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RESUMO

A jabuticaba é uma fruta nativa do Brasil, muito apreciada para consumo in natura e na
producdo de geleias, licores, polpas e vinhos. A casca, residuo do processamento, possui pectina
e é rica em antocianinas, substancias que podem ser utilizadas como fontes de produtos de valor
comercial. Devido a perecibilidade da casca, é necesséria a aplicagdo de processos de
conservacdo, caso nao seja possivel a extragdo de compostos bioativos logo ap6s o
despolpamento. A secagem e o congelamento sdo duas alternativas para conservagdo, porém
ambas acarretam perdas nutricionais e degradacdo dos compostos de interesse industrial. Em
contrapartida, essas técnicas causam alteracfes na estrutura celular que podem facilitar a
permeabilidade do solvente, melhorando a eficiéncia de extracdo. Diante disso, o objetivo do
trabalho foi estudar o efeito do pré-tratamento (secagem, congelamento) e uso in natura da
casca de jabuticaba para extracdo sequencial de antocianinas e da pectina, por extracdo
convencional (agitagdo de 180 rpm a 25 + 1 °C, durante 2 horas) e assistida por ultrassom
(frequéncia de 20 kHz e poténcia de 160 kW, durante 12 minutos) aplicado na extracdo de
compostos bioativos seguida da extracdo de pectina do residuo. Na selecdo do preparo da
matéria-prima e do processo de extracdo utilizou-se um planejamento fatorial 3 x 2, sendo trés
tipos de pré-tratamento (casca seca, congelada e in natura); e uso ou ndo do ultrassom na
extracdo sequencial de antocianinas e pectina. Selecionado o pré-tratamento e tipo de extracao,
a extracdo de compostos fendlicos e antocianinas e seu efeito na extracdo sequencial de pectina
do residuo serd otimizada. A casca in natura foi analisada quanto a composicdo centesimal,
pectina, atividade de gua, pH e cor. Apos as extracdes, 0s extratos foram caracterizados quanto
a teor de antocianinas totais, contetdo fenolico total, atividade antioxidante via DPPH e ABTS
e cor, e os residuos (fase rafinado) foram utilizados para extracdo sequencial de pectina. A
pectina extraida foi quantificada e determinado seu grau de esterificacdo. O uso de casca de
jabuticaba in natura favoreceu a extracdo sequencial de antocianinas e pectina. Nas condi¢6es
avaliadas as extragdes assistidas por ultrassom néo foram eficientes. Na otimizacgdo da extragdo
convencional de compostos de interesse utilizou-se casca de jabuticaba in natura por meio de
um Delineamento Fatorial Composto Central Rotacional (DCCR). Foram estudados os efeitos
da fracdo massica do etanol (X1) e do &cido cloridrico (X2) numa solucdo aquosa na extracdo
de antocianinas totais, conteudo fendlico total, atividade antioxidante via ABTS e FRAP, e 0s
residuos (fase rafinado) foram utilizados para extracdo sequencial de pectina. Quantificou-se
pectina extraida e determinou-se seu grau de esterificacdo. A pectina obtida com maior e menor
rendimento, e maior e menor grau de esterificacdo, foi caracterizada quanto ao grau de
esterificacdo pela metodologia de Espectrometria de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR). A extracdo sequencial de pectina do residuo da extracdo de antocianinas é
promissora, uma vez que, durante a extracdo de antocianinas, a pectina nao foi degradada. Esse
resultado foi confirmado através dos espectros de FTIR, que provam que o biopolimero extraido
é pectina. Extracdo com teores de etanol abaixo de 50% ¢ ideal para extracdo de compostos
fendlicos e antocianinas, assim como baixas concentracbes de &cido na solugdo resultam em
extratos com maior atividade antioxidante.

Palavras-chave: Residuos. Extracdo solido-liquido. Otimizacdo. Compostos bioativos.
Rendimento.



ABSTRACT

Jabuticaba is a fruit native to Brazil, much appreciated for fresh consumption and in the
production of jellies, liqueurs, pulps and wines. The bark, residue from the processing, has
pectin and is rich in anthocyanins, substances that can be used as sources of commercially
valuable products. Due to the perishability of the bark, it is necessary to apply conservation
processes, if it is not possible to extract bioactive compounds right after pulping. Drying and
freezing are two alternatives for conservation, but both lead to nutritional losses and degradation
of compounds of industrial interest. On the other hand, these techniques cause changes in cell
structure that can facilitate solvent permeability, improving extraction efficiency. Therefore,
the objective of this work was to study the effect of pre-treatment (drying, freezing) and in
natura use of jabuticaba peel for sequential extraction of anthocyanins and pectin, by
conventional extraction (180 rpm agitation at 25 + 1 ° C, for 2 hours) and assisted by ultrasound
(frequency of 20 kHz and power of 160 kW, for 12 minutes) applied in the extraction of
bioactive compounds followed by the extraction of pectin from the residue. In the selection of
the raw material preparation and the extraction process, a 3 x 2 factorial design was used, with
three types of pretreatment (dry, frozen and in natura peel); and whether or not to use ultrasound
in the sequential extraction of anthocyanins and pectin. After selecting the pre-treatment and
extraction type, the extraction of phenolic compounds and anthocyanins and their effect on the
sequential extraction of pectin from the residue will be optimized. The fresh bark was analyzed
for proximate composition, pectin, water activity, pH and color. After the extractions, the
extracts were characterized for total anthocyanins content, total phenolic content, antioxidant
activity via DPPH and ABTS and color, and the residues (raffinate phase) were used for
sequential pectin extraction. The extracted pectin was quantified and its degree of esterification
determined. The use of fresh jabuticaba peel favored the sequential extraction of anthocyanins
and pectin. Under the conditions evaluated, ultrasound-assisted extractions were not efficient.
In the optimization of conventional extraction of compounds of interest, fresh jabuticaba peel
was used through a Central Composite Rotational Factorial Design (DCCR). The effects of the
mass fraction of ethanol (X1) and hydrochloric acid (X2) in an aqueous solution were studied in
the extraction of total anthocyanins, total phenolic content, antioxidant activity via ABTS and
FRAP, and the residues (raffinate phase) were used for extraction. pectin sequence. Extracted
pectin was quantified and its degree of esterification was determined. The pectin obtained with
higher and lower yields, and higher and lower degrees of esterification, was characterized as to
the degree of esterification by the Fourier Transform Infrared Spectrometry (FTIR)
methodology. The sequential extraction of pectin from anthocyanin extraction residue is
promising, since during anthocyanin extraction, pectin was not degraded. This result was
confirmed through FTIR spectra, which prove that the extracted biopolymer is pectin.
Extraction with ethanol contents below 50% is ideal for extracting phenolic compounds and
anthocyanins, as low acid concentrations in the solution result in extracts with greater
antioxidant activity.

Keywords: Residues. Solid-liquid extraction. Optimization. Bioactive compounds. Yield.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A jabuticabeira (Plinia cauliflora) € uma planta nativa, que tem sido cultivada ha mais
de 400 anos. Seu fruto apresenta-se na forma de uma baga de cor escura e doce, com polpa
branca, macia, suculenta e com um sabor acido (TEIXEIRA et al., 2011). A fruta é rica
nutricionalmente, apresentando grandes quantidades de fibra, com a casca rica em antocianinas,
fator responsavel pela sua coloracdo arroxeada (CAVALCANTI, 2013; PEREIRA, 2003).

A jabuticaba é muito apreciada no consumo in natura e na fabricacao de alguns produtos
processados, como geleias, vinhos e licores. Possui grande potencial de comercializagdo, em
funcdo do seu alto teor de substancias antioxidantes (MOURA, 2016). Durante o processamento
de produtos de jabuticaba, a casca e a semente sdo geralmente descartadas, podendo representar
até 40% do fruto in natura. Uma boa alternativa para o emprego desse residuo € a recuperagao
de substancias bioativas e outras de interesse comercial (MARTINS et al., 2011).

Na literatura, os estudos realizados para extracdo de compostos bioativos utilizam a
casca da jabuticaba ap6s secagem/liofilizacdo pelo fato de ser uma fruta muito perecivel
(BOICO, 2019; BRITO et al., 2016; FEIDEN, 2020; RODRIGUES, 2018). A técnica de
secagem é um processo bastante utilizado em alimentos, que assegura a estabilidade e qualidade
do produto, atraves da diminuicdo da quantidade de &gua livre, reduzindo a atividade bioldgica
e as alteracdes fisico-quimicas que ocorrem durante o armazenamento. Outra técnica utilizada
é o congelamento (MEREGALLLI, 2017; NEVES; SANTOS, 2019), que conserva o alimento
pela inibicdo total ou parcial dos principais agentes causadores de alteracOes: atividades
microbioldgica, enzimatica e metabdlica dos tecidos vegetais ap6s colheita (ORDONEZ, 2005).
Ambos processos podem acarretar em perdas nutricionais, como também perda de compostos
bioativos (ALVES, 2011; BRITO et al., 2016; GALVAO et al., 2016; TAKIKAWA, 2014).

Em contrapartida, as alteracfes na estrutura celular causadas por esses processos de
conservagao podem facilitar a extracdo de compostos bioativos. No caso da aplicagdo de calor
h& alteracdo na estrutura do tecido celular original do alimento. Enquanto no congelamento ha
aumento da pressdo interna exercida pelo aumento do volume da dgua durante a mudanca de
fase de liquido-solido favorecendo a ruptura do tecido (COLLA; PRENTICE-HERNANDEZ,
2003; EL-AOUAR, 2005).

Em diversas frutas de coloracdo avermelhada e arroxeada, as cascas sdo fontes de

antocianinas, sendo que a casca de jabuticaba pode ser considerada rica em antocianinas, com
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valores entre 340 mg e 404,56 mg/100 g da casca seca (BARROS et al., 2019; LIMA et al.,
2011). Além dos compostos bioativos, a casca de jabuticaba pode ser usada para extracdo de
pectina, na qual séo relatados rendimentos de 8% (bs) na casca congelada e 4,5% a 8,31% (bs)
na casca seca/liofilizada (DESSIMONI-PINTO et al., 2011; LENQUISTE et al., 2012;
MORENO et al., 2016; SANTIAGO et al., 2021).

Na extracdo desses compostos, diversos fatores podem contribuir para encontrar a
melhor condicdo de extracdo, como por exemplo o estado de amadurecimento da fruta, a
composicdo quimica do material, pré-tratamento, tamanho das particulas, solvente a ser
utilizado, tempo e temperatura de extracdo (ANDREO; JORGE, 2006). Para extracdo de
antocianinas, 0s métodos mais utilizados envolvem o uso de solventes organicos, que podem
ser combinados ou utilizados de forma individual (CARVALHO et al., 2018).

Ainda é possivel otimizar a extracdo por meio da aplicacdo de ondas ultrassénicas,
selecionando alguns pardmetros como tempo e intensidade do ultrassom. No processo, ha
formacdo de bolhas de géas no solvente liquido, chamada de cavitacdo, que exercem forte
impacto na matriz vegetal, aumentando a permeabilidade da parede celular e favorecendo a
entrada do solvente (CAVALHEIRO, 2013; NEVES; SANTOS, 2019).

Antocianinas e pectinas séo tradicionalmente extraidas de forma isolada, uma vez que,
na extracdo de pectina, as antocianinas sdo degradadas através da solubilizacdo dessas na
solucdo extratora e altas temperaturas, enquanto na extracdo de antocianinas o residuo insoluvel
gue contém a pectina é descartado (BANERJEE et al., 2016; JOSHI; PREEMA DEVI, 2014;
NOUR et al., 2013). A extracdo simultanea dos dois produtos tem limitacdes significativas
devido as diferencas nas condicOes ideais de extracdo, especialmente temperatura e tempo
(CACACE; MAZZA, 2003; KOUBALA et al., 2008). Por outro lado, as baixas temperaturas
nas quais as antocianinas sdo extraidas ndo podem efetivamente extrair a pectina
(MUGWAGWA,; CHIMPHANGO, 2019), tornando possivel uma extracdo sequencial dos dois
compostos da casca da jabuticaba.

Diante do exposto, este estudo gerara conhecimento cientifico sobre a influéncia do pré-
tratamento (congelamento, secagem e in natura) da casca da jabuticaba para extracdo
sequencial de antocianinas e pectina, com e sem uso de ultrassom. Além disso, apresenta-se a
otimizacdo da extracdo de compostos fenolicos e antocianinas através de um planejamento
experimental fatorial composto central rotacional, com variaveis independentes fracdes
massicas do etanol e do &cido cloridrico em solugéo aquosa, e seu efeito na extragdo sequencial

de pectina do residuo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Jabuticaba (Plinia cauliflora)

A jabuticabeira (Plinia cauliflora) é uma arvore frutifera nativa do Brasil, pertencente a
familia Myrtaceae (NEVES et al., 2018; QUATRIN et al., 2019), nativa da Mata Atlantica
Brasileira, oriunda da regido centro-sul, podendo ser cultivada e encontrada do extremo norte
ao extremo sul do pais (BECKER et al., 2015). As flores e frutos nascem no tronco e nos galhos
principais da jabuticabeira (WU; LONG; KENNELLY, 2013).

S&o produzidas duas flora¢6es por ano, com maturacdo dos frutos em agosto-setembro
e janeiro-fevereiro (LORENZI et al., 2006; MARCHIORI; SOBRAL, 1997; MATTOS, 1983).
Seus frutos sdo classificados como baga, de forma redonda ou arredondada e, quando maduros,
sua casca € de cor roxa-escura ou preta. A polpa do fruto € branca, pouco acida, muito doce e
saborosa. O nimero de sementes pode variar de um a quatro (SASSO, 2009). A Figura 1A

apresenta o aspecto geral da arvore e a Figura 1B apresenta o fruto.

Figur

Fonte: Campos (2018) e Sandim (2015).

Lima et al. (2008) fizeram a caracterizacdo quimica da jabuticaba e de suas fracdes para
duas variedades da fruta e encontraram os valores apresentados na Tabela 1.

Os maiores teores de proteina e fibras insollveis foram encontrados nas cascas e
sementes. Ja 0 maior teor de fibra soluvel é encontrado nas cascas. As fibras soltveis englobam
as pectinas, gomas, mucilagens e algumas hemiceluloses (PAPATHANASOPOULOS;
CAMILLERI, 2010).
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Tabela 1 - Composicdo Centesimal da jabuticaba e suas fracoes.

Composicao centesimal, em 100 g de matéria seca do fruto inteiro e fragcdes de duas

variedades de jabuticaba

Variedade Proteina Extrato Cinzas Fibra Fibra Extrato N&o
bruta etéreo alimentar alimentar Nitrogenado
soluvel insoluvel
Paulista
Casca 1,10 0,68 2,88 6,77 27,03 61,60
Semente 1,12 0,53 2,84 0,57 27,16 67,66
Polpa 0,44 0,21 2,90 1,77 2,57 92,11
Fruto inteiro 0,88 0,44 2,75 3,57 14,27 77,14
Sabara
Casca 1,16 0,57 4,40 6,80 26,43 60,64
Semente 1,17 0,58 2,68 1,40 26,93 67,64
Polpa 0,47 0,06 2,71 1,93 3,30 90,32
Fruto inteiro 0,92 0,42 3,82 2,23 16,63 75,97

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2008).

A jabuticaba é um fruto tropical que apresenta grande potencial de comercializacéo, por
suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. Além disso, essa espécie € aproveitada também
pela indUstria farmacéutica e alimenticia, devido ao seu alto teor de substancias antioxidantes e
compostos bioativos (DANNER et al., 2010). Sabendo que a maior parte destes compostos se
encontram na casca e semente da fruta, observa-se a importancia de desenvolver produtos que
permitam a sua utilizacdo integral (ASCHERI; ASCHERI; CARVALHO, 2006; TEIXEIRA,
2011).

2.1.1 Casca da jabuticaba

A casca das frutas, também chamada de parede celular vegetal, € composta por uma
mistura de polissacarideos e outros compostos, que estdo conectados de forma organizada
através de ligacGes covalentes e ndo-covalentes (TAIZ; ZIEGER, 2002).

A casca de jabuticaba é conhecida como uma das mais ricas fontes brasileiras de
antocianinas, além de possuir grandes quantidades de pectina, taninos e outros compostos
fendlicos (LEITE-LEGATTI et al., 2012).
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Embora o bagaco de maca e as cascas de frutas citricas sejam as principais fontes para
a extracdo de pectina comercial, fontes alternativas, tal como a jabuticaba, estdo sendo
consideradas devido ao aumento da demanda e grande interesse em pectina por suas diversas
propriedades funcionais (CHRISTIAENS et al., 2015),

2.2 Pré-tratamentos aplicados a casca de jabuticaba

2.2.1 Secagem

A desidratacdo (secagem) é um dos mais antigos métodos de conservagdo dos alimentos,
e ainda é a forma mais comum de remover agua da matéria-prima (WOJDYLO et al., 2016).
Consiste na remocédo de um fluido do alimento, basicamente agua, na forma de vapor para o ar
ndo saturado. A transferéncia de calor ocorre devido a diferenca de temperatura entre o ar
quente e o alimento, e essa transferéncia de calor faz com que a &gua do alimento seja
vaporizada. Com a vaporizacdo da agua, a pressdo de saturacdo da agua na superficie do
alimento se torna maior que a do ar de secagem, ocorrendo assim uma transferéncia de massa
(dgua) (PONTES et al., 2009).

Dentre as principais vantagens da secagem de frutas estd um maior tempo de vida de
prateleira, conservacdo dos nutrientes, protecdo contra degradacdo enzimatica e oxidativa,
reducdo de peso e, consequentemente, a facilidade de transporte (PARK; YADO; BROD,
2001).

Em contrapartida, a temperatura € um dos fatores que mais influenciam na degradacéo
de antocianinas. Em temperaturas elevadas (acima de 60 °C), ocorre a polimerizacdo da
molécula, transformando-a em chalcona e transformando o produto de vermelho para amarelo
(FANG, 2015), além da perda de sua propriedade antioxidante. Assim, o estudo da degradacao

térmica dos compostos bioativos tem ganhado cada vez mais espago.

2.2.2 Congelamento

Métodos de congelamento tém sido estudados a fim de minimizar as alteragdes quimicas
e fisicas que deles decorrem. O principal fator de estudo é como a velocidade de congelamento
influencia nas caracteristicas do produto final. O congelamento envolve o decréscimo da

temperatura até —18 °C ou abaixo e a cristalizagdo da agua e dos solutos (FELLOWS, 1987).
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O congelamento induz a formacéo de cristais de gelo, que favorecem concentracfes
localizadas de solutos, como antocianinas, bem como a realocacdo de moléculas de &gua na
estrutura celular. No entanto, o dano celular devido ao crescimento de cristais de gelo
provocados por flutuacdes de temperatura e a perda de turgescéncia muitas vezes leva ao
amolecimento da textura da fruta apds o descongelamento. A taxa de congelamento influencia
a taxa de formac&o de cristais de agua (gelo) que, devido a expansdo, provocam a separacao
entre células na estrutura do fruto. Quando as frutas sdo congeladas rapidamente, formam-se
cristais de gelo menores, que reduzem a ruptura da estrutura celular, enquanto nas frutas
congeladas de forma lenta ha formacdo de grandes cristais de gelo intercelulares que causam
mais danos (COLLA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2003; POIANA et al., 2010). Essas
alteracbes podem ser desejaveis ou ndo, avaliando-se que ruptura da estrutura celular pode
facilitar a extracdo de compostos de interesse da matriz, mas por outro lado pode ocorrer a perda
desses compostos por exsudacdo no descongelamento ou degradacéo na solugdo concentrada

por congelamento durante o armazenamento.

