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RESUMO

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) € um fruto brasileiro, nativo da Mata Atlantica.
Sua composi¢cao apresenta alto valor nutricional, compostos fendlicos, capacidade
antioxidante, além outras propriedades benéficas. Na industria, a fruta possui diversas
aplicagdes, entretanto a semente geralmente torna-se residuo. Entretanto, estudos
tem comprovado que extratos da semente apresentam uma rica composigao fendlicas
e elevada capacidade antioxidante ‘in vitro’, quando comparado com a casca. Com
crescente interesse das industrias na utilizagcdo de fontes ricas em compostos
bioativos, a utilizagdo da semente de jaboticaba torna-se uma alternativa viavel.
Considerando-se a extracao hidroalcéolica e otimizando-a, pode-se apresentar para
as industrias potencial econdmico e de sustentabilidade, tendo em vista a baixa
toxicidade do etanol, quando comparado a outros solventes. Com os efeitos ja
relatados dos potenciais beneficios e aplicagdes dos extratos de semente de
jabuticaba, o objetivo deste trabalho foi otimizar a extragao hidroalc6olica com um
delineamento do composto central rotacional (DCCR) com 11 ensaios tendo por
variaveis a concentragao de etanol (x1) e o tempo de extragdo (x2), em relagéo as
andlises espectrofotométricas de compostos fendlicos totais (mg AGE.100 g™),
flavonoides totais (mg CE.100 g'), tanino condensado (mg CE.100 g'), antocianinas
monoméricas (mg C3G. g') e capacidade antioxidante pelos métodos FRAP (uM SF.
g"), ABTS (umol TE.100 g') e ORAC (umol TE.100 g'). Foram realizadas ainda a
composigédo centesimal (g.100 g') da semente de jabuticaba in natura e andlise em
um sistema de “Ultra-High Performance Liquid Chromatography-Q Exactive Plus
Orbitrap Mass Spectrometer” (UPLCQE-MS/MS). A composigdo centesimal
apresentou elevados teores de proteinas (11,1 + 3,19 g.100 g') e fibras (7,2 + 0,50
g.100 g), sendo entdo a semente “in natura” uma fonte em potencial de fibras. A
analise de UPLCQE-MS/MS identificou tentativamente 42 compostos, sendo 4
antocianicos, 2 taninos e 3 flavonoides. A otimizagcdo apresentou elevada influéncia
na concentragdo de etanol nos resultados, observando-se maiores teores de
compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas monoméricas e capacidade
antioxidante em concentracdo até 50%, enquanto que para tanino condensado a
concentracao de 78,37% de etanol apresentou maiores resultados. A variavel tempo
apresentou menor influéncia nas analises, somente nos taninos condensados a
extracdo em 52,73 minutos apresentou maiores teores. Os resultados indicam que o
extrato otimizado de semente de jabuticaba utilizando etanol pode ser uma alternativa
de aplicacao pelas industrias alimenticias e farmacéuticas.

Palavras chave: Jabuticaba; Semente; Otimizacado de extragao



ABSTRACT

The jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) is a Brazilian fruit native to the Atlantic
Forest. Its composition presents high nutritional value, phenolic compounds,
antioxidant capacity, and other beneficial properties. In the industry, the fruit has
various applications; however, the seed generally becomes waste. Studies have
shown that seed extracts present a rich composition of phenolic compounds and high
in vitro antioxidant capacity compared to the peel. With the growing interest of
industries in utilizing sources rich in bioactive compounds, the use of jabuticaba seed
becomes a viable alternative. Considering the hydroalcoholic extraction and optimizing
it, it can offer industries economic potential and sustainability, given the low toxicity of
ethanol compared to other solvents. With the reported effects of the potential benefits
and applications of jabuticaba seed extracts, the objective of this work was to optimize
the hydroalcoholic extraction using a central composite rotational design (CCRD) with
11 trials having ethanol concentration (x1) and extraction time (x2) as variables, in
relation to the spectrophotometric analyses of total phenolic compounds (mg GAE.100
g"), total flavonoids (mg CE.100 g'), condensed tannins (mg CE.100 g-'), monomeric
anthocyanins (mg C3G.g™"), and antioxidant capacity by FRAP (uM FS.g™"), ABTS
(umol TE.100 g'), and ORAC (umol TE.100 g') methods. Proximate composition
(9.100 g™ of the fresh jabuticaba seed and analysis using an Ultra-High Performance
Liquid Chromatography-Q Exactive Plus Orbitrap Mass Spectrometer (UPLC-QE-
MS/MS) were also performed. The proximate composition showed high levels of
proteins (11.1 + 3.19 g.100 g') and fibers (7.2 + 0.50 g.100 g'"), indicating that the
fresh seed is a potential source of fibers. The UPLC-QE-MS/MS analysis tentatively
identified 42 compounds, including 4 anthocyanins, 2 tannins, and 3 flavonoids. The
optimization showed a significant influence of ethanol concentration on the results, with
higher levels of phenolic compounds, flavonoids, monomeric anthocyanins, and
antioxidant capacity at concentrations up to 50%, while for condensed tannins, the
concentration of 78.37% ethanol showed higher results. The variable extraction time
had less influence on the analyses, with only condensed tannins showing higher levels
at 52.73 minutes of extraction. The results indicate that the optimized jabuticaba seed
extract using ethanol can be an alternative for application in the food and
pharmaceutical industries.

Key words : Jaboticaba; Seed; Optimization of extraction
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1 INTRODUGAO

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg) € uma arvore frutifera amplamente
encontrada no Brasil, com as principais variedades sendo a jabuticaba Sabara
(Myrciaria jaboticaba) e a jabuticaba Paulista (Myrciaria cauliflora) (LIMA et al., 2008).
A arvore de jabuticaba (Figura 1) apresenta uma caracteristica Unica: possui um
tronco liso, com folhas e frutos que nascem diretamente do caule. Esta espécie
apresenta um desenvolvimento vigoroso em climas tropicais e subtropicais, levando
em média de 10 a 15 anos para iniciar a frutificacdo. Os frutos sdo arredondados, com
cascas arroxeadas e interior composto por polpa e de uma a quatro sementes. Muito
apreciada pelos brasileiros, a jabuticaba pode ser consumida in natura ou
transformada em suco, geleia, vinagre e bebidas alcodlicas. Entretanto, na industria
alimenticia, a casca e as sementes sao usualmente descartadas apos a utilizagao da
polpa (INADA et al., 2015; SOUZA et al., 2021).

Figura 1. Fases da jabuticabeira: A) floragao, B) frutificagéo e C) frutas maduras
Fonte: Miranda (2023).

A jabuticaba possui elevado valor nutricional, destacando-se pelo seu alto teor
de fibras, carboidratos e vitaminas. Adicionalmente, sdo notaveis os compostos
fendlicos presentes, como antocianinas e taninos (MARQUETTI, 2014). As sementes
e cascas, residuos da industria alimenticia, sdo ricas em compostos bioativos,
especialmente antocianinas (delfinidina e cianidina), derivados da quercetina e do
acido elagico (ALBUQUERQUE et al., 2020; INADA et al., 2015).

As sementes constituem aproximadamente 15% do fruto, possuindo uma
composicao fendlica significativa e elevada atividade antioxidante. Hacke et al. (2016)

demonstraram efeitos antioxidantes e antimicrobianos através de estudos com extrato
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de semente de jabuticaba, utilizando ensaios micromoleculares in vivo em células de
medula 6ssea murina combinadas com ciclofosfamida. Os elagitaninos (castalagina,
vescalagina e pedunculagina) foram identificados como os principais compostos dos
extratos de sementes de jabuticaba, os quais protegeram o DNA de danos e
aceleraram sua reparacao (CUNHA, 2016; HACKE et al., 2016).

Diante da riqueza de compostos bioativos presentes nesses residuos, diversas
pesquisas tém sido realizadas. Fidelis et al. (2020) conduziram uma analise quimica
das sementes da jabuticaba, identificando uma ampla variedade de compostos
fendlicos, sendo a vescalgina, castalagina, acidos elagico e galico, e cianidina-3-
glicosideo os mais abundantes (Tabela 1). Por outro lado, Inada et al. (2020)

identificaram, além dos mesmos compostos, a presencga de proantocianidinas.

Tabela 1. Composi¢gdo quimica do extrato otimizado da semente de jabuticaba

(Myrciaria cauliflora) a partir de 52% de agua e 48% de propanona.

Compostos fendlicos (mg.100 g™)
Acido galico 426+0.13
Acido elagico 21.21 + 0.51
Acido cafeico 2.04 + 0.07
Acido rosmarinico 0.78 £ 0.00

2,5- acido dihidroxibenzoico -
2,4-acido dihidroxibenzoico 0.64 +0.06
Acido ferulico 0.35+0.00

2- acido hidroxicinamico -
p-acido cumarico 2.94 +0.08
Flavonoides (mg.100 g™)
Quercetina 0.25 +0.00
Quercetina-3-Rutinosideo 1.63+0.13

Procianidina A2 -
Malvidina-3,5-Diglucosidio 1.28 £ 0.08
Cianidina-3-Glucosideo 3.98 + 0.06
Elagitaninos (mg.100 g)

Vescalagina 1999 + 24
Castalagina 1872 + 18
Total identificado (mg.100 g semente) 3910

Fonte: Adaptado de Fidélis et al., 2020.

A utilizagdo de subprodutos, como cascas e sementes, esta se tornando uma

importante fonte de obtencdo de compostos bioativos, particularmente para as
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industrias alimenticia e farmacéutica (ALBUQUERQUE et al., 2020). Considerando
ainda que um método de extragao otimizado pode ser econémico e sustentavel para
a industria, e que o etanol é um solvente com baixa toxicidade comparado a outros
(PALUDO et al., 2019), isso se mostra vantajoso.

As pesquisas apresentadas na literatura, com resultados positivos em
capacidade antioxidante, efeito citotéxico e antimicrobiano, além da inibicdo das
atividades de a-amilase, a-glicosidase e enzima conversora de angiotensina, indicam
a possibilidade de o extrato de semente de jabuticaba ter diferentes aplicagbes
industriais (FIDELIS et al., 2020).

No entanto, a literatura ainda apresenta lacunas de estudos, especialmente
focados nas sementes desses frutos, abordando sua composi¢gdo quimica e os
potenciais beneficios a saude, desenvolvimento de produtos alimenticios e obtencao
de ingredientes de alto valor agregado (ALBUQUERQUE et al., 2020).

