do
CO, sdo apresentados nas figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2: Diagrama de Pressdo por temperatura do CO, (ATKINS, 2003).

O CO, apresenta viscosidade baixa como a de um gas, alta
densidade como os liquidos e difusdo intermedidria entre gases e
liquidos. Pouca variagdo na temperatura causa grandes variacbes na
densidade do solvente, facilitando a extracdo de diversos componentes
presentes na matéria prima. A variacdo da densidade do CO, com a
variagdo da temperatura é expressa na figura 3.
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Figura 3: Variagcdo da massa especifica do CO, supercritico com Presséo e
Temperatura (ATKINS, 2003).

O CO, é inerte, ndo oferece riscos de reacbes secundarias, como
oxidacdes, reducdes, hidrélises e degradacBes quimicas; é seguro,
inofensivo, ndo explosivo, ndo poluente e ndo toxico; possui polaridade
proxima a do pentano e do hexano, solventes apolares comumente
usados em extracdes tradicionais por solventes.

Além disso, é versatil, ja que os parametros de extracdo do CO,
supercritico podem ser modificados facilmente pela adicdo de
cossolventes, polares e apolares, e também pela selecdo das condicGes
de temperatura e pressdo (MAUL, 1999). Estas propriedades dao
flexibilidade e permitem adequacdo das condi¢Bes de extragdo para as
necessidades especificas dos produtos a serem extraidos e ao produto
final desejado.

A desvantagem do diéxido de carbono supercritico € que os
compostos polares muitas vezes séo dificeis de extrair. Essa dificuldade
pode ser facilmente resolvida usando pequenas quantidades de
modificadores organicos ou cossolventes (DANH et al., 2009).
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2.1.4 Cossolvente

A adicdo de um solvente auxiliar ao CO,, denominado
cossolvente ou modificador, tem sido proposta com intuito de aumentar
a solubilidade de compostos-alvo polares e também possibilitar o
controle da seletividade do processo de extracdo, proporcionando a
utilizacdo de pressdes menos elevadas (DIAZ-REINOSO et al., 2006;
SINKO, 2006; PEREIRA e MEIRELES, 2010). Os cossolventes sao
selecionados de modo a proporcionar 0 aumento das interacdes
moleculares do solvente supercritico com os compostos de interesse.

Os solventes mais utilizados como modificadores em processos
de extracdo com fluido supercritico sdo o metanol e o etanol, os quais
sdo capazes de realizar interacGes do tipo dipolo-dipolo e ligacdes de
hidrogénio com moléculas do soluto contendo grupos funcionais polares
(HAMBURGUER et al., 2004; KOPCAK e MOHAMED, 2005;
AZEVEDO et al., 2008).

O etanol empregado na extracdo de compostos com atividade
antioxidante, de fontes naturais tem a vantagem de, assim como o0 CO,,
apresentar toxicidade mais baixa em comparagdo com outros
cossolventes. O etanol é amplamente utilizado para melhorar a
eficiéncia da extracdo de compostos relativamente polares, tais como os
acidos fenolicos e flavonoides, e pode ser facilmente removido do
produto final por meio de destilacdo e evaporacdo (RAWSON et al,
2012).

Alguns trabalhos citam o uso de etanol como cossolvente.
Penedo e Coelho, 1997 constataram que o emprego de 5 % de etanol
como cossolvente na extragdo de acidos graxos livres de 6leos vegetais
aumentou a eficiéncia para 65,3% para o 6leo de soja e 55,8% para 0
6leo de castanha do Pard. BADALYAN, WILKIRSON e CHUN (1998)
observaram que o uso do etanol (2 %, em massa), como cossolvente
aumentou o rendimento de dleo essencial em aproximadamente 10 %
para gengibre australiano em compara¢do com o rendimento obtido com
CO, liquido puro a 25 °C.

2.2 JABUTICABA

Segundo o Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF, 2016), a
fruticultura tem se destacado como um dos mais importantes segmentos
econdmicos do agronegdcio brasileiro, sendo responsavel por inserir o
Brasil entre os trés maiores produtores de frutas do mundo, atras apenas
da China e India. A area cultivada com frutas ja ultrapassou a casa dos
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2,2 milhdes de hectares em todos os estados brasileiros, com volumes
estimados em 43,6 milhdes de toneladas. Dessa producdo, 47% é
destinada ao sistema agroindustrial e 53% para a comercializagdo de
frutas frescas.

A jabuticaba (figura 4), nativa do Brasil encontrada em ampla
regido no Brasil que vai do Pard ao Rio Grande do Sul (PEREIRA,
2003). O fruto é uma baga sub-globular suave que é de cor roxa quando
maduro, tem um diametro de 1,6 - 2,2 cm e contém 1 - 4 sementes. A
casca é fina e muito fragil, e a polpa tem um branco de cor translicida, é
doce e ligeiramente acida (WHALEN et al., 1997; SANTOS et al.,
2011). Por causa das caracteristicas similares aos da uva, muitos
produtos podem ser feitos a partir da jabuticaba, como o vinho, suco,
geleia, licor e vinagre (ANDERSEN et al., 1988).

Figura 4: Planta adulta de jabuticabeira (Plinia trunciflora O.Berg). Fonte:
Instituto brasileiro de Florestas.

A jabuticaba tem alto teor de taninos, vitamina C e de
flavonoides, em especial na sua casca, 0 que indica um grande potencial
antioxidante e, assim, um possivel papel na prevenc¢do de varias doencas
relacionadas com o stress oxidativo. (MORTON, 1987, GIACOMETTI
etal., 1994, ZANATTA et al., 2005),
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A jabuticaba mostra-se um fruto de grande valor nutricional e
funcional. Na medicina popular a jabuticaba é utilizada para varios fins,
entre estes € mencionada a decoccdo da casca, como remédio para a
asma e o0 consumo da polpa que, por sua composi¢édo auxilia a digestdo e
mobilidade intestinal do bolo alimentar. Com isso a obtencdo de
compostos fenolicos e antocianinas da jabuticaba se tornam atraente,
principalmente com uso de tecnologia supercritica que ndo deixa
residuos de solventes no extrato obtido.