2.3 Compostos de interesse na casca da jabuticaba

2.3.1 Antocianinas

As antocianinas (FIGURA 2) sdo compostos fendlicos da familia dos flavonoides e séo
0s pigmentos naturais responsaveis pelo espectro de cor que varia de vermelho a azul.
Apresentam importante papel na prevencdo da degradacdo celular pela sua atividade
antioxidante, prevenindo a ocorréncia de doengas cardiovasculares, e atuam como
antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancerigenos (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA,
2008; VALLS et al., 2009).

As antocianinas sdo sollveis em agua, o que facilita sua incorporagdo em sistemas
aquosos. Segundo Ozela (2004), as antocianinas podem substituir os corantes artificiais
vermelho 40, ponceau 4R, eritrosina e bordeaux S. O uso de antocianinas como corante é
indicado para alimentos ndo submetidos a temperaturas elevadas durante o processamento, com
tempo curto de armazenamento e embalados de forma que a exposicao a luz, ao oxigénio e a
umidade seja minimizada (SARNI-MANCHADO et al., 1996). Ao avaliar a estabilidade dos
compostos nutricionais e bioativos de farinha de casca de jabuticaba (FCJ) durante 12 meses de
armazenamento, em frascos herméticos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, Alves

(2014) encontrou perda de 9,91% de compostos fenolicos e 29,0% de antocianinas. Em
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contrapartida, ndo encontrou diferenca significativa na composicao centesimal, sendo viavel
sua aplicacdo para enriquecimento de produtos alimenticios.

Prevenir a degradacao térmica de antocianinas € um aspecto muito importante que pode
beneficiar os dois lados, consumidores e processadores de alimentos, considerando que este é

um grande problema para a industria alimenticia (TAKIKAWA, 2014).

Figura 2 - Formula estrutural de uma antocianidina genérica.

R
OH
o 1
= R'

OH
Fonte: Okumura, Soares e Cavalheiro (2002).

Ao avaliar a degradacdo térmica de antocianinas em frutas vermelhas, Takikawa (2014)
percebeu que o teor de antocianinas diminui com o tempo de exposicdo ao calor e com o
aumento da temperatura do tratamento térmico realizado. Também relatou que houve
degradacdo visual da cor com o aumento da temperatura. Na avaliacdo da degradacdo térmica
de antocianinas em folhas de repolho roxo e cascas de jabuticaba, Galvdo et al. (2016)
encontraram resultados que seguem uma cinética de reacdo de primeira ordem com relagdo ao
intervalo de tempo e temperatura avaliados (0, 10, 20 e 30 horas e 50, 60, 70, 80 e 90 °C,
respectivamente), confirmando que quanto maior for a temperatura de processo, maior é a
degradacdo das antocianinas.

Nos estudos de Aramwit et al. (2010) sobre a estabilidade das antocianinas em amora
(Morus alba) em temperaturas de 40, 50 e 70 °C, o conteldo de antocianina diminuiu
significativamente ap0s a exposicao ao calor a 70 °C. Os autores concluiram que a melhor forma
de processar extratos de fruto da amora seria em uma temperatura inferior a 70 °C.

Na caracterizacdo da casca e da polpa de jabuticaba, Dessimoni-Pinto et al. (2011)
observaram que os maiores teores de antocianinas se encontram na casca, podendo ser
considerada como fonte delas. Em razdo do enorme potencial e interesse econémico nas
antocianinas, tem havido um aumento nas pesquisas que visam desenvolver métodos de
extracdo e quantificacdo desses compostos (FEIDEN, 2020; MEREGALLI, 2017,
MUGWAGWA; CHIMPHANGO, 2019).
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2.3.2 Pectina

Dentro do grupo das fibras alimentares, as fibras dietéticas podem ser classificadas de
acordo com sua capacidade de dissolucdo em agua. A celulose e a lignina nao se dissolvem em
agua, portanto sdo consideradas fibras insolUveis. Ja as pectinas, gomas mucilagens e algumas
hemiceluloses se dissolvem em &gua e por isso sdo classificadas como fibras sollveis
(BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

A pectina é um polissacarideo encontrado principalmente em paredes celulares e na
lamela média de plantas vegetais. Esse polissacarideo é constituido por uma estrutura
metilesterificada a -1,4 ligadas a D-acidos galacturdnicos e outros agtcares (CHAN et al., 2017;
GHARIBZAHEDI; SMITH; GUO, 2019). A Figura 3 representa a estrutura da parede celular

em que a pectina Se encontra.

Figura 3 - Diagrama da parede celular das plantas.
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Fonte: Toda Matéria (2022).

Cada pectina apresenta um valor para o grau de esterificacdo, representando a
guantidade de seus grupos carboxila da cadeia principal de &cido galacturbnico que se
encontram esterificados com grupo acetil ou mais comumente com grupo metil (YAMASHITA,
2017). Elas podem ser subdivididas em fungé@o do grau de esterificagdo ou metoxilagédo (GM):
pectinas com GM maior que 50% s&o consideradas pectinas de alto teor de metoxilas (ATM);
e pectinas com GM inferior que 50% sdo denominadas de pectinas de baixo teor de metoxilas
(BTM) (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Como as pectinas tém diferentes GM, estes
apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas e aplicacbes (CHAN; CHOO, 2013). A
Figura 4 representa a diferenca estrutural entre as pectinas ATM e BTM.

O nivel de maturacdo dos frutos impacta diretamente na composicdo quimica de suas
fraces. Na jabuticaba, & medida em que h& aumento do tempo de maturagdo, ocorre a aumento

no teor de pectina soltvel, ocasionado pela sua solubilizacdo. O aumento de pectina soltvel é
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geralmente correlacionado com a diminuicdo da firmeza do tecido e consequentemente
considerado parte importante do processo de maturacdo. Também ha aumento significativo no
teor de antocianinas, que ocorre em funcdo da degradacéo de clorofila, através de alteracdes no
pH e aumento dos processos oxidativos, e da sintese de pigmentos antocianicos (DA SILVA,
2012; PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009; SILVA et al., 2015).

Figura 4 - Estruturas da pectina de alto teor de metoxilagéo (a) e de baixo teor de metoxilacéo
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(b)
Fonte: Tharanathan (2003).

O teor em substancias pécticas varia de acordo com a origem boténica do produto
vegetal, sendo quatro subprodutos de industrias agricolas e alimentares ricos em substancias
pécticas (teor superior a 15% em base seca): bagaco de maca, albedo citrico, polpa de beterraba
e capitulos de girassol (VORAGEN et al., 2009).

Além de seu uso tecnoldgico, as pectinas apresentam beneficios a satde em funcéo do
seu teor de fibra sollvel e da digestibilidade pelo organismo. Entretanto, tais beneficios
dependem da sua constituicdo, da sua estrutura e da forma como foi extraida, tornando ainda

mais importante seu estudo e sua caracterizacdo (NAQASH et al., 2017).
2.4 Métodos de extracdo dos compostos bioativos na casca de jabuticaba
2.4.1 Extragéo de antocianinas
Na extracdo de polifendis, tais como antocianinas, solu¢des com agua e etanol sdo muito
utilizadas, principalmente quando o extrato sera utilizado em formulacGes de alimentos. Com

0 aumento da aplicacdo da quimica verde, a atencdo estd voltada para métodos e técnicas
denominados de ecologicamente corretas (JIM et al., 2017). A agua tem sido frequentemente
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utilizada como solvente, devido a sua caracteristica em certas condigdes de pressdo e
temperatura adquirir propriedades semelhantes as de solventes organicos (KO et al., 2014).

Considerando os estudos realizados até o presente momento, nota-se que 0s compostos
fenolicos sdo geralmente extraidos por solventes como agua, metanol, etanol, acetona e
acetronila ou uma mistura deles, entretanto, o uso de etanol e 4gua em diferentes proporgdes é
mais eficiente e menos agressivo para extracdo de compostos fenolicos da casca de jabuticaba
(PALUDO, 2013; SANTOS et al., 2010; SOUZA, 2019). Valores proximos a 40% de etanol
em solucdo aquosa favorecem a extracdo de compostos fendlicos e antocianinas (ROCHA et
al., 2020; SEKE et al., 2021; THOO et al., 2010).

Ao avaliar o efeito do uso de diferentes concentragcdes de solventes para extracdo de
compostos fendlicos, Paludo et al. (2019) encontraram maior eficiéncia com a mistura
etanol:agua (80:20). O etanol aumenta a solubilidade de polifendis, enquanto a dgua auxilia na
dessorc¢do do soluto da amostra, entretanto a limitacdo do uso de etanol e agua esta relacionada
com a menor eficiéncia na extragdo de antocianinas (BARROS et al., 2019). Segundo Terci
(2004), o metanol é 20% mais eficiente que etanol e 73% mais eficaz que dgua na extracéo de
antocianinas. Alezandro et al. (2013), Wu et al. (2012) e Batista et al. (2014) também utilizaram
a mistura de solventes etanol e &gua em diferentes proporcGes para extrair antocianinas da casca
de jabuticaba. Feiden (2020) e Neves e Santos (2019) utilizaram etanol acidificado com acido
cloridrico (99%) e encontraram valores proximos, 700,94 e 766,03 mg de antocianinas
totais/100 g de casca seca, respectivamente.

A razdo solido-liquido é um dos parametros a serem enfatizados na extracdo, uma vez
que uma diluicdo mais elevada proporciona aumento no coeficiente de transferéncia de massa,
produzindo maior extracdo dos compostos de interesse. Entretanto, a quantidade de solvente
utilizado deve ser otimizada, a fim de diminuir custos relacionados com sua remocdo
(MEIRELES, 2009; VOROBIEV; LEBOVKA, 2020). Nesse contexto, Boico (2019), Brito et
al. (2016), Hentz (2015) e Santos, Veggi e Meireles (2010) utilizaram a relagcdo 1:10. J&
Rodrigues (2018) e Feiden (2020) utilizaram 1:20 e 1:25, respectivamente.

Ainda é possivel estudar a estabilidade das antocianinas como corantes extraidos da
casca de jabuticaba, como fez Silva et al. (2010). Para preparo dos corantes foram obtidos
extratos antocianicos das cascas frescas, que apresentaram elevados teores de antocianinas,
tendo havido maiores degradacdes nos extratos armazenados sob incidéncia de luz a 25 °C
guando comparados aos extratos armazenados sem incidéncia de luz a 10 °C, evidenciando o
efeito deletério da luz sobre esses compostos. Apesar da degradagéo, as cascas de jabuticaba

desidratadas apresentam-se como alternativa viavel para obtencéo de corantes naturais.
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Outros dois parametros a serem levados em consideragdo durante o planejamento
experimental para extragdo de compostos fenolicos sdo: o tempo de extracdo e o tamanho da
particula. Estudos mostram que o fator tempo, se excessivo, pode influenciar negativamente na
extracao de compostos fenolicos e antocianinas (MIRANDA, 2019; NEVES; SANTOS, 2019).
Meregalli (2017) realizou um estudo comparativo de diferentes métodos de extracdo de
compostos bioativos da casca do araca-vermelho e avaliou a cinética de extracdo de
antocianinas, para verificar o tempo adequado de extracdo. A maxima extracdo de antocianinas
(61,82 mg de cianidina-3-glicosideo/100 g de casca seca) foi obtida em 120 minutos. Santos,
Veggi e Meireles (2010), Santos et al. (2010) e Paludo (2013) também realizaram extracdo
durante 120 minutos. Apds este tempo houve queda no teor de antocianinas, causada pela
degradacéo.

O tamanho da particula exerce influéncia direta na extracdo de compostos fendlicos e
antocianinas. Oliveira (2016) e Moura (2016) utilizaram particulas de 60 e 80 mesh para
extracdo de compostos fendlicos de casca de jabuticabas secas. O pH também deve ser
observado, uma vez que exerce efeito sobre o teor de antocianinas, sendo que quanto mais
préximo de 1, maior o teor de antocianinas extraido (AVILA et al., 2020; MEREGALLLI, 2017).

2.4.2 Extragéo de pectina

Embora as condi¢des 6timas de extracdo de pectina variem de acordo com a matéria-
prima, em linhas gerais 0 processo compreende: extracdo da pectina em meio aquoso &cido;
purificacdo desse liquido extraido; e isolamento da pectina por precipitacdo (CANTERI et al.,
2012) em solucdo com alcool de cadeia curta. A escolha do método de extragdo — condigdes da
metodologia, temperatura, concentracdo do acido, tempo e forca da base de esterificacdo —
influencia diretamente no rendimento e nas propriedades da pectina (CAMPOS, 2021).

Atualmente, as pectinas comerciais sdo extraidas de frutas citricas, como a laranja,
lim&o, ou do bagaco de maca e albedo de maracuja. No entanto, devido a sua grande aplicacéo
industrial, existe uma necessidade crescente de otimizar a extracdo desse polissacarideo
funcional, assim como de buscar novas fontes alternativas de pectina, como frutas, residuos
vegetais, cascas e bagaco (BANERJEE et al., 2016).

O processo de extracdo da pectina pode ser feito por diferentes métodos, como método
fisico, quimico, enzimético ou a combinacdo destes, no qual cada metodologia vai variar de
acordo com a matéria-prima utilizada (ADENTUNJI; ADEKUNLE; ORSAT, 2017). O método

quimico é considerado um processo convencional para a extracdo de pectinas, podendo ser
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realizado com a adi¢do de &cidos e/ou bases minerais fortes. O método fisico consiste no
emprego de técnicas que possam evitar alteragGes nas propriedades quimicas do componente
em estudo, sendo os mais utilizados a aplicacdo de micro-ondas e ultrassom em combinagéo
com o0s métodos quimicos. Também tém sido estudadas algumas tecnologias alternativas,
embora pouco empregadas para a extracdo de pectina, tais como o0 aquecimento 6hmico e a
metodologia de aquecimento por inducéo eletromagnética. Ja 0 método enzimatico consiste no
uso de catalisadores biologicos que vao diminuir a energia de ativacao das rea¢6es bioquimicas,
proporcionando um aumento na velocidade que elas ocorrem. Os mais utilizados sdo enzimas
pectinoliticas, celulases e até mesmo preparacGes enzimaticas (ADRIO; DEMAISN, 2014;
DORNELES, 2019; RIVERA; VILAREM, 2007; SABERIAN et al., 2017; VASCONCELOS,
2019).

Para avaliar o efeito das variaveis de temperatura, tempo de extracdo e pH, Raji et al.
(2017) extrairam pectina da casca de mel&o utilizando o &cido citrico. O maior rendimento
obtido foi de 29,48 £ 1,7% (gramas de pectina/100 gramas de amostra seca) nas condicdes de
temperatura a 95 °C, pH 1,0 e tempo de 200 minutos.

Chaharbaghi, Khodaiyan e Hosseini (2017) extrairam a pectina do pistache pelo método
convencional utilizando &cido citrico e avaliaram a influéncia do pH, temperatura e tempo de
extracdo e razdo solido-liquido no rendimento da extra¢do. Para uma temperatura de 90 °C, pH
de 0,5 e 30 minutos de extracdo, obteve-se o rendimento maximo de 23,42% (gramas de
pectina/100 gramas de amostra seca).

Os maiores rendimentos de extracdo sdo encontrados quando a temperatura e o tempo
de extracdo sdo aumentados e o pH reduzido, devido provavelmente ao aumento da hidrolise e
da transferéncia de massa de pectina da célula para o solvente e ao aumento da solubilidade da
pectina no solvente extraido (HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016; SAMAVATI,
2013; SAMAVATI; MANOOCHEHRIZADE, 2013).

2.4.3 Extracdo sequencial de antocianinas e pectina

Os processos sequenciais podem ser usados para extrair diferentes classes de compostos
encontrados em matrizes vegetais (MARTINEZ-CORREA et al., 2017). Algumas pesquisas
tém apontado processos de extracdo sequencial como tendéncia para o0 melhor aproveitamento
das matérias-primas (TEMELLLI; CIFTCI, 2015; VIGANO; MACHADO; MARTINEZ, 2015).

Miranda (2019) avaliou a extracdo de antocianinas em quatro amostras diferentes de

casca de jabuticaba, considerando a extracdo prévia de pectina. S&o elas: residuo da casca in
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natura da extracdo da pectina, residuo da casca liofilizada da extragdo de pectina, casca in
natura e casca liofilizada. Os teores de antocianinas extraidas dos residuos apos a extracéo de
pectina apresentaram valores inferiores aos resultados obtidos nas outras matrizes utilizadas
(casca in natura e casca liofilizada). Isso se deve ao fato de que durante o processo de extracao
da pectina, boa parte das antocianinas podem ter se solubilizado na solucdo extratora.
Yamashita (2017) estudou a extracao sequencial de compostos fenolicos e pectina da casca de
manga com e sem uso de ultrassom em ambas as extracGes, e comparou com a extracdo
convencional (extracdo de pectina da casca de manga), utilizando como solvente extrator o
acido nitrico. O rendimento da pectina extraida com auxilio do ultrassom do residuo da primeira
extracdo foi 53% maior do que o rendimento obtido a partir do experimento controle (sem
aplicacdo de ultrassom). Portanto, o ultrassom atuou aumentando significativamente o

rendimento da pectina extraida.

2.5 Utilizagdo do ultrassom como pré-tratamento na extracdo de antocianinas e

compostos fendélicos

A extracdo por solvente, quando assistida por ultrassom, surge como uma técnica
promissora, do ponto de vista econdmico e, por ser um procedimento relativamente barato,
simples e eficiente, é considerado como método ndo convencional. O ultrassom tem recebido
muita atencdo e as pesquisas demonstram um aumento significativo de taxas de rendimentos
em extracdo seletiva de bioativos de plantas (JAITAK et al., 2009).

A extracdo de compostos bioativos de fontes naturais, como € o caso da casca de
jabuticaba, pode ser realizada por meio de ultrassom, resultando em maior eficiéncia, tempo
reduzido e menor consumo de energia e de solventes. Por esse motivo, a extracao por ultrassom
¢ considerada uma “extracdo verde” sustentavel e, também, economicamente viavel
(ALTEMIMI et al., 2017; BARRETO et al., 2020; CHEMAT,; ZILL-e-HUMA; KHAN, 2011,
WEN et al., 2018; PINELA et al., 2018; TROJANOWSKA et al., 2019).

Souza (2015) explica que a extracdo assistida por ultrassom é um processo no qual
utiliza-se a energia oriunda de ondas sonoras, as quais sao transmitidas em frequéncia superior
a capacidade auditiva humana. As ondas sonoras sdo comumente utilizadas em torno de 20 a
100 Hz, proporcionando a desestruturacdo da matriz dos vegetais através do estresse mecanico
ocasionado nas células, provocado por bolhas de cavitacdo, fazendo com que a permeabilidade
nas paredes celulares aumente, permitindo consequentemente a saida de compostos. Para

aplicacdo de ultrassom, uma amostra pré-preparada € misturada com um solvente especifico,
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entdo é colocada em banho ultrassénico, com o bindmio tempo versus temperatura controlado
(ALTEMIMI et al., 2017).