Portanto, considerando o potencial socioecondmico e funcional da jabuticaba,
a importancia de novas fontes naturais de compostos bioativos e a necessidade de
encontrar um uso sustentavel para diferentes fluxos secundarios de frutas, este
trabalho teve como objetivo otimizar a extracdo de compostos fendlicos das sementes

de jabuticaba e avaliar os efeitos antioxidantes e a composigao fendlica do extrato.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral
Otimizar a extracdo da semente da jabuticaba e estudar seu o potencial

antioxidante e composicao fendlica.

Objetivos Especificos:

* Otimizar a extracdo da semente de jabuticaba por meio de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR);

* Analisar os compostos fendélicos majoritarios da semente de jabuticaba através
de UPLCQE-MS/MS (Ultra-High Performance Liquid Chromatography-Q
Exactive Plus Orbitrap Mass Spectrometer),

» Determinar capacidade antioxidante dos extratos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Taxonomia e informag¢oes botanicas da jabuticaba

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Mart. O. Berg), pertence a familia Myartaceae.
Suas flores surgem diretamente nos troncos e galhos, uma caracteristica distintiva da
espécie cauliflora, e os frutos amadurecem entre 40 e 60 dias. Os frutos séo redondos,
com diametro entre 2,0 e 3,5 centimetros, e, quando maduros, apresentam coloragao
que varia do vermelho ao roxo escuro e preto. A polpa é branca e pode conter até 4
sementes. A arvore atinge entre 3 e 6 metros de altura, possui casca lisa e cinza, e
suas folhas medem tipicamente 2 a 6 centimetros de comprimento, com nervura
finamente reticuladas. Uma outra espécie semelhante, Myrciaria jaboticaba (Vell.) O.
Berg, popularmente conhecida como jabuticaba Sabara ou jabuticaba grande, mede
de 6 a 9 metros de comprimento, sendo esta ultima mais alta que a anterior, possui
folhas bicolores medindo entre 2 e 4 centimetros de comprimento. Ambas as frutas
sdo conhecidas como jabuticaba, e embora existam diversas espécies de jabuticaba
distribuidas com o género Myrciaria, a M. cauliflora € a espécie mais amplamente
difundida no Brasil (LIMA et al., 2008; WU; LONG; KENNELLY, 2013).

No Brasil, a espécie mais prevalente € a M. cauliflora, com a variedade 'Sabara’
sendo a mais apreciada e doce das jabuticabas, além de ser a mais intensamente
cultivada. Essa variedade é caracterizada por seu pequeno tamanho e maturacao
precoce. Outra variedade importante € a jabuticaba 'Paulista’, que possui porte maior,
grande producao, frutos grandes e coriaceos, com maturagao mais tardia (LIMA et al.,
2008).

As jabuticabeiras sdo predominantemente encontradas na Mata Atlantica,
porém, ha uma grande fragmentacédo desse bioma devido aos impactos ambientais
provocados pelo homem. Portanto, a conservacgao e caracterizagdo dessas espécies
sao fundamentais para compreender o potencial da fruta tanto para consumo quanto
para comercializagdo (CITADIN; DANNER; SASSO, 2010).

3.2 Mata Atlantica e sua importancia para o Brasil

O territorio brasileiro apresenta uma grande diversidade de biomas, dentre os
quais se destaca a Mata Atlantica, que abriga uma variedade de espécies frutiferas.
A Mata Atlantica abrange uma érea equivalente a 1.315.460 km? e estende-se
originalmente entre 17 Estados (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao

Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
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Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui)
(SILVA, 2018).

O Brasil esta como o terceiro produtor mundial de frutas tradicionais, entre elas
estdo, laranja, banana, uva, abacaxi, magd e mamao, que juntas, somam
aproximadamente 73% da producdo de 44 milhdes de toneladas. Porém frutas
nativas, como as que estdo na Mata Atlantica, apesar de apresentarem caracteristicas
especificas, com aparéncia exuberante, sabores e aromas peculiares e propriedades
nutricionais, sao pouco exploradas comercialmente. Apesar disso, as pesquisas
mostram que as frutas da familia Myrtaceae possuem grande potencial econémico,

com utilizagao para consumo, ornamentacgao e fins medicinais (SILVA, 2018).
3.3 Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais representam uma nova abordagem alimentar que
enfatiza a ingestdo regular de nutrientes essenciais, promovendo uma série de
beneficios a saude e reduzindo o risco de desenvolvimento de enfermidades cronicas.
A expressao "alimento funcional" foi originada no Japao na década de 80 e desde
entdo tem sido adotada globalmente pela populagdo. No Brasil, a legislacéo se limita
a definir as alegacgdes de propriedades funcionais, oferecendo diretrizes para seu uso,
mas nao estabelece uma definicdo exata para o termo "alimento funcional". Qualquer
alimento ou ingrediente que reivindique possuir propriedades funcionais deve passar
por aprovagao e protocolo pelo 6rgao competente (SILVA, 2021).

Segundo a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria:

“‘Uma alegagédo de propriedade funcional é aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungbes normais do organismo
humano e podera ser utilizada mediante demonstracido de eficacia
comprovada por evidéncias cientificas.” (BRASIL, 1999).

E evidente 0 aumento na busca por alimentos com propriedades especificas,
visando prevenir problemas de saude, uma vez que muitas doengas estao ligadas a
dietas carentes em nutrientes. Uma alimentagao rica em diversos compostos beneficia
o desempenho do organismo, intervindo no funcionamento fisiolégico e na regulagao
do intestino, que desempenha fungdes vitais no corpo, entre outras melhorias
(COSTA; ROSA, 2016).

Com uma ampla gama de vantagens comprovadas, como fonte de vitaminas,
minerais e compostos bioativos, estudos comprovam que a jabuticaba € considerada

um alimento com propriedades funcionais. Seus compostos antioxidantes
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desempenham um papel crucial na melhoria da circulagdo sanguinea, no combate ao
surgimento de rugas, na prevencgao de doencgas cardiovasculares, na protegao contra
certos tipos de cancer, na reducao de processos inflamatoérios, além de muitos outros
beneficios para a saude (FERNANDES; SILVA, 2018).

3.4 Jabuticaba: composig¢ao nutricional, fitoquimica e centesimal

A composigéao nutricional da jabuticaba é apresentada segundo os autores Wu,
Long e Kennelly, (2013), conforme Tabela 2. Os frutos de M. cauliflora sao fonte de
minerais como calcio, ferro, potassio e fosforo. A jabuticaba também é fonte dos

aminoacidos triptofano e lisina.

Tabela 2. Composigao Nutricional por 100 g de jabuticaba.

Composic¢ao nutricional Valores
Calorias 45,7-51,7 kcal
Agua 87149
Proteina 0,11-0,32 g
Gordura <0,01g
Carboidrato 12,58 g
Cinzas 0,2¢g
Calcio 6,3—7,6 mg
Fosforo 9,2-34,6 mg
Ferro 0,49-0,87 mg
Potassio 13,2 mg
Fibra 0,08 mg
Riboflavina 0,02 mg
Triptofano 1,0 mg
Lisina 7,0 mg

Fonte: Adaptado de Wu, Long e Kennelly (2013).

A jabuticaba apresenta alto valor nutricional devido ao seu elevado teor de
fibras, carboidratos e vitaminas. Além disso, destacam-se os compostos fendlicos,
como antocianinas e taninos (MARQUETTI, 2014). A semente e a casca, residuos
dessa fruta que geralmente sdo descartados, sdo ricos em compostos bioativos, em
especial antocianinas (delfinidina e cianidina), derivados da quercetina, e derivados
do acido elagico (ALBUQUERQUE et al., 2020; INADA et al., 2015).
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Sendo assim, atualmente, existe um forte interesse na atividade bioldgica
desses fitoquimicos presentes nas frutas, pois podem ter diversos beneficios no
organismo humano. A jabuticaba tem sido relatada com um rico perfil fitoquimico,
apresentando beneficios, da forma in vitro e in vivo, como anti-inflamatério,

antimutagénico, antibacteriano, conforme descrito na tabela 3.
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3.5 Casca da jabuticaba

As investigagdes cientificas tém concentrado atencdo na casca da jabuticaba,
revelando a presenga de uma vasta quantidade de compostos bioativos. Entre os
principais compostos, destacam-se as antocianinas, responsaveis pela pigmentagao
da fruta. Além disso, as antocianinas estdo associadas a diversos beneficios para o
metabolismo humano, incluindo propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes,
antimutagénicas e antimicrobianas (ALEZANDRO et al., 2013; HACKE et al., 2016).

Ademais das antocianinas, a casca da jabuticaba é composta por uma matriz
polissacaridica que forma as paredes celulares vegetais. Esta matriz protege os
compartimentos internos das células e desempenha inumeras fungbes no
desenvolvimento da planta (KLAASSEN; TRINDADE, 2020). Os polissacarideos sao
constituidos principalmente por celulose, hemicelulose e pectinas, atraindo grande
interesse industrial devido as suas propriedades tecnoldgicas. Estes compostos
oferecem melhorias significativas aos produtos, tais como incremento da viscosidade,
melhoria da textura e atividade emulsificante (KIENTEKA; CORREA-FERREIRA;
OLIVEIRA-PETKOWICZ, 2018).

3.6 Semente da jabuticaba

As sementes representam cerca de 15% do peso do fruto da jabuticaba.
Estudos comparativos entre a casca, a polpa, a semente e o fruto inteiro
demonstraram que o extrato das sementes possui 0 maior teor de compostos fendlicos
e atividade antioxidante in vitro, independentemente da técnica utilizada
(ALEZANDRO et al., 2013). Os principais compostos responsaveis pelos efeitos
antioxidantes incluem acidos elagico, punicalagina, pedunculagina, castalagina e
vescalagina (CUNHA, 2016; HACKE et al., 2016).

Ap0ds o processamento do fruto, as sementes sdo descartadas, embora possam
ser utilizadas como uma valiosa fonte de polissacarideo, especificamente o amido.
Diversas industrias estdo em busca de novas fontes de amido provenientes de
alimentos funcionais, devido as suas propriedades quimicas adicionais que aumentam
o potencial de aplicagao (HAMMAMI et al., 2018). No entanto, a utilizagédo industrial
de polissacarideos requer uma compreensao aprofundada da relagao entre estrutura
e funcionalidade, o que pode ser alcangado através de técnicas analiticas que
fornecem informagdes simultédneas sobre ambos os parametros.