Poucos sdo os estudos dos compostos bioativos da jabuticaba,

dentre eles, Aradjo (1999) estudou a composi¢do quimica, potencial
antioxidante e hipolipidémico da farinha da casca de Myrciaria
cauliflora (jabuticaba) através de ensaios com aplicacdo da farinha da
casca de jabuticaba na dieta dos ratos, verificando efeito
hipocolesterolemiante e hipotrigliceridemiante, sendo este maior com o
aumento da quantidade suplementada. Leite-Legatti et al (2012) incubou
células tumorais com amostras extraidas da jabuticaba com solvente
(etanol 95%; 1,5 N HCI 85:15 v/v), constatando efeito antiproliferativo
contra leucemia e células tumorais da prostata. Meireles et al (2011) fez
a avaliacdo econdmica de diferentes condi¢cdes de Extracdo Supercritica
(EFS) com etanol 20% v/v de residuo de producdo de geleia,
determinando que a condicdo de extracdo em 323 K e 20 MPa teve a
maior produgdo de compostos antioxidantes e com o menor custo de
producao.
Cavalvanti (2013) fez avaliagdo econdmica da extra¢do de antocianinas
de residuo de produgdo de geleia de jabuticaba utilizando liquido
pressurizado (PLE) e fluido supercritico, concluindo que extratos
aquosos obtidos via SFE e PLE foram os mais rentaveis. Kuhn (2014)
utilizou o extrato hidroalcodlico 70% de casca de jabuticaba na racéo de
jundias e administrou por 15 dias aos animais, constatando que o extrato
preveniu o dano oxidativo em jundias expostos a um fator fisico de
estresse. Sacchet et al (2015) avaliou os efeitos antidepressivos e
antioxidantes do extrato aquoso de P. trunciflora, no qual foram
identificadas cinco diferentes antocianinas. A P. trunciflora mostrou
poder de redugdo férrico significativo e atividade de eliminacdo de
radicais DPPH in vitro e peroxidacdo lipidica reduzida tanto in vitro
como in vivo. Ao nivel comportamental, P. trunciflora (400 e 800 mg /
kg, i.p.) dependente da dose reduziu o tempo de imobilidade no teste de
suspensdo da cauda em ratinhos machos suigos.
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2.3 COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser compreendidos como um grupo de
substancias que, quando presentes em concentracBes ideais,
normalmente baixas quando comparadas as concentragdes dos
substratos oxidaveis, retardam ou inibem significativamente a oxidagao
daquele substrato pela reacdo com os radicais livres, impedindo ou
diminuindo o estresse oxidativo e aumentando a vida Util de uma grande
variedade de alimentos (HALLIWELL, 1990). Podem ser divididos em
sintéticos, substancias utilizadas na industria alimenticia, destacando-se
o0 BHT, BHA, GP, TBHQ (SOUSA et al., 2007) ou naturais tais como:
tocoferol (vitamina E), caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos
fendlicos (flavondides) (SOUSA et al., 2007).

O contetdo de compostos antioxidantes é influenciado pela
estrutura quimica, método de extracdo empregado, tamanho das
particulas da amostra, tempo e condi¢des de armazenamento, bem como
pelo método de andlise, sele¢do de padrdes e presenca de substancias
interferentes, como gorduras, terpenos e clorofilas (BARNES et al.,
2009). Por essas razdes, nenhum método de extracdo é totalmente
eficiente na extracdo de todos os fenolicos ou de uma classe especifica
de compostos fenolicos em alimentos. A solubilidade dos polifendis é
determinada pelo tipo de solvente (polaridade) utilizado, grau de
polimerizacdo dos fendlicos, interacdo de fendlicos com outros
constituintes do alimento e formacdo de complexos insollveis. Os
solventes mais frequentemente utilizados para a extracdo de compostos
fendlicos incluem metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila,
propanol, dimetilformamida e suas combina¢bes (ANTOLOVICH et al.,
2002).

Existem varios métodos para avaliar a atividade antioxidante,
como o método de formacdo do complexo fosfomolibdénio ou a
atividade antioxidante em relacdo a reducdo de um radical, como o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (BRANDWILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). O método DPPH baseia-se na reducéo do
Mo+6 para Mo+5 com subsequente formacdo do complexo fosfato-
Mo+5, que se distingue por sua coloracdo verde em pH acido e absorcédo
maxima em 695 nm. Este método destaca-se pela sensibilidade e pela
facilidade de reproducéo, avaliando-se a atividade antioxidante relativa
(AAR) ao efeito desempenhado pela vitamina C (ARBOS et al., 2004).

O crescente interesse por alimentos naturais e evidéncias de que
alguns compostos antioxidantes sintéticos podem promover o
desenvolvimento de alguns efeitos colaterais como alergias e possiveis
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acles promotoras de cancer, tem aumentado a demanda por compostos
naturais com atividade similar. Antioxidantes naturais na industria de
alimentos sdo importantes ndo apenas devido a sua utilidade como
método de prevencdo da oxidagdo, mas também pelos efeitos benéficos
na satide humana (IBANEZ et al., 2003).

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas 0s
compostos fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior
capacidade antioxidante, sendo representados pelos flavonoides e
isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas e outros (RAZAVI et al.,
2008; SACCHETTI et al., 2005).

2.4 ANTOCIANINAS

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos =
flores; kianos = azul), foi inventado por Marquart em 1853 para se
referir aos pigmentos azuis das flores. Percebeu-se mais tarde que ndo
apenas a cor azul, mas também varias outras cores observadas em flores,
frutos, folhas, caules e raizes sdo atribuidas a pigmentos quimicamente
similares aos que deram origem ao “flor azul” (BROUILLARD, 1982).

As antocianinas sdo um tipo de pigmento funcional responsavel
por uma ampla gama de cores presentes em vegetais, flores, frutos, e
produtos derivados (KONG et al., 2003).

Com a mesma origem biossintética dos outros flavondides
naturais, as antocianinas sdo estruturalmente caracterizadas pela
presenca do esqueleto contendo 15 atomos de carbono na forma Cg-Cs-
Ce, porém, ao contrario dos outros flavonodides, as antocianinas
absorvem fortemente na regido visivel do espectro, conferindo uma
infinidade de cores, dependendo do meio de ocorréncia
(BROUILLARD, 1982).

As antocianinas sdo moléculas polares e, consequentemente,
sdo mais sollveis em solventes polares do que em apolares. Além disso,
a sua solubilidade depende de alguns fatores o que incluem as condicbes
do meio tal como o valor de pH. Dessa maneira, 0s métodos
convencionais de extracdo de antocianinas envolvem, normalmente,
solventes polares em meios acidificados (BARNES et al., 2009).

Devido sua solubilidade em &gua, as antocianinas ocorrem nos
tecidos de plantas dissolvidas no fluido da célula vegetal, que
geralmente apresenta pH levemente acido (HAYASHI, 1962). As
antocianinas mais comumente encontradas em frutas sdo derivadas
principalmente de seis antocianidinas: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. A nomenclatura dos
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pigmentos é derivada da fonte (do vegetal) em que eles foram
primeiramente isolados (HARBORNE, 1994).

As diferencas entre as varias antocianinas estdo no ndmero de
grupos hidroxilicos na molécula, no grau de metilagdo destes grupos, na
natureza e no nuimero de acuUcares ligados a molécula e na posicdo
dessas ligacfes, bem como na natureza e no nimero de acidos alifaticos
e/ou aromaticos ligados ao(s) agucar(es) na molécula de antocianina
(STRINGHETA, 1991).