As implos@es das bolhas geradas pela cavitacdo geram microjatos que levam a diversos
efeitos, como erosdo, fragmentacdo e descamacao superficial da matriz de processamento.
Esses efeitos em conjunto ou separadamente atuam aumentando a transferéncia de massa dos
compostos de interesse para o solvente utilizado para sua extragdo. Entretanto, tais efeitos
podem causar danos irreversiveis a matriz celular, dificultando a extracdo dos compostos de
interesse. A agitacdo causada pelas passagens dessas ondas pode ser intensa e cadtica, de forma
a prejudicar a extracdo (CHEMAT et al., 2017; YAMASHITA, 2017).

As extracOes assistidas por ultrassom podem ser utilizadas em dois tipos de
equipamentos: o banho ultrassénico e a sonda ultrassénica. O banho ultrassénico € mais
utilizado em escala laboratorial devido a facilidade de operacdo e ao baixo custo do
equipamento, porém, apresenta algumas desvantagens, como desuniformidade na dispersdo da
energia de ultrassom e reducao de energia no decorrer do tempo. O design da sonda ultrassonica
tem a vantagem de fornecer cavitacdo mais eficiente no liquido, pois a energia gerada é aplicada
auma zona de amostra limitada. No entanto, a sonda ultrassénica possui propriedades negativas
relacionadas a repetibilidade experimental e a reprodutibilidade (ALTEMIMI et al., 2017;
KELLY; KELLY; O'MAHONY, 2019; YAHYA; ATTAN; WAHAB, 2018).

Feiden (2020) avaliou a extragdo assistida por banho ultrassonico de antocianinas da
casca de jabuticaba liofilizadas e utilizou etanol como solvente, na proporcéo solido-etanol de
1:25 e amplitude do ultrassom de 40%. Quantificou os teores de antocianinas nas extracdes,
sendo as variaveis independentes tempo (11,55, 30, 75, 120 e 138 minutos) e temperatura
(16,67, 22, 35, 48 e 53,3 °C). O estudo demonstrou que houve um aumento no teor de
antocianinas ao elevar as temperaturas, € que 0 maximo teor de antocianinas se encontra na
regido proxima a temperatura de 48 °C (700,94 mg/100 g). O tempo 6timo de extracao foi de
75 minutos.

Estudando o efeito da intensidade do ultrassom, Tarone et al. (2021), utilizando como
solvente solucdo aquosa de etanol, verificaram uma proporcionalidade direta, ou seja, quanto
maior a intensidade de ultrassom empregada na faixa de 1,1 a 13,0 W/cm? (durante 3 minutos),
maiores eram 0s resultados para conteudo fendlico total (aumento de 20%), antocianinas totais
(aumento de 15%) e flavonoides (aumento de 10%) com composic¢do do solvente fixa a 50%
em relacéo a razdo agua/etanol (gramas de agua/100 gramas de etanol).

Considerando os estudos ja realizados, tem-se que 0 uso de ultrassom trouxe aumento

de rendimento nas extracfes de compostos fendlicos na casca de jabuticaba.
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2.6 Colorimetria

A cor é um atributo de importancia fundamental no julgamento da qualidade de um
alimento, uma vez que a visdo é o primeiro dos sentidos a ser usado, sendo, portanto, uma
caracteristica decisiva na escolha e aceitacdo do produto (LIMA et al., 2007). O principal
interesse das antocianinas na tecnologia de alimentos se refere a sua utilizagdo como corante.
No entanto, por ser um ion, o céation flavilium (FIGURA 2) mostra-se muito reativo,
ocasionando baixa estabilidade ao composto. As reacfes decorrentes, em geral, resultam na
descoloracdo do pigmento e quase sempre sdo indesejaveis no processamento de frutas e
hortalicas (FENNEMA, 2000).

Atualmente, o Sistema CIE é o sistema mais utilizado para especificacdo de sinais de
cor e baseia-se na transformacdo de fungdes das cores origindrias das cores primarias
(vermelho, verde e azul) para se descrever uma cor do espectro de luz visivel (CIPRIANO,
2011). No modelo de cor CIE LAB (FIGURA 5) é determinado um espaco de cor tridimensional
em que o eixo do a* e o do b* formam um plano ortogonal ao eixo do L*. O L* representa o
valor de luminosidade da cor, enquanto a* pode variar do verde para o vermelho e b* do amarelo

para o azul.

Figura 5 - Modelo de cor CIE LAB.

=1

Fonte: Leite (2006).

Conforme Minolta (2007) o modelo de cor CIE LCH (FIGURA 6) € muito semelhante
ao modelo de cor CIE LAB. Porém, ao invés de utilizar coordenadas retangulares, ele utiliza

coordenadas cilindricas. L* indica a luminosidade exatamente como no modelo CIE LAB, o
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valor C* indica o croma e h® (hue) o angulo de tonalidade. Assim, nas andlises colorimétricas,

séo verificadas as variagOes da intensidade da cor e as variagdes da tonalidade.

Figura 6 - Modelo de cor CIE LCH.
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+b* 90
.ﬂ T '\Hue
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Fonte: Minolta (2007).

Em um processo degradativo, as antocianinas podem sofrer duas mudancgas basicas
quanto a sua coloracgdo: tornar-se gradativamente menos intensas pela perda de saturacéo e/ou
mudar de tonalidade pela formacdo de compostos com cores diferentes dos originais
(CONSTANT, 2003). Por meio da analise colorimétrica € possivel correlacionar os valores das
coordenadas com a concentracdo de antocianinas no extrato e no residuo da extragdo. A
coordenada a*, responsavel pela coloracdo vermelha, demonstrard uma correlagdo positiva com
esses pigmentos, comprovando a tendéncia de coloracdo mais avermelhada nas amostras com
maiores quantidades de antocianinas (CONSTANT, 2003).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1 - Extracdo sequencial de antocianinas e pectina da casca de jabuticaba

(Plinia cauliflora): efeito do pré-tratamento da casca e do uso de ultrassom

RESUMO

A jabuticaba é um fruto com polpa doce e pouco &cida e € muito apreciada no consumo
in natura e na fabricacdo de alguns produtos como geleias, vinhos e licores. A casca da
jabuticaba, residuo do processamento, pode ser utilizada para extracdo de antocianinas e
pectina, dois produtos de interesse tecnoldgico. Este estudo objetivou caracterizar a casca de
jabuticaba (composicdo centesimal, pectina, atividade de agua, pH e cor) e avaliar o efeito do
pré-tratamento (congelamento, secagem) e uso in natura na extra¢do sequencial de antocianinas
e pectina, sem e com assisténcia de ultrassom. Utilizou-se um delineamento fatorial 3 x 2, sendo
trés tipos de pré-tratamentos (casca seca, congelada e in natura); e uso ou nao do ultrassom na
extracdo sequencial de antocianinas e pectina. Na extracdo de compostos fendlicos e
antocianinas, foi utilizado como solvente etanol acidificado (0,1%) com &cido cloridrico. A
extracdo com solvente convencional foi realizada numa incubadora com agitacdo (180 rpm),
relagdo massa de amostra/massa da solucéo (1:10) e temperatura de 25 £ 1 °C, durante 2 horas.
A extracdo com solvente assistida por ultrassom foi realizada na sonda ultrassénica, a uma
frequéncia de 20 kHz e poténcia de 160 kW, durante 12 minutos. Apos as extragdes, o extrato
foi separado do residuo (fase rafinado) por meio de centrifugacdo (3500 rpm por 10 minutos) e
caracterizados quanto a teor de antocianinas totais, conteudo fendlico total, atividade
antioxidante por DPPH e ABTS e cor. Os residuos foram caracterizados com relacéo a cor e
utilizados para extracdo sequencial de pectina. A pectina extraida do residuo (3,5% de acido
citrico a 97 °C, por 95 minutos) foi quantificada e determinado o grau de esterificacdo. Os
resultados encontrados para composicdo centesimal, teor de pectina, atividade de agua e pH da
casca de jabuticaba in natura estdo dentro do encontrado na literatura. Os resultados da primeira
extracdo indicaram que o melhor tratamento foi o de casca in natura extraido sem aplicacéo de
ultrassom. As extracdes com cascas secas apresentaram-se menos eficazes, estando relacionado
com a degradacdo dos compostos termos sensiveis durante a secagem, exceto na extracdo de
antocianinas em que ndo verificou influéncia significativa do tipo de pré-processamento. Na
casca congelada houve resultados intermediarios na extracdo de compostos em relacéo a casca
in natura e casca desidratada. O uso de ultrassom ndo foi eficaz para cascas in natura e seca; e
0 uso de secagem como pré-tratamento resultou em menores rendimentos de pectina. Com o
presente estudo, concluiu-se que é possivel realizar a extragdo sequencial de antocianinas e
pectina da casca da jabuticaba in natura e obter resultados satisfatorios, reduzindo o nimero de
operacOes unitarias. Caso ndo seja possivel a extracdo sequencial de antocianinas e pectina logo
apos a colheita da fruta e haja necessidade de preservar a casca, 0 melhor pré-tratamento € o
congelamento, que preserva melhor as caracteristicas da casca, sem causar danos indesejaveis
em relagéo a secagem a 38 °C, durante 72 horas.

Palavras-chave: Residuos. Pigmentos. Sustentavel. Metodologias alternativas. Fibra
alimentar.
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ABSTRACT

The jabuticaba is a fruit with a sweet and low acid pulp and is highly appreciated in
fresh consumption and in the manufacture of some products such as jellies, wines and liqueurs.
The jabuticaba peel, residue from processing, can be used to extract anthocyanins and pectin,
two products of technological interest. This study aimed to characterize jabuticaba peel
(centesimal composition, pectin, water activity, pH and color) and to evaluate the effect of pre-
treatment (freezing, drying) and in natura use in the sequential extraction of anthocyanins and
pectin, with and without ultrasound assistance. A 3 x 2 factorial design was used, with three
types of pre-treatments (dry, frozen and in natura peel); and whether or not to use ultrasound in
the sequential extraction of anthocyanins and pectin. In the extraction of phenolic compounds
and anthocyanins, ethanol acidified (0.1%) with hydrochloric acid was used as solvent.
Extraction with conventional solvent was performed in an incubator with agitation (180 rpm),
sample mass/solution mass ratio (1:10) and temperature of 25 + 1 °C, for 2 hours. Ultrasound-
assisted solvent extraction was performed on the ultrasonic probe, at a frequency of 20 kHz and
power of 160 kW, for 12 minutes. After the extractions, the extract was separated from the
residue (raffinate phase) by centrifugation (3500 rpm for 10 minutes) and characterized in terms
of total anthocyanins content, total phenolic content, antioxidant activity by DPPH and ABTS
and color. Residues were characterized with respect to color and used for sequential extraction
of pectin. The pectin extracted from the residue (3.5% citric acid at 97 °C for 95 minutes) was
quantified and the degree of esterification determined. The results found for the proximate
composition, pectin content, water activity and pH of fresh jabuticaba peel are within the range
found in the literature. The results of the first extraction indicated that the best treatment was
the in natura bark extracted without ultrasound application. The extractions with dry shells were
less effective, being related to the degradation of thermosensitive compounds during drying,
except in the extraction of anthocyanins in which there was no significant influence of the type
of pre-processing. In the frozen bark there were intermediate results in the extraction of
compounds in relation to the in natura and dehydrated bark. The use of ultrasound was not
effective for in natura and dry shells; and the use of drying as a pre-treatment resulted in lower
pectin yields. With the present study, it was concluded that it is possible to perform the
sequential extraction of anthocyanins and pectin from the peel of jabuticaba in natura and obtain
satisfactory results, reducing the number of unit operations. If the sequential extraction of
anthocyanins and pectin is not possible soon after the fruit is harvested and there is a need to
preserve the skin, the best pre-treatment is freezing, which better preserves the characteristics
of the skin, without causing undesirable damages in relation to drying. at 38°C for 72 hours.

Keywords: Residues. Pigments. Sustainable. Alternative methodologies. Dietary fiber.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, diferentes frutos nativos, entre eles a jabuticaba, tém sido alvo de
pesquisa para investigar o aproveitamento integral de suas propriedades nutricionais. Com
perspectivas de trazer novas alternativas para o melhor aproveitamento de subprodutos ou
coprodutos agroindustriais que tenham propriedades nutritivas e funcionais, pesquisadores
estdo buscando o desenvolvimento de produtos inovadores e funcionais (bioativos). A
jabuticaba € uma fruta com alto teor de antocianinas, pigmentos naturais com propriedades
antioxidantes, sendo a casca fonte desses compostos.

Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo substancias derivadas do metabolismo
secundario dos vegetais e que trazem beneficios a nossa saude. Dentre esses compostos, as
antocianinas merecem um enfoque especial por serem pigmentos naturais, que podem ser
utilizados no processamento de alimentos, além de serem potencialmente benéficas a saude, na
prevencdo de doengas (MEREGALLI, 2017).

A extracdo é um dos processos mais utilizados para obtencdo de compostos bioativos,
em gue um solvente age na estrutura celular do vegetal, solubilizando e extraindo o composto
de interesse. Na extracdo de antocianinas, um processo eficaz deve potencializar a recuperagédo
desses pigmentos com degradacdo minima e resultar em um extrato com elevada capacidade
antioxidante, usando tecnologias limpas e matérias-primas de baixo custo (SANTOS; VEGGI;
MEIRELES, 2010).

Também tem se tornado relevante o interesse na casca da jabuticaba por ela ser rica em
fibra, que pode ser extraida e utilizada na industria, de forma a promover o aumento de
viscosidade e funcionar como coloide estabilizante em alimentos e bebidas, com aplicacdo em
doces e geleias, preparacdes de frutas para iogurtes, bebidas e sucos de frutas concentrados. Sua
extracdo se dd em meio aquoso acido, seguida da purificacdo desse liquido extraido e
isolamento da pectina por precipitacdo na presenca de alcool (CANTERI et al., 2012;
VORAGEN et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso in natura e de pré-tratamentos
(secagem e congelamento) na casca de jabuticaba para extracdo sequencial de antocianinas e
outros compostos na primeira extracdo com e sem o uso de ultrassom e extracdo sequencial da

pectina do residuo.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As jabuticabas da variedade
Sabard, foram adquiridas na Feira de Produtores Rurais de Lavras, na época da safra, de agosto
a outubro de 2021.

Os frutos foram selecionados quanto a defeitos e pragas, foram lavados com agua
corrente e higienizados em solucdo de hipoclorito de sédio (100 mg/L, durante 10 minutos).
Em seguida foram lavados em &gua destilada e drenados por 10 minutos. Apos essa etapa foi
realizado o despolpamento manual do fruto, separando-o em polpa, semente e casca, sendo as
cascas 0 material de interesse para este estudo. A Figura 1 representa o fluxograma do

experimento.

Figura 1 - Fluxograma do experimento desde o despolpamento até a caracterizacdo do extrato

e do residuo.
Jabuticabas Semente e polpa
Cascas In natura Caracterizacdo fisico-quimica

Extragéo de antocianinas com
Secagem | — solvente: convencional e com

ultrassom
Congelamento Ro
- xO St
?\:}S{& 110
Extracdo
Teor de antocianinas, da pectina
compostos fendlicos,

atividade antioxidante e cor

Cor do residuo, extracdo
sequencial de pectina e
rendimento de pectina e grau
de esterificacéo.

Fonte: Da autora (2022).
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2.1 Composigéo fisico-quimica da casca in natura

Nas cascas despolpadas manualmente foram realizadas as analises dos teores de
umidade (método n° 967.08), cinza (método n° 94205), proteinas (método n° 988.05), lipidios
(método n° 2003.06) e fibra alimentar (método n® 991.43), de acordo com a metodologia
descrita pela Association of Official Analytical (AOAC, 2016).

Foram determinados ainda o teor de pectina total e solivel (McCREADY; McCOMB,
1952), atividade de agua (Aqualab), pH (pHmetro) e cor, conforme metodologia descrita a
sequir.

Pectinas total, solavel e insoltvel: as pectinas total e soltvel foram extraidas segundo
a técnica descrita por McCready e McComb (1952). As amostras foram analisadas em um
espectrofotdbmetro a uma absorbancia de 530 nm, no qual para a calibracao foi utilizado como
branco, solugdo com 1,0 mL de agua, 3,0 mL de tetraborato de sodio e 0,1 mL de carbazol. A
pectina insolUvel foi obtida por diferenca da pectina total e pectina solvel. Os resultados foram
expressos em mg de acido galacturénico por 100 g de matéria integral (g/100 g).

Atividade de agua: a determinacdo de atividade de agua foi realizada utilizando o
equipamento Aqualab (3TE model, Decagon Devices, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) em 25
+0,3 °C.

pH: o potencial hidrogenionico foi determinado por potenciémetro digital (modelo
Quimis, tipo Q-400 A) calibrado com solucdes tampédo de pH 4 e 7.

Analise Colorimétrica: a determinacdo da cor foi realizada em colorimetro (modelo
CMD5, Konica Minolta Spectrophotometer, S&o Paulo, SP, Brasil), operando no sistema CIE
LCH, para medir os parametros L*, C*, h° e a*, segundo Gennadios et al. (1996).

A coordenada L* representa quanto mais clara ou mais escura é a amostra, com valores
variando de O (totalmente preta) a 100 (totalmente branca); C* indica pureza ou intensidade da
cor e h* representa a tonalidade. Foi calibrado com placa branca padréo, seguindo as instrugdes
do fabricante. A coordenada a* pode assumir valores de -80 (verde) a +100 (vermelho). Foram
avaliados esses parametros nas cascas in natura, seca e congelada e nos extratos e residuos das
extracoes.

Foi realizada a conversdo das coordenadas L*, C* e h° para as coordenadas R, G ¢ B

através do conversor ColorMine (colormine.org/delta-e-calculator), para reconstituir a cor.
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2.2 Efeito do pré-tratamento da matéria prima e uso de ultrassom na extragao

sequencial de antocianinas e pectina

2.2.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido, em 3 repeticdes, através de um fatorial 3 x 2, ou seja, dois
fatores, sendo o primeiro fator tipo de pré-tratamento com trés niveis (casca seca, congelada e
in natura); e o segundo fator tipo de extracdo com dois niveis (uso ou ndao do ultrassom na
extracdo de antocianinas). As variaveis respostas foram teor de antocianinas totais, contetido
fendlico total, atividade antioxidante e cor do extrato e residuo, rendimento e grau de
esterificacdo da pectina extraida sequencialmente.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o software Statistica
10.0 (STATISTICA ANALYSIS, 2010).

2.2.2 Preparo da matéria-prima

Para avaliar efeito do pré-tratamento da matéria prima, ap6s o despolpamento, as cascas
foram preparadas de trés formas: casca in natura, casca para secagem e casca para
congelamento.

As cascas in natura foram trituradas em multiprocessador (Master Duo R17638, Walita)
e encaminhadas, imediatamente, para respectivas extracoes e analises.

As cascas foram congeladas (congelamento lento), sendo armazenadas em saco plastico
e congeladas em freezer (Refrigerador Brastemp GE FrostFree, -18 °C) até o momento da
extracdo e descongeladas em refrigerador (8 °C), até perderem a consisténcia firme
caracteristica do congelamento. O exsudado foi descartado, as cascas foram trituradas em
multiprocessador (Master Duo R17638, Walita) e encaminhadas para as respectivas extracoes.