Embora promissora, a pesquisa existente ainda é insuficiente, especialmente

no que diz respeito as sementes desses frutos. S&o necessarios estudos mais
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abrangentes para explorar os potenciais beneficios a saude, o desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e a obtengao de ingredientes com valor agregado
(ALBUQUERQUE et al., 2020).

3.7 Compostos fendlicos da jabuticaba

Os frutos sédo fontes excepcionais de compostos fendlicos, destacando-se
algumas classes por seus efeitos benéficos a saude e seu papel na conservacéo de
alimentos. Os polifendis, principais compostos encontrados nos frutos, sao
metabdlitos secundarios do metabolismo vegetal, produzidos pela interagdo com
fatores intrinsecos e extrinsecos da planta. Alguns desses compostos contribuem para
a formagao das caracteristicas visuais e sensoriais (coloragdo e adstringéncia) dos
vegetais comestiveis. Em geral, essa categoria de compostos pode ser classificada
em acidos fendlicos (esqueleto C6-C1 e C6-C3 para os acidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, respectivamente), flavonoides (esqueleto C6-C3-C6), estilbenos
(esqueleto C6-C2-C6), lignanas (esqueleto C6-C3) e outros polifendis (MUNEKATA et
al., 2023).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos € composta por um anel aromatico
ligado a uma ou mais hidroxilas, com mais de 8000 compostos ja caracterizados. Sao
classificados de acordo com o numero e disposi¢cao dos atomos de carbono, podendo
estar ligados ou ndo a agucares, como glicose, galactose, ramnose, xilose ou acidos
organicos. Os compostos fendlicos sao divididos em duas principais classes:
flavonoides e nao flavonoides (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; VELDERRAIN-
RODRIGUEZ et al., 2014; RIBAS-AGUSTI et al., 2018).

Os flavonoides constituem uma classe de compostos caracterizada por possuir
quinze atomos de carbono organizados em uma estrutura C6-C3-C6. Esses
compostos consistem em dois anéis aromaticos conectados por trés atomos de
carbono, formando um anel heterociclico. Suas subclasses principais incluem
flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanéis. A diversidade
desses compostos resulta do grau de substituicdo que pode ocorrer no anel. Os
flavonois, por exemplo, sao frequentemente encontrados na forma glicosilada, com
uma por¢ao de agucar unida a uma glicose ou ramnose. Esses compostos sao
abundantes em frutas e vegetais, com exemplos como kaempferol, quercetina e
miricetina. Ja os flavandis sdo uma subclassificacdo mais complexa dos flavonoides,
abrangendo catequinas, epicatequinas e galocatequinas. As flavonas, menos comuns
em frutas e vegetais, sdo compostas por glicosideos de luteolina e apigenina. As

flavanonas sao glicosiladas por dissacarideos, neoesperidose ou rutinose, sendo a
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naringenina, hesperetina e eriodictiol encontradas em frutas citricas. As isoflavonas,
frequentemente presentes em leguminosas, possuem uma estrutura quimica
semelhante aos estrogénios, com grupos hidroxila nas posi¢des 7 e 4, assemelhando-
se a molécula de estradiol. Entre as antocianidinas mais comuns estao pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina, que, quando ligadas a
agucares, sao chamadas de antocianinas, responsaveis pela coloragao (do azul ao
vermelho) de plantas e frutas (SILVA, 2019).

Os acidos fendlicos sdo encontrados nas plantas em sua forma livre ou
conjugada. Estas substancias contém um grupo carboxilico vinculado a sua estrutura
e sao divididas em dois subgrupos: os derivados do acido hidroxibenzoico e os
derivados do acido hidroxicindmico. Os derivados do acido hidroxicindamico possuem
uma estrutura C6-C3, como os 4acidos cafeico, ferulico e p-cumarico sendo os
compostos mais reconhecidos nessa categoria. Por outro lado, os derivados do acido
hidroxibenzoico possuem uma estrutura C6-C1, englobando acidos como galico,

elagico, p-hidroxibenzoico e vanilico (SILVA, 2019).

Figura 2. Classificacdo e subgrupos de compostos fendlicos.
Fonte: Adaptado (AIYER et al., 2012).

A jabuticaba tem sido amplamente documentada na literatura como uma fruta
com um perfil fitoquimico rico e diversificado, apresentando elevada atividade
bioldgica tanto in vitro quanto in vivo, atribuida aos seus elevados teores de compostos
volateis, antocianinas, flavonoides, taninos e outros compostos fendlicos (FIDELIS et
al., 2019).

Os fitoquimicos mais estudados da jabuticaba s&o os polifendis, e, conforme

relatado na literatura, o perfil fendlico da jabuticaba € composto principalmente por
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acidos fendlicos, taninos e flavonoides, sendo as antocianinas o principal subgrupo
deste ultimo (MIRANDA, 2023).

Tabela 4. Compostos fendlicos presentes na jabuticaba e suas fragées (mg.100 g’ de

base seca).
2 Frut Residuo d
© ruta esiauo ae
E Composto inteira Polpa Casca Semente despolpa
Acido galico 79+0,19  3,2+0,09 21+ 1¢ 30+ 10 40 + 22
Cianidina-3-0-  ,g44 480 04400°  1261+18 58 +4¢ 707 + 320
glucosideo
Delphinidina-3-0- 4, 4c ND 269+11a  118+049 157 + 5
glicosideo
(2]
[ Rutina 77 £ 2¢ 7,1+ 0,6¢ 247 + 52 241 + 122 195 + 5b
=
3 Miricetina 0,4+0,0° 0,2+0,0° 4,3 +0,22 2,0+0,1° 2,1+0,00
7]
3 Quercetina 0,4 +0,0° ND 3,5+ 0,02 0,4 +0,0° 1,6 £ 0,00
o
E, Acido m-cumérico 0,3 £ 0,0¢ 0,6 £0,0 0,2 +0,0d 0,6 +0,12 0,4 +0,0¢
Miricitrina 35+0,1° 0,7 +0,0¢ 20 + 02 1,8 +0,0° 20 + 12
Acido elagico 34 + 1d 53 +0,3¢ 178 + 52 83 + 8¢ 99 + 4b
Subtotal 452 £ 22° 18 + 19 2004 + 402 429 * 26° 1222 % 49°
Acido galico 135 + 1¢ ND 123 + 16¢ 345 + 52 253 +21b
© Acido 3,4- b
% dihidroxibonsoico 44 £ 0.5° ND 16 + 12 ND 84+0,2
é’ Miricetina 04+00° 0,7+0,3° 0,2 + 0,0 21+0,22 0,4 + 0,0
[} A .
2 Acido 144020 04+00°  05%0,1 ND 0,6+ 0,0°
‘0 transcinamico
= Acido elagico 40 £ 10 ND 6172 4142 53 + 4,0%
Subtotal 181 %3¢ 1.1+0.3¢ 201 +24° 388+ 72 315+ 25P
Acido galico 63 + 32 1,3+0,1¢ 9,2 +0,5¢ 47 + 1b 14 + 1c
©
2 Miricetina ND ND 06+00°  04£01°  04+0,0%
<
b Acido elagico 119 + 24 ND 37 £4b 120 + 132 106 + 102
o
S Miricitrina ND ND ND 1,7+0,12 ND
I
Subtotal 182%27°  1.3%0.1¢ 47 £ 5° 169 £ 142 120 £11°
Total 815+ 52¢ 20+1¢ 2252 + 69° 986  47° 1658 * 85°

ND — N&o detectado. Resultados expressos como média + desvio padrao para ftriplicatas. Letras
diferentes na linha indicam diferenca significativa entre as fragdes (one-way ANOVA seguido
pelo teste post hoc de tukey, p < 0,05).
Fonte: Adaptado (INADA et al., 2015)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615002868?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=7e6e7c007ea11d21#tn0035

31

Tabela 5. Estruturas e exemplos de classes de compostos fendlicos presentes na

Jabuticaba.

Classe

Estrutura

Anthocyanidins &

Antocianina

R, = Ry = M : Pelargorsin
R, = OH. Ry = M : Cyanitn
R, = R, = O : Delphinidin
R, = OCH, ; Ry = OH : Potunitin
R, = Ry = OCH, : MaV¥An

Flavonols

Flavonoides

I,
Ay

R,

R,

O

- 0

R, = OM, R = Ry s H : Kaomgplord
R, = Ry = OM,; Ry = M Quorcosn
Ry = Ry = Ry = OM : Myricetns

Elagitanino

Hydroxybenzoic acids
R
o
R
Acido Fendlico R)>>: oH

R, = R, = OH, R,y = H: Protocatechuic acid
R,= R,= Ry= OH : Gallic acld

Hydroxycinnamic acids
Ry
R
"%D"\\_(o
OH
Ry = OH : Coumanic acid

R, = R, = OH : Caffeic acid
R, =OCHj, R, = OH : Ferulic acid

Fonte: Manach et al., (2004).

3.8 Antocianinas
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As antocianinas, pertencentes a classe dos flavonoides, sdo compostos
hidrossoluveis encontrados naturalmente em uma ampla variedade de flores, folhas,
vegetais, frutas e graos, conferindo tonalidades que variam do vermelho ao roxo
(MEJIA et al., 2020).

As caracteristicas distintivas das antocianinas estdo associadas aos grupos
ligantes presentes na molécula de agucar, incluindo hidroxilas, metoxilas e acidos
organicos, bem como suas posi¢gdes e quantidades na substancia. Nos frutos, as
antocianinas exibem grupos hidroxilas nas posigées 3, 5 e 7, ligados ao agucar
juntamente com acidos organicos, resultando em varias formas de antocianinas, cuja
coloragao esta intrinsecamente ligada a esses grupos. A variedade de tonalidades das
antocianinas pode depender dos grupos presentes em sua estrutura; por exemplo, a
tonalidade azul do pigmento é mais pronunciada com maior presenga de hidroxilas e
grupos glicélicos, enquanto a cor vermelha é intensificada com uma quantidade maior
de metoxilas (HENTZ, 2015).

O nivel de acidez (pH) € um dos elementos que podem impactar tanto a
coloragdo quanto a estabilidade das antocianinas. A medida que o pH aumenta, o
cation flavilico perde prétons, resultando na modificacdo de sua pigmentagdo. A
tonalidade vermelha é mais proeminente em pH abaixo de 3. Em pH inferior a 6, forma-
se um carbinol sem cor; em pH superior a 6, uma base quinoidal de tonalidade azul
se desenvolve; e em pH acima de 12, converte-se em chalcona, adquirindo uma
coloragao amarela. Além do pH, outros fatores como temperatura, exposi¢cao ao
oxigénio e luz também podem influenciar sua estabilidade (HENTZ, 2015).