Uma caracteristica marcante das antocianinas estd no fato de
gue em solugdes aquosas, apresentam diferentes estruturas em fungéo do
pH. De modo geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2), as
antocianinas apresentam coloragdo intensamente avermelhada devido ao
predominio da forma céation flavilico (AH"). Para um meio com pH
maior que 2, é observado um equilibrio entre o céation flavilico e uma
estrutura conhecida como pseudobase carbinol (B). Com o aumento do
pH, as antocianinas perdem a cor até se tornarem praticamente incolores
em pH aproximadamente 6, devido a predominancia da espécie
pseudobase carbinol. Em valores de pH acima de 6,0, tanto a estrutura
pseudobase carbinol quanto anidrobase quinoidal (A) podem formar a
espécie cis-chalcona (C¢). A formacdo desta ocorre com a ruptura do
anel heterociclico o que, dependendo do tipo de antocianina, pode tornar
a reacdo irreversivel. A formacéo da cis-chalcona a partir da anidrobase
quinoidal pode ocorrer por dois caminhos diferentes: de maneira direta,
resultado de um aumento brusco de pH, ou com a formacéao das espécies
anidrobase ionizadas (A"), possivelmente provenientes de um aumento
gradual de base entre os valores de pH 6,5 e 9. Ao iniciar-se a ionizacao
das antocianinas, sdo formadas estruturas de anidrobases que exibem
coloragdo azul. Em meio extremamente alcalino, observa-se o equilibrio
entre formas ionizadas de chalconas cis e trans, apresentando coloracdo
amarelada. Baseando-se em trabalhos anteriores (BOBBIO, 2001 e
TERCI, 2002) juntamente com estudos recentes, sugere-se que as
possiveis transformacdes estruturais das antocianinas em meio aquoso
em funcdo do pH podem ser representadas pela Figura 5.
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Figura 5: Possiveis transformacgBes estruturais das antocianinas em meio
aquoso em fungdo do pH. Fonte: MALACRIDA e MOTTA, 2006.

As diferencas estruturais entre as antocianinas individuais séo
resultado do numero de grupos hidroxilas na molécula, do grau de
metilacdo desses grupos, da natureza e do numero de aclcares
(glicosideo) ligados a molécula e da posicao da ligacdo e da natureza e
nimero de &cidos alifaticos e aromaticos ligados aos aglcares na
molécula (Tabela 2) (GUEDES, 2004).

De acordo com SADILOVA et al. (2007), para se obter um
rendimento elevado de antocianinas no extrato, os solventes sdo
geralmente ligeiramente acidificados para facilitar a libertacdo e
solubilizacdo de antocianinas a partir do tecido de frutos e para
estabilizar as antocianinas, mas também porque a maior estabilidade
destes compostos é conseguida em meio &cido.
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Tabela 2: Estrutura quimica das principais antocianinas encontradas na
natureza.

Acilagdo
Aglicona Substituicéo (esterificacéo
9 glicosidica das hidroxilas
do agucar)
Estrutura
base
R1 R
H H Pelargonidina  D-glicose Acidos
cindmicos
OH H Cianidina D-galactose p-cumarico
OH OH  Delfinidina D-xilose Ferulico
OCH;, H Peonidina L-ramnose Caféico
OCHjs OH  Petunidina L-arabinose
OCHg3; OCH Malvidina Rutinose acidos alifaticos
3
Soforose acético

Sambubiose maldnico
Gentiobiose succinico

Fonte: MALACRIDA e MOTTA, 2006.

Antocianinas consistem no maior e mais importante grupo de
pigmentos hidrossolveis naturais sendo responsaveis por cores que vao
desde laranja e vermelho a violeta e azul de diversas flores, frutos e
folhas (CAVALCANTI, SANTOS, e MEIRELES, 2011;
REYNERTSON et al., 2006). Além de sua capacidade colorifica
diversas sdo as atividades biologicas atribuidas as antocianinas como:
atividade anticarcinogénica (HAGIWARA et al., 2001), antioxidante
(WANG et al., 2001) e antiviral (KAPADIA et al., 1997).

Além disso, tais compostos podem atuar na inibicdo de enzimas
oxidativas e inflamat6rias demostrando acéo antialergénica, antiviral,
bactericida, fungicida, antitumoral e antihemorragica (EINBOND et al.,
2004; REYNERTSON et al., 2008). Além disso, podem reduzir o risco
de doengas corondrias através da modulacdo da protecdo arterial
(COLANTUONI et al., 1991), inibicdo da agregacdo de plaquetas
(MORAZZONI e MAGISTRETTI, 1990) ou protecdo endotelial
(YOUDIM et al., 2002).



2.4.1 O uso de antocianinas em escala industrial

Existem aproximadamente 400 antocianinas diferentes
catalogadas (KONG et al., 2003). Contudo, é como corante natural que
as antocianinas encontram sua maior aplicacdo podendo atuar como
agentes colorificos em produtos alimenticios, cosméticos, farmacos,
tecidos, tintas, dentre outros.

Embora as antocianinas estejam largamente distribuidas na
natureza, encontram-se poucas fontes que possam ser utilizadas pelas
indUstrias farmacéutica, alimenticia e cosmética, como podem ser vistos
exemplos na Tabela 3.

Tabela 3: Fontes de antocianinas.

Antocianina Fonte

Cianidina-3-glicosideo Uva, vinho, cereja, jamboldo, morango,
amora, magé, azeitona, jabuticaba.

Cianidina-3,5- Uva, vinho, cereja, figo, marmelo.
diglicosideo
Peonidina-3-glicosideo Uva, cereja, jabuticaba.
Malvidina-3-glicosideo Uva, vinho.
Malvidina-3,5- Uva, vinho, feijdo, inhame.
diglicosideo
Cianidina-3-galactosidio ~ Mac4, cacau.
Cianidina-3p- Repolho roxo.
cumarilsoforosidio-5-
glicosidio
Pelargonidina-3- Rabanete.
soforosidio-5-glicosideo
Pelargonidina-3- Morango, tamarindo.
glicosideo
Delfinidina-3,5- Berinjela, feijdo, uva, roma.
diglicosideo
Delfinidina-3- Berinjela.
cafeoilglicosidio-5-
glicosideo

Petunidina-3-glicosideo Uva, vinho, feijdo, mirtilo, laranja.

Fonte: MALACRIDA, MOTTA, 2006.
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A principal funcdo da adicdo de corantes em produtos
alimenticios é proporcionar a melhoria na aparéncia dos mesmos,
deixando-0s mais parecidos aos produtos naturais e mais agradaveis,
portanto, aos olhos do consumidor, que, desta forma, é estimulado a
consumir o produto, ja que a aparéncia tem um papel importantissimo na
aceitacdo desses produtos (FAVARRO, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

Jabuticabas (Myrciaria cauliflora) foram adquiridas no mercado
local (Chapecé — SC, Brasil). Os frutos foram descascados manualmente
e separadas as cascas. Passaram por um processo de secagem em estufa
com circulacdo e renovacdo de ar da Tecnal, modelo TE-394/2 por 48 h
em temperatura de 35 °C. A andlise de umidade foi realizada na mesma
estufa utilizando o método descrito pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(1985) secagem a 105 °C até peso constante. Apds secas as cascas
apresentavam 20 % de umidade, foram trituradas e armazenadas em
frasco de vidro.