Ja as cascas que foram desidratadas foram dispostas em bandejas de inox e submetidas
ao processo de desidratacdo em estufa com circulagéo forcada de ar, a 38 + 1 °C, para evitar a
degradacdo de compostos termolabeis, até massa constante (£ 72 horas). Ap0s a secagem, as
amostras foram entdo trituradas em liquidificador, peneiradas em peneiras mesh 60 e 80 e
encaminhadas para as respectivas extra¢fes. O tamanho médio da particula foi de 0,215 mm.

Para a padronizagdo os resultados das analises foram expressos em base seca, sendo

determinada a umidade das amostras in natura, descongeladas e secas.
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ETAPA 1: Extracdo e quantificacdo de compostos fendlicos e antocianinas e
determinacado da atividade antioxidante

2.2.3 Extracdo de compostos fendélicos e antocianinas

A metodologia de extracdo de antocianinas convencional seguiu Meregalli et al. (2017)
com algumas modificacdes: 5 gramas da amostra foram pesados e acondicionados em
Erlenmeyer, juntamente com 50 mL de etanol acidificado (0,1%) com &cido cloridrico e
cobertos com papel aluminio. A extracdo ocorreu numa incubadora (Marconi MA830/A),
durante 2 horas e a temperatura de 25 + 1 °C, sob agitacao de 180 rpm. Transcorrido o tempo,
as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos sob refrigeracdo. O extrato foi
recolhido e analisado.

J& na extracdo de antocianinas assistida por ultrassom, 5 gramas de amostra foram
pesadas e acondicionadas em frasco Erlenmeyer, adicionados 50 mL de etanol acidificado com
acido cloridrico 0,1% e cobertos com papel aluminio. Os frascos foram imersos na sonda
ultrassénica (Branson DigitalSonifier, modelo S-450D, Branson Ultrassonics Corporation, Dun
Bury, EUA) a uma frequéncia de 20 kHz e poténcia de 160 kW. Apds 12 minutos de extracéo
(tempo definido através de testes preliminares, em mesma frequéncia e poténcia, com 3, 6, 12
e 30 minutos e raz&o de casca/solvente 1:10), as amostras foram centrifugadas, a 3500 rpm por
10 minutos, e o extrato foi recolhido e analisado.

Nos extratos foram quantificados antocianinas, conteudo fendlico total, atividade
antioxidante e analise de cor. Os residuos da extracdo foram deixados em capela para
evaporacgdo do solvente residual, por 24 horas, sendo realizada anélise de cor e em seguida

foram encaminhados para extracdo sequencial e quantificacdo de pectina e grau de esterificacao.

2.2.4 Quantificagdo das antocianinas

As antocianinas totais (AT) foram determinadas pelo método diferencial de pH proposto
por Feiden (2020). O método baseia-se na transformacéo estrutural da antocianina como uma
fungéo do pH (pHmetro TECNAL, Tec 3MP) em duas solugdes tampéo: cloreto de potassio em
pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sédio em pH 4,5 (0,4 M).

De acordo com o método, a diferenca em absorbancia das solucdes de pH 1,0 e 4,5 é
diretamente proporcional a concentracdo de AT. Em um tubo de ensaio de 10 mL foram

adicionados 1,5 mL do extrato e 2,5 mL de tampdo em pH 1; em outro tubo foram adicionados
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1,5 mL do extrato e 2,5 mL do tamp&o em pH 4,5. Os tubos foram deixados no escuro por 30
minutos e em seguida foram lidas as absorbancias das amostras nos comprimentos de 510 nm
e 700 nm. Foi necessario realizar uma diluicdo de 1:10 com &gua destilada para o valor da
absorbéancia ficar na faixa desejada.

Para a casca seca, a concentracdo de antocianinas totais (AT) foi expressa como mg de
antocianinas totais em equivalentes de cianidina-3-glicosideo por 100 g de casca seca, conforme
apresentado na Equacdo 1. Para as cascas in natura e congelada, foi necessario realizar a
conversdo de base Umida para base seca através da Equacdo 2. Todos os resultados foram
expressos em g de casca em base seca. As determinagdes foram realizadas utilizando um

espectrofotémetro (UV1600 Pro-analise).

_ [(As20=A700)PH1,0—(As20=A700)PHa 53| *M*DF*1000 )
exL,

AT

AT (bu)
(100—umidade)

AT (bs) = 100 @)

Em que: M € a massa molar da cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol), DF é o fator de
diluicdo da amostra do extrato (1:10), € ¢ o coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-
glicosideo (26900 L/(mol.cm)), 1000 representa a conversao de g para mg, L é caminho 6ptico
da cubeta (1 cm) e umidade se refere a umidade das cascas in natura, congelada e seca em

porcentagem (%).
2.2.5 Determinacao do contetdo fendlico total (CFT)

O conteudo fendlico total foi determinado de acordo com o método adaptado de Folin-
Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Foi necessario realizar uma dilui¢do de 1:10 com agua
destilada para encaixar o valor da absorbancia na faixa desejada. Os extratos (0,5 mL) diluidos
foram misturados com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de solugédo de
carbonato de sédio (4%). A mistura foi agitada e mantida a temperatura ambiente durante 2
horas, no escuro.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro (UV1600 Pré-analise) com
comprimento de onda a 750 nm, e para calibracdo foi utilizada uma solucdo aquosa de acido
galico. Foi realizada a conversdo para base seca através da umidade da casca in natura,
desidratada e congelada. Os resultados foram expressos em equivalente de acido galico

(EAG)/grama de amostra seca.
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2.2.6 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTSe+ foi adaptada de
Marecek et al. (2017). O metodo é baseado na capacidade de diferentes componentes extraidos
da amostra de eliminar o ABTSe+ em comparagdo com um antioxidante padrdo (Trolox) em
uma curva de calibracdo.

Uma solugdo de ABTSe+ foi preparada usando a mistura de reacdo de 5 mL de solugéo
aquosa de ABTS (sal de diamonio 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) na
concentragdo de 7 mM e 88 puL de 140 mM K»S20s. A solucao de trabalho final de ABTSe«+ foi
obtida apds 16 horas a temperatura ambiente no escuro. Essa solucdo foi entdo diluida com
etanol absoluto para atingir a absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm. A fim de medir por
espectrofotometria a atividade antioxidante das amostras, uma aliquota de 3 mL da solucéo
radical e 30 puL de amostra foram misturados. Foram preparadas quatro diluigdes aquosas
diferentes da amostra. A curva de calibracdo foi construida usando 30 pL da solugdo Trolox nas
concentragdes de 100, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 pumol diluidos em etanol, cada um
adicionado a 3 mL de ABTS<+ (6 minutos no escuro). A absorbancia foi lida a 734 nm apos 6
minutos usando um espectrofotémetro UV-Vis (UV1600 Prd-analise). A partir das diferentes
diluicdes dos extratos, obteve-se uma regresséo tracando a absorbancia no eixo y e a diluigéo
(mg/L) no eixo Xx.

Para o calculo da atividade antioxidante, a absorbancia equivalente a 1.000 umol do
padrdo Trolox (obtida da equacdo de regressao da curva padrao) foi substituida na equacédo de
regressdo obtida para cada amostra. O valor obtido corresponde a dilui¢cdo da amostra (mg/L)
equivalente a 1.000 pmol Trolox. Foi realizada a conversdo para base seca através da umidade
da casca in natura, desidratada e congelada. Os resultados foram expressos em micromoles de

Trolox por grama de amostra em base seca (pmol Trolox/g).

2.2.7 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de captura de radical DPPH

A capacidade de sequestro de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) foi
estimada pela metodologia modificada por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Uma
aliquota de 3,9 mL da solugdo de *DPPH (60 uM) em metanol foi adicionada a 0,1 mL do
extrato em quatro dilui¢Ges diferentes (1:2, 1:3, 1:5, 1:10). Os extratos foram deixados durante

2 horas no escuro para reagirem com a solucdo de radical DPPH (tempo obtido por testes
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preliminares, necessario para atingir o estado estacionario). A absorbancia da mistura foi
medida a 515 nm, usando um espectrofotdmetro (UV1600 Pré-analise).

Uma curva de calibracdo foi preparada (0 — 60 uM DPPH) usando metanol como
solvente. Foi realizada a conversdo para base seca através da umidade da casca para o
tratamento de casca in natura, desidratada e congelada. Os resultados foram expressos em ECso
(Concentracao Eficiente) (g de amostra/g de DPPH), ou seja, a massa da amostra necessaria

para diminuir a concentra¢cdo de *DPPH em 50% no extrato.

ETAPA 2: Extracdo sequencial de pectina do residuo e determinacéo do seu grau de
esterificagcdo

2.2.8 Extracdo sequencial e quantificacdo da pectina

Apos a evaporacéo do solvente residual em capela, por 24 horas, o residuo foi submetido
a extracdo de pectina de acordo com a metodologia de Ranganna (1997). O solvente utilizado
para a extracdo de pectina foi uma solucdo aquosa de acido citrico. As amostras (4 g) foram
dissolvidas em 200 mL de &gua destilada. As extracbes foram realizadas a temperatura
constante (97 °C) sob condicdes de concentracdo de acido (3,5%) e de tempo (95 minutos).
Apos extracdo acida, as amostras foram resfriadas a 4 °C por 2 horas, filtradas em tecido de
poliéster, sendo descartado o sobrenadante. Ao filtrado, contendo pectina, foi adicionado alcool
etilico (95%) na proporcao 1:2 (uma parte de solucao de pectina e duas partes de alcool). Apds
uma hora, ocorreu a separacao da pectina na forma de precipitado, sendo separada por filtragéo.
A pectina obtida foi lavada duas vezes com etanol a 95% e 70% e seca em estufa de secagem a
55 °C até peso constante. O rendimento de pectina foi obtido a partir da quantidade inicial da

matéria-prima utilizada em base seca (Equacao 3).

Massa de pectina extraida

Rendimento = *100 (3)

Massa de amostra inicial

Em que: Massa de pectina extraida = massa de pectina obtida apds extracdo e secagem

em gramas; e Massa amostra inicial = massa da amostra inicial em base seca.
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2.2.9 Determinacéo do grau de esterificagdo (DE) da pectina

O grau de esterificacdo foi determinado pelo método de titulacdo proposto por Jafari et
al. (2017), com pequenas modificacbes. Uma amostra de pectina (100 mg) foi suspensa em 2
mL de etanol e 20 mL de agua destilada. Essa suspensdo foi mantida em 40 °C sob agitacdo e,
em seguida, titulada com solu¢do de NaOH 0,1 N (primeiro titulo, V1) até pH 8,5, medido em
um pHmetro. Em seguida, 10 mL de solu¢do de NaOH 0,1 N foram adicionados e o sistema foi
agitado por 30 minutos a 40 °C, entdo foram adicionados 10 mL de solucdo de HCI 0,1 N e
agitados por 30 minutos a 40 °C novamente. A solugéo resultante foi titulada com solugéo de
NaOH 0,1 N até pH 8,5 (segundo titulo, V>). O grau de esterificacdo da pectina foi determinado
conforme descrito na Equacéo 4 (HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016):

Vo (mL)

0, - —_—

* 100 4)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de umidade em base Umida da casca da jabuticaba foi de 68,93 + 1,03%. A

composicao centesimal da casca da jabuticaba utilizada esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo centesimal da casca de jabuticaba em base seca.
Composicéo centesimal (g/100 g de casca em base seca)

Lipideos 5,03 +2,59
Proteina 6,56 £ 0,14
Fibra bruta 6,77 £ 0,33
Cinzas 3,30+£0,11
Carboidratos 78,33 £2,28

Média + Desvio padrdo; n=3.

Fonte: Da autora (2022).

Valores proximos de umidade, lipideos e carboidratos na casca foram encontrados por
Miranda (2019), assim como Neves e Santos (2019), que encontraram valores proximos para
cinzas na casca. Sao encontrados na literatura valores maiores de umidade (CAVALCANT]I,
2013; FERREIRA, 2017; LIMA, 2008), o que pode ser explicado pela diferenca do regime de
precipitacdo que antecede a colheita. Ferreira (2017) encontrou valores proximos de proteina
na casca.

As jabuticabas da mesma cultivar podem ser desenvolvidas em localidades geogréaficas
e condicBes climaticas diferentes, apresentando como consequéncia a diferenca na propor¢éo
de cada nutriente, tamanho, aspecto e formato. Isso se deve em decorréncia da luz, umidade,
vento, altitude, pluviosidade e textura do solo, fatores que ndo podem ser controlados pelo
homem (RESENDE; OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

Na Tabela 2 tém-se os valores encontrados para pectina soltvel, insolGvel e total, assim
como atividade de 4gua (Aw) e pH.

A fibra bruta apresentada na Tabela 1 (6,77 gramas/100 g de amostra seca) pode ser
comparada com o teor de pectina presente na casca, uma vez gque a casca possui fibras, que sdo
formadas por partes insoltveis (celulose, hemicelulose e lignina) e sollveis (pectinas, gomas e
mucilagens), notando-se que a 94,8% da fibra bruta encontrada na casca é correspondente a

pectina (20,9% de pectina soltvel e 79,1% de pectina insoluvel).
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Tabela 2 - Valores de pectina, atividade de dgua e pH da casca de jabuticaba.

Pectina soltvel (g/100 g de casca) 1,34 +0,12
Pectina insoltvel (g/100 g de casca) 5,08 £0,52
Pectina Total (g/100 g de casca) 6,42 £ 0,59
Atividade de 4gua 0,988 + 0,001
pH 2,88 + 0,01

Meédia + Desvio padréo; n=3.
Fonte: Da autora (2022).

Valores de atividade de agua similares e superiores para pH foram encontrados na
literatura (FERREIRA, 2017; MIRANDA, 2019; NEVES; SANTOS, 2019). A atividade de
agua de um alimento esta relacionada com a disponibilidade de agua susceptivel a diversas
reacOes quimicas e enzimaticas ou para 0 uso de microrganismos presentes. Quanto mais
elevada for a atividade de agua, maior a velocidade de multiplicacdo dos microrganismos, por
IS0 esse parametro tem relagdo com a conservacdo do alimento (FENNEMA, 2000). O mesmo
vale para o pH, que € um parametro fundamental na limitacdo dos tipos de microrganismos
capazes de se desenvolverem no alimento (SILVA, 2000).

O pré-tratamento (congelamento, secagem e in natura), 0 uso ou nao de ultrassom e a
sua interacdo interferiram significativamente em todas as variaveis, exceto para o teor de
antocianinas totais (AT), em que apenas a interacdo ndo apresentou efeito significativo
(TABELA 3 do APENDICE A). Foi considerado para avaliar a significancia para as variaveis
o0 valor-p menor que 0,05, que pode ser observado nas Tabelas de ANOVA que se encontram
no Apéndice A.

Na Tabela 3 tém-se os resultados obtidos de CFT, AT e atividade antioxidante para a
primeira extragdo de cascas in natura, secas e congeladas, em tratamentos com e sem ultrassom.
Os resultados estdo expressos em base seca, sendo a umidade das amostras de cascas in natura,
congeladas e secas de 68,93%, 63,62% e 0,98%, respectivamente.

Quanto ao CFT, as cascas de jabuticaba pré-tratadas (congelamento e secagem)
submetidas ao ultrassom ndo diferiram entre si. Para as cascas de jabuticaba in natura e
congelada, o uso de ultrassom foi ineficaz, enquanto que para casca seca nao houve diferenca
significativa. O tratamento de casca in natura com agitacdo apresentou a maior eficiéncia de
extracao.

Valores superiores de CFT foram encontrados em cascas de jabuticabas secas por Santos
et al. (2010) (26,335 mg de GAE/g de amostra com ultrassom e 24,103 mg de GAE/g com
agitacdo), Inada et al. (2015) (22,53 mg de GAE/g de amostra) e Avila et al. (2020) (196,63 mg
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de GAE/g de amostra). Paludo (2013) também comparou extracao por agitacao e ultrassom em
cascas secas e encontrou diferenca significativa, sendo que a extragdo com agitacdo apresentou
melhores resultados. Rezende (2010) avaliou a extracdo de compostos das partes da jabuticaba
congeladas e encontrou valores inferiores para CFT (9,392 mg de GAE/g de amostra) quando

comparados com o tratamento de casca congelada com agitacéo.

Tabela 3 - Teores de Conteudo Fendlico Total (CFT), Antocianinas Totais (AT) e Atividade
Antioxidante (DPPH e ABTS) para casca de jabuticaba na primeira extracao.

Pré-Tratamento In natura Congelamento Secagem
CFT (mg de GAE/g de amostra seca)
CV (%) = 3,46
Com agitagdo 51,41 +1,37Aa 33,94 + 0,04Ab 17,85 + 0,40Bc
Com ultrassom 25,57 £ 1,28Ba 17,81 £ 0,15Bb 17,36 £ 1,31Bb
AT (mg/100 g de amostra seca)
CV (%) = 10,55
Com agitacao 427,65 £ 10Aab 401,81 £ 2Ab 484,65 £ 80Aa
Com ultrassom 186,93 + 17Ba 163,07 £ 0,2Ba 231,08 + 28Ba
ECso (g de amostra/g de DPPH)
CV (%) =5,55
Com agitacao 161,18 + 2,8Aa 418,20 £ 1,3Ab 448,67 £ 16Ab
Com ultrassom 215,94 + 3,3Ba 395,63 + 1,8Ab 499,00 + 15,4Bc
ABTS (umol de Trolox/g de amostra seca)
CV (%) =0,85
Com agitacao 1920,67 + 34Bb 3336,24 + 4Aa 1383,58 + 19Ac
Com ultrassom 2971,29 £ 24Ab 3106,10 £+ 8Ba 1305,59 + 12Bc

Média + Desvio padrdo; n=3. Os valores médios com letras mindsculas comuns na mesma linha e
maidsculas comuns na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as amostras (p <
0,05) pelo teste de Tukey para a variavel analisada. CV = coeficiente de variagao.

Fonte: Da autora (2022).

Para o teor de Antocianinas Totais (AT), ndo houve diferenca significativa para a
interacdo. Para todos os tratamentos o ultrassom se mostrou desfavoravel ao rendimento de AT,
fato que pode ser explicado pela degradacdo das antocianinas através da exposi¢do excessiva
as ondas ultrassbnicas. Ao comparar 0s tipos de pré-tratamentos notou-se que, com uso de
ultrassom, ndo houve diferencas significativas entre eles. J& para agitacdo, casca seca
apresentou o maior valor de AT, sendo significativamente igual a casca in natura.

Miranda (2019), ao avaliar a extracao de antocianinas (30 °C, durante 6 horas) da casca
in natura e da casca liofilizada em diferentes tempos e temperaturas, encontrou valores

similares para casca in natura (368,0 mg/100 g de amostra) e inferiores para casca liofilizada
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(284,82 mg/100 g de amostra). Essa diferenca se deve a degradacdo térmica, que apesar de ser
um mecanismo de degradacdo conhecido, sabe-se que pode acarretar a hidrdlise da ligacdo
glicosidica, acarretando degradacéo das antocianinas (MALACRIDA; MOTTAS, 2006). Avila
et al. (2020) encontraram valores superiores de AT em casca seca em solugdo extratora com pH
1 e temperatura de 60 °C (819,32 mg/100 g de amostra seca).