Com a capacidade de mudar de cor em resposta ao pH, as antocianinas
possuem um importante potencial de aplicagdo, podendo ser usadas em alimentos,
cosmeéticos, tecidos e outras areas. Recentemente, tem-se estudado o uso desses
compostos em formulagdes de embalagens, pois podem servir como um método
visual simples para detectar a deterioracdo dos alimentos, considerando que as
mudangas no pH ocasionadas por acidos organicos volateis durante o
armazenamento dos alimentos em resposta ao crescimento microbiano podem alterar
a cor da embalagem (LUCHESE et al., 2017).

Estudos evidenciam que a maneira mais eficaz de extrair as antocianinas €& por
meio de solventes polares, pois elas se solubilizam mais facilmente nesses
compostos. O etanol é o solvente mais prevalente na industria alimenticia devido a
sua seguranga e nao toxicidade, apesar de o metanol ser mais eficaz na extragao,
mas ser considerado téxico e inadequado para uso em alimentos. Quanto a

quantificacdo das antocianinas, o método mais comum envolve a espectrofotometria
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com variacao de pH, sendo preferido por sua acessibilidade financeira e rapidez na
obtenc&o dos resultados (PALUDO et al., 2019).

3.9 Taninos

Os taninos sao substancias fendlicas complexas, caracterizadas por seu
elevado peso molecular (500 a 3000 Dalton) e forma estrutural, que inclui entre 12 e
16 hidroxilas e de 5 a 7 anéis aromaticos. Sao soluveis em agua e tém a capacidade
de se ligar a uma variedade de compostos como proteinas, polissacarideos, acidos
nucléicos, alcaloides e saponinas. Sua capacidade de formar complexos com outros
compostos € influenciada pelo pH, favorecendo a formagao de proteina-tanino em
meio acido e, em ambiente basico, as hidroxilas s&do ionizadas, reduzindo as ligagdes
de hidrogénio (ARAPITSAS, 2012; OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015; SMERIGLIO et al.,
2017).

Esses taninos podem ser divididos em duas classes principais: condensaveis
ou hidrolisaveis. Os taninos condensaveis, também conhecidos como
proantocianidinas, sdo compostos por unidades de flavanol, onde a catequina é o
componente principal, unidas por uma ligagao carbono-carbono entre o C4 de uma
catequina e o C8 ou C6 da catequina subsequente, e ndo apresentam glicose em seu
nucleo. Esses compostos sdo mais estaveis € menos suscetiveis a hidrolise por
acidos (SILVA, 2019). Por outro lado, os taninos hidrolisaveis consistem em diferentes
combinagdes de acido galico, acidos hexahidroxidifendlicos e um nucleo de glicose.
Sao facilmente degradados por hidrélise quimica, liberando seus componentes
primarios. Podem ser subdivididos em dois subgrupos: galotaninos e elagitaninos
(LARROSA et al., 2010).

Os galotaninos representam a categoria mais basica dos taninos hidrolisaveis,
embora sejam extremamente escassos na natureza. Sua estrutura quimica é
constituida por um acido galico ligado a um residuo de poliol (D-glicose), sendo o
andmero [-glicose a configuragdo mais comum. Parte de suas hidroxilas é substituida
por grupos fendlicos, resultando inicialmente na formagao de B-glucogalina (1-O-
galoil-B-D-glicopiranose), que representa a forma mais simples de galotanino. Esse
composto tem a capacidade de ceder sua unidade de galoil, dando origem a sintese
de outras estruturas mais complexas (SMERIGLIO et al., 2017).

Por sua vez, os elagitaninos sdo compostos por duas unidades de galoil que
formam um acido hexahidroxidifendico (Hexahydroxydiphenic acid - HHDP), ligado a
um monossacarideo, geralmente uma glicose. Estao sujeitos a hidrélise espontanea,

liberando HHDP, que sofre lactonizagcédo e é convertido em acido elagico. Cerca de
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500 moléculas de elagitaninos ja foram descritas na natureza, e essa variedade se
deve a sua capacidade de polimerizagéo por esterificacdo na molécula de glicose ou
no grupo HHDP. Esses compostos sao encontrados em frutas (framboesas, ameixas,
groselhas e morangos) e em oleaginosas (nozes, pistache e castanha de caju)
(SMERIGLIO et al., 2017).

A vescalagina, castalagina, peduncalagina, alnusina, strictinina e casuaricitina
sdo alguns exemplos de elagitaninos que foram identificados na jabuticaba conforme
documentado em diversas fontes (HACKE et al., 2016; WU; LONG; KENNELLY,
2013). Aléem disso, a presenca da cauliflorina foi relatada pela primeira vez na
literatura, e foi observado que a quantidade de elagitaninos aumenta a medida que a
fruta amadurece. Entre os elagitaninos predominantes encontrados na semente,
destacam-se a castalagina (1750 mg.100 g' base seca (bs)), vescalagina (950
mg.100 g bs) e peduncalagina (120 mg.100 g-! bs). Além desses, outros elagitaninos
como sanguiina H-6 e sanguiina H-10 também foram identificados (ALEZANDRO et
al., 2013).

3.10 A importancia do uso de metodologias de otimizagao para obtengao de

extratos vegetais ricos em compostos bioativos.

A extracao é fundamental para obter resultados precisos em relagao a matriz
estudada. Para avaliar o teor de compostos fendlicos em sementes de jabuticaba,
Paludo et al. (2019) comparou combinag¢des de trés solventes (agua, etanol e
metanol). A composicao etanol e agua (60:40 v/v) apresentou a maior eficiéncia de
extracdo e comprovou a presenga de altos teores de compostos fendlicos nas
sementes de jabuticaba. No trabalho de Inada et al. (2015), onde se avaliou diferentes
partes da fruta (casca, semente e polpa), determinou-se que existe uma correlagao
positiva entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante, independentemente
do tipo de ensaio, indicando que os compostos bioativos sdo eficazes na acéo
antioxidante.

Em outro trabalho, foi realizada a extracdo e a caracterizacdo quimica de
compostos antioxidantes e antimicrobianos de sementes de jabuticaba, avaliando os
efeitos de trés solventes (agua, alcool etilico e propanona). A combinagao de agua e
propanona (60:40 v/v) obteve os melhores resultados na atividade antioxidante,
através do método DPPH (HACKE et al., 2016).

A otimizacao dos parametros de extracédo tem por objetivo aumentar o nivel de
compostos bioativos, compostos fendlicos e carotenoides, para produzir extratos ricos

em compostos bioativos para consequentes aplicagdes em alimentos. Além disso,
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técnicas convencionais de extragdo, como a maceragao, sdo demoradas, o que pode
limitar sua aplicabilidade no setor industrial (FIDELIS et al., 2019).

Para o desenvolvimento do processo tecnoldgico, € importante a escolha do
procedimento de extracdo para a recuperacao e purificacdo de compostos bioativos
de matrizes vegetais, e deve ser baseada na simplicidade, versatilidade, custo e
capacidade de extrair e preservar esses compostos. Além disso, os métodos
convencionais utilizam solventes toxicos, apresentam alto consumo de solvente e
longo tempo de extragdo (ARRUDA et al., 2019).

Box e Wilson (1951 e 1992) impulsionaram a analise de dados experimentais
por meio da superficie de resposta, desenvolvendo métodos de determinagédo de
condi¢cdes o6timas em pesquisas industriais. Inicialmente, os autores introduziram a
funcao polinomial com duas ou mais variaveis independentes (fatores), com o objetivo
de encontrar a resposta 6tima com o menor numero possivel de combinacdes entre
os niveis de fatores (MENDONCA, 2012).

A necessidade de otimizagao de produtos e processos, minimizando custos e
tempos operacionais, tem levado a uma enorme busca por técnicas sistematicas de
planejamento de experimentos. A metodologia do delineamento do composto central
rotacional (DCCR) consiste em um grupo de procedimentos, estatisticos e
matematicos, que podem ser usados no estudo das inter-relagdes entre uma ou mais
respostas (variaveis dependentes) com inimeros fatores (variaveis independentes). E
uma técnica estatistica baseada no emprego de planejamentos fatoriais, que tem sido
usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos industriais
(MATTIETTO; MATTA, 2012).

3.11 Mecanismo antioxidante

Os antioxidantes agem na defesa das células, sdo capazes de inibir ou reduzir
a acao dos radicais livres, podendo reduzir o estresse oxidativo, mutagoes no DNA e
demais danos das células. A figura 3 representa o mecanismo de acdo de um
antioxidante (FONTOURA, 2021).

R-O—OH 4+ A

R* + A—H——=R—H +A

Figura 3. Mecanismo de agao antioxidante.
Fonte: Fontoura (2021).
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Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais ativos e frequentemente
encontrados em vegetais, atuando no processo oxidativo, evitando o desenvolvimento
da reacdo em cadeia decompondo os produtos da oxidacdo a compostos ndo reativos,
e ainda podendo quelar ions metalicos (Cu?* e Fe?*) que atuam como catalizadores
da oxidagao (INFANTE, 2013)

Para detalhar o potencial antioxidante, os métodos ABTS (2,2"-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) podem fornecer resultados
comparaveis (THAIPONG et al., 2006)

O método ABTS permite a determinagao da capacidade antioxidante através
da captura do radical ABTS (radical 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), ocorrendo através de uma reagao quimica, eletroquimica ou enzimatica,
conforme a figura 4, sendo seu mecanismo de reagao a doagdo de uma molécula de

hidrogénio pelo antioxidante, neutralizando o radical. (RUFINO et al., 2007).

: 805 S0y
80y e 5 y =f::- ,__‘_.JPT By +anh:,a,|dar.:.e 80, S ”:{S = lw-
\U 1 N S - | | =N s
~FN CH! - SN ent
CH, K50, C.H, =g
cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 4. Estabilizacdo do radical ABTS por um antioxidante e sua formacao pelo

persulfato de potassio.
Fonte: RUFINO et al. (2007).