3.2 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Os ensaios de extracdo supercritica foram realizados em uma
unidade de extracdo no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia
Supercritica (LATESC) na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), desenvolvida pelo Laboratério Thermische Verfahrenstechnik
da Technische Universitait Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha
(Zetzel et al., 2003). A unidade de Extragdo Supercritica constitui-se de
um cilindro de CO, com tubo pescador (White Martins Ltda, Joinville,
SC, Brasil), que alimenta a linha de extracdo, que passa imersa em um
banho termostéatico de resfriamento (Thermo Haake C10 - K10)
programado para manter a temperatura inferior a 0°C, garantindo assim
gue o solvente siga no estado liquido a bomba (Maximator M111 CO,),
gue trabalha suprida por uma linha de ar comprimido e filtrado. A
pressdo de operacdo desejada é regulada através da valvula V1 (Tescom
Cat N° 26-1761-24-161). A bomba é alimentada com o solvente, que é
entdo pressurizado a uma pressdo pré-estabelecida em V1, e
encaminhado a linha de extracdo, passando ao extrator, que se constitui
de um cilindro encamisado de a¢o inox com extremidades rosqueadas de
33,5 ¢cm de comprimento, 2,042 cm de didmetro interno e volume
interno de 100 mL. A temperatura de operacdo do extrator é mantida
constante através de um banho termostatico de aquecimento (Thermo
Haake DC30 — B30). Toda a tubulagdo onde se encontram conectadas as
valvulas V1 a V6 é mantida submersa em um banho termostético de
aquecimento (Microquimica, modelo MQBTZ99-20) a uma temperatura
de 65 °C. A tubulacdo da saida do extrator é conectada a V3 (Sitec
Microvalve 710.3012) e em seguida a V4 (Sitec Shutoff Valve
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710.3010) por onde o fluxo de CO, é regulado. Ap6s passar pela V4, o
extrato é coletado em tubos ambar, onde também é conectado um
rotametro (ABB Automation Products 10 A 61) para medicdo do fluxo
de CO,, regulado na V3 e V4. As Figuras 6 e 7 mostram a foto e 0
esquema de funcionamento do equipamento, respectivamente.

Figura 6: Equipamento de Extragdo Supercritica.
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Figura 7: Esquema da unidade de Extracdo Supercritica.

Onde: VT - Vélvula de controle de freqliéncia da bomba. V1 - Valvula
reguladora de pressdo. V2 - Valvula de entrada do extrator (Autoclave valve
10V2071 Maximator Cat N° 3710.0104). V3 - Vélvula da saida do extrator
(Sitec Shutoff 710.3010). V4 - Microvélvula (controla a velocidade de
escoamento) (Sitec Microvalve 710.3012). PI1 - Mandmetro do cilindro (WIKA
do Brasil, PI: Cat 233.50.10). PI2 — Manémetro da bomba (WIKA do Brasil, PI:
Cat 233.50.10). PI3 — Mandmetro do extrator (WIKA do Brasil, PI: Cat
233.50.10).

Cascas de jabuticabas trituradas com 20 % de umidade (15
gramas) foram adicionadas em um leito de extracdo de 67,6 mm. O leito
de extracdo foi composto por uma camada de esferas de vidro de
didametro médio de 2 mm, uma camada contendo a amostra de casca de
jabuticaba e uma camada de algoddo. As esferas de vidro foram
utilizadas com o objetivo de completar o volume do extrator. Apos
completar o volume do extrator, foi feita uma pressurizagdo do sistema
apenas com CO, para retirada do ar da coluna de extracdo. Em seguida,
injetou-se o solvente extrator na coluna, nas condi¢Ges de operacdo (100
a 300 bar e 35 a 55° C). O periodo de extracdo dinamico foi de 2,5
horas, com vazdo de CO, de 0,6 Kg/h. Para a extracdo com uso de
cossolvente utilizou-se uma bomba que adicionava, com vazdo
controlada, o cossolvente no sistema. O extrato foi recolhido em um
frasco &mbar.

Apb6s o término da extracdo as tubulagBes do equipamento
foram lavadas com 30 mL de etanol PA para recolher o extrato que
ficou nas tubulagcbes. Em seguida, o solvente foi removido por
evaporagdo num sistema de rotaevaporacgao (Figura 8) a 35 °C, com um
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controlador de vacuo (Novatécnica, modelo NT-613) acoplado em um
evaporador.

SSIIIIITI

SIILILIG Y

Figura 8: Sistema de rotaevaporacdo (Controlador de vacuo + evaporador).

O tempo de extracdo foi determinado através da cinética de
extracdo na condicdo de 150 bar de presséo e 35 °C de temperatura.

3.3 CONDICOES DE OPERAGCAO

Alguns pardmetros sdo utilizados no processo de SFE. Entre
eles podem-se citar a pressdo e a temperatura de extracdo, a massa de
material vegetal, a massa especifica do componente a ser extraido e do
material vegetal, a porosidade do leito de extracdo, as dimensdes
(diametro, altura e volume) do leito e o tempo de extragdo. Os principais
pardmetros utilizados para a extracdo estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros utilizados na extracao.

Parametro Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Pressdo (bar) 100 200 300
Temperatura (°C) 35 45 55
Vazdo de CO, (Kg/h) 0,6 0,6 0,6
Tempo de extragéo (h) 2,5 2,5 2,5

O planejamento experimental baseia-se em um fatorial 2% com 3
pontos centrais, totalizando 7 ensaios. Serd examinado os efeitos do
aumento da temperatura e da pressao sobre o rendimento de extracdo de
antocianinas da casca de jabuticaba. No fatorial os niveis sdo 35, 45 e
55°C para a temperatura, € 100, 200 e 300 bar de pressdo. Os pontos
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centrais serdo 45 °C para a temperatura e 200 bar de pressdo. A matriz
de planejamento, é apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais para estudar o
efeito da temperatura e da pressdo na extragdo supercritica de antocianinas da
casca de jabuticaba.

Temperatura Pressdo

Ensaio (OC) (bar) x1 X2
1 35 100 -1 -1
2 55 100 +1 -1
3 35 300 -1 +1
4 55 300 +1 +1
5 45 200 0 0
6 45 200 0 0
7 45 200 0 0

Também foi realizada uma SFE com uso de 5% de etanol PA
como cossolvente em pressdo de 100 bar e 55 °C de temperatura, para
comparagdo com a SFE sem cossolvente.

3.4 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE EXTRAGCAO

O percentual do rendimento de extracdo obtido a uma
determinada razdo (Xogr) foi calculado relacionando a massa total de
extrato (Mexrato) € @ massa de alimentacdo de matéria-prima (F) em base
seca, de acordo com a equacéo 1 abaixo:

Xosyp = (F222) 4100 (1)

O rendimento global foi dado como a soma entre o rendimento
obtido no frasco de coleta, na coluna de adsorcéo e no frasco de limpeza
com etanol ap6s evaporacdo do solvente.

3.5 DETERMINAGCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS

Para a determinacdo do teor de fenodlicos totais (TPC — total
phenolic content) dos extratos utilizou-se 0 método do reagente Folin-
Ciocalteu descrito por SINGLETON et al (1999), com algumas
adequac0es para extratos vegetais.
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Para a curva padréo de &cido galico (Figura 10) pipetar 0; 0,10;
0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 0,90; 1,0 mL da solucdo estoque
de &cido galico (0,05 ppm) em balBes volumétricos de 10 mL, com a
finalidade de serem obtidas as concentragdes de 0, 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450 e 500 mg/L.

Para a amostra, separar 0,01 g de amostra, dilui-se em 6 ml de
etanol PA e solubilizou-se utilizando o ultrassom. Em seguida, foi
separado 100 pL de cada uma das concentragcbes com pipeta automatica
e transferir para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionar 2 mL de &gua
destilada, agitar e adicionar 0,5 mL do reativo Folin-Ciocalteu e
misturar bem.