A faixa de valores de AT encontrados neste estudo foi semelhante aos teores relatados
para polpa congelada de acai (282,5 mg/100 g de amostra de polpa seca) e mais altos do que 0s
valores encontrados para o fruto inteiro de mirtilo (122,7 mg/100 g de amostra de fruto seco),
e apenas no tratamento de casca congelada com ultrassom foi inferior ao obtidos em framboesas
pretas inteiras (179 mg/100 g de amostra de fruto seco) e cascas in natura e congeladas com
ultrassom foram inferiores aos obtidos para groselha preta (207 mg/100 g de amostra de casca
seca).

A diferenca no tamanho das particulas entre as cascas de jabuticabas secas, congeladas
e in natura também pdde ter influenciado na extracdo de compostos fendlicos e antocianinas,
uma vez que as cascas secas foram trituradas e passaram em peneiras, enquanto as cascas
congeladas e in natura foram trituradas em multiprocessador apenas, tendo tamanhos de
particulas maiores e ndo uniformes.

A atividade antioxidante foi apresentada em ECso e ABTS, sendo ECso definido como a
quantidade de antioxidantes presentes na massa da amostra necessaria para reduzir a
concentracdo inicial de DPPH em 50%. Quanto menor o valor de ECsg, maior a atividade
antioxidante do produto, ou seja, menor a massa de amostra que € necessaria para inibir em
50% a atividade dos radicais livres. Ndo houve diferenca significativa para o método de
extracdo por agitacdo para os pré-tratamentos (secagem e congelamento). J& para ultrassom,
todos pré-tratamentos diferiram entre si. Casca in natura com agitacdo apresentou menor valor
de ECso, sendo o maior valor de atividade antioxidante, por essa metodologia. Para cascas in
natura e seca, extragcdo apenas com agitacdo foi mais eficaz. Para casca congelada ndo houve
diferenca entre o uso ou ndo do ultrassom.

Para ABTS o tratamento com maior atividade antioxidante foi de casca congelada com
agitacdo. Tanto para uso de agitacdo quanto ultrassom as atividades antioxidantes das cascas
seguiram a mesma ordem decrescente: casca congelada, casca in natura e casca seca. Apenas
para as cascas in natura o uso de ultrassom apresentou maior atividade antioxidante.

Para a determinacdo de atividade antioxidante em substancias de coloracdo
roxa/azul/vermelha, o0 método de sequestro de radical DPPH ndo é tdo eficaz, pois o radical ja

possui coloracdo arroxeada, o que dificulta observar se a coloracdo entrou na curva padrao.
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Outro fator que pode afetar na aplicacdo da anlise de DPPH € o elevado valor da atividade
antioxidante, que pode dificultar na hora da diluicdo e no tempo de estabilizacdo para leitura no
espectrofotdbmetro. Sendo assim, o método de atividade antioxidante ABTS é mais indicado
para cascas de jabuticaba.

Para avaliar a extracdo sequencial de pectina, tém-se os resultados de % de pectina da
casca que é extraida e grau de esterificacdo desta, que estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teores de rendimento de pectina (%) e grau de esterificacdo (%) para casca de
jabuticaba na segunda extracao.

Pré-Tratamento In natura Congelamento Secagem

% de pectina na casca (bs)
CV (%) =6,80

Com agitacao 5,86 + 0,16Aa 4,64 £ 0,25Ab 2,16 + 0,17Ac
Com ultrassom 492 +0,16Ba 451 +0,17Aa 1,13 + 0,06Bb

Grau de esterificagdo (DE)
CV (%) =7,49
Com agitacédo 65,20+ 0,98Ba 45,13 + 1,98Bb 60,07 + 3,84Aa

Com ultrassom 89,70 + 3,82Aa 54,53 + 3,59Ab 62,37 + 3,02Ab

Média + Desvio padrdo; n=3. Os valores médios com letras mindsculas comuns na mesma linha e
maidsculas comuns na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as amostras (p <
0,05) pelo teste de Tukey para varidvel analisada. CV = coeficiente de variacao.

Fonte: Da autora (2022).

O tratamento com maior rendimento de extracdo de pectina foi de casca in natura com
agitacdo. Com uso de ultrassom ndo houve diferenca significativa entre cascas in natura e
congelada, enquanto que para agitacdo todos tratamentos diferiram entre si. Para cascas in
natura e secas, 0 uso de ultrassom na primeira extracao resultou em menores rendimentos de
pectina. De forma geral, o pré-tratamento de secagem influenciou de forma negativa no
rendimento de extracdo da pectina e 0 uso de ultrassom ndo se mostrou eficaz.

Apesar de o teor de pectina encontrado na casca de jabuticaba (1 a 5%) ser baixo quando
comparado aos teores de pectina extraidas do bagaco de macé (15 a 20%), albedos citricos (30
a 35%) e bagaco de beterraba (15 a 20%) (BECKMAM, 2019), deve-se levar em consideragédo
que o residuo da extracdo de antocianinas seria comumente descartado e por isso € uma opgao
para extracdo da pectina. A proposta de extracdo sequencial da pectina se mostrou eficaz
recuperando 91% da pectina presente na matéria prima inicial, mostrando potencial de
aplicacdo no fracionamento em outros residuos que sejam ricos em compostos bioativos e

pectina.
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O grau de esterificacdo é considerado um parametro que caracteriza os polimeros de
pectina, j& que € especifico de cada planta, além de ser influenciado pela alteragdo da pectina
durante o amadurecimento de frutas e vegetais, pela acdo da enzima pectinaesterase
(KOUBALA et al., 2008). Genericamente, as pectinas sdo subdivididas em duas classes, uma
com alto grau de metoxilagdo (>50%), ATM, e a outra com baixo grau de metoxilacéo (<50%),
BTM. Comercialmente, as pectinas com alto grau de metoxilagdo apresentam teores na faixa
55% a 75%, ja nas de baixo grau de metoxilacao, esses teores variam na faixa 15% a 45%. As
ATM possuem consideravel poder gelificante e sdo amplamente usadas na geleificacdo de
sucos/polpas de frutas para a obtencdo de geleias, sendo as de maior interesse da industria.
Ainda assim, as BTM podem ser utilizadas na obtencdo de produtos diet (BRANDAO;
ANDRADE, 1999; CHAN; CHOO, 2013). O grau de esterificacdo da pectina da casca de
jabuticaba seca nao diferiu entre si, quanto ao uso ou nao de ultrassom; cascas in natura e
congelada extraidas com ultrassom resultaram em maior DE. O menor DE encontrado foi para
casca congelada com agitacdo, que diferiu significativamente dos demais tratamentos com
agitacdo.

Com o presente estudo, notou-se que o tratamento que mais se mostrou promissor foi o
de casca in natura com agitacdo. Para atividade antioxidante via DPPH, o melhor tratamento
foi de casca in natura (menor valor de ECsp). Para AT, os tratamentos com ultrassom
apresentaram menores valores e ndo houve diferenca entre 0s pré-tratamentos, entretanto ndo
foi verificado o efeito da interagdo. No geral, o uso de congelamento resultou em valores
medianos, que estdo relacionados com o dano celular causado pela formacdo dos cristais de
gelo e perda de turgescéncia da casca de jabuticaba e exsudado no descongelamento. Nos
tratamentos com uso de secagem em geral, obtiveram-se 0s menores resultados para as variaveis
estudadas (exceto AT e DE), fato que pode ser explicado pela degradacdo térmica dos
compostos durante o processo. Sendo assim, nota-se que, se a casca de jabuticaba for utilizada
logo ap6s o despolpamento, ndo é necessario 0 uso de pré-tratamentos, que devido ao gasto
energético teria um custo mais elevado, podendo assim ser utilizada a casca in natura para a
extracdo dos compostos bioativos estudados.

Se 0 objetivo da extracao for extragdo de antocianinas, o rendimento obtido no processo
de secagem a temperatura de 38 °C ¢é similar aos demais tratamentos, porém inviabiliza a
extracao sequencial de pectina que tem rendimentos inferiores aos obtidos usando a amostra in
natura ou congelada.

Diferente do esperado, os tratamentos submetidos ao ultrassom apresentaram

rendimentos menores ou iguais aos tratamentos submetidos apenas a agitacdo, o que pode ser
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explicado pelo fato de que cavitacdo, causada pelas ondas ultrassonicas, pode ter degradado os
compostos de interesse nas condigOes avaliadas neste experimento. Evidéncias experimentais
sugerem que a degradacdo é causada por forcas hidrodindmicas da cavitacdo; tensdo de
cisalhamento na interface das bolhas pulsando, ou efeito térmico associado com efeito quimico
da cavitagdo (MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI JUNIOR, 2000).

Por meio da analise colorimétrica é possivel correlacionar os valores das coordenadas
com a concentracao de antocianinas no extrato e no residuo da extracdo. Sobre a significancia
estatistica das analises de cor realizadas, tem-se que para extrato apenas 0 uso ou ndo de
ultrassom e a interacdo para o parametro L* ndo foram significativos. J& para residuo, a
interacdo para parametro L*, o uso ou ndo de ultrassom e a interagdo do parametro h° néo
apresentaram efeito significativo. Foi considerado para avaliar a significancia para as variaveis
o0 valor-p menor que 0,05, que pode ser observado nas Tabelas de ANOVA que se encontram
no Apéndice A.

Nas Tabelas 5, 6 e 7 estdo apresentados os resultados de analise colorimétrica para
cascas de jabuticabas pré-tratadas e in natura, para extratos e residuos da primeira extracao,

respectivamente.

Tabela 5 - Resultados obtidos para os parametros L*, C*, h°, a* e reconstitui¢do de cor para as
cascas de jabuticaba pré-tratadas e in natura.

* * o * COI’
Tratamento L C h a Reconstituida
In natura 23,74b 10,09b 7,31b 10,00b _
Congelada 17,26¢ 7,88¢c 15,42a 7,79 _
Seca 35,79a 19,04a 7,83b 18,36a _

Média; n=3. Os valores médios com letras comuns na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as amostras (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Da autora (2022).

Na analise de cor da matéria prima (TABELA 5), os pardmetros L*, C* e a*
apresentaram maiores valores para casca seca, seguida de in natura e, por fim, congelada.
Enquanto para o parametro h° a casca congelada apresentou maior valor e diferiu
significativamente das demais.

E possivel perceber que a cor da casca seca é mais clara e sua cor mais intensa (L* e C*
maiores), enquanto a cor da casca congelada é mais escura e menos intensa (L* e C* menores).
Isso indica que o pré-tratamento da casca de jabuticaba influencia na coloracdo da casca da

jabuticaba, uma vez que compostos podem ser degradados ou modificados durante o pré-
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tratamento. O parametro a* mostra que a casca seca apresenta coloracdo mais avermelhada, e
isso pode ser explicado pelo fato de que durante a secagem ocorrem reagdes bioquimicas e ha
concentracdo de compostos que antes estavam solubilizados na agua, assim como ocorreu nos

extratos.

Tabela 6 - Resultados obtidos de cor para os parametros L*, C* e h° e reconstituicdo da cor
para extratos da casca de jabuticaba na primeira extracao.

Pré-Tratamento In natura Congelamento Secagem
L*
CV (%) = 18,90
Com agitacao 38,65ab 44,482 25,10b
Com ultrassom 47,79 55,142 26,49b
C*
CV (%) =2,68
Com agitacéo 91,59Aa 77,03Ab 60,75Ac
Com ultrassom 83,45Ba 50,32Bc 62,88Ab
ho
CV (%) =4,18
Com agitagdo 41,92Aa 31,02Ab 42.46Ba
Com ultrassom 27,03Bb 12,26Bc 43,18Ba

Cor Reconstituida

Com agitacao

Média; n=3. Os valores médios com letras minUsculas comuns na mesma linha e maitsculas comuns na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05) pelo teste de
Tukey para varidvel analisada. CV = coeficiente de variacéo.

Fonte: Da autora (2022).

Em relacdo ao parametro L* foram encontrados valores baixos (TABELA 6), 0 que
indica amostras escuras e ndo houve diferenca significativa entre uso ou ndo de ultrassom. Para
agitacdo, ndo houve diferenca significativa entre as cascas in natura e pré-tratadas. Para
ultrassom, casca seca diferiu das demais com valor menor, indicando amostra mais escura.

Quanto a intensidade de cor (C*), que indica a intensidade do composto mais presente
(MINOLTA, 2007), o tratamento de casca in natura com agitacdo apresentou maior valor,
mostrando uma cor mais intensa. Tanto para agitacdo quanto para ultrassom, casca in natura
apresentou maior valor. Para cascas in natura e congeladas, o uso de ultrassom resultou em
extratos menos intensos; para casca seca, ndo houve diferenca significativa entre o uso de

ultrassom e agitacdo. Em relacdo ao angulo de tonalidade (h°), os extratos dos tratamentos de
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secagem ndo apresentaram diferengas significativas entre si quanto ao uso de ultrassom e
agitacdo. J& para cascas in natura e congelada, o uso de agitacdo resultou em maiores angulos.
Cascas congeladas apresentaram menores angulos, tanto para agitacdo quanto para ultrassom.
Ao avaliar os trés parametros, L*, C* e h°, de forma individual ndo é possivel visualizar
as diferencas entre as amostras, porém é possivel fazer uma relagdo entre esses parametros e
reconstituir a cor que pode ser apresentada de uma forma mais didatica e visivel. Sendo assim,
¢ possivel notar que os tratamentos com ultrassom para casca in natura e congelada

apresentaram cores menos intensas e com menor tonalidade, como citado anteriormente.

Tabela 7 - Resultados obtidos de cor para os parametros L*, C* e h° e reconstituicdo da cor
para residuos da casca de jabuticaba na primeira extracao.

Pré-Tratamento In natura Congelamento Secagem
L*
CV (%) =6,14
Com agitacéo 19,27Ac 25,16Ab 33,40Aa
Com ultrassom 17,78Ac 22 61Ab 32,66Aa
C*
CV (%) = 12,55
Com agitacio 22,33Aa 6,78Ac 13,42Ab
14,82Ba 2,20Bb 13,52Aa
Com ultrassom
ho
CV (%) = 17,59
Com agitagio 14,80ab 11,78b 19,84a
Com ultrassom 10,20b 13,78ab 17,36a

Cor Reconstituida
Com agitacao

Média; n=3. Os valores médios com letras minUsculas comuns na mesma linha e maiusculas comuns na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as amostras (p < 0,05) pelo teste de
Tukey para varidvel analisada. CV = coeficiente de variacéo.

Fonte: Da autora (2022).

Dos dados da analise de cor dos residuos (TABELA 7) observa-se que para L* os
tratamentos com casca seca apresentaram valores mais altos apontando cores mais claras,
seguidos de cascas congeladas e in natura. Em relacdo ao uso ou ndo de ultrassom, ndo foi
encontrada diferenca significativa para cada pré-tratamento.

Quanto aos valores de C* dos residuos, foi relatada diferenca significativa entre as

amostras de cascas in natura e congeladas quanto ao uso de ultrassom ou agitacdo, e o uso de
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ultrassom resultou em residuos menos intensos. Para casca seca, ndo houve diferenga
significativa entre o uso de ultrassom e agitacdo, e 0 mesmo comportamento foi visto para 0s
extratos. O tratamento de casca in natura com agitacdo apresentou maior valor de C*,
mostrando uma cor mais intensa. Em relacdo ao angulo de tonalidade (h°), ndo houve diferenca
significativa entre uso ou ndo de ultrassom. Os maiores angulos foram encontrados para
secagem.

Através da relacdo feita entre os trés parametros para obtencéo de uma cor visivel para
0 residuo da primeira extracdo, € possivel perceber que os tratamentos de casca in natura
apresentaram cor mais intensa e escura. Ja os tratamentos com secagem apresentaram cores
menos intensas, seguindo 0 mesmo padrdo encontrado nos extratos e indicando uma possivel
degradacdo dos compostos presentes inicialmente na casca de jabuticaba.

Comparando os resultados de extratos e residuos (TABELAS 6 e 7), para a saturacao
(C*), os resultados foram bastante condizentes com o que se vé a olho nu, ou seja, 0s extratos
apresentaram valores superiores aos residuos, uma vez que o extrato é o liquido limpido filtrado
da extracdo e o residuo é a torta retida no filtro.

A Tabela 8 apresenta os resultados para o parametro a* encontrados no extrato e no

residuo.
Tabela 8 - Resultados obtidos de cor para a* de extratos e residuos.
Pré-Tratamento In natura Congelamento Secagem
Extrato
CV (%) = 2,68
Com agitacdo 68,15Aa 34,00Bc 44, 77Ab
Com ultrassom 44 ,26Ba 39,16Ab 45 81Aa
Residuo
CV (%) =12,16
Com agitagio 21,58Aa 6,60AcC 12,62Ab
Com ultrassom 14,58Ba 2,18Bb 12,88Aa

Média; n=3. Os valores médios com letras minusculas comuns na mesma linha e maidsculas comuns na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05) pelo teste de
Tukey para varidvel analisada. CV = coeficiente de variacéo.

Fonte: Da autora (2022).

A coloracdo vermelha indica a presenca de pigmentos desse espectro, no caso da casca
de jabuticaba as antocianinas. Neste estudo era desejado encontrar valores altos no extrato e
proporcionalmente mais baixos no residuo, uma vez que, durante a extracdo, 0s pigmentos

presentes na casca foram extraidos e se encontram no extrato, e iSso ocorreu para os tratamentos
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com casca in natura e casca seca. O valor de a* seguiu a ordem crescente: congelamento,
secagem e in natura, para agitacao, tanto no extrato quanto no residuo. J& para uso de ultrassom,
cascas in natura e seca ndo diferenciaram entre si, seguidas de casca congelada, sendo que esse
comportamento ocorreu para extrato e residuo.

Ainda é possivel apontar uma correlacdo entre o pardmetro a* do extrato e o teor de
antocianinas totais (AT). No tratamento de casca in natura com agitacdo, o teor de AT foi 0
mais alto, assim como foram encontrados maiores teores de AT nesse mesmo tratamento
(TABELA 3).