Entre os métodos para avaliar a atividade antioxidante, o ORAC (capacidade
de absorgao de radicais de oxigénio) € um dos poucos métodos que relaciona a
porcentagem de inibicdo e o tempo de inibigdo da acdo das espécies reativas por
antioxidantes em uma Unica quantidade (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES;
BARTOLOME, 2004). Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2011), desenvolveram e
validaram um ensaio aprimorado de capacidade de absorg¢ao de radicais de oxigénio
usando fluoresceina (FL) como sonda fluorescente (ORAC-FL). A fluoresceina nao
interage com antioxidantes, apresenta uma excelente fotoestabilidade e reduz o custo
dos experimentos (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). O mecanismo de

reacido € reconhecido como mecanismo classico de transferéncia de atomo de
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hidrogénio (HAT), como mostra a figura 05. Ao contrario de outros métodos populares
de atividade antioxidante, o ensaio ORAC-FL fornece uma medida direta da
capacidade antioxidante de quebra de cadeia hidrofilica contra o radical peroxil, e
relaciona a porcentagem de inibicdo e o tempo de inibicdo da agdo das espécies
reativas de oxigénio (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001)

,ﬁ | ™~ .
Loonwe| Qoo ) Qo
a0, Lo, Lo, 000
- : - B
HO 0”0 |0 o o oo ol 00" 0"
i B FL 1

Fluorescein | 0=c=0 B o
1 J“T
ﬂ ROO g ROO" @
%T' c s SRy ‘ R‘OOR

¢!

€0,
m—— K\/\I:, — —= Final Product FL 4 ( loss of fluorescence )
Ry 0 CHO

R4 =CO0H, R z = 0COOH
FL3

Figura 5. Acao da fluoresceina na presenga de AAPH durante a analise ORAC.
Fonte: Ou; Hampsch-Woodill; Prior (2001).

Outra alternativa para analisar a eficiéncia antioxidante é através do método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), um teste simples, rapido, e com facil
reproducao, onde determina a redugao do ferro em solugdes aquosas e também em
fluidos biologicos. Com o pH baixo, o excesso de Fe3* na solugédo é reduzido para
forma ferrosa, gerando a formacgéao de cor que esta relacionada com a capacidade de
reducdo da amostra, demonstrado na figura 06. (MONTEIRO; DIAMANTE; LIMA,
2017; RUFINO et al., 2006).
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Figura 6. Redugao do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil) -1,3,5-triazina) com Fe3*,
Fonte: Rufino et al. (2006).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Trés quilos de sementes da espécie de Jabuticaba ‘Paulista’ (Myrciaria
cauliflora) foram adquiridos da empresa Valdir Jorddo Fagan em maio de 2022. Os
frutos sdo cultivados na mesma estacdao em Casa Branca, estado de Sao Paulo,
Brasil, nas coordenadas geograficas -21.889532917194487, -47.04591656214877.
As sementes foram de frutas totalmente maduras. As sementes foram higienizadas
com agua destilada e extraidas manualmente. Em seguida, as sementes foram
congeladas, liofilizadas (35 °C/31 horas até ~10% de umidade) e moidas para
uniformizar o tamanho das particulas.

Este projeto foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente - www.sisgen.gov.br (registro n°
A705D92).

4.2 Caracterizagcao da amostra

4.2.1 Extrato metandlico

Para a identificacdo de compostos fendlicos, o extrato da semente de
jabuticaba (Jabuticaba seed extract — JSE) foi extraido com 6 g da amostra liofilizada
€ moida, e misturado a 15 mL de uma solu¢gdo metanol 1% acido férmico, da forma
de extracdo exaustiva com maceragdo. Apds, o extrato ficou por 10 minutos em
ultrassom banho maria, e 5 minutos na centrifuga a 3000 rpom. Esse procedimento foi

repetido duas vezes para esse solvente, e duas vezes com a solugao metanol 50%.

4.2.2 Método de analise em UPLC-Orbitrap-MS/MS

A analise foi realizada em um sistema de Ultra-High Performance Liquid
Chromatography-Q Exactive Plus Orbitrap Mass Spectrometer (UPLCQE-MS/MS)
(Thermo, Milford, MA, USA). O sistema UPLC mencionado € equipado com uma fonte
de ionizagao por electrospray (ESI), e a detecgao de massas foi realizada tanto no
modo positivo quanto no negativo com os seguintes parametros: fluxo do gas de
revestimento, 35 Arb; fluxo do gas auxiliar, 10 Arb; médulo da voltagem do capilar

(spray), 3,50 (ESI+) ou 3,20 (ESI-); temperatura do capilar, 300 °C. Os procedimentos
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da analise foram realizados com uma coluna Acquity UPLC BEH C18 (2.1 mm x 50
mm, 1.7 ym) a temperatura constante (40 °C). As fases moéveis utilizadas foram
selecionadas como solvente A (1% de &cido formico em agua) e solvente B
(acetonitrila). O programa do gradiente de eluigdo se deu do seguinte modo: 0-7% B,
0-4 min; 7-11% B, 4-6 min; 15% B, 6-11 min; 25% B 11-12 min; 35% B, 12-13 min;
45% B 13-16 min; 55% B 16-18 min; 65% B, 18-19 min; 75% B, 19-21 min; 85% B 21-
25 min; 95% B, 25-35 min; 100% B, 35-36 min; 100% A, 36-39 min. O volume de
injecao foi de 10 yL e o quociente de vazéao foi de 0,25 mL/min. O modo de full MS-
ddMS? foi utilizado dentro da faixa de massas de 100—1000 m/z, janela de isolamento
1,0 m/z, tempo de exclusao do ion precursor de 10,0 segundos, faixa de energias de
colisao (CE): 20, 35 e 45, com resolugao de 70000 para MS e 17500 para dd-MS2.

4.2.3 Processamento de dados

Os dados DDA adquiridos para amostras no formato de dados brutos (.raw)
foram primeiro convertidos no formato de troca MS mzML no modo centrdide usando
o conversor ProteoWizard MS (Adusumilli e Mallick, 2017). O software MS-DIAL ver
4.9 (Tsugawa et al., 2020)

(https://systemsomicslab.github.io/compms/msdial/main.html) foi utilizado para a

deteccao de caracteristicas, anotacao de espécies de ions, extracdo de espectros de
compostos e alinhamento de picos entre amostras e analise espectral, resultando na
lista de transi¢cao que contém informacdes sobre cada carateristica detectada, como
tempo de retengao, m/z do precursor e ions MS2. A recolha de dados foi considerada
de 0 a 39 minutos, numa gama de massas de 0-2000 Da. Foram utilizados os
seguintes parametros de deteccdo de picos: uma altura minima de pico de 10 000
(Orbitrap), método de suavizagdo (meédia movel ponderada linear), nivel de
suavizagao (3) e largura minima do pico (5). A identificagédo utilizou a biblioteca LC-
MS-MS-Spectra do MassBank of North America (MoNA), que incluia os modos
positivo e negativo de MS/MS

(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.htmI#MSP), considerando uma

tolerancia de massa exata de 0,005 Da em MS1 e 0,01 Da em MS2, com um corte de
pontuacao de 70%. Além disso, no modo positivo, foi incluido um ficheiro de texto com
dados padrdao como base de dados, considerando uma tolerancia de tempo de
retencdo de 0,25 minutos, uma tolerancia de massa exata de 0,005 Da e uma
pontuagao de identificagdo de 70%. As amostras em branco foram consideradas para
os parametros de alinhamento. A curadoria dos dados foi efetuada num ficheiro Excel,


https://systemsomicslab.github.io/compms/msdial/main.html
http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html#MSP
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tendo em conta os seguintes critérios de filtragem: (i) intensidade dos picos superior
a 10x em relagdo as amostras em branco; (ii) exclusdo de fragmentos provaveis da
fonte de ions; (iii) valor do erro de massa < 5 ppm; (iv) relevancia biologica.

Os dados processados de UPLC-QE-MS/MS (valores de area de pico) foram
analisados usando MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) para analise
de dados multivariados (XIA; WISHART, 2016). Além disso, foi gerado um mapa de

calor da analise de agrupamento hierarquico para apresentar os resultados dos

compostos putativamente identificados nas amostras de semente de jabuticaba,
considerando medidas de distancia euclidiana, padronizacédo de autoescala e método

de agrupamento Ward.

4.2.4 Analise da composig¢ao centesimal

O teor de umidade da semente de jabuticaba foi determinado de acordo com a
metodologia da AOAC (2010). O teor de proteina foi determinado de acordo com o
método Kjeldahl (AOAC, 2010). O conteudo lipidico foi determinado de acordo com o
meétodo descrito por Bligh e Dyer (1959). O teor de fibras totais foi determinado
segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008). O teor total de cinzas foi
determinado de acordo com a AOAC (2010). O teor de carboidratos foi determinado
pela diferenga entre a amostra total (100%) e os valores médios de umidade,
proteinas, lipidios, fibras totais e cinzas (AOAC, 2010). Os resultados foram expressos

em g.100 g' de sementes em base seca.
4.3 Extracao

4.3.1 Desenho experimental

O extrato da semente de jabuticaba (JSE) foi extraido com 3 g da amostra e
misturado a 30 ml de uma solucédo hidroetandlica. A partir de um delineamento
composto central rotacional, foi definido a variagdo na concentragdo de etanol (x1)
(10-50%) e a variagao no tempo (x2) (10-60 minutos), totalizando 11 amostras com
concentragdes diferentes de solventes, conforme tabela 06. Subsequentemente, as
amostras foram agitadas em banho ultrassénico e ao final de cada agitagéo foi aferida
a temperatura de cada mistura. As amostras foram centrifugadas e congeladas a -80°

C para as proximas analises. (ARRUDA et al., 2019).


https://www.metaboanalyst.ca/
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Tabela 6. Delineamento do Composto Central Rotacional.

Tempo
Solvente
de Amostra Solvente Concentragido Tempo
Ensaio  x1 X2 (% _ .
extracéo (9) (mL) extrato (g/mL)  (min:seg)
etanol)
(min)

- 17min

1 -1,00 21,63 17,26 3 30 0,10
1,00 16seg
17min

2 1,00 -1,00 78,36 17,26 3 30 0,10
16seg
- 52min

3 1,00 21,63 52,73 3 30 0,10
1,00 44seg
52min

4 1,00 1,00 78,36 52,73 3 30 0,10
44seg
5 ] ;11 0,00 10,00 35,00 3 30 0,10 35min
6 1,41 0,00 90,00 35,00 3 30 0,10 35min
7 0,00 -1,41 50,00 10,00 3 30 0,10 10min
8 0,00 1,41 50,00 60,00 3 30 0,10 60min
9 0,00 0,00 50,00 35,00 3 30 0,10 35min
10 0,00 0,00 50,00 35,00 3 30 0,10 35min
11 0,00 0,00 50,00 35,00 3 30 0,10 35min

4.4 Determinacao do conteudo fendlico total (Total Phenolic Content - TPC)

A partir do método Folin-Ciocalteu, com utilizacdo de microplacas, foi
determinado o conteudo fendlico total — Total Phenolic Content (TPC) — das amostras.
Foram utilizados 50 pL de cada amostra e adicionados 50 uL do reagente de Folin-
Ciocalteau e 800 pL de agua destilada. Apds 3 min, 100 yL de solugdo saturada de
carbonato de sédio foram adicionados e a mistura permaneceu em repouso por 120
minutos em ambiente escuro. A reacgao foi realizada em triplicata na microplaca para
cada amostra (n=11). A curva de calibragao foi obtida utilizando acido galico (15- 300
pg.ml). A leitura foi realizada usando A=725 nm em leitor de microplacas Biotek
Synergy HT (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SWAIN; HILLIS, 1959).