Depois de 30 segundos e antes de 8 minutos, adicionar 1,5 mL
de solucad de carbonato de sédio a 20 %. Agitar bem e adicionar agua
até completar 10 mL. Deixar repousar por 2 horas a 25 °C ao abrigo da
luz. Medir a absorbancia em espectrofotdmetro de cada solugdo no
comprimento de onda de 765 nm.

Representar graficamente a absorbancia versus a concentragdo
de acido galico (mg/ml). Utilizar 4gua destilada como branco e como
controle negativo todos os reagentes menos a amostra.

Curva padrao de acido galico
0,6
0,5

0,4

03 y =0,0009x + 0,055

R? =0,9709

02

Absorbancia

0,1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Acido gdico (mg/mL)

® Absorbdncia

Linear (Absorbancia)

Figura 9: Curva padrdo do &cido galico.
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3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE —
METODO DPPH

O radical DPPH é considerado um radical estavel e tem sua
absorcdo maxima em 517 nm. Quando este composto recebe um elétron
ou um radical hidrogénio para se tornar um composto mais estavel, sua
absorcdo diminui. A técnica foi realizada no Laboratério de Analise
Instrumental na Universidade Comunitaria da Regido de Chapeco, de
acordo com Brand - Williams et al. (1995), com algumas modificagdes e
constitui-se da incubagdo dos extratos de jabuticaba (concentragfes de
10, 20, 40, 80, 160 e 320 pg/mL) por 24 horas a 25° C, em uma solugdo
metandlica de DPPH na concentracdo de 0,06 mM com posterior leitura
da absorbancia em 517 nm. O percentual de inibigdo do radical DPPH
foi calculado, convertendo em porcentagem de atividade antioxidante
(AA) usando a equacao 2:

Abs, amostra — Abs, branco
AA% = 100 — (2)
Abs, controle

Etanol (1,0 ml) mais solucdo de extrato da casca de jabuticaba
(2,5 mL) foi usado como um branco. Solucdo de DPPH (1,0 ml; 0,3
mM) mais etanol (2,5 mL) foi utilizada como um controle negativo. Os
controles positivos foram aqueles que utilizaram as solugdes-padréo.

Apo6s, o valor do EC50, definido como a quantidade do
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do
radical livre DPPH, em um determinado intervalo de tempo, foi
determinada por regressao linear através da curva da concentracdo dos
extratos vs. atividade antioxidante (%). A atividade antioxidante de cada
extrato foi expressa pelo EC50.

3.7 DETERMINAGCAO DO CONTEUDO TOTAL DE
ANTOCIANINAS MONOMERICAS

O contetdo de antocianinas monoméricas totais (Total
Monomeric Anthocyanins — TMA) foi determinada no Laboratorio de
Analise Instrumental na Universidade Comunitaria da Regido de
Chapeco, utilizando o método de pH diferencial descrito por Giusti e
Wrolstad (2001) adaptada, que se baseia na transformagéo estrutural do
cromdforo antocianina em funcdo do pH. Um espectrofotémetro de UV-
Vis (Hitachi, modelo L-3010, Tokyo, Japao) foi usada para medidas no
comprimento de onda de absorbéncia méaxima (cerca de 520 nm) e 700
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nm, utilizando 4gua destilada como um branco. Duas diluicbes da
mesma amostra foram preparados: um com &cido cloridrico / cloreto de
potassio, tampdo de pH = 1,0 e 0 outro com acetato de sddio / &cido
acético, tampéo de pH = 4,5.

Para uma aliquota de 1,0 mL de amostra diluida, foram
adicionados 1,8 mL da solucéo de cloreto de potassio (pH 1,0) e acetato
de sddio (pH 4,5) e deixadas em repouso durante 25 minutos ao abrigo
da luz, em seguida foram realizadas as leituras de absorbancia de cada
solucdo no comprimento de onda maximo e a 700 nm. O fator de
diluicdo (DF) foi determinado (volume final por volume da amostra
original). O teor de antocianinas foi calculada como cianidina-3-
glucésido (PM = 449,2 g/mol e (¢) = 26.900 L/mol cm™) e os resultados
foram expressos em mg /100 g de material seco.

Para a quantificacdo das antocianinas totais foram consideradas
as absorbancias a 520 e 700nm apenas da solugdo de pH 1,0 e os
calculos realizados de acordo com a equacao 3.

_ (Absszo — Abs700)pH1,0 * 10° = PM = fd
B €

AT

* 100 3)

Onde:

AT séo as antocianinas totais expressas em mg de cianidina-3-
glucosideo, antocianina majoritaria, em 100g de amostra;

(Abs520 e Abs700) pH1,0 sdo os valores de absorvancia da
amostra diluida na solucdo tampdo pH 1,0 lidos a 520 e 700 nm,
respectivamente;

PM é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo;

fd é o fator de diluicio dado pela razdo volume da diluigdo, em
litros, por massa de amostra, em gramas;

¢ € o coeficiente de extingdo molar da cianidina 3-glucosideo
em solucdo tampéo pH 1,0 & 520 nm, cujo valor é de 26.900 Lcm -1mol
_]_,

100 é utilizado para expressar o valor por 100 gramas de
amostra.

Para a quantificacdo das antocianinas monoméricas foram
consideradas as absorbancias a 520 e 700 nm das amostras diluidos nas
solugdes tampdo pH 1,0 e 4,5 e os céalculos de acordo com a equagéo 4.
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(Absszo — Abs700)pHas * 10° = PM = fd
*
€

AM = AT —

100 (4)

Onde:

AM sdo as antocianinas monoméricas expressas em mg de
cianidina-3- glucosideo, antocianina majoritaria, presentes em 100g de
amostra.

AT sdo as antocianinas totais expressas em mg da antocianina
predominante em 100g de amostra;

(Abs520 e Abs700) pH 4,5 sdo as absorbancias lidas da solugédo
em pH 4,5 nos comprimentos de onda 520 e 700 nm, respectivamente.

4 RESULTADOS
4.1 CINETICA DE EXTRACAO

De acordo com Sovova (1994) a curva tipica de extracdo é
caracterizada por trés fases distintas: uma para o tempo inicial, quando
ocorre a transferéncia apenas do soluto exposto (predominio da
transferéncia de massa ocorre devido a convecgdo na fase fluida), a
segunda para o tempo intermediario, onde tanto o soluto exposto como
uma porcao contida nas células se transferem (os efeitos convectivos na
fase fluida quanto os difusionais na fase sélida determinam a velocidade
de extracdo) e, finalmente, uma terceira para o periodo final em que
apenas o soluto do interior das células se transfere (predominio do
fendmeno difusivo no solido).

Percebe-se (Figura 10) que nos 60 minutos inicias de extracdo
houve pouco araste de extrato e, consequentemente um baixo
rendimento da extragdo. Isso pode ser explicado por existir uma fase de
equilibrio entre 0 CO, e 0 material vegetal. E, é possivel constatar que
apo6s um periodo de 150 minutos a quantidade de extrato obtido da casca
de jabuticaba (15 g) é constante. Tendo em vista que, apos este periodo,
tem-se um gasto energético adicional sem obter quantidades
consideraveis de extrato, tomou-se este como o tempo padrdo. Fixou-se
a varidvel tempo, a fim de garantir que a etapa de difusdo fosse
alcancada, reafirmando que tempos maiores de processo nao
apresentaram um incremento consideravel na massa de extrato obtida.
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Cinética de extragdo
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Figura 10: Cinética de extracdo a 150 bar e 35 °C.
4.2 RENDIMENTO

Os rendimentos da extracdo supercritica de compostos fendlicos
da casca de jabuticaba sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Rendimento global em extratos obtidos em diferentes condigdes de
SFE com CO, supercritico de cascas de jabuticabas.