61

4 CONCLUSAO

A extracdo sequencial de antocianinas e pectina da casca de jabuticaba in natura é uma
opcao viavel, uma vez que a extracdo da pectina teve um rendimento de 94,8% em relacdo a
fibra bruta, e sera realizada de um residuo que comumente seria descartado. O uso da casca de
jabuticaba in natura tem a vantagem da diminui¢do dos custos das operacdes unitarias e do
tempo de processamento. Quando se compara a casca in natura sob agitacdo e sob ultrassom,
nota-se que o tratamento com ultrassom para CFT, AT, atividade antioxidante por DPPH e
rendimento de pectina foi ineficaz, ndo se justificando a adi¢do dessa etapa no processo. Quanto
ao grau de esterificacdo da pectina, apenas o tratamento de casca in natura com ultrassom
apresentou DE acima de 75%. Os pré-tratamentos mais indicados para extracao de antocianinas
sdo o0s que utilizaram agitacdo. Ja em relacdo a extracdo sequencial da pectina do residuo da
primeira extracdo foi relatado efeito do pré-tratamento das cascas para agitacao, sendo casca in
natura a melhor forma de obtencdo da pectina. Comparando os pré-tratamentos com uso de
ultrassom, apenas para casca seca houve efeito significativo, com menor rendimento de pectina.
Portanto, para a extracdo sequencial de AT e pectina, o0 melhor tratamento foi de casca in natura

com agitacao.
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ARTIGO 2 - Otimizacao da extracdo sequencial de compostos fendlicos e pectina da
casca de jabuticaba (Plinia cauliflora)

RESUMO

A jabuticaba (Plinia cauliflora) é um fruto muito apreciado e de importancia nutricional
encontrado principalmente no centro-sul do Brasil. Sua casca possui compostos bioativos de
interesse comercial justificando o estudo de alternativas para a extracdo desses bioativos. Das
substancias de interesse encontradas na casca da jabuticaba, tém-se compostos fenolicos, com
predominancia de antocianinas, e pectina, que sdo extraidas de forma isolada. Este estudo teve
como objetivo otimizar a extracdo de compostos fendlicos e antocianinas e estudar o efeito na
extracdo sequencial da pectina do residuo. Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi usado para estudar o efeito da fracdo maéssica do etanol (X1) e do &cido cloridrico
(X2) numa solugédo aquosa na extragdo de compostos bioativos, analisando na fase extrato as
varidveis dependentes: teor de antocianinas totais, contetdo fenolico total e atividade
antioxidante por ABTS e FRAP. A extracdo dos compostos fendlicos e antocianinas foi
realizada numa incubadora com agitacdo (180 rpm), temperatura de extracdo de 25 + 1 °C,
relacdo massa de amostra/massa da solucdo (1:10) e tempo de extragéo (2 horas). A fase extrato
foi separada do residuo por centrifugacdo (3500 rpm por 10 minutos) e caracterizada. Do
residuo foi extraida a pectina (extracdo acida: 3,5% de acido citrico a 97 °C, por 95 minutos;
precipitacdo: alcool etilico 95% e 70%) e avaliado o efeito da extracdo prévia no rendimento e
grau de esterificagdo da pectina. Foram avaliadas ainda, através da metodologia de
Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), as pectinas com maior
e menor rendimento e maior e menor grau de esterificacdo. Fracdes massicas de etanol proximas
a 50% e o uso de acido em pequenas quantidades oferecem extratos com maior teor de
compostos fendlicos e antocianinas. Foram obtidas maiores atividades antioxidantes e maiores
rendimentos de pectina em baixas concentracfes de acido na solucdo aquosa. Este estudo se
mostrou promissor, uma vez que, durante a extracdo de antocianinas, ndo houve degradacao da
pectina, o que permitiu sua extracdo sequencial. A avaliacdo do espectro de FTIR confirma que
o0 polimero extraido do residuo € pectina.

Palavras-chave: Extracdo sequencial. Pectina. Planejamento fatorial. Compostos bioativos.
Residuos.
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ABSTRACT

Jabuticaba (Plinia cauliflora) is a much appreciated fruit of nutritional importance found
mainly in south-central Brazil. Its bark has bioactive compounds of commercial interest
justifying the study of alternatives for the extraction of these bioactives. Of the substances of
interest found in jabuticaba bark, there are phenolic compounds, predominantly anthocyanins,
and pectin, which are extracted in isolation. This study aimed to optimize the extraction of
phenolic compounds and anthocyanins and to study the effect on the sequential extraction of
pectin from the residue. Central Composite Rotational Design (DCCR) was used to study the
effect of the mass fraction of ethanol (X1) and hydrochloric acid (X2) in an aqueous solution
in the extraction of bioactive compounds, analyzing in the extract phase the dependent
variables: content of total anthocyanins, total phenolic content and antioxidant activity by
ABTS and FRAP. The extraction of phenolic compounds and anthocyanins was performed in
an incubator with agitation (180 rpm), extraction temperature of 25 + 1 °C, sample
mass/solution mass ratio (1:10) and extraction time (2 hours). The extract phase was separated
from the residue by centrifugation (3500 rpm for 10 minutes) and characterized. Pectin was
extracted from the residue (acid extraction: 3.5% citric acid at 97 °C for 95 minutes;
precipitation: 95% and 70% ethyl alcohol) and the effect of the previous extraction on the yield
and degree of esterification of the pectin. The pectins with higher and lower yields and higher
and lower degrees of esterification were also evaluated using the Fourier Transform Infrared
Spectrometry (FTIR) methodology. Mass fractions of ethanol close to 50% and the use of acid
in small amounts provide extracts with a higher content of phenolic compounds and
anthocyanins. Higher antioxidant activities and higher pectin yields were obtained at low acid
concentrations in the aqueous solution. This study was promising, since, during the extraction
of anthocyanins, there was no degradation of pectin, which allowed its sequential extraction.
Evaluation of the FTIR spectrum confirms that the polymer extracted from the residue is pectin.

Keywords: Sequential extraction. Pectin. Factorial design. Bioactive compounds. Residues.
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1 INTRODUCAO

As jabuticabas (Plinia cauliflora) sdo muitas vezes utilizadas para a producao de sucos,
vinhos, licores, vinagre, geleias e compotas de frutas (ASCHERI; ASCHERI; CARVALHO,
2006; DONADO-PESTANA et al.,, 2018; OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS; VEGGI,
MEIRELES, 2010; SATO; CUNHA, 2009). E um fruto tropical de grande valor nutricional,
possuindo alto teor de carboidratos, fibras, vitaminas e flavonoides. Uma vez que a maior parte
dos compostos bioativos da jabuticaba encontra-se em sua casca (LIMA et al., 2008;
MORALES et al., 2016; NERI-NUMA et al., 2018), deve-se buscar tecnologias sustentaveis
ambientalmente na extragdo desses bioativos.

Dentre os compostos bioativos, tém-se destacado as antocianinas, que sdo pigmentos
naturais da classe dos flavonoides e séo responsaveis pela coloracdo que varia entre vermelho,
laranja, purpura e azul (MIRANDA, 2019; TARONE et al., 2021; VALLS et al., 2009).
Possuem atividade antioxidante, que desempenha um papel fundamental na prevencdo de
doencas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer e diabetes (TENG et al., 2017), sendo de grande
interesse pela industria farmacéutica a obtencdo de um extrato rico em antocianinas.

Na obtencdo das antocianinas, a extracdo € uma das etapas mais importantes na
recuperacdo desses pigmentos a partir de vegetais, sendo que diversos métodos de extracao sao
utilizados, pois ndo existe um método padrdo na literatura (FONTANA; ANTONIOLLI;
BOTTINI, 2013). Os processos mais utilizados para recuperacdo de compostos fendlicos
envolvem o uso de tecnologias de alto investimento e elevado custo de processamento, como
técnicas de alta pressdo e extracdo de liquido pressurizado (SANTANA; SANTOS;
MEIRELES, 2019; TABARAKI; HEIDARIZADI; BENVIDI, 2012), que sdo realizadas em
escalas laboratoriais. Com isso, tém sido crescente 0s estudos que minimizam os custos
operacionais e sejam substitutos em potencial para extracdo de compostos bioativos (KUHN et
al., 2021; MIRANDA, 2019; TARONE et al., 2021).

A substituicdo de solventes comumente utilizados na extra¢do de compostos fendlicos,
como metanol, por solventes verdes, e ainda sua mistura em solugbes aquosas, tem sido
promissora, garantindo uma melhor extragcdo e menor impacto ambiental (MEREGALLI, 2017,
PALUDO et al., 2019; SOUZA, 2015). O uso desses solventes e sua combinagdo com outros
fatores, como tempo e temperatura, pode facilitar a transferéncia de massa e melhorar a extracéo
de compostos de interesse. Entretanto, o aumento da temperatura pode trazer riscos de
degradacdo de compostos termolabeis pela acdo do calor e possiveis reagdes com o material,

prejudicando assim os rendimentos da extracdo (BARBA et al., 2016). Meregalli (2017) avaliou
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a cinética de secagem de casca de araga-vermelho e notou que o processamento térmico, mesmo
em temperatura abaixo de 40 °C, provoca degradacdo das antocianinas (84% de degradacdo em
cascas secas comparadas a casca in natura). Takikawa (2014), Brito et al. (2016), Feiden (2020)
e Marsiglia et al. (2021) também relataram que temperaturas acima de 40 °C podem diminuir
significativamente o teor de antocianinas pela sua degradacéo térmica.

Devido a sua polaridade, as antocianinas fornecem melhores resultados em sua extragdo
em etanol em meio acidificado. A escolha do acido também deve ser avaliada, uma vez que a
acidificacdo do solvente tem por objetivo a desnaturacdo das membranas celulares, favorecendo
0 processo de extragdo (MEREGALLI, 2017; NEVES; SANTOS, 2019; ROCKENBACH et
al., 2008). O solvente acidificado também evita a degradacdo e a oxidacao das antocianinas por
meio da estabilizacdo do céation flavinio (GRIGORAS et al., 2012; SANTOS; VEGGI,
MEIRELES, 2010).

Na casca de jabuticaba encontram-se teores de pectina na faixa de 4,5 a 8,31% em base
seca (bs) (MORENO, 2010; SANTIAGO et al., 2021), que é um polissacarideo com
propriedades tecnoldgicas como agentes espessantes, emulsificantes e gelificantes, que
contribuem de forma geral para a qualidade da textura de produtos feitos com sua adigdo
(MORRIS et al., 2013). As fontes mais usuais para a extracdo de pectina comercial sdo cascas
de citricos (rendimentos de 15 a 20% - bs) e 0 bagaco de maca (rendimentos de 20 a 35% - bs)
(BECKMAM, 2019; THAKUR; SINGH; HANDA, 1997), entretanto, as pectinas extraidas
apresentam caracteristicas diferentes (grau de esterificacdo, tamanho das particulas, contetdo
de acUcares, teor de cinzas e outros) e tém consequentemente propriedades funcionais
diferentes, o que justifica o estudo de fontes alternativas de extracdo (MUNHOZ; SANJINEZ-
ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2010).

A extracdo da pectina pode ser realizada por meio aquoso acido, basico, ou com agentes
guelantes ou por acdo de enzimas. A escolha do método e a definicdo dos parametros, como
temperatura, pH e tempo, influenciam diretamente no rendimento de extracdo e nas
propriedades da pectina extraida (JOYE; LUZIO, 2000; LIEW; CHIN; YUSOF, 2014,
PEREIRA et al., 2016; YANG; YU; MA, 2019). Na extracdo em presenca de &cidos,
geralmente as temperaturas aplicadas ficam em torno de 70 e 100 °C por tempo suficiente para
remover uma determinada quantidade de pectina sem que haja perdas em sua natureza quimica
(GANCZ; ALEXANDER; CORREDIG, 2006; MESBAHI; JAMALIAN; FARAHNAKY,
2005).

Antocianinas e pectinas sdo tradicionalmente extraidas de forma isolada, uma vez que,

nas condicOes utilizadas na extracdo de pectina, as antocianinas sdo degradadas, enquanto na
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extragdo de antocianinas o residuo insoltvel é descartado (BANERJEE et al., 2016; JOSHI,
PREEMA DEVI, 2014; NOUR et al., 2013). A extracao simultanea desses dois compostos tem
limitacGes significativas devido as diferencas nas condicdes ideais de extracdo, especialmente
temperatura e tempo.

Processos anteriores a extragcdo, como secagem e congelamento, podem alterar a
configuracdo celular do alimento, facilitando ou dificultando a extragdo. Segundo Bueno et al.
(2022, No prelo), o uso da casca de jabuticaba in natura apresentou resultados semelhantes aos
de casca ap0s secagem para extracdo de antocianinas e maior rendimento de extracdo sequencial
de pectina do residuo in natura. Meregalli (2017), por sua vez, encontrou valores superiores na
extracdo de antocianinas de casca de jabuticaba in natura, quando comparadas com cascas
secas, justificando o uso de casca de jabuticaba sem pré-tratamentos, ou seja, in natura para
extracdo de antocianinas.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo de compostos fenélicos e antocianinas
da casca de jabuticaba utilizando planejamento experimental fatorial composto central
rotacional com as variaveis independentes fracdes massicas do etanol e do &cido cloridrico em
solucdo aquosa, e avaliar o efeito na extracdo sequencial da pectina do residuo. Foram avaliados
o conteudo fendlico total, antocianinas totais e a atividade antioxidante dos extratos e, também,
o0 rendimento de pectina e o seu grau de esterificacdo (metoxilacdo).
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As jabuticabas da variedade
Sabaré foram adquiridas na Feira de Produtores Rurais de Lavras, na época da safra, de agosto
a outubro de 2021.

Os frutos maduros foram selecionados quanto a defeitos e pragas, foram lavados com
agua corrente e higienizados em solucgéo de hipoclorito de sédio (100 mg/L durante 10 minutos).
Em seguida foram lavados em &gua destilada e drenados por 10 minutos. Apds o despolpamento
manual (FIGURA 1A), as cascas in natura foram trituradas em multiprocessador (Master Duo
RI17638, Walita) por 30 segundos (FIGURA 1B) e encaminhadas, imediatamente, para as

respectivas extracoes e analises.

Fonte: Da autora (2022).

As andlises para caracterizacdo da casca foram realizadas e os resultados expressos em
média = desvio padrdo. As determinacOes analiticas do teor de lipideos, proteinas, cinzas e
fibras alimentares, obtidas em base seca, foram realizadas de acordo com a metodologia oficial
da AOAC (2016). A fracdo de carboidratos disponiveis ou totais foi determinada pelo método
da diferenca (100 - %umidade - %lipidios - %proteina -% fibra - % cinza) (FAO, 2003).
Também foram determinadas ainda pectina total e solivel (McCREADY; McCOMB, 1952).
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2.1 Otimizacdo da extracao sequencial de compostos fendlicos e antocianinas e da
pectina do residuo

2.1.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado a partir de um planejamento composto central rotacional
— DCCR 22 (niveis +1 e -1), dois pontos axiais (niveis -a ¢ +a) e trés pontos centrais (nivel
zero), em que foram avaliados os efeitos da fracdo massica de etanol (X1) e fracdo massica do
acido cloridrico (X2) na solucdo aquosa na extracdo dos compostos de interesse e efeito na
extracdo sequencial da pectina.

As variaveis fixas de extracdo foram temperatura de extracdo (25 + 1 °C), relacdo massa
de amostra/massa de solvente (1:10) e tempo de extracdo (2 horas), seguindo a metodologia de
Bueno et al. (2022, no prelo). Os niveis das variaveis independentes codificados e reais estdo
citados na Tabela 1.

As varidveis dependentes (respostas) foram o teor de antocianinas totais, contetdo
fenolico total, atividade antioxidante do extrato da primeira extracdo, e teor de pectina e seu

grau de esterificacdo obtidos da extracdo sequencial do residuo.

Tabela 1 - Varidveis independentes do DCCR, com valores codificados e reais.

Variavel -1,4142 -1 0 1 1,4142
codificada
X1 21,716 30 50 70 78,284
X2 0,2929 0,5 1 15 1,7071

X,= fragdo maéssica do etanol em solucéo aquosa; X.= fragdo méssica do &cido na solucéo aquosa.
Fonte: Da autora (2022).

O software Statistica 10.0 (STATISTICA ANALYSIS, 2010) foi utilizado para a analise

estatistica dos resultados.

2.1.2 Extracao sequencial de compostos fendlicos e antocianinas da casca de jabuticaba e
da pectina do residuo

A amostra da casca de jabuticaba in natura usada na extragdo (5 g), previamente
triturada, foi pesada em balanca analitica (precisdo de 0,001 gramas) e adicionada a 50 mL de
solugdo aquosa etanolica acidificada com éacido cloridrico, segundo o delineamento

experimental. Em seguida foi acondicionada em Erlenmeyer, fechada com tampa de silicone e
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levada para a extracdo. A extragdo ocorreu numa incubadora (Marconi MA830/A), durante 2
horas e & temperatura de 25 + 1 °C, sob agitacdo de 180 rpm. Transcorrido o tempo, a amostra
foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos sob refrigeracdo. Os extratos foram separados e
armazenados em frascos de vidro ambar em refrigerador (Brastemp GE FrostFree, 4 °C) para
posterior quantificacdo de antocianinas, contetdo fendlico total e atividade antioxidante. Os
residuos da extracdo foram deixados em capela para evaporagdo do solvente residual, por 24
horas, e em seguida foram encaminhados para extracdo e quantificacdo de pectina e

determinacéo do grau de esterificacdo.

2.1.3 Quantificacdo das antocianinas

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método diferencial de pH proposto
por Feiden (2020). O método baseia-se na transformacéo estrutural da antocianina como uma
funcéo do pH medido em pHmetro (TECNAL, Tec 3MP) em duas solucbes tampao: cloreto de
potassio em pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sddio em pH 4,5 (0,4 M).

De acordo com o método, a diferenca em absorbancia das solu¢des de pH 1,0 e 4,5 é
diretamente proporcional a concentracdo de AT. Em um tubo de ensaio de 10 mL foram
adicionados 1,5 mL do extrato e 2,5 mL de tamp&o em pH 1, em outro tubo foram adicionados
1,5 mL do extrato e 2,5 mL do tamp&o em pH 4,5. Os tubos foram deixados no escuro por 30
minutos e em seguida foram lidas as absorbancias das amostras nos comprimentos de 510 nm
e 700 nm. Foi necessario realizar uma diluicdo de 1:10 com &gua destilada para o valor da
absorbancia ficar na faixa desejada.

A concentracdo de antocianinas totais (AT) foi expressa como mg de antocianinas totais
em equivalentes de cianidina-3-glicosideo por 100 g de casca seca, conforme apresentado na
Equacdo 1. As determinac6es foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro (UV1600 Pro-

analise).

[(Aszo —A700)PH1,0—(Aszo—A700)PH4,5}]*M*DF*1000
exL

(100—umidade)

AT = ( >* 100 (1)

Em que: M é a massa molar da cianidina-3-glucosidio (449,2 g/mol), DF é o fator de
diluigdo da amostra (1:10), € é o coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-glcosideo (26900

L/(mol.cm)), 1000 representa a conversdo de g para mg, L é caminho Optico da cubeta (1 cm)



74

e umidade corresponde & umidade da casca necessaria para realizar a conversdo de base Umida

para base seca.

2.1.4 Determinacéo do conteudo fenolico total (CFT)

O contetdo fendlico total foi determinado de acordo com o método adaptado de Folin-
Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Foi necessario realizar diluicdo dos extratos de 1:10 com
agua destilada para o valor da absorbancia ficar na faixa desejada. 0,5 mL dos extratos diluidos
foi misturado com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de solucéo de carbonato
de sddio (4%). A mistura foi agitada e mantida a 25 °C durante 2 horas, no escuro.

A absorbancia foi medida em espectrofotémetro com comprimento de onda a 750 nm,
e para construcdo da curva de calibracdo foram utilizadas solucdes aquosas de acido galico
(0,025 - 0,275 mg. LY). Foi realizada a converséo para base seca através da umidade da casca.
Os resultados foram expressos em equivalente de acido galico (EAG)/de amostra seca.