4.5 Determinacgao do teor de Flavonoides Totais (Total Flavonoid Content -
TFC)

O conteudo total de flavonoides foi determinado usando o ensaio colorimétrico
de cloreto de aluminio (AICI3) conforme descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming

(1999). Em um microtubo, 100 uL de extrato diluido foram misturados a 500 uL de
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agua ultrapura, e 30 pL de nitrito de sédio (NaNOz2) 5% (p/v) foram adicionados a cada
microtubo. Apés 5 minutos, 30 pL de AICIs foram adicionados a mistura de reacgéo e
deixados em repouso por 6 minutos. Finalmente, 200 uL de hidroxido de sédio o NaOH
1 M e 310 pL de agua ultrapura foram adicionados e misturados, e a absorbancia foi
medida a 510 nm contra um branco em um espectrofotdometro. O conteudo total de
flavonoides foi calculado usando uma curva padrao preparada para catequina e os
resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina por 100 gramas de

material vegetal liofilizado (mg EC.100 g”' m/v - material vegetal liofilizado).
4.6 Determinagao do teor de tanino condensado (TC)

O teor de tanino condensado foi determinado de acordo com o método descrito
por Julkunen-Tiitto (1985), com pequenas modificagdes. Resumidamente, 30 yL de
extrato diluido, 900 uL de 4% (p/v) de vanilina preparada em metanol e 450 pL de HCI
concentrado foram misturados e incubados a temperatura ambiente por 20 minutos.
Em seguida, a absorbancia foi medida a 500 nm contra um branco em um
espectrofotdmetro leitor de microplacas Biotek Synergy HT. A catequina foi usada
para fazer a curva padrao e os resultados foram expressos em mg equivalentes de

catequina por grama de material vegetal liofilizado (mg.CE g' m/v).
4.7 Determinacgao do teor de antocianinas monomeéricas

O conteudo de antocianinas monomeéricas foi determinado pelo método do pH
diferencial (AOAC, 2010) utilizando-se espectrofotdbmetro leitor de microplacas Biotek
Synergy HT para as medidas de absorbancias das amostras. Apds a diluicdo da
amostra em tampéo solugao de cloreto de potassio 0,025 M (pH 1,0) e solugao de
acetato de sodio 0,4M (pH 4,5), a leitura da absorbéancia foi realizada em 520 nm e
700 nm. O conteudo total de antocianinas monoméricas (CTAM) foi calculado como
mg equivalente de cianidina -3-glicosidio/g da amostra, seguindo a féormula da
Equacao 1:

A XMW x DF x10°3
ex1

Antocianinas Monoméricas (mg de C3G.g™1) = (1)
Onde A = (A520nm — A700nm) em pH 1.0 — (A520nm — A700nm) em pH 4.5; MW
(molecular weight) = 449.2 g/mol para cianidina-3-glicosideo; DF = fator de dilui¢ao

estabelecido; 0,71 = caminho 6tico percorrido (microplaca do espectrofotdmetro); € =
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26900, coeficiente molar, para cianidina-3-glicosideo; 10° = fator de converséo de g

para mg.
4.8 Capacidade antioxidante

4.8.1 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Conforme protocolo da EMBRAPA (RUFINO et al., 2006), a partir do JSE, foi
preparado em tubos de eppendorf. Em ambiente escuro, foi transferido uma aliquota
de 30 pyL de cada diluigdo do extrato para tubos de eppendorf, em seguida foi
acrescentado 90 pL de agua Mili-Q, misturado com 900 pL do reagente FRAP (20 ml
do tampao acetato 0,3 M, 2 mL de uma solugdo de TPTZ 40 mM e 2 mL de uma
solugéo aquosa de cloreto férrico 20 mM), foi homogeneizado em vértex e incubado a
37° C por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura (595 nM) e utilizado o
reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotbmetro. A partir das
absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, foi plotado a absorbancia
no eixo Y e a diluigdo (umol. L") no eixo X. Em seguida, foi determinado a equagéo
da reta. Para calcular a atividade antioxidante, foi substituido na equacao da reta a
absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao sulfato ferroso. A partir do resultado
encontrado (x) na equagao, foi feita a divisdo por 1.000 para ter o valor em gramas. O
resultado final foi calculado pela divisdo de 1.000 (uM) pelo valor de X (g) e
multiplicado por 1 (g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM sulfato
ferroso. g' de extrato (RUFINO et al., 2006).

4.8.2 Método ORAC-FL (Oxygen Radical Absorbance Capacity using

Fluorescein)

Nessa etapa, foi realizado uma reagdo com tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4).
150 uL de solugdes de antioxidante (tampao e fluoresceina) foram colocadas no pogo
da microplaca, junto com 25 yL da amostra. A mistura foi pré-incubada durante 10
minutos a 37°C. A solugédo de AAPH (25 uL; 12 mM, concentragao final) foi adicionada
rapidamente usando uma pipeta multicanal. A microplaca foi imediatamente colocada
no leitor e a fluorescéncia registrada a cada minuto por 80 minutos. A microplaca foi
agitada automaticamente antes de cada leitura. Um branco usando tampao fosfato em
vez do extrato e sete solugdes de calibragcdo usando Trolox com diferentes
concentragbes como antioxidante também foi analisado na microplaca. Todas as

misturas foram preparadas em triplicata.



45

Os dados brutos foram avaliados em uma planilha Excel para calculos
adicionais. Os valores ORAC - FL serdo expressos como equivalentes de Trolox
usando a curva padrao calculada para cada ensaio. Os resultados finais serdo em
umol de equivalente de Trolox.umol' de composto puro para padrées fenolicos
(DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2004).

4.8.3 Método ABTS

A atividade antioxidante também foi avaliada pelo método ABTS (2,2’-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) conforme descrito pela EMBRAPA (RUFINO et
al., 2007). O radical ABTS foi preparado pela reagéo da solu¢do ABTS com a solugéo
de persulfato de potassio 140 nm, incubados a temperatura de 25°C e no escuro,
durante 12-16 h. Apds, o radical foi diluido com etanol, até obtencdo do valor de
absorbancia de 0,700 £ 0,020 a 734 nm. O extrato da semente foi preparado em
triplicata para cada amostra (n=11). Em ambiente escuro foi transferido uma aliquota
de 20 uL de cada solucao de Trolox/ amostra para tubos de epperdorf e foi misturado
com 2,4 mL da solugdo do radical ABTS. Foram incubados por 20 minutos em
temperatura ambiente e protegidos da luz, apés foram homogeneizados em vortex. A
leitura foi feita (734 nm) e utilizado alcool etilico como branco para calibrar o

espectrofotometro.
4.9 Analise estatistica do delineamento experimental

A analise de dados para a otimizacéao foi feita em software PROTIMIZA. Todos
os experimentos foram realizados em ftriplicata e todos os valores foram relatados
como valores médios + desvio padrao. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) unidirecional. Analises de correlagao entre compostos fendlicos e

atividade antioxidante foram realizadas usando a correlacdo padrao de Pearson.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise em UPLC-Orbitrap-MS/MS

Os resultados do alinhamento MSDIAL, apds filtragem em branco, mostraram
67 compostos correspondentes no modo de ionizagao negativo e 42 compostos
correspondentes no modo de ionizagao positivo com a base de dados MoNA utilizada.
Apoés a curadoria dos dados e a aplicagao dos critérios de filtragem, 42 compostos,
considerando os modos de ionizagao positivo e negativo, foram identificados (Tabela
7). A maioria dos compostos identificados nos extratos, apds filtragem, continuou
apresentando ionizagdo no modo negativo, como os compostos fendlicos que
possuem grupos hidroxilas e/ou acidos carboxilicos adequados para a desprotonagéo.

De acordo com a classificagao de compostos fendlicos, foram encontrados dois
taninos (acido galico [28] e acido elagico [35]), quatro antocianidinas (Delfinidina-3-
glucosideo [31], Cianidina-3-O-galactosideo [32], Cianidina-3-glucosideo [33] e
Pelargonidina-3-glucosideo [34]), sendo estes os compostos antocianicos
encontrados (todos os demais s&o ndo antocianicos), e trés flavonoides (Hexosideo
de quercetina [36], Quercitrina [37] e Quercetina [38]).

Os acidos organicos, como o citrico e o galico, assim como outros metabdlitos
primarios (carboidratos, lipidios, aminoacidos e nucleotideos), desempenham um
importante papel nas reagbes metabdlicas (ex: fotossintese) e outros processos
biossintéticos durante o desenvolvimento do fruto, sendo utilizado para estimar o grau
de maturacdo, a medida que o fruto se desenvolve a concentracdo dos acidos
diminui). Estes metabdlitos também possuem importante papel contra agentes
biéticos, bem como influenciam nas propriedades sensoriais da fruta, contribuindo
para o seu sabor acido (STAFUSSA et al., 2021).
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Para efeito de comparacgédo, Alezandro et al. (2013) e Hacke et al. (2016)
também detectaram a presengca de elagitaninos em sementes de jabuticaba.
Albuquerque et al. (2019) analisaram o epicarpo de jabuticaba e apresentou um perfil
fendlico constituido por 14 compostos fendlicos ndo antociéanicos e dois antocianicos,
sendo a cianidina-3-O-glucésido o composto mais abundante. Embora a polpa e a
casca das frutas de jabuticaba sejam fontes ricas desses compostos, as sementes

apresentam as maiores concentragdes de acido elagico (ALEZANDRO et al., 2013).
5.2 Analise da composicao centesimal

A semente de jabuticaba apresentou um teor de proteina de cerca de 11,19
g.100 g, superior ao encontrado por Paula (2016) para a casca de jabuticaba cv.
Sabara (Myrciaria jabuticaba [Vell] Berg), com resultados de 9,82 + 0,120 g.100 g' de
proteina. Obteve-se também cerca de 7,20 g.100 g-! de fibra bruta, sendo uma fonte
potencial e econdbmica de fibras e proteinas, pois as sementes geralmente sao
descartadas pelas empresas alimenticias. Todos esses dados corroboram com os
resultados anteriores obtidos para as sementes de jabuticaba cv. Sabara e Paulista
(HACKE et al., 2016; INADA et al., 2015).