Pressdo (bar) Temperatura (°C) Rendimento (%)
100 35 0,1625
100 55 0,3308
200 45 0,4249
200 45 0,4265
200 45 0,3141
300 35 0,4433
300 55 0,4882
100 * 55 4,5208

*Extragdo com uso de cossolvente.

Pode-se observar que quando se aumenta a pressdo a
temperatura constante ocorre um aumento da taxa de extracdo em todas
as etapas do processo, conforme esperado, devido ao aumento da
densidade (e poder de solvatacdo) do CO, supercritico (YAMINI et al.,
2002). Desta forma para as maiores pressdes temos 0s maiores
rendimentos. 1sso pode ser explicado pelo fato que com o aumento da
pressdo em temperatura constante, aumenta a densidade, condutividade
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térmica e a viscosidade do CO, extraindo uma maior variedade de
compostos, ndo somente 0 composto desejado. Outro fator que pode
influenciar em maior rendimento em pressdes mais altas € o fato que em
pressdes mais elevadas favorecem a liberacdo do soluto do interior da
particula.

Michielin et al. (2001), estudando a SFE de cavalinha
observaram que a regido da inversdo das isotermas se encontra entre 120
e 150 bar, onde a 120 bar houve a predominancia do efeito da densidade
na solubilizacdo da oleoresina e de 150 a 250 bar o principal efeito foi o
da pressdo de vapor, ou seja, a 120 bar 0 aumento da temperatura de 30
°C para 40 °C indicou a reducdo do rendimento, enquanto que acima de
150 bar observou-se um aumento de rendimento com a mesma variagdo
de temperatura.

A SFE a 100 bar, 55 °C e com uso de 5% (v/v) de etanol PA
como cossolvente teve rendimento de 4,52 %, quase dez vezes maior
gue o melhor rendimento de SFE sem cossolvente. Resultado que indica
a influéncia da polaridade dos solventes nos rendimentos dos extratos
obtidos uma vez que a matriz vegetal em questdo é rica em compostos
polares como é&cidos fendlicos e flavondides (REYNERTSON et al.,
2008). E para a extracdo de certas classes de composto, um cossolvente
é freqlientemente usado com o CO, para aumentar sua polaridade e logo
seu poder solvente.

O rendimento elevado com o uso de etanol PA também foi
percebido por outros autores. CHANG et al (2000) extrairam o6leo
essencial de ché verde comercial com didxido de carbono adicionando
como cossolventes agua e etanol, concluindo que o etanol a 95% resulta
em rendimento quatro vezes maior comparado & adi¢cdo de 4gua como
cossolvente. WANG et al (2001) realizaram extragdo supercritica com
dioxido de carbono em raizes de ginseng, adicionando etanol 6%
(molar) como cossolvente, obtendo maior rendimento em relacdo a
extracdo com didxido de carbono puro.

Braga (2005) concluiu que o dioxido de carbono possui pouca
habilidade para dissolver moléculas polares mesmo em condicbes de
altas densidades, porém esta caracteristica pode ser modificada pela
adicdo de pequenas quantidades de substancias polares, tais como agua e
etanol.

O uso de cossolvente eleva a densidade da mistura, o que
aumenta as interagdes fisicas dipolo/dipolo, dipolo/dipolo induzido e
dipolo induzido/dipolo induzido e, consequentemente, o poder de
extracdo e solvatagdo do CO, supercritico. As interagcBes quimicas
também aumentam com o uso de cossolvente, pois as moléculas dos
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alcoois utilizados podem formar ligagdes como as pontes de hidrogénio
(KOPACK, 2005). Os cossolventes aumentam o rendimento e alteram a
seletividade do processo com a mudanca das caracteristicas do solvente.
A polaridade e interacdes especificas com o soluto, como pontes de
hidrogénio, favorece a interagdo com sitios ativos da matriz sélida, a
qual aumenta a capacidade do CO, de extrair eficientemente 0s
compostos desejados (DIAZ-REINOSO et al.2006).

No caso da extracdo sem o uso de cossolvente, o maior
rendimento ndo indica o maior conteudo de fenolicos totais e de
atividade antioxidante como pode ser observado nas Tabelas 7 e 8.

4.3 FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de fenolicos totais observado nas diferentes
condicdes de extracdo sdo apresentados na Tabela 7. O melhor resultado
encontrado foi nas condi¢des de 100 bar. Percebe-se que com 0 aumento
da pressdo houve uma reducdo no contetdo de fendlicos totais conforme
Figura 11. Também é possivel perceber a influéncia da temperatura na
extracdo. Nos ensaios com temperaturas de 35 °C o conteldo de
fendlicos totais foi maior se comparado as extragdes a 55 °C, indicando
degradacgdo térmica dos compostos em estudo.

Tabela 7: Contetido de fendlicos totais de extrato de SFE de casca de jabuticaba
em diferentes condigdes de extragdo.

Pressdo (bar) Temperatura (°C) mgGAE/g
100 35 235+2,31
100 55 204 £5,05
200 45 175+ 6,25
200 45 174 +£2,50
200 45 171 +6,29
300 35 85+ 2,60
300 55 84 +4,51
100* 55 536 £5,0

*Extra¢do com uso de cossolvente.

Uma possivel explicagdo para este comportamento é a
proximidade do ponto critico na temperatura de 30°C onde pequenas
alteracBes nas condi¢cdes de operacdo provocam grandes variacdes na
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densidade do solvente, e consequentemente nos valores de solubilidade
e rendimento.

Resultado semelhante foi encontrado por Meireles (2011), que
observou que o aumento da pressdo (100-300 bar) do sistema
proporcionou um aumento e, subsequentemente, uma diminuicdo na
concentragdo de compostos antioxidantes presentes nos extratos
supercriticos em ambas as temperaturas. Este fendbmeno indica a alta
susceptibilidade da solubilidade de compostos antioxidantes para a
densidade, umidade e pressao de vapor do sistema.

No entanto, ambas as condi¢Ges de pressdo e temperatura
tiveram grande influéncia sobre a recuperacdo de compostos
antioxidantes. Ao contrario, para o rendimento global, um aumento na
temperatura e pressdo resultou numa diminuicdo da recuperacdo do
composto antioxidante. Isto é provavelmente devido ao fato de que a
maioria destes compostos antioxidantes, como a vitamina C, polifenois e
antocianinas, sdo instaveis e altamente susceptiveis a degradacao
térmica (CAVALCANTI, 2013).

Em estudos com vinhos, Corrales, Butz e Tauscher (2008)
tiveram uma percepcdo semelhante, 0 aumento da temperatura ou da
pressdo aumentou a degradagdo de antocianinas e formacéo de produtos
de condensacdo em vinhos que contribuiram para a cor, caracteristicas
organolépticas e alteragBes nutricionais (perda de capacidade
antioxidante).