2.1.5 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTSe+ foi adaptada de
Marecek et al. (2017). O método é baseado na capacidade de diferentes componentes extraidos
da amostra de eliminar o ABTS++ em comparagdo com um antioxidante padrdo (Trolox) em
uma curva de calibragdo. Uma solugdo de ABTSe«+ foi preparada usando a mistura de reagdo
de 5 mL de solucdo aquosa de ABTS (sal de diaménio 2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) na concentragdo de 7 mM ¢ 88 uL de 140 mM K>S;0s. A
solugdo de trabalho final de ABTSe+ foi obtida apds 16 horas a temperatura ambiente no escuro.
Essa solucdo foi entdo diluida com etanol absoluto para atingir a absorbéancia de 0,70 £ 0,05 a
734 nm. Foram preparadas quatro dilui¢fes aquosas diferentes da amostra do extrato. A fim de
medir por espectrofotometria a atividade antioxidante das amostras, uma aliquota de 3 mL da
solugdo radical e 30 pL. de cada amostra foi misturada.

A curva de calibracao foi construida usando 30 puL da solug¢do Trolox nas concentragdes
de 100, 250, 500, 1000, 1500 ¢ 2000 umol diluidos em etanol, cada um adicionado a 3 mL de
ABTSe+ (6 minutos no escuro). A absorbancia foi lida a 734 nm apods 6 minutos usando um
espectrofotémetro UV-Vis. A partir das diferentes diluicbes dos extratos, obteve-se uma
regressdo tracando a absorbancia no eixo y e a diluicdo (mg/L) no eixo x. Para o célculo da

atividade antioxidante, a absorbancia equivalente a 1.000 pmol do padrao Trolox (obtida da
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equacdo de regressdo da curva padrao) foi substituida na equacéo de regressao obtida para cada
amostra. O valor da absorbancia obtido corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente
a 1.000 umol Trolox. O valor foi expresso em base seca, utilizando a umidade da casca. Os
resultados foram expressos em micromoles de Trolox por grama de amostra em bs (pumol

Trolox/g).

2.1.6 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método FRAP

Para anédlise de atividade antioxidante pelo método FRAP foi utilizada a metodologia
descrita por de Benzie e Strain (1996), com adaptacdes. Foram misturados 2,5 mL de uma
solucdo de TPTZ 10 mM em HCI 40 mM, 2,5 mL de FeClz 20 mM e 25 mL de tampéo acetato
0,1 M (pH 3,6) para obtencdo de solucdo FRAP. Quatro diluicdes diferentes do extrato foram
preparadas. Uma aliquota de 100 puL do extrato, de cada diluigdo, 300 puL de dgua destilada e 3
mL de reagente FRAP foram transferidos para um tubo de ensaio. As solugdes obtidas foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C/30 minutos.

A absorbéancia foi medida a 594 nm utilizando como branco o reagente FRAP. A curva
de calibracdo foi preparada usando solucgdes aquosas de sulfato ferroso (FeSO4.7H20) nas
concentragoes de 250, 500, 1000, 1500 a 2000 umol. Os volumes das solugdes para preparo do
FRAP foram os mesmos citados no paragrafo anterior. A partir das quatro diferentes diluicdes
dos extratos, obteve-se uma regressao tracando a absorbancia (nm) no eixo y e a diluicdo (mg
de casca/L) no eixo X. Para o calculo da atividade antioxidante, a absorbancia equivalente a
1.000 pumol do padrao (obtida da equagdo de regressdao da curva padrao) foi substituida na
equacdo de regressdao obtida para cada amostra. O valor obtido corresponde a diluicdo da
amostra (mg/L) equivalente a 1.000 umol de sulfato ferroso. Foi realizada a conversdo para
base seca através da umidade da casca. O resultado foi dado em micromoles de sulfato ferroso

por grama de amostra em base seca (umol Sulfato ferroso/g).

2.1.7 Extracao e quantificacdo da pectina

Ap0s a evaporacao do solvente residual do residuo da casca de jabuticaba da extracdo
de compostos fendlicos e antocianinas em capela, por 24 horas, foi extraida a pectina de acordo
com a metodologia de Ranganna (1997). O solvente utilizado para a extragdo de pectina foi
uma solugdo aquosa de &cido citrico 1%. As amostras do residuo da casca (4 g) foram

misturadas em 200 mL de agua destilada e adicionado o acido (3,5% da massa da amostra do
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residuo da casca). As extracfes foram realizadas a temperatura constante (97 °C) durante 95
minutos. Apds extracdo acida, as amostras foram resfriadas a 4 °C por duas horas, filtradas em
tecido de poliéster, sendo descartado o sobrenadante. Ao filtrado, contendo pectina, foi
adicionado alcool etilico (95%) na proporcao 1:2 (uma parte de solucéo de pectina e duas partes
de alcool). Apbs 1 hora foi realizada a separacdo da pectina na forma de precipitado, sendo
separada por filtracdo. A pectina obtida foi lavada duas vezes com etanol a 95% e 70% e seca
em estufa de secagem a 55 °C até peso constante. O rendimento de pectina foi obtido a partir

da quantidade inicial da casca de jabuticaba utilizada em base seca (Equacéo 2).

Massa de pectina extraida

Rendimento (%) = * 100 (2)

Massa de amostra inicial

Em que: Massa de Pectina extraida = massa de pectina obtida apds extracdo e secagem

em gramas; e Massa amostra inicial = massa da amostra inicial em base seca.

2.1.8 Determinacdo do grau de esterificacdo (DE) da pectina

O grau de esterificacdo da pectina extraida foi determinado pelo método de titulacdo
descrita por Jafari et al. (2017), com pequenas modificagcdes. Uma amostra de pectina (100 mg)
foi suspensa em 2 mL de etanol e 20 mL de agua destilada. Essa suspenséo foi mantida em 40
°C sob agitacdo e, em seguida, titulada com solucdo de NaOH 0,1 N (primeiro titulo, V1) até
pH 8,5, medido em um pHmetro. Em seguida, 10 mL de solugdo de NaOH 0,1 N foram
adicionados e o sistema foi agitado por 30 minutos a 40 °C, antes de adicionar 10 mL de solugéo
de HCI 0,1 N e agitar por 30 minutos a 40 °C novamente.

A solucdo resultante foi titulada com solucdo de NaOH 0,1 N até pH 8,5 (segundo titulo,
V). O grau de esterificacdo da pectina foi determinado conforme descrito na Equagdo 3
(HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016):

V, (mL)

0, —_— e
DE (%) = Vi (mL) + Vo (mL)

100 ?)

2.1.9 Eficiéncia



77

Através do software Statistica, considerando apenas as respostas que foram
estatisticamente significativas, foi criada a variavel resposta de eficiéncia, descrita na Equagéo
4,

Ef = CFT = AT * ABTS * % de pectina 4)

O resultado foi recalculado para tornar a varidvel adimensional, sendo que maior valor
encontrado foi fixado como um e o menor valor foi fixado como zero. Os demais valores foram
interpolados. Todas as variaveis sdo diretamente proporcionais, ou seja, requerem valores

maiores para uma maior eficiéncia.
2.2 Caracterizagéo da pectina na condi¢do de maior rendimento de pectina

2.2.1 Determinacdo do grau de esterificacdo (DE) da pectina por Espectrometria de

Infravermelho

A pectina do residuo da extracdo de antocianinas nas condi¢des de maior e menor
rendimento e maior e menor grau de esterificacdo encontradas foi avaliada quanto ao seu grau
de esterificacdo pela metodologia de Espectrometria de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR). Foram realizadas analises de espectroscopia vibracional no infravermelho,
seguindo a metodologia de Craig et al. (2014) modificada, empregando um espectrémetro FT-
IR Varian 600-IR com transformada de Fourier (FTIR), com acessério GladiATR da Pike
Technologies acoplado para medidas por reflectancia total atenuada (ATR) a 45 ° com cristal
de seleneto de zinco. A faixa espectral analisada foi de 400 a 4.000 cm™, resolugdo de 4 cm™ e
56 varreduras. As analises foram realizadas no Centro de Analises e Prospec¢des Quimicas
(CAPQ), localizado no Departamento de Quimica/UFLA.

A determinacgéo do grau de esterificacdo (DE) foi obtida utilizando a Equacéo 5.

APest
APNggst+APest

DE = ( )x 100 (5)

Em que: APes € a area dos picos dos grupos carboxilicos esterificados (~1740 cm™);
APNes: € a area dos picos dos grupos carboxilicos ndo esterificados (~1640 cm™). Os valores

das areas sob as curvas foram determinados utilizando o software Origin8.0®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de umidade em base Umida da casca da jabuticaba foi de 74,28 + 0,16%. A
composicao centesimal da casca da jabuticaba utilizada neste estudo, assim como os valores

das fracGes de pectina soluvel, insolUvel e total, esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo da casca de jabuticaba em base seca.
Composicéo centesimal (g/100 g de casca)

Lipideos 4,09 £ 0,35
Proteina 4,28 +0,17
Fibra bruta 12,47 £0,09
Cinzas 452 +0,14
Carboidratos 76,29 + 3,64
Pectina soltvel (g/100 g de casca) 2,85+ 0,05
Pectina insoltvel (g/100 g de casca) 6,40 £ 0,71
Pectina Total (g/100 g de casca) 9,25 + 0,69

Média + Desvio padrdo; n=3.
Fonte: Da autora (2022).

A fibra bruta apresentada na Tabela 2 (12,47 gramas/100 g de amostra seca) pode ser
relacionada com o teor de pectina presente na casca, uma vez que a casca possui fibras, que sao
formadas por partes insoltveis (celulose, hemicelulose e lignina) e solGveis (pectinas, gomas e
mucilagens) (BUENO et al. 2022, no prelo; FERREIRA, 2017; NEVES; SANTOS, 2019).
Sendo assim, tem-se que 74% da fibra bruta quantificada na casca de jabuticaba é pectina.

A analise estatistica dos resultados experimentais do DCCR foi utilizada para
determinar o efeito da fracdo massica de etanol (X1) e fracdo massica do acido cloridrico (Xz2)
nas varidveis respostas. Na Tabela 3 sdo exibidos os resultados experimentais de contetdo
fenolico total, antocianinas totais, atividade antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP,
rendimento e grau de esterificacdo (DE) de pectina extraida sequencialmente do residuo, e 0s
niveis das variaveis codificadas para o planejamento DCCR. Na Tabela 4, tém-se 0s respectivos
coeficientes de regressdo (C.R), valores-p e os coeficientes de determinagdo (R?). As Tabelas

de ANOVA se encontram no Apéndice B.
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Tabela 3 - Resultados das analises de compostos fendlicos totais (CFT), antocianinas totais (AT), atividade antioxidante (ABTS e FRAP) do extrato
e % de pectina e grau de esterificacdo (DE) do residuo e eficiéncia da extracao da casca de jabuticaba.

_ CFT (mgde AT (mg/100g ABTS (uM de FRAP (LM de % Qe Gr_a_u de~ Eficiéncia
Ensaio X1 X2 GAE/g de de amostra — Trolox/g de sulfato ferroso/g  pectina  esterificacdo (ED
amostra - bs) bs) amostra - bs) de amostra - bs) (bs) % (DE)
1 -1 -1 41,447 2218,835 10682,196 237,371 6,14 88,5 0,94
2 1 -1 38,994 1494,914 16988,582 258,237 6,34 92,1 1,00
3 -1 1 41,855 2116,577 6886,907 253,433 6,56 67,2 0,47
4 1 1 40,765 1697,807 8342,558 252,536 10,20 81,5 0,91
5 -1,4142 0 35,315 1842,266 6738,561 233,768 8,82 88,6 0,44
6 1,4142 0 37,632 1454,335 6009,408 226,303 8,57 88,3 0,19
7 0 -1,4142 42,128 1929,916 17986,285 221,645 3,62 85,7 0,77
8 0 1,4142 42,537 2054,898 5893,463 214,809 5,60 92,1 0,21
9 0 0 40,902 1444,596 7653,592 222,597 4,39 85,7 0,00
10 0 0 41,719 1574,448 7328,982 219,456 4,27 86,8 0,02
11 0 0 42,537 1565,358 8133,943 212,654 4,52 85,7 0,14

Variaveis codificadas: X;= fracdo méassica do etanol em solucdo aquosa; X,= fracdo massica do acido na solugdo aquosa. Bs= base seca.
Fonte: Da autora (2022).
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Tabela 4 - Estimativa do coeficiente de regressdao (C.R.) e valor-p para conteudo fendlico total (CFT), antocianinas totais (AT), atividade
antioxidante (ABTS e FRAP) do extrato e pectina e grau de esterificacdo (DE) do residuo e eficiéncia da extracao.

Cg;é;ggd(;e d?lré?s%/rgo-ot?s) A'II?;I(-)\ISOESQA dge Sllj: I$£§ fgll’t/losiig % de(gse)ctina estecr;h[iac:géeo % Eﬁ((:lizé fr)] cia
amostra - bs) amostra - bs) de amostra - bs) (DE)
(R?=0,79) (R?=0,92) (R?=0,90) (R?=0,40) (R?=0,93) (R?=0,29) (R2=0,69)
C.R valor-p C.R  valor-p C.R valor-p C.R wvalorrp CR valorrp CR valor-p C.R valor-p
Média 41,72 0,000 1528,13 0,000* 770549 0,001* 218,24 0,000 4,393 0,000* 86,067 0,000~ 0,125 0,036
Xi(L) -0,067 0,952 -422,83 0,003* 1682,73 0,261 235 0860 0872 0,193 4369 0,483 0,009 0,868
X1(Q) -4,564 0,015 151,01 0,171  -547,46 0,743 2493 0,158 4,630 0,001* -0,792 0913 0,121 0,116
X2(L) 0,690 0543 69,35 0422 -738582 0,003* 017 0990 1,770 0,028* -5712 0,368 -0,084 0,177
X2(Q) 1,294 0,351 9444 0,003* 501854 0,025 13,12 0423 0545 0466 -0,342 0,962 0,164 0,049*
X1X, 0681 0667 15258 0,232 -242537 0,253 -10,88 0,569 1,720 0,090 5350 0,541 0,047 0,559

Variaveis codificadas: X;= fracdo méssica do etanol em solugdo aquosa; X.= fragdo massica do &cido na solucéo aquosa. L indica o termo linear e Q indica o

termo quadratico. Bs= base seca. (*) indicam variaveis estatisticamente significativas, a 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2022).
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As varidveis dependentes que apresentaram elevados coeficientes de determinacao
indicam uma confiabilidade da andlise estatistica, o que foi observado para contetdo fendlico
total (R?=0,79), antocianinas totais (R?=0,92), atividade antioxidante via ABTS (R?=0,90),
pectina (R?=0,93) e Ef (R?=0,69). A atividade antioxidante via FRAP (R?=0,40) e o0 grau de
esterificacdo (R?=0,29), por outro lado, apresentaram coeficientes de determinacio baixos.
Também foi considerado para avaliar a significancia das variaveis o valor-p menor que 0,05
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

3.1 Conteulido Fenolico Total

A extracdo de compostos fendlicos totais nos ensaios variou de 35,315 a 42,537 mg de
GAE/g de amostra em base seca. Santos, Veggi e Meireles (2010) encontraram valores
similares ao encontrado neste estudo para fendlicos totais (35,845 mg de GAE/g de amostra
seca). J& Paludo (2013) encontrou valores inferiores, (12,20 mg de GAE/g de amostra seca),
odos esses autores utilizaram etanol como solvente em extracdo convencional com agitacdo da
casca de jabuticaba.

Em relacdo ao CFT, verificou-se (TABELA 4) que o termo quadratico da fragdo méassica
de etanol na solugdo aquosa (Xi?) teve efeito estatisticamente significativo (p < 0,05). O
coeficiente de regressao do termo quadratico da fracdo méssica de etanol foi negativo indicando
um ponto de maximo na regido de estudo, ilustrado na Figura 2A.

Thoo et al. (2010), ao estudarem os efeitos da concentracdo de etanol na extracdo de
compostos fendlicos de Morinda citrifolia, pelo método convencional de agitacdo, também
obtiveram bons resultados com concentragcbes médias de etanol (40%). Pereira et al. (2018)
avaliaram a interacdo entre tempo de extracdo e volume de solvente etanol na extracdo assistida
por ultrassom de compostos fendlicos da casca de jabuticaba e encontraram efeito significativo
para a variavel de volume de solvente. Segundo os autores, a mistura binaria de etanol e &cido
cloridrico na proporcdo 9:1 (v/v) foi a mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos. A
proporcdo de &cido no solvente usada neste estudo foi muito menor, o que pode explicar a
auséncia de significancia da variavel.

Seke et al. (2021) também utilizaram um planejamento composto central rotacional para
otimizar a relacdo entre o tempo de sonicacdo e a concentragdo de etanol na extracdo de
compostos fendlicos de ameixa Natal (Carissa macrocarpa). Eles observaram que ha um ponto

de maximo, ou seja, 0 aumento do tempo de sonicagdo ou da concentragdo de etanol resulta em
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aumento de compostos fendlicos até um certo nivel, antes de comecarem a diminuir. A
concentracdo de etanol mais eficaz foi de 38%, valor proximo do encontrado neste estudo.

Ao analisar o ponto critico em relacdo as variaveis, utilizando o software Statistica,
identificaram-se as condicdes de 49% de etanol e 0,3 e 1,7% de &cido cloridrico na solugéo
aquosa para extracdo de compostos fendlicos, indicando que extratos com percentuais de etanol
proximos a 50 % s&o melhores para extragdo de compostos fendlicos, nessa matriz. E possivel
notar na Figura 2A que, para qualquer valor de X», o valor de X estd no ponto central, que
corresponde a 50% de etanol na solugdo aquosa, valor um pouco acima do encontrado na
literatura. Essa diferenca pode ser devido ao uso da casca de jabuticaba in natura com elevada
umidade, que é removida pela solugdo etandlica, provocando a diminui¢do da concentracdo de

etanol na solucéo.

3.2 Antocianinas totais

Os teores de antocianinas totais variaram de 1444,596 a 2218,835 mg/100 g de amostra
em base seca (TABELA 3). Rocha et al. (2020), ao utilizarem a metodologia de superficie de
resposta na extracdo de antocianinas de framboesa vermelha, com variaveis independentes de
tempo e temperatura de extragdo e concentracdo de solvente etanol, perceberam que o uso de
baixas concentragdes de etanol resultavam em maiores teores de antocianinas totais. A extragéo
mais eficaz para Rocha et al. (2020) fez-se com 37% de etanol.

Para a variavel resposta antocianinas totais da casca jabuticaba foi significativo o efeito
do termo linear da fracdo maéssica do etanol na solucdo aquosa (X1) e do termo quadréatico da
fracdo maéssica do &cido na solucdo aquosa (X22). O coeficiente do termo linear significativo €
negativo, indicando uma proporcionalidade inversa entre as varidveis independente e
dependente, ou seja, 0 uso de menores fracdes massicas de etanol apresenta extratos com
maiores teores de AT (TABELA 4). Ao mesmo tempo, o coeficiente do termo quadratico
significativo é positivo, o que indica uma tendéncia de curvas de superficie resposta com ponto
de minimo na regido estudada. A Figura 2B representa a superficie de resposta para AT e indica
que fragcdes méssicas de acido proximas de 0,5 e 1,5%, simultaneamente com menores fracdes
massicas de etanol, sdo ideias para a maior extragdo de AT.

O ponto critico, ponto de minimo, obtido pelo software Statistica, para antocianinas
totais foi 81,13% de etanol na solugdo aquosa e 0,85% de acido na solugdo. Como o ponto

obtido é de minimo e deseja-se 0 maximo rendimento de extracdo de antocianinas totais, 0
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ponto ndo € de interesse. As regides de maximo segundo a Figura 2B encontram-se em 22% de
etanol e 0,3% de acido, e 22% de etanol e 1,7% de &cido na solucdo aquosa.