Tabela 8. Composicao centesimal da semente de jaboticaba in natura.

Composicio Centesimal (g.100 g') semente in natura

73,8+ 2,27
Umidade
2,4+048
Lipideos
3,0+0,20
Cinzas
Fibras 7,2%0,50
11,1+ 3,19
Proteina
Carboidratos 23+13

Resultados expressos em média + desvio padrao para triplicatas.

5.3 Teor de fendlicos totais (Total phenolic contente — TPC)
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Através do delineamento composto central rotacional utilizado para obter a
melhor condigdo de extragdo, considerando concentragao de solvente (x1) e tempo
de extracao (x2), obteve-se os rendimentos de compostos extraidos de sementes de
jabuticaba. A Tabela 9 mostra os dados de compostos fendlicos totais dos extratos

de semente de jabuticaba.

Tabela 9. Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de semente de jabuticaba

obtidos por diferentes concentragdes de solvente e tempo de extragéo.

Ensaio 1 2 Solvente Tempo de extragao Fendlicos totais mg
(% etanol) (min) AGE.100 g
1 -1,00 -1,00 21,63 17,16 2907,7
2 1,00 -1,00 78,37 17,16 1204,9
3 -1,00 1,00 21,63 52,44 2957,5
4 1,00 1,00 78,37 52,44 1408,9
5 -1,41 0,00 10,00 35,00 2724 1
6 1,41 0,00 90,00 35,00 1797,5
7 0,00 -1,41 50,00 10,00 3205,5
8 0,00 1,41 50,00 60,00 3259,2
9 0,00 0,00 50,00 35,00 2880,4
10 0,00 0,00 50.00 35,00 3111,8
11 0,00 0,00 50,00 35,00 3022,9
Dados ANOVA
P<0,10 0,03
R? 76,85%

Os dados de composicao fendlica variaram de 1204,9 a 3259,2 mg AGE.100 g
' de semente, indicando uma eficacia significativa do sistema solvente.
Comparativamente, Hacke et al. (2016) relataram maior teor, 8650 mg AGE.100 g™,
para o extrato de semente de jabuticaba. No entanto, teores semelhantes foram
encontrados no trabalho de Fidelis et al. (2020), que variou de 2048 a 6551 mg
AGE.100 g' de semente de jabuticaba, onde avaliou diferentes solventes (agua,
etanol e propanona) em proporg¢ao 1:20 de amostra: solvente.

Os resultados corroboram com os dados obtidos por Paludo et al., (2019), onde
a melhor mistura de solventes para a extracdo de TPC de sementes de jabuticaba foi
60% etanol, e no presente resultado, o ensaio 8 (50% de etanol por 50 minutos de
extragao) apresentou maior teor de compostos fendlicos totais.

Pela analise estatistica pode-se observar que a concentracdo de solvente

apresentou efeito significativo (P<0,10) na extracao de TPC dos extratos de semente



56

de jabuticaba. Extrato com 50% de etanol apresentou maior TPC, quando comparado
aos demais ensaios. Com essa diferenca pode-se inferir a influéncia da concentragéao
de etanol no processo. A Figura 7 apresenta o grafico de superficie de resposta, onde

pode-se melhor observar os resultados.
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Figura 7. Contorno dos efeitos da concentracao de solvente e tempo de extragdao no

teor de fendlicos totais (TPC).
5.4 Teor de Flavonoides Totais (Total flavonoids content - TFC)

A Tabela 10 mostra os dados de TFC dos extratos de semente de jabuticaba.
O teor de flavonoides variou de 61,91 a 282,86 mg CE.100 g-' da amostra, indicando
uma eficacia significativa do solvente. Fidelis et al. (2020) relataram teores maiores,
278 a 2314 mg CE.100 g' de semente, para o extrato de semente de jabuticaba
utilizando solventes diferentes (agua, etanol e propanona) e indicaram que o extrato
possui comportamento hidrofilico, com perfil fendlico. Segundo Inada et al. (2015), os
principais flavonoides detectados na semente de jabuticaba s&o as antocianinas
(delfinidina, cianidina) e derivados da quercetina. Dentre os flavonoides identificados
no extrato, o hexosideo de quercetina (Tabela 7), por conter ligagdo com um agucar
(hexose), aumentaria sua capacidade hidrofilica, devido a capacidade dos grupos
hidroxilas dos agucares formar pontes de hidrogénio, tendo maior afinidade pela fase

aquosa do etanol 50%.



57

Os dados estatisticos mostram que a concentragdo de solvente apresentou
efeito significativo (P < 0,10) na extragao de flavonoides dos extratos de semente de
jabuticaba. Os ensaios com 50% de etanol e apresentaram maior TFC. Com isso, a
diferencga entre os valores determinados pode ser atribuida a concentracao de etanol
utilizada para a extragao, pois a diferenga do tempo né&o foi significativa. A Figura 8

mostra os graficos de superficie de resposta para as variaveis de resposta.

Tabela 10. Teor de flavonoides totais de extratos de semente de jabuticaba obtidos

por diferentes concentragdes de solvente.

Ensaio » 2 Solvente Tempo de Flavonoides totais mg
(% etanol) extragdo (min) CE.100 g™
1 -1,00 -1,00 21,63 17,27 192,82
2 1,00 -1,00 78,37 17,27 61,91
3 -1,00 1,00 21,63 52,73 199,69
4 1,00 1,00 78,37 52.73 97,19
5 -1,41 0,00 10,00 35,00 185,58
6 1,41 0,00 90,00 35,00 100,00
7 0,00 -1,41 50,00 10,00 254,63
8 0,00 1,41 50,00 60,00 273,63
9 0,00 0,00 50,00 35,00 256,80
10 0,00 0,00 50,00 35,00 269,29
11 0,00 0,00 50,00 35,00 282,86
Dados ANOVA
P<0,10 0,04

R? 83,25%
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Figura 8. Contorno dos efeitos da concentragdo de solvente e tempo de extragéo no

teor de flavonoides totais.
5.5 Teor de tanino condensado (TC)

O TC variou de 43,44 a 326,88 mg CE.100 g' de semente (Tabela 11). A
extragdo maxima foi obtida com solvente a 78,37% etanol e 52,73 minutos de extragcéo
(ensaio 4), sugerindo que o solvente com maior teor etandlico e em um maior tempo
de extragdo atingiu os maiores valores de compostos. Alezandro et al. (2013)
relataram valores até 10 vezes menores em sementes de jabuticaba (M. cauliflora cv.
Paulista e M. jaboticaba cv. Sabara), 10 mg CE.100 g' e 15 mg CE.100 g,
respectivamente. Apesar disso, Fidelis et al., (2020) relatou que solventes orgéanicos
aquosos com diferentes polaridades aumentam a eficiéncia do processo de extracao,

pois podem extrair diferentes classes de compostos.
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Tabela 11. Dados de teor de taninos condensados do extrato de semente de

jabuticaba.
Ensaio » 2 Solvente Tempo de Teor de taninos
(% etanol) extracdo (min) mg CE.100 g' amostra
1 -1,00 -1,00 21,63 17,27 84,6
2 1,00 -1,00 78,37 17,27 292,9
3 -1,00 1,00 21,63 52,73 79,9
4 1,00 1,00 78,37 52,73 326,8
5 -1,41 0,00 10,00 35,00 434
6 1,41 0,00 90,00 35,00 231,2
7 0,00 -1,41 50,00 10,00 285,7
8 0,00 1,41 50,00 60,00 257,8
9 0,00 0,00 50,00 35,00 226,3
10 0,00 0,00 50,00 35,00 238,7
11 0,00 0,00 50,00 35,00 221,2
Dados ANOVA

P<0,10 0,003

R? 94,58%

A concentracdo de solvente para a extragcdo de taninos condensados
apresentou grande efeito significativo (p<0,10), considerando que os solventes mais
aquosos apresentaram os menores valores como o ensaio 5 (solvente com 10%
etanol e 35 minutos de extracdo). Nesta analise a diferenga no tempo também foi
significativa, observando que o maior tempo obteve também o maior valor encontrado,

conforme a Figura 9.
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Figura 9. Contorno dos efeitos da concentragéo de solvente e tempo de extragdo no

teor de taninos condensados.
5.6 Determinagao do teor de antocianinas monoméricas

O teor de antocianinas teve uma variacao de 4,47 a 289,45 mg cianidina-3-
glicosideo (C3G). g' de amostra. A melhor condigdo para a extragdo desse composto
bioativo foi com solvente a 50 % de etanol e 35 minutos de extragdao. Porém, quando
a condicao foi a concentracdo maior de etanol, obteve-se resultados inferiores, como
por exemplo, no ensaio 2, com 78,37% de etanol e 17 minutos de extragao. Sugerindo
que o solvente com teor etandlico de 50% e podendo variar o tempo de 17 a 60
minutos de extracio, pode obter bons resultados para esta analise.

A Tabela 12 mostra os dados de teor de antocianinas totais em extratos de
semente de jabuticaba, seguido pela Figura 10 com o grafico da superficie de
resposta.

Silva (2010), analisando a casca de jabuticaba obteve 48,06 mg.100 g de
amostra. Cipriano (2011) comparando a casca de jabuticaba e a polpa do agai,
encontrou os valores de 80,17 mg.100 g e 74,28 mg.100 g' de amostra fresca,
respectivamente, utilizando solvente hidroetandlico com diferentes concentragoes.
Quando comparado com outros residuos de frutas brasileiras, o teor de antocianinas
na casca de uva e residuo de jucgara foi de 7,9 e 11,54 ug. g-! de extrato (GARCIA et
al., 2019; PEIXOTO et al., 2018).



Tabela 12. Teor de antocianinas totais dos extratos de semente de jabuticaba.