A andlise de regressao foi realizada com os dados experimentais
e os coeficientes do modelo foram avaliados para a significancia
(p<0,05). A analise de regressdo dos dados mostrou que a recuperacédo
de compostos fendlicos foi significativamente (p<0,05) afetada pela
pressdo, temperatura e sua interagdo. A relacdo do teor de fendlicos,
pressdo e temperatura de extracdo é representada na Figura 11 e foi
linear com valor de R? de 0,959.

A relag8o entre as varidveis de processo e o teor de compostos
fendlicos (MgGAE/g) é apresentada na equacdo 5, omitindo todos os
coeficientes de regressdo que foram insignificantes.

Y =398,2518 - 1,0054*X; - 2,2575*X; + 0,0073*X;*X, (5)
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Tabela 8: Coeficientes de regressdo do modelo para as variaveis de resposta.

Factor Regression coefficients Std.Err.
Mean 398,2518 83,4100
(1)PRESSAO (bar) -1,0054 0,3737
(2 TEMPERATURA (°C) -2,2575 1,8130
lby2 0,0073 0,0081

Em que Y € o teor de compostos fendlicos no extrato de cascas
de jabuticaba, X; é a pressdo de extracdo (Bar), X, é a temperatura de

extracdo (°C). A equacdo foi baseado nos dados de coeficientes de
regressao apresentados na Tabela 8.

e SN

Figura 11: Superficies de resposta tridimensional da influéncia da presséo e da
temperatura sobre a extracdo de compostos fendlicos.
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Reynertson et al. (2008) investigaram 0s compostos fendlicos
totais da fruta jabuticaba e encontraram o valor de 31,6 mgGAE/g de
fruta. Como a maior parte da fruta é polpa que é muito rica em agua, 0
resultado ficou abaixo do encontrado neste trabalho, que investigou
cascas de jabuticabas desidratadas, com 20 % de umidade. Reynertson et
al (2008) também estudaram a composicdo de compostos fendlicos de
14 espécies de frutas do género Myrtaceae via extracdo com leito
agitado associado com ultrassom obtendo 2,78 mg EAG/g de matéria-
prima seca. Santos et al (2010) avaliaram a composi¢do e os custos dos
extratos obtidos a partir da casca de jabuticaba pelos métodos de
extracdo ABE (Extracdo por Leito Agitado), UAE (Extragdo Assistida
por Ultrassom) e ABE + UAE alcancando teores de compostos fenélicos
de cerca de 23, 26 e 34 mg EAG/g de matéria-prima seca,
respectivamente. Santos e Meireles (2011) estudaram a otimizacdo da
extracdo de compostos bioativos a partir da casca de jabuticaba
utilizando dioxido de carbono a alta pressdo obtendo rendimento
maximo 14,4 mgGAE/g material seco a 80°C e 135 bar.

Na extracdo com o uso de cossolventes o contetdo de fendlicos
totais encontrado foi de 536 = 5,0 mgGAE/g, valor bem acima dos
valores encontrados nos extratos usando SFE sem cossolvente do
presente trabalho e dos demais autores citados acima. O didxido de
carbono como fluido supercritico, € um solvente com alta eficiéncia na
extracdo de 6leo devido a sua natureza apolar, extraindo eficientemente
compostos bioativos apolares, como misturas complexas de oOleo
essencial, ésteres, terpenos, acidos graxos, ceras, resinas e pigmentos
naturais. A extracdo dos compostos bioativos polares pode ser obtida
adicionando pequenas quantidades de outros solventes (cossolventes),
por exemplo, etanol.

O fato do CO; ser apolar indica que o uso de concentracfes de
cossolvente (5%) propiciaram maiores teores de compostos fendlicos
nos extratos. Este comportamento ja era esperado, pois o etanol atua
como modificador de polaridade e sendo mais polar que o CO,, favorece
a extracdo destes compostos, 0s quais tém caracteristicas polares,
diferentemente, do 6leo.

Cavalcanti (2013), verificou que os rendimentos maximos na
SFE de casca de jabuticaba foram obtidos a 60 °C utilizando o
cossolvente etanol. A 100 bar encontrou 31 mgGAE/g e a 200 bar
conseguiu 75 mg GAE/qg.
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4.4 ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

O teor de antocianinas monoméricas totais foi determinado para
trés blends diferentes de extratos, devido a pouca quantidade de
amostras para a analise. A primeira amostra continha apenas o extrato da
SFE com uso de cossolvente, a segunda amostra continha a misturas dos
extratos das SFE a 100 bar e a terceira amostra continha um blend com
0s demais extratos da SFE a 200 e 300 bar. O resultado encontrado é
apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Conteldo de antocianinas monoméricas totais para os blends de
amostras: (1) amostra da SFE a 100 bar com cossolvente; (2) amostra das SFE a
100 bar; (3) amostras das SFE a 200 e 300 bar.

Amostra Blend Antocianinas (mg/100g)
1 Cossolvente 314,05 a
2 100 bar 327,58 a
3 200 e 300 bar 83,93 b

~ Obs: Resultados das ordens seguidas por letras distintas indicam diferenca
significativa entre grupos considerando-se cada nivel individualmente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

O contelddo de antocianinas totais € bem semelhante para os
extratos das SFE a 100 bar e 55 °C com uso de solvente e o blend de
extratos das SFE a 100 bar, isso mostra que com o uso de cossolvente é
possivel aumentar o rendimento da extracdo de compostos fenolicos
totais, porém ndo ha um aumento da extracdo de antocianinas que é o
composto desejado, enquanto que no blend com extratos das SFEs a 200
e 300 bar apresentou menor teor de antocianinas totais.

Os resultados de rendimento de antocianinas monoméricas
reportados na literatura sdo bastante diversos variando ndo s6 com 0s
métodos de extracdo, solventes e condigdes operacionais utilizados
como também com a variedade da matéria-prima, época da colheita e
tipos de pré-tratamento da matéria-prima utilizados.

De acordo com Terci (2002) a jabuticaba apresenta entre 310 e
315 mg de antocianinas por 100 g da fruta, valor considerado alto
quando comparado com outras frutas, como a amora (de 261 a 292
mg/100g) e uva (227 a 235mg/100g). Rufino et al (2007), utilizando
método convencional, obtiveram teor de antocianinas de 4,12 mg/100g
de matéria-prima (b.s.). Santos et al (2010) avaliaram a otimizacdo de
extracdo de antocianina a partir de casca de jabuticaba utilizando ABE,
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UAE, ABE + UAE e Soxhlet. Os teores de antocianinas variaram em
torno de 4,5 a 6 mg EC3G/g de matéria-prima seca de acordo com 0s
métodos de extracdo utilizados. Por outro lado, Terci (2002) obteve um
teor de antocianinas em torno de 314 mg/100g de matéria-prima (b.s.)
obtidos por maceragdo por 24 h em metanol com razdo S/F (3:1, v/im) a
partir de casca de jabuticaba, valores semelhantes ao encontrado no
presente trabalho.