3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante via ABTS variou de 5893,463 a 17986,285 pumol de Trolox/g
de amostra em base seca (TABELA 3). Pela analise da Tabela 4, os termos linear e quadréatico
da fracdo massica do acido cloridrico na solugdo aquosa (X2 e Xz2, respectivamente)
apresentaram efeito significativo. Analisando a Figura 2C pode-se notar que o efeito
significativo do termo quadratico do &cido, com coeficiente positivo, faz com que a curva tenha
uma regido de minimo, e o efeito significativo do termo linear, com coeficiente negativo, faz
com que a diminui¢do de acido na solucdo resulte em extratos com maior atividade antioxidante.
Como o ponto critico encontrado para o acido € de minimo, ndo pode ser considerado de
interesse para obtengdo de maiores rendimentos de extragdo. A regido de maior atividade
antioxidante se encontra proxima a 70% de etanol e 0,3% de &cido.

Marsiglia et al. (2021) avaliaram o processo de secagem das cascas de jabuticaba e
caracterizaram a casca in natura, quanto a sua atividade antioxidante por ABTS, e obtiveram
394,44 umol de Trolox/g de amostra fresca (2310,72 pumol de Trolox/g de amostra seca), valor
préximo ao deste estudo.

Para a analise de atividade antioxidante via FRAP, no que se refere a analise estatistica,
verifica-se na Tabela 4 que nenhum efeito foi estatisticamente significativo, ou seja, nenhuma
das variaveis independentes (fracdo massica de etanol na solucéo aquosa e fracdo maéssica de
acido na solucdo aquosa) tiveram efeito, obtendo-se um valor médio de 232,07 pumol de
Trolox/g de amostra seca. Valores inferiores de atividade antioxidante via FRAP foram
encontrados por Rufino et al. (2010), Inada et al. (2015) e Miranda (2019) em cascas de
jabuticabas secas (87,9; 192 e 33,46 umol FeSO4/g). A diferenca discrepante entre os valores
da literatura e os deste estudo podem ser explicados pelo fato de que a secagem das cascas causa
a degradacdo térmica dos compostos antioxidantes.

VariagOes na capacidade antioxidante de diferentes extratos podem ser atribuidas a
diferencas do conteudo bioativo e do solvente usado na extracdo. A diferenca entre o
comportamento de solvente puro comparado com misturas é atribuida com mudanca de
polaridade, capacidade de dissolver grupos especificos de compostos bioativos (SINGH et al.,
2014).
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3.4 Rendimento e grau de esterificacdo da pectina

Os rendimentos de pectina variaram de 3,62 a 10,20% (TABELA 3). Para a variavel
resposta rendimento de pectina extraida sequencialmente da casca jabuticaba foram
significativos os efeitos dos termos quadratico positivo da fragdo massica do etanol na solucao
aquosa (X1), indicando um ponto de minimo na regido estudada; e linear positivo da fracdo
massica de &cido na solucdo aquosa (Xz), indicando uma proporcionalidade direta entre as
variaveis independente e dependente, ou seja, 0 uso de maiores fracbes massicas de acidos na
primeira extracdo resulta em extratos com maiores teores de pectina (TABELA 4). Na Figura
2D observa-se que maiores concentracdes de pectina extraida do residuo se encontram na regiao
de maiores valores das variaveis Xz e Xz (78% de etanol e 1,7% de &cido na solucéo aquosa).

O uso de solugdes com concentracdes elevadas de etanol e acido cloridrico, na primeira
extracdo, provavelmente reduziu as perdas de pectina na primeira extracdo, pois a pectina é
insoltvel em solugdes etanolicas, e a acidez auxiliou na quebra de ligacdes da pectina com
outros componentes permitindo uma maior extracdo do residuo.

O ponto critico obtido para rendimento da pectina € o ponto de minimo e nédo é de
interesse, uma vez que se deseja maximo rendimento de extracdo de pectina.

As pectinas podem ser classificadas quanto ao seu grau de esterificacdo, sendo que o
grupo de pectinas que apresenta DE superior a 50% & considerado ATM (alto teor de
metoxilacdo), enquanto o grupo de pectinas que apresenta DE inferior ou igual a 50% é
considerado BTM (baixo teor de metoxilacdo) (CANTERI et al., 2005). Os valores obtidos de
DE mostraram que todos 0s ensaios possuem pectina com alto teor de metoxilagcdo. No que se
refere a analise estatistica, verifica-se na Tabela 4 que nenhum efeito foi estatisticamente
significativo, ou seja, nenhuma das variaveis independentes (fracdo massica de etanol e fracédo
massica de acido na solucdo aquosa) teve efeito sobre o grau de esterificacdo da pectina extraida
sequencialmente.

Moreno (2010) avaliou a pectina de casca de jabuticaba quanto ao seu grau de
esterificagdo e comparou com pectina ATM comercial, encontrando valores proximos (77,2 e

86,6%, respectivamente) aos citados neste estudo.
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Figura 2 - Superficies de resposta para contetdo fendlico total (A), antocianinas totais (B),
atividade antioxidante via ABTS (C) e rendimento de pectina (D) da casca de

jabuticaba em funcdo da fragdo massica etanol (X1) e de &cido (X2) na solugéo
aquosa.
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Fonte: Da autora (2022).

3.5 Eficiéncia (Ef)

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de Ef. Analisando os efeitos sobre a resposta
eficiéncia (TABELA 4), verifica-se que o termo quadratico da fracdo massica de acido na
solugdo aquosa (X2?) apresentou efeito estatisticamente significativo (p < 0,05). O fato de o
coeficiente ser positivo indica que ha uma regido de minimo, que ndo é de interesse, uma vez
gue sdo requeridos maiores valores de eficiéncia. Na Figura 3 tem-se que maiores eficiéncias

se dao nos pontos de minimo de ambas as variaveis (21% de etanol e 0,3% de &cido) e no ponto
de maximo de etanol (78%), e minimo de acido (0,3%) na solugéo aquosa.
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Figura 3 - Curva de contorno para Eficiéncia (Ef) da casca de jabuticaba em funcéo da fracéo
massica etanol (X1) e de acido (X2) na solucdo aquosa.
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Fonte: Da autora (2022).

3.6 Determinacéo do grau de esterificacdo (DE) da pectina por Espectrometria de

Infravermelho

A espectroscopia de Reflexdo Total Atenuada (ATR) é a sucessora de muitas outras
técnicas de amostragem, uma vez que é, em sua maioria, ndo destrutiva e muito facil de aplicar,
tornando-se adequada para analisar sélidos e liquidos em seus estados atuais (DA COSTA,
2016).

Na técnica, a luz infravermelha passa por um cristal de um determinado material
(diamante, ZnSe ou germanio) e interage com a amostra, que é pressionada sobre o cristal. A
partir disso, obtém-se um espectro, que mostra todas as caracteristicas especificas da substancia,
enquanto a razdo de intensidade das bandas de absorcéo observadas pode diferir de um espectro
de transmissdo tradicional devido a efeitos fisicos (DA COSTA, 2016).

A Figura 4A apresenta o espectro de FTIR para o ensaio 4, que obteve maior rendimento
de pectina (10,20%).
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Figura 4 - Espectros de FTIR para o ensaio com maior rendimento de pectina (A) e dos picos
dos grupos carboxilicos esterificados — 1740 cm™ — e ndo esterificados — 1640 cm™
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Fonte: Da autora (2022).

Ao analisar o0 espectro na Figura 4A, o composto extraido pode ser identificado como
pectina, pois apresenta bandas caracteristicas desse composto, como: banda em 3314 cm™
relacionado com os grupos OH presentes na molécula; banda em 2919 cm™ referente a
vibragdes de CH (CH, CH; e CHs); e bandas em 1733, 1621 e 1228 cm™ que representam os

estiramentos dos grupos carboxilicos. Para a amostra existe um pico em 1012 cm™ que esta



88

associado as vibracfes C-C que compdem a base estrutural de pectinas (LIANG et al., 2012),
mas também é um estiramento comum a celulose e outras estruturas organicas contando anéis
aromaticos. No caso da pectina, as ligacdes O-H se dao devido as ligacdes de hidrogénio
intermolecular e intramolecular da cadeia de &cido galacturénico (SINGTHONG et al., 2014).

Para pectinas é muito importante atentar para a banda esterificada C=0 (1750 cm?) e o
grupo carboxilato COO— (1600-1650 cm™), os quais estdo relacionados a determinagdo do
Grau de Esterificacdo (DE) desses compostos. Tais grupamentos sdo responsaveis por definir
muitas de suas propriedades, como forca e velocidade de formacédo de géis a partir de suas
solugdes (FELLAH et al., 2009). O Ensaio 4 apresentou maior teor de pectina (10,20%) com
grau de esterificacdo de 81,5%; e este valor foi confirmado através dos calculos das areas dos
picos 1740 e 1640 cm™ (FIGURA 4B e TABELA 5).

Foram avaliadas por FTIR as pectinas dos ensaios com menor rendimento (E7) de
pectina e maior (E2 e E8) e menor (E3) grau de esterificagdo, possibilitando a comparacdo do
grau de esterificacdo obtido via andlise titulométrica versus andlise pela espectrometria de
infravermelho (TABELA 5).

Tabela 5 - Grau de esterificacdo de pectinas pelo FTIR.

Ensaio DE via analise titulométrica (%) DE via FTIR (%)
E2 92,1 91,77
E3 67,2 71,40
E4 81,5 83,54
E7 85,7 83,65
E8 92,1 90,72

DE = grau de esterificacéo.
Fonte: Da autora (2022).

Moreno (2010), Miranda (2019) e Resende, Oliveira e Franca (2020) encontraram
bandas muito similares para pectina extraida da casca de jabuticaba. Mugwagwa e Chimphango
(2019) encontraram espectro muito similar para pectinas extraidas de manga de forma
sequencial a extragdo das antocianinas, assim como para pectina comercial, confirmando que o

biopolimero extraido foi realmente a pectina.
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4 CONCLUSAO

O uso de casca de jabuticaba in natura para a extracdo sequencial de antocianinas e
pectina se mostrou promissor. De acordo com o desenho experimental e a analise da superficie
de resposta, foram obtidos modelos de superficie de resposta para as variaveis contetdo
fendlico total, antocianinas totais, atividade antioxidante via ABTS e rendimento de pectina e,
a partir destas variaveis, foi calculado o valor da eficiéncia.

Os extratos com percentuais de etanol proximos a 50% sdo melhores para extracdo de
compostos fendlicos. J& para extracdo de antocianinas totais, o uso de fragGes massicas de acido
proximas de 0,5% e 1,5%, simultaneamente com baixos percentuais de etanol, sdo ideais.
Baixas concentracdes de &cido na solucdo resultam em extratos com maior atividade
antioxidante. Solugdes com concentracdes elevadas de etanol e &cido cloridrico, na primeira
extragdo, resultaram em maiores rendimentos de pectina. As maiores eficiéncias se ddo nos
pontos de minimo de ambas as variaveis e no ponto de méaximo de etanol e minimo de acido na
solucdo aquosa.

Os valores encontrados para grau de esterificacdo das amostras indicam que todos 0s
ensaios sao do grupo de pectinas do tipo ATM (alto teor de metoxilagéo). A obtencdo do
espectro por meio de FTIR confirma que o biopolimero extraido do residuo é pectina e os
valores do grau de esterifica¢do obtidos no FTIR confirmam os valores do método quantitativo.
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APENDICE

APENDICE A - Tabelas de ANOVA para as variaveis respostas do delineamento

fatorial 3x 2

Tabela 1 - ANOVA para resposta contetdo fenolico total.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 1327,22 2 663,61 742,06 0,000
X2 901,11 1 901,11 1007,64 0,000
X1 x X2 490,09 2 245,05 274,01 0,000
Residuo 10,73 12 0,89
Total 2729,16 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.

Tabela 2 - ANOVA para resposta antocianinas totais.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor
variagao quadrados liberdade médio cale b
X1 18147,04 2 9073,52 7,11 0,009
X2 265744,07 1 265744,07 208,38 0,000
X1 x X2 206,37 2 103,18 0,08 0,923
Residuo 15303,16 12 1275,26
Total 299400,64 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.

Tabela 3 - ANOVA para resposta atividade antioxidante via DPPH.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variagao quadrados liberdade médio calc p-valor
X1 249451,39 2 124725,70 329,29 0,000
X2 4974,47 1 4974,47 13,13 0,004
X1 x X2 3563,60 2 1781,80 4,70 0,031
Residuo 4545,31 12 378,78
Total 262534,78 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou ndo.

Tabela 4 - ANOVA para resposta atividade antioxidante via ABTS.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor
variacao quadrados liberdade médio cale P
X1 10700097,73 2 5350048,86 13597,57 0,000
X2 283278,65 1 283278,65 719,98 0,000
X1 x X2 1527944,02 2 763972,01 1941,70 0,000
Residuo 47721,48 12 393,46
Total 12516041,87 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.



Tabela 5 - ANOVA para resposta rendimento de pectina.
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Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 44,16 2 22,08 326,62 0,000
X2 2,78 1 2,78 41,15 0,000
X1 x X2 1,02 2 0,51 7,52 0,008
Residuo 0,81 12 0,07
Total 48,77 17
X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.
Tabela 6 - ANOVA para resposta grau de esterificacdo.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-valor
X1 2308,64 2 1154,32 52,18 0,000
X2 656,43 1 656,43 29,67 0,000
X1 x X2 386,87 2 193,44 8,74 0,005
Residuo 265,45 12 22,12
Total 3617,39 17
X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.
Tabela 7 - ANOVA para resposta L* do extrato.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 1847,76 2 9223,88 17,99 0,000
X2 224,65 1 224,65 4,38 0,058
X1 x X2 74,12 2 37,06 0,72 0,506
Residuo 616,12 12 51,34
Total 2762,65 17
X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou ndo.
Tabela 8 - ANOVA para resposta C* do extrato.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variagao quadrados liberdade médio cale p-valor
X1 2465,40 2 1232,70 339,82 0,000
X2 535,19 1 535,19 147,54 0,000
X1 x X2 641,53 2 320,77 88,43 0,000
Residuo 43,53 12 3,63
Total 3685,65 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.
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Tabela 9 - ANOVA para resposta h® do extrato.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 1366,42 2 683,21 358,83 0,000
X2 541,97 1 541,97 284,65 0,000
X1 x X2 319,10 2 159,55 83,80 0,000
Residuo 22,85 12 1,90
Total 2250,34 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.

Tabela 10 - ANOVA para resposta a* do extrato.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-valor
X1 1160,07 2 580,03 379,97 0,000
X2 156,29 1 156,29 102,38 0,000
X1 x X2 740,94 2 370,47 242,69 0,000
Residuo 18,32 12 1,53
Total 2075,62 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.

Tabela 11 - ANOVA para resposta L* do residuo.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 345,33 2 322,66 135,24 0,000
X2 11,44 1 11,44 4,80 0,049
X1 x X2 2,50 2 1,25 0,52 0,605
Residuo 28,63 12 2,38
Total 687,90 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou ndo.

Tabela 12 - ANOVA para resposta C* do residuo.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variagao quadrados liberdade médio cale p-valor
X1 609,72 2 304,86 130,60 0,000
X2 71,92 1 71,92 30,811 0,000
X1 x X2 44,20 2 22,10 9,47 0,003
Residuo 28,01 12 2,33
Total 753,85 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.
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Tabela 13 - ANOVA para resposta h° do residuo.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
X1 142,40 2 71,20 10,76 0,002
X2 12,99 1 12,99 1,96 0,187
X1 x X2 34,05 2 17,03 2,57 0,118
Residuo 79,43 12 6,62
Total 268,88 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.

Tabela 14 - ANOVA para resposta a* do residuo.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-valor
X1 571,30 2 285,65 140,12 0,000
X2 62,31 1 62,31 30,57 0,000
X1 x X2 40,76 2 20,38 10,00 0,003
Residuo 24,46 12 2,04
Total 698,83 17

X1 = pré-tratamento (in natura, congelamento e secagem); X2 = uso de ultrassom ou nao.
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APENDICE B — Tabelas de ANOVA para variaveis respostas do DCCR

Tabela 1 - ANOVA para resposta contetdo fendlico total.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor

variacio quadrados liberdade médio calc b
X1(L) 0,009 1 0,009 0,004 0,952
X1(Q) 29,411 1 29,411 13,152 0,015
Xa(L) 0,951 1 0,951 0,425 0,543
X2(Q) 2,365 1 2,365 1,058 0,351
X1X2 0,464 1 0,464 0,208 0,668

Residuo 11,181 5 2,236
Total 52,761 10

% de variacdo explicada (R?) = 0,79

Tabela 2 - ANOVA para resposta antocianinas totais.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor

variagao quadrados liberdade médio calc P
Xi(L) 357567,0 1 357567,0 28,40 0,00
X1(Q) 32191,9 1 32191,9 2,56 0,17
Xa(L) 9617,8 1 9617,8 0,76 0,42
X2(Q) 346076,3 1 346076,3 27,49 0,00
X1X2 23279,2 1 23279,2 1,85 0,23

Residuo 62954,9 5 12591,0
Total 799540,2 10

% de variagdo explicada (R?) = 0,92

Tabela 3 - ANOVA para resposta atividade antioxidante via ABTS.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
Xa(L) 5663130 1 5663130 1,61 0,26
X1(Q) 423112 1 423112 0,12 0,74
Xa(L) 1090999517 1 1090999517 30,95 0,00
X2(Q) 35555367 1 35555367 10,19 0,02
X1X2 5882408 1 5882408 1,67 0,25
Residuo 17626061 5 35255212

Total 180153951 10

% de variacéo explicada (R?) = 0,90
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Tabela 4 - ANOVA para resposta atividade antioxidante via FRAP.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-vaior
Xi(L) 11,073 1 11,073 0,035 0,860
X1(Q) 877,555 1 877,555 2,746 0,159
Xa(L) 0,060 1 0,060 0,000 0,990
X2(Q) 243,130 1 243,130 0,761 0,423
X1X2 118,404 1 118,404 0,371 0,569
Residuo 1597,708 5 319,5417

Total 2656,618 10

% de variagdo explicada (R?) = 0,40

Tabela 5 - ANOVA para resposta % de pectina.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor

variacio quadrados liberdade médio calc P
Xa(L) 1,519 1 1,519 0,453 0,531
X1(Q) 30,270 1 30,270 10,725 0,022
Xa(L) 6,267 1 6,267 1,663 0,254
X2(Q) 0,420 1 0,420 0,071 0,800
X1X2 2,958 1 2,958 2,586 0,169

Residuo 3,368 5 0,674
Total 45411 10

% de variacdo explicada (R?) = 0,92

Tabela 6 - ANOVA para resposta grau de esterificacdo.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variagao quadrados liberdade médio cale p-valor
X1(L) 38,176 1 38,176 0,573 0,483
X1(Q) 0,885 1 0,885 0,013 0,913
Xz(L) 65,261 1 65,261 0,980 0,368
X2(Q) 0,165 1 0,165 0,002 0,962
X1X2 28,623 1 28,623 0,430 0,541
Residuo 333,045 5 66,609

Total 466,007 10

% de variagdo explicada (R?) = 0,29