61

Solvente Tempo de Antocianinas mg C3G. g
Ensaio x1 x2
(% etanol) extracado (min) de amostra
1 -1,00 -1,00 21,63 17,27 162,9
2 1,00 -1,00 78,37 17,27 4.7
3 -1,00 1,00 21,63 52,73 163,
4 1,00 1,00 78,37 52,73 18,6
5 -1.41 0,00 10,00 35,00 125,1
6 1.41 0,00 90,00 35,00 96,4
7 0,00 -1,41 50,00 10,00 281,5
8 0,00 1,41 50,00 60,00 276,1
9 0,00 0,00 50,00 35.00 275,8
10 0,00 0,00 50,00 35,00 289,4
11 0,00 0,00 50,00 35,00 281,7
Dados ANOVA
P<0,10 0,14
R2 73,22 %
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Figura 10. Gréficos de contorno dos efeitos do tipo de solvente no teor de

antocianinas monomeéricas.

5.7 Atividade Antioxidante
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A Tabela 13 mostra os dados de teor da atividade antioxidante de acordo com
as variaveis propostas, concentracéo de solvente e tempo de extragao, e as Figuras
11, 12 e 13 mostram os graficos de superficies de resposta para esta analise pelos

diferentes métodos.

Tabela 13. Teor da atividade antioxidante em diferentes métodos, de acordo a

concentracao de solvente e tempo de extragao.

Solvente Tempo de FRAP ABTS ORAC
Ensaio x1 x2
(% etanol) extracéo (min) MM SF. g pmol TE.100 g
1 -100 ; ;)0 21,63 17,27 42838,39 142,47 14581,3
2 1,00 ) ;)0 78,37 17,27 16167,86 52,62 4750,1
3 ] ;)O 1,00 21,63 52,73 9885,77 140,82 19174,8
4 1,00 1,00 78,37 52,73 14606,43 62,77 9640,0
- 10,00
5 141 0,00 35,00 82910,33 58,14 14372,8
6 1,41 0,00 90,00 35,00 22813,93 85,76 9066,1
7 0,00 1 ;1 50,00 10,00 9402,97 196,34 3971,0
0,00 1,41 50,00 60,00 12004,70 177,38 16438,5
0,00 0,00 50,00 35,00 23833,16 188,14 20402,2
10 0,00 0,00 50,00 35,00 23269,90 186,48 20352,6
11 0,00 0,00 50,00 35,00 24235,49 191,60 20622,0
Dados ANOVA
P<0,010 0,08 0,03 0,007
R? 79,63 78,95 92,72

As melhores condi¢gbes de extracdo mediante as respostas de capacidade
antioxidante foram os ensaios 5 (10% de etanol com 35 minutos de extragédo) para o
método FRAP, ensaio 7 (50% de etanol com 10 minutos de extragao) para o método
ABTS e as condi¢des centrais (ensaios 9, 10 e 11) com 50% de etanol e 35 minutos
de extragao para o método ORAC.

Fidelis et al. (2020) encontraram pelo método de ORAC valor de 41632 £ 71
mg CE.100 g' amostra de extrato otimizado de sementes de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora [Mart.] O.Berg) liofilizado. Inada et al. (2015) encontram valores pelo método
ORAC de 65,4, 82,7, 5,6 e 36,3 umol TE.100 g' para sementes, casca, polpa e fruta
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inteira de jabuticaba, respectivamente. Valores inferior ao encontrado na presente
pesquisa (Tabela 13).

A atividade antioxidante também pode variar de acordo com o estagio de
maturacdo. Alezandro et al. (2013) mostra que a amadurecimento completo da
jabuticaba resultou em queda de 67% na capacidade redutora do Folin—Ciocalteu de
frutas verdes. Segundo Alezandro et al. (2013) as sementes possuem maior atividade
antioxidante quando comparado com a casca e a polpa, independentemente do
meétodo utilizado. Esses resultados possuem elevada importancia ja que as sementes
sao residuos descartados, e como demonstrado, seu potencial antioxidante é

relevante para estudos com sua aplicagao e utilizagao.
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Figura 11. Contorno dos efeitos da concentracdo de solvente tempo de extragdo na
atividade antioxidante pelo método ABTS.
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Figura 12. Contorno dos efeitos da concentragao de solvente e tempo na extragao na

atividade antioxidante pelo método FRAP.
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Figura 13. Contorno dos efeitos da concentragao de solvente e tempo de extragao na

atividade antioxidante pelo método ORAC.

5.8 Eficiéncia da extracao

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a eficiéncia da extragao

depende significativamente da concentragdo do solvente utilizado. O conteudo

fendlico apresentou os maiores valores no ensaio 8 (Tabela 9) com 50% de etanol e

60 minutos de extragao, enquanto os menores valores foram observados no ensaio 2

(Tabela 9) com 78,37% de etanol e 17,16 minutos de extracdo. Isso indica que

concentracdes de etanol entre de 50% e 78,37% com tempos de extragao inferiores a

35 minutos podem reduzir a eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos.
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Similarmente, na analise do teor de flavonoides totais, verificou-se que o aumento da
concentracado de etanol diminui os valores de flavonoides, conforme observado nos
ensaios 2, 4 e 6 (Tabela 10) com 78,37% e 90% de etanol.

No contexto da literatura, Barbosa, Paes e Pereira (2016) discutem que a
polaridade do composto na matriz € o fator mais determinante na escolha do solvente,
juntamente com a afinidade molecular entre solvente e soluto, transferéncia de massa,
seguranga ambiental, toxicidade para humanos e viabilidade financeira. Oliveira
(2014) complementa que metanol, acetona, etanol e agua sao frequentemente
utilizados devido a sua polaridade, resultando em maior afinidade com compostos
fendlicos. Fidelis et al. (2020) indicaram que o maior teor de flavonoides totais obtidos
em seus experimentos com concentragdes diferentes de trés solventes (agua, etanol
e propanona), foi na mistura ternaria, indicando, portanto, um comportamento
hidrofilico dos compostos fendlicos, sendo em seus estudos as antocianinas
(delfinidinas e cianidinas) e os derivados de quercetina, os principais flavonoides
detectados na semente de jabuticaba. A polaridade do solvente é essencial para
determinar o teor de compostos na matriz vegetal (WOLFF; SILVEIRA,
LAZZAROTTO, 2019).

A literatura ainda indica que a temperatura pode ser um fator importante a ser
estudado, pois favorece a extracdo de fendlicos, aumentando sua solubilidade e
difusdo dos compostos e diminuindo a viscosidade dos solventes (TOLFO, 2019).
Tabaraki, Heidarizadi e Benvidi (2012) demonstraram que temperaturas entre 52 °C e
67 °C podem aumentar a porosidade na parede celular, facilitando a permeabilidade
do solvente e a liberagdo do conteudo intracelular. No entanto, temperaturas muito
elevadas podem degradar compostos fendlicos.

Quanto a eficiéncia de extracdo dos taninos condensados, teores maiores de
etanol (50%, 78,37% e 90%) apresentaram melhores resultados (Tabela 11), ao
contrario as analises de TPC e TFC. Isso sugere entdo uma afinidade maior dos
taninos pela fase alcoéolica da solugéo de etanol. Diferente deste estudo, Hacke et al.
(2016), observaram maior eficiéncia de extracdo de taninos utilizando-se por extrato
a propanona.

Na analise de antocianinas monomeéricas, os ensaios (7 a 11) com 50% de
etanol (Tabela 12) apresentaram maiores teores, similarmente aos fendlicos e
flavonoides. Santos et al. (2010) indicam que solventes acidificados podem melhorar
a extracao de antocianinas e estabiliza-las, prevenindo degradacéao e oxidagao.

Na analise de capacidade antioxidante pelos ensaios FRAP, ABTS e ORAC,
semelhante aos resultados dos fendlicos e flavonoides, os ensaios 9, 10 e 11 com
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50% de etanol e 35 minutos de extragao (Tabela 13) apresentaram os maiores valores,
sendo o tempo uma variavel que fez diferenca nesta analise. Podendo-se entao inferir
uma relagao entre a capacidade antioxidante e os compostos fendlicos presentes na
matriz (PIOVESAN, 2016).

Quanto a variavel tempo de extracdo, outros estudos apresentaram sua
influéncia, como Oliveira et al. (2015), em sua otimizagdo encontrando 20 minutos
como o ideal para a extragao de polifendis em folhas de mandioca com ultrassom.
Porto, Porretto e Decorti (2013), alcangaram melhores rendimentos em semente de
uva apés 15 minutos de ultrassom. He et al. (2016), apresentaram melhores
resultados na extragdo de antocianinas e compostos fendlicos em 23,67 minutos com
ultrassom assistido. Corroborando com a literatura, os resultados do presente estudo
indicaram 35 minutos como o melhor tempo de extracao etandlica em sementes de

jabuticaba para fendlicos, flavonoides, antocianinas e atividade antioxidante.
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6. CONCLUSAO

As sementes de jabuticaba séo potencial fonte de compostos bioativos, tendo
a extracado de seus compostos como potencial aplicagao pelas industrias alimenticias
e farmacéuticas.

O perfil fendlico avaliado por UPLC-Orbitrap-MS/MS apresentaram presencga
de taninos (acido galico e acido elagico), compostos antocianicos, as antocianidinas
(Delfidina-3-glucosideo, Cianidina-3-O-galactosideo, Cianidina-3-glucosideo e
Perlagonidina-3-glucosideo) e flavonoides (Hexosideo de quercertina, Quercitrina e
Quercetina), dentre os 42 compostos identificados, além de uma maior frequéncia de
identificacdo do acido elagico, condizente com o reportado na literatura.

O delineamento do composto central rotacional (DCCR) utilizado indicou uma
potencial otimizagcdo do extrato de semente de jabuticaba em relagcdo as variaveis
tempo de extragdo e concentracdo de etanol, com relagdo aos y repostas de
compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas monoméricas, taninos
condensaveis e capacidade antioxidante por trés métodos (FRAP, ABTS e ORAC),
sendo os ensaios com concentragdo de etanol de 50% os que obtiveram maiores
teores na recuperagao de compostos fendlicos e potencial antioxidante, sendo que a
maioria das analises nao apresentaram diferencga significativa em relacdo ao tempo
de extragao nos ensaios. Somente a analise do teor de taninos condensados obteve-
se maiores teores nos ensaios com solvente a 78,37% e 52,73 minutos de extragao.

Os extratos de semente de jabuticaba otimizado possuem elevado potencial de
aplicacao com seu rico perfil fenélico podendo agregar nas industrias alimenticias e
farmacéuticas devido aos seus beneficios a saude descritos na literatura. O uso do
etanol possui vantagens por ser extragao mais sustentavel, com solvente nao téxico
€ que consome menos energia, apresentando alternativas econémicas, inovadoras e
ecoldgicas para as industrias, protegendo ndo somente os consumidores como 0 meio

ambiente.
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