Os dados recentes mostraram que a principal contribuicdo para
o conteudo de fendlicos totais de toda a fruta de jabuticaba veio da casca
(ABE et al., 2012), o que corrobora os dados presentes. Tem sido
relatado que o conteldo de antocianinas monoméricas em cascas de
jabuticaba Sabara eram cerca de 205 e 66 vezes maior do que na polpa e
sementes, respectivamente (LIMA et al, 2011).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O percentual de atividade antioxidante das extracbes estd
apresentado na Tabela 10. A atividade antioxidante é diretamente
proporcional ao contelido de fenodlicos totais. As melhores atividades
antioxidantes (85 £ 0,43 e 81 + 2,56 %) foram detectadas nas amostras
com maiores contetdos de fenolicos totais (235 + 2,31 e 204 + 5,05
mgGAE/g), enquanto que a menor atividade antioxidante (34 £ 1,42 %)
foi detectada nas amostra com menor contetdos de fenolicos totais (84 +
4,51mgGAE/g). Como também proposto por Jacobo-Velazquez et al
(20009).

Tabela 10: Atividade antioxidante do extrato de SFE de casca de jabuticaba
obtido em diferentes condigdes de extracao.

Pressdo (bar) Temperatura (°C) DPPH (%) EC50 (ug/9)

100 35 85+0,43 55+0,22
100 55 81 + 2,56 55+1,13
200 45 52 +£1,06 69 £ 0,47
200 45 50 +0,98 70 £ 0,55
200 45 51+1,02 69 £ 0,77
300 35 34 +1,42 77 +0,63
300 55 56 + 1,26 66 *+ 0,56

100* 55 89 +0,39 52 +0,17
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A atividade antioxidante dos extratos de SFE sem uso de
cossolvente de Plinia trunciflora foram maiores quando comparados
com a atividade antioxidante de extratos obtidos por SFE a presséo
intermediaria de 200 bar para as temperaturas 50 e 60 °C, com valores
de 15,31 £ 0,08 % e ECs de 2,8 £ 0,9 mg/mL (CAVALCANTI, 2013).
Nesse caso o acréscimo de temperatura teve em geral um efeito negativo
(CAVALCANTI, 2013) na atividade antioxidante dos extratos o que
provavelmente esta relacionado com a degradacdo térmica de compostos
termossensiveis como é o caso de alguns antioxidantes.

Véarios estudos tém mostrado que o tratamento com
aquecimento pode reduzir a atividade antioxidante e o contetido fendlico
total nos extratos (CHAN et al., 2009). A utilizacdo de extragdo com
fluido supercritico (SFE) pode reduzir significativamente os problemas
relacionados com a degradacdo térmica dos compostos (PRONYK;
MAZZA, 2009), e facilita a recuperacdo do solvente devido &
volatilidade do fluido.

Outros estudos apresentam a atividade antioxidante de
extracBes com uso de solventes e processos convencionais. Kuhn (2014)
verificou a atividade antioxidante de cascas de jabuticaba em extrato
hidroalcodlico 70% (95,20 £ 0,21 %), extrato etandlico 99% (93,10 +
0,43 %) e pelo extrato aquoso (92,30 = 0,78 %). Resultados semelhantes
ao encontrado neste estudo com a SFE a 100 bar, 55 °C e com etanol PA
(89,74 + 0,39 %), sendo que em extra¢Ges convencionais ou com uso de
cossolventes organicos ha tendéncia de maior extracdo de compostos
antioxidantes pelo fato do composto em estudo ser polar e os solventes
etanol e 4gua também. Também é possivel verificar que com o uso de
cossolventes houve uma maior extracdo de compostos fendlicos (536,8
+ 5.0 mgGAE/g), porém nem todos esses compostos apresentam
atividade antioxidante.

Outra forma de mensurar a atividade antioxidante é pela
concentracdo efetiva (EC50 — effetive concentration), é definida como a
concentracdo de extrato ou amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentracdo inicial da solugdo controle do radical DPPH. Dessa
maneira, quanto menor os valores de EC50 maiores sdo os valores de
atividade antioxidante de forma que o percentual de atividade
antioxidante (AA) e EC50 sdo inversamente proporcionais.

Os melhores resultados encontrados de concentragdo do extrato
SFE de casca jabuticaba para reduzir a concentracdo inicial de DPPH
em 50 %, foi de 55,04 £ 0,22 e 55,39 + 1,13 ug/g, nas condi¢des de
extracdo a 100 bar a 35 °C e 55 °C, respectivamente. Enquanto para a
extracdo com uso de etanol 95% como cossolvente o EC50 foi de 52,97
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+ 0,17 ug/g, valores inferiores ao encontrado em extratos etanélico 99%
de Plinia trunciflora (EC50 = 93,03 = 0,01 pg/g) (KUHN, 2014),
cupuagu (EC50 = 177,0 + 12 pg/g) e manga (EC50 = 145,0 + 20 ug/g)
(EINBOND et al., 2004). Porém, esse valor é superior se comparado a
extrato hidroalco6lico 70% de Plinia trunciflora (EC50 = 24,79 + 0,01
Ho/g) (KUHN, 2014).
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5 CONCLUSAO

O aumento da pressdo e da temperatura apresentaram efeito
negativo na extragdo de compostos fendlicos e antocianinas. Tanto o
aumento da temperatura quanto da pressdo resultou em uma extracao
menor de compostos fendlicos e antioxidantes. Ja o uso de cossolvente
resultou na extracdo de uma gama maior de compostos fendlicos, porém
com baixa extracdo de antocianinas, que para 0 processo em estudo nao
é bom, pois deseja-se extrair antocianinas com elevado grau de pureza.

O melhor rendimento encontrado na SFE sem cossolvente foi
0,48% nas condicBes de 300 bar e 55 °C, enquanto que com 0 uso de
cossolvente a 100 bar e 55 °C com o rendimento foi de 4,52 %. Os
melhores resultados para conteldo de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante foram percebidos a 100 bar, sendo 204,7 + 5,05
mgGAE/g na temperatura de 35 °C e 235 + 2,31 mgGAE/g a 55 °C para
conteldo de fendlicos totais e 85 + 0,43 % na temperatura de 35 °C e 81
+ 2,56 % a 55 °C para atividade antioxidante. Com o uso de cossolvente
houve uma maior extracdo de compostos fendlicos (536 + 5,0
MgGAE/g) e consequentemente, maior atividade antioxidante EC50
52,97, porém ndo houve aumento da extragdo de antocianinas, o
composto de interesse.

Os resultados obtidos indicam que as melhores condi¢Bes de
extracdo supercritica de antocianinas de casca de jabuticaba sdo 100 bar,
apesar do baixo rendimento em extrato nessas condi¢oes.

Os resultados encontrados indicam que para a extracdo de
antocianinas de casca de jabuticaba utilizando a tecnologia supercritica
em escala industrial, o uso de cossolvente ndo é interessante pois nao
apresenta aumento na extracdo de antocianinas, além do composto
extraido apresentar tracos de solvente.
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6 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para a continuidade deste trabalho podem ser

destacados 0s seguintes itens:

Purificacdo e quantificagdo das antocianinas presentes no
extrato por técnicas cromatogréficas;

Estudar a estabilidade das antocianinas por técnicas de
encapsulamento e secagem;

Estudar a influéncia de parametros operacionais, como vazao de
solvente e diametro de particula no rendimento da extracao;
Avaliar propostas de aumento de escala e viabilidade
econdmica de processo de SFE para obtengdo de antocianinas
da casca de jabuticaba em escala industrial.

Desenvolvimento de um produto alimenticio com a aplicacao
de antocianinas extraidas da casca de jabuticaba.
